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1 Einleitung
1.1 Multiple Sklerose

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch entziindliche
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) mit progredienter
Demyelinisierung von Nervenfasern und axonaler Schadigung. Makroskopisches
Korrelat sind herdférmige Lasionen, die disseminiert im gesamten ZNS auftreten
konnen.

Haufige Erstsymptome der MS sind Sehstérungen im Rahmen einer
Optikusneuritis sowie unspezifische Sensibilitdtsstorungen. Im weiteren
Krankheitsverlauf kommt es meist zu einer Zunahme der neurologischen Ausfalle
und chronischer Behinderung.

Bisher konnte fur die MS keine genaue Ursache ausgemacht werden, es handelt
sich am ehesten um ein multifaktoriell bedingtes Krankheitsgeschehen, bei dem
viele Faktoren wie z. B. Sonnenlicht, EBV-Infektion, Rauchen, Erndhrung und
genetische Faktoren eine entscheidende Rolle spielen [1]. Eine kurative Therapie
steht zum heutigen Zeitpunkt noch nicht zur Verfligung.

In Deutschland leben circa 200.000 Personen mit der Diagnose MS. Frauen sind
hierbei deutlich haufiger betroffen als Manner. Die mittlere Pravalenz flr Frauen
betragt 382/100.000, fir Manner hingegen nur 167/100.000 [2]. Das war jedoch
nicht immer so. Eine kanadische Studie konnte zeigen, dass das
Geschlechtergefalle seit 50 Jahren stetig zunimmt [3]. Beobachtungen im frihen
19. Jahrhundert zeigten sogar ein nahezu gleiches Geschlechterverhaltnis [4].
Unter anderem wird hierfur der rapide Anstieg von weiblichen Rauchern seit den
50er-Jahren verantwortlich gemacht, aber auch der verstarkte Einsatz von oralen
Kontrazeptiva oder eine geringere Paritat, werden als Einflussfaktoren diskutiert
[5].

Die meisten Patienten erkranken zwischen ihrem 20. und 40. Lebensjahr an MS,

das mittlere Alter bei Erkrankungsbeginn liegt bei 30,2 Jahren. Nach 13-jahriger



Krankheitsdauer sind etwa ein Drittel (32,7%) aller Patienten aus der
Erwerbstatigkeit ausgeschieden. Berufliche Umschulungen werden bisher nur
bei sehr wenigen Patienten vorgenommen [6]. Neben den lebensverandernden
Einzelschicksalen wirkt sich MS auch auf die soziobkonomischen Verhaltnisse
aus. Rechnet man zu den allgemeinen, durch MS entstehenden
Krankheitskosten, die Belastung durch Erwerbsunfahigkeit, vorzeitige Berentung
etc. hinzu, werden die jahrlichen Kosten auf Uber 30.000 Euro pro Patient

geschatzt [6].

Ein einzelner kausaler Ausloser fir die MS konnte bis heute nicht gefunden
werden. Die Aussage, die Ursache der MS sei ganzlich unbekannt, ist jedoch
auch nicht richtig. Es konnten in der Vergangenheit viele Faktoren ermittelt
werden, die an der Entstehung, Progression und Aufrechterhaltung der MS
beteiligt sind.

Eine mal3gebliche Rolle nimmt hierbei eine genetische Pradisposition ein. Dafir
sprechen  Zwillingsstudien, welche fur monozygote Zwillinge eine
Konkordanzrate von 25,3 % ermitteln konnten. Bei Verwandten ersten Grades
liegt die Konkordanzrate immerhin noch bei etwa 6 % [7, 8]. Tiefere Einblicke in
die Genetik bieten genomweite Assoziationsstudien. Hier konnten bisher weit
tber 100 genetische Risikovarianten aul3erhalb des
Haupthistokompatibilitatskomlex (MHC - Major Histocompatibility Complex)
gefunden werden. Circa 22 % dieser Varianten konnten auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise rheumatoider Arthritis (RA),
Morbus Crohn oder Zdliakie, gefunden werden [9]. Den gréf3ten Einfluss auf die
Suszeptibilitat fur MS haben nach aktuellem Kenntnisstand jedoch die Gene des
humanen Leukozytenantigen-Komplexes (HLA). Bis zu 10,5 % des gesamten
genetischen Risikos wird der Klasse Il Region des HLA zugesprochen. Hierbei
hat HLA-DRB1*15:01 den grof3ten Effekt. Ein weiterer interessanter
immunogenetischer Aspekt ist auf dem Chromosom 19g13.4 codiert. Hier liegen
die Allele der killer-immunoglobulin-like receptors (KIR). Bei den KIR handelt es
sich um Rezeptoren, die von den natirlichen Killerzellen (NK) und in kleiner

Anzahl auch von CD8" T-Zellen exprimiert werden [10, 11]. Als primérer Ligand



fur die meisten KIR dienen HLA Klasse-I-Molekiile. Ein Bezug zwischen HLA und
KIR liegt also nahe. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein
oder Fehlen bestimmter KIR-Varianten die Anfalligkeit fir MS erhdhen bzw.
erniedrigen kann [12].

Eine gangige Hypothese bezuglich der MS besagt, dass sich die MS auf dem
Boden einer genetischen Préadisposition durch den Einfluss der Umwelt
entwickelt. Tatsachlich gibt es zahlreiche Umwelteinflisse, die mit der MS in
Zusammenhang gebracht werden konnten. Migrationsstudien konnten zeigen,
dass die Herkunft eine wichtige Rolle in der Entstehung der MS spielt. Generell
kann man sagen, dass die MS in Landern in der Aquatorialzone eher selten ist
und die Inzidenz mit Nahe zu den Polen zunimmt. Doch auch hier gibt es einige
Ausnahmen. In Japan ist MS beispielsweise eine eher seltene Erkrankung [13,
14].

Danemark ist ein Land mit einer hohen MS-Inzidenz. Danische Forscher konnten
nun zeigen, dass Migranten aus einem Land mit einer niedrigen MS-Inzidenz, die
vor lhrem 15. Lebensjahr nach Danemark kamen, im Gegensatz zu ihrem
Geburtsland zwar ein héheres Erkrankungsrisiko aufwiesen, jedoch ein weitaus
niedrigeres als das der ethnischen Danen. Migranten, die nach ihrem 15.
Lebensjahr nach Danemark auswanderten, hatten hingegen eine Anfalligkeit fur
MS, die ihrem Geburtsland entsprach. Dieser Effekt war jedoch nicht tber einen
Generationenwechsel hinaus stabil. Kinder von Immigranten aus Landern mit
einer geringen MS-Wahrscheinlichkeit hatten im Gegensatz zu gebirtigen Ddnen
ein um 28% hdoheres Erkrankungsrisiko [15]. Es scheint, als wirden
Umweltfaktoren, die ihren Effekt im Kindes- und Jugendalter entfalten, von
atiologischer Relevanz sein.

Bei einem dieser Faktoren kdnnte es sich um die vermehrte Sonneneinstrahlung
am Aquator handeln. Vermehrte Sonneneinstrahlung und somit auch erhohte
Ultraviolettstrahlung B (UVB)-Exposition fuhrt zu einem hdheren Vitamin D-
Spiegel. Vitamin D hat in Bezug auf die MS einen protektiven Effekt. Der
Haupteffekt des Vitamins D scheint hierbei immunmodulatorisch zu sein [16].
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Vitamin D Auswirkungen auf die

Regulation von T- und B- Lymphozyten hat, sowie auf die Sekretion



verschiedener Zytokine, beispielsweise IL-17 und IFN-y [17-19]. Daruber hinaus
scheint Vitamin D einen Einfluss auf den genetischen Hauptrisikofaktor zu haben,
das Allel HLA - DRB1 * 15: 01 (siehe oben). Eine Studie von 2009 konnte zeigen,
dass Vitamin D spezifisch mit DRB1 * 15: 01 interagiert und dessen Expression
beeinflusst [20].

Bei der Diskussion um die Atiologie spielen auch humanpathogene Viren eine
Rolle. Hierbei steht besonders das Epstein-Barr Virus (EBV) im Fokus. Die
Seropositivitat fur EBV ist mit tber 90% der Weltbevdlkerung sehr hoch. Jedoch
betragt die Seropositivitat bei erwachsenen MS-Patienten nahezu 100% [21]. Die
Erklarungsansétze fur den Einfluss von EBV auf MS sind sehr heterogen. In der
Vergangenheit wurde molekulares Mimikry in Zusammenhang mit EBV gebracht.
Eine Studie zeigte, dass ein T-Zell-Rezeptor eines MS-Patienten sowohl ein
MBP-(85-99)-Epitop als auch ein EBV-DNA-Polymerasepeptid erkannte [22]. In
jungerer Zeit ist auch die B-Zelle mehr in den Mittelpunkt gertickt. Es konnte in
vitro gezeigt werden, dass mit EBV infizierte B-Zellen rekombinantes humanes
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (rhMOG) verarbeiten, prasentieren und
eine anschlielende Erkennung von zytotoxischen CD8* T-Zellen ermdglichen
[23].

Wahrend die bisher genannten Umwelteinfliisse schwer durch ein Individuum
selbst beeinflusst werden kénnen, gibt es auch bestimmte Lebensstile, die das
Risiko an MS zu erkranken signifikant steigern. Beispielsweise erhoht Rauchen
das MS-Risiko, es gibt jedoch nur geringe Hinweise, dass Tabakkonsum sich
auch negativ auf die Progression der Erkrankung auswirkt [24].
Interessanterweise fuhrt lediglich der inhalative Tabakkonsum zu einem erhéhten
Risiko, der Konsum von Schnupftabak wirkt sich in Bezug auf MS nicht negativ
aus [25]. Nikotin scheint also nicht der ausschlaggebende Faktor zu sein. Die
genauen molekularen Mechanismen zwischen inhalativem Tabakkonsum und
MS sind weiterhin unklar [25].

Neben dem Rauchen scheint auch die Ernahrung einen Einfluss auf die MS zu
haben. Die Erndhrung kann sich auf die Progression der MS auswirken und sollte

in einem multimodalen Behandlungskonzept bertcksichtigt werden [26, 27].



Insgesamt wurde dem gastrointestinalen Trakt und dem enterischen
Nervensystem bisher wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Es konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass der Plexus myentericus von MS-Patienten Schaden
an Nervenfasern und eine Aktivierung von Gliazellen aufweist [28].

Insgesamt ist die Atiologie der MS noch nicht ausreichend verstanden. Es gibt
unzahlige Ansatze, um diese Erkrankung zu erklaren. Es handelt sich allerdings
am ehesten um eine Erkrankung, die sich durch verschiedene Umwelteinfliisse
auf dem Boden einer genetischen Pradisposition entwickelt. Ob jemals ein
einzelner kausaler Ausloser fur die MS gefunden werden kann, bleibt offen. Es
scheint jedoch eher, als wirde sich die Atiologie der MS als buntes Mosaik
abbilden lassen, bei dem nach wie vor viele Steine zum umfassenden

Verstandnis fehlen.

1.1.2 Klinischer Verlauf

So vielfaltig wie die Atiologie ist auch der Verlauf und die Klinik der MS. Es gibt
nicht das eine pathognomonische Krankheitszeichen. Die MS kann das gesamte
ZNS befallen und &hnlich vielfaltig wie dessen Funktionen, sind auch die
Symptome, die aus dessen Erkrankung resultieren kbénnen. Es sind allerdings
einige Muster erkennbar. So gibt es bestimmte Symptome, bei denen man
hellh6rig werden sollte. Hierzu zahlt beispielsweise die Optikusneuritis, welche
mit einer schmerzhaften Augenbewegung und einer Sehstérung einhergehen
kann und haufig als erstes Krankheitszeichen bemerkt wird. Weitere
neurologische Symptome sind Paresen, Sensibilitatsstérungen, Ataxie,
Sexualstérungen, Blasen- und Mastdarmstérungen. Hinzu kommen im Verlauf
haufig noch kognitive Einschrankungen, Fatigue und psychiatrische
Auffalligkeiten [29, 30].

Die Symptome manifestieren sich meist als schubartige Verschlechterung. Als
Schub wird per Definition eine sich entwickelnde neurologische Symptomatik
bezeichnet, die fur mindestens 24 Stunden persistiert und sich komplett oder
zumindest partiell zurtickbildet. Zwischen zwei Schiben muss ein

Mindestabstand von 30 Tagen liegen. Echte Schibe muissen von



Pseudoexazerbationen abgegrenzt werden, welche durch eine Erh6hung der
Korpertemperatur, dem sogenannten Uhthoff-Phanomen, ausgeldst werden
konnen. Typische Ausléser hierfur sind Dbeispielsweise heil3e Bader,
Saunabesuche oder systemische fieberhafte Infekte [31].

Die Auspragung der MS-bedingten Behinderung wird klinisch haufig anhand der
Gehfahigkeit mit Hilfe der Kurtzke-Skala bzw. Expanded Disability Status Scale
(EDSS) erfasst. Der numerische Wert erstreckt sich von 0 = normaler
neurologischer Befund bis 10 = Tod in Folge von MS. Ab einem EDSS von 6 ist
das Gehen ohne Hilfsmittel wie beispielsweise Stock oder Kricken nicht mehr
moglich [30, 32].

Bei der MS lassen sich im Wesentlichen drei verschiedene Verlaufsformen
unterscheiden. Zu Beginn der Erkrankung besteht meist ein schubférmig
remittierender Verlauf (relapsierend-remittierende Multiple Sklerose). Hier kommt
es zu einem Wechsel zwischen schubférmiger Verschlechterung, Remission und
Phasen der klinischen Stabilitat. Die RRMS wird im Krankheitsverlauf haufig von
einer sekundar chronisch progredienten MS (SPMS) abgeldst, bei der es zu einer
kontinuierlichen Verschlechterung des klinischen Zustandes kommt. Als dritte
Verlaufsform der MS bleibt die primar progrediente MS (PPMS) zu nennen. Die
10-15% der MS-Patienten, die eine PPMS Erkrankung haben, leiden von
Erkrankungsbeginn an unter einer sich stetig verschlechternden neurologischen
Symptomatik. Eine schwedische Studie konnte zwischen 1946 und 2014 einen
signifikanten Ruckgang der Inzidenz fur die PPMS nachweise, was jedoch auch
an einem Mangel an lizenzierten Therapien fur die PPMS liegen kann [33]. Der
Verdacht liegt nahe, dass PPMS-Patienten als RRMS eingestuft werden, um eine

entsprechende Behandlung zu erhalten [3, 30, 33].

1.1.3 Pathogenese

Im Jahr 1867 stellte Charcot der medizinischen Fachgesellschaft eine
Erkrankung vor, die er als Sclérose en plaques bezeichnete. Bei den Sclérose
en plaques Patienten kam es, laut Charcot, in den periventrikularen Bereichen

des Gehirns, im Pons und im Rickenmark zur Bildung von sklerosierenden



Plaques. Charcot beschrieb im Verlauf weiterhin aufwandig die Symptomatik und
differenzierte zwischen unterschiedlichen Befallsmustern. Er lieferte damit nicht
nur den ersten umfassenden Bericht zur MS, sondern erkannte durch seine
Beobachtungen auch das pathologisch spezifische Merkmal fir die MS:
entzindliche Lasionen, die zu demyelinisierenden Plaques fuhren [29, 34]. Die
Demyelinisierung ist ein selektiver Prozess, der zunéachst nur die Myelinscheiden
und Oligodendrozyten betrifft. Das Axongerust bleibt im frihen Stadium der
Erkrankung jedenfalls teilweise erhalten. Mit der Ausbreitung der Lasionen
kommt es jedoch zu einer massiven axonalen Schadigung, welche als
pathologische Korrelat mit dem Grad der neurologischen Beeintrachtigung
zusammenhangt [35, 36]. Die entzindlichen L&sionen bzw. Infiltrate enthalten
hauptsachlich T-Lymphozyten, wobei der Anteil der CD8* T-Zellen Uberwiegt.
Aul3erdem vorhanden, wenn auch in deutlich geringerer Anzahl, sind B-
Lymphozyten und Plasmazellen [29, 37].

Die genaue Immunpathogenese der MS ist noch nicht abschliel3end geklart. Der
Groliteil der aktuellen Erkenntnisse basiert auf der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell, bei dem es zu einer entztndlich
demyelinisierenden Erkrankung des ZNS kommt, welche viele histologische
Gemeinsamkeiten zur humanen MS aufweist [38].

Es wird vermutet, dass es bei genetisch pradisponierten Personen in der
Peripherie (Blut 0. Lymphknoten) zu einer Bildung von autoreaktiven CD4* T-
Zellen kommt. Die aktivierten T-Zellen haben die Fahigkeit, im weiteren Verlauf
Uber die BHS zu transmigrieren [39]. Fur den Mechanismus der Aktivierung und
des Toleranzverlustes der autoreaktiven CD4* T-Zellen werden im Wesentlichen
zwei Thesen diskutiert. Zum einen kann eine Aktivierung durch molekulare
Mimikry erfolgen. Hierbei besteht eine Ahnlichkeit zwischen den Antigenen eines
externen Erregers (beispielsweise eines viralen Proteins) und korpereigenen
Antigenen. Eine Infektion mit einem Erreger, der eine entsprechende Homologie
zu einem korpereigenen Protein aufweist, kann zu einer Aktivierung von
autoreaktiven Zellen fuhren [40, 41]. Als zweite These wird die Bystander-
Aktivierung diskutiert. Hierbei kommt es innerhalb eines entzindlichen Milieus,

insbesondere durch die Einwirkung von Zytokinen, zu einer Aktivierung von



autoreaktiven T-Zellen [40]. Eine intrathekale Zytokinproduktion unterstitzt die
Migration von autoreaktiven T-Zellen Gber die Blut-Hirn-Schranke (BHS). Auch
ein direktes Zusammenwirken von molekulare Mimikry und Bystander-
Aktivierung ist denkbar. So kbnnen bereits durch molekulare Mimikry geprimte
autoreaktive T-Zellen im Zuge einer zweiten unspezifische virale Infektion durch

eine Bystander-Aktivierung reaktiviert werden [42, 43].

Nach dem Eindringen ins ZNS werden die T-Zellen durch antigenprasentierende
Zellen (APZ) reaktiviert, indem diese den T-Zellen ZNS-Autoantigene auf HLA-
Molekllen prasentieren [39]. Hierfir kommen dendritische Zellen (DZ2),
Makrophagen, Mikroglia oder B-Zellen in Frage [44].

CD4* T-Zellen kdnnen Uber ein spezifisches Interleukin-Milieu zu Effektorzellen
polarisiert werden. Sobald die Polarisierung zu Thl-, Th2-, Th9-, oder Th17-
Zellen stattgefunden hat, produzieren diese Zellen Effektormolekile [44, 45].
Thl-Zellen produzieren proinflammatorische Zytokine wie beispielsweise
Interferon-y. Th17-Zellen produzieren IL-17, IL-21, IL-22 und IL-26, auch hier
besteht ein proinflammatorischer Effekt. Im Gegensatz dazu stehen die Th2-
Zellen, die durch die Sezernierung von IL-4 und IL-13 eher eine
entzindungshemmende Wirkung entfalten [44].

Die T-Zelle scheint mit ihren komplexen Regelablaufen eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der MS einzunehmen. Doch in den letzten Jahren hat auch die B-
Zelle vermehrt an Relevanz in der MS-Forschung gewonnen und auch
Behandlungsansatze, welche die B-Zell-abhéngige Immunpathologie in den

Fokus stellen, konnten grol3e Erfolge erzielen.

1.1.4 Die Rolle der B-Zelle

Wie auch die immunpathologischen Prozesse der T-Zellen im Rahmen der MS
sind auch die Funktionen der B-Zellen sehr komplex und noch nicht vollstandig
verstanden. Mal3gebliche Prozesse, die zur Krankheitsentwicklung und
Progression fuhren, sind die Produktion von Antikérpern durch Plasmazellen, die

Funktion als APZ und die Bildung von B-Zell-Infiltraten bzw. Aggregaten.



