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Zusammenfassung (Deutsch)

Die  Multiple  Sklerose @ (MS) stellt eine  chronisch-entzindliche
Autoimmunerkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS) dar, bedingt durch
Demyelinisierungsprozesse, axonale Schaden, Gliose und Neurodegeneration.
Die zugrundeliegende Pathophysiologie der MS ist bis heute noch nicht
umfassend aufgeklart. Gegenwartige Therapiestrategien adressieren in erster
Linie die initiale Neuroinflammation, zeigen jedoch in spateren Krankheitsstadien
oft eine eingeschrankte Wirksamkeit. Daher herrscht weiterhin ein dringender
Bedarf an der Identifikation spezifischer, therapeutisch wirksamer (molekularer)
Ziele. Diese Dissertation beschaftigt sich mit der Optimierung und Erweiterung
eines bestehenden Protokolls zur simultanen Isolation aller relevanten ZNS-
residenten Zelltypen, einschlieRlich Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten und
Neuronen, aus Mausen mit Experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis
(EAE) sowie naiven Mausen. Dafur wurde das Tiermodell der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) bei C57BL/6J-Mausen im Alter von 10-
12 Wochen verwendet, welches wichtige pathophysiologische Merkmale der MS
nachbildet. Die EAE-Induktion erfolgte durch die Injektion des Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein-Peptid 3555 (MOGss-55), welches  einen
selbstlimitierenden, monophasischen Krankheitsverlauf reproduziert. Die
Isolation der ZNS-residenten Zelltypen erfolgte durch sequentielle, magnetische
Zellseparation. Nachfolgende Durchflusszytometrie-Analysen bestatigten die
Generierung reiner und viabler Einzelzellsuspensionen mit einer
durchschnittlichen Reinheit und Viabilitat von etwa 85%. Daruber hinaus
ermdglichte die Etablierung eines neuen durchflusszytometrischen Panels die
gleichzeitige Analyse sowohl peripherer als auch zentraler Immunzelltypen aus
demselben ZNS-Replikat. Dieses optimierte Zellisolationsprotokoll stellt somit
einen signifikanten Fortschritt in der Analyse der Rolle der ZNS-residenten Zellen
in der MS-Pathogenese dar. Zudem erlaubt es eine detailliertere Untersuchung
der Interaktionen zwischen ZNS-residenten Zellen und infiltrierenden
Immunzellen sowie deren zeitlicher und funktioneller Dynamik. Diese
Forschungsarbeit leistet somit einen relevanten Beitrag zur Identifizierung
pathophysiologisch und therapeutisch relevanter Zielstrukturen und kann so die
Weiterentwicklung praklinischer und klinischer MS-Forschung unterstitzen.



Zusammenfassung (Englisch)

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoimmune disease of the
central nervous system (CNS) caused by demyelination, axonal damage, gliosis
and neurodegeneration. The underlying pathophysiology of MS is still not fully
understood. Current therapeutic strategies primarily address the initial
neuroinflammation, but often show limited efficacy in later stages of the disease.
Therefore, there is still an urgent need to identify specific therapeutically effective
(molecular) targets. This dissertation deals with the optimization and expansion
of an existing protocol for the simultaneous isolation of all relevant CNS-resident
cell types, including oligodendrocytes, microglia, astrocytes and neurons, from
mice with experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) and naive mice.
The animal model of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) in
C57BL/6J mice aged 10-12 weeks was used for this purpose, which simulates
essential pathophysiological features of MS. EAE was induced by injection of
myelin oligodendrocyte glycoprotein peptide 3555 (MOGas-55), which triggers a
self-limiting, monophasic disease course. CNS-resident cell types were isolated
by sequential magnetic cell separation. Subsequent flow cytometry analyses
confirmed the isolation of highly pure and viable single-cell suspensions with an
average purity and viability of about 85%. In addition, the development of a new
flow cytometric panel allowed the simultaneous analysis of both peripheral and
central immune cell types from the same CNS replicate. This optimized cell
isolation protocol thus represents a significant advance in the analysis of the role
of CNS-resident cells in MS pathogenesis. It additionally allows a more detailed
investigation of the interactions between CNS-resident cells and infiltrating
immune cells, as well as their temporal and functional dynamics. This research
is a significant contribution to the identification of pathophysiological and
therapeutically relevant target structures and thus may support the further

development of preclinical and clinical MS research.
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Abkurzungsverzeichnis
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1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzindliche
Autoimmunerkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), deren Atiologie,
trotz zahlreicher Forschungsprojekte und stetig wachsendem Erkenntnisgewinn
auf diesem Gebiet bis heute nicht vollstandig geklart ist '-*. Charakteristika des
Krankheitsverlaufs sind Demyelinisierung, axonale Schadigung, Gliose und

Neurodegeneration °.

Das klinische Bild multifokaler ZNS-Lasionen kann erheblich variieren und
verschiedene neurologische Funktionsbereiche wie das sensorische,
motorische, visuelle und autonome Nervensystem betreffen. Zu den initialen
Symptomen zahlen Parasthesien, kognitive Stérungen, Schmerzen, Lahmungen,

sowie Blasen- und Mastdarmstérungen 5.

Dartber hinaus ist die Erkrankung durch verschiedene Verlaufsformen
gekennzeichnet, darunter die schubférmig-remittierende MS (RRMS) sowie die

primar bzw. sekundar-progrediente disseminierte Enzephalomyelitis %78,

Die MS stellt in Deutschland die haufigste Ursache chronischer Behinderung im
jungen Erwachsenenalter dar 0. Weltweit sind etwa 2,8 Millionen Menschen von
MS betroffen ''. In der Mehrzahl der Falle wird die Diagnose zwischen dem
20.und 50. Lebensjahr gestellt, wobei Frauen deutlich haufiger betroffen sind als
Manner °. Daraus resultieren gravierende Beeintrachtigungen fiir die individuelle
Lebensgestaltung der Betroffenen sowie soziobkonomische Konsequenzen, die
der weiteren Grundlagenforschung auf diesem Gebiet hdchste Relevanz

beimessen.

Nach aktuellem Wissensstand wird ein initialer Zusammenbruch der
Immuntoleranz gegenuber Autoantigenen des ZNS in peripheren Immunorganen
(z.B. Thymus, Lymphknoten, Darm und Lunge) angenommen °. Bislang besteht

jedoch kein Konsens Uber spezifische Antigene, die diese immunvermittelte



Reaktion auslosen’. Einige Studien mit synthetischen Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein-(MOG)-Peptiden  konnten eine  erhdhte = MOG-bindende
Immunglobulin-G-(lgG)-Konzentration im  Serum von MS-Patient:innen
nachweisen '314. Demgegeniiber ergaben andere Forschungsarbeiten mit
rekombinanten MOG-Domanen keine signifikanten Unterschiede zu
Kontrollgruppen '°. Dennoch wird ein molekulares Mimikry als zugrundeliegender

Mechanismus der induzierten Autoreaktivitat diskutiert 18.

Nach der peripheren Aktivierung der autoreaktiven T-Lymphozyten, infiltrieren
diese das ZNS durch die im Frihstadium der MS geschadigte Blut-Hirn-Schranke
(BHS) 5. Im ZNS erfolgt daraufhin eine Reaktivierung der T-Zellen durch Antigen-
prasentierende Zellen (APZ). Die Zerstérung der Myelinscheiden und die
Schadigung der Oligodendrozyten werden durch autoreaktive T-Zellen vermittelt,
die eine TH-1- und TH-17-Antwort imitieren, begleitet von der Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine '7. Dabei scheinen insbesondere Cluster of
Differentiation (CD) 4-positive und CD8*-T-Lymphozyten an den zellularen
Demyelinisierungsprozessen beteiligt zu sein °. Darliber hinaus konnte eine
Beteiligung weiterer Zelltypen des angeborenen und adaptiven Immunsystems
sowie residenter ZNS-Zellen, wie beispielsweise Monozyten, B-Zellen und

aktivierte Mikroglia, nachgewiesen werden 52,

Im Verlauf der Entzindungsreaktion kommt es zu einer zunehmenden
Schadigung der BHS und Blut-Liquor-Schranke (BLS), was eine verstarkte
Infiltration von Immunzellen zur Folge hat °. Neben einem chronischen
Entzindungszustand und der fortschreitenden Demyelinisierung fuhrt dies zu
einem zunehmenden neuro-axonalen Untergang, der mit einer daraus

resultierenden Gewebe-Atrophie einhergeht 7-18.

Zu den relevanten epidemiologischen Faktoren, die sowohl die
Krankheitsentstehung als auch den Verlauf beeinflussen, zahlen genetische
Pradisposition, Umweltfaktoren und eine zuruckliegende Infektion mit dem
Epstein-Barr-Virus (EBV) 71920, Prospektive Kohortenstudien deuten darauf hin,
dass eine EBV-Infektion nahezu eine notwendige Voraussetzung fur die MS-
Entwicklung darstellt, auch wenn diese nicht als alleinige Ursache betrachtet



werden kann 2122, Zwillingsstudien zeigten, dass gesunde eineiige Zwillinge mit
23% ein deutlich héheres Krankheitsrisiko im Vergleich zu zweieiigen Zwillingen
mit 3% aufweisen, wenn einer der Zwillinge erkrankt ist 2. Auch die ethnische
Zugehorigkeit und die geografische Entfernung zum Aquator beeinflussen die
Krankheitsinzidenz 424. Zu den besonders relevanten Umweltfaktoren zahlen
unter anderem das Rauchen von Tabak, ein niedriger Vitamin-D-Spiegel sowie

eine unzureichende Sonnenexposition 25.

1.2 Aktuelle Therapieoptionen der MS

Die Behandlung der MS hat sich in den letzten Jahren erheblich weiterentwickelt.
Insbesondere die Einfuhrung hochwirksamer krankheitsmodifizierender
Therapien (DMTs), die durch Immunmodulation, Immunsuppression oder auch
Sequestrierung von Immunzellen wirken, hat zu signifikanten Fortschritten
geflihrt 26.

Zu dieser neuen und zunehmend eingesetzten Medikamentengruppe zahlen
orale Substanzen wie Teriflunomid, Dimethylfumarat, Fingolimod oder Cladribin
sowie intravenos verabreichte Substanzen wie Natalizumab, Alemtuzumab und
Ocrelizumab 27. Wahrend der Einsatz von Fingolimod und Natalizumab einen
Eingriff in spezifische Immunzellsignalwege erméglicht 7-26, wirken Alemtuzumab,
Ofatumumab und Ocrelizumab Uber eine gezielte Depletion pathogener

Immunzellsubtypen 28,

Trotz der erzielten hoheren Wirksamkeit sind mit dem Einsatz dieser DMTs auch
erhdohte Risiken fir Nebenwirkungen gegeben. Beispielsweise besteht bei
Natalizumab das Risiko einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie #.
Bereits langer eingesetzte Therapeutika wie Glatirameracetat oder Interferone
(IFN) zeigen pleiotrope, modulierende Effekte auf das Immunsystem 72°. Diese
Substanzgruppen zielen Uberwiegend auf die initiale Entziindungsphase ab,
zeigen sich aber haufig langfristig als unzureichend wirksam °. Die langfristige

Behinderung der Patientiinnen wird in erster Linie durch die chronische



neurodegenerative Komponente der Erkrankung bedingt 3, weshalb die
Entwicklung neuroprotektiver und -regenerativer Substanzen von besonderer
Bedeutung ist. Es besteht nach wie vor ein Mangel an therapeutisch wirksamen
Substanzen, die sowohl die Remyeliniserung als auch den axonalen Schaden
adaquat adressieren und somit potenziell einen kurativen Therapieansatz

darstellen kénnen °.

Autologe Stammzelltherapien zeigen derzeit insbesondere bei
therapieresistenter RRMS und stark entzindlichen Verlaufsformen
vielversprechende Ergebnisse 23132, Fir spate, Uberwiegend progressive
Krankheitsverlaufe der MS werden diese nicht empfohlen 2'. Darliber hinaus
deuten aktuelle Studienergebnisse darauf hin, dass Bruton-Tyrosinkinase-
Inhibitoren (BTK-Inhibitoren), insbesondere Tolebrutinib, bei Patient:innen mit
nicht-rezidivierender sekundar progredienter MS eine Reduktion der
Behinderungsprogression bewirken koénnten 2733, Demgegeniiber verfehlten
andere BTK-Inhibitoren in Phase-llI-Studien bei RRMS den primaren Endpunkt
der Schubreduktion 23. Dies deutet auf eine erhéhte Wirksamkeit dieser neuen
Substanzklasse bei chronisch-aktiven Krankheitsprozessen hin 234 Der
Wirkmechanismus der BTK-Inhibitoren beruht auf der Modulation der Reifung
und Aktivitat von B-Zellen, Makrophagen und Mikroglia, die eine zentrale Rolle in

der Pathogenese der progredienten Verlaufsform der MS spielen 5.

Weiterhin sind die Wirkmechanismen der verschiedenen Therapiestrategien nur
unvollstandig verstanden. Deren besseres Verstandnis kdnnte zur Optimierung
der Patientenauswahl, der Therapiesteuerung sowie zur Vermeidung von

Nebenwirkungen beitragen.

1.3 Die Rolle der ZNS-residenten Zellen in der MS-Pathogenese

Die Untersuchung der spezifischen Funktionen der im ZNS ansassigen Zelltypen
im Kontext der MS-Pathogenese ist von zentraler Bedeutung, um die
zugrundeliegenden Krankheitsmechanismen dieser Erkrankung umfassend zu
verstehen. Wahrend Immunzellen aus dem peripheren Blutkreislauf eine

Schlusselrolle bei der Initiation und Verstarkung der Entziindungsreaktion



spielen, wachst das Verstandnis fur die Bedeutung der ZNS-residenten glialen
Zellen — insbesondere Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten — in der
Pathogenese der MS. Diese Zellen fungieren nicht nur als strukturelle und
funktionelle Komponenten des ZNS, sondern konnen auch aktiv an der

Immunmodulation und den Reparaturprozessen beteiligt sein 36-38,

Mikroglia sind spezialisierte Immunzellen im ZNS wund spielen eine
entscheidende Rolle in der Immunuberwachung sowie in der Kontrolle von
zentralen Entzindungsreaktionen. Aufgrund ihres stark variierenden und
dynamischen Phanotyps, welcher sich in Reaktion auf ihre Mikroumgebung und
pathologischen Stimuli andern kann, sind sie an vielfaltigen zellularen Prozessen
beteiligt 33. Neben einer potenziellen Verstarkung neuroinflammatorischer
Prozesse weist dieser Zelltyp auch neuroprotektive Eigenschaften auf 363240 |hre
Rolle in der MS-Pathologie kann daher in den verschiedenen Krankheitsstadien

erheblich variieren.

Im aktivierten Zustand koénnen sie durch ihre Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies neurotoxische
Effekte hervorrufen (Abbildung 1) *'. Die Expression spezifischer
Oberflachenmarker, wie CD11b und CD45, ist von besonderer Bedeutung fur ihre

Funktion und ihren Aktivierungszustand 42-46.

Es konnten bereits aktivierte Mikroglia in der makroskopisch unauffalligen weiflen
Substanz als sogenannte Pralasionen der MS nachgewiesen werden 4. Darliber
hinaus wurde auch in fortgeschrittenen Stadien der MS eine anhaltende
Aktivierung der Mikroglia festgestellt, die mit neuronaler Dysfunktion und einer

Krankheitsprogression in Verbindung gebracht wird 48,

Diese Erkenntnisse machen Mikroglia zu einem interessanten therapeutischen
Ziel in der MS-Therapie.
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Abb. 1 Dynamische Funktionen von Mikroglia und Astrozyten im ZNS: Physiologie versus
Neuroinflammation. Die Abbildung wurde mit bioRender erstellt 4. Einzelne Elemente wurden modifiziert,
um spezifische Aspekte dieser Arbeit darzustellen. Abkirzungen: MS = Multiple Sklerose; ROS = Reaktive
Sauerstoffspezies; ZNS = Zentrales Nervensystem. Unter physiologischen Bedingungen unterstiitzen
Mikroglia und Astrozyten die neuronale Plastizitat, férdern die Synapsen-Stabilitdt und tragen zur
Homoostase im ZNS bei. Bei neuroinflammatorischen Prozessen wie der MS hingegen wechseln diese
Zellen in einen aktivierten Zustand. Es folgt unter anderem eine Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die in Kombination zu einer neuronalen Dysfunktion und
Apoptose fuhren. Dieser ,Switch“ zwischen den beiden Zustanden dieser Zelltypen ist entscheidend fur das
Versténdnis der Neurodegeneration und Krankheitsprogression bei MS.

Bei den Astrozyten handelt es sich um eine heterogene Gruppe von Gliazellen,
die sich je nach ZNS-Lokus in ihrer Morphologie, Physiologie und Funktion
unterscheiden %%51. Im gesunden ZNS (ibernehmen sie eine neuroprotektive
Rolle und wirken homoostatisch stabilisierend (Abbildung 1) %2. Unter akuten
oder chronisch-entzindlichen Zustanden konnen Astrozyten jedoch in einen
reaktiven Zustand Ubergehen 385253 Neben der Bildung von glialen Narben, die
das entzindete Gewebe isolieren und schitzen, sind diese auch an der
Produktion proinflammatorischer Enzyme beteiligt und spielen eine Rolle bei der

Aufrechterhaltung axonaler Schadigung in der MS.



Dartber hinaus fungieren Astrozyten, neben ihrer Funktion im angeborenen
Immunsystem, als Produzenten zytotoxischer Faktoren und konnen durch die
Bildung glialer Narben die Remyelinisierung und axonale Regeneration hemmen
5152, Es wird angenommen, dass die chronische Entzindung in den
fortgeschrittenen Stadien der MS unter anderem durch die synergistische

Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten initiiert wird (Abbildung 1) 5354,

Die neuroprotektiven und regenerativen Fahigkeiten von Mikroglia und
Astrozyten im physiologischen Kontext werden durch die chronische
Entziindungsreaktion im ZNS jedoch stark beeintrachtigt 383°. Aufgrund dieser
ambivalenten Wirkungsweise stellen Astrozyten ein komplexes therapeutisches
target dar. Weitere Untersuchungen ihrer biochemischen und molekularen

Funktion im Verlauf der MS sind daher unerlasslich.

Oligodendrozyten sind Myelin-produzierende Zellen des ZNS, die fur die
Isolierung von Axonen und die damit verbundene schnelle Weiterleitung von
Nervenimpulsen verantwortlich sind %°-%7. Im Rahmen neuroinflammatorischer
Prozesse, wie der MS, werden diese Zelltypen geschadigt, was zu einer
Demyelinisierung von Nervenfasern und in der Folge zu neuronaler Dysfunktion
flhrt 37,58,

Obwohl das adulte ZNS das Potenzial zur Remyelinisierung und Regeneration
dieser Zellpopulation aufweist, verlauft dieser Prozess in den meisten Fallen
unzureichend in Bezug auf funktionelle Defizite 25°, Die Untersuchung zellularer
Vorgange im Kontext remyelinisierender Reparaturprozesse ist daher von

groldem Interesse.

Zudem wurden einige Oligodendrozyten-Subtypen identifiziert, die eine erhdhte
Expression von Genen zeigen, die mit der Antigenprasentation im Rahmen der
MS-Pathogenese assoziiert sind 9. Dies deutet daraufhin, dass
Oligodendrozyten nicht nur als passive Zielstrukturen, sondern auch als aktive

Immunmodulatoren in der MS fungieren konnten.

Weitere experimentelle Studien wiesen auf eine mdgliche Aktivierung von
Entzindungs- und Autoimmunprozessen durch die Apoptose von
Oligodendrozyten und Neuronen im Rahmen der MS hin 8'. Diese Prozesse

kénnten zusammen mit der Immunzellinfiltration, mitochondrialer Dysfunktion



und synaptischer Toxizitat seitens der Neurone eine Rolle bei der Progression

der MS und der Neurodegeneration spielen 6263,

Daher kénnen sowohl Oligodendrozyten als auch Neurone als relevante

therapeutische Zielstrukturen bezeichnet werden.

1.4 Methoden zur Isolation ZNS-residenter Zellen

Um die molekularen und zellularen Zusammenhange bei
Autoimmunerkrankungen wie der MS besser zu verstehen, sind innovative und
reproduzierbare Protokolle zur Zellisolation unerlasslich. Die Isolation von ZNS-
residenten Zellen bildet die Grundlage fur die Untersuchung der zellularen
Physiologie und ermoglicht gleichzeitig wesentliche Analysen der

Immunphanotypen.

Zu den gangigen Verfahren der Zellisolation zahlen unter anderem die
magnetisch-aktivierte Zellsortierung (MACS), die Durchflusszytometrie (FACS),
Zellkultivierung, Dichtegradienten-Zentrifugation sowie die Differentialadhasion.
Derzeit sind MACS und FACS die effizientesten und am haufigsten eingesetzten
Methoden zur Isolation vitaler Einzelzellpopulationen aus dem murinen ZNS 6465,
Beide Verfahren ermdglichen die Generierung reiner Zellpopulationen und

gewahrleisten eine intakte zellulare Integritat 64.6,

Das MACS-Verfahren basiert auf der Verwendung von magnetischen
MicroBeads, die spezifisch die Oberflachenantigene der ZNS-residenten
Zelltypen markieren. Die markierten Zellen werden daraufhin durch eine Saule in
einem Magnetfeld geleitet; die magnetisch markierten Zellen verbleiben in der
Saule, wahrend die unmarkierten Zellen passieren. Nach der Entfernung der
Saule aus dem Magnetfeld konnen die Zielzellen eluiert und fur weitere Analysen

verwendet werden.