Eine der Hauptfunktionen von B-Lymphozyten ist die Differenzierung zu
Plasmazellen und die Produktion von Antikérpern. Eben diese Antikdrper sind ein
charakteristischer immundiagnostischen Marker in der MS. Nachweisbar ist die
Antikdrperproduktion  Uber oligoklonale Banden (OKBs) im  Liquor
cerebrospinalis. Normalerweise sind im Liquor keine Antikérper vorhanden, bei
der MS kann es jedoch zu einer intrathekalen Antikérperproduktion kommen.
OKBs, als Korrelat fur die intrathekale Antikdrperbildung, sind jedoch nicht
spezifisch fur die MS und kdnnen auch bei einigen anderen entzindlichen ZNS-
Erkrankungen wie beispielsweise Neuroborreliose, Lues und viralen
Enzephalitiden auftreten [46]. Wenn mittels isoelektrischer Fokussierung eine
zeitgleichen Analyse von Serum und Liquor durchgefuhrt wird und in der
Liguorprobe im Vergleich zur Serumprobe vermehrt Banden auftreten, spricht
das fur eine isoliert intrathekale Antikdrperbildung [47]. Bei MS-Patienten die
OKBs aufweisen, bilden die Banden fir den jeweiligen Patienten
charakteristische Muster. Interessanterweise konnen diese Muster uber Jahre
stabil bleiben [48]. Diese Stabilitat legt nahe, dass das ZNS ein fur B-Zellen
freundliches Milieu schaffen kann [48, 49]. Es bleibt jedoch die Frage nach der
Spezifitat der Antikérper. Als mogliche Antigene wurden das basische
Myelinprotein (MBP - myelin basic protein), Proteolipid Protein (PLP), Myelin
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) und das Myelin-assoziierte Glykoprotein
(MAG) beschrieben [46]. Die meisten Antikorper, die bei MS-Patienten
nachgewiesen werden kénnen, richten sich jedoch nicht gegen
Myelinbestandteile, sondern haufig gegen infektiose Erreger wie beispielsweise
Masern, Roételn oder Varizellen [40, 50]. Trotzdem konnte gezeigt werden, dass
eine Plasmapherese bei steroidrefraktaren Exazerbationen der MS zu einer
klinischen Besserung bei einigen Patienten fihrte [51]. Besonders gut sprechen
MS-Patienten mit einem histopathologischen Subtypen Il (nach Lucchinetti und
Buck) auf eine Plasmapherese an. Der Subtyp Il ist dominiert durch ZNS-
Lasionen, die eine ausgepragte antikorper- und komplementvermittelte
Schadigung zeigen. Die Vermutung liegt nahe, dass solche humoralen Einflisse

besonders gut durch die Plasmapherese beseitigt werden kénnen [52-54].



Neben der Antikérperproduktion sind B-Lymphozyten auch in der Lage als APZ
zu fungieren. In dem Zusammenhang sind die beiden monoklonalen Antikdrper
Rituximab und Ocrelizumab zu nennen. Beide flhren zu einer selektiven
Depletion von CD20" B-Zellen. Ocrelizumab hat zudem den entscheidenden
Vorteil, auch fur die PPMS als erstes krankheitsbeeinflussendes Medikament
zugelassen zu sein.

Interessanterweise fuhren Rituximab und Ocrelizumab nicht zu einer Depletion
der langlebigen CD138* Plasmazellen. Sie haben also keinen direkten Einfluss
auf die Antikdrperproduktion. Dennoch wirkt sich eine Antikérpertherapie positiv
auf den Krankheitsverlauf von MS-Patienten aus, was wohl am ehesten auf die
Zerstbrung von CD20* positiven B-Lymphozyten zurtickzufihren ist [46, 55].
Neuere Studien zeigen einen direkten Effekt von CD20* depletierenden
Therapien auf T-Zellen. CD20" wird auch auf einer Untergruppe von CD3* T-
Zellen exprimiert. Diese Zellen zeichnen sich durch eine verstarkte Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen und Interleukinen aus.
Auch wenn der genaue Wirkmechanismus von CD20* depletierenden Therapien
noch nicht abschlieBend geklart ist, konnten sowohl Rituximab als auch
Ocrelizumab in klinischen Studien der RRMS zu einer verringerten
Krankheitsaktivitdat und Progression fiihren [56, 57]. Daruber hinaus zeigte
Ocrelizumab in der randomisierten, placebo-kontrollierten ORATORIO-Studie, in
der 732 PPMS Patienten eingeschlossen wurden, eine verminderte klinische

Progression der MS und einen Ruckgang der ZNS L&sionen [58].

1.2 Tertiar lymphatische Organe

Das lymphatische System setzt sich im Wesentlichen aus den lymphatischen
Organen und den Lymphgefafien zusammen. Die lymphatischen Organe lassen
sich wiederum in primére und sekundar lymphatische Organe unterteilen. Zu den
primar lymphatischen Organen (PLO) z&hlt man das Knochenmark und den
Thymus. Hier finden die Bildung und Reifung der B- und T-Lymphozyten statt. In
den sekundar lymphatischen Organen (SLO), wozu man Milz, Lymphknoten und

Mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (MALT) z&ahlt, findet Uber
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Antigenkontakte die Differenzierung zu Effektorzellen statt [59]. Die Liste der
lymphatischen Organe muss jedoch noch um den Begriff der tertidr
lymphatischen Organe (TLO) erweitert werden. 1992 pragten Picker et al. den
Begriff ,tertiar Lymphatisches Gewebe“, um extralymphatische Strukturen zu
beschreiben, in denen Lymphozyten Uber Antigenprasentation restimuliert
werden kdnnen [60, 61].

TLOs kommen haufig in Zielorganen von Autoimmunerkrankungen vor. So
wurden TLOs beispielsweise bei der RA, dem Sjogren-Syndrom und der
Hashimoto Thyreoiditis beschrieben [62]. TLOs weisen einige morphologische
und funktionale Gemeinsamkeiten zu den SLOs auf. TLOs haben beispielsweise
getrennte B- und T-Zellzonen, hochendotheliale Venolen (HEV) sowie DZ. In
TLOs kann es, wie auch in SLOs, zur klonalen Expansion, somatischen
Hypermutation, Affinitatsreifung, Immunglobulinklassenwechsel sowie zu einer
direkten terminalen Effektorreaktion kommen [60, 62].

Im Jahr 2004 konnten Magliozzi et al. erstmals lymphoide follikelahnliche
Strukturen in den Meningen von Mausen mit einer EAE feststellen [63]. Im selben
Jahr konnten Serafini et al. den ersten immunhistochemischen Beweis fur das
Vorhandensein von TLOs bei MS-Patienten aufstellen. Dafur untersuchten sie
post mortem ZNS-Gewebeschnitten von MS Patienten. Bei zwei von drei
Patienten, die an einer SPMS erkrankt waren, konnten in den Meningen B-Zellen,
T-Zellen, Plasmazellen und FDCs, die das lymphoide Chemokin CXCL13
exprimieren, nachgewiesen werden [64].

In den Jahren 2010 und 2011 fuhrten Howell et al. und Magliozzi et al. zu dem
Thema ektoper B-Zell-Follikel &hnlicher Strukturen im ZNS umfangreiche Studien
mit humanem Gewebe durch. Hierfiir untersuchten Howell et al. ZNS Gewebe
von 123 und Magliozzi et al. von 37 SPMS-Patienten [65, 66]. Ziel war es zum
einen, das Vorhandensein von Follikel-dhnlichen Strukturen zu belegen, denn
einige andere Studien konnten die Existenz dieser Strukturen nicht nachweisen,
und zum anderen, deren Einfluss auf die subpiale Pathologie der MS naher zu
betrachten [65, 67].

Die Forschungsgruppen fuhrten bei ihren Gewebeproben mittels Serienschnitten

ein strukturiertes Screening durch. Howell et al. konnten in 40 % der Falle Follikel-
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ahnliche Strukturen nachweisen, bei Magliozzi et al. waren es sogar 57 % der
Falle.

Magliozzi et al. beschrieben bei den Proben der SPMS-Patienten mit
nachgewiesenen Follikel-dhnlichen Strukturen (F+ SPMS) einen diffusen Verlust
von Neuronen, Oligodendrozyten und Astrozyten [65, 66]. Der Verlust folgte
einem Gradienten, die starkste Schadigung war in den aufReren Hirnschichten
(subpial) zu finden, in den tieferen Schichten nahm der Verlust zunehmend ab.
Es scheint also plausibel, dass die neuronale Schadigung direkt oder indirekt auf
eine meningeale Entztuindung zurlckzufuhren ist. Zudem wird erwartet, dass die
Follikel-ahnlichen Strukturen, insbesondere die T-Zellen, B-Zellen und
Makrophagen molekulare Mediatoren wie beispielsweise Zytokine produzieren
und diese in den Subarachnoidalraum diffundieren. Hierdurch kann ein
generalisiertes entzindliches Milieu entstehen, welches den neuronalen Verlust
begunstigt und die geringere neuronale Schadigung in den tieferen Hirnschichten
erklart [66]. Howell et al. fanden heraus, dass die Follikel-dhnlichen Strukturen
besonders haufig in tiefen kortikalen Sulci zu finden waren. Das kann unter
anderem mit dem verminderten Liquorfluss in den Sulci zusammenhangen [65].
Hierdurch konnte es zu einer Proteinakkumulation mit vermehrter
Antigenprasentation und Stimulation reaktiver Zellen kommen, was wiederum die
Bildung lymphoidartiger Strukturen begtnstigen wirde [62].

Von besonderer klinischer Relevanz sind die Follikel-dhnlichen Strukturen
aufgrund der Tatsache, dass das Vorhandensein dieser Strukturen mit einem
jungeren Erkrankungsalter und einen schwerem Krankheitsverlauf assoziiert sind
[68]. Zudem konnten Howell et al. nachweisen, dass diese Strukturen auch in
zwei Patienten mit sehr kurzer Krankheitsdauer (5-6 Jahre) vorhanden waren,

was fur einen Einfluss im friilhen Krankheitsverlauf spricht [65].

Auffallig ist, dass weder Howell et al. noch Magliozzi et al. in ihren Arbeiten
explizit von TLOs sprechen. Tatsachlich ist der Begriff TLOs nicht genau definiert.
Als Picker et al. den Begriff 1992 pragten, bezeichneten sie es als jedes
lymphoide Gewebe auf3erhalb von PLOs und SLOs. Genauer sollten es Orte

sein, an denen Gedachtnis- und Effektorzellen durch Antigene restimuliert
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werden kénnen, oder an denen terminale Funktionen von T- und B-Lymphozyten
ausgefuhrt werden kdnnen, wie beispielsweise Immunglobulinsekretion oder
zytotoxische Funktionen [60].

Magliozzi et al. definierten ihre Follikel-ahnlichen Strukturen als B-Zell-
Aggregate, die follikulare DZ, proliferierende B-Zellen, Plasmazellen und T-Zellen
enthielten. Howell et al. definierten die Strukturen in &hnlicher Weise, wobei sie
auf die Prasenz von T-Zellen als Auswahlkriterium verzichteten [65, 66]. Die
Einschlusskriterien von Magliozzi et al. und Howell et al. decken sich also

weitestgehend mit den definitorischen Vorgaben fur TLOs von Picker et al. [60].

Zusammenfassend kann man feststellen, dass TLOs einen mal3geblichen
Beitrag zur Aufrechterhaltung und Aggravation der immunphatologischen
Prozesse in der MS haben. TLOs unterstreichen durch ihre Bereitstellung eines
geeigneten Milieus zur Lymphozytendifferenzierung und Reifung zusatzlich die
Rolle der B-Zelle in der MS.

1.3 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Um die Genexpressionsprofile der MS genauer zu verstehen, verwendeten wir in
dieser Studie das Tiermodell der EAE. Bei der EAE handelt es sich wohl um das
bekannteste und pragendste Tiermodell in der MS-Forschung. Die Wurzeln der
EAE reichen 0ber 90 Jahre zurick. In den 1920er Jahren beimpften
Koritschoner, Schweinburg et al. Kaninchen mit humanem ZNS-Gewebe und
|6sten damit eine Rickenmarksentziindung aus [69]. Wenig spater, in den
1930er Jahren, fuhrten Rivers et al. bei Rhesusaffen intramuskulare Injektionen
mit ,Gehirnemulsionen® durch. Von acht Affen erkrankten zwei an einer
demyelinisierenden Pathologie des Ruckenmarks. Eine Schlussfolgerung,
warum die Injektionen zu einer Erkrankung des Nervensystems gefuhrt haben,
konnte jedoch nicht gezogen werden [70]. Nach der Erstbeschreibung wurde die
EAE bei vielen weiteren Spezies ausgelost. Es stellte sich allerdings als sehr
aufwendig dar, denn die Injektionen mit ZNS-Extrakten mussten repetitiv Gber

einen langen Zeitraum erfolgen, um eine Immunreaktion auszulésen. Abhilfe
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schaffte die eher zufallige Entdeckung eines potenten Adjuvans. Jules Freund
erkannte, dass Meerschweinchen, die mit in Paraffindl geldsten Mykobakterien
immunisiert wurden, einen hohen Antikdrper-Titer aufwiesen [71]. Kombiniert
man Paraffindl mit inaktivierten Mycobacteria tuberculosis erhalt man Komplettes
Freund-Adjuvans (KFA). Kabat et al. zeigten, dass Rhesusaffen bereits nach
einer einzigen Injektion von KFA und Hirnextrakten an einer akuten
disseminierten Enzephalomyelitis erkrankten [72]. Trotz der Kombination mit KFA
war es nach wie vor schwierig, eine EAE bei Mausen zu induzieren. Erst der
Einsatz von Pertussistoxin brachte den erwinschten Durchbruch im murinen
EAE-Modell. Durch die Kombination der Immunisierung mit einer oder mehreren
Pertussistoxin-Injektionen wurde die Krankheitsinduktion gesteigert und flr die
EAE anfallige Mausstamme konnten leichter detektiert werden [69, 73].

Bis in die 80er Jahre hinein stand zur Debatte, ob das ,A“ in EAE fur ,allergisch®
oder ,autoimmun® stehen sollte. Ein direkter Beweis flur eine autoimmune
Kausalitat der Enzephalomyelitis war bis dato nicht erbracht. Schluesener et al.
vermehrten 1985 T-Zellen von Ratten in vitro und prasentierten den Zellen MBP
als Antigen. Entsprechend geprimte T-Zellen wurden gesunden Ratten injiziert.
Die auf diese Weise behandelten Ratten entwickelten im zeitlichen Verlauf eine
EAE. Diese Daten lieferten den Beweis, dass autoreaktive T-Zell Klone im
normalen Immunsystem potentiell vorhanden sind. Damit war die Grundlage flr

die Annahme einer autoimmunen Genese gegeben [69, 74].

Seit Erstbeschreibung der EAE sind diverse EAE-Modelle etabliert worden. Mit
der EAE lassen sich viele neuropathologische und immunologische Aspekte der
MS im Tiermodell abbilden. Die anfangliche Euphorie und Hoffnung wurden
allerdings ein wenig gedampft. Die MS ist eine komplexe Erkrankung und eine
klassische EAE wird nicht alle Bereiche dieser Erkrankung abbilden kénnen.
Hinzu kommt, dass der Ausloser, insbesondere das induzierende Antigen, fur die
MS nicht bekannt ist.

Auch wenn das Forschen an einer EAE gewisse Grenzen aufweist, sollten einige
Vorteile nicht unerwahnt bleiben. So ist es beispielsweise kaum maéglich, parallel

zum Krankheitsverlauf humane Gewebeschnitte von MS-Patienten zu gewinnen
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[75]. Ein weiterer unbestreitbarer Vorteil ist, dass anders als bei spontanen
Autoimmunprozessen bei der EAE das Antigen, der Zeitpunkt sowie der Ort der
Reaktion bekannt sind. Diese Parameter kontrollieren zu kbnnen, macht die EAE
nicht nur fir die Ursachenforschung interessant, sondern auch, um

therapeutische Mechanismen besser zu verstehen [76].

1.3.1 MOG

MOG ist ein ZNS-spezifisches Glykoprotein, welches in geringer Konzentration
in der aullersten Schicht der Myelinscheiden exprimiert wird [77]. Trotz seiner
sehr geringen Konzentration ist es durch seine Lokalisation direkt zuganglich far
Autoantikdrper und hat ein hohes immunogenes Potential. Die MOG-abhangige
EAE 16st eine T-Zell abh&ngige Immunantwort aus. Eine Ausnahme hiervon
bildet die Verwendung von humanem MOG (hMOG) bei C57BL/6-Mausen (B6-
Méause), nur bei dieser MOG-EAE kommt es zu einer B-Zell abh&angigen

Immunantwort [78].

Fur unser Projekt bendétigten wir als Kontroll- bzw. Vergleichsgruppe ein B-Zell
unabhéngiges EAE Modell. Deshalb entschieden wir uns bewusst fur eine MOG
Peptid 35-55-induzierte EAE bei B6-Mausen. Die wahrend der EAE auftretenden
ZNS-Lasionen sind gepragt durch Infiltration von CD4* T-Zellen, Makrophagen
und Granulozyten. B-Zellen sind nur selten zu finden [79].

Als weiteres EAE-Modell verwendeten wir in unserer Studie die MP4-induzierte
EAE. Als fundamentales Unterscheidungsmerkmal zu der MOG:35-55-
induzierten EAE, weist die MP4-EAE eine B-Zell abhangige Immunkomponente

und einen komplexeren Krankheitsverlauf auf [79].
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1.3.2 MP4

Bei MP4 handelt es sich um ein Fusionsprotein aus MBP und PLP. MBP macht
ungefahr 30-40% aller Myelinscheidenproteine aus, PLP hat mit 50% sogar einen
noch grolReren Anteil [40]. MP4 wurde 1996 von Elliott et al. urspriinglich als
potentielles MS-Therapeutikum entwickelt. Hierfir wurde die 21,5-kD-Isoform
von MBP (MBP21.5) mit einer gentechnisch verdnderten Form von PLP
(deltaPLP4) zu einem chimaren Fusionsprotein kombiniert. Tatsachlich konnten
Elliott et al. zeigen, dass die intraventse Verabreichung von MP4 bei SJL/J-
Méausen eine von MBP- und PLP-spezifischen T-Zellen induzierte EAE
unterdriicken konnte. Allerdings wurde in dieser Arbeit auch gezeigt, dass MP4
eine EAE bei SJL/J-Mausen induzieren kann [80]. Zehn Jahre spater konnten
Kuerten et al. eine MP4- induzierte EAE bei B6-M&ausen auslosen. Die MP4-
abhangige EAE flhrte bei den Mausen zu einem frihen Krankheitsbeginn, zu
einem dynamischen Krankheitsverlauf und zu einer CD4* sowie CD8" T-Zell-
abhangigen Immunreaktion. Des Weiteren konnten in den ZNS-Infiltraten
Makrophagen, DZ und Granulozyten nachgewiesen werden. Entscheidend war
jedoch, dass dieses Modell auch eine B-Zell-abh&ngige Komponente aufwies. B-
Zellen bildeten Aggregate und organisierten sich im chronischen Stadium der
Erkrankung zu lymphfollikelartigen Strukturen, die der Definition von TLOs

entsprechen (siehe Kapitel 1.2 Tertiar lymphatische Organe) [76, 79, 81].

1.4 Zusammenfassung

Bereits im Jahre 2012 konnten Kuerten et al. TLOs im ZNS von MP4-
immunisierten Mausen nachweisen. B-Zell-Infiltrate sowie Aggregate konnten
bereits im frihen Stadium der EAE nachgewiesen werden, TLOs traten
typischerweise erst spéater, bei der chronischen Form der EAE auf [82]. Die
Entwicklung von TLOs in der MS ist ein dynamischer und bisher wenig
verstandener Prozess. Zunachst kommt es zu einer diffusen Infiltration von B-
Zellen, spater zu einfachen Clustern von B- und T-Zellen und abschliel3end

entstehen hoch organisierte Strukturen, die in ihrem Zellrepertoire und dessen
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Anordnung SLOs ahneln [65, 66, 82]. Wahrend die ektopen lymphatischen
Strukturen (ELS) im MP4-Modell hauptsachlich im Cerebellum zu finden sind,
konnten ahnliche Strukturen auch bei Patienten mit SPMS nachgewiesen
werden. Hier waren die Strukturen jedoch eher in den Meningen zu finden. Die
Prasenz dieser Strukturen war mit einem schwereren Krankheitsverlauf
assoziiert [64, 68]. Die Vermutung liegt also nahe, dass ELS einen aktiven
Einfluss auf die Symptomatik und Schwere der MS hat.

Das MP4-Modell sollte also eine geeignete Grundlage bilden, um
Schlisselmechanismen zu detektieren, die an der Bildung und Aufrechterhaltung
von B-Zellaggregaten und schlie3lich auch TLOs beteiligt sind.

Verschieden Molekile und Zelltypen stehen aktuell in Verdacht, einen Einfluss
auf die Bildung von TLOs zu haben. Zu diesen Zelltypen gehéren beispielsweise
IL-17 sezernierende CD4* T-Helferzellen. Diese Zellen werden von diversen
Chemokinen, wie beispielsweise CXCL13 und CCL21, angezogen und
akkumulieren in Entzindungsherden, wo es unter anderem durch
entzindungsfordernde Mediatoren wie IL-7 und Lymphotoxinen zu einer
topografischen Organisation und weiteren Rekrutierung von T- und B-
Lymphozyten kommt [62, 83].

Trotz intensiver Forschung sind die genauen Mechanismen, die zur Entwicklung
von TLOs fuhren, noch nicht umfassend bekannt. Eben solche
Schlisselmechanismen sollen im Fokus dieser Arbeit stehen. Hierfur fihrten wir
bei MP4-immunisierten Mausen eine Laser Capture Microdissection (LCM) mit
anschlieBender Gensequenzierung von B-Zell-Aggregaten und Infiltraten durch.
Der Vergleich von Infiltraten und Aggregaten gab uns die Maoglichkeit,
Schlusselgene zu bestimmen, die in den Entwicklungsprozess von TLOs
involviert sind. Um die Rolle der B-Zelle in den Fokus zu setzen und fur die TLOs
spezifische Mechanismen aufzudecken, verglichen wir die Daten mit ZNS-
Infiltraten von MOG:35-55-immunisierten Mausen. Um etwaige Unterschiede
zwischen TLOs wund SLOs zu finden, fuhrten wir zusatzlich eine
Gensequenzierung von Lymphfollikeln aus Lymphknoten von MP4- und

MOG:35-55-immunisierten Mausen durch und verglichen die Expressionsprofile.
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1.5 Fragestellung

Diese Arbeit beschéftigt sich im Wesentlichen mit zwei Themen. Einerseits steht
die Methodik im Fokus. Wir versuchten eine Methode zu etablieren, welche es

uns ermoglicht, aus Paraffin eingebettetem Gewebe stabile RNA zu isolieren.

Andererseits geht es in dieser Arbeit um Schlusselgene, die in der Entwicklung
und Aufrechterhaltung von TLOs im MP4-Mausmodell involviert sind. Hierbei
wurden zwei unterschiedliche Entwicklungsstufen von TLOs im MP4-
Mausmodell untersucht. Zum einen die diffusen B-Zell-Infiltrate und zum anderen
die hoher organisierten B-Zell-Aggregate. Als Kontrollgruppe dienten uns ZNS-
Infiltrate aus dem B-Zell-unabhangigen MOG:35-55-Modell, aulRerdem
verglichen wir die Expressionsdaten der B-Zell-Infiltrate und -Aggregate mit
denen von SLOs, um die fur die Entwicklung von TLOs spezifischen Gene

herauszufiltern.

Die Fragen dieser Arbeit lassen sich also wie folgt zusammenfassen:

1. Ist es maoglich, ausreichend stabile und intakte RNA flr eine
anschlielende Gensequenzierung aus Formalin-fixiertem Paraffin-
eingebettetem Gewebe (FFPE) zu isolieren?

2. Welche Gene waren im Vergleich zu den Kontrollgruppen
ausschliel3lich in B-Zell-Infiltraten hochreguliert?

3. Welche Gene waren im Vergleich zu den Kontrollgruppen
ausschlief3lich in B-Zell-Aggregaten hochreguliert?

4. Gibt es Gemeinsamkeiten oder Unterschiede in den
Expressionsprofilen von B-Zell-Aggregaten und -Infiltraten?
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Kontrollgruppe:

Lymphfollikel SLO (MOG:35-55 u.
MP4)
+

Infiltrate MOG:35-55

B-Zell Aggregate <«4—»  B-Zell Infiltrate

MP4 MP4

Abbildung 1 Schema — Studiendesign: Die Expressionsprofile der B-Zell-Aggregate (gelb) und -
Infiltrate (blau) werden mit denen der Kontrollgruppen (weil3: Lymphfollikel SLO und Infiltrate
MOG:35-55) verglichen. Relevant sind die Gene, die ausschlie3lich in den B-Zell-Aggregaten
bzw. Infiltraten hochreguliert sind. Zusatzlich wurden B-Zell-Aggregate und -Infiltrate
untereinander verglichen, um gemeinsam exprimierte Gene (griin) zu ermitteln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate/Software

Tabelle 1: Gerate/Software

Gerate/Software

Beschreibung/Hersteller

Autoklav

Gefriermikrotom

ImageJ

Laser Microdissection LMD
LCM Control and Trigger Box
LCM Kamera

LCM Mikroskop

LCM Touchscreen
Lichtmikroskop

Mikrotom

Sterilisationsschrank

2.1.2 Reagenzien/Kits

Tabelle 2: Reagenzien/Kits

Reagenzien/ Kits

Varioklav Dampfsterilisator Typ
300/400/500 EP

Leica CM3050 S Kryostat

Freeware, Version 2.0.0.-rc-54/1.51h
LCM Software (Leica, Version 7.3.1.4552)
Leica CTR6000

Leica DFC310 FX

Leica LMD6500

Wacom, LCD Tablet, Model: DTF-720C
Zeiss Primo Star

Leica SM 2010R

Heraeus, Typ ST 6200

Beschreibung/ Hersteller

Aluminiumsulfate-18-hydrate 5%
Aqua Poly/Mount
Avidin-Biotinkomplex

Sigma-Aldrich; Kat. # 11044
Polysciences, Inc., Kat. # 18606
Vectastain® ABC Kit, Peroxidase
Standard, Vector Laboratories; Kat. # PK-
4000
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Chloroform
Cresylviolett-Acetat

DAB Peroxidase Substrate Kit
DEPC (Diethyldicarbonat)
DePex

Essigsaure 100%
Ethanol
FrameSlides Objekttrager

High Pure FFPE RNA Micro Kit
Hepes Glutamic Acid Buffer
Mediated Organic Solvent
Protection Effect

Kernechtrot

Mannitol Monooleat

Methanol
MOG:35-55

MP4

Mycobacterium tuberculosis

H37 Ra

Normales Ziegenserum
NucleoSpin® totalRNA FFPE XS
Paraffin

Paraffinol

Paraffin (niedrigschmelzend)

Phosphate buffered saline

AppliChem, Kat. # A1585,2500
Sigma-Aldrich; Kat. # C5042

Vector Laboratories; Kat. # SK-4100
Carl Roth GmbH, Kat. # K028.2

Serva, Heidelberg, Germany, Kat.
#18243.02

Carl Roth GmbH, Kat. # 3738.4

Carl Roth GmbH, Kat. # 9065.4

Leica; MicroDissect GmbH, Herborn,
Deutschland; Kat. Nr. 11505190

Roche, REF # 04823125001

HOPE Starter Kit, DCS LabLine,
Hamburg, Deutschland, Kat. #
HLOO7R010

Merck, Darmstadt, Germany; Kat. # 5189
Sigma-Aldrich; St. Louis, USA; Kat. #
M8819

PanReac, AppliChem, Kat. # 131091.1212
AnaSpec Inc., Fremont, CA, USA; Kat. #
AS-60130-1

Alexion Pharmaceuticals, Cheshire, CT,
USA

Difco Laboratories, Franklin Lakes, NJ,
USA; Cat # 231141

NGS; Sigma-Aldrich; Kat. # G9023
MACHEREY-NAGEL, REF # 740969.10
Histosec® Pastillen, MERCK
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; Kat. #
18512

DCS LabLine, Hamburg, Deutschland,
Kat. # PLO03S200

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Pertussitoxin

Paraformaldehyd

RNeasy® Micro Kit
Strepatividin-alkalische-
Phosphatase-Komplex
SuperFrost® Plus Objekttrager

Tissue-Tek®
Vector Blue Substrat Kit

2.1.3 Antikdrper

Tabelle 3: Antikorper
Antikorper

ListBiological Laboratories, Hornby, ONT,
Kanada; Cat # 181

AppliChem, St. Louis, MO, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland; Kat. # 74004

Vector Laboratories

Thermo Fisher Scientific; Kat #
J1810AMNT
Sakura, Torrance, CA, USA; Kat. # 4583

Vector Laboratories

Beschreibung/Hersteller

B220 Ratte Anti-Maus
CD3 Kaninchen Anti-Maus

Ziege Anti-Kaninchen biot

Ziege Anti-Ratte 1gG

Thermo Fisher Scientific; Cat # 14-0452-81
abcam, Cambridge, UK; Kat. # ab21703
Vector Laboratories; Maraval LifeSciences,
Burlingame, CA, USA

Vector Laboratories; Maraval LifeSciences,
Burlingame, CA, USA; Cat # BA-9400
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2.2 Methoden

Das Ziel der im Folgenden beschriebenen Methoden war die Isolation von
stabiler RNA. Wahrend im Rahmen der Etablierung einzelne Parameter in den
Schritten von der immunisierten Maus bis zur fertig isolierten RNA angepasst
wurden, anderte sich das grundlegende Arbeitsschema nicht (siehe unten:
Abbildung 2).

4 N N ™ 4 N h
.. .. . Gewebefixierung - . Immun-
Immunisierun Praparation Mikrotomie . - .
) 9 P (Paraffineinbettung ) histochemische h'f ;ﬁ;g;’g;i RNA Isolation
(Induktion der EAE) (Gewebeentnahme) o. Kryofixierung) (Gewebeschnitte) Férbung
\ ' \ N ' >

Abbildung 2 Arbeitsschema: RNA-Isolation

2.2.1 Hygiene

Um wahrend des Prozesses, von der Praparation bis zur fertig isolierten RNA,
Schadden an der RNA mdglichst gering zu halten und insbesondere die
Kontamination mit RNasen zu vermeiden, waren besonders hohe hygienische
Anforderungen von Noéten. Grundsatzlich kommen fir die Kontamination vier

verschiedene Ursachen in Betracht.

1. Gewebeeigene RNasen
Um die Aktivitat der gewebeeigenen RNasen mdglichst gering zu halten,
wurden alle Proben direkt nach der Praparation bei -80°C gelagert. Eine
ausreichende Kuhlung der Proben musste auch wahrend der Verarbeitung
(wie z. B. bei der Mikrotomie oder LCM) gewéhrleistet werden. Hierfur
wurde das Gewebe zwischen den Arbeitsschritten auf Trockeneis

gelagert.
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2. Kontamination durch den Arbeitsplatz
Alle Flachen und Gerétschaften wurden vor der Benutzung zweimalig mit
1M NaOH gereinigt. Bei Geraten oder Flachen, die gegentiber NaOH nicht
resistent waren, wurde auf ein Gemisch von 70% Ethanol (Carl Roth
GmbH, Kat. # 9065.4) und 30% DEPC-Wasser zurtickgegriffen. Zur
Herstellung von DEPC-Wasser wurde ein Liter destilliertes Wasser mit 1
ml Diethyldicarbonat (DEPC, Carl Roth GmbH, Kat. # K028.2) versetzt und
anschlieBend autoklaviert (Varioklav Dampfsterilisator Typ 300/400/500
EP).

3. Kontamination durch Werkzeuge und Aufbewahrungsbehéltnisse
Um die RNasen auf Werkzeugen und Aufbewahrungsbehéaltnissen zu
beseitigen, standen zwei Verfahren zur Verfigung. Hitzestabile
Gegenstande, wie z.B. Préaparationsbesteck, Kryotomklingen oder
Glaskuvetten, wurden im Sterilisationsschrank (Heraeus, Typ ST 6200) fur
mindestens drei Stunden einer Temperatur von tber 300 °C ausgesetzt.
Hitzesensible Gegenstande, wie beispielsweise Kunststoffooxen oder
ProbengefalRe, wurden in ein Gemisch aus 1 L Wasser und 1 ml DEPC
eingelegt und anschliel3end autoklaviert.

4. Kontamination durch Personen
Um Kontaminationen zu verringern, mussten alle Personen, die an der
Verarbeitung der Proben beteiligt waren, zusatzlich zur obligaten
Laborausristung (Kittel, Handschutz etc.), einen Mundschutz tragen. Des
Weiteren wurde darauf geachtet, dass wahrend der Versuche Fenster und
Tlren geschlossen gehalten wurden und die Kommunikation sich auf das

Notigste beschrankte.

2.2.2 Mause

Fur die Versuche wurden weibliche B6-Mause von Janvier Labs (Frankreich)
erworben. Die Mause wurden im Tierstall des Zentrums fir Zahn-, Mund- und
Kiefergesundheit der Universitdt Wurzburg unter spezifisch-pathogenfreien

Kautelen in separat ventilierten Kafigen gehalten.
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Ein kunstlicher Tag-Nachtrhythmus wurde durch jeweils 12-stindige Hell- und
Dunkelphasen simuliert. Die Ernahrung erfolgte mit pathogenfreiem
Standardnagetierfutter (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage,
Deutschland) und autoklaviertem Wasser. Bei Mausen, bei denen aufgrund der
induzierten EAE Ld&hmungserscheinungen auftraten, wurde die Nahrung sowie
das Wasser am Boden bereitgestellt. Insgesamt wurden 38 Mause in der Studie
verwendet.

Die Tierversuche wurden von der Regierung von Unterfranken genehmigt
(Genehmigungsnummer 55.2-2532.01-91/14). Sie wurden unter
Berucksichtigung des deutschen Tierschutzgesetztes durchgefuhrt und
entsprachen den ,Principles of laboratory animal care” (NIH Publikation Nummer
86—23, Uberarbeitete Version von 1985) sowie den ARRIVE-Richtlinien (Animal

Research: Reporting of In Vivo Experiments).

2.2.3 Induktion und klinische Bewertung der EAE

Fur die Versuche wurden die Mause mit MP4 (Alexion Pharmaceuticals,
Cheshire, CT, USA) immunisiert. Hierbei handelt es sich um ein Fusionsprotein
aus MBP und PLP. Die Mause der Kontrollgruppe wurden mit MOG:35-55
(AnaSpec Inc., Fremont, CA, USA; Kat. # AS-60130-1) immunisiert.

Fur die Immunisierung mit MP4 wurde zunachst inkomplettes Freund-Adjuvans
hergestellt. Hierfir wurden Paraffinél (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA; Kat. #
18512) und Mannitol Monooleat (Sigma-Aldrich; Kat. # M8819) im Verhaltnis 9:1
gemischt. AnschlieRend wurde das inkomplette Freund-Adjuvans durch Zugabe
von 5 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37 Ra (Difco Laboratories, Franklin
Lakes, NJ, USA; Cat # 231141) zu KFA vervollstandigt. 200 ug MP4 wurden in
200 pl KFA emulgiert. Daraufhin wurden die Mause immunisiert, indem ihnen
subkutan, seitlich in beide Flanken, eine Gesamtdosis von 200 ug MP4 appliziert
wurde. Zusatzlich wurde den Tieren am Tag nach der Immunisierung, sowie 48
Stunden spéter, jeweils 200 ng Pertussistoxin (List Biological Laboratories,

Hornby, ONT, Canada; Cat # 181) intraperitoneal injiziert.
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Fir die Immunisierung mit MOG:35-55 wurde MOG:35-55 (AnaSpec Inc.,
Fremont, CA, USA,; Kat. # AS-60130-1) in KFA emulgiert und die Mause mit einer
Gesamtdosis von 100 pg MOG:35-55 pro Maus immunisiert.

2.2.3.1 Scoring

Zur klinischen Beurteilung wurden die Tiere taglich nach dem standardisierten
EAE-Score beurteilt: (0) keine Krankheitszeichen, (1) Parese des Schwanzes,
(2) Parese der Hinterlaufe, (3) Plegie der Hinterlaufe, (4) Tetraplegie, (5) Tod.
Mause, die zwischen der definierten numerischen Klassifikation lagen, wurden
mit einer Abstufung von 0,25 praziser bewertet. Nach unseren Vorgaben
mussten Mause, welche ein Scoring von mehr als 3 aufwiesen, euthanasiert

werden.

2.2.4 Gewebeentnahme

Zunachst wurden die Mause mittels CO2 euthanasiert, anschliel3end erfolgte die
Praparation. Hierftir wurde die Kopfhaut mit einer feinen Schere und Pinzette in
der medianen Sagittalebene von occipital her durchtrennt. Die Kopfhaut wurde
stumpf von der Schadeldecke abgelost. Daraufhin wurde die Kalotte an der
hinteren Schadelgrube mit einer spitzen Schere und einer Pinzette aufgebrochen
und das Kleinhirn freiprapariert. Sobald das Kleinhirn komplett einsehbar war,
konnten die Pedunculi cerebellaris durchtrennt werden und das Kleinhirn wurde
entnommen.

Fur die Praparation der Lymphknoten wurde das Abdomen zunéchst von ventral
medial er6ffnet. Diese Schnittfihrung ermdglichte auch die Entnahme von
weiteren Organen (wie z.B. Milz, Leber etc.). Von der medialen Laparotomie aus
konnte nach kaudal inguinal weiterprapariert werden, bis die inguinalen
Lymphknoten in der Leistenregion ausfindig gemacht wurden. Die Lymphknoten
beider Seiten wurden mittels Schere herausgetrennt und anschlieRend von

umgebendem Fett- sowie Bindegewebe befreit.
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2.2.5 Gewebefixierung

2.2.5.1 PFA (Paraformaldehyd)

Nach der Euthanasie wurden die M&use zun&chst transkardial mit Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS, Sigma-Aldrich) und anschlieBend mit 4% PFA
(AppliChem, St. Louis, MO, USA) perfundiert. Daraufhin konnten die
gewunschten Organe nach oben beschriebenem Schema entnommen werden.
Die Organe wurden Uber Nacht in 4% PFA immersionsfixiert. Am Folgetag
wurden die Proben fur drei Stunden in PBS Uberfuhrt, um anschlie3end in einer,
in der Konzentration aufsteigenden, Ethanol- und Xylol-Reihe dehydriert zu
werden. Fur weitere dreieinhalb Stunden wurde das Gewebe in 58 °C warmem
Paraffin (Histosec® Pastillen, MERCK) gelagert, um abschlieBend in
Paraffinblocke gegossen zu werden.

2.2.5.2 Methacarn

Bei Methacarn handelt es sich um ein Gemisch aus 60% Methanol (PanReac,
AppliChem Kat. # 131091.1212), 30% Chloroform (AppliChem, Kat. #
A1585,2500) und 10% Essigsaure (Carl Roth GmbH, Kat. # 3738.4). Nach der
erfolgten Euthanasie der Maus und der Entnahme der Organe, wurden diese
umgehend fur zwei Stunden in 4 °C kaltem Methacarn immersionsfixiert.
Anschlie3end erfolgte eine Lagerung bei gleicher Temperatur in 99,5% Ethanol
fur weitere drei Stunden. Fur die Einbettung wurden die Organe fur vier Stunden
in 60 °C warmes Paraffin tberflihrt, um abschlielend in Blocke gegossen zu

werden.

2.2.5.3 HOPE
Die Fixierung in Hepes Glutamic Acid Buffer Mediated Organic Solvent Protection

Effect (HOPE, HOPE Starter Kit, DCS Labline, Hamburg, Deutschland, Kat. #
HLOO7R010) erfolgte nach Vorgaben des Herstellers. Die zuvor préaparierten und
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entnommenen Organe wurden zunédchst fur 12-72 Stunden in HOPE |
Fixierlosung immersionsfixiert und fur weitere zwei Stunden in HOPE I
Losungsansatz gelagert. AnschlielBend wurde das Gewebe bei 54,5 °C uber
Nacht in niedrigschmelzendes Paraffin (DCS LabLine, Hamburg, Germany, Kat.
# PL003S200) uberfuhrt und abschlieBend in normalschmelzendem Paraffin in

Blocke gegossen.

2.2.5.4 Kryofixierung

Nach der Praparation des Gewebes konnten die Lymphknoten sowie das
Kleinhirn separat in Polyethylen Probenbehalter tberfiihrt werden, welche zuvor
mit Tissue-Tek® (Sakura, Torrance, CA, USA; Kat. # 4583) beflllt wurden.
Hierbei war darauf zu achten, dass das Gewebe vollstandig von Tissue-Tek®
umgeben war. Anschliel3end wurden die geflllten Probengefal3e fur circa 30

Sekunden in flissigen Stickstoff getaucht. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.2.6 Mikrotomie

2.2.6.1 Schneiden am Mikrotom

Zunachst wurden die Paraffinblécke in das Mikrotom (Leica SM 2010R)
eingespannt. Uberschiissiges Paraffin wurde in groben Schnitten abgetragen.
Sobald es zum Anschnitt des Gewebes kam, konnte eine Schnittdicke von 10 pm
eingestellt werden. Nun wurde circa alle 100 um, also nach jedem zehnten
Schnitt, eine Kontrollfarbung mittels 1%iger Cresylviolett-Acetatlosung
durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.7 Cresyl Violett Farbung) und sofort unter dem
Mikroskop betrachtet. Konnte eine gewlnschte Struktur ausgemacht werden (B-
Zell- Aggregate oder Infiltrate bei Cerebellum sowie Follikel bei Lymphknoten),
wurden die folgenden zwei Schnitte in einer Schnittstarke von 4 pm abgetragen
und fir eine anschlieBende immunhistochemische (IHC) Kontroll- sowie

Parallelfarbung auf einen SuperFrost® Plus Objekttrager (Thermo Fisher
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Scientific; Cat # J1810AMNT) aufgezogen. Die darauf folgenden vier bis funf
Schnitte a 10 um wurden auf FrameSlides (Leica; MicroDissect GmbH, Herborn,
Deutschland; Kat. Nr. 11505190) platziert. Dafiir wurden die Gewebeschnitte
zunachst in ein warmes Wasserbad Uberfuhrt. Die an der Oberflache
schwimmenden Schnitte konnten auf die FrameSlides bzw. auf den Superfrost®
Objekttrager (OT) aufgezogen werden. AbschlieRend wurden die OTs bis zur
weiteren LCM bzw. IHC-Farbung bei -80 °C gelagert.