Das  Astrozyten-Oberflachenantigen-2 (ACSA-2) eignet  sich als
Oberflachenmarker fur die Isolierung von Astrozyten aus dem postnatalen sowie
aus dem adulten Mausgehirn €788, Die Isolation von Mikroglia via MACS erfolgt
hauptsachlich durch die Verwendung von CD11b-MicroBeads 424346 |m Rahmen



der magnetischen Separation von Oligodendrozyten findet in der Regel der
Oligodendrozytenmarker 4 (O4) Anwendung 6970, Die O4-Expression setzt
wahrend der Differenzierung von Oligodendrozytenvorlauferzellen (OPCs) zu

reifen Oligodendrozyten ein und persistiert dariiber hinaus 7".

Im Gegensatz zu den zuvor genannten Zelltypen erfolgt die Isolation von
Neuronen mittels MACS in Form einer Negativselektion, da es keine spezifischen
MicroBeads flr ein Neuronen-spezifisches Oberflachenantigen gibt. Diese
Negativselektion wird durch Biotinylierung und Depletion aller nicht-neuronalen
Zellen erzielt 7273, Die Neuronen befinden sich also im Durchfluss der Saule,
wahrend alle anderen Zelltypen magnetisch markiert und im Magnetfeld retiniert

werden.

Zusatzlich zur MACS-Methode stellt die fluoreszenz-aktivierte Sortierung von
Zellen ein ebenso zuverlassiges und effektives Verfahren zur Isolation von ZNS-
residenten Zellen dar. Die Durchflusszytometrie ermoglicht eine Zellsortierung
basierend auf der ZellgroRe und -granularitat, intrazellularen Markern und der

Bindungsaffinitat spezifischer Fluoreszenzantikérper 74 75,

Zur genaueren Definition von Subpopulationen einzelner Zelltypen koénnen
mehrere Oberflachenmarker in der durchflusszytometrischen Analyse verwendet

werden.

Die Isolation von ZNS-residenten Zellen wurde bereits in zahlreichen
Forschungsprojekten unter Verwendung von MACS und FACS beschrieben und
gilt als ein etabliertes Standardverfahren 472, In Bezug auf weitere Downstream-
Analysen und biochemische Charakterisierungen der isolierten Zellen erweist

sich die Prazision des MACS- und FACS- Verfahren als von hoher Relevanz 7.

Eine einfache und kostengiinstige Methode zur Isolation von Mikroglia aus
murinen Gehirnen ist die Flask-Tapping-Methode 7. Diese erfordert eine

vorherige Kultivierung der ZNS-residenten Zellen in Zellkulturflaschen.

Zunachst werden die Zellsuspensionen mechanisch und enzymatisch

prozessiert, bevor sie in vitro in einem auf den jeweiligen Zelltyp abgestimmten



Medium kultiviert werden. Die Mikroglia koénnen dann durch Tapping
(physikalisches Schutteln) der Zellkulturflasche von anderen ZNS-residenten
Zellen separiert werden, wobei die isolierten Mikroglia durch einfaches Sammeln

des Mediums gewonnen werden 7°.

Zudem existieren weitere Zellisolationsprotokolle, die die differenzielle Adhasion
in Kombination mit Zellkultivierung nutzen, um einzelne ZNS-residente Zelltypen
zu isolieren; so koénnen beispielhaft Oligodendrozyten aus gemischten

Gliazellkulturen nach diesem Prinzip isoliert werden 77.

Die Dichtegradienten-Zentrifugation wird in vielen Studien als eine weitere
Methode zur Isolation von vitalen Mikroglia und Astrozyten aus dem murinen ZNS
beschrieben 8. Im Rahmen der Zentrifugation sortieren sich die Zelltypen
entsprechend ihrer Zelldichte entlang eines Gradienten, wobei Uberschissiges
Myelin erfasst und entfernt werden kann. Mikroglia, die eine geringere Dichte
aufweisen, sammeln sich dabei in einem oberen Band des Zentrifugenrohrchens.
Astrozyten besitzen dagegen eine hohen Zelldichte und sind in einem unteren

Band zu finden 8.

Ein ahnliches Prinzip liegt der mikrofluidischen Zentrifugationstechnik zugrunde,
bei der die Dichtegradienten-Zentrifugation mit einer immuno-magnetischen
Separation kombiniert wird. Dieses Verfahren ermdglicht unter anderem die
Isolation viabler Neuronen aus einer Mischkultur ZNS-residenter Zellen durch

Negativselektion 73.

1.5 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eine induzierbare,
entzindlich-demyelinisierende Erkrankung des ZNS und gehért zu den am

haufigsten verwendeten Tiermodellen flr die MS 7984,

Abhangig vom genetischen Hintergrund der Versuchstiere sowie dem
verwendeten Antigen kann ein variabler Krankheitsverlauf induziert werden €. In
der Regel werden Mause und Ratten als Versuchstiere eingesetzt. Durch die
Nachahmung wichtiger Krankheitsaspekte der MS eignet sich die EAE zur
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Untersuchung pathophysiologischer Merkmale wie Demyelinisierung,
Inflammation und Neurodegeneration 8384, Zudem ermdglicht sie die Bewertung
der molekularen und klinischen Wirksamkeit von Therapiestrategien, auch wenn

diese nicht uneingeschrankt ubertragbar sind.

In C57BIl/6J-Mausen kann die EAE durch die Injektion des MOG 35.55-Peptides
ausgelost werden &. Der daraus resultierende, selbstlimitierende,
monophasische Krankheitsverlauf dauert etwa 30 Tage. Innerhalb von 10 Tagen
nach der Immunisierung entwickelt sich eine aufsteigende Lahmung, beginnend
an der Schwanzspitze, wobei das Krankheitsmaximum etwa am 16.Tag erreicht
wird °. Ab dem 20.Tag setzt die Remissionsphase ein, gefolgt von einer
Regenerationsphase um den Tag 30 °. Im Vordergrund der Entziindungsreaktion
und der daraus resultierenden Schadigung des ZNS stehen proinflammatorische,
autoreaktive T-Lymphozyten, die sich gegen Antigene der Myelinscheiden im
ZNS richten.

Die pathophysiologische Signalkaskade beginnt mit der peripheren
(extrazerebralen) Aktivierung und Proliferation autoreaktiver T-Lymphozyten,
gefolgt von deren Uberwindung der BHS und einer lokalen Reaktivierung sowie
Rekrutierung von weiteren  Entzindungszellen, wie B-Lymphozyten,
Makrophagen und Mikroglia 8. Im weiteren Verlauf kommt es zur

Demyelinisierung von Nervenstrukturen und neuronalen Schaden.

Aufgrund der hinreichenden Ahnlichkeit zwischen den Immun- und
Nervensystemen von Maus und Mensch, eignet sich dieses Tiermodell, um von
neuroimmunologischen und neuroinflammatorischen Prozessen der Maus auf
mogliche Pathomechanismen im menschlichen Organismus zu schlielen 886,

auch wenn nicht alle Aspekte abgebildet werden kdnnen.

Viele der derzeit bei MS-Patientiinnen eingesetzten therapeutischen
Substanzen, wie Glatirameracetat, IFN-B oder Natalizumab, wurden auf der

Grundlage von EAE-Experimenten entwickelt 7-8. Zudem konnten mithilfe dieses
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Tiermodells in den letzten Jahren pathogenetisch veranderte Expressionsmuster

von T-Zelltypen, Mikroglia und Astrozyten nachgewiesen werden 8587

1.6 Ziele der Forschungsarbeit

Die Identifizierung molekularer, biochemischer und funktionell relevanter targets
der MS, die potenzielle Angriffspunkte flr die Entwicklung neuer
Therapiestrategien darstellen koénnen, ist nach wie vor von gro3em
wissenschaftlichem Interesse. Zudem mangelt es an Biomarkern, welche den
Krankheitsverlauf prognostizieren oder Gberwachen kénnen 8. Insbesondere im
Hinblick auf die im Verlauf zunehmende Neurodegeneration bei MS besteht noch

ein erheblicher Forschungsbedarf.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das Krankheitsmodell der EAE verwendet, welches

eine Vielzahl molekularer sowie klinischer Merkmale mit der MS teilt 8°.

Ziel dieser Promotionsarbeit ist die Etablierung und Erweiterung eines
bestehenden Zellisolationsprotokolls von Schroeter et al. (2021) 8, welches eine
simultane Isolation aller wichtigen ZNS-residenten Zelltypen aus einem ZNS-
Replikat erlaubt. Der Schwerpunkt liegt dabei auf einer verbesserten Prazision
der Zellisolationstechnik, um die Durchfiihrung von Multi-Omics-Analysen der
verschiedenen ZNS-residenten Zelltypen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
EAE zu ermdglichen und somit eine dynamische Untersuchung des

Krankheitsverlaufes zu realisieren.

Im Fokus des ersten Forschungsschwerpunkts dieser Arbeit steht dabei die
Optimierung der simultanen Isolation von Oligodendrozyten, Mikroglia,
Astrozyten und Neuronen aus EAE- und naiven Mausen. Die Isolation der
einzelnen Zelltypen erfolgt dabei mittels MACS, wobei zusatzlich
durchflusszytometrische Analysen der Einzelzellsuspensionen zur

Qualitatskontrolle durchgefihrt werden.

Im Rahmen des zweiten Forschungsschwerpunkts erfolgt die Beschreibung der

Etablierung eines neuen FACS-Panels fir die Analyse der peripheren
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Immunzellen. Das Ziel besteht dabei in der Erlangung eines ganzheitlichen
Uberblicks Uber die komplexen Immunreaktionen, die im Rahmen der EAE
auftreten. Die Erweiterung des Zellisolationsprotokolls um  dieses
Immunzellpanel erlaubt sowohl die Analyse von Wechselwirkungen zwischen
peripheren und zentralen Immunzellen als auch den Vergleich ihrer
Aktivierungszustande und die Untersuchung ihrer Interaktionen mit den ZNS-
residenten Zellen. Des Weiteren soll die additive durchflusszytometrische
Analyse eine dynamische Untersuchung der Zellmigration sowie der zeitlichen

Abstimmung der Immunregulation bei der EAE ermdoglichen.

Die vorliegende Arbeit zielt darauf ab, die methodischen Grundlagen fur die
Untersuchung neuroinflammatorischer Signalwege und zellularer
Signalkaskaden im Kontext der MS bedeutend weiterzuentwickeln. Die
detaillierte Betrachtung dieser Mechanismen soll dabei sowohl in vitro als auch
ex vivo ermoglicht werden. Durch eine optimierte Isolation muriner Primarzellen
aus dem ZNS, kdnnen zellulare Pathomechanismen und Interaktionen zwischen

ZNS-residenten Zellen prazise und dynamisch erfasst werden.

Letztlich verfolgt diese Arbeit das Ziel, ein methodisches Fundament fir die
gezielte ldentifikation therapeutisch wirksamer Angriffspunkte der MS zu
schaffen. Langfristig soll somit ein entscheidender Beitrag zu der
Grundlagenforschung im Bereich der MS geleistet werden, mit dem Potenzial,

zukUnftige praklinische und klinische Studien zu unterstitzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

Produkt

Hersteller

rat

Anti-O4 MicroBeads, human, mouse,

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

CD11b MicroBeads, human, mouse

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

FcR Blocking Reagent, mouse

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

Inkomplettes Freund-Adjuvans

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Isofluran

AbbVie, North Chicago, IL, USA

MOG 35-55 -Peptid

Charité, Berlin, Deutschland

H37 Ra

Mycobacterium tuberculosis Stamm

Becton, Dickinson and Company (BD),
Franklin Lakes, NJ, USA

Pertussis Toxin in Glycerol

Hooke Laboratories Inc., Lawrence, MA,
USA

Tryphanblau-L6ésung, 0.4%

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Tabelle 1. Reagenzien und Chemikalien

2.1.2 Kits

Produkt

Hersteller

and rat

Adult Brain Dissociation Kit, mouse

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

Anti-ACSA-2 MicroBead Kit, mouse

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch Gladbach,

Neuron Isolation Kit, mouse

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

Tabelle 2. Kits
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2.1.3 Antikorper fur Durchflusszytometrie-Analysen

Produkt Hersteller

ACSA-2-Antikorper, anti-mouse, PE- | Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Vio 615 (clone REA-969) NRW, Deutschland

Anti-mouse CD16/32-Antikorper BioLegend, London, UK

Brilliant Violet 510 anti-mouse CD45

Antikorper (clone 30-F11) BioLegend, London, UK

DNAse |, rekombinant, Rnase-frei Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

eBioscience Fixable Viability Dye | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

eFluor 506 USA
eBioscience Foxp3/Transcription | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
factor staining buffer set USA
Falcon Rundboden-Polystyrol- | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Testrohrchen mit Zellsieb- USA

Schnappdeckel (5 mL)

Fetales Kalberserum Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

FITC Rat anti-CD 11b (clone M1/70) BD Biosciences, San Jose, CA, USA

O4-Antikorper, anti-human/mouse/rat, | Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
APC, (clone REA-576) NRW, Deutschland

pluriSelect Life Science UG, Leipzig,

pluriStrainer Mini 100 pm Sachsen, Deutschland

Rekombinanter Alexa Fluor 647 anti-

NeuN-Antikérper (clone EPR12763) | /\Pcam: Cambridge, UK

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

UltraPure 0.5 M EDTA, pH 8.0 USA

Tabelle 3. Antikorper fiir Durchflusszytometrie-Analysen

2.1.4 Puffer

Produkt Hersteller

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

AstroMACS Separation buffer NRW. Deutschland

D-PBS mit Calcium, Magnesium, | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Glucose und Pyruvat USA
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D-PBS ohne Calcium und Magnesium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

MACS BSA Stock Solution

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

UltraPure 0.5 M EDTA, pH 8.0

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Tabelle 4. Puffer

2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

6 Well Zellkulturplatte, Nunclon Delta
Oberflache

Thermo Fisher Scientific, Rosklide,

Denmark

70 ym Zellsieb

Corning, MA, USA

96 Well Zellkulturplatte steril,
Buttom, mit Deckel

U-

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmlnster,
Austria

BD Plastipak™ 1 mL Spritze mit
abgesetzter BD Mircrolance™ 3 Nadel

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Discofix® C Dreiwegehahn

Braun, Melsungen, Deutschland

Falcon (15 mL)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Falcon (50 mL)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Feather® Einmalskalpell Safeshield™
No. 10

Feather Safety Razor Co.; LTD., Osaka,
Japan

GentleMACS C Tubes

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

Injekt® 2 mL Luer-Ansatz, zentrisch

Braun, Melsungen, Deutschland

Injekt® 20 mL Luer-Ansatz, zentrisch

Braun, Melsungen, Deutschland

v Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
LS Saulen NRW, Deutschland
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipetten (5 mL, 10 mL, 25 mL)

Corning Incorporated, NY, USA
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Pipettenspitzen (10 - 1000 L)

Sarstedt AG & Co. KG Nirnbrecht,
Deutschland

SANITEX Glas- und Metallspritze,
Tuberkulin, Luer-Lock -Spitze 1.0 mL

Sanitex, Switzerland

Sterican®
23G, 26G)

Injektionskanulen (20G,

Braun, Melsungen, Deutschland

Tabelle 5. Verbrauchsmaterialien

2.1.6 Gerate und Instrumente

Produkt

Hersteller

BD FACS Aria lll Cell Sorter

Becton, Dickinson and Company (BD),
Franklin Lakes, NJ, USA

BRAND Neubauer-Zahlkammer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

CytoFLEX-S (V4-B2-YG4-R3)

Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA

GentleMACS Octo Dissociator with
Heaters

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

MACS MultiStand

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

QuadroMACS Separator

Miltenyi Biotec,
NRW, Deutschland

Bergisch  Gladbach,

Stainless Steel Brain Matrix, 1Tmm

Ted Pella, Redding, CA, USA

Zentrifuge 5417R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Sigma 4-16KS

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Harz,
Deutschland

Tabelle 6. Gerate und Instrumente

2.1.7 Software

Produkt

Hersteller

Adobe lllustrator 2025

Adobe Systems, San Jose, CA, USA

BioRender 2024

BioRender, Toronto, ON, Kanada

FACS DIVA v8.0.2

Becton, Dickinson and Company (BD),
Franklin Lakes, NJ, USA
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GraphPad Prism 10.3.0 GraphPad Software, Boston, MA, USA

Kaluza Analysis Software V2.1.2 Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA

Tabelle 7. Software

2.1.8 Versuchstiere und Tierversuchsgenehmigung

Alle EAE-Experimente wurden mit weiblichen C5BL/6J- Mausen im Alter von 10-
12 Wochen durchgeflihrt. Die Tiere wurden von Janvier Labs (CS 4105 Le
Genest, Saint Berthevin, Cedex 53941, Frankreich) bezogen und in der
Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf gehalten
(Zentrale Einrichtung far Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) Gebaude 22.22, Universitatsstr. 1, 40225
Dusseldorf).

Bei dem C5BL/6J- Mausstamm handelt es sich um einen Wildtyp ohne belasteten
Phanotyp. Es wurden ausschliel3lich weibliche Tiere verwendet, da diese,
insbesondere bei Autoimmunerkrankungen wie der EAE, eine hohere
Krankheitsinzidenz im Vergleich zu mannlichen Tieren zeigen 8. Zudem wurde
die Variabilitat innerhalb der Versuchsdurchgange dadurch moglichst

geringgehalten.

Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden im Vorfeld von Seiten des Landesamtes
fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV)
genehmigt (Aktenzeichen des Tierversuchsantrags: 81-02.04.2022.A291). Die
Teilnahme am Versuchstierkundekurs der Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA) wurde erfolgreich absolviert,
einschlieBlich des Erhalts des FELASA-Zertifikats A+D (Heinrich-Heine-
Universitat, 24.06.2022). Die Einhaltung des Deutschen und des EU-
Tierschutzgesetzes wurde daruber hinaus zu jedem Zeitpunkt der Versuche

sichergestellt.

Die Versuchstiergruppe fir die EAE-Induktion umfasste 35 C5BL/6J-Mause,
welche mit einer naiven Kontrollgruppe von 30 C5BL/6J-Mausen verglichen
wurden. Die Abweichung der GruppengroflRe ergab sich durch die 80-90%-ige

Erkrankungsrate nach der Immunisierung. Die Zuteilung der Mause in die
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Versuchsgruppen erfolgte randomisiert. Hinsichtlich Alter und Gewicht waren
beide Versuchsgruppen ausgeglichen. Alle Mause wurden in einzeln bellfteten
Kafigen untergebracht. Die Temperatur im Haltungsraum betrug 22° + 2°C, die
relative Luftfeuchtigkeit 50% + 5% und der Tag-Nacht-Rhythmus 12h/12h. Das
Hygienemonitoring richtete sich dabei nach den etablierten Standards der ZETT

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

Im Rahmen dieses Forschungsprojektes wurde daruber hinaus stets auf die
Einhaltung der 3 R’s: Replacement, Reduction und Refinement geachtet:
Wahrend der Erkrankungsphase wurden Futter und Wasser durch Diat-Gelpacks
auf dem Kafigboden supplementiert, um zu jeder Zeit eine optimale Versorgung
der Versuchstiere zu gewahrleisten. Die Gelpacks kombinierten eine
Fllssigkeitszufuhr mit einer ausgewogenen Futterform und erleichterten durch
ihre weiche Konsistenz die Nahrungsaufnahme bei erkrankten Tieren. Aul3erdem
waren die Gelpacks durch ihre Lokalisation am Kafigboden flir die erkrankten
Mause deutlich leichter erreichbar. Sofern erforderlich, bestand die Moglichkeit
der Erganzung von Hydrogelen, um eine ausreichende Hydratation der Tiere
sicher zu stellen. Weitere Refinement-MalRnahmen wurden in Abhangigkeit der

individuell erhobenen Belastung der Versuchstiere getroffen.

Die Anzahl der Versuchstiere wurde so gering wie maoglich gehalten, jedoch so
gewahlt, dass biologisch-relevante Effekte zuverlassig erfasst werden konnten.
Gleichzeitig war es essenziell, ausreichend hohe Zellzahlen aller parallel
isolierten Zelltypen zu gewahrleisten, um nachfolgende Analysen und

Aufarbeitungsmethoden erfolgreich durchfihren zu kénnen.
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2.2 Methoden

Im folgenden Methodenteil wird das finale Protokoll beschrieben, welches Im
Zuge der Etablierungsschritte angepasst und weiterentwickelt wurde. Wichtige
Schritte und Anpassungen, die zu dieser finalen Version fuhrten, werden im

Ergebnisteil detaillierter erlautert.

2.2.1 EAE-Induktion

Die EAE-Induktion der Versuchstiere erfolgte in einer Induktionskammer unter
tiefer Isofluran-Narkose. Dazu wurde den Tieren ein Sauerstoff-Isoflurangemisch
mit einer Konzentration von 3-4 Volumenprozent (Vol%) und einer Flussrate von
0,6-1 L/Minute zugefuhrt. Zur Aufrechthaltung der Narkose wurde Isofluran in
einer Konzentration von 1,5-2 Vol% bei einem Sauerstofffluss von 1 L/Minute
verabreicht. Um eine Austrocknung der Augen wahrend der Narkose zu

vermeiden, wurde eine Augensalbe appliziert.