SuperFrost Plus® Objekttrager
Farbung: IHC

FrameSlide Objekttrager
Farbung: Cresyl Violett

0000
0000

Abbildung 3 Anordnung der Gewebeschnitte auf den OTs: Zunachst wurde fir die IHC-Farbung
ein Kontrollschnitt auf den Super Frost OT aufgezogen. Der Schnitt 1 wurde einer IHC Farbung
unterzogen. Dieser diente als Orientierungshilfe fur die Parallelschnitte (2-5) die im Verlauf einer
LCM zugefuhrt wurden. Nach vier bis funf Parallelschnitten wurde wieder ein Schnitt fur die IHC
verwendet (6) gefolgt von weiteren Parallelschnitten (7-10). Nach diesem Schema wurden die
Kleinhirne systematisch nach Infiltraten durchsucht.
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2.2.6.2 Schneiden am Gefriermikrotom

Zu Beginn wurde auf den Probenhalter des Gefriermikrotoms (Leica CM3050 S
Kryostaten) eine geringe Menge flissiges Tissue-Tek® gegeben, anschlielend
wurde das in Tissue-Tek® eingebettete und zu schneidende Gewebe aus dem
Probenbehélter entnommen und auf dem Probenhalter platziert. Das Gefrieren
des flussigen Tissue-Tek® durch die gefrorene Probe fiihrte zu einem sofortigen
und stabilen Anhaften der Probe an dem Probenhalter. Daraufhin wurde der
Probenhalter in den Leica CM3050 S Kryostaten eingespannt. Zunachst konnte
in groben Schnitten bis auf das Gewebe hinuntergeschnitten werden. Sobald es
zum Anschnitt des Gewebes kam, wurde eine Schnittdicke von 10 um eingestellt.
Das anschlieRende Ubertragen der Schnitte erfolgte nach dem gleichen Schema
wie unter ,2.2.6.1 Schneiden am Mikrotom“ beschrieben. Auf das
zwischenzeitliche Ubertragen der Schnitte in ein Wasserbad konnte jedoch
verzichtet werden. Die Kryoschnitte lie3en sich mittels eines feinen Pinsels direkt
auf die OTs aufziehen. Abschlie3end wurden die OTSs bis zur weiteren LCM bzw.
IHC-Farbung bei -80 °C gelagert.

IHC

Abbildung 4 Schnittfihrung: Hier wird das System der Parallelschnitte verdeutlicht. Die Schnitte
fur die IHC und LCM liegen topografisch exakt nebeneinander. Dies war essenziell, um ELSs die
in der IHC auftauchten, den ELSs in der spateren LCM zuordnen zu kdnnen und eine
Kategorisierung in B-Zell-Infiltrat bzw. -Aggregat mdglich zu machen.
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2.2.7 Cresyl Violett Farbung

Die Cresyl Violett Farbung zeichnet sich durch ein sehr schnelles Farbeergebnis
und gute Kontrastierung des Gewebes aus. Deshalb kam sie wahrend des
Schneidens am Mikrotom bzw. Kryostat zum Einsatz, um potenzielle Strukturen
mit B- bzw. T-Zellansammlungen ausfindig zu machen. Aul3erdem wurde jeder
Schnitt vor der LCM einer Cresyl Violett Farbung unterzogen, um die Ubersicht
im Gewebe zu erleichtern und vor allem, um einen Abgleich mit den

Parallelschnitten aus der IHC zu erleichtern.

Fur die Cresyl Violett Farbung musste zunachst eine Farbeldsung hergestellt
werden. Hierfur wurden mit DEPC behandeltes Wasser und Ethanol in einem
Verhéltnis von 1:1 gemischt und anschlieRend 1 g Cresylviolett-Acetat (Sigma-
Aldrich; Kat. # C5042) in 100 ml des Wasser-Ethanolgemisches unter Rihren
uber Nacht gelost. Am Folgetag konnte die Losung tber einen Papierfilter von
groberen, nicht I6sbaren Partikeln befreit werden.

Fur die Farbung von Paraffin-eingebettetem Gewebe mussten die Schnitte
zunachst in einer absteigenden Xylol- und Ethanolreihe entparaffiniert werden.
Der anschlielRende Ablauf war fiir Paraffin- und Kryoschnitte identisch:

Die OTs wurden fur zwei Minuten in 70% Ethanol platziert. Nachdem die OTs
anschlie3end fur 30 Sekunden in der Cresylviolettldsung geféarbt wurden, wurden
die Schnitte kurzzeitig in 70% Ethanol und abschlieend in 100% Ethanol
getaucht. Vor der Betrachtung unter dem Mikroskop mussten die Schnitte noch

circa zwei Minuten bei Raumtemperatur trocknen.

2.2.8 Immunhistochemische Féarbung

Fur die Paraffinschnitte wurde eine kombinierte B- und T-Zellfarbung
angewendet.
Bei den Kryoschnitten wurde zwischen Gewebe aus MOG:35-55 immunisierten

Mausen und Gewebe aus MP4-immunisierten Mausen unterschieden. Das
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MOG:35-55-Gewebe wurde einer CD3 T-Zell Farbung unterzogen, das MP4
Gewebe wurde mit einer B220 B-Zellfarbung gefarbt.

Die auf SuperFrost® Plus OTs aufgezogenen Schnitte lagen raumlich direkt vor
den Folgeschnitten, welche, wie im Kapitel ,,2.2.6 Mikrotomie“ beschrieben, auf
FrameSlides aufgezogen wurden. Die IHC-Farbung ermdglichte es uns somit,
nicht nur zwischen B-Zell-Infiltraten und Aggregaten sowie T-Zell Infiltraten zu
differenzieren, sondern auch auf deren ungefdhre Lokalisierung in den
darauffolgenden  Schnitten zu schlielen. Dies war als raumliche
Orientierungshilfe fur die spatere LCM unabdingbar.

Auf jedem OT befanden sich insgesamt drei Gewebeschnitte, wobei der erste
Schnitt als Negativkontrolle diente.

Wahrend der gesamten IHC-Farbung wurden Waschschritte in PBS-Puffer
zwischen den einzelnen Arbeitsschritten durchgefuhrt.

2.2.8.1 IHC-Féarbung an Paraffinschnitten

2.2.8.1.1 Kombinierte B- und T-Zellfarbung

Zu Beginn wurden die Schnitte in einer absteigenden Xylol- und Ethanolreihe
entparaffiniert. Daraufhin wurde das Gewebe unter Abdunkelung fur 10 Minuten
einer 3%igen Wasserstoffperoxidlésung (H202) ausgesetzt, um die endogene
Peroxidase zu hemmen. Es folgte eine saure Demaskierung der
Oberflachenepitope. Hierfuir wurden die OTs in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0)
platziert und mehrmals aufgekocht. Um unspezifische Bindungen der Antikérper
zu minimieren, wurde normales Ziegenserum (NGS; Sigma-Aldrich; Kat. #
G9023) in einer Konzentration von 5% in PBS gelost und auf den Schnitt
pipettiert. Anschlielend erfolgte eine Inkubation fur eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach Abschluss der Inkubation konnte der Primarantikorper
aufgetragen werden. Hierfur wurde zunachst NGS in einer Konzentration von 1%
in PBS geldst und daraufhin Ratte Anti-Maus B220 Antikoérper (Thermo Fisher
Scientific; Cat # 14-0452-81) in einer Verdiinnung von 1:500 hinzugegeben. Die
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Schnitte wurden mit dem Primarantikdrper tdber Nacht bei 4 °C im Dunkeln
inkubiert, wobei darauf zu achten war, dass der Kontrollschnitt lediglich mit 1%
NGS/PBS inkubiert wurde. Am darauffolgenden Tag konnte der
Sekundarantikdrper aufgetragen werden. Hierbei handelte es sich um einen
Ziege Anti-Ratten 1gG Antikorper (Vector Laboratories; Maraval LifeSciences,
Burlingame, CA, USA; Cat # BA-9400), welcher gegen den Primarantikdrper
gerichtet ist und in einer Konzentration von 1:250 aufgetragen wurde. Die
Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln.
Anschliel3end wurden die Schnitte fur 30 Minuten, ebenfalls bei Raumtemperatur
im Dunkeln, dem Avidin-Biotinkomplex (Vectastain® ABC Kit, Peroxidase
Standard, Vector Laboratories; Cat # PK-4000) ausgesetzt. Die abschlielRende
Farbeentwicklung erfolgte mittels Diaminobenzidin (DAB) Peroxidase Substrate
Kit (Vector Laboratories; Cat # SK-4100), welches direkt auf die Schnitte pipettiert
wurde. Die Farbereaktion wurde laufend unter einem Zeiss Primo Star
Lichtmikroskop kontrolliert. Bei gewlinschtem Ergebnis konnte die Farbereaktion
durch Eintauchen der OTs in PBS gestoppt werden.

Daraufhin konnte die Zweitfarbung fir CD3 durchgefihrt werden. Hierflr wurde
als Primarantikérper ein Kaninchen Anti-Maus CD3 Antikérper (abcam,
Cambridge, UK; Kat. # ab21703) in einer Konzentration von 1:100 verwendet.
Als Sekundarantikdrper verwendeten wir Ziege Anti-Kaninchen biot. Antikdrper
(Vector Laboratories; Maraval LifeSciences, Burlingame, CA, USA) in einer
Konzentration von 1:250. Die Entwicklung erfolgte mit einem Streptavidin-
alkalische-Phosphatase-Komplex (Vector Laboratories) in einer Konzentration
von 1:500 und dem Vector Blue Substrat Kit (Vector Laboratories). Vor der
abschlieRenden Eindeckung der Proben in Aqua Poly/Mount (Polysciences, Inc.,
Kat. # 18606) wurde das Gewebe mit 0,1% Kernechtrot (Merck, Darmstadt,
Germany; Cat # 5189) gel6st in 5% Aluminiumsulfate-18-Hydrat (Sigma-Aldrich;
Cat # 11044) gegengefarbt.
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2.2.8.2 IHC-Farbung an Kryoschnitten

2.2.8.2.1 B-Zell-Farbung

Die IHC der Kryoschnitte folgte einem ahnlichen Protokoll wie die der
Paraffinschnitte. Zunachst wurden die Schnitte zwei Stunden lang bei
Raumtemperatur getrocknet, um anschlieBend unter lichtgeschutzten
Bedingungen in 4% PFA fixiert zu werden. Auf eine Entparaffinierung sowie eine
saure Demaskierung konnte verzichtet werden. Es folgte ein endogener
Peroxidase-Block und anschlielRend eine Blockierung unspezifischer Bindungen
mittels 5%igem Ziegenserum. Als Erstantikorper wurde Ratte Anti-Maus B220
Antikorper in einer Konzentration von 1:1000 verwendet, die Gegenreaktion
erfolgte Uber den Ziege Anti-Ratte IgG Antikdrper in einer Konzentration von
1:500. Fur die Entwicklung der Farbung wurde ebenfalls der Avidin-
Biotinkomplex und das DAB Peroxidase Substrate Kit verwendet. Die Schnitte
wurden in einer aufsteigenden Ethanol- und Xylolreihe dehydriert, mit 0,1%
Kernechtrot gegengefarbt und abschlieBend in DePex (Serva, Heidelberg,
Germany; Cat # 18243.02) eingedeckt.

2.2.8.2.2 T-Zell-Farbung

Fir die CD3 T-Zellfarbung wurde als Primarantikorper ein Kaninchen Anti-Maus
CD3 Antikdrper in einer Konzentration von 1:400 verwendet. Als
Sekundarantikdrper verwendeten wir Ziege Anti-Kaninchen biot. Antikorper in
einer Konzentration von 1:500.

Die Entwicklung erfolgte mit einem Strepatividin-alkalische-Phosphatase-
Komplex in einer Konzentration von 1:500 und dem Vector Blue Substrat Kit.
Ebenfalls wurde eine Gegenfarbung mit 0,1% Kernechtrot durchgefihrt.

Abschliel3end wurden die Schnitte mit Aqua Poly/Mount eingedeckt.
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2.2.9 Etablierung IHC

Da die IHC-Farbung an Paraffin eingebettetem Gewebe ein géangiges Verfahren
in unserer Arbeitsgruppe ist, konnten die Farbeprotokolle tbernommen werden.
Die Qualitat und Aussagekraft waren von vornherein ausreichend. Bei den
Farbungen an den Kryoschnitten mussten die Protokolle aufgrund von
schlechten Ergebnissen, wie z.B. starker Hintergrundfarbung oder

unspezifischen Farbungen, angepasst werden.

2.2.9.1 Fixierung

Zunachst betrachteten wir die Fixiermethode des Gewebes naher. Hierfir wurde
Gewebe in einem 1:1 Gemisch aus Methanol und Aceton (Carl Roth GmbH, Kat.
# 5025.5) bei -20°C fur 10 Minuten fixiert. Als Kontrolle wurde nach dem
bisherigen Verfahren mit 4% PFA fixiert. Die anschlieBende Farbung erfolgte
nach gangigem Protokoll. Aufgrund des besseren Endergebnisses hat sich die

konventionelle Fixiermethode mit PFA durchgesetzt.

2.2.9.2 Antikorperkonzentrationen

Ebenfalls musste die richtige Antikbrperkonzentration etabliert werden. Hierfur
haben wir bei der B- und T-Zellfarbung verschiedene Konzentrationen von Erst-
und Zweitantikdrpern getestet. Bei der B-Zellfarbung stellten sich die besten
Farbeergebnisse bei einer Konzentration von 1:1000 beim Erstantikdrper und
1:500 beim Zweitantikorper ein (siehe Tabelle 4: Etablierung der B-Zell Farbung
- Antikorperkonzentrationen). Bei der T-Zellfarbung zeigten sich zunachst gute
Ergebnisse bei einer Konzentration von 1:400 beim Erstantikorper und 1:1000
beim Zweitantikorper (siehe Tabelle 5: Etablierung der T-Zell Féarbung -
Antikdrperkonzentrationen).  Spater musste die  Konzentration des
Zweitantikorpers jedoch auf 1:500 angepasst werden, da wir eine neue Charge

des Antikorpers mit veranderten Eigenschaften erhielten.
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Tabelle 4: Etablierung der B-Zell Farbung - Antikdrperkonzentrationen

Objekttrager Konz. 1 AK B220 Konz. 2 AK gart biot

1 1:500 1:250
2 1:500 1:500
3 1:500 1:1000
4 1:1000 1:250
5 1:1000 1:500
6 1:1000 1:1000

Gelb markiert: Konzentration mit dem besten Farberesultat

()

Tabelle 5: Etablierung der T-Zell Farbung - Antikdrperkonzentrationen

Objekttrager Konz.1 AK CD3 Konz. 2 AK garb biot

1 1:400 1:500
2 1:200 1:500
3 1:100 1:500
4 1:400 1:1000
5 1:200 1:1000
6 1:100 1:1000

Gelb markiert: Konzentration mit dem besten Farberesultat

2.2.10 Laser Capture Microdissection

Insgesamt wurden drei LCM Sessions durchgefiihrt. Die erste galt der RNA-
Sequenzierung mit abschlieRender Erstellung einer Heatmap, dabei handelt es
sich um eine Visualisierung, welche die Genexpressionsdaten in tbersichtlicher
Form wiedergibt (siehe Kapitel 3.5.2 Heatmap). Die zweite Session diente
ebenfalls der Erstellung einer Heatmap zur Bestatigung der ersten Session. Die
RNA der dritten Session wurde fur eine gPCR verwendet, um die in Session eins
und zwei detektierten Gene zu bestatigen.

Vor Beginn der LCM wurden die auf FrameSlides gezogenen Gewebeschnitte
zunachst einer Cresyl Violett Farbung unterzogen (siehe Kapitel 2.2.7 Cresyl
Violett Farbung). Die gefarbten Objekttrager wurden anschlieend in das LCM-
Mikroskop- und Lasersystem eingelegt. Hierbei handelte es sich um eine
funktionelle Einheit, bestehend aus dem Mikroskop (Leica LMD6500), einer
Kamera (Leica DFC310 FX) und einer externen Control and Trigger Box (Leica
CTR6000). Am Computer konnte das LCM System uber die Software Laser
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Microdissection LMD (Leica, Version 7.3.1.4552) konfiguriert und gesteuert
werden. Vor Beginn der eigentlichen Dissektion war es von Néten, den Laser zu
kalibrieren, sowie dessen Breite und Intensitat einzustellen. Sobald der Laser den
Anforderungen entsprechend angepasst war, konnte mit der Dissektion
begonnen werden. Das Bild der Mikroskopkamera (Leica DFC310 FX) wurde auf
einen Touchscreen (Wacom, LCD Tablet, Model: DTF-720C) ubertragen. Hier
konnten die Zielstrukturen, also B-Zell-Aggregate und Infiltrate der Kleinhirne
sowie B-Zell Follikel der Lymphknoten, mittels Touchpen (Wacom) zirkular
eingezeichnet werden. Die anschlieRende LCM wurde nach einem Startbefehl
automatisch vom  Mikroskop- und Lasersystem durchgefihrt. Die
ausgeschnittenen Proben fielen daraufthin in ein dafir vorgesehenes
Auffangbehéltnis und konnten anschlie3end auf Trockeneis zwischengelagert
werden. Um flr jede Probe vergleichbare Mengen Gewebe zu sammeln, wurden
fur jede Probe circa 1x10® pm? Flache ausgeschnitten und deren RNA
anschlie3end separat isoliert.

Wahrend der LCM dienten die zuvor angefertigten IHC-Farbungen der
Parallelschnitte als Orientierungshilfe. Hierfir wurden die Schnitte zunachst in
zehnfacher VergroRerung fotografiert. Bei Schnitten, die bei einer zehnfachen
VergroRerung nicht komplett abgelichtet werden konnten, wurden mehrere
Einzelfotos aufgenommen und diese dann spater mit dem Programm ImageJ
(Version 2.0.0.-rc-54/1.51h) und dem Unterbefehl Mosaic] zu einem

zusammenhangenden Bild fusioniert.

2.2.11 RNA-Isolation

Fir die RNA Isolation aus Paraffin eingebettetem Gewebe verglichen wir
zunachst zwei verschiedene Kits. Zum einen das NucleoSpin® totalRNA FFPE
XS (MACHEREY-NAGEL, REF # 740969.10) und zum anderen das High Pure
FFPE RNA Micro Kit (Roche, REF # 04823125001). Aufgrund der hoheren RNA-
Ausbeute entschieden wir uns letztlich fur das Kit der Firma Roche.

Fur die Isolation des Kryogewebes verwendeten wir das RNeasy® Micro Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland; Kat. # 74004).
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Bei allen Kits wurde die RNA nach einem &hnlichen Schema gewonnen. Bei den
RNA-Isolationen aus Paraffin-eingebettetem Gewebe erfolgte zuerst eine
Entparaffinierung der Proben. Dieser Schritt entfiel bei der Isolation des
Kryogewebes.

Anschliel3end wurden die Proben lysiert und homogenisiert. Die Proben wurden
dann auf eine spezielle, mit einer Membran versehene, Saule pipettiert. Die
Membran fuhrte zu einer Anhaftung der Desoxyribonukleinsaure (DNA) und
Ribonukleinsdure (RNA), die ungewinschte DNA wurde Uber eine DNase
fragmentiert und mittels Pufferlésung ausgewaschen. Abschlie3end konnte die
RNA mittels RNase freiem Wasser eluiert und abzentrifugiert werden. Das RNA
haltige Zentrifugat wurde in Eppendorfgefal3en aufgefangen und umgehend bei

-80°C gelagert.

2.2.12 Gensequenzierung

Die Gensequenzierung bzw. Genexpressionsanalyse wurde durch die Core Unit
Systems Medicine (CU SysMed) an der Medizinischen Fakultat der Universitat
Wirzburg durchgefuhrt.

Zunachst konnte die Qualitdt und Quantitat der RNA Proben mittels Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) bestimmt werden.
Anschlie3end erfolgte die Aufreinigung der Proben und die Umschreibung der
hierdurch isolierten Poly-A-RNA in cDNA. Unter Verwendung des TruSeq
stranded mRNA Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) konnten die cDNA Strange
mit Illlumina Adaptern verknupft werden. Die hierdurch ermdglichte
Sequenzierung erfolgte auf einem NextSeq 500 (lllumina) in einer 75-nt Single-
End-Einstellung mit einem High-Output Run Mode. Die ermittelten Reads
konnten mit FastQC 0.11.6 auf ihre Anzahl der Duplikate, Qualitdt sowie
Adaptersequenzen Uberprift werden. Ebendiese Adaptersequenzen konnten
unter Zuhilfenahme von cutadapt (Version 1.16) ermittelt und abgespalten
werden. Mit Hilfe der Spliced Transcripts Alignment to a Reference (STAR)
software (Version-2.5.2b) konnten die Sequenzen auf dem Mausgenom

abgebildet werden, wobei die Ubereinstimmung zwischen 81% und 83% lag. Die
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hierfir bendtigten Genom- und Annotationsdateien wurden aus GENCODE (Juli
2017, GRCm38.p5, M16) enthommen. Sequenzen, die auf bestimmte Gene
ausgerichtet waren, konnten mit dem Unterbefehl intersect (Version 2.15.0) von
bedtools quantifiziert werden. Die Identifizierung differentiell exprimierter Gene
erfolgte mittels DESeq2 (Version 1.16.1). Zum Vergleich der einzelnen Gruppen

(B-Zell-Infiltrate, Aggregate usw.) wurden jeweils Heatmaps erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der RNA-Isolation

Das Ziel der Etablierung war es, eine moglichst intakte RNA zu isolieren. Des
Weiteren sollte das Verfahren unempfindlich gegentber Fehlern sein und
gleichbleibend stabile Ergebnisse liefern.