Die Immunisierung der Versuchstiere erfolgte durch eine subkutane Injektion
eines Gemischs aus dem MOG 3555 Peptid (200 pg; Charité Berlin) und
komplettem Freund- Adjuvans (CFA), wobei jeweils 100 puL der Emulsion in beide
Flanken injiziert wurden. Die Injektion des MOG 3555 Peptids I0st eine von T-
Zellen dominierte Autoimmunreaktion gegenuber des auf Oligodendrozyten
exprimierten MOG-Antigens aus 88, Da das MOG 3555 Peptid allein nicht
ausreichend immunogen ist, um eine Erkrankung zu induzieren, ist der Einsatz
eines Adjuvans wie CFA notwendig &. Durch die Verwendung von CFA kann
eine gesteigerte Aktivierung mononuklearer Phagozyten sowie eine erhohte
Sekretion induzierter Zytokine beobachtet werden 8. Dies beguinstigt eine
verlangerte Persistenz der Antigene und einen effizienteren Transport derselben
zum lymphatischen System 8%, Neben der Funktion einer Immunverstarkung und
Erhéhung der Krankheitsinzidenz, induziert CFA im Gegensatz zu anderen
Adjuvantien auch eine Dominanz der TH-1- und TH-17-Zytokinen, darunter IFN-
y und Interleukin (IL)-17 °°-92, Diese Zytokine spielen eine entscheidende Rolle
bei der Ausldsung von reproduzierbaren Modellerkrankungen des

Immunsystems, insbesondere bei Autoimmunerkrankungen wie der EAE. Im

20



Vergleich dazu flhren alternative Adjuvantien wie bspw. TiterMax zu einer
geringeren T-Zell-Proliferation und IFN-Produktion, welche in Veranderungen der
Krankheitsinzidenz und des Verlaufes resultieren konnen 9%, Die Verwendung
von CFA, das aufgrund seiner weiten Verbreitung zur Induktion von EAE etabliert
ist, ermoglicht zudem einen internationalen Vergleich der in dieser Studie
gewonnenen experimentellen Ergebnisse. Der CFA-Stock wurde durch die
Zugabe von 100 mg Mycobacterium tuberculosis zu 10 mL Inkompletten Freund-
Adjuvans (IFA) hergestellt.

Zwei Stunden nach der Immunisierung erfolgte eine intraperitoneale Injektion von
Pertussis-Toxin (PTx; 100 ng /Versuchstier, gelost in sterilem 1x PBS, jeweils
100 pL/Injektion; Hooke Laboratories Inc., Lawrence, MA, USA). Diese PTx-
Injektion wurde am zweiten Tag nach der Immunisierung wiederholt. Die PTx-
Injektion hat in erster Linie das Ziel, die Effektivitat der Immunisierung zu steigern
und die folgende Autoimmunreaktion kontrolliert auszulésen. Dies geschieht in
erster Linie in Form einer Permeabilitatssteigerung der BHS flr autoreaktive T-
Lymphozyten. Die Potenz des PTx kann zwischen unterschiedlichen Lots der
Firma Hooke Laboratories, Inc. stark variieren, weshalb Hooke Laboratories die
Potenz jedes Lots im Vorfeld testet (auf der Herstellerseite einsehbar

https://hookelabs.com/protocols/eaeAl _C57BL6.html). Somit wurde die Dosis

des PTx je nach Potenz des Lots angepasst, indem das Dosisaquivalent zu 100

ng PTx des Lots 1001 bestimmt wurde °.

Zusatzlich wurde ein Ptx-Titrationsversuch durchgefuhrt. Studien der letzten
Jahre haben gezeigt, dass bereits ein Wechsel des Tierstalls erheblichen
Einfluss auf die Reaktion von Versuchstieren auf experimentelle Bedingungen
haben kann, was sich direkt auf die Reproduzierbarkeit und Robustheit von
Tierversuchen auswirkt % Da sich das EAE-Protokoll der vorliegenden Arbeit
an den Experimenten von Huntemann et al. (2022) orientiert, welche in Minster
etabliert wurden, war die Durchflihrung eines Titrationsversuchs erforderlich. Ziel
war es, potenzielle Storfaktoren bei der EAE-Induktion sowie die optimale Ptx-
Dosierung fur die Bedingungen des hiesigen Tierstalls zu identifizieren. Im

Experiment wurden jeweils zehn C57BL/6J-Mause pro Versuchsgruppe mit

21


https://hookelabs.com/protocols/eaeAI_C57BL6.html

murinem MOG 35.55 Peptid, CFA und ansteigenden Ptx-Konzentrationen (100 ng,

150 ng, 200 ng und 300 ng) immunisiert.

Jedes Versuchstier wurde nach Beginn der EAE-Induktion taglich gewogen und
klinisch untersucht. Der EAE-Verlauf, das Gewicht und die daraus resultierende
Belastung der Tiere wurden anhand eines etablierten Punktesystems taglich
evaluiert und dokumentiert. Der Beobachtungszeitraum umfasste dabei 20-30
Tage. Die klinische Beurteilung der Versuchstiere erfolgte anhand eines EAE-
Scores von 0 (keine Kklinischen Symptome) bis 10 (Tod), welcher die
neurologischen Defizite wie eine Schwanzparese, Paraparese, Paraplegie und
Tetraplegie stufenweise erfasst (Tabelle 8). Dieser Score diente der
standardisierten Beurteilung des Krankheitsverlaufes. Ein klinischer Score >7,
ein Gewichtsverlust von mehr als 20% des urspringlichen Kdrpergewichtes, eine
Beeintrachtigung der Nahrungsaufnahme oder ein stark beeintrachtigter
Allgemeinzustand galten als Ausschlusskriterien fur die weitere Teilnahme an
den Experimenten. Zudem wurden Verhaltenssauffalligkeiten oder lokale
Infektionszeichen taglich evaluiert und hinsichtlich ihrer Belastung bewertet.
Dabei wurde die Belastungsstarke als gering (1-9), mafig (10-19) oder stark (ab
20) eingestuft. Bei starker Belastung wurden die betroffenen Tiere umgehend aus

dem Versuch ausgeschlossen.

EAE-Score Klinische Symptome

0 Keine klinischen Anzeichen von EAE

1 Partielle Schwanzparese

2 Vollstandige Schwanzparese

3 MaRige Schwache der hinteren
Gliedmalen

4 Vollstandige Schwache der hinteren

Gliedmafien und ataktischer Gang
Leichte Paraparese

Paraparese

7 Paraplegie
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Tetraparese

9 Tetraplegie
10 Tod

Tabelle 8. Klinischer EAE-Score zur tiaglichen Evaluation der Versuchstiere. Jeder Maus wurde im
Rahmen taglicher Untersuchungen ein klinischer Score zugeteilt, um sowohl die individuelle Belastung als
auch den Krankheitsverlauf beurteilen zu kénnen. Die Tabelle zeigt die verschiedenen Schweregrade
klinischer Symptome der EAE, wobei 0 keine klinischen Anzeichen und 10 den Tod des Tieres darstellt.

2.2.2 ZNS-Praparation

Alle im Folgenden beschriebenen Reagenzmengen und -volumina beziehen sich
auf eine einzelne ZNS-Zellsuspension, die ein adultes Mausgehirn und
Ruckenmark umfasst und ein Gewicht von 20 bis 500 mg aufweisen kann. Bei
der parallelen Aufarbeitung mehrerer Tiere ist demnach eine entsprechende

Hochskalierung aller hier beschriebenen Volumina erforderlich.

Im Rahmen der Experimente wurde sichergestellt, dass alle Puffer stets auf Eis
gelagert wurden und nur nach einer ausreichenden Vorkihlung zum Einsatz

kamen.

Die Entnahme von Gehirn und Ruckenmark erfolgte nach Euthanasie der
Versuchstiere durch tiefe Injektionsnarkose mittels Ketamin/ Xylazin. Dabei
wurde die Toétung durch eine kardiale Blutentnahme mit darauffolgender
transkardialer Perfusion durchgefihrt. Die Tiere wurden in RuUckenlage
positioniert und mittels Kanulen an den Gliedmalen fixiert. Vor Beginn der
Praparation wurde die Vorderseite der Tiere mit 75% Ethanol desinfiziert, um
aseptische Bedingungen zu gewabhrleisten. Im Anschluss wurden Thorax und
Abdomen entlang der Mittellinie mittels Langsschnitts eroffnet. Die Rippen
wurden zusatzlich schrag seitlich eingeschnitten, um den Brustkorb nach oben
klappen zu kdénnen und einen freien Zugang zum Herzen zu erhalten. Es erfolgte
eine Fixierung des Brustkorbs mit Kanulen. Fur die transkardiale Perfusion mit
Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) wurde der rechte Vorhof inzidiert und 20
mL PBS in den linken Ventrikel appliziert. Diese Perfusion wurde insgesamt
zweimal hintereinander durchgefiihrt, um verbliebene Erythrozyten aus dem

Kapillarbett und groReren Blutgefalien weitestgehend zu entfernen.

23



Im Anschluss wurde die Schadelkalotte der Tiere freigelegt, indem die Kopfhaut
in Form eines Langsschnittes mit einer Schere eingeschnitten und anschlielRend
mit einer Pinzette nach kaudal geschoben wurde. Es erfolgte ein Langsschnitt
entlang der Sagittalnaht des murinen Schadels. AnschlieRend wurde die
Schadelkalotte entlang der Inzisionslinie mit der Spitze einer Pinzette
aufgebrochen. Um das Gehirn vollstandig freizulegen, wurden residuelle

Fragmente der Schadelkalotte mit einer Pinzette entfernt.

Das praparierte Mausgehirn wurde mit einem Loffel in eine Gehirnmatrix
uberfuhrt und mithilfe einer Rasierklinge in 1 mm dicke sagittale Schnitte geteilt.
Im Anschluss wurde die Wirbelsaule der Versuchstiere knapp oberhalb des
Beckenkamms mit einer Schere durchtrennt. Unter Verwendung einer 20 mL-
Spritze mit einer 20G-Nadel, welche in den knéchernen Wirbelkanal eingefuhrt
wurde, konnte das Ruckenmark durch eine kraftige Injektion von PBS von kaudal
nach kranial herausgespult werden. Im Anschluss wurde das Ruckenmark mit

einem Skalpell in 0.5 cm lange Abschnitte zerteilt.

Jede ZNS-Zellsuspension, bestehend aus Gehirn und dazugehoérigem
Ruckenmark, wurde jeweils in ein separates Well einer 6-Well-Platte Uberfuhrt.
Diese Wells wurden zuvor mit etwa 3 mL vorgekuhltem D-PBS mit Supplementen
(Calcium, Magnesium, Glucose, Pyruvat) beflllt. Wahrend des gesamten
Praparationsprozesses wurden alle 6-Well-Platten auf Eis gelagert, um die

Probenintegritat zu gewahrleisten.

2.2.3 ZNS-Dissoziation
Far die ZNS-Dissoziation wurde das Adult Brain Dissociation Kit (ABDK) von

Miltenyi verwendet. Zu Beginn wurden die beiden Enzymmixe fur die
enzymatische Prozessierung des ZNS-Gewebes vorbereitet. Enzym-Mix 1
bestand aus der Kombination von 50 yL Enzym P mit 1.900 uL Puffer Z pro ZNS-
Replikat. Enzym-Mix 2 wurde aus 10 pyL Enzym A und 20 yL Puffer Y pro ZNS-
Replikat hergestellt. Der erste Enzym-Mix wurde in ein C-tube Uberfluhrt und das

zuvor praparierte ZNS-Gewebe hinzugegeben. AnschlieRend wurde auch
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Enzym-Mix 2 hinzugefigt und das C-tube fest verschlossen. Fir jedes

praparierte ZNS-Gewebe wurde dabei ein separates C-tube verwendet.

Neben der enzymatischen Dissoziation, erfolgte eine mechanische
Prozessierung des Gewebes durch das 37C_ABDK 01 Programm den
GentleMACS Octo Dissociator with Heaters. Die daraus resultierenden ZNS-
Homogenate wurde dann bei 300 x g und 4 °C fur 1 Minute zentrifugiert und
anschlielend jeweils auf ein mit 2 mL D-PBS mit Supplementen befeuchtetes 70-
pm-Sieb in ein 50 mL-Falcon gegeben. Die leeren C-tubes wurden mit 10 mL D-
PBS mit Supplementen beflllt, um durch leichtes Schutteln verbliebende
Zellreste aus dem C-tube zu |6sen. Diese 10 mL D-PBS wurden im Anschluss

ebenfalls Uber das zugehdrige Zellsieb appliziert.

Alle Zellsuspensionen wurden daraufhin erneut bei 300 x g und 4 °C far 10
Minuten zentrifugiert. Es folgte eine vorsichtige Aspiration des gesamten

Uberstands.

2.2.4 Entfernung von Debris und Zelltrimmern

Die Dissoziation des ZNS-Gewebes fuhrt haufig zu einer Freisetzung von Myelin
und Zellfragmenten, welche die nachfolgenden Untersuchungen der
Zellsuspensionen und deren Reinheit beeintrachtigen koénnen. Durch die
Verwendung der Debris-Removal-Solution (DRS), konnte eine effiziente
Entfernung dieser Bestandteile aus der ZNS-Zellsuspension gewahrleistet

werden.

Zu diesem Zweck wurde das aus Schritt 2.2.3. resultierende Zellpellet in 3.100
pL D-PBS mit Supplementen resuspendiert. Zu diesem Zeitpunkt des Protokolls
wurden jeweils zwei ZNS-Zellsuspensionen, die aus einer gemeinsamen
Versuchsgruppe stammten, in einem 15 mL-Falcon gepoolt. In jedes 15 mL-
Falcon wurden dann 1.800 pyL der DRS aus dem ABDK gegeben. Durch
wiederholtes Invertieren des Falcons erfolgte eine Durchmischung der beiden

Phasen. Im Anschluss wurde dieses Gemisch vorsichtig mit 4 mL D-PBS mit
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Supplementen Uberschichtet, sodass ein deutlicher Gradient zu sehen war.
Dieser wurde dann bei 3000 x g und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. Dabei
wurde die Bremsfunktion wahrend der Zentrifugation ausgeschaltet, mit dem Ziel
einer zuverlassigeren Trennung der drei resultierenden Phasen (von unten nach
oben: untere Zellsuspension inklusive Zielzellen - Myelin - Uberstand mit
Ruckstanden einer geringeren Dichte) und einer exakteren Eliminierung von

Myelin.

Die beiden oberen Phasen des Gradienten wurden anschlieRend vollstandig
aspiriert und verworfen, sodass lediglich die untere Schicht mit der
Zellsuspension im Falcon zurtickblieb. Das Falcon wurde dann mit 14 mL D-PBS
mit Supplementen aufgefillt und verschlossen. Durch kraftiges Schutteln wurde
das Zellpellet vom Boden des tubes geldst. Die Probe wurde daraufhin erneut bei
1000 g und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. Dabei wurde die Bremsfunktion
wieder aktiviert. Hiernach erfolgte eine vorsichtige Aspiration des kompletten

Uberstandes.

Far den Fall, dass die Gradienten-Schichtung nicht erfolgreich durchgefuhrt
werden konnte, wurde ein alternatives Vorgehen entwickelt, das eine Fortsetzung
der Zellisolation auch bei einem misslungenen Gradienten ermdglicht. In solchen
Fallen wurden die beiden oberen Phasen nicht aspiriert; stattdessen wurde das
15 mL-Falcon mit vorgekuhltem D-PBS bis zur 15 mL-Markierung aufgefullt. Die
Probe wurde kraftig invertiert und erneut bei 1000 g und 4 °C fir 10 Minuten mit
voller Beschleunigung und ohne Bremsfunktion zentrifugiert. Anschliel3end
wurde der Uberstand aspiriert, und die Resuspension des Zellpellets in 3.100 uL
D-PBS mit Supplementen konnte fortgesetzt werden. Alle darauffolgenden

Schritte wurden gemal} dem Standard-Protokoll durchgefihrt.

2.2.5 Depletion von Erythrozyten

Fir die Depletion von roten Blutkdrperchen aus der ZNS-Zellsuspension wurden
100 pL der Red Blood Cell Removal Stock Solution 10x (RBCRS) aus dem ABDK
mittels einer 1:10 Verdlinnung in 900 yL ddH20 pro ZNS-Zellsuspension geldst.
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Jedes Zellpellet, dass aus zwei zuvor gepoolten ZNS-Zellsuspensionen
gewonnen wurde, wurde in 1 mL dieser verdinnten Losung resuspendiert und
bei 4 °C fur 10 Minuten inkubiert.

In dieser Zeit wurde ein PB-Puffer (1:20 Verdinnung) hergestellt, bestehend aus
475 mL 1x PBS ohne Zusatze (pH 7,2) + 25 mL 0,5% Rinderserumalbumin
(BSA). Nach Vollendung der 10-minutigen Inkubationszeit wurde die Reaktion
durch Zugabe von jeweils 10 mL des PB-Puffers pro Probe gestoppt und alle
Proben bei 300 x g und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde

erneut vollstandig aspiriert.

Alle Zellpellets wurden daraufhin in jeweils 160 yL PB-Puffer aufgenommen und

die Proben derselben Versuchsgruppe wurden gepoolt.

Zur Bestimmung der Zellzahlen mittels Zahlkammer wurden die
Zellsuspensionen in einem Verhaltnis von 1:50 mit PB-Puffer verdunnt. Darauf
folgte eine weitere 1:10 Verdinnung in 0.4%-iger Tryphanblau-Lésung und die

Auszahlung der Zellen unter einem Lichtmikroskop.

2.2.6 Magnetische Zellseparation von Oligodendrozyten und Mikroglia aus

EAE- und naiven Mausen

Die Isolation der einzelnen Zelltypen erfolgte mittels magnetischer MicroBeads,
die spezifisch an die jeweiligen Oberflachenantigene der ZNS-residenten
Zelltypen binden. Die Zellsuspensionen wurden anschliel3end Uber eine in einem
magnetischen Feld integrierte Saule gegeben, um die gewlnschten
Zellpopulationen von den unmarkierten Zellen zu trennen. Nach der Entnahme
der einzelnen Saulen aus dem Magnetfeld, konnten die magnetisch markierten
Zellen in Form einer Positivelektion in ein separates Falcon eluiert werden.
Sowohl Oligodendrozyten als auch Mikroglia wurden mittels Positivselektion

gewonnen (Abbildung 2).
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Abb. 2 Workflow fiir die simultane Isolation von Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten und
Neuronen aus EAE- und naiven Mausen mittels MACS und FACS. Die Abbildung wurde mit einer
Vorlage von bioRender erstellt 97. Abkirzungen: ACSA-2 = Astrozyten-Oberflachenantigen-2; CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; EAE = Experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis; FACS = Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell sorting;
int= intermediate; MACS= Magnetisch-aktivierte Zellsortierung; O4 = Oligodendrozytenmarker 4; ZNS =
Zentrales Nervensystem. Die initialen Arbeitsschritte des Protokolls sind fir EAE- und naive Mause
identisch. Sofern ein EAE-Replikat verwendet wird, ist eine vorherige EAE-Induktion erforderlich. In Kirze
umfasst das Protokoll die Praparation und Dissoziation des Gehirns und des Rickenmarks der Maus, gefolgt
von der Entfernung von Zell-Debris und Erythrozyten. Im Anschluss erfolgt eine Aufteilung der
resultierenden, aufgereinigten ZNS-Zellsuspension in zwei Falcons, um eine parallele Isolation von
Oligodendrozyten und Mikroglia mittels MACS zu ermdglichen. Mikroglia werden dabei mithilfe von anti-
CD11b-MicroBeads isoliert, wahrend die Isolation der Oligodendrozyten unter Verwendung von anti-O4-
MicroBeads erfolgt (Positivselektion). Im Anschluss an die Isolation von CD11b-positiven Zellen erfolgt bei
EAE-Mausen eine fluoreszenzaktivierte Zellsortierung von CD45MCD11b"g"-Zellen, um weitere CD11b*-
Immunzellen wie Makrophagen, dendritische Zellen oder Monozyten zu eliminieren, von denen bekannt ist,
dass sie ebenfalls an den Neuroinflammations-Prozessen wahrend des EAE-Verlaufes beteiligt sind.
Aus dem Negativ-Durchfluss der Oligodendrozyten werden Astrozyten mittels anti-ACSA-2-MicroBeads
(Positivselektion) und Neuronen via anti-Biotin-MicroBeads und Depletion aller nicht-neuronalen Zellen
(Negativselektion) isoliert. Nach der Isolation der verschiedenen ZNS-residenten Zelltypen kdnnen im
nachsten Schritt FACS-basierte Reinheitsanalysen und weitere funktionelle Readouts der
Einzelzellsuspensionen durchgefiihrt werden. Zusatzlich wird eine durchflusszytometrische Analyse der
peripheren Immunzellen aus derselben ZNS-Zellsuspension vorgenommen.

Fir die Isolation von Oligodendrozyten wurden anti-O4-MicroBeads verwendet,
wohingegen anti-CD11b-MicroBeads fiur die Isolation von Mikroglia genutzt
wurden. Im Rahmen der Isolation von Oligodendrozyten wurde die
Zellsuspension daruber hinaus mit einem Fc-Rezeptor (FcR)- Blockungsreagenz
behandelt, um die Spezifitat der nachfolgenden Immunfluoreszenzfarbung mittels

MicroBeads zu erhdhen.
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Die Darstellung der Arbeitsschritte erfolgt in einer Zeile, sofern diese parallel

durchgefuhrt wurden.

Mikroglia Oligodendrozyten

Positive Selektion Positive Selektion

Startvolumen: 90 uL PB-
Puffer pro 1 x 107 Zellen.

Startvolumen: 80 pL PB-
Puffer pro 1 x 107 Zellen.

1. Blockierung

10 Minuten

Inkubationszeit auf Eis.

Hinzugabe von 10 pL
FcR-Blockierungsreagenz
pro 1 x 107 Zellen und
Inkubation fir 10 Minuten
bei 2-8 °C.

2. Magnetische

Zellmarkierung

Hinzugabe von 10 pL
anti-CD11b-MicroBeads

pro 1 x 107 Zellen mit

Hinzugabe von 10 L anti-
O4-MicroBeads pro 1 x
107 Zellen mit
anschlieflender anschliefsender
Resuspension der Resuspension der

Zelllésung. Zelllésung.

Inkubation fir 15 Minuten im Dunkeln bei 2—8 °C.

3. Waschen und
Vorbereitung der

magnetischen Saulen

Hinzugabe von 2 mL PB-Puffer pro 1 x 107 Zellen.
Zentrifugation bei 300 g und 4 °C fur 10 Minuten.

Platzierung einer LS-Saule pro 4 x 107 Zellen in dem
QuadroMACS Separator mit anschliellendem
Befeuchten der Saulen mit jeweils 3 mL PB-Puffer pro

Saule. Verwurf des Durchflusses.

4. Magnetische
Separation — Negative

Fraktion

Aspiration des Uberstandes der zentrifugierten
Zellsuspensionen. Resuspension des Zellpellets in
500 uL PB-Puffer pro 1 x 107 Zellen. Verteilung der
Zellldsung auf die jeweiligen Saulen und Waschung
jeder Saule dreimal mit 3 mL PB-Puffer. Sammlung

des gesamten Durchflusses mit unmarkierten Zellen in
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einem 15 mL Falcon pro Saule. Diese Negativfraktion

enthalt CD11b-negative bzw. O4-negative Zelltypen.

Verwendung des Negativdurchflusses der
Oligodendrozyten fir die darauffolgende Isolation von
Astrozyten und Neuronen. Verwurf des

Negativdurchflusses der Mikroglia.

Entfernung aller Sdulen aus dem Magnetfeld mit

anschlieltender Platzierung auf jeweils einem 15 mL-

5. Magnetische Falcon. Spulung jeder Saule mit 5 mL PB-Puffer unter
Separation — Positive Druck und Verwendung eines Stempels, um die zuvor
Fraktion markierten Zellen zu eluieren.

Dieser Positivdurchfluss enthalt die magnetisch

gelabelten Zellen: CD11b-positiv bzw. O4-positiv.

Zahlung der Gesamtzahl der isolierten Zellen mithilfe
einer Neubauer-Zahlkammer unter einem

. Lichtmikroskop. Zu diesem Zweck, Verdlinnung der
6. Zahlung der Zellen . . .
Zellsuspension 1:50 mit PB-Puffer, gefolgt von einer

weiteren Verdunnung von 1:10 in 0.4% Tryphanblau-

Lésung.

Tabelle 9. Simultane Isolation von Oligodendrozyten und Mikroglia aus EAE- und naiven Mausen
via MACS. Arbeitsschritte, die gleichzeitig durchgefiihrt wurden, sind in einer Zeile dargestelit.
Abkirzungen: CD = Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; EAE = Experimentelle
autoimmune Enzephalomyelitis; FcR = Fc-Rezeptor; MACS = magnetisch-aktivierte Zellsortierung; O4 =
Oligodendrozytenmarker 4.

2.2.7 Sorting-Strategie fur Mikroglia aus EAE-Mausen

Im Rahmen der Isolation von Mikroglia aus EAE-Tieren wurde neben dem MACS-
basierten Zellisolationsprotokoll eine weitere Sortierung der Mikroglia als
CD11b*CD45-Zellen mittels FACS durchgefiihrt. Dadurch konnte eine
Trennung von anderen CD11b*-Zelltypen, wie Makrophagen, Monozyten,
naturlichen Killerzellen oder Granulozyten, von der zuvor isolierten CD11b*-

Mikroglia-Population gewahrleistet werden.

Zu diesem Zweck wurde eine Gating-Strategie flr die Sortierung von
CD11b*CD45intermediate _7g|len angepasst und optimiert. Um eine Vergleichbarkeit
der Einzelzellsuspensionen bei den nachfolgenden Analysen zu gewahrleisten,
wurde in dieser Arbeit ebenfalls eine Sortierung von CD11b*CD45intermediate_7g|lgn
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bei den naiven Mausen durchgefuhrt. Grundsatzlich kann dieser additive Schritt

bei der Aufarbeitung eines naiven Replikats Ubersprungen werden.

Der Mastermix wurde durch Zugabe der FACS-Antikérper CD11b FITC
(Fluorescein; Klon M1/70, 1:50) und CD45 APC/Cy7 (Allophycocyanin/ Cyanin 7;
Klon 30-F11, 1:200) in PBS hergestellt.

Zunachst folgte eine Zentrifugation der Mikroglia-Zellsuspension bei 300 g und 4
°C fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde daraufhin vollstandig aspiriert. Das
Zellpellet wurde anschlieBend in 100 uL pro 5 x 108 Zellen des zuvor angesetzten
Mastermixes resuspendiert und bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln fur 15
Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion durch Zugabe von 500 uL
PBS gestoppt, gefolgt von einer erneuten Zentrifugation bei 300 g und 4 °C fur
10 Minuten. Nach der Aspiration des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 x
PBS mit 10 ug/mL Desoxyribonuklease (DNAse) aufgenommen, um eine
Endkonzentration von 1 x 107 Zellen pro mL zu erreichen. AnschlieRend wurde

die Zellsuspension bis zum Beginn des Sorting-Vorganges bei 4 °C gelagert.

Um mit der Zellsortierungen beginnen zu kénnen, wurde die Probe uber ein 100
pm-Sieb in ein neues FACS-Rohrchen uberfuhrt. Das Sieb wurde zuvor mit 1 mL
1x PBS mit 10 ug/mL DNAse gespult. Anschlielend wurde das FACS-Réhrchen
in den Sorter BD FACS Aria lll (Software FACS DIVA v8.0.2) eingesetzt. Die
Flussrate wurde unter Verwendung einer 100 um-Duse auf 1000 Ereignisse pro
Sekunde eingestellt. Mikroglia wurden anhand ihrer Oberflachenmarker-
Expression als CD4b5intermediate ynd CD11bMd" klassifiziert und sortiert 4246, Die
gewiinschte Zielzellpopulation der CD45nermediate | CD11phish Zellen wurde in ein
neues 15 mL-Falcon Uberfihrt, welches bereits mit 1x PBS bei RT prapariert

wurde.
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2.2.8 Magnetische Zellseparation von Neuronen und Astrozyten aus EAE-

und naiven Mausen

Der Negativdurchfluss der Oligodendrozyten aus Abschnitt 2.2.5 wurde
anschlieBend zur Isolation von Neuronen und Astrozyten verwendet. Die
vorgeschaltete Isolation von Oligodendrozyten aus der ZNS-Zellsuspension
minimierte eine Kontamination durch O4*-Zellen. Die Astrozyten wurden durch
eine Positivselektion mit anti-ACSA-2-MicroBeads isoliert, wahrend die
Neuronen mittels einer Negativselektion, durch Biotinylierung und Depletion aller

nicht-neuronalen Zellen, gewonnen wurden.

Fir die parallele Isolation von Astrozyten und Neuronen wurde die O4-negative
Zellsuspension zunachst bei 300 g und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig aspiriert und das Zellpellet in jeweils 80 uL PB-Puffer

pro zuvor gepoolter ZNS-Zellsuspension resuspendiert.

Im Anschluss wurden die Zellen unter einem Lichtmikroskop mittels Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Hierflr erfolgte eine 1:50 Verdlinnung mit PB-Puffer,
gefolgt von einer weiteren 1:10 Verdinnung in 0.4% Trypanblau.
Der unverdunnte O4-negative Durchfluss wurde daraufhin fur die simultane

Isolation von Astrozyten und Neuronen auf zwei Falcon-Rdhrchen aufgeteilt.

Die Darstellung der folgenden Arbeitsschritte erfolgt in einer Zeile, sofern diese

parallel durchgefuhrt wurden:

Astrozyten Neurone
Positive Selektion Negative Selektion
Startvolumen: 80 pL Startvolumen: 80 uL PB-

AstroMACS Separation Puffer pro 1 x 107 Zellen.

buffer pro 1 x 107 Zellen.
1. Blockierung

Hinzugabe von 10 pyL 10 Minuten

FcR-Blockierungsreagenz | Inkubationszeit auf Eis.

pro 1 x 107 Zellen und
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Inkubation fir 10 Minuten
bei 2-8 °C.

2. Magnetische
Markierung von
Astrozyten und
Biotinylierung von

nicht-neuronalen Zellen

Hinzugabe von 10 pL anti-
ACSA-2-MicroBeads pro

1 x 107 Zellen mit
anschliellender
Resuspension der
Zellldsung.

Inkubation fur 15 Minuten
im Dunkeln bei 2-8 °C.

Hinzugabe von 20 pL
Biotin-Antikérper-Cocktail
pro 1 x 107 Zellen mit
anschliel3ender
Resuspension der
Zelllésung.

Inkubation fur 5 Minuten
im Dunkeln bei 2-8°C.

Hinzugabe von 1 mL PB-
Puffer pro 1 x 107 Zellen
und Zentrifugation bei
300 gund 4°Cfur5
Minuten. Aspiration des
Uberstandes und
Resuspension des
Zellpellets in 80 uL PB-
Puffer pro 1 x 107 Zellen.

3. Waschen der
Astrozyten und
magnetische

Markierung von

biotinylierten Zellen

Hinzugabe von 1 mL
AstroMACS Separation
buffer pro 1 x 107 Zellen
und Zentrifugation bei 300
g und 4 °C fir 10 Minuten.
Aspiration des

Uberstandes.

Hinzugabe von 20 pyL
anti-Biotin MicroBeads
pro 1 x 107 Zellen mit
anschlieldender
Resuspension.
Inkubation fur 10 Minuten
bei 2-8 °C.

Platzierung einer LS-Saule pro 4 x 107 Zellen in den

QuadroMACS Separator.

Befeuchtung aller Saulen
mit jeweils 3 mL
AstroMACS Separation
buffer. Verwurf des

Durchflusses.

Befeuchtung aller Saulen
mit jeweils 3 mL PB-
Puffer. Verwurf des

Durchflusses.

Resuspension von bis zu
1 x 107 Zellen in 500 pL

Hinzugabe von PB-Puffer

zur Zellsuspension bis zu
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4. Magnetische
Separation — Negative

Fraktion

AstroMACS Separation
buffer.

einem Volumen von 500

uL pro 1 x 107 Zellen.

Verteilung der Zellsuspension auf die entsprechende

Anzahl an Saulen pro Zelltyp. Sammlung des

Durchflusses jeweils in einem 15 mL-Falcon pro

Saule.

Waschung jeder Saule
jeweils dreimal mit 3 mL
AstroMACS Separation
buffer.

Dieser Negativ-Durchfluss
enthalt nicht ziel-
spezifische Zellen (ACSA-

2-negative Zellen).

Waschung jeder Saule
jeweils zweimal mit 1 mL
PB-Puffer.

Dieser Negativ-
Durchfluss enthalt die
Neurone (Biotin-negative

Zellen).

5. Magnetische
Separation — Positive

Fraktion

Entfernung aller Sdulen aus dem Magnetfeld und

anschlielRende Platzierung auf jeweils ein 15 mL-

Falcon.

Spulung jeder Saule mit 5
mL AstroMACS
Separation buffer unter
Druck und Verwendung
eines Stempels.

Dieser Positiv-Durchfluss
enthalt die zuvor
markierten ACSA-2-

positiven Zellen.

Spulung jeder Saule mit 5
mL PB-Puffer mit Druck
und unter Verwendung
eines Stempels.

Diese Zellsuspension
enthalt die nicht-
neuronalen bzw. Biotin-

positiven Zelltypen.

Zahlung der Gesamtzahl an isolierten Zellen mithilfe
einer Neubauer-Zahlkammer unter einem

. Lichtmikroskop. Zu diesem Zweck, Verdinnung der
6. Zahlung der Zellen . . .
Zellsuspension 1:50 mit PB-Puffer, gefolgt von einer

weiteren Verdinnung von 1:10 in 0.4% Trypanblau-

Lésung.

Tabelle 10. Simultane Isolation von Astrozyten und Neuronen aus EAE- und naiven Mausen via
MACS. Arbeitsschritte, die gleichzeitig durchgefihrt wurden, sind in einer Zeile dargestellt.
Abkiirzungen: Anti-ACSA-2 = Astrozyten-Zelloberflachen-Antigen-2; EAE = Experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis; FcR = Fc-Rezeptor; MACS = magnetisch-aktivierte Zellsortierung.
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2.2.9 Durchflusszytometrie ZNS-residenter Zellen

Die durchflusszytometrischen Analysen der vier isolierten Zellpopulationen
dienten primar der Qualitatskontrolle hinsichtlich der Reinheit und Viabilitat der

isolierten Einzelzellsuspensionen.

Zunachst wurde ein Forward- und Sidescatter-Gating (FSC/SSC-Gating)
durchgefuhrt, um die Zellen nach Grof3e und Granularitat zu sortieren. Zusatzlich
wurde mittels FSC-Height (FSC-H) gegen FSC-Width (FSC-W) ein Einzelzell-
Gating der Zellsuspensionen vorgenommen, um Zellaggregate oder
Zelldopplungen zu identifizieren und von den weiteren FACS-Analysen

auszuschlie3en.

Zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen wurde der fixierbare
Viabilitatsfarbstoff eFluor 506 in einer 1:10.000-Konzentration verwendet. Der
Farbstoff dringt in tote Zellen ein, die dadurch stark fluoreszieren und sich von
lebenden Zellen abgrenzen lassen. Eine Kombination des Viabilitats-Farbstoffes
eFluor 506 mit Fixierpuffern war mdglich, da der Farbstoff auch nach der
Fixierung stabil bleibt. Diese Eigenschaft war insbesondere fur die nachfolgende
intrazellulare Farbung des Kernmarkers NeuN (RNA-Bindungsprotein Fox-1-
Homolog 3) relevant, bei der die Zellen fixiert und permeabilisiert wurden, um

Zugang zu intrazellularen Strukturen zu ermaoglichen.

Fir jeden ZNS-Zelltyp wurde zudem ein spezifisches Gating basierend auf den
Oberflachenmarkern vorgenommen, die zuvor mit einem fluoreszenzmarkierten

Antikdrper markiert wurden.

2291 Reinheitspanel (extrazelluldares Farbeprotokoll)

Im ersten Teil des Reinheitspanels wurde ein extrazellulares Farbeprotokoll
angewandt, wobei pro Farbung 1 x 10° Zellen in 50 yL PBS geldst wurden. Fiir
die Herstellung des Mastermixes wurde PBS mit 2% fetalem Kalberserum (FCS)
und 2 mM Ethylendiamintetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat (EDTA) als
Medium verwendet. Dieses wurde mit folgenden Fluorophor-konjugierten
monoklonalen Antikérpern erganzt: CD11b FITC (Klon 1/70, 1:100), ACSA-2 PE-
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Vio615 (Klon REA-969, 1:200), O4 APC (Klon REA-576, 1:400), und CD45
BV510 (Klon 30-F11, 1:150). Zusatzlich wurde ein anti-CD16/32- Antikdrper mit
einer Konzentration von 1 ug pro 1 x 10° Zellen zur Blockade des Fc-Rezeptors
hinzugefugt, um Hintergrundsignale zu minimieren und die Spezifitat der

Antikorper-Markierung zu erhdhen.

Im ersten Schritt wurde eine Zentrifugation der isolierten Zellfraktion bei 540 g
und 4 °C flir 5 Minuten durchgeflhrt. Als Standard flr Protokolle der
Durchflusszytometrie-Farbungen wurden 540 g verwendet, um unspezifische
Bindungen in weiteren Farbe- und Waschschritten zu minimieren. Im Anschluss
wurde der Uberstand sorgfaltig abgesaugt und das Zellpellet in 100 pL des
Mastermixes aufgenommen. Die Probe wurde daraufhin im Dunkeln und bei RT
fur 15 Minuten inkubiert.

Die Zellen wurden anschlieRend mit 500 yL PBS mit 2% FCS und 2 mM EDTA
gewaschen und erneut bei 540 g und 4 °C flir 5 Minuten zentrifugiert. Im
Anschluss an die Zentrifugation wurde der Uberstand aspiriert und das Zellpellet
in 70 uyL PBS mit 2% FCS und 2 mM EDTA aufgenommen. Unmittelbar vor
Beginn der Messung wurde die Probe erneut gevortext, um das Zellpellet

vollstandig zu I6sen.

2.29.2 Reinheitspanel (intrazellulares Farbeprotokoll mit NeuN)

Im zweiten Teil des Reinheitspanels wurde ein intrazellulare Farbeprotokoll mit
dem Neuronen-spezifischen Kernmarker NeuN durchgefihrt. Der anti-NeuN-
Antikorper stellt eine wichtige Erganzung zur Farbung viabler Neurone dar und

dient der Validierung der zuvor isolierten Neuronen-Population 72,

Der Mastermix fur die intrazellulare Farbung wurde erneut aus PBS mit 2% FCS
und 2 mM EDTA hergestellt, in dem folgende Fluorophor-konjugierte
monoklonale Antikérper verdunnt wurden: CD11b FITC (Klon M1/70, 1:100),
ACSA-2 PE-Vio615 (Klon REA-969, 1:200) und CD45 BV510 (Klon 30-F11,
1:150).
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Fur die intrazellulare Farbung von NeuN wurden 1 x 10° Zellen des
Negativdurchflusses der Neurone in ein FACS-Rdéhrchen mit 1 mL PBS mit 2 %
FCS und 2 mM EDTA Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurden daraufhin bei 540 g
und 4 °C fiur 5 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet in 100 uL des Mastermixes aufgenommen. Die
Probe wurde im Dunkeln bei RT fur 10 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden
die Zellen mit 100 yL PBS mit 2% FCS und 2 mM EDTA gewaschen und erneut
bei 540 g und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert.

Wahrend der Zentrifugation wurde die Fixierungs-/Permeabilisierungslosung mit
dem Forkhead box P3 (Foxp3)/ Transcription Factor Staining Buffer Set
vorbereitet. Das Ziel dieser Vorgehensweise bestand darin, die Zellen zu fixieren
und zugleich zu permeabilisieren, sodass eine Farbung intrazellularer
Transkriptionsfaktoren, wie Foxp3 oder NeuN, mittels Antikdrper moglich war.
Im nachsten Schritt wurden 50 pL des konzentrierten Fixierungs-
/Permeabilisierungskonzentrats Zu 150 ML des Fixierungs-
/Permeabilisierungsverdiinnungsmittels hinzugegeben, um eine Endverdiinnung
von 1:4 zu erreichen. Nach Beendigung des Zentrifugationsprozesses und der
Aspiration des Uberstandes wurde das Zellpellet in eine Lésung von 100 pL der
Fixierungs-/Permeabilisierungslosung aufgenommen. Es folgte eine Inkubation
der Probe bei 4 °C fur 30 Minuten.

In der Zwischenzeit wurde ein Permeabilisierungs-/Waschpuffer vorbereitet,
wobei 100 pL des Permeabilisierungspuffers zu 900 uL ddH20 hinzugegeben
wurden, um eine Endverdiunnung von 1:10 zu erreichen. Im Anschluss wurden
die zuvor inkubierten Zellen jeweils mit 100 pL des hergestellten
Permeabilisierungs-/Waschpuffers gewaschen und bei 540 g und 4 °C fir 5
Minuten zentrifugiert. Zusatzlich wurde ein weiterer Mastermix in dem
Permeabilisierungs-/Waschpuffer hergestellt, der ausschlieldlich aus NeuN
(NeuN AF647, Klon EPR12763, 1:200) und 1 ug anti-CD16/32 pro 1 x 108 Zellen

bestand. Im Anschluss an das Absaugen der zentrifugierten Proben wurden die
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fixierten Zellen in 50 uL des zweiten Mastermixes resuspendiert und bei 4 °C flr
30 Minuten inkubiert.

Daraufhin folgte eine Waschung der Zellen mit 100 yL des Permeabilisierungs-
/Waschpuffers und eine erneute Zentrifugation bei 540 g und 4 °C fir 5 Minuten.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 70 yL PBS mit 2% FCS und
2 mM EDTA fur die anschlielende Analyse im Durchflusszytometer

aufgenommen.

2.2.10 Immunzellpanel (extrazellulares Farbeprotokoll)

Die simultane Untersuchung von ZNS-residenten Zellen und peripher
immigrierter Immunzellen aus demselben ZNS-Homogenat konnte durch die
Erweiterung der durchflusszytometrischen Analysen um ein spezifisches
Immunzellpanel realisiert werden. Hierfur wurde der Negativ-Durchfluss der
Astrozyten mit dem Positiv-Durchfluss der Neuronen in einem Falcon
zusammengefuhrt. Die Analyse dieser Zellsuspension erfolgte unter der
Annahme, dass diese relevanten Immunzell-Populationen der Peripherie enthalt,

die im Rahmen der Neuroinflammation das ZNS infiltrieren.

Pro Farbung wurden 1 x 10° Zellen verwendet, die in einem Volumen von 50 pL
PBS gelost wurden. Der Mastermix wurde erneut aus PBS mit 2% FCS und 2
mM EDTA hergestellt und enthielt folgende Fluorophor-konjugierten monoklonale
Antikorper, die darin verdiinnt wurden: CD11b FITC (Klon M1/70, 1:50), CD19-
PE/Cy7 (Klon 6D5, 1:100), CD25-APC (Klon PC61, 1:100), CD8a-AF700 (Klon
53-67, 1:100), CD45 APC/Cy7 (Klon 30-F11, 1:200), CD4-BV421 (Klon RM4-5,
1:100). und FVD506 (Fixierbarer Viabilitatsfarbstoff eFluor 506, 1:10.000). Des
Weiteren wurde ein anti-CD16/32-Antikérper mit einer Konzentration von 1 ug

pro 1 x 10° Zellen zur Blockade des FcR hinzugefugt.

Zunachst erfolgte eine Zentrifugation der reinen Zellsuspension bei 540 g und 4

°C fiir 5 Minuten. Der Uberstand wurde daraufhin aspiriert und das Zellpellet in
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100 uL des Mastermixes aufgenommen. Es folgte eine Inkubationszeit der Probe
fur 15 Minuten bei RT im Dunkeln. Im Anschluss wurden die Zellen mit 500 pL
PBS gewaschen und fur 5 Minuten bei 540 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde aspiriert und das Zellpellet in 70 uL PBS mit 2% FCS und 2 mM
EDTA aufgenommen. Unmittelbar vor Beginn der Messung wurde die Probe

erneut gevortext, um das Zellpellet vollstandig zu I6sen.

2.2.11 Gerate- und Softwarekonfiguration

Die Durchflusszytometrie-Analysen wurden mit einem CytoFLEX-S (Acquisition
Software CytExpert V2.4.0.28) in Kombination mit der Kaluza-Software V2.1.2
durchgefuhrt. Nach der Einstellung des Zellgates (FSC-A/SSC-A) wurden FSC-
H und FSC-W zur Unterscheidung von Dubletten verwendet. Die Signale des mt-
Keima-Konstrukts wurden in den Detektorkanalen Violet 610 (Anregungslaser
405 nm; 610/20-Bandpassfilter) und ECD (Anregungslaser 561; 610/20-

Bandpassfilter) gemessen.