Die qualitative Einordnung der verschiedenen Verfahren erfolgte in Abhangigkeit
von der RNA Integrititsnummer (RIN). Hierbei handelt es sich um einen
numerischen Wert, welcher lber einen standardisierten Algorithmus ermittelt
wird. Der Wert kann zwischen 1 und 10 liegen. Eine RIN von 1 steht fir eine
maximal degradierte und fragmentierte RNA, eine RIN von 10 steht hingegen fur
eine intakte nicht fragmentierte RNA [84]. Die Analyse der RNA wurde von der
Core Unit Systemmedizin der medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg
mittels Bioanalyzer 2100 durchgefihrt.

Insgesamt wurden funf Versuchsreihen mit SLOs aus immunisierten B6-Mausen
durchgefiihrt. Bei der ersten Versuchsreihe sollte aus FFPE nach dem gangigen
Schema (siehe Abbildung 2: Arbeitsschema: RNA-Isolation) RNA isoliert werden.
Hierbei lag die RIN zunachst zwischen 2,1 und 2,6. Aufgrund der stark
fragmentierten RNA entschieden wir uns dafir, in den Folgeversuchen
alternative Fixativa zu verwenden. Das FFPE diente weiterhin als Kontrollgruppe.
AulRerdem wurde vermehrt auf RNase freie Bedingungen geachtet (siehe Kapitel
2.2.1 Hygiene). Hierunter erzielten wir lediglich eine maximale RIN von 2,7 bei
HOPE eingebettetem Gewebe. Um die LCM als mdgliche Fehlerquelle
auszuschlieBen, fuhrten wir das gangige Schema (siehe Abbildung 2:
Arbeitsschema: RNA-Isolation) ohne die LCM durch. Die Mikrotom- bzw.
Kryoschnitte wurden also direkt einer RNA Isolierung unterzogen. Hierbei konnte
die RIN auf 3,8 bei HOPE eingebettetem Gewebe gesteigert werden. Parallel
isolierten wir mittels RNeasy® Micro Kit RNA aus kryofixiertem Mausgewebe.
Hierbei erzielten wir eine RIN von 6,8.

Abschlie3end verglichen wir die Fixiermethoden mit den besten RIN. Hierbei

handelte es sich um HOPE, Methacarn und Kryofixierung. Wir fluhrten das
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komplette Schema aus, also inklusive LCM. Hierunter erreichten wir, mit der
HOPE-Fixierung, eine maximale RIN von 4,2 bei den in Paraffin-eingebetteten
Proben. Als deutlich Uberlegen zeigte sich jedoch die Kryofixierung mit einer RIN

von 8,2.

Tabelle 6: Ubersicht: Versuche zur Etablierung der RNA Isolation

Versuch Aufbau/ Anpassung Fixierung Maximale RIN
1 Isolierung aus FFPE PFA 2,6
2 Alternative Fixativa HOPE 2,7

Methacarn 1,0

PFA 1,3

3 Schema ohne LCM HOPE 3,3

Methacarn 3,8

PFA 2,3

4 Alternatives Verfahren: Kryo 6,8
Kryofixierung

5 Vergleich zwischen HOPE 4.8

Kryofixierung, Methacarn Methacarn 1.4

und HOPE mit komplettem  Kryo 8,2

Schema (inklusive LCM)

3.2 Klinischer Verlauf der EAE

Insgesamt wurden fir diese Studie 38 Mause immunisiert, wobei in die
Genexpressionsanalysen lediglich Gewebe von zehn MP4- und funf MOG:35-55-
immunisierten Mausen einfloss. Die MP4-Mause zeigten 22,8 + 4,08 Tage nach
Immunisierung einen Symptombeginn und wurden 59 = 5,27 Tage nach der
Immunisierung im chronischen Krankheitsstadium euthanasiert. Hierbei zeigten
sie einen durchschnittlichen Krankheitsscore von 2,1 + 0,73 auf. MOG:35-55-
immunisierte Mause wurden am Tag 13 nach der Immunisierung im akuten

Krankheitsstadium euthanasiert.

Das MOG:35-55 Modell ist gekennzeichnet durch eine statische CD4*-T-Zell und
Makrophagen vermittelten Immunpathologie. Die MP4-induzierte EAE hingegen
zeigt charakteristischerweise einen dynamischen Krankheitsverlauf mit einer

ZNS-Infiltration von T-Zellen, Makrophagen, Granulozyten und B-Zellen [79]. Aus
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diesem Grund wurden die MP4-immunisierten Mause bis zum chronischen
Stadium gehalten, um sicherzugehen, dass die Cerebella B-Zell-Aggregate
aufwiesen. Die MOG:35-55-Kontroligruppe hingegen konnte im akuten Stadium

euthanasiert werden.
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Abbildung 5 Krankheitsverlauf der MP4-Mause: Die Grafik zeigt den klinischen Krankheitsverlauf
von zehn B6-Méausen mit MP4-induzierter EAE. Die Immunisierung erfolgte an Tag 0, am Tag 1
und 2 wurde den Mausen Pertussistoxin injiziert (siehe Kapitel 2.2 Methoden). Den Mausen
wurde entsprechend ihres Krankheitszustandes taglich ein Punktwert auf der EAE-Skala
zugeschrieben (siehe Kapitel 2.2.3.1 Scoring). Die Mittelwerte = Standartabweichung (blauer
Bereich) sind fur jeden Tag angegeben. Die Mause zeigten nach 22,8 + 4,08 Tagen eine
Symptombeginn. Die Totung und anschlielBende Préaparation erfolgte 59 + 5,27 Tage nach der
Immunisierung im chronischen Stadium der Erkrankung.
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3.3 Immunhistochemische Farbung

Um die B-Zell Aggregate und Infiltrate der MP4 immunisierten Mause und T-Zell-
Infiltrate der MOG:35-55 immunisierten Mause wéhrend der LCM identifizieren
zu konnen, fuhrten wir eine IHC-Farbung von Parallelschnitten durch (siehe
Abbildung 4: Schnittfiihrung). In der IHC Farbung konnten wir eine definitive
Kategorisierung in B-Zell Aggregat und Infiltrat sowie T-Zell-Infiltrate vornehmen,
diese Zuordnung diente uns wéahrend der LCM als Orientierungshilfe.

Als B-Zell-Infiltrat definierten wir eine lockere perivaskulare Ansammlung von
B220*-B-Zellen (siehe unten Abbildung 6, B). Dichte perivaskulare Cluster von
B220*-B-Zellen definierten wir als B-Zell-Aggregate (siehe unten Abbildung 6, A).
Die T-Zell-Infiltrate bei MOG:35-55 immunisierten Mause imponierten als lockere
Ansammlungen von CD3*-T-Zellen. Zusatzlich fihrten wir auch bei Lymphknoten

eine B220 B-Zell-Farbung durch, um Lymphfollikel bei MP4 immunisierten

Mausen eindeutig identifizieren zu kénnen.

Abbildung 6 Immunhistochemische Farbung von B220* B-Zellen: Markregion in Kleinhirnen von MP4
immunisierten Mausen. A) B-Zell-Aggregat: B220* B-Zellen (*) stellen sich eng um ein Blutgefal3 (V)
geclustert dar. Durch die Farbung erscheinen die B-Zellen braun. B) B-Zell-Infiltrat: Die B220* B-Zellen
liegen hier als diffuse Infiltration im Marklager (ML) vor.

ML, Marklager; KS, Kérnerschicht; MO, Molekularschicht

43



3.4 Qualitat und Quantitat der RNA-Isolation

Mit Hilfe von LCM konnten Immunzellansammlungen aus den Cerebella, sowie
B-Zellfollikel aus den Lymphknoten beider Gruppen isoliert werden. Die
Immunzellansammlungen der MP4-Gruppe wurden wahrend der LCM in die
Untergruppen ,B-Zell-Aggregate” und ,B-Zell-Infiltrate“ unterteilt.

Insgesamt fertigten wir Genexpressionsprofile von insgesamt 27 Samples an. Die
Qualitat der Proben wurde vorher mittels Bioanalyzer 2100 durch die Core Unit
Uberprift. Wir konnten eine durchschnittliche RNA-Konzentration von 1219,4 +
594 pg/ul und eine durchschnittliche RIN von 7,98 + 0,63 erreichen (siehe unten
Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht RNA-Isolation

Gruppe Anzahl  Durchschnittliche Gesamt- Durchschnittliche
der Konzentration in RNA in RIN
Samples pg/ul ng
B-Zell- Infiltrate 7 703,9 £ 162,3 82,9 8,3+0,65
MP4
(Cerebellum)
B-Zell- 3 1070 £ 325,1 36,3 7,7+0,23

Aggregate MP4

(Cerebellum)

(62}

Infiltrate 1188 + 370,6 62,4 7,6 +£0,43
MOG:35-55

(Cerebellum)

(o¢]

Lymphfollikel 1489,1 + 796,8 158 8,0+0,81
MP4 (SLO)

Lymphfollikel 4 1733,3 + 282,8 72,8 8,0+0,18
MOG:35-55

(SLO)

Ubersicht tiber die jeweilige Anzahl der Samples, sowie RNA Quantitat (Gesamt RNA) und
Qualitat (Durchschnittliche RIN)
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Die Genexpressionsprofile der Infiltrate sowie Aggregate der MP4-Gruppe
wurden anschliel3end mit den Expressionsprofilen der Lymphfollikel sowie den
Infiltraten der MOG:35-55 Gruppe verglichen (siehe Abbildung 1: Schema -
Studiendesign). Gene, die im Gegensatz zu den Kontrollgruppen einen log: fold
change von grol3er 2, einen p-adjust Wert von unter 0,05 und einen base mean
von Uber 50 zeigten, stuften wir als besonders relevant ein. Eine Ubersicht Gber
die relevanten Gene bieten die Heatmaps im Teil ,3.5.2 Heatmap®, eine
Erlauterung der Gene im Detail findet im Teil ,4.3 Einordnung der relevanten
Gene” statt.

Um zuné&chst einen ersten Uberblick tber die Expressionsdaten zu erhalten,
lielBen wir von der Core Unit eine Hauptkomponentenanalyse (PCA - Principal
Component Analysis) erstellen. Als weitere grafische Darstellungsmdoglichkeit

nutzten wir Heatmaps.

3.5 Grafische Auswertung der Genexpressionsanalyse

3.5.1 Hauptkomponentenanalyse

In dieser Arbeit wurden 27 verschiedene Proben auf nahezu 22.000 Gene
analysiert. Dabei entstand ein enormer und vor allem unubersichtlicher
Datensatz. Im Detail und speziell fir unsere Fragestellung lie3en sich die Daten
schnell filtern und auf wenige relevante Gene reduzieren. Trotzdem bleibt vorab
die Frage, wie aussagekréftig unsere Daten sind und ob die Ergebnisse
Uberhaupt plausibel sind. Ein valides Mittel, um Dimensionen zu minimieren und
die Daten Ubersichtlicher wiederzugeben, stellt hierbei die PCA dar. Die PCA
ermoglicht es, einen multidimensionalen Datensatz auf wenige
Schlusselvariablen zu reduzieren und diese in vereinfachter visueller Form
darzustellen. Hierbei erfasst die erste Hauptkomponente (Principal Component,
PC) so viele Variablen wie méglich in der Analyse, in unserem Fall 84%. Alle
weiteren Hauptkomponenten (PC2, PC3, usw.) versuchen maoglichst viele aller

verbleibenden Variablen in der Analyse abzudecken. In unserer PCA deckt die
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zweitstarkste PC noch 3% ab, wir kobnnen also insgesamt 87% (PC1 84% + PC2
3%) aller Variablen der Analyse in unserer PCA darstellen [85, 86].

Grundsatzlich kann man sagen, dass alle Gruppen in der PCA jeweils geclustert
vorliegen. Ohne sich die Gene also im Detail angesehen zu haben, kann man
davon ausgehen, dass ein Unterschied zwischen den einzelnen Proben vorliegt.
Besonders eindrucksvoll ist der Abstand von der Gruppe der Lymphfollikel zu den
restlichen Samples in der ersten Hauptkomponente. Die starke Trennung ist
plausibel, da die Lymphfollikel aus peripheren SLOs entnommen wurden. Alle
restichen Proben stammen aus dem ZNS, also aus einem anderen
Organsystem, und haben somit ein stark unterschiedliches Expressionsprofil.
Interessanterweise unterscheiden sich die Lymphfollikel in der zweiten PC kaum
noch von den Aggregaten. Man kann also schlussfolgern, dass von allen ZNS-
Proben die Aggregate den Lymphfollikeln am &hnlichsten sind, bzw. die meisten

Gemeinsamkeiten in der Genexpression aufweisen.
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Abbildung 7 PCA: Die PCA reduziert einen multidimensionalen Datensatz auf wenige
Schlusselvariablen und gibt diese in vereinfachter visueller Form wieder. Die erste PC erfasst
hierbei 84% der Variablen, die PC2 erfasst 3%. Die einzelnen Gruppen liegen geclustert vor, sie
zeigen also innerhalb ihrer Gruppe ein @hnliches Expressionsmuster. Zwischen den einzelnen
Gruppen tritt ein unterschiedliches Expressionsmuster auf. In der ersten PC zeigen die
Lymphfollikel (violett) einen besonders gro3en Abstand zu den anderen Gruppen.
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Trotz der simplen Darstellung der PCA kann man viele Ruckschliisse auf den
Datensatz schlieRen. Eine weitere Mdglichkeit der Ubersichtlichen grafischen

Darstellung und Reduzierung von Dimensionen bietet die Heatmap.

3.5.2 Heatmap

Eine Heatmap bietet die Moglichkeit Matrixdaten grafisch darzustellen, indem
einzelne Werte in unterschiedlichen Farbténen abgebildet werden [87]. In
unserem speziellen Fall besteht die Matrix aus den Samples und den
entsprechenden Sequenzierungsdaten der einzelnen Gene. Da die einzelnen
Proben aufgrund unterschiedlicher Sequenzierungstiefe nicht direkt miteinander
vergleichbar sind, missen die Daten zuvor transformiert werden. Hierfur wurde
die regularisierte Log-Transformation (rlog) durchgeftuihrt. Insbesondere Gene mit
einem niedrigen Expressionsniveau neigen zu einer hohen Varianz. Der rlog
kann den Trend der Varianz tUber den berechneten Mittelwert beseitigen und

somit zu einer Vergleichbarkeit der einzelnen Expressionsdaten beitragen [88].

3.5.2.1 Heatmap ,Ubersicht*

Wir erstellten zunéchst eine Heatmap, die alle Samples und alle Gene
berucksichtigte. In einer so komplexen Heatmap lassen sich keine Rickschlisse
auf die einzelnen Gene ziehen. Sie dient einzig und allein der grafischen
Ubersicht und um etwaige Cluster bzw. Gemeinsamkeiten zwischen den
einzelnen Samples zu detektieren. Hier war erkennbar, dass die Lymphfollikel im
Gegensatz zu den anderen Proben ein sehr unterschiedliches
Expressionsmuster aufwiesen. Eine Erkenntnis, die sich auch mit der

Interpretation der PCA deckt.

Die Heatmaps bieten, neben der farblichen Codierung, zusatzlich die Mdglichkeit,
Uber das abgebildete Dendrogramm Ahnlichkeiten im Expressionsmuster der
Samples bzw. Ahnlichkeiten der Gene abzubilden. Auch hier fiel auf, dass der

groR3te Unterschied zwischen Lymphfollikeln und den Proben aus dem ZNS lag.
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Aul3erdem bildeten die B-Zell Aggregate einen eigenen Cluster. Die Infiltrate aus
MOG:35-55- und MP4-immunisierten Mausen zeigten ein ahnliches
Expressionsmuster auf.

Color Key

M —r—r—m— rrr—— MM r MM
NOOXLTATMNMWMANNNSTANTNNSTND OANNONOM AN
g e & 8 & B & 4 & & ' @ 0 8 kO E O 8 & & 2 8 4 5 kv v A

<

$33fs3fysgggissigyesggsisss
2333333sS2SsSsS2223sss2ss2232232:22
——————— gl e bl TR T U ] [T TR VI )
IR R R R R R R R R R R R R
T T TS S S S S L L T S L B S Y Y )

———————————— o B e B SO~ e R A e )
O 0 0LO0LO0OOO T O o oErEEEEEEEssEEssryyY

[P P P = P e .~ O - U T —
L ccccccktctEEttccccEEEE cEEc c bW
cocooocoaaoaafEaEEE-—===—£ccc=-—cc==ww
3 B o= T =TT =
EEEEEEEefEEERRE T 3 Rt
ZZZIIITZISZENNNN N NNT TG
0 mmam o) oo NNN
Mmoo

Abbildung 8 Heatmap — Ubersicht: Die farbliche Kodierung (blau, rot) sowie das am oberen Rand
der Grafik abgebildete Dendrogramm zeigen zwei grof3e Cluster. Zum einen das periphere
Gewebe (Lymphfollikel) und zum anderen das ZNS-Gewebe (Aggregate MP4, Infiltrate MP4 u.
Infiltrate MOG). Im ZNS-Gewebe liegen die B-Zell Aggregate als Cluster vor. Die B-Zell-Infiltrate
und Infiltrate MOG liegen nicht streng getrennt vor und scheinen einige Uberschneidungen in
ihren Expressionsmustern zu haben.
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3.5.2.2 Heatmaps der relevanten Gene

Neben der hier verwendeten Ubersichtsdarstellung besteht auch die Mdglichkeit,
einzelne relevante Gene in einer Heatmap gesondert darzustellen.

Hierfur verwendeten wir die Gene, die nach oben genannten Vorgaben gefiltert
wurden und erstellten Heatmaps fur die fur uns interessanten Gruppen der B-
Zell-Infiltrate, B-Zell-Aggregate, sowie fir die gemeinsam hochexprimierten

Gene beider Gruppen (siehe Abbildung 1: Schema - Studiendesign).

3.5.2.2.1 Heatmap B-Zell-Infiltrate

Fur die Infiltrate konnten wird insgesamt 32 hochregulierte Gene finden, die
unseren statistischen Anforderungen entsprachen. Die Gene sind in Abbildung
9: ,Heatmap B-Zell-Infiltrate® (siehe unten) dargestellt. Eine Erlauterung im Detail
erfolgt im Kapitel ,4.3.2 B-Zell-Infiltrate®.

Durch die farbliche Darstellung und das Dendrogramm ist gut erkennbar, dass
die Gene lediglich in den Infiltraten signifikant hochreguliert waren. Eine scharfe
Trennung zwischen den Gruppen ,Lymphfollikel®, ,Infiltrate MOG:35-55“ und ,B-
Zellinfiltrate* ist moglich. Insgesamt gibt es eine héhere Ubereinstimmung der
Infiltratgruppen (,Infiltrate MOG:35-55“ und ,B-Zell Infiltrate®) untereinander als
gegentber der Gruppe der Lymphfollikel. Diese Beobachtung liegt nahe, da die
Infiltrate aus dem ZNS entnommen wurden, die Lymphfollikel hingegen aus

peripheren SLOs und somit einer ganzlich anderen Organentitat entstammen.

3.5.2.2.2 Heatmap B-Zell-Aggregate

Fur die Gruppe der Aggregate konnten wir insgesamt 17 hochregulierte Gene
bestimmen (siehe Abbildung 10: Heatmap B-Zell-Aggregate). Eine genaue
Erlauterung der einzelnen Gene erfolgt im Teil ,4.3.3 B-Zell-Aggregate®. Wie
schon bei den Infiltraten erkennbar, besteht auch hier eine starke Trennung zu
der Gruppe der ,Lymphfollikel“ und eine schwachere Trennung gegentber den
Snfiltraten MOG:35-55%.
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Bei den Genen der Hamoglobin Gruppe (Hbb.al, a2, b1, b2) ist eine geringe
Trennung zwischen Infiltraten des Modells MOG:35-55 und B-Zell-Aggregaten
der MP4-Mause sichtbar. Diesen Effekt erklarten wir uns aufgrund der Tatsache,
dass sowohl die B-Zell-Aggregate als auch die Infiltrate im MOG:35-55-Modell
malfdgeblich als perivaskulare Cluster auftreten (siehe Abbildung 6 A:
Immunhistochemische Farbung von B220* B-Zellen). Wahrend der LCM wurden
die hdmoglobinhaltigen Blutgefal3e nicht separiert, sondern gemeinsam mit den
Infiltraten bzw. Aggregaten ausgeschnitten. Eine Relevanz fur die TLO-Bildung

bleibt demnach fraglich.