2.2.12 Statistische Analysen

Die deskriptiven statistischen Analysen und Visualisierungen wurden mithilfe von
GraphPad Prism (Version 10.3.0) durchgefiihrt. Die experimentellen Daten sind
als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die
Erstellung der Abbildungen erfolgte unter Verwendung von Adobe lllustrator

(Version 2025), BioRender (https://www.biorender.com) sowie Servier Medical

Art (https://smart.servier.com).
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Promotionsarbeit ist die Etablierung und Optimierung eines
bestehenden Zellisolationsprotokolls an einem neuen Standort, um eine zeitlich-
dynamische Isolation von ZNS-residenten Zelltypen im Verlauf der EAE zu
ermdglichen. Dies bildet die Grundlage flr nachfolgende Multi-Omics-Analysen.
Langfristig soll diese Arbeit zur Identifikation potentieller, molekularer
Unterschiede sowie variierender Zellprofile und —signaturen der ZNS-residenten
Zellen im EAE-Modell beitragen.

3.1 Etablierung des EAE-Models

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein monophasisches
selbstlimitierendes EAE-Modell implementiert, um die zugrundeliegenden
immunologischen  Mechanismen zu untersuchen. Die Etablierung
experimenteller Modelle an einem neuen Standort erfordert haufig Anpassungen,

um reproduzierbare und verlassliche Ergebnisse zu erzielen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der initialen Versuche sowie die
unternommenen Optimierungen beschrieben, die zu einer erfolgreichen

Durchfuhrung des Modells flhrten.

Die Immunisierung der Versuchstiere erfolgte wie zuvor beschrieben durch eine
subkutane Injektion eines Gemischs aus dem MOG 3s.55 Peptid und CFA, gefolgt
von einer intraperitonealen Ptx-Injektion. In den darauffolgenden Tagen wurden
alle Versuchstiere anhand eines etablierten Punktesystems taglich evaluiert und
klinisch beurteilt. Die initiale Inzidenz der ersten drei Immunisierungen lag
durchschnittlich bei 22,22 + 11,28% (Abbildung 3), begleitet von verzoégerten

und milden Krankheitsverlaufen.
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Abb. 3 Inzidenzen und EAE-Verlaufe der ersten drei Immunisierungen wéahrend der
Etablierungsphase. Abkurzungen: EAE = Experimentelle Autoimmune-Enzephalomyelitis. Die Abbildung
zeigt die Inzidenzen sowie die zugehdrigen klinischen EAE-Verlaufe der Versuchstiere wahrend der ersten
drei Immunisierungsdurchgange. Als erkrankt wurden Versuchstiere definiert, die einen klinischen EAE-
Score >0 erreichten. In die Analyse der Krankheitsverlaufe wurden ausschlieflich phanotypisch erkrankte
Tiere eingeschlossen. Die klinischen EAE-Scores wurden taglich evaluiert und sind als Mittelwert + SEM
dargestellt. Die experimentellen Daten zeigen insgesamt niedrige Inzidenzraten sowie milde und verzégerte
Krankheitsverlaufe (n=3).

Zur Optimierung der niedrigen Inzidenzrate sowie der variierenden EAE-Verlaufe

wurden die folgenden MaRnahmen umgesetzt:

- Neuanfertigung der Immunisierungsreagenzien: Herstellung von MOG 35
55 Peptid, CFA und Ptx sowie Lagerung aller Substanzen auf Eis wahrend
der Gesamtdauer der Experimente, um die Stabilitdt der Reagenzien zu
gewahrleisten.

- Wechsel des Herstellers der 2 mL-Spritze: Austausch des Herstellers der
Spritze mit zentrischem Luer Lock sowie verlangertes und intensiveres
Durchmischen des MOG 3555 Peptids mit CFA Uber einen Dreiwegehahn,
um das Mischverhaltnis beider Substanzen zu verbessern und das
Totvolumens zu minimieren.

- Optimierung der Emulsionsapplikation: Maximale Zeitspanne von einer
Stunde zwischen Durchmischung der MOG 35.55 /CFA-Emulsion und der
Applikation an die Versuchstiere, aufgrund der im Verlauf zunehmenden
Viskositat und somit erschwerten Injektion der Emulsion. Der finale
Ldsungsansatz mit Ptx und PBS wurde hingegen erst unmittelbar vor der
Applikation, unter ausschliel3licher Verwendung von sterilem PBS
hergestellt, da Ptx bei RT instabil ist.
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Optimierung der Umweltbedingungen:  Regelmalige Kontrolle der
Raumtemperatur von 22°C + 2°C, der relativen Luftfeuchtigkeit von 50%
+ 5% und des Tag-Nacht-Rhythmus von 12h/12h im Tierhaltungsraum,
da insbesondere wahrend der Sommermonate niedrigere Inzidenzraten
bei Immunisierungen beobachtet wurden.

Stressreduktion: Akklimatisierung der Tiere mindestens 1 Woche vor
Immunisierungsstart, um den Transportstress zu minimieren und somit
eine zuverlassige Immunreaktion auf die applizierten Substanzen zu
gewabhrleisten.

Evaluation des Gesundheitsstaus: Vor Experimentbeginn wurden alle
Mause hinsichtlich moglicher Erkrankungen oder eines schlechten
Ernahrungszustands mit einem Gewichtsgrenzwert von etwa 18 g
beurteilt, um potentielle Einschrankungen des Immunsystems
auszuschlief3en.

Standardisierung der Protokolle: EAE-Induktionen sowie tagliche klinische
Kontrollen der Versuchstiere stets zur gleichen Tageszeit, um
tageszeitliche Fluktuationen der EAE-Scores auszuschlieRen.
Ptx-Titrationsversuch: Durchfuhrung eines Ptx-Titrationsversuchs, um
Umweltfaktoren bzw. den Wechsel des Tierstalls als potentiellen
Storfaktor auszuschlielien und die optimale Ptx-Konzentration von 100 ng
(Chargennummer  1001) sowie den  zuvor  beschriebenen

monophasischen EAE-Verlauf zu bestatigen (Abbildung 4A).

Durch die beschriebenen Modifikationen und gezielten Anpassungen konnte die

Inzidenz in den nachfolgenden EAE-Versuchen von durchschnittlich 22,22 +
11,28% (n=3) auf 84,26% * 4,08% (n=5) gesteigert werden. Infolgedessen

konnte zudem eine ausreichende Anzahl erkrankter Tiere flr die geplanten

Zellisolationsversuche gewahrleistet werden.

Erganzend wurde ein Ptx-Titrationsversuch durchgeflhrt. Dabei zeigte die

Immunisierung mit murinem MOG 35.55, CFA und ansteigenden Ptx-Dosen (100

ng, 150 ng, 200 ng, 300 ng), dass die Ptx-Dosis von 100 ng die optimale Induktion

des EAE-Verlaufs ermdglichte. Bei dieser Dosierung traten klinische Symptome
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erstmals etwa am 10. Tag nach der Immunisierung auf, begleitet von einem
ausreichend stark ausgepragten Krankheitsverlauf, der sein Maximum etwa an
Tag 16 erreichte (Abbildung 4B). Als Cut-Off fir einen signifikant ausgepragten
EAE-Verlauf wurde ein Score von 3 festgelegt (Tabelle 8). Infolgedessen konnte
hiermit der typische Verlauf der MOG 35.55 mit hoher Inzidenz nachgestellt

werden.

Die Mause erfullten bei dieser Dosierung keine der in Abschnitt 2.2.1 genannten
Ausschlusskriterien, die ein Ausscheiden aus dem Experiment erforderlich
gemacht hatten. Entsprechend wurde die Ptx-Dosis von 100 ng folglich fur alle

nachfolgenden Experimente als Standard festgelegt.

- 300 ng Z
g - 200 ng g 5 -0~ 100 ng

@ -a 150 ng 6 4
< o 100n w3
ul ¢ w2
1

1 T 0 T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 0 5§ 10 15 20 25 30

Tage nach Immunisation Tage nach Immunisation

Abb. 4 Ptx-Titrationsversuch zur Verifizierung der optimalen Ptx-Dosis und des EAE-Verlaufs.
Abkiirzungen: CFA = Komplettes Freund-Adjuvans; EAE = Experimentelle Autoimmune-Enzephalomyelitis;
MOGss-55 = Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein 3ss5; ng = Nanogramm; Ptx = Pertussistoxin. (A)
Immunisierung von jeweils 10 C57BL/6J-Mausen pro Versuchsgruppe mit murinem MOGas-s5-Peptid, CFA
sowie einer aufsteigenden Ptx-Konzentration (100 ng, 150 ng, 200 ng und 300 ng). Der klinische Verlauf der
EAE wurde taglich tber einen Zeitraum von 30 Tagen evaluiert. (B) Bestimmung der optimalen Ptx-Dosis
von 100 ng. Bei dieser Dosis wurde ein ausreichend ausgepragter Krankheitsverlauf beobachtet, mit dem
Auftreten klinischer Symptome etwa am 10.Tag nach der Immunisierung. Es mussten keine Tiere aufgrund
der Ausschlusskriterien aus den Experimenten exkludiert werden. Daher wurde 100 ng Ptx als
Standarddosis fir alle folgenden Immunisierungen festgelegt. Die klinischen EAE-Scores wurden taglich
evaluiert und sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
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3.2 Etablierung der simultanen Isolation von ZNS-residenten

Zellen aus EAE und naiven Mausen

Das in dieser Arbeit vorgestellte, finale Protokoll ermoglicht die parallele Isolation
von Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten und Neuronen aus einem einzigen
ZNS-Replikat der Maus (Abbildung 2). Um Mechanismen der
Neuroinflammation und Neurodegeneration zu untersuchen, wurde das Protokoll

sowohl bei naiven als auch bei EAE-Mausen eingesetzt.

Die prazise Isolation der ZNS-residenten Zelltypen stellt eine entscheidende
Voraussetzung flr die anschlieRend angestrebten Multi-Omics-Analysen dar. Im
Rahmen der initialen Versuche traten jedoch wiederholt Herausforderungen im
Hinblick auf die Reinheiten und Zusammensetzung der isolierten
Einzelzellsuspensionen auf. Im Folgenden werden die Beobachtungen aus den
ersten Isolationsansatzen sowie die daraus resultierenden Optimierungsschritte

beschrieben, die zur Verbesserung der Reinheit der Zellisolation flhrten.

Die Isolation der Oligodendrozyten erfolgte mittels anti-O4-MicroBeads, wahrend
Mikroglia unter Verwendung von anti-CD11b-MicroBeads isoliert wurden
(Tabelle 9). Um eine Kontamination mit O4-positiven Zellen zu vermeiden,
wurden Astrozyten und Neuronen aus dem Negativ-Durchfluss der
Oligodendrozyten isoliert (Tabelle 10). Die Astrozyten wurden mithilfe von anti-
ACSA-2-MicroBeads separiert, wahrend die Neuronen durch eine
Negativselektion isoliert wurden. Bei Letzterer wurden alle nicht-neuronalen
Zellen, einschlieBlich Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten, Endothelzellen

und Fibroblasten (auf3er Erythrozyten) magnetisch depletiert (Tabelle 10).

Bei EAE-Mausen war es zudem erforderlich, die Mikroglia-Population von
anderen CD11b*-Zellen zu trennen, darunter Monozyten, Makrophagen,
neutrophilen Granulozyten und natirlichen Killerzellen, die im Rahmen der
Neuroinflammation das ZNS infiltrieren. Nach der Auswahl von lebenden (SSC-
A/ FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W), wurden Mikroglia zu diesem Zweck
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bei der Sortierung mittels Durchflusszytometrie als CD45"termediate ynd CD11bhigh

definiert (Abbildung 5).

Im Rahmen dieser Analyse betrug der Anteil der Mikroglia an den viablen
Einzelzellen bei naiven Mausen etwa 91% (96% der CD11b-positiven
Population), wahrend bei EAE-Tieren ein Anteil von 47% aller lebenden
Einzelzellen (55% der gesamten CD11b*-Population) in den phanotypischen

Analysen zur Mikroglia-Population gehérten (Abbildung 5).
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Abb. 5 Gating-Strategie zur Selektion von Mikroglia aus isolierten CD11b*- Zellpopulationen aus
EAE- und naiven Maiusen. Abbildung modifiziet nach Schroeter, Henes et al. 72
Abkirzungen: APC = Allophycocyanin; CD = Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; EAE
= Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis; FACS = Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, engl.
fluorescence-activated cell sorting; FITC-A = Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A = Forwardscatter Area; FSC-
H = Forwardscatter Height; FSC-W = Forwardscatter Width; Mg = Mikroglia; int= intermediate; PC7 = PE-
Cyanin-7-Farbstoff; Sort = Sortierung; SSC-A = Sidescatter Area. (A) Gating-Strategie bei naiven Mausen.
(B) Gating-Strategie bei EAE-Mausen. Die obere Reihe jedes FACS-Panels zeigt Punktdiagramme vor der
Zellsortierung. Nach der Auswahl von lebenden (SSC-A/ FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W), wurden
CD45MCD11b"igh- Zellen als Mikroglia-Population sortiert. Im Rahmen dieser Analyse betrug der Anteil der
Mikroglia an den viablen Einzelzellen bei naiven Mausen etwa 91,16% (96% der CD11b* -Population),
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wahrend bei EAE-Tieren ein Anteil von 46,85% aller lebenden Einzelzellen (55% der gesamten CD11b* -
Population) CD45™CD11bMs" war. Die hier dargestellten experimentellen Daten wurden in Zusammenarbeit
mit Stefanie Lichtenberg erhoben.

Zur Uberprifung der Qualitdt der isolierten Einzelzellsuspensionen wurden
sowohl vor als auch nach der magnetischen Separation der Oligodendrozyten,
Astrozyten und Neuronen FACS-Analysen durchgefuhrt (Abbildung 6). Dabei
wurden zelltyp-spezifische Oberflachen- und Kernmarker sowie Viabilitats-

Farbungen zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen verwendet.

Im Rahmen dieser durchflusszytometrischen Reinheitsanalysen wurden nach der
Selektion vitaler Zellen (SSC-A/FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/FSC-W)
zunachst eine Separation von verbliebenen Mikroglia und Lymphozyten in der
ZNS-Zellsuspension vorgenommen. Anschlieend erfolgte die Charakterisierung
der Oligodendrozyten innerhalb der ZNS-Zellpopulation anhand ihrer O4-
Expression, wohingegen Astrozyten anhand ihrer ACSA-2-Expression
identifiziert wurden. Neurone wurden im Anschluss an die Biotinylierung und
Depletion aller nicht-neuronalen Zellen durch ihre fehlende O4- bzw. ACSA-2-

Expression klassifiziert (Abbildung 6).
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Abb. 6 Reprasentative Reinheitsanalysen isolierter ZNS-residenter Zellentypen aus adulten Mausen.
Abkirzungen: ACSA- 2= Astrozyten-Oberflachenantigen-2; APC = Allophycocyanin; CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; ECD = energy-coupled dye; FACS = Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell sorting; FITC-A= Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A =
Forwardscatter Area; FSC-H = Forwardscatter Height; FSC-W = Forwardscatter Width; Mg = Mikroglia; O4
= Oligodendrozytenmarker 4; SSC-A = Sidescatter Area; ZNS = Zentrales Nervensystem. Reprasentative
Reinheitsanalysen von Oligodendrozyten, Astrozyten und Neuronen, die aus adulten Mausen isoliert
wurden. Die Isolation erfolgte mittels magnetischer Zellsortierung unter Verwendung von anti-O4-
MicroBeads, anti-ACSA-2-MicroBeads sowie durch Biotinylierung und anschlieBende Depletion aller nicht-
neuronalen Zellen. Die beiden oberen Reihen des FACS-Panels zeigen Analysen der gesamten ZNS-
Zellsuspension vor Beginn der magmatischen Separation, aus der alle nachfolgenden
Einzelzellsuspensionen isoliert wurden (A-D). Nach der Auswahl von lebenden (SSC-A/ FCS-A) und
Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W) wurden verbliebene Mikroglia und Lymphozyten in der Zellsuspension
identifiziert. Im Anschluss an die magnetische Separation der spezifischen ZNS-residenten Zelltypen wurde
die Reinheit der Einzelzellsuspensionen analysiert (E-G). Oligodendrozyten wurden anhand ihrer O4-
Expression (E), Astrozyten durch ihre ACSA-2-Expression charakterisiert (F). Neurone wurden im Anschluss
an die Biotinylierung und Depletion aller nicht-neuronalen Zellen durch ihre fehlende O4- bzw. ACSA-2-
Expression klassifiziert (G).

In den phanotypischen Analysen der Einzelzellsuspensionen der initialen

Versuche mittels Durchflusszytometrie wurden Kontaminationen durch andere
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Zelltypen (Abbildung 6 E-G) sowie Verunreinigungen der
Einzelzellsuspensionen mit Myelin und Zelltrtmmern (Abbildung 6 A+B)
nachgewiesen. Dies betraf die Isolation von Oligodendrozyten, Astrozyten und
Neuronen. Im Unterschied zur Isolation der Mikroglia beinhalteten die
Isolationsschritte dieser Zelltypen keinen zusatzlichen durchflusszytometrischen

Sorting-Prozess.

Die durchschnittliche Reinheit der isolierten Oligodendrozyten betrug in den
ersten drei Aufarbeitungen 55,66% * 20,71%, bei einer Viabilitat von 88,72% =
5,00%. Die Reinheit der isolierten Mikroglia belief sich auf durchschnittlich
86,75% + 1,75%, bei einer Viabilitat von 69,50% + 0,50%. Astrozyten wurden mit
einer durchschnittlichen Reinheit von 43,01% * 7,06%, begleitet von einer
Viabilitat von 84,22% * 2,57% isoliert. Ergadnzend dazu wiesen die isolierten
Neurone eine durchschnittliche Reinheit von 47,90% + 25,56% auf, bei einer
Viabilitat von 84,93% + 3,97 %.

Die Isolation von Mikroglia beinhaltete sowohl bei EAE- als auch naiven Mausen
einen zusatzlichen Sorting-Prozess, ohne dass es zu Verlusten der Reinheit kam
(Abbildung 5).

3.2.1 Optimierte Zellisolation durch ein verbessertes Fehlermanagement

und alternative Ansatze

Aufgrund der anfanglich geringen Reinheit der Einzelzellsuspensionen und der
Herausforderungen durch Zell- und Myelin-Kontaminationen bei der Zellisolation
wurden folgende MalRnahmen ergriffen, um die Prazision der Experimente zu

erhohen:

- Verwendung neuer Reagenzien und Kits: Alle alten Materialien wurden
verworfen, um potentielle Kontaminationen vollstandig auszuschlief3en.

- Neuproduktion von Puffern: Fir jedes Experiment wurden alle
Pufferldsungen neu angesetzt, um eine Kkonstante Qualitat zu

gewahrleisten.
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- Permanente Kihlung der Reagenzien: Samtliche Reagenzien, Puffer,
Zellsuspensionen und Falcons wurden wahrend der Experimente
kontinuierlich auf Eis gelagert bzw. vorgekuhlt, um eine Stabilitat der
Reagenzien zu gewahrleisten.

- Standardisierte Geratschaften: Es wurden ausschlieBlich identische
Geratschaften, wie beispielsweise dieselbe Zentrifuge, verwendet, um die
Variabilitat zwischen den Experimenten zu minimieren.

- Entwicklung einer alternativen Methode zur Entfernung von Myelin und
Zelltrimmern: Es erfolgte die Entwicklung einer alternativen Methode, um
Myelin und Zelltrimmer bei fehlerhaften Gradienten zu entfernen, um
langfristig die Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit der Versuche zu
steigern (siehe unten).

- Minimierung der Versuchsdauer: Die Zeit zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten wurde so kurz wie maoglich gehalten, um funktionelle
Beeintrachtigungen der Zellen zu vermeiden. Unterbrechungen zwischen
den einzelnen Protokollabschnitten wurden vermieden. Die Dauer der
Isolation von Oligodendrozyten und Mikroglia wurde von insgesamt etwa
6 Stunden auf etwa 4 Stunden minimiert, fir die Isolation von Neuronen

und Astrozyten wurden etwa 5 Stunden bendtigt.

Die Resultate der oben aufgeflihrten Optimierungen sind in dem Abschnitt 3.2.2

einzusehen.