3.5.2.2.3 Heatmap ,Gemeinsam exprimierte Gene“

Wir konnten insgesamt sechs Gene ermitteln, die sowohl in B-Zell-Aggregaten
als auch Infiltraten hochreguliert waren (siehe Abbildung 11: Heatmap:
Gemeinsam exprimierte Gene).

Von besonderem Interesse waren zwei Vertreter der Hitzeschockproteine (HSP),
sowie ein Vertreter der Matrix Metalloproteinasen (MMP). Deren genauere
Funktion im Kontext der MS wird im Kapitel ,4.3.4 Gemeinsam exprimierte Gene*
beschrieben.

Gut erkennbar ist, dass die B-Zell-Infiltrate und -Aggregate zwar insgesamt
scharf von den Lymphfollikeln und MOG:35-55-Infiltraten abgrenzbar, allerdings
untereinander vermischt sind. Das spricht fur ein &hnliches Expressionsmuster

untereinander und deckt sich daher mit den Erwartungen an diese Gruppe.
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Abbildung 9 Heatmap B-Zell Infiltrate: Die fur die B-Zell-Infiltrate als relevant eingestuften Gene
werden hier gesondert betrachtet. Durch die Farbcodierung (blau: geringe Expression, rot: starke
Expression) und das im oberen Teil der Grafik abgebildete Dendrogramm, lassen sich im
Wesentlichen drei Cluster unterscheiden. Der links stehende Cluster (im wesentlichen blau) zeigt
die Lymphfollikel mit einer kaum vorhanden Genexpression. Im mittleren Cluster sind die Infiltrate
aus dem MOG:35-55-Modell mit einer geringen bis maRigen Expression abgebildet. Eine scharfe
Trennung ist zu dem rechtsstéandigen Cluster (im Wesentlichen rot) erkennbar. Er bildet die hohe
Expression der Gene in den B-Zell-Infiltraten des MP4-Modells ab.
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Abbildung 10 Heatmap B-Zell Aggregate: Die fur die B-Zell-Aggregate als relevant eingestuften
Gene werden hier gesondert betrachtet. Durch die Farbcodierung (blau: geringe Expression, rot:
starke Expression) und das im oberen Teil der Grafik abgebildete Dendrogramm, lassen sich im
Wesentlichen drei Cluster unterscheiden. Der rechts stehende Cluster (im Wesentlichen blau)
zeigt die Lymphfollikel mit einer kaum vorhandenen Genexpression. Im mittleren Cluster sind die
Infiltrate aus dem MOG:35-55-Modell mit einer geringen bis maRigen Expression abgebildet. Eine
scharfe Trennung ist zu dem linksstandigen Cluster (im Wesentlichen rot) erkennbar. Er bildet die
hohe Expression der Gene in den B-Zell-Aggregaten im MP4-Modell ab.
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Abbildung 11 Heatmap: Gemeinsam exprimierte Gene: Hier werden die Gene die sowohl in B-
Zell-Infiltraten als auch -Aggregaten eine erhOhte Expression zeigten, den Kontrollgruppen
gegenubergestellt. Durch die Farbcodierung (blau: geringe Expression, rot: starke Expression)
und das im oberen Teil der Grafik abgebildete Dendrogramm, lassen sich im Wesentlichen zwei
Cluster unterscheiden. Der rechtsseitige Cluster zeigt durch seine Uberwiegend rote Féarbung die
erhohte Expression der am rechten Rand der Grafik genannten Gene. Eine scharfe Trennung
gibt es zu dem linksseitigen Cluster, hier erscheinen die Kontrollgruppen (Lymphfollikel, ZNS-
Infiltrate aus dem MOG:35-55 Modell) als Korrelat ihrer geringen Expression eine tUberwiegend
blaue bis weil3e Farbung.
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4 Diskussion

4.1. Einleitung

Ziel dieser Arbeit war es, in erster Linie stabile RNA aus dem Gewebe von
immunisierten Mausen zu gewinnen. Prinzipiell handelt es sich hierbei nicht um
ein sonderlich schweres Unterfangen. Die RNA-Isolation ist ein gut erprobtes und
routinemanig durchgefihrtes laboratorisches Verfahren. In unserem speziellen
Fall gab es jedoch zwei maf3gebliche Probleme, die es zu I6sen galt. Zum einen
wollten wir die Mdéglichkeiten erproben, RNA aus Gewebe zu isolieren, welches
zuvor in Paraffin eingebettet wurde. Zum anderen wollten wir Gewebe aus
speziellen, schwer zuganglichen Strukturen isolieren. Um suffiziente Aussagen
zu erhalten, war es notig, Zellkompartimente aus Lymphfollikeln, B-Zell-
Aggregaten, B-Zell-Infiltraten und Immunzellinfiltraten aus mit MOG:35-55
Immunisierten Mausen zu isolieren und einzeln zu sequenzieren. Gerade die
Detektierung der Immunzellkompartimente Uber Farbemethoden und die
anschlieRende Separierung mittels LCM stellte sich als anspruchsvoll heraus.

Abschlie3end erfolgte eine ausfiihrliche Datenanalyse, die hauptsachlich von der
Core Unit durchgefuhrt wurde. Die hierbei zu Tage gekommenen Erkenntnisse,
insbesondere die fur die unterschiedlichen Kompartimente spezifischen Gene,
bieten Anregung fur weitere Forschung. Deshalb beinhaltet diese Arbeit eine

Einordnung der einzelnen Gene in einen Zusammenhang mit der MS.

4.2. Etablierung der RNA-Isolation

4.2.1 Fixierung und Einbettung
Wie bereits einfihrend erwédhnt, war das erste Ziel dieser Arbeit die

Mdglichkeiten einer RNA-Isolierung aus Gewebe zu evaluieren, welches zuvor in

Paraffin eingebettet wurde. Hierfir verglichen wir zwei grundlegend
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verschiedene Methoden. Zum einen die paraffinabhangige Immersionsfixierung
unter Zuhilfenahme verschiedener Immersionsreagenzien (Methacarn, Hope,
PFA) und zum anderen die Kryofixierung, welche ohne Immersionsreagenzien
auskommt und lediglich ein Einbettungsmedium bendétigt (TissueTek®).

Grundsatzlich kann man davon ausgehen, dass eine Manipulation am Gewebe
mittels Immersionsreagenzien auch einen Einfluss auf die RNA-Integritat hat und
sich somit letztlich auch auf die Durchflihrbarkeit einer Sequenzierung auswirkt.
Hierbei spielen insbesondere RNA-Protein-Quervernetzungen und RNA-
Fragmentierung eine entscheidende Rolle [89]. Des Weiteren muss vor der
Verarbeitung und Analyse von Paraffin-eingebettetem Gewebe die Probe
aufwendig vom Paraffin befreit werden. Trotzdem verfiigen immersionsfixierte
und Paraffin-eingebettete Proben tber einige Vorteile. So sind sie beispielsweise
Uber einen sehr langen Zeitraum bei Raumtemperatur lagerfahig. Kryofixierte
Proben hingegen mussen aufwendig und lickenlos bei -80°C gelagert werden.
Ein weiterer entscheidender Vorteil der Paraffin-eingebetteten Proben sind
enorme, bereits existente Sammlungen von Gewebeproben. So haben
beispielsweise diagnostische pathologische Institute oder internationale
Biodatenbanken groRe Mengen an Proben eingelagert, die somit einer

retrospektiven Analyse zur Verfligung stehen wirden.

4.2.1.1 Potentielle Fehlerquellen

Ein weiterer entscheidender Nachteil der Immersionsfixierung ist die aufwendige
Verarbeitung des Gewebes mit vielen Zwischenschritten. Viele Zwischenschritte
erhdéhen auch die Gefahr von Fehlern und vor allem Verunreinigungen. Gerade
RNasen, die in nahezu jedem Organismus vorhanden sind, kénnen eine Probe
schnell unbrauchbar machen [90]. Uber mehrere Versuche hinweg verscharften
wir die hygienischen Vorsichtsmaf3nahmen und versuchten die Versuche so weit
wie maoglich zu vereinfachen. Allerdings kamen wir trotz allem niemals Uber eine
RIN von 4,8 (siehe Kapitel 3.1 Etablierung der RNA-Isolation). In der Literatur
wurden laut Akane et al. bei der Fixiermethode mittels Methacarn immerhin

stabile RIN-Werte von >8 beschrieben [91]. Solch hohe Werte konnten wir nicht
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erreichen. Hinzu kam, dass die Ergebnisse mit verhaltnismafig hoheren RIN-
Werten schwer reproduzierbar waren, die RIN liel3 sich also nicht ohne weiteres
in jedem Versuch auf gleich hohem Niveau halten. Kryogewebe hingegen erzielte
direkt bei ersten Probeldufen sehr gute RIN und die RIN Werte konnten auch in

den Folgeversuchen auf einem konstant hohen Level gehalten werden.

Auch wenn immersionsfixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe eine Reihe
an Vorteilen aufweist, wollten wir nicht das priméare Ziel der stabilen RNA-
Isolation aus den Augen verlieren. Gerade im Hinblick auf die anschliel3ende
Sequenzierung kann man davon ausgehen, dass eine hohere Qualitat und auch
Quantitat der Ausgangsproben auch zu mehr und valideren Informationen fur
unsere spatere Evaluation der Schliisselgene fiihren wiirden [84]. Des Weiteren
konnten wir durch die Entscheidung fir das Fresh Frozen Gewebe auch die
bendtigten Mause fur die Versuche reduzieren und somit deutlich
verantwortungsbewusster und sensibler mit dieser wertvollen Ressource

umgehen.

4.2.2 Farbungen und LCM

Eine weitere Herausforderung in der Etablierung der Methodik war es, die
verschiedenen Immunzellpopulation zu detektieren und zu separieren.

Fir die Detektion fuhrten wir, wie in der Methodik beschrieben, eine IHC-Farbung
durch. Hierflr fertigten wir von den Kleinhirnen bzw. Lymphknoten Serienschnitte
an und fuhrten eine B- bzw. T-Zellfarbung durch. Konnten wir eine gewiinschte
Zellpopulation detektieren, wurden die Folgeschnitte bzw. Parallelschnitte auf
einen LCM Objekttrager (FrameSlides) aufgezogen, um in der LCM beziglich der
Immunzellpopulationen separiert zu werden (siehe Abbildung 3: Anordnung der
Gewebeschnitte auf den OTs). Und genau an dem Punkt findet sich der erste
Kompromiss dieser Technik. Wir konnten die Gewebeschnitte, die wir direkt der
LCM zufuhrten, keiner kompletten IHC-Farbung unterziehen, da wir damit das
Gewebe zu stark geschadigt hatten, was zu Lasten der RNA-Qualitat gegangen

ware. Wir hatten also lediglich die Moglichkeit den Parallelschnitt zu farben.
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Dieser liegt bestenfalls 10 um vom eigentlichen LCM-Schnitt entfernt. Trotzdem
kann eine Entfernung von 10 um bei kleinen Immunzellpopulationen, die zudem
noch eine sehr heterogene und dreidimensionale Struktur bieten, einen grof3en
Unterschied ausmachen. Hinzu kommt, dass es sich bei der B-Zell-
Aggregatbildung um einen sehr dynamischen Prozess handelt, bei dem es erst
im Verlauf der EAE zu einer Clusterbildung der B-Zellen kommt [82]. Unsere
Gewebeschnitte lieBen nur eine zweidimensionale Sicht auf einen
dreidimensionalen dynamischen Prozess zu. Es liel3 sich also nicht
ausschliel3en, dass Zellpopulationen unter die Definition ,B-Zell Infiltrat® fielen,
obwohl sie sich in einer anderen Ebene des Organs schon in einem
Ubergangsstadium zu einem B-Zell Aggregat befanden.

Die IHC-gefarbten Schnitte sollten als Orientierungshilfe fir die LCM dienen,
quasi als Landkarte. Auch wenn wir die LCM-Gewebeschnitte zur besseren
Orientierung einer Cresyl Violett Farbung unterzogen, war eine einwandfreie
Zuordnung der Immunzellpopulationen zwar in den meisten Fallen, jedoch nicht
immer, moglich. Aufgrund der Unsicherheit entschieden wir uns fur ein
restriktives Regime und fihrten nur dann eine Dissektion durch, wenn wir die

Zellpopulation nahezu zweifelsfrei einer Gruppe zuordnen konnten.

Die von uns durchgefuhrte IHC-Farbung der MP4-Praparate sah ausschliel3lich
eine B-Zell-Farbung vor. Unspezifische Immunzellcluster lie3en sich wahrend der
LCM anhand der Cresyl Violett Farbung detektieren. Die B-Zell-Farbung diente
der weiteren Unterscheidung zwischen Infiltrat und Aggregat. Eine weitere
Definition als TLO lasst diese Farbung jedoch nicht zu. Kuerten et al. definierten
die TLOs in der MP4-induzierten EAE anhand einer B- und T-Zell-
Kompartimentierung, sowie durch das Vorhandensein von PNAd* und oder
MAdJCAM* HEVs. Zusatzlich musste eines der folgenden Merkmale vorhanden
sein: follikular dendritische Zellen (FDZ), Retikulinfasern, CD138* Plasmazellen,
proliferative Aktivitdt der B- bzw. T-Zellen oder der Nachweis auf somatische
Hypermutation. In der gleichen Studie konnte auch gezeigt werden, dass die
meisten TLOs im Kleinhirn auftreten und 61% der Aggregate im Kleinhirn die
Bedingungen fur TLOs erflllt haben [82].
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Da wir in unserer Studie ebenfalls ausschlie3lich Aggregate aus dem Kleinhirn
dissektierten und das gleiche EAE-Modell verwendeten, kann man davon
ausgehen, dass das Genexpressionsprofil der Gruppe der B-Zell-Aggregate

Eigenschaften der TLOs inkludiert.

Grundsatzlich ware eine detailliertere Betrachtung der Immunzellkompartimente
wunschenswert. Eine Mdglichkeit bestdnde darin, eine Farbung auf dem
Gewebeschnitt durchzufihren, der direkt darauf der LCM zugefihrt wird.
Tjernlund et al. fihrten 2016 erfolgreich eine in situ Farbung von CD8" T-Zellen
in Lymphknoten durch mit anschlie3ender LCM und Genexpressionsanalyse und
Jintang et al. konnten bereits 2013 mit einem angepassten IHC-Farbeprotokoll
CD90* Zellen aus Glioblastoma multiforme Gewebeschnitten isolieren und eine
Proteomanalyse durchfihren [92, 93].

Fir uns kamen direkte Farbemethoden auf dem LCM-Gewebeschnitt zunachst
nicht in Frage, da die Farbemethodik, um Aggregate per Definition als TLO zu
identifizieren, zwar prinzipiell moglich ware, jedoch sehr viele Schritte, wie
beispielsweise  Gewebefixierung, Peroxidaseblock, Antikdrper-vermittelte
Farbereaktion (siehe Kapitel 2.2.8.2 IHC-Farbung an Kryoschnitten) erfordert
hatte und somit zu Lasten der RNA-Qualitdt gegangen ware. Trotzdem ist die
LCM ein Instrument, dessen Mdglichkeiten sicherlich noch nicht ausgeschopft
sind und eine genauere Untersuchung der MS ermdglicht. Beispielsweise wére
eine weitere Unterteilung der B-Zell-Aggregate mit spezifischen in situ Farbungen

und Isolierung einzelner Zelltypen denkbar.
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4.3 Einordnung der relevanten Gene

4.3.1 Einleitung

In dieser Arbeit konnten wir insgesamt 43 Gene herausfiltern, die im Prozess der
Aggregatbildung gegentiber den Kontrollgruppen hochreguliert waren (siehe
Abbildung 1: Schema - Studiendesign). Von diesen 43 Genen waren 32 in den
B-Zell-Infiltraten und 17 in den B-Zell-Aggregaten hochreguliert. Bei sechs Genen
konnten wir feststellen, dass sie sowohl in den Aggregaten als auch in den
Infiltraten hochreguliert waren.

Im Folgenden sollen die Gene in einen Kontext zur MS gesetzt werden. Wir
betrachteten die Gene gruppenweise (B-Zell-Aggregate, B-Zell-Infiltrate und
gemeinsam exprimierte Gene) und erstellten fir jede Gruppe zunachst eine
Ubersichtstabelle. Die wichtigste Information der Tabellen ist, ob das jeweilige
Gen einen Bezug zur MS hat. War das der Fall, wurde im darauffolgenden
FlieRtext die Rolle des Gens in der MS néaher erlautert. Als weitere Information
enthalten die Tabellen Bezlge der jeweiligen Gene zu anderen Erkrankungen.
Hier fiel auf, dass besonders viele der Gene einen Bezug zu malignen
Erkrankungen oder autoimmunen Erkrankungen aufwiesen.

Abschlie3end beinhalten die Tabellen eine Spalte fiir weitere Anmerkungen. Hier
finden sich Uberlegungen, die einerseits die Relevanz einiger Gene genauer
betrachtet und andererseits Informationen zu Genen, die zwar keinen direkten
Bezug zur MS aufweisen, aber aufgrund ihrer Rolle in immunologischen und
inflammatorischen Prozessen nicht unerwahnt bleiben sollten.

Fur unsere Literaturrecherche nutzten wir die PubMed® Datenbank.

4.3.2 B-Zell-Infiltrate

Von den 32 Genen, die in den B-Zell-Infiltraten hochreguliert waren, konnten wir
bei elf Genen einen Bezug zur MS herstellen. Drei der Gene waren auch in
Aggregaten hochreguliert und werden deshalb im Kapitel ,4.3.4 Gemeinsam

exprimierte Gene“ gesondert betrachtet.
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Tabelle 8:

Ubersicht hochregulierter Gene in den B-Zell-Infiltraten

Infiltrate
Gen Protein Bezug Bezug zu anderen Anmerkungen
zur MS Erkrankungen
fryr;};g:r?;ye o diverse Malignome (z.B.
htr2b . v Melanome, Magen-
(serotonin) .
Darmkarzinome) [94]
receptor 2B
.- ¢ Kolonkarzinom [95]
neu4 Sialidase 4 v « Glioblastom [96]
. o Medulloblastom [97]
tnr Tenascin R v e Morbus Parkinson [98]
e Endometriumkarzinom
K+ spannungs- [99]
kensl gesteuerter v  chronischer
IS()nsfnkg?al,S 1 postoperativer Schmerz
ubfamilie S, [100]
o o [ e
' o Multiples Myelom [101]
receptor
« diverse onkologische * giltals Medl_z_itorfur
. Erkrankungen (z.B. tumorassozuerte
sppl Osteopontin v Entzindung und
Lungenkrebs und R .
Brustkrebs) [102] fordert dl?
Metastasierung [102]
igf1 Insulin-like v e Parkinson, Alzheimer
growth factor 1 [103]
G Protein- o Apoplex
gprl7 gekoppelter v e Depression
Rezeptor 17 e Schizophrenie [104]
Aktin regulatorisches
e Spondylocarpotarsal- Protein
rfina Refilin A X Synostose-Syndrom in Anderung des
[105] zellularen Phénotyps
involviert [106]
zellulare
e autosomal-rezessiver Adhasionsfunktion
Transmembrane nicht-syndromaler Verbindung von
tmem132b protein 132B X Horverlust [107] extrazellularer Matrix
o Schlaflosigkeit [108] mit Aktin-Zytoskelett
[109]
Leucine-rich « mannliche Infertilitat
Irguk repeats and X

guanylate kinase

[110]
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domain

containing
o erhdhter GDF3 Spiegel * Makrophagen, die mit
. . . GDF3 behandelt
Growth bei Sepsis Patienten wurden. sezernieren
gdf3 differentiation [111] weni er’
factor 3 Klippel-Feil Syndrom . 9 :
[112] proinflammatorische
Zytokine [111]
¢ keine Beschreibung
im Zusammenhang
Hepatitis-B-Virus- mit MS, allerdings ist
Apolipoprotein C- bedingtes Apoc?2 in der PPMS
apoc4 N . .
v hepatozelluléares hochreguliert und mit
Karzinom (HCC) [113] einem verstarkten
Entzindungsgescheh
en assoziiert [114]
Oligodendrogliomen,
Chondroitin Astrozytomen,
cspg4 sulfate Glioblastomen [115]
proteoglycan 4 Melanom, Leukamie,
Mamma Karzinom [116]
prss35 ig fin Protease Nierenfibrose [117]
- e wird in Th17 Zellen
Follikulares . .
Complement o . deutlich héher
Schilddriisenkarzinom . .
component 1, q exprimiert als in Thi,
clqll [118]
subcomponent- . Th2 und
. Kolorektales Karzinom .
like 1 [119] regulatorischen T-
Zellen (Treg) [120]
Guamng Glioblastom (mdgliche
nucleotide
ng4 binding protein Tumorsuppressor-
gng (G protein) wirkung) [121]
P ' Thymuskarzinom [122]
gamma 4
« Beteiligt an der
Differenzierung von
Oligodendrozyten-
Vorlaufern wahrend
L der embryonalen
zfp488 kaﬂnger Entwicklung, der
Protein 488 .
Oligodendrogenese
sowie der
Remyelinisierung
nach ZNS Schaden
[123]
RA (IL17A inhibiert
col2al Kollagen, Typ I, gifllezraliol;:l);prees-smn )
Alpha 1 g

induzierten Arthritis bei
Ratten) [124]
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Glial cell line
derived

e Osteosarkom [125]

gfral neurotrophlc o Kolonkarzinom [126]

factor family

receptor alpha 1

G Protein- « Magenadenokarzinom
gpr34 gekoppelter [127]

Rezeptor 34

Sema domain,

immunoglobulin

domain (Ig), o Asthma bronchiale [128]
semasd short basic e Morbus Meniére [129]

domain,

(semaphorin) 3D

o hauptsachlich Maligne

Spondin 2, Erkrankungen z.B.
spon2 extracellular Magenkrebs [130] oder

matrix protein kolorektale Karzinome

[131]

CEP295 N-
cep295nl | o minal like )
3110035E
14Rik Vexin -
(vxn)

o Alzheimer Krankheit o Teil des Riken-
[133] Mausgenom-

15000150 e maligne Erkrankungen Enzyklopadieprojekts
10Rik Augurin wie z.B. [132]
(ecrg4) Osophaguskarzinom

[134] oder Magenkrebs
[135]
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5-Hydroxytryptamin Rezeptor 2B (5-HT2s-Rezeptor)

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5HT) ist vor allem fur seine Funktion als
Neurotransmitter bekannt. Uber die 5-HT Rezeptoren hat Serotonin jedoch
zusatzlich eine Funktion in der Regulation von inflammatorischen Prozessen.
Das htr2b Gen codiert fir den 5-HT2s-Rezeptor. Dieser Rezeptor wird
vornehmlich auf M2 (M-CSF)-Makrophagen exprimiert [136]. M2-Makrophagen
gelten zwar als eher antiinflammatorische Zellen, aus der Tumorforschung ist
jedoch bekannt, dass M2-Makrophagen eine immunsuppressive Funktion haben
und zudem das Tumorwachstum und die Angiogenese férdern [137].