Wie oben beschrieben Dbetrifit ein  entscheidender Schritt des
Zellisolationsprotokolls die Entfernung von Myelin und Zelltrimmern mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation. Far die Gewinnung reiner
Einzelzellsuspensionen war die vollstandige Entfernung von Myelin-Residuen
und  Zelltrdmmern  erforderlich. Hierzu wurde die mit einer
Triummerentfernungslosung vermischte Zellsuspension zunachst mit PBS
uberschichtet, um einen sichtbaren Dichtegradienten zu erzeugen (Abbildung
7). Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation bei 3000 x g unter Ausschaltung
der Bremsfunktion, wodurch eine zuverlassige Trennung der drei resultierenden

Phasen erméglicht wurde (von unten nach oben: untere Zellsuspension inklusive

50



Zielzellen - Myelin - Uberstand mit Riickstanden einer geringeren Dichte; siehe
Abbildung 7). Die umfassende Entfernung von residualen Zelltrimmern und
Myelin wurde durch die vollstandige Aspiration der beiden oberen Phasen

erreicht.
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Abb. 7 Erfolgreiche Ansidtze und typische Fehlerquellen bei der Gradienten-Bildung. Abbildung
modifiziert nach Schroeter, Henes et al. 72. Abkiirzungen: PBS = phosphatgepufferte Kochsalzlésung; ZNS
= Zentralnervensystem. (A) Positivbeispiel des Gradienten nach Uberschichtung mit 4 ml PBS. Die obere
Phase, bestehend aus 4 ml PBS, ist deutlich von der unteren Phase, bestehend aus der ZNS-Zellsuspension
mit der Triimmerentfernungslésung, abgrenzbar. (B) Negativbeispiel des Gradienten nach Uberschichtung
mit 4 ml PBS. Im Gradienten ist keine klare Trennung zwischen dem PBS und der darunter liegenden
Zellsuspension zu erkennen. Ein Teil des PBS ist in die Zellsuspension diffundiert. (C) Positivbeispiel fur
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den Gradienten nach der Zentrifugation. Drei separate Phasen sind deutlich zu unterschieden. In der oberen
(1) und unteren Phase (3) des Gradienten sind keine Myelin-Reste sichtbar. Die mittlere Phase enthalt das
gesamte Myelin (2). Das Zellpellet ist am Boden des 15-ml-Falcon sichtbar. (D) Negativbeispiel fir den
Gradienten nach der Zentrifugation. Es ist keine genaue Trennung zwischen den drei Phasen mdglich. In
der oberen (1) und unteren Phase (3) des Gradienten sind einige Myelin-Rickstéande
sichtbar. (E) Positivbeispiel fir den Gradienten nach Aspiration der beiden oberen Phasen. Die resultierende
Probe enthélt nur das Zellpellet und einen klaren Uberstand dariiber. Es bleiben keine Myelin-Riickstande
zuriick. (F) Negativbeispiel fir den Gradienten nach Aspiration der beiden oberen Phasen. Die Probe enthalt
noch einige Myelinreste (schwarzer Pfeil).

Eine mangelhafte Reinheit der Einzelzellsuspensionen war haufig auf eine
unzureichende Schichtung des Gradienten zurickzuflhren, weshalb die in
Abschnitt 2.2.4 beschriebene alternative Vorgehensweise fur den Fall eines

fehlerhaften Gradienten entwickelt wurde.

Das Ziel dieser alternativen Methode war es, die Zell-Viabilitdt zu bewahren und
gleichzeitig einen erneuten Versuch zu unternehmen, Myelin- und Zelltrimmer
effektiv aus der Zellsuspension zu entfernen.
Diese entwickelte alternative Vorgehensweise ermoglichte trotz initial fehlerhafter
Gradienten-Schichtung eine effektive Entfernung von Myelin und Zelltrimmern.
Zudem erhohte diese Modifikation die Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit

der Experimente erheblich.

3.2.2 Erfolgreiche Implementierung optimierter Methoden: Ergebnisse

der Zellisolation nach Troubleshooting

Nach der Implementierung der in Abschnitt 3.2.1 aufgeflihrten gezielten
Modifikationen und Optimierungen des Zellisolationsprotokolls, konnten in den
darauffolgenden Experimenten signifikant verbesserte Reinheiten der
Einzelzellsuspensionen nachgewiesen werden. Die Abbildungen 8-11
veranschaulichen die detaillierten FACS-Panels, die zur Analyse, der mittels
MACS isolierten Einzelzellsuspensionen von Oligodendrozyten, Astrozyten und

Neuronen verwendet wurden.
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Abb. 8 Durchflusszytometrische Analysen von Oligodendrozyten, die aus adulten Mausen isoliert
wurden. Abkirzungen: ACSA- 2= Astrozyten-Oberflachenantigen-2; APC = Allophycocyanin; CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; ECD = energy-coupled dye; FACS = Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell sorting; FITC-A= Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A =
Forwardscatter Area; FSC-H = Forwardscatter Height; FSC-W = Forwardscatter Width; MACS =
Magnetisch-aktivierte Zellsortierung; Mg = Mikroglia; O4 = Oligodendrozytenmarker 4; SSC-A = Sidescatter
Area; ZNS = Zentrales Nervensystem. Reprasentative Reinheitsanalyse von Oligodendrozyten, die aus
adulten Mausen unter Verwendung von anti-O4-MicroBeads mittels MACS isoliert wurden. Die obere Reihe
des FACS-Panels zeigt Punktdiagramme vor der Zellsortierung. Nach der Auswahl von lebenden (SSC-A/
FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W) wurden verbliebene Mikroglia und Lymphozyten in der
Zellsuspension identifiziert. AnschlieRend erfolgte die Charakterisierung der Oligodendrozyten innerhalb der
ZNS-Zellpopulation anhand ihrer O4-Expression.
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Abb. 9 Durchflusszytometrische Analysen von Astrozyten, die aus adulten Mausen isoliert wurden.
Abkirzungen: ACSA-2 = Astrozyten-Oberflachenantigen-2; APC = Allophycocyanin; CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; ECD = energy-coupled dye; FACS = Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell sorting; FITC-A = Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A
= Forwardscatter Area; FSC-H = Forwardscatter Height; FSC-W = Forwardscatter Width; MACS =
Magnetisch-aktivierte Zellsortierung; Mg = Mikroglia; O4 = Oligodendrozytenmarker 4; SSC-A = Sidescatter
Area; ZNS = Zentrales Nervensystem. Reprasentative Reinheitsanalyse von Astrozyten nach Isolation aus
dem Negativdurchfluss von Oligodendrozyten aus adulten Mausen mittels anti-ACSA-2-MicroBeads. Die
obere Reihe des FACS-Panels zeigt Punktdiagramme vor der Zellsortierung. Nach der Auswahl von
lebenden (SSC-A/ FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W) wurden verbliebene Mikroglia und
Lymphozyten in der Zellsuspension identifiziert. AnschlieRend erfolgte die Charakterisierung der Astrozyten
innerhalb der ZNS-Zellpopulation anhand ihrer ACSA-2-Expression.
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Abb. 10 Durchflusszytometrische Analysen von Neuronen, die aus adulten Mausen isoliert wurden.
Abkirzungen: ACSA-2 = Astrozyten-Oberflachenantigen-2; APC = Allophycocyanin; CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; ECD = energy-coupled dye; FACS = Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell sorting; FITC-A = Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A
= Forwardscatter Area; FSC-H= Forwardscatter Height; FSC-W= Forwardscatter Width; MACS =
Magnetisch-aktivierte Zellsortierung; Mg = Mikroglia; O4 = Oligodendrozytenmarker 4; SSC-A = Sidescatter
Area; ZNS= Zentrales Nervensystem. Reprasentative Reinheitsanalyse von Neuronen nach Isolation aus
dem Negativ-Durchfluss von Oligodendrozyten aus adulten Mausen. Die Isolation der Neurone erfolgte
durch die Depletion aller nicht-neuronalen Zellen mit biotinylierten Antikdrpern und anti-Biotin-MicroBeads.
Nach der Auswahl von lebenden (SSC-A/ FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W) wurden verbliebene
Mikroglia und Lymphozyten in der Zellsuspension identifiziert. AnschlieRend erfolgte die Charakterisierung
der Neurone innerhalb der ZNS-Zellpopulation anhand ihrer fehlenden O4- bzw. ACSA-2-Expression.

Neurone wurden durch ihre fehlende O4- bzw. ACSA-2-Expression definiert
(Abbildung 10). Daruber hinaus wurde eine nachfolgende intrazellulare Farbung
mit einem NeuN-Antikérper als Neuronen-spezifischer Kernmarker erganzend
zum extrazellularen Farbeprotokoll durchgefihrt, um eine zusatzliche
Reinheitskontrolle der neuronalen Zellsuspension zu ermoglichen (Abbildung
11). Zur Bestimmung des Schwellenwertes, ab wann die NeuN-Farbung als

positiv zu bewerten ist, wurden Fluorescence Minus One-Kontrollen eingesetzt.
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Abb. 11 Durchflusszytometrie-Analyse von aus adulten Mdausen gewonnenen Neuronen nach
NeuN-Markierung. Abkiirzungen: APC = Allophycocyanin; CD = Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster
of differentiation; FACS = Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell sorting;
FITC-A= Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A = Forwardscatter Area; FSC-H = Forwardscatter Height; FSC-
W = Forwardscatter Width; MACS = Magnetisch-aktivierte Zellsortierung; Mg = Mikroglia; O4 =
Oligodendrozytenmarker 4; NeuN = RNA-Bindungsprotein Fox-1-Homolog 3; SSC-A = Sidescatter Area;
ZNS = Zentrales Nervensystem. Exemplarische Reinheitsanalyse von Neuronen, die mittels Depletion
aller nicht-neuronalen Zellen durch Markierung mit biotinylierten Antikérpern und anti-Biotin-MicroBeads
aus adulten Mausen isoliert wurden. NeuN wurde als Neuronen-spezifischer Kernmarker ergdnzend zum
extrazelluldren Farbeprotokoll eingesetzt, um eine zuséatzliche Reinheitskontrolle der neuronalen
Zellsuspension zu ermdglichen. Nach der Auswahl von lebenden (SSC-A/ FCS-A) und Einzelzellen (FSC-
H/ FSC-W) wurden verbliebene Lymphozyten in der Zellsuspension identifiziert und von der
nachfolgenden Analyse ausgeschlossen. Innerhalb der neuronalen Zellsuspension zeigten 87,58 % der
isolierten Neuronen eine NeuN-positive Farbung.

In Folge gelang es, durchschnittliche Reinheiten der Einzelzellsuspensionen von
91,16% * 2% fur Mikroglia, 90,5% % 2,12% fur Oligodendrozyten, 83,91% =
2,15% fur Astrozyten und 89,58% + 2,5% flr Neurone bei naiven Replikaten zu
erzielen (Abbildung 12). Korrespondierend dazu konnten in den EAE-Mausen
durchschnittliche Reinheiten von 87,97% * 2,45% fur Oligodendrozyten, 92,16%
1 0,95% fur Mikroglia, 83,74% £ 1,15% fur Astrozyten und 76,68% + 4,84% fur
Neurone erreicht werden (Abbildung 12).
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Abb. 12 Quantitative @ Auswertung der durchflusszytometrischen  Analysen der
Einzelzellsuspensionen vor und nach Optimierung des Zellisolationsprotokolls. Abklrzungen: EAE =
Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis; MACS = Magnetisch-aktivierte Zellsortierung; SEM =
Standardfehler des Mittelwertes. (A) Durchschnittliche Reinheits- sowie Viabilititsanalysen der mittels
MACS-isolierten Einzelzellsuspensionen wahrend der Etablierungsphase (n=3). (B) Durchschnittliche
Reinheits- und Viabilitdtsanalysen der mittels MACS isolierten Einzelzellsuspensionen sowie
durchschnittlich isolierte Zellzahl pro Maus aus EAE- und naiven Mausen nach Optimierung des
Zellisolationsprotokolls. Die Balkendiagramme zeigen jeweils die durchschnittliche Reinheit,
Lebensfahigkeit und isolierte Zellzahl pro Maus flr jeden isolierten Zelltyp. Die Daten werden als Mittelwert
+ SEM dargestellt. Fir jeden Zelltyp wurden fiinf biologische Replikate sowohl fiir die naiven als auch die
EAE-Mause gemessen.
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Trotz der mechanischen Belastung durch das MACS- und FACS-Verfahren,
belief sich die durchschnittliche Viabilitat aller isolierten ZNS-residenten Zelltypen
auf 85,8% bei naiven Mausen bzw. 81,6% bei den EAE-Replikaten.
Diese Ergebnisse bestatigten ebenfalls die Annahme, dass eine parallele
Isolation von Astrozyten und Neuronen im Anschluss an die Isolation der
Oligodendrozyten zu keiner signifikanten Reduktion der Zell-Viabilitat fuhrte
(Abbildung 12).

Pro naiver Maus konnten durchschnittich 2,12 x 10° + 041 x 10°
Oligodendrozyten, 0,11 x 10% = 0,02 x 10° Mikroglia, 1,50 x 10° £ 0,2 x10°
Astrozyten und 0,30 x 10° + 0,05 x 10° Neurone aus dem ZNS-Homogenat isoliert
werden (Abbildung 12).

Die Isolation der ZNS-residenten Zelltypen aus EAE-Mausen erfolgte wahrend

des Krankheitsmaximums, das heif3t 16 Tage nach der Immunisierung.

Bei der Aufarbeitung der EAE-Mause wurden pro Maus durchschnittlich 2,21 x
10%+ 0,58 x 10° Oligodendrozyten, 0,14 x 10%+ 0,02 x 10° Mikroglia, 1,45 x 10% £
0,23 x 10° Astrozyten und 0,45 x 10° £ 0,08 x 10° Neurone aus dem ZNS-
Homogenat isoliert (Abbildung 12).

Das vorliegende Zellisolationsprotokoll schafft somit die Grundlage fur eine
zuverlassige Analyse zellularer Interaktionen sowie den prazisen Vergleich
molekularer und biochemischer Parameter zwischen den einzelnen Zelltypen.
Durch die hier beschriebene Methode werden Artefakte, die durch die
Verwendung unterschiedlicher Mausproben zur Isolation der Zelltypen entstehen
konnten,  signifikant  reduziert, wodurch  Experimente  mit  hoher
Reproduzierbarkeit ermoglicht werden. DarUber hinaus wird die Anzahl der
Versuchstiere im Sinne des 3R-Prinzips und gemall dem Tierschutzgesetz

minimiert.

Zusammenfassend kann in diesem zweiten Ergebnisteil festgehalten werden,
dass das hier dargelegte Protokoll eine hdchst effiziente Methode zur simultanen
Isolation aller ZNS-residenten Zelltypen aus einem murinen ZNS-Replikat
darstellt.
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Dieses Zellisolationsprotokoll  eroffnet  die  Moglichkeit,  neuro-gliale
Zellinteraktionen und neuroinflammatorische Signalkaskaden ex vivo aus einer
einzelnen ZNS-Zellsuspension zu untersuchen. Daruber hinaus koénnen
verschiedene ZNS-residente Zelltypen in unterschiedlichen Stadien des EAE-
Verlaufes in Bezug auf relevante biochemische Signaltransduktionswege und
zellulare Interaktionen untersucht werden. Aufgrund der hohen Reinheit und
Viabilitat der generierten Einzelzellsuspensionen ermdoglicht dieses Protokoll

daruber hinaus die Durchfuhrung umfassender Multi-Omics-Analysen.
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3.3 Etablierung durchflusszytometrischer Analysen der

periphereren Immunzellen

Um die zugrundeliegende Pathophysiologie der Neuroinflammation und der
daran beteiligten Zelltypen besser verstehen zu kdnnen, ist es von groler
Bedeutung neben den ZNS-residenten Zellen ebenfalls Analysen der peripheren
Immunzellen durchzufihren. Dieser dritte Ergebnisteil widmet sich der
Etablierung eines erganzenden Immunzellpanels flr die Durchflusszytometrie in
das ZNS immigrierter Immunzellen, die aus demselben ZNS-Replikat stammen,

aus dem zuvor die ZNS-residenten Zellen isoliert wurden (Tabelle 11).

Immunzellpanel (extrazelluldres Farbeprotokoll)

Cytoflex Kanal FACS-Antikorper Finale Konzentration
FITC GFP blue CD11b-FITC 1:50
(clone M1/70)
PC7 yellow green CD19-PE/Cy7 1:100
(clone 6D5)
APC red CD25-APC 1:100

(clone PC61)

CD8a-AF700 1:100
(clone 53-67)

APC-A700 red

APC/Cy7 CD45 APC/Cy7 1:200
(clone 30-F11)
PB450 violet CD4-BV421 1:100
(clone RM4-5)
KO525 violet FVD506 1:100.000

CD16/32 1 yg pro 108 Zellen

Tabelle 11. Durchflusszytometrisches Inmunzellpanel (extrazelluldres Farbeprotokoll). Abkiirzungen:
APC = Allophycocyanin; BV = engl. brilliant violet; CD = Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of
differentiation; Cy = Cyanin 7; FACS = Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, engl. fluorescence-activated cell
sorting; FITC = Fluoresceinisothiocyanat; FVD = engl. fixable viability dye; GFP = Grin fluoreszierendes
Protein; PB = engl. pacific blue; PC7 = PE-Cyanin-7-Farbstoff; PE = Phycoerythrin; ZNS = Zentrales
Nervensystem. Immunzellpanel zur durchflusszytometrischen Analyse peripherer, immigrierter
Immunzellen, die aus demselben ZNS-Replikat stammen, aus dem zuvor die ZNS-residenten Zellen isoliert
wurden. Die Tabelle bietet eine Ubersicht (iber die verwendeten Antikérper, die entsprechenden Farbstoffe
sowie deren Konzentrationen.
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Die durchflusszytometrische Analyse der peripheren Immunzellen erfolgte im
Anschluss an die Zellisolation der ZNS-residenten Zellen. Zu Beginn wurde der
negative Durchfluss der Astrozyten mit dem positiven Durchfluss der Neuronen
in einem Falcon gepoolt. Diese Zellsuspension war infolgedessen nahezu frei
von einer Kontamination durch ZNS-residenten Zellen. Die Analyse dieser
gepoolten Zellsuspension erfolgte unter der Annahme, dass alle relevanten
Immunzell-Populationen der Peripherie, die im Rahmen der Neuroinflammation

in das ZNS infiltrierten, in dieser Probe enthalten waren.

Nach der Selektion von lebenden (SSC-A/ FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/
FSC-W) wurden verbliebene CD45ntermediateCH11phish-Mikroglia identifiziert und
aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Analysen des Immunzellpanels
umfassten somit alle CD45"-Zellen im ZNS, die aus demselben Replikat

stammten, aus dem zuvor die ZNS-residenten Zellen isoliert wurden.

Die Differenzierung von Makrophagen und Monozyten erfolgte anhand der
Oberflachenmarker CD11b und CD45, angefarbt mit FITC und APC-750. Die
Darstellung im CD11b FITC-A/ CD45 APC-A750-Plot erlaubte die Identifizierung
und Quantifizierung der CD11b*-Zellen innerhalb der CD45*-Population
(Abbildungen 13, 14).
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Abb. 13 Immunzellpanel zur durchflusszytometrische Analyse peripherer Immunzellen aus einer
ZNS-Zellsuspension von naiven Mausen. Abklrzungen: APC = Allophycocyanin; CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; FITC-A = Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A =
Forwardscatter Area; FSC-H = Forwardscatter Height; FSC-W = Forwardscatter Width; Mg = Mikroglia; PB
= Pacific Blue; PC7 = PE-Cyanin-7-Farbstoff; SSC-A = Sidescatter Area, Tregs = regulatorische T-Zellen;
ZNS = Zentrales Nervensystem. Exemplarische durchflusszytometrische Analyse peripherer Immunzellen
aus einer ZNS-Zellsuspension von naiven Mausen. Die durchflusszytometrische Analyse der peripheren
Immunzellen erfolgte im Anschluss an die Zellisolation der ZNS-residenten Zellen. Hierfur wurde der Positiv-
Durchfluss der Neuronen mit dem Negativ-Durchfluss der Astrozyten in einem Falcon gepoolt. Nach der
Selektion von lebenden (SSC-A/ FCS-A) und Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W) wurden verbliebene
CD45"CD11bMgh-Mikroglia identifiziert und aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die anschlieRenden
Analysen des Immunzellpanels umfassten alle CD45*-Zellen im ZNS, die aus demselben Replikat
stammten, aus dem zuvor die ZNS-residenten Zellen isoliert wurden. Makrophagen und Monozyten wurden
hierflir anhand ihrer CD45- und CD11b-Expression identifiziert. Die Charakterisierung von B-Lymphozyten
erfolgte durch deren CD19-Expression innerhalb der CD45*CD11b*-Zellpopulation. T-Lymphozyten wurden
durch eine fehlende Expression von CD19 innerhalb der CD45*CD11b--Population klassifiziert. Zur weiteren
Differenzierung der T-Zellpopulation wurden die Oberflachenmarker CD4 und CD8a verwendet. Fur eine
detaillierte Analyse der T-Zellaktivierungsmuster wurde die CD25-Expression auf unterschiedlichen T-
Zellpopulationen gemessen. Dabei wurden CD4*CD25*-T-Zellen in dieser Arbeit als Tregs charakterisiert.
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Abb. 14 Immunzellpanel zur durchflusszytometrische Analyse peripherer Immunzellen aus einer
ZNS-Zellsuspension von EAE-Mausen. Abklurzungen: APC = Allophycocyanin; CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; FITC-A = Fluoresceinisothiocyanat; FSC-A =
Forwardscatter Area; FSC-H = Forwardscatter Height; FSC-W = Forwardscatter Width; Mg = Mikroglia; PB
= Pacific Blue; PC7 = PE-Cyanin-7-Farbstoff; SSC-A = Sidescatter Area, ZNS = Zentrales Nervensystem.
Exemplarische durchflusszytometrische Analyse peripherer Inmunzellen aus einer ZNS-Zellsuspension von
EAE-Mausen. Die durchflusszytometrische Analyse der peripheren Immunzellen erfolgte im Anschluss an
die Zellisolation der ZNS-residenten Zellen. Hierfur wurde der Positiv-Durchfluss der Neuronen mit dem
Negativ-Durchfluss der Astrozyten in einem Falcon gepoolt. Nach der Selektion von lebenden (SSC-A/ FCS-
A) und Einzelzellen (FSC-H/ FSC-W) wurden verbliebene CD45M CD11b"e"-Mikroglia identifiziert und aus
der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die anschlielenden Analysen des Immunzellpanels umfassten alle
CD45*-Zellen im ZNS, die aus demselben Replikat stammten, aus dem zuvor die ZNS-residenten Zellen
isoliert wurden. Makrophagen und Monozyten wurden hierfiir anhand ihrer CD45- und CD11b-Expression
identifiziert. Die Charakterisierung von B-Lymphozyten erfolgte durch ihre CD19-Expression innerhalb der
CD45*CD11b*-Zellpopulation. T-Lymphozyten wurden durch eine fehlende Expression von CD19 innerhalb
der CD45*CD11b" -Population klassifiziert. Zur weiteren Differenzierung der T-Zellpopulation wurden die
Oberflachenmarker CD4 und CD8a verwendet. Fir eine detaillierte Analyse der T-Zellaktivierungsmuster
wurde die CD25-Expression auf unterschiedlichen T-Zellpopulationen gemessen. Dabei wurden
CD4*CD25*-T-Zellen in dieser Arbeit als Tregs charakterisiert.

Die Definition der Lymphozyten-Population basierte auf der Expression von
CD45 sowie einem fehlenden CD11b-Signal. Innerhalb dieser CD45*CD11b-

Population erfolgte eine Charakterisierung der B-Lymphozyten anhand ihrer
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Expression von CD19. Dementsprechend wurden T-Lymphozyten innerhalb
derselben CD45*CD11b-Population durch das Fehlen der CD19-Expression
klassifiziert.

Zur weiteren Differenzierung der T-Zell-Subpopulationen wurden die
Oberflachenmarker CD4 und CD8a verwendet. Die Darstellung dieser Marker im
CD8a APC-A700-A / CD4 PB450-A-Plot ermdglichte eine Unterscheidung der
CD4*- und CD8*-T-Zellen (Abbildungen 13, 14). Innerhalb der CD4*-Population
wurden regulatorische T-Lymphozyten (Tregs) durch die zusatzliche Expression
des CD25-Markers charakterisiert.

Fur die detaillierte Untersuchung der T-Zell-Aktivierung im Kontext der EAE
wurde zudem die Expression des Aktivierungsmarkers CD25 auf verschiedenen
T-Zell-Subpopulationen gemessen, darunter CD4*- und CD8*-T-Zellen, doppelt-
negative T-Zellen sowie CD45"3" CD11b--Lymphozyten.

Eine vollstandige Ubersicht des entwickelten FACS-Panels wird in den
Abbildungen 13 und 14 dargestellt.

Das Ziel dieser FACS-Analyse war es, periphere Immunzellen in naiven bzw.
EAE-Mausen zu detektieren und hinsichtlich ihrer Verteilung zu analysieren. In
diesem Zusammenhang wurde jeweils der Anteil der unterschiedlichen

Zellpopulationen an der Gesamtheit der CD45*-Zellen im ZNS bestimmt.

Unter physiologischen Bedingungen konnte dabei ein durchschnittlicher Anteil
von 3% + 0,43% der CD45"9"CD11b*-Zellen, 1,12% + 0,25% der B-
Lymphozyten, 1,42% * 0,33% der CD4*-T-Lymphozyten, 0,04% * 0,02% der
CD8*-zytotoxischen T-Zellen und 0,02% + 0,02% der CD4*CD25"d"-
regulatorischen T-Zellen in den ZNS-Zellsuspensionen nachgewiesen werden
(Abbildung 15).

Im Gegensatz dazu wurden im Kontext der EAE zum Zeitpunkt des
Krankheitsmaximums an Tag 16 durchschnittlich 53,20% + 3,16% der CD45"g"
CD11b*-Zellen, 1,20% * 0,55% der B-Lymphozyten, 19,97% * 4,64% der CD4*-
T-Lymphozyten, 2,13% + 0,463% der CD4*CD25"9"- regulatorischen T-Zellen,
jedoch keine CD8*-zytotoxischen T-Zellen detektiert (Abbildung 15). Diese
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experimentellen Daten zeigten somit eine signifikante Zunahme von
Makrophagen, Monozyten, CD4*-T-Lymphozyten als auch der CD4*CD25*-
Tregs im ZNS bei EAE-induzierter Neuroinflammation im Vergleich zu naiven

Mausen.

80-
@ Naiv
60—
@ EAE Tag 16

40- ® FEAE Tag20

20+

% aller CD45"-Zellen

Abb. 15 Verteilung der peripheren Imnmunzell-Populationen in Bezug auf die Gesamtheit der CD45*-
Zellen im ZNS wédhrend des EAE-Verlaufs sowie bei naiven Mausen. Abkirzungen: CD =
Unterscheidungsmerkmale, engl. cluster of differentiation; EAE = Experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis; Tregs = regulatorische T-Zellen; ZNS = Zentrales Nervensystem. Die
durchflusszytometrische Analyse der peripheren Immunzellen erfolgte im Anschluss an die Zellisolation der
ZNS-residenten Zellen. Hierfir wurde der Positiv-Durchfluss der Neuronen mit dem Negativ-Durchfluss der
Astrozyten in einem Falcon gepoolt. Zunachst wurden verbliebende CD45™ CD11bhigh-Mikroglia identifiziert
und aus der weiteren Analyse ausgeschlossen. In der darauffolgenden Untersuchung der ZNS-
Zellsuspension wurde jeweils der Anteil peripherer Immunzellen an der Gesamtheit aller CD45*-Zellen
bestimmt. Die Identifizierung und Charakterisierung der Zelltypen erfolgte anhand ihrer spezifischen
Oberflachenmarker-Expression. Die experimentellen Daten zeigten eine signifikante Zunahme der
CD45"e"CD11b* -Zellen, der CD4*-T-Lymphozyten als auch der CD4*CD25*-Tregs im ZNS bei EAE-
induzierter Neuroinflammation im Vergleich zu naiven Mausen. Zudem konnte eine Reduktion des Anteils
der CD45Ms"CD11b*-Zellen sowie eine relative Zunahme der CD4*-T-Lymphozyten und der CD4*CD25*-
Tregs im ZNS an Tag 20 im Vergleich zu Tag 16 des EAE-Verlaufs detektiert werden. Die experimentellen
Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt. Es wurden jeweils 3 Replikate von EAE- und 5 Replikate
von naiven Mausen pro Zelltyp gemessen.

Des Weiteren wurde eine vergleichende Analyse der peripheren
Immunzellverteilung im ZNS zum Zeitpunkt des Krankheitsmaximums an Tag 16
mit derer zu Beginn der Remissionsphase an Tag 20 durchgefihrt.

An Tag 20 des EAE-Verlaufs wurden durchschnittlich 31,03% + 8,15% der
CD45Ndh CD11b*-Zellen, 1,83% + 0,27% der B-Lymphozyten, 32,43% + 7,00%
der CD4*-T-Lymphozyten, 5,60% * 1,23% der CD4*CD25"9"- regulatorischen T-
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Zellen sowie 0,13% + 0,07% der CD8*-zytotoxischen T-Zellen nachgewiesen
(Abbildung 15).

Im Rahmen der vorliegenden Analyse konnte somit ein Unterschied in der
Immunzellverteilung im ZNS zwischen Tag 16 und Tag 20 festgestellt werden,
welcher sich durch einen reduzierten Anteil an CD45"9"CD11b* -Zellen sowie
eine relative Zunahme von CD4*-T-Lymphozyten und CD4*CD25*-Tregs an Tag

20 auszeichnete.

Zusammenfassend wurde in  diesem  dritten Ergebnisteil  eine
durchflusszytometrische Methode zur Analyse von ZNS-Praparaten unter
physiologischen als auch inflammatorischen Bedingungen erganzend zum
bestehenden Zellisolationsprotokoll entwickelt und etabliert. Das in dieser Arbeit
vorgestellte Immunzellpanel ermdglicht eine synchrone phanotypische
Charakterisierung der von peripher immigrierten Immunzellen aus demselben
ZNS-Replikat, aus dem zuvor die ZNS-residenten Zellen isoliert wurden. Zudem
konnten signifikante Unterschiede in der Haufung und Verteilung der peripheren
Immunzellen im ZNS sowohl zwischen naiven und EAE-Replikaten als auch im

Verlauf der EAE nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Angesichts der zunehmenden Erkenntnisse Uber die bedeutende Rolle ZNS-
residenter Zellen in der Krankheitsatiologie und dem Verlauf der MS ist es von
entscheidender Bedeutung, prazise und reproduzierbare Zellisolationsprotokolle
zu entwickeln, die die Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen und

potenzieller therapeutischer Zielstrukturen unterstutzen.

Obwohl bereits eine Auswahl etablierter Zellisolationsprotokolle zur Isolation
ZNS-residenter Zellen vorhanden ist, sind diese meist darauf ausgelegt, jeden
Zelltyp einzeln zu isolieren. In der vorliegenden Arbeit wurde eine bestehende
Methode zur simultanen Isolation von Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten
und Neuronen aus einem ZNS-Replikat an einem neuen Standort systematisch
etabliert, optimiert und validiert. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin,
ausreichende Reinheiten fir die nachfolgende Durchfihrung von Multi-Omics-
Analysen der verschiedenen ZNS-residenten Zelltypen zu erreichen sowie in der
Integration eines neuen FACS-Panels zur Durchflusszytometrie immigrierter
Immunzellen desselben ZNS-Replikates. Die Zusammenfuhrung der Analyse
dieser beiden wichtigen Kompartimente in einem Protokoll ermdglicht ein
umfassenderes Verstandnis der MS. Daruber hinaus erwies sich das Protokoll

sowohl bei naiven als auch bei EAE-Tieren als zielfihrend und durchfihrbar.

Im Folgenden werden die methodische Vorgehensweise, der theoretische
Bezugsrahmen sowie die erzielten Fortschritte und deren wissenschaftliche
Relevanz diskutiert und im Kontext bestehender Literatur betrachtet, um die
Implikationen fur zuklnftige Forschungsansatze und klinische Anwendungen

herauszuarbeiten.

41 EAE als Forschungsmodell fur die Multiple Sklerose:

Relevanz und Limitationen

Auch wenn das EAE-Modell einen etablierten Standard zur Erforschung der MS-

Pathologie darstellt, weist das Immunsystem von Mensch und Maus sowohl
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geno- als auch phanotypische Unterschiede auf 81,85,
Im Gegensatz zu der bislang nur unvollstandig geklarten Pathophysiologie der
MS, erfolgt die EAE-Induktion aktiv durch das MOG 3555 -Antigen. Dieses
induziert eine periphere Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen, welche das ZNS

Uber die der BHS infiltrieren 8098,

Die Autoimmunreaktion in der EAE beruht primar auf einer durch CD4*-T-Zell-
vermittelten Immunreaktion, die mit der Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine wie IFN-y und IL-17 einhergeht 885, CD8*-T-Lymphozyten sowie B-
Lymphozyten spielen in diesem Tiermodell eine nachrangige Rolle 8%, Eine
weitere Abweichung in der Krankheitsatiologie zum menschlichen Organismus
ist die zusatzliche Injektion von Ptx in die Maus, die die klonale Expansion von T-

Zellen und eine Permeabilitatserhohung der BHS bewirkt °.

Im Gegensatz dazu zeigten zahlreiche humane Studien eine Dominanz von
CD8*-T-Lymphozyten gegentber CD4*-Zellen in Hirnregionen von MS-
Patient:innen mit entzindlichen Zellinfiltraten %0 Neuropathologische als auch
experimentelle Daten belegten zudem, dass die anhaltende CD8*-T-Zell-
vermittelte zytotoxische Aktivitat, in Kombination mit oxidativem Stress und
inflammatorischen Zytokinen, einen Hauptfaktor flr die neuronale Schadigung
bei MS darstellt 0", Dieser unzureichend reprasentierte Aspekt der MS-
Pathophysiologie in der EAE stellt eine erhebliche Einschrankung fur die
umfassende Untersuchung der Erkrankung im Mausmodell und die Interpretation

von Forschungsergebnissen dar.

Die klinische Manifestationsform der EAE zeigt sich innerhalb weniger Tage nach
Immunisierung durch eine aufsteigende Lahmung der Gliedmalien, einem
reduzierten Allgemeinzustand und Gewichtsverlust 102193, Die Auspragung der
Symptome sowie der Krankheitsverlauf variieren in Abhangigkeit von der Art des
EAE-Modelles °. Charakteristisch flr die EAE ist eine starke Demyelinisierung
des Ruckenmarks, wobei Sehnerv, Gro3hirnrinde oder Kleinhirn oftmals nur in
geringem MaR betroffen sind %,
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Im Gegensatz dazu zeigt sich das klinische Erscheinungsbild der multifokalen
MS in differenzierterer Form: Die Auspragung der klinischen Symptome ist dabei
individuell verschieden und durch den betroffenen ZNS-Lokus bedingt 6. Der
Groldteil der demyelinisierenden Prozesse findet sich im Grofhirn und im

Kleinhirn 8.

Die Mehrheit der MS-Falle zeigt sich als langfristig chronisch-progrediente Form
5. Obwohl es zu teilweisen oder vollstandigen Ruckbildungen einzelner
Krankheitsschube kommen kann, zeigt die Erkrankung bei den meisten
Patient:innen ein fortschreitendes klinisches Bild. Im Gegensatz zum
monophasischen Verlauf der EAE, bei dem in der Remissionsphase haufig eine
vollstandige Symptomrickbildung beobachtet wird, ist dies bei dem Grolteil der
MS-Patient:innen selten der Fall °. Der Krankheitsverlauf der MS ist stattdessen
durch rezidivierende Schube und eine kontinuierliche Progression
gekennzeichnet, bedingt durch die anhaltende Krankheitsaktivitat. Sobald das
Ausmal} der zentralen Lasionen die Fahigkeit des ZNS zur funktionellen
Kompensation Ubersteigt, wird die MS klinisch progressiv 194, Infolgedessen
leiden viele MS-Patient:innen im Krankheitsverlauf unter bleibenden

neurologischen Defiziten, die langfristig zu einer kumulativen Behinderung fuhren
104

Zusammenfassend stellt die EAE ein wertvolles Krankheitsmodell dar, um die
Kernaspekte der MS wie Demyelinisierung, Neuroinflammation und
Neurodegeneration vertieft zu analysieren. Trotz immunologischer Differenzen
zur MS bietet dieses Modell aktuell eine der besten Mdoglichkeiten, diese
prototypische  neuroinflammatorische  Autoimmunerkrankung mit ihren
systemischen Dimensionen zu untersuchen. Ein kritisches Hinterfragen der
Ubertragbarkeit von Forschungsergebnissen, die auf EAE-Experimenten

basieren, ist dabei unerlasslich.
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4.2 Methodische Vorgehensweise

Durch die in Abschnitt 3.1 beschriebenen Modifikationen und gezielten
Optimierungen bei der Etablierung des hier verwendeten EAE-Modells konnte
die Inzidenz von initial durchschnittlich 22,22 + 11,28% auf 84,26% + 4,08%
gesteigert werden. Die erzielte Steigerung der Inzidenz kann als eine deutliche
Verbesserung betrachtet werden, erreicht jedoch nicht das theoretische Optimum

von 100%, wie von Huntemann et al. (2022) berichtet.

Die vollstandige Standardisierung biologischer Modelle stellt haufig eine
Herausforderung dar, da selbst geringfugige Abweichungen im Protokoll oder in
den Haltungsbedingungen der Tiere erhebliche Auswirkungen auf die Inzidenz
haben konnen. Trotz dieser Einschrankungen gewahrleistete die erreichte
Inzidenz eine ausreichend hohe Anzahl erkrankter Tiere und bildete somit eine

robuste Grundlage fur die geplanten Zellisolationsversuche.

Die hiesige Forschungsarbeit konzentriert sich auf die Isolation von Primarzellen
aus Mausgewebe. Primarzellen eignen sich besonders gut, um in vivo
Konditionen von Zellen zu untersuchen. Die Eigenschaften der Primarzellen sind
jedoch stark von den biologischen Gegebenheiten des jeweiligen Tieres
abhangig, aus dem die Zellen isoliert wurden. Durch die ausschlieRliche
Verwendung von Mausen einer definierten Altersgruppe, konnte die tierbedingte
Variabilitdt in unserer Studie minimiert werden. Bei der Interpretation der
Ergebnisse ist jedoch zu beachten, dass mikroregionale oder strukturelle
Unterschiede im ZNS (bspw. Zuordnung der isolierten Zellen zu Grol3hirnrinde,
Kleinhirn und Rickenmark sowie Unterschiede in der Myeliniserung) nicht
berticksichtigt wurden, obwohl diese fir das Verstandnis pathologischer

Signalkaskaden von Bedeutung sein kdnnten.

4.2.1 Optimierung der Zellisolation durch Pooling von ZNS-Gewebe

Prinzipiell ist es fur die Durchfihrung des vorliegenden Zellisolations-Protokolls
nicht zwingend erforderlich, mehrere ZNS-Gewebe zu poolen. Diese

Entscheidung kann vom Experimentator bzw. der Experimentatorin individuell
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getroffen werden, abhangig vom spezifischen Forschungsansatz und der
angestrebten finalen Zellzahl. Die Verwendung unterschiedlicher Mause zur
Isolation der einzelnen Zelltypen wurde jedoch die Moglichkeit ausschlief3en, alle
ZNS-residenten Zelltypen aus demselben ZNS-Replikat zu untersuchen und

miteinander in Beziehung zu setzen.

Die separate Aufarbeitung von Versuchstieren fur die jeweiligen ZNS-residenten
Zelltypen ermoglicht es daher nicht, nachfolgende Analysen neuronaler
Netzwerke und zellularer Interaktionen durchzufihren. Das in dieser Arbeit
beschriebene Protokoll bietet durch die Teilung der ZNS-Zellsuspension vor der
magnetischen Isolation von Oligodendrozyten und Mikroglia die Moglichkeit,
verschiedene Zelltypen unter identischen biologischen Bedingungen zu
untersuchen. Zudem wird durch das Gewebe-Pooling eine ausreichende Zellzahl

fur Downstream-Analysen sichergestellt.

Die Arbeit mit lediglich einem ZNS-Praparat fuhrt zu einem hohen
Materialverbrauch und dadurch zu einer geringen Kosteneffizienz. Eine
Aufarbeitung von mehr als zwei gepoolten ZNS-Zellsuspensionen erfordert
hingegen eine proportionale Hochskalierung aller Reagenzien und Volumina.
Zwei ZNS-Gewebe stellen jedoch die maximale Kapazitat pro C-Réhrchen dar.
Daher wurden alle Reagenzien und Volumina auf die Menge von zwei gepoolten

ZNS-Zellsuspensionen abgestimmt und als Standard definiert.

4.2.2 Methodenvergleich zur Isolation von Primarzellen aus dem murinen
ZNS

Die simultane Isolation von ZNS-residenten Zellen wie Oligodendrozyten,
Mikroglia, Astrozyten und Neuronen stellt eine anspruchsvolle Aufgabe dar. Dies
ist darauf zurtickzuflhren, dass jeder dieser Zelltypen spezifische mechanische

und enzymatische Anforderungen fur die Isolation mit sich bringt.

In dieser Arbeit wurden die Methoden MACS und FACS eingesetzt, die eine

effiziente Isolation mit einer hohen Zellviabilitdt und -integritat ermdoglichen
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64,105,106 Das MACS-Verfahren zeichnet sich durch einfache Handhabung und
kurze Dauer aus und eignet sich gut fir groRere Zellmengen, da verschiedene
Zelltypen parallel separiert werden konnen 19 Die Verwendung kleiner
Magnetperlen in Kombination mit spezifischen Antikorpern gewahrleistet dabei
eine besonders schonende Behandlung der Zellkonjugate mit weniger

mechanischem Stress als beim Sorting.

Die FACS-Methode hingegen ermdglicht insbesondere eine hohe Prazision und
Reinheit bei der Zellisolation und findet vor allem bei der lIsolation von
Zellpopulationen mit niedrigen Marker-Leveln oder basierend auf intrazellularen
Markern wie NeuN Anwendung '%’. Gegeniiber der MACS-Methode ist jedoch
ein hoherer Zellverlust und mechanischer Stress zu beriicksichtigen '%. Eine
vergleichende Analyse der Reinheit muriner CD4*CD25*-T-Lymphozyten, die
mittels MACS und FACS isoliert wurden, zeigte in der Studie von Yan et al.
(2009), dass die mit FACS isolierten CD4* CD25* T-Zellen eine Reinheit von etwa
99,0 % erzielten, wahrend die mit MACS isolierten Zellen eine Reinheit von etwa
91,2 % aufwiesen %8, Aktuelle Studien der letzten Jahre belegen ebenfalls die
Prazision und Effizienz von MACS und FACS bei der Isolation muriner ZNS-
residenter Zellen und zeigen, dass beide Methoden Zellsuspensionen mit einer
Reinheit von etwa 90% und einer Viabilitat von tGber 85 % isolieren kénnen 64105,
Diese Studienergebnisse stehen im Einklang mit den in dieser Arbeit

vorgestellten Ergebnissen der Zellisolation.

Beiden Methoden geht jedoch eine enzymatische und mechanische Dissoziation
bei etwa 37°C voraus, welche bereits in vielen Studien zu nachweisbaren
transkriptomischen Veranderungen fuhrten und somit die Interpretation von Multi-
Omics-Analysen verfalschen konnten . Zudem kann die Verwendung von
Antikoérpern die Funktionalitdt und die Signaltransduktion der isolierten Zellen
beeintrachtigen, naturliche Zell-Zell-Interaktionen im Gewebe stéren und die
Zellmorphologie der isolierten Zelltypen verandern. ZNS-residente Zelltypen,
insbesondere  Mikroglia, reagieren zudem mit Veranderungen ihres
phanotypischen Zustands auf ZNS-Gewebeschaden, die wahrend des

Isolationsprozesses unvermeidbar sind ', Daher war im Rahmen der
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Optimierungen des verwendeten Protokolls von gro3er Bedeutung, neben dem
Vermeiden von verlangerten Inkubationszeiten eine konstante Kuhlung
samtlicher Reagenzien und Zellsuspensionen sicherzustellen, um die Induktion

von Genen und proinflammatorischen Enzymen zu minimieren.

Darlber hinaus kann sich die Verteilung von Oberflachenmarkern im Verlauf der
Isolationsprozesse verandern, was die Interpretation der Experimente und die

Vergleichbarkeit der Ergebnisse potentiell erschweren kann 1.

Als alternative Methode ware eine Isolation durch Zellkultivierung maoglich
gewesen. Diese birgt jedoch das Risiko einer Ko-Kultivierung mit benachbarten
Zellen, was die Reinheit beeintrachtigen kann 12113, Zudem kdénnen Zellen bei
langerer Kultivierung ihren Phanotyp verandern, was die Relevanz der
Ergebnisse flr in vivo Bedingungen verringert '''. Die begrenzte Zellmenge in
Kulturen kann aufRerdem die Durchfihrung bioinformatischer Analysen

erschweren, die oft grol3e Zellzahlen erfordern.