Im direkten Zusammenhang mit der MS wurde htr2b zwar noch nicht erwéhnt,
allerdings rickte dieses Gen bei anderen neurologischen Erkrankungen bereits
in den Fokus. In der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) begrenzt 5-HT2s-
Rezeptoren beispielsweise die Degeneration von mononuklearen Phagozyten

des Riuckenmarks und verlangsamt das Fortschreiten der ALS [138].

Sialidase 4

Neu4 kodiert fur die Sialidase 4. Sialidasen bzw. Neuramidasen katalysieren die
Entfernung von Sialinsédureresten, die sich endstandig an Glykokonjugatketten
der zellularen Glykokalix befinden. Diese sogenannten sialylierten
Glykokonjugate (SGC) haben eine entscheidende Funktion als
Erkennungsmerkmale fir molekulare und interzellulare Wechselwirkungen [139,
140]. Im ZNS sind SGC an der Regulierung der Signaltibertragung von Neuronen
beteiligt [141].

Sialidasen wurden zwar bisher nicht explizit im Zusammenhang mit der MS
erwahnt, spielen allerdings in neurodegenerativen Erkrankungen (z. B. Tay-
Sachs-Krankheit), onkologischen Erkrankungen, Infektionskrankheiten und

Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine Rolle [139].

Tenascin R
Das tnr Gen codiert fur Tenascin R. Tenascine sind Glykoproteine der
extrazellularen Matrix (EZM). Tenascin R wird ausschlieBlich im ZNS von

Oligodendrozyten und Astrozyten exprimiert. Tenascine sind in der Regulation
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von zahlreichen Prozessen involviert, insbesondere Zelldifferenzierung,
Adhasion, Migration, Neuritenwachstum und Myelinisierung.

Bisher gibt es wenig Erkenntnisse, die Tenascine in Zusammenhang mit
Neuroinflammation bringen. Interessant ist allerdings, dass Tenascin C, ein
enger Verwandter des Tenascin R, als Mediator bei der Differenzierung von
naiven CD4* T-Zellen zu Th17 Zellen fungiert [142].

Bemerkenswert ist auch, dass die Tenascin-Expression in humanen MS-
Lasionen verringert ist, wohingegen schon 2009 gezeigt werden konnte, dass die
Tenascine in EAE-L&sionen eher hochreguliert sind [143, 144]. Tenascin C
defiziente Mause, bei denen eine EAE induziert wurde, zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe einen deutlich milderen Krankheitsverlauf. Auf3erdem wurden bei
Tenascin C defizienten Mausen eine verringerte Anzahl von Thl Zellen
festgestellt, sowie eine Funktionseinschrankung von Th17 Zellen [145].

Die genaue Funktion von Tenascin in der MS ist weitestgehend unklar. Im
Kontext der bisherigen Ergebnisse scheint eine weitere Forschung mit Bezug zur

MS jedoch sinnvoll.

K* spannungsgesteuerter lonenkanal, Subfamilie S1

Das kcnsl Gen codiert fur den K* spannungsgesteuerten lonenkanal, Subfamilie
S1. Allgemein bekannt ist, dass K* Kanale wichtig fur die Aufrechterhaltung des
Membranpotentials sind. Spannungsgesteuerte K* Kanale in Neuronen
beeinflussen die Erregbarkeit und synaptische Ubertragung. Wahrend die K*
Kanéle in neurologischen Erkrankungen, wie beispielsweise der Epilepsie, eine
entscheidende Rolle spielen, ist zu ihrem pathologischen Einfluss im
Zusammenhang mit der MS eher weniger bekannt [146].

Kaliumkanale, die bei einer Demyelinisierung von Axonen in der MS freigelegt
werden, fuhren zu einer unkontrollierten Ausbreitung von Nervensignalen. K*
Kanal-Blocker, wie beispielsweise Aminopyridine, kdnnen diesen Zustand
beeinflussen und bei MS-Patienten zu einer Besserung der neurologischen
Symptomatik fihren. Allerdings zeigen K* Kanal-Blocker auch ein ausgepréagtes

Nebenwirkungsprofil [147].
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Einen komplett anderen Ansatz bietet der Kv1.3 Kanal. Kv1.3 ist ein klassischer
Kaliumkanal, der unter anderem auf Makrophagen und Mikroglia exprimiert wird
[148]. Selektive Kv1.3 Blocker schwachten den Krankheitsverlauf einer EAE ab
und auch in Tiermodellen anderer autoimmunen Erkrankungen, wie
beispielsweise Diabetes mellitus Typ I und RA, konnte ein positiver Effekt auf den

Krankheitsverlauf nachgewiesen werden [149].

Fc receptor-like S

Der Fc receptor-like S gehort zu der Familie der Fc Rezeptor &hnlichen Molektile
(FCRL). FCRL werden bevorzugt von B-Zellen exprimiert und konnten bei
malignen Erkrankungen und Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise
systemischer Lupus erythematodes (SLE) und MS nachgewiesen werden [150].
Speziell bei der MS konnte der Fc-Rezeptor-like-3 (FCRL3) mit dem
Krankheitsverlauf in Verbindung gebracht werden. Die Expression von FCRL3 ist
in der MS insgesamt herunterreguliert, allerdings ist die Expression in der
Remissionsphase hoher als in der akuten Phase der MS [151]. Der genaue
Einfluss der FCRL auf die MS ist bisher ungeklart.

Der hier hochregulierte FCRLS ist im menschlichen Genom nicht vorhanden, er

findet sich ausschlief3lich im Mausgenom [150].

Osteopontin

Das sppl Gen codiert fur Secreted phosphoprotein 1 bzw. Osteopontin (OPN).
OPN ist ein phosphoryliertes Glykoprotein der EZM. Es wird assoziiert mit
zellvermittelter Immunitat, Gewebereparatur, Zelliberleben und
Entztindungsgeschehen. Insbesondere die T-Zell Stimulation scheint eine der
Hauptaufgaben von OPN zu sein, weshalb es friher auch als T cell activation
gene-1 bezeichnet wurde.

Normalerweise ist die Expression von OPN im ZNS niedrig. Unter pathologischen
Bedingungen, wie beispielsweise bei Alzheimer, Parkinson oder einem Apoplex,

kann die Expression erhoht sein [152-154].

65



Auch MS-Patienten zeigen ein auffalliges Expressionsprofil von OPN. Der OPN-
Spiegel bei SPMS-Patienten ist im Vergleich zu gesunden Patienten erhoht. Bei
der RRMS ist der OPN-Spiegel im Schub hoher als in der Remission [152].
Forschungen im EAE-Modell konnten zeigen, dass die Verabreichung von
rekombinantem OPN bei Mausen mit einer EAE zu einem Ruckfall fihrte. Im
Gegensatz dazu kann eine Verabreichung von Anti-OPN-Antikérpern den Verlauf
der EAE abschwachen [155]. Ebenso ist der Verlauf einer MOG:35-55-
induzierten EAE bei OPN-defizienten Mausen deutlich schwécher ausgepragt
[153].

Chondroitin sulfate proteoglycan 4

Chondroitin sulfate proteoglycan 4 (CSPG4) wurde bisher nicht im direkten
Zusammenhang mit der MS diskutiert, trotzdem soll es hier aufgrund seiner
interessanten Funktion im ZNS nicht unerwédhnt bleiben.

CSPG4 wird von NG2-Glia exprimiert. NG2-Glia sind besser bekannt als
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (OPC). Aus OPCs entstehen
Oligodendrozyten, welche die isolierende Myelinschichten im ZNS bilden. Einige
der OPCs verbleiben im adulten ZNS. Hier haben sie die Aufgabe Myelinschaden
zu beheben [156].

Es scheint also plausibel, dass die CSPG4 Epression im Rahmen der ZNS-
destruktiven EAE hochreguliert ist.

Bisher wurde CSPG4 im Rahmen der MS kaum Aufmerksamkeit geschenkt.
Deutlich prominenter ist es in der Malignomforschung. Bei Oligodendrogliomen,
Astrozytomen und Glioblastomen ist CSPG4 hochreguliert und korreliert mit der
Malignitat [115]. Zudem wird es als Zielantigen einer chimarischen Antigen-
Rezeptor T-Zell Therapie (CAR-T) diskutiert [116].

Insulin-like growth factor 1

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ist ein Polypeptidhormon, welches
hauptséchlich in der Leber durch die Stimulierung von growth hormone (GH)
synthetisiert wird. Im Gehirn wird es GH unabh&ngig von Neuronen exprimiert. In

der Entwicklung des ZNS ist der IGF-1 Spiegel hoch, mit zunehmendem Alter
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nimmt er jedoch wieder ab. Der Einfluss von IGF-1 auf ZNS spezifischen
Funktionen ist mannigfaltig und umfasst unter anderem metabolische
Funktionen, Zell Proliferation, Myelinisierung und Neuritenwachstum.
Insbesondere bei traumatischen Hirnverletzungen ist IGF-1 erhdht [157-159].
Bei Patienten mit einer RRMS konnte im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied im Serum IGF-1 Spiegel festgestellt
werden [160]. Schaut man sich hingegen die Expressionsmuster direkt in ZNS
Lasionen von MS Patienten an, decken sich die Ergebnisse mit unseren. Auch
hier ist IGF-1 signifikant hochreguliert [161].

Da IGF-1 eine ausgepréagte neuroregenerative Funktion hat, liegt eine
Verwendung in therapeutischer Absicht nahe. Bilbao et al. konnten zeigen, dass
rekombinantes humanes IGF-1 die in vitro Proliferation von humanen und
murinen Treg stimuliert. Auf3erdem kann eine kontinuierliche systemische

Injektion von IGF-1 das Fortschreiten einer EAE im Mausmodell stoppen [162].

G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPR17 und GPR34)

G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPR) sind eine grof3e Familie von
transmembranen Proteinen. Die Aktivierung von diesen Rezeptoren erfolgt von
extrazellular Gber Liganden und I6st eine intrazellulare Signalkaskade aus. Diese
Eigenschaft macht GPR besonders flur therapeutische Zwecke attraktiv.

GPR17 wird auf Neuronen und OPCs exprimiert. Es ist an der Differenzierung
und Reifung von Oligodendrozyten beteiligt. Unter pathologischen Bedingungen,
also nach ZNS Schaden, ist die Funktion von GPR17 komplex und noch nicht
endgultig verstanden [163, 164]. Dziedzic et al. stellten 2020 ein mogliches
Schema fiir den GPR17 anhangigen Reparaturmechanismus vor, welches hier
in verkirzter Form wiedergegeben werden soll.

Direkt nach dem ZNS-Schaden kommt es zunachst zu einer erhéhten GPR17-
Expression in geschadigten Neuronen. Zudem nimmt die Mortalitat von GPR17-
positiven Neuronen zu. Nach circa 48 Stunden ist GPR17 hauptsachlich auf
Makrophagen am Rande der Lasion nachweisbar. Daraufhin proliferieren OPCs
in der Lasion, ihre Differenzierung zu Oligodendrozyten wird aber durch die

Expression von GPR17 zunachst verhindert. Die Reifung zu myelinisierenden
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Oligodendrozyten ist erst spater, nach Verlust der GPR17-Rezeptoren maoglich.
Abschliel3end wandern die zunachst randstandigen GPR17* Makrophagen in die
Lasion ein [164].

GPR17 scheint also abhangig von Zeit und Ort sowohl in den demyelinisierenden
als auch in den remyelinisierenden Prozess involviert zu sein. Ein gezielter
Eingriff in die Prozesse des GPR17-Rezeptors kann ein moéglicher Ansatz sein,
um sowohl Demyelinisierung zu verhindern als auch Remyelinisierung zu

beschleunigen [164].

Neben GPR17 konnten wir auch GPR34 als hochregulierten Rezeptor
identifizieren. GPR34 wird vornehmlich auf Makrophagen und Mikroglia
exprimiert. GPR34 findet im direkten Zusammenhang mit der MS bisher keine
Erwahnung. Allerdings ist dieser Rezeptor erforderlich, um Mikroglia im ruhenden
nicht phagozytierenden MO Zustand zu halten, und scheint somit eine Relevanz

fur die intrathekale Immunreaktion zu haben [165].
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4.3.3 B-Zell-Aggregate

Von den 17 Genen, die in den B-Zell-Aggregaten hochreguliert waren, konnten
wir bei sechs Genen einen Bezug zur MS herstellen. Drei der Gene waren auch
in den Infiltraten hochreguliert und werden deshalb im Kapitel ,4.3.4 Gemeinsam
exprimierte Gene“ gesondert betrachtet. Insgesamt war die Gruppe der B-Zell-
Aggregate mit drei sequenzierten Samples und einer errechneten gesamt RNA-
Menge von 36,3 ng unsere am schwachsten vertretene Gruppe.

Der niedrige RNA-Ertrag lasst sich dadurch erklaren, dass nicht alle
immunisierten Mause B-Zell-Aggregate ausbildeten bzw. nicht bei allen Mausen,
welche entdeckt werden konnten. Hinzu kommt, dass die Flache von B-Zell-
Aggregaten im Vergleich zu Infiltraten oder Lymphfollikeln sehr viel kleiner ist.
Trotzdem konnten in den drei gewonnenen Samples eine gute RIN (7,7 = 0,23)
erreicht werden. AulRerdem zeigten die Sequenzierungsdaten der einzelnen B-
Zell-Aggregat-Proben ein ahnliches Expressionsmuster auf, was fur die Integritat

der Daten spricht.
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Tabelle 9: Ubersicht hochregulierter Gene in den B-Zell-Aggregaten

Aggregate
. Bezug Bezug zu anderen
Gen Protein 2ur MS Erkrankungen Anmerkungen
i117f Interleukin 17F v o Psoriasis [166]
Matrix Metallo- e HCC [167]
mmp10 proteinase 10 v e Lyme Arthritis [168]
Hitzeschockprote * O\./.anglkarzmom. [169]
hspall in 1-like v o mannliche Infertilitat
[170]
e beim HCC korreliert
Guanlng « HCC [171] die GNA14 .
nucleotide . —_— Expression mit der
gnal4d . . X e Hashimoto Thyreoiditis o
binding protein, [172] Infiltration von B-
alpha 14 Zellen und
Makrophagen [171]
erich3 Glutamate rich 3 X o Magenkrebs [173]
cpne’7 Copine VI X -
Chloride channel
clea3a2 accessory 3A2 X )
Hemoglobin, o B-Zell Aggregate
hbb-b2 beta adult minor X - traten hauptsachlich
chain als perivaskuléare
Hemoglobin, (étlluste;.%uf. D|ed
hob-bl  |betaadult major | X |- utgetafie wurden
. wéahrend der LCM
chain . .
nicht separiert,
Hemoglobin sondern zusammen
hba-al alpha, adult X - mit den Aggregaten
chain 1 ausgeschnitten. So
. erklarten wir uns die
Hemoglobin Hochregulierung aller
hba-a2  |alpha, adult X |- ochreguiierung
. vier Hamoglobin
chain 2
Ketten.

Interleukin 17f

Zur Interleukin-17  (IL-17)-Zytokinfamilie zahlt man insgesamt sechs
verschiedene Zytokine (IL-17 A-F) [174]. IL-17 wird von Immunzellen wie
beispielsweise CD4* Th17 Zellen und CD8*-zytotoxischen T-Zellen produziert
[175, 176]. Die bisherige Forschung deutet darauf hin, dass IL-17 hauptsachlich
Uber induzierte Freisetzung von weiteren proinflammatorischen Zytokinen eine

lokale Entziindung hervorruft [177].
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Zytokine der IL-17-Familie sind in mehreren autoimmunen Erkrankungen
hochreguliert, hierzu gehéren beispielsweise Psoriasis, RA, Sklerodermie, SLE
und MS [178]. Im Serum und Liquor von RRMS-Patienten konnten im Vergleich
zu gesunden Probanden signifikant erhdhte IL-17 Spiegel nachgewiesen
werden, aul3erdem korreliert die Produktion von IL-117 mit der Anzahl von aktiven
Plaques bei MS-Patienten. Es liegt also nahe, dass die Freisetzung von IL-17 mit
der Krankheitsaktivitatt der MS im Zusammenhang steht [179, 180].
Interessanterweise kann in IL-17-defizienten Mausen zwar eine MOG:35-55-
Peptid-EAE ausgelost werden, allerdings lauft diese EAE mit einem deutlich

verzogerten Beginn und einem verringerten Schweregrad ab [181].

Insbesondere die IL-17 produzierenden Th1l7 Zellen scheinen entscheidende
Akteure bei der Pathogenese der MS zu sein. Wahrend der akuten MS steigt die
Anzahl der Th17-Zellen im peripheren Blut um das Siebenfache im Vergleich zur
inaktiven MS an [182]. Eben solche Th17 Zellen sind in der Lage die BHS zu
uberwinden und sammeln sich wahrend der aktiven Phase der MS im ZNS an
[183].

Einleitend wurde in dieser Arbeit von einem moglichen Einfluss von Vitamin D
Mangel auf die MS Atiologie berichtet. Sotirchos et al. zeigten, dass die
Supplementierung mit Vitamin D bei RRMS-Patienten eine
immunmodulatorische Wirkung in Form einer verringerten Produktion von IL-17
durch CD4* T-Zellen entfaltet [184]. Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die
direkte Blockierung von IL-17. Secukinumab ist ein monoklonaler Antikérper, der
IL17-A hemmt. Eine Behandlung von RRMS-Patienten mit Secukinumab fuhrte

zu einer Reduktion von MS-Lasionen im ZNS [185].

Im Fokus dieser Arbeit steht die Entwicklung von TLOs in der MS. TLOs weisen
viele strukturelle und morphologische Gemeinsamkeiten zu SLOs auf.
Entscheidend fiir die embryonale Entwicklung von SLOs sind lymphoid tissue
inducer Zellen (LTi-Zellen). Die Vermutung liegt also nahe, dass eben diese
Zellen auch in der Entwicklung von TLOs eine entscheidende Rolle tibernehmen.

Schropp et al. konnten zwar nicht nachweisen, dass LTi-Zellen im ZNS von mit
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MP4 immunisierten Mausen vorhanden sind, allerdings haben LTi-Zellen und
Th17-Zellen einige Zelloberflachenmarker gemeinsam, sodass die Vermutung
besteht, dass Th17-Zellen wéhrend der TLO-Entstehung zu einem Teil die
Funktion von LTi-Zellen Gbernehmen. Tatsachlich konnten Schropp et al. in der
gleichen Studie das Vorhandensein von Th1l7-Zellen im ZNS von M&usen mit
einer MP4-induzierten EAE nachweisen [186, 187].

Matrix Metalloproteinase-10 (MMP10)

Die MMPs sind eine Familie von 26 proteolytischen Enzymen. Von den 26
Vertretern sind 24 in Sdugetieren nachweisbar [188]. Zu den Hauptaufgaben der
MMPs gehdort der Umbau der EZM. Dieser Umbau erfolgt tber proteolytischen
Abbau von EZM Komponenten, Abspaltung von membrangebundenen
Rezeptormolekilen und Aktivierung von Zelloberflachenproteinen. Dariber
hinaus sind sie in die Zellproliferation, Differenzierung und Migration involviert
und haben einen regulatorischen Effekt auf andere Proteinasen,
Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zellrezeptoren [189].

In unserer Studie konnten wir eine Hochregulation der MMP3 und MMP10
feststellen. Bei beiden handelt es sich um MMPs, welche zu den Stromelysinen
gezahlt werden [188].

Wahrend die MMP3 sowohl im Infiltrat als auch im Aggregatstadium verstarkt
exprimiert wurde, konnten wir fiir die MMP10 lediglich eine erhbhte Expression
in den Aggregaten beobachten. Im Folgenden soll hauptsachlich auf die Rolle
der MMP10 eingegangen werden, eine detaillierte Erlauterung zur MMP3 erfolgt

im Kapitel ,4.3.4 Gemeinsam exprimierte Gene".

Zu der Rolle von MMP10 in Bezug auf die MS ist bisher wenig bekannt. MMP10
wird im ZNS auf Mikroglia, Monozyten und Makrophagen exprimiert, eine
Expression durch T-Zellen ist fraglich [190, 191]. In der EAE geht ein erhthtes
Expressionsniveau von MMP10 mit einem schwereren Krankheitsverlauf einher
[190, 191].

Bei MS-Patienten mit OKB konnte im Vergleich zu OKB-negativen Patienten
erhbhte MMP10-Spiegel festgestellt werden [192]. Einen Zusammenhang
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zwischen Krankheitsaktivitat und MMP10-Expression scheint also denkbar.
Diese These wird gestutzt durch eine Studie von 2008, in der nachgewiesen
werden konnte, dass die Gabe von Natalizumab zu einer Senkung der MMP3-
und MMP10-Spiegel fuhrt. Bei Natalizumab handelt es sich um einen
monoklonalen Antikorper, welcher sich negativ auf die Migration von

Immunzellen in Entziindungsherde auswirkt [193].

Hitzeschockprotein 1-like (HSPALI)

HSP sind Proteine, die andere Proteine vor Denaturierung schitzen, ihnen beim
Erhalt ihrer Struktur helfen und initial bei der richtigen Faltung unterstitzen.
Proteine mit dieser Funktion werden auch als Chaperone bezeichnet [194, 195].
In unserem Fall waren nur HSP der HSP70-Familie verstarkt exprimiert. Diese
Proteine sind hauptsachlich im Zytosol und Zellkern vorhanden. Trotz ihrer sehr
ahnlichen Proteinstruktur Gbernehmen die verschiedenen Vertreter dieser
Genfamilie unterschiedliche Aufgaben. Insgesamt kann man zu den Aufgaben
den Abbau instabiler bzw. fehlgefalteter Proteine, Transport von Proteinen, die
Auflosung von Proteinkomplexen und den Einfluss auf unterschiedliche

regulatorische Prozesse zahlen.

In den B-Zell-Aggregaten und Infiltraten waren die Gene hspala und hspalb
hochreguliert, welche fur die Proteine Hsp70-1a und Hsp70-1b codieren. Exklusiv
in den B-Zell-Aggregaten war zusatzlich das Gen hspall hochreguliert, welches
fur das Protein Hsp70-hom (bzw. Hsp70-1t) codiert. Insgesamt befinden sich alle
drei Gene in der gleichen MHC-Klasse-llI-Region [195, 196].

Wahrend hier im Folgenden auf das Gen hspall eingegangen wird, sollen die
Gene hspala und hspalb im Kapitel ,4.3.4 Gemeinsam exprimierte Gene® im
Detail besprochen werden.

Fur hsp70-hom ist die Transkriptionsregulation und Funktion noch nicht
umfassend verstanden und auch der Effekt auf die MS stdl3t auf widersprtchliche
Meinungen [195]. Niino et al. zeigten 2001 das Genpolymorphismen der hsp70
Gene in einer Gruppe japanischer MS Patienten keinen Einfluss auf die MS-
Anfalligkeit oder den Schweregrad der Erkrankung hatten [197]. Im Gegensatz
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hierzu stehen die Ergebnisse von Boiocchi et al. aus dem Jahre 2016. Hier
konnte gezeigt werden, dass ein bestimmter Genpolymorphismus, (hsp70-hom
rs2227956 C) des hspall-Gens, positiv mit dem MS-Risiko korreliert. Dartiber
hinaus zeigten MS-Patienten mit einem schwereren Krankheitsverlauf auch eine
erhohte hsp70-hom-Expression [198].
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4.3.4 Gemeinsam exprimierte Gene

Von den 43 insgesamt hochregulierten Genen waren sechs Gene sowohl bei den

B-Zell-Aggregaten als auch bei den B-Zell-Infiltraten verstarkt exprimiert. Wir

konnten bei drei der sechs Gene einen Bezug zur MS herstellen.

Die Bezeichnung ,Gemeinsam exprimierte Gene“ scheint zunachst einleuchtend,
da beide Gruppen die Gene exprimieren. Betrachtet man jedoch die Entstehung
von Aggregaten als dynamischen Prozess, in dem es zunadchst zu einer
Infiltration von Immunzellen und im Verlauf der Pathogenese zu einem B-Zell-

Clustering mit anschlie3ender Aggregatbildung kommt, wéare eine Bezeichnung

als ,durchgehend® oder ,langfristig“ exprimierte Gene ebenso denkbar.

Tabelle 10: Ubersicht gemeinsam hochregulierter Gene in den B-Zell-Infiltraten

und -Aggregaten

Gemeinsam exprimierte Gene

. Bezug Bezug zu anderen
Gen Protein 2ur MS Erkrankungen Anmerkungen
mmp3 Matn).( Metallo- v RA [199]
proteinase 3
Low-Grade-Gliome [200]
Hitzeschockprote Schizophrenie [201]
hspalb in 1B 4 mannliche Infertilitat
[170]
Hitzeschockprote Plattenepithelkarzinom
hspala in 1A v [202]
Ovarialkarzinom [169]
: ¢ an der Regulierung
. IQ motif and Aut|§mus . von GABAergen
igsec3 . X Schizophrenie .
Sec7 domain 3 . i Synapsen beteiligt
bipolare Stérung [203]
[204]
Secreted frizzled- .
sfrpl related protein 1 X Sklerodermie [205]
transmembrane .
tmAasf5 4 superfamily > Pankreaskarzinom [206]
HCC [207]
member 5
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Matrix Metalloproteinase 3 (MMP-3)

Wie im Kapitel ,4.3.3 B-Zell Aggregate bereits beschrieben, handelt es sich bei
MMP3 um eine Endopepdidase, welche der Subgruppe der Stromelysine
zugeordnet wird.

Obwohl die MMP3 schon oft in den Fokus der MS-Forschung gertickt wurde,
konnte ihre Funktion noch nicht abschliel3end geklart werden. Die MMP3 nimmt
an komplexen regulatorischen Vorgéangen der EZM teil und scheint sowohl eine
neuroprotektive als auch neurodestruktive Wirkung entfalten zu kénnen.
RRMS-Patienten, die einen Schub entwickeln, zeigen erhohte MMP3 Spiegel,
welche sich jedoch innerhalb eines Monats wieder normalisieren. Erhéhte
MMP3- Spiegel kdnnten am Abbau der EZM beteiligt sein und somit auch die
BHS schadigen [208].

Dem gegentber steht die Theorie, dass MMP3 nach einer pathologischen
Demyelinisierung beschéadigte Myelinreste entfernt und somit eine suffiziente
Remyelinisierung ermoglicht. Hinzu kommt, dass die proteolytische Aktivitat der
MMP3 bendtigt wird, um Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise IGF1, zu
aktivieren und deren neuroregeneratives Potential freizusetzen [209].

Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass MPP3 einen direkten neuroprotektiven
Effekt hat, indem es eine Doxorubicin induzierte Fas-vermittelte neuronale
Apoptose hemmt [210].

Insgesamt scheint MMP3 also eher eine protektive Rolle im Rahmen der MS
einzunehmen. Diese Vermutung deckt sich auch mit einer Metaanalyse von
2020, in der das MMP3 Gen keine Assoziation mit dem MS-Erkrankungsrisiko
zeigte [211].

Hitzeschockproteine (HSPAla, HSPA1b)

Wie bereits im Kapitel ,4.3.3 B-Zell-Aggregate” beschrieben, handelt es sich bei
HSP um molekulare Chaperone, die fur die Proteinfaltung unverzichtbar sind. Die
genauen Funktionen der HSP in der MS sind unklar, allerdings kann eine geringe
Uberexpression, insbesondere der hsp70-Genfamilie, Zellen vor Stress
schitzen. Eine stark erhohte Expression kann jedoch zur MS-Pathogenese

beitragen. Die eigentlich intrazellularen HSP kénnen bei starker Uberexpression
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in den extrazellularen Raum freigesetzt werden und dort mit
Oberflachenrezeptoren interagieren, was wiederum zu einer erhdhten
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, sowie einer
Aktivierung von DZ fuhrt [212-215].

Es konnte gezeigt werden, dass hspala und hspalb im ZNS von MS-Patienten
im Vergleich zu gesunden Probanden verstarkt exprimiert werden [216]. Zudem
weisen CD4"und CD8* T-Zellen, sowie Monozyten aus dem peripheren Blut von
MS-Patienten, eine erhdhte Proteinexpression von Hsp70-1a und Hsp70-1b auf
[217]. In MS-Patienten konnte ebenfalls das Vorhandensein von spezifischen
Antikorpern gegen HSP70 nachgewiesen werden. Die Antikbrper waren bei
PPMS deutlich starker ausgepragt als bei der RRMS und korrelierten insgesamt
mit der Krankheitsaktivitat [218].

Es spricht also vieles dafiir, dass Proteine der hsp70-Familie in den
immunologischen Prozess der MS involviert sind. AbschlieRend l&asst sich jedoch
nicht sagen, ob die HSP den Krankheitsverlauf insgesamt positiv oder negativ
beeinflussen. Ein weiteres Indiz, welches eher fur eine protektiven Effekt spricht,
ist eine Studie von Zhang et al. in der gezeigt werden konnte, dass
hitzeschockpréakonditionierte  Ratten  eine  erhdhte  hsp70-Expression
entwickelten. Eine anschlielend induzierte EAE zeigte im Vergleich zur

Kontrollgruppe einen deutlich milderen Verlauf [219].
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5 Fazit/ Ausblick

Die erste Herausforderung in dieser Arbeit bestand in der RNA-Isolation aus
Paraffin-eingebettetem Gewebe. Die ersten Versuche zeigten eine maximal
fragmentierte RNA. Im Verlauf konnten wir unter Zuhilfenahme von alternativen
Fixiermethoden eine Steigerung der RNA auf eine RIN von 4,8 erzielen.

Die eingangs gestellte Frage, ob es mdglich ist, aus FFPE-Gewebe ausreichend
stabile RNA fiir eine anschlielBende Gensequenzierung zu gewinnen, muss am
ehesten mit ,Nein“ beantwortet werden. Wir waren zwar in der Lage RNA bis zu
einer relativ hohen RIN von 4,8 zu isolieren, allerdings waren die Ergebnisse
nicht in jedem Versuch reproduzierbar.

Aufgrund der deutlich Gberlegenen RNA-Integritat und um unser primares Ziel,
die Genexpressionsanalysen, nicht aus den Augen zu verlieren, entschieden wir
uns letztlich fur kryofixiertes Gewebe.

Dennoch war die steigende Tendenz der RNA-Qualitat in unserer Etablierung
vielversprechend und bietet Anreiz fur weiterfihrende Forschung. Gerade
alternative, nicht quervernetzende Fixativa, wie beispielsweise HOPE, bieten
einen Kompromiss zwischen der unkomplizierten Lagerbarkeit, sowie stabiler
Gewebequalitat, und koénnten in Zukunft eine entscheidende Rolle bei der

langfristigen Gewebekonservierung spielen.

Ein zentraler Aspekt in dieser Arbeit war die LCM. Hier sollte spezifisch zwischen
B-Zell-Aggregaten und -Infiltraten differenziert werden. Um das Gewebe vor
mdoglichen Schaden zu bewahren, entschieden wir uns gegen eine direkte
Farbung auf dem LCM-Gewebeschnitt und fuhrten eine IHC-Farbung von
Parallelschnitten durch. Dieser Kompromiss beinhaltet allerdings eine
topografische Verzerrung, da die per IHC gefarbten Parallelschnitte lediglich als
Orientierungshilfe fungierten (siehe Abbildung 4: Schnittfihrung). Eine
zweifelsfreie Identifizierung der Zelltypen wéahrend der LCM war somit nicht
mdoglich. Trotzdem konnten wir in der anschlieBenden Datenanalyse ein

signifikant unterschiedliches Expressionsmuster zwischen der Gruppe der B-

78



Zell-Infiltrate und -Aggregate feststellen (siehe Kapitel 3.5 Grafische Auswertung
der Genexpressionsanalyse), was fur eine erfolgreiche Differenzierung wahrend
der LCM spricht.

Dennoch ist eine detailliertere Betrachtung der Zellentitaten wahrend der LCM
winschenswert. Zuklnftig konnten hierfir schonende Farbeverfahren in Betracht
kommen, die direkt auf dem LCM-Gewebeschnitt durchgefiihrt werden. Die
aktuelle Forschung hierzu ist vielversprechend, es konnten bereits in situ und
IHC-Farbungen direkt auf LCM-Schnitten durchgefuhrt werden [92, 93].

Abschlielendes Kernstick dieser Arbeit war die Identifizierung von
hochregulierten Genen wéhrend der MP4-induzierten EAE. Dies war auch der
Versuch, die lymphoide Neogenese als dynamischen Prozess genauer zu
verstehen, und die Genexpression im Langsschnitt abzubilden. Deshalb
betrachteten wir die Expressionsprofile in getrennten Gruppen, beginnend bei
den B-Zell-Infiltraten als frihes Stadium der Immunantwort, Gber die gemeinsam
bzw. durchgehend exprimierten Gene bis hin zu den B-Zell-Aggregaten, die als

stark differenzierte Strukturen der Definition von TLOs am nachsten kommen.

Eingangs stellten wir uns die Fragen, ob es Gene gibt, die ausschlief3lich in den
B-Zell-Aggregaten oder -Infiltraten  hochreguliert sind und ob es
Gemeinsamkeiten unter den beiden Genexpressionsprofilen gibt. Tatsachlich
konnten wir fur beide Gruppen spezifisch hochregulierte Gene ermitteln. Bei

sechs Genen kam es zur Uberschneidung der Expressionsprofile.

Von den insgesamt 43 hochregulierten Genen, wurden bereits 14 im
Zusammenhang mit der MS erwahnt. Gerade die Gruppen der HSP, MMP sowie
IL-17f scheinen von besonderer Relevanz zu sein und stehen bereits im Fokus
der MS-Forschung.

Doch auch die verbleibenden 29 Gene, die bisher nicht mit MS in Verbindung
gebracht wurden, zeigen teilweise interessante immunologische Eigenschaften

und konnten als Anreiz fur weiterfihrende Forschung dienen.
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Die in dieser Arbeit ermittelte breite Liste von Genen, die wahrend der MP4-
induzierten EAE in Mausen hochreguliert waren, muss bezuglich ihres Einflusses
auf die MS noch praziser eingeordnet werden. Zunachst scheint hierfiir eine
ausfuhrliche Literaturrecherche sinnvoll, um den Einfluss der einzelnen Gene auf
neuroinflammatorische Erkrankungen néaher zu beleuchten, aber auch, um die
Einflisse der Gene untereinander besser zu verstehen und ggf. Regelkreislaufe
zu detektieren, die in die Entstehung und Progression solcher Erkrankungen
involviert sind. Im Kapitel ,Diskussion® wurde hierauf bereits teilweise
eingegangen. Dieser Ansatz sollte in die Tiefe verfolgt werden, um die
vielversprechendsten Gene herauszufiltern. Des Weiteren kdnnte man den
Einfluss einzelner Gene mittels Knockout-Mausen naher betrachten, wie es
beispielsweise schon beim OPN geschehen ist (siehe Kapitel 4.3.2. B-Zell-
Infiltrate). Auch die hier bereits zum Einsatz gekommene Methode der IHC, oder
ahnliche  Farbemethoden, koénnen wichtige  Auskinfte Uber die
Expressionsmuster einzelner Gene geben.

Schlussendlich muss jedoch der Sprung vom Organismus Maus in den humanen
Organismus gewagt werden. Das Instrument der EAE kann die Forschung am
Menschen nicht ersetzen.

Interessant ware ein ahnlicher Ansatz, wie der in dieser Arbeit beschriebene.
Eine LCM mit anschlielRender Genexpressionsanalyse von den TLOs bei SPMS
Patienten konnte aufschlussreiche neue Erkenntnisse bringen. Anschliel3end
ware eine IHC oder Immunfluoressenzfarbung zum Nachweis von ausgewahlten
Genexpressionen denkbar. Allerdings sollte man bei humanem Gewebe
bedenken, dass es sich um eine sehr rare und wertvolle Ressource handelt. Ein

auRRerst sparsamer und gezielter Umgang ist hier essenziell.
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6 Zusammenfassung/ Abstract

Bei Multipler Sklerose (MS) handelt es sich um eine entzindungsvermittelte
neurogenerative  Erkrankung mit progressiver Demyelinisierung von
Nervenfasern und axonaler Schadigung. Bei Patienten, die an einer speziellen
Form der MS (der sekundar chronisch progredienten MS, SPMS) erkrankten,
konnten Entziindungsinfiltrate in den Meningen nachgewiesen werden, die in
ihrem Aufbau lymphoidem Gewebe ahnelten. Das Auftreten dieser Infiltrate war
mit einem schwereren Krankheitsverlauf assoziiert.
Das Mausmodell der B-Zell-abhdngigen MP4-induzierten experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) zeigt in den Kleinhirnen der M&use
Infiltrate, die in ihrem Aufbau und der Struktur den Infiltraten beim Menschen
ahneln.

Wir nutzten die MP4-induzierte EAE, um die Mechanismen der
Erkrankungsentstehung und Progression besser  zu verstehen.
Ziel dieser Arbeit war es zunachst intakte und stabile Ribonukleinsauren (RNA)
aus den Infiltraten der Mause zu isolieren. Anschlie@end wurden Gene
identifiziert, die wahrend verschiedener Stadien der zerebralen
Entztndungsreaktion in den B-Zell-Infiltraten bzw. -Aggregaten hochreguliert

waren.

Wir verglichen die Moglichkeiten der RNA-Isolation bei Paraffin-eingebettetem
Gewebe und kryofixiertem Gewebe. Um die Vergleichbarkeit der Qualitats- und
Quantitatsanalyse zu gewahrleisten, wurde fir jede Probe eine RNA
Integritatsnummer (RIN) ermittelt.

Wir fihrten eine Laser Capture Microdissection (LCM) und anschlieRende
Gensequenzierung der zerebralen B-Zell-Infiltrate und -Aggregate bei Mausen
durch, bei denen eine MP4-abhangige EAE ausgel6st wurde. Die MOG:35-55-
induzierte EAE wurde als B-Zell-unabhangiges Kontrolimodell verwendet. Des
Weiteren verglichen wir die Ergebnisse mit den Expressionsprofilen von

sekundar lymphatischen Organen (SLOs).
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Die RNA-Isolation aus kryofixiertem Gewebe war der aus Paraffin-eingebettetem
Gewebe Uberlegen. Bei Paraffin-eingebettetem Gewebe konnten wir eine
maximale RIN von 4,8 erreichen. Bei kryofixiertem Gewebe war eine RIN von 8,2
maglich.

Insgesamt konnten wir 43 Gene herausfiltern, die im Vergleich zu den
Kontrollgruppen hochreguliert waren. Von diesen 43 Genen waren 32 in den B-
Zell-Infiltraten und 17 in den B-Zell-Aggregaten hochreguliert. Sechs Gene waren

sowohl in B-Zell-Infiltraten als auch -Aggregaten hochreguliert.

Die Entwicklung von ektopen lymphatischen Strukturen (ELS) im zentralen
Nervensystem (ZNS) ist ein komplexer und bisher wenig verstandener Prozess.
In dieser Studie beobachteten wir 43 Gene, die wahrend der Entwicklung von B-
Zell-Infiltraten in den Kleinhirnen von MP4-immunisierten Mausen signifikant
hochreguliert waren. Von diesen Genen wurden bereits 14 im Zusammenhang
mit der MS erwahnt und sind zum Teil Gegenstand aktiver Forschung. Doch auch
die verbleibenden Gene zeigen teilweise vielversprechende immunologische
Eigenschaften. Die genaue Rolle der Gene und ggf. ihr Einfluss untereinander

bieten groRen Raum fur weiterfihrende Forschung.
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Appendix

| Abklirzungsverzeichnis

Amyotrophe Lateralsklerose

Antigen-prasentierende-Zelle

Blut-Hirn-Schranke
C57BL/6

Chimarer Antigen-Rezeptor
C57BL/6-Maus

Diaminobenzidin
Diethyldicarbonat
Desoxyribonukleinsaure
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