Eine weitere effiziente Methode zur Isolation reiner Mikroglia- und Astrozyten-
Populationen stellt die Dichtegradienten-Zentrifugation dar. Diese Methode ist
jedoch aulderst zeitaufwendig und erfordert spezielle Materialien, die mit einem
hohen Kostenaufwand verbunden sind 8. Darlber hinaus setzt diese Methode
eine umfassende praktische Erfahrung in der korrekten Festlegung und
Handhabung des Dichtegradienten voraus 3. Zudem kann eine geringe
Zellausbeute Folge der Zentrifugation sowie der Trennung der beiden

Zellfraktionen sein 78.

Ahnlich verhalt es sich mit der mikrofluidischen Zentrifugationstechnik, die
ebenfalls die nétige Fachkompetenz erfordert und einen enormen Kostenfaktor

darstellt 3.

Ein fortschrittliches in-vitro-Modell zur Untersuchung von komplexen neuronalen
Strukturen und Funktionen des Gehirns, einschlieldlich dessen residenter Zellen,
stellen Brain-on-a-Chip-Systeme (BoCs) dar. Als Tragerwerkzeug werden

mikrofluidische Chips genutzt, um die Mikroumgebungen des Gehirns
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einschliel3lich zellularer Interaktionen, der extrazelluldaren Matrix und deren
physikalischen Eigenschaften nachzubilden 14115, Die Herstellung erfolgt durch
die Verwendung tierischer Embryonen oder menschlich induzierter pluripotenter
Stammzellen. Sie stellen ein vielversprechendes Instrument zur Untersuchung
neurophysiologischer Signalkaskaden und struktureller Prozesse des Gehirns
dar. BoCs sind jedoch haufig nicht in der Lage, die gesamte Komplexitat
Nervensystems abzubilden, sodass ein vollstandiges Verstandnis der den
Krankheiten zugrunde liegenden Mechanismen auf der Grundlage von BoCs
aktuell noch nicht moglich scheint 6. Zudem zeigen diese Modelle sowohl ein
limitiertes Zellwachstum als auch eine eingeschréankte Zellmigration 7118, Das
Potenzial der BoCs, zellulare Interaktionen naturgetreu nachzubilden, wird
bislang noch durch die physikalischen und biochemischen Einschrankungen

dieser Modelle begrenzt.

Unter Berlcksichtigung der aktuellen Studienergebnisse sowie der vorhandenen
Literatur, hat sich die Kombination von MACS und FACS als eine der bislang
effizientesten Methoden zur Gewinnung reiner, vitaler Zellsuspensionen
erwiesen 84105108 - Dariiber hinaus belegen die Reinheit und Lebensfahigkeit der
in dieser Arbeit isolierten Zelltypen unter physiologischen und EAE-Bedingungen,
dass diese Methoden gleichermalien fir naive sowie EAE-Tiere geeignet
sind (Abbildung 12).

4.2.3 Strategien zur zelltypspezifischen Isolation im ZNS: Markerprofile im

Vergleich

4.2.31 Isolation von Oligodendrozyten via O4

Im Rahmen der Isolation von reinen und viablen Oligodendrozyten aus dem
murinen ZNS erfolgte deren Markierung mittels anti-O4-MicroBeads. Die
Detektion des O4-Oberflachenantigens zur lIsolation von Oligodendrozyten-
Populationen wurde bereits in einer Vielzahl von Studien beschrieben und ist gut

etabliert 70119120 04 wird bereits von Pra-Oligodendrozyten auf deren
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Zelloberflache exprimiert und kann als zuverlassiger Marker fir OPCs verwendet

werden, die sich auf den oligodendroglialen Zelltyp festgelegt haben 70120,

In weiteren Publikationen wurden alternativ zu O4 das Proteoglykan Nerven/Glia-
Antigen 2 (NG2), Galactocerebrosid (GalC), Oligodendrozytenmarker 1 (O1) und
das Myelinbasisprotein (MBP) fur die Isolation von Oligodendrozyten bzw. deren
Vorlauferzellen diskutiert %8121, NG2 ist ein Marker fir friihe oligodendrogliale
Vorlauferzellen, jedoch kénnen sich NG2-positive Zellen auch in Astrozyten

differenzieren, was die Interpretation nachfolgender Analysen erschwert
58,121,58,122

GalC, MBP und O1 hingegen sind Myelinproteine, die von reifen, differenzierten
Oligodendrozyten gebildet werden %8121, In Krankheitsmodellen wie der EAE, die
mit einer gestorten Myelinisierung einhergehen, konnte die Verwendung dieser
Marker zu einer insuffizienten Identifizierung der Oligodendrozyten flhren. Die
Wahl von O4 als Isolationsmarker hingegen ermdglicht eine umfangreichere
Isolation grofRerer Oligodendrozyten-Populationen, da O4 bereits in frihen

Stadien der Oligodendrozyten-Differenzierung exprimiert wird ©°.

4.2.3.2 Isolation von Mikroglia via CD11b und CD45

Um den Einfluss der Mikroglia auf die Krankheitsatiologie und den EAE-Verlauf
zu untersuchen, ist eine Differenzierung der Mikroglia-Population von weiteren
CD11b*-Zelltypen, die wahrend der Neuroinflammation ebenfalls das ZNS
infiltrieren, wie neutrophilen Granulozyten, Makrophagen oder Monozyten 46:123,
erforderlich. Die in dieser Arbeit verwendete umfassende Gating-Strategie hierzu
ist in Abbildung 5 dargestelit.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mikroglia als CD11b*CD45"9" klassifiziert
44,46.124 Dg CD45 ebenso wie CD11b auch von Leukozyten exprimiert wird, kann
die Unterscheidung zwischen Mikroglia und infiltrierenden Leukozyten erschwert
sein 46, Die gleichzeitige Analyse beider Oberflachenmarker ermoglicht dennoch
eine Differenzierung zwischen ZNS-residenten Mikroglia und infiltrierenden
Makrophagen, die als CD11b* und mit einer hohen CD45-Expression
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charakterisiert werden. Unter inflammatorischen Bedingungen, wie bei EAE,
konnen erhdohte CD45-Expressionswerte jedoch die Trennscharfe zwischen

diesen Populationen beeintrachtigen 44.

Im Vergleich zu den anderen ZNS-residenten Zelltypen, fiel die durchschnittliche
Zellzahl der isolierten Mikroglia sowohl unter physiologischen als auch unter
EAE-Bedingungen geringer aus (Abbildung 5). In beiden Fallen wurde eine
Sortierung der CD11b*CD45"9" -Population im Anschluss an die MACS-basierte
Isolation durchgefiihrt, um die Vergleichbarkeit zwischen Mikroglia aus naiven
und EAE-Replikaten in nachfolgenden Analysen zu gewahrleisten. Grundsatzlich

kann dieser Schritt im Hinblick auf naive Replikate als optional betrachtet werden.

Die additive fluoreszenzbasierte Zellsortierung kann eine relevante
Beeintrachtigung der Integritat, Funktionalitat und Lebensfahigkeit der Mikroglia
zur Folge haben und somit als eine mogliche Ursache der verminderten Zellzahl

betrachtet werden.

Bei naiven Mausen betrug der Anteil der Mikroglia in den phanotypischen
Analysen etwa 91,16% (96% der CD11b*-Population), wahrend bei EAE-Tieren
ein Anteil von 46,85% aller lebenden Einzelzellen (55% der gesamten)
beobachtet wurde. Diese Unterschiede in der Mikroglia-Verteilung sollten bei
der Interpretation der Zellzahlen aus EAE-Mausen bertcksichtigt werden.
Wahrend der Neuroinflammation kommt es zu einer verstarkten Einwanderung
weiterer CD11b*-Zellen, wie Makrophagen, dendritischer Zellen oder
Monozyten, in das ZNS #4125, Die Ergebnisse des Immunzellpanels bestétigten
zudem eine erhohte Immigration peripherer Lymphozyten, welche zusatzlich die

Nachweisbarkeit von Mikroglia in den FACS-Analysen beeintrachtigen kann 12°,

Ein weiterer Faktor, der die Isolation und die Zellzahl der Mikroglia aus EAE-
Mausen beeintrachtigen kann, ist deren Aktivierungszustand unter
inflammatorischen Bedingungen. Aktivierte Mikroglia zeigen eine veranderte
Zellphysiologie sowie eine erhdhte CD45-Expression, was mit der eingesetzten
Gating-Strategie moglicherweise nicht erfasst wird 3126, Dies kann

falschlicherweise zu einer Reduktion der isolierten Zellzahl fiihren, weshalb bei
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geringer Ausbeute das Gating-Setup sowie die Unterscheidung zwischen

lebenden und toten Zellen angepasst werden sollten.

Alternative Marker wie das Transmembranprotein 119 (Tmem119), der P2Y-
Purinozeptor 12 (P2RY12) sowie der CX3C-Motiv-Chemokin-Rezeptor 1
(CX3CR1) wurden fur die Isolation von Mikroglia beschrieben, zeigen jedoch
unter inflammatorischen Bedingungen signifikante Einschrankungen. Tmem119
ist unter physiologischen Bedingungen zwar spezifisch fir Mikroglia, verliert
jedoch unter neuroinflammatorischen Zustanden an Sensitivitat und wird auch
von anderen Zelltypen wie follikuldaren dendritischen Zellen exprimiert 127-129,
Ebenso zeigt P2RY12, ein Marker mit zentraler Rolle in der Chemotaxis, eine
herabgesetzte Expression bei aktivierten Mikroglia und ist daher bei EAE-

Mausen weniger geeignet 44.130.130,131

In einer experimentellen Studie von Doughty et al. (2022) konnte eine 84-92,5%-
ige Expression von CX3CR1 in Mikroglia nachgewiesen werden, wobei in
weiteren Publikationen gezeigt wurde, dass CX3CR1 auch von Astrozyten und
Neuronen exprimiert werden kann 126132133 Dijes stellt eine wesentliche
Einschrankung fir die Verwendung dieses Markers in der hier verfolgten

Studienstrategie dar.

Zusammenfassend wurde die Sortierung anhand der CD11b- und CD45-
Expression als die zuverlassigste Methode zur Isolation von Mikroglia aus EAE-
Tieren erachtet, trotz Herausforderungen, die mit deren Aktivierungszustand und

den Limitationen alternativer Marker verbunden sind 434546

4233 Isolation von Astrozyten via ACSA-2

Fir die Isolation reiner und lebensfahiger Astrozyten wurde das ACSA-2-Antigen
als Marker genutzt, welches durch eine Bindung an ein extrazellulares Epitop der
Natrium-Kalium-transportierenden ATPase-Untereinheit 2 (ATP1B2) eine
spezifische Isolation von Astrozyten aus dem murinen ZNS ermdglicht 6468134,

ACSA-2 wird nicht von Neuronen oder Oligodendrozyten exprimiert und zeigt
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eine durchgangige Stabilitat in allen Entwicklungsstanden der Astrozyten, was

seine Vielseitigkeit und Zuverlassigkeit belegt 67135136,

Alternative Marker wie ACSA-1 und das saure Gliafaserprotein (GFAP) weisen
dagegen relevante Einschrankungen auf. ACSA-1 markiert den Glutamat-
Aspartat-Transporter (GLAST), der sowohl von murinen als auch humanen
Astrozyten exprimiert wird 78135137 Studien zeigten jedoch, dass GLAST auch
auf Oligodendrozyten und Mikroglia detektiert werden kann 138, Zudem ist die
GLAST-Expression anfallig fir phanotypische Veranderungen, wie sie zum

Beispiel bei der reaktiven Astrogliose auftreten 13,

GFAP hingegen fungiert als eine Hauptkomponente des zellularen, astrozytaren
Zytoskeletts und wird unter inflammatorischen Bedingungen hochreguliert, was
es als Marker flr die Untersuchung der reaktiven Astrogliose interessant macht
135,139,140 Allerdings variieren die GFAP-Expressionslevel stark in Abhangigkeit

von der Mikroumgebung sowie der ZNS-Homdoostase 4.

Zusammenfassend ermdglichte der Einsatz von ACSA-2 in dieser Studie eine
zuverlassige lIsolation reiner Astrozyten-Populationen aus EAE- und naiven
Tieren. Die stabile Expression von ACSA-2 unter sowohl inflammatorischen als
auch nicht-inflammatorischen Bedingungen fihrte zu konsistenten und

reproduzierbaren Ergebnissen (Abbildung 9+12).

4.2.3.4 Isolation von Neuronen via Negativselektion

Wahrend die Isolation von Oligodendrozyten, Mikroglia und Astrozyten durch
eine Positivselektion erfolgte, wurde die Isolation reiner Neuronen-Populationen
mittels Negativselektion durchgefuhrt. Diese methodische Vorgehensweise
ergab sich vor allem aus dem Mangel an spezifischen anti-MicroBeads flr die

Isolation von Neuronen im Rahmen einer Positivselektion.

Das verwendete Neuronen-Isolationskit von Milteny basiert auf der Kombination
eines Biotin-Antikdrper-Cocktails mit den zugehorigen anti-Biotin-MicroBeads.

Dieses Kit ermdglicht die Isolation reiner Neuronen-Populationen durch ein
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indirektes Markierungsverfahren aller nicht-neuronalen Zellen. Die Anwendung

dieses Kits ist weit verbreitet 141-143,

Miltenyi hat ein von ihnen nicht veréffentlichtes Oberflachenantigen identifiziert,
welches von der Mehrzahl aller nicht-neuronalen Zelltypen, wie bspw.
Oligodendrozyten, Mikroglia, Astrozyten, Endothelzellen und Fibroblasten,
exprimiert wird. Diese Zelltypen werden mithilfe Biotin-konjugierter MicroBeads
markiert und depletiert. Eine Ausnahme bilden Erythrozyten, die neben den
Neuronen ebenfalls keine Expression dieses unbenannten Oberflachenmarkers
aufweisen. Eine Depletion dieser Zellpopulation erfolgte in der vorliegenden

Studie jedoch bereits im Voraus in Protokollschritt 2.2.5.

Die Farbung mit NeuN als spezifischem Marker fur neuronale Zellkerne wurde
zur Validierung in einem additiven FACS-Panel eingesetzt (Abbildung 11). In
einer Studie von Berl et. al (2017) erzielte diese Methode zusammen mit dem
Miltenyi-Kit eine Reinheit von bis zu 86,5% NeuN-positiven, viablen Neuronen.
Im Vergleich dazu erreichte die FACS-basierte Isolation von fluoreszierenden
Neuronen lediglich etwa 62,4% NeuN-positive Zellen 42, Mithilfe des hier
beschriebenen Protokolls konnten unter Verwendung des Miltenyi-Kits
Reinheiten von bis zu 87,58% NeuN-positiven, viablen Neuronen generiert
werden (Abbildung 11).

Obwohl mittlerweile mehrere FACS-Marker fur die Isolation neuronaler
Stammzellen zur VerflUgung stehen, wie bspw. Fatty Acid-Binding Protein 7
(FABP7) oder Prominin-like-Protein 1 (CD133), mangelt es nach wie vor an

etablierten Alternativen fur die Isolation reifer ausdifferenzierter Neurone 144145,

Die Negativselektion mit dem Miltenyi-Kit in Kombination mit dem intranuklearen
Marker NeuN erwies sich in dieser Arbeit als zuverlassige Methode zur
Gewinnung reiner Neuronen-Populationen und stellte die bislang am besten

etablierte Methode zur Isolation von immunologisch aktiven Zellkonjugaten dar
142,146-148
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4.3 Charakterisierung der Immunzellverteilung im ZNS:

Relevanz und Implikationen des Immunzellpanels

Um ein umfassenderes Verstandnis der Immunreaktion in der Pathogenese der
EAE bzw. MS zu erlangen, ist es von gro3er Relevanz, sowohl periphere
Immunzellen als auch ZNS-residente Zellen aus einem EAE-Zell-Homogenat

zeitgleich mittels FACS zu analysieren.

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnten signifikante Unterschiede in der
Haufung und Verteilung der peripheren Immunzellen in naiven versus EAE-
Replikaten sowie innerhalb des EAE-Verlaufs festgestellt werden (Abbildung
15). Das hier beschriecbene FACS-Panel erlaubt eine differenzierte
phanotypische Charakterisierung peripherer und zentraler Immunzellen aus
demselben ZNS-Homogenat, wodurch der Informationsgewinn pro Maus

maximiert wird.

Das zusatzlich in die Analysen einbezogene periphere Kompartiment kann als
Jfunfter Zelltyp“ des Protokolls betrachtet werden. Die zeitliche Koordination
peripherer und zentraler Immunantworten, die mit diesem Panel analysiert

werden kann, ist entscheidend, um den Verlauf der MS-Progression und den

Ubergang zur Neurodegeneration besser zu verstehen.

Unter physiologischen Bedingungen ist lediglich eine geringe Prasenz von
Lymphozyten im ZNS zu beobachtet, da die intakte BHS den Eintritt peripherer
Immunzellen limitiert (Abbildung 15)'°. Im Kontext der Neuroinflammation
wurde eine deutliche Zunahme der CD45*-Immunzellen im ZNS beobachtet.
Insbesondere CD45"9"CD11b*-Zellen, wie Makrophagen und Monozyten,
dringen verstarkt in das ZNS ein, angeregt durch die vermehrte Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, und tragen malgeblich zur

zentralen Entzlindungsreaktion bei 44150,

Der erhdhte Anteil an CD4* -Lymphozyten in den EAE-Replikaten deutet auf eine
starke Aktivierung von T-Helferzellen hin, die eine zentrale Rolle in der

Autoimmunreaktion und Gewebeschadigung im ZNS spielen &151.CD8*-T-
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Lymphozyten waren nur in geringem Malle nachweisbar, was auf die

dominierende Rolle der CD4*-T-Zellen im EAE-Modell hinweist 7:85,

Fir eine differenzierte Analyse von T-Lymphozyten, kénnte das FACS-Panels
um einen anti-CD3-Antikorper erweitert werden, da CD3 ebenfalls auf
differenzierten CD4*- bzw. CD8*-T-Lymphozyten exprimiert wird %2, CD3*CD4-
CD8-doppeltnegative T-Lymphozyten und Tregs wurden zudem als wichtige
Modulatoren der Immunhomdostase identifiziert 153154 Aktivierte Tregs
exprimieren verstarkt CD25 auf ihrer Zelloberflache, weshalb die Kombination

von CD4 und CD25 als Marker fur die ldentifikation von Tregs weit verbreitet
ist154.155

Im Vergleich mit, der an Tag 16 beobachteten Immunzellverteilung konnte an Tag
20 des EAE-Verlaufs eine relative Zunahme sowohl der CD4* -Lymphozyten als
auch der CD4+CD25high-regulatorischen T-beobachtet werden, was deren
bedeutende Rolle bei der Regulation zentraler Entzindungen unterstreicht. Die
Treg-Population ist daruber hinaus auch in therapeutischer Hinsicht von
Relevanz, da sie Autoimmunreaktionen hemmen und durch MS-Therapeutika

wie IFN-B, welches die Treg-Zahl erhoht, modifiziert werden kénnen 6.

Sowohl bei naiven als auch EAE-Replikaten konnte in den FACS-Analysen
lediglich ein geringer Anteil an CD19*-B-Lymphozyten in den ZNS-Homogenaten
nachgewiesen werden, was auf ihre primar periphere Rolle in der Pathogenese
der EAE hinweist. Alternativ konnte eine erschwerte ZNS-Infiltration der B-Zellen
diskutiert werden. Der Oberflachenmarker CD19 fungiert als Bestandteil des B-
Zell-Rezeptor-Signalkomplexes und wird bereits von B-Zellvorlaufern exprimiert
157,158,159 Obwohl T-Lymphozyten die ZNS-Entziindung dominieren, bleibt die
Bedeutung der B-Lymphozyten fir die MS-Atiologie aufgrund ihrer Interaktion mit

den T-Zellen und ihrer Aktivierung von T-Helferzellen zentral 5:8899.151,

Um das Verstandnis von B-Zellen in der EAE weiter zu vertiefen, waren unter
anderem Untersuchungen aus peripheren lymphatischen Organen sinnvoll. Die
Wirksamkeit aktueller B-Lymphozyten-Depletionstherapien unterstreicht ihre
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Relevanz in der MS-Atiologie und betont die Notwendigkeit detaillierter Analysen

ihrer spezifischen Rolle in der Krankheitsentwicklung und -progression %8,

4.4 Potenzielle Erweiterungen und Limitationen des
Immunzellpanels: Chancen und methodische

Herausforderungen

Das entwickelte Immunzellpanel zur Charakterisierung peripherer Immunzellen
aus demselben ZNS-Replikat wie die zuvor isolierten ZNS-residenten Zellen stellt
einen bedeutenden methodischen Fortschritt fir die Untersuchung
neuroinflammatorischer Signalkaskaden dar. Es bertcksichtigt jedoch nicht alle
peripheren Zelltypen, die an der MS-Pathogenese beteiligt sind. Eine Erganzung
des Panels durch zusatzliche Marker wie CD16 und CD56 kdnnte die Detektion
naturlicher Killerzellen (NK-Zellen) ermoglichen, welche bei
proinflammatorischen Prozessen und der ZNS-Infiltration eine wichtige Rolle
spielen 5160161 Epenso konnte die Einbindung von Markern fiir dendritische
Zellen sinnvoll sein, um ihre Rolle bei der Stimulation von T-Lymphozyten naher
zu untersuchen 191, Die Identifizierung dendritischer Zellen wird jedoch durch ihre
variable Expression spezifischer Marker wie den Major Histocompatibility
Complex Class Il (MHCII) oder das Integrin CD11c unter entzindlichen
Bedingungen erschwert %2, Zudem wird CD11c auch von B- und T-Lymphozyten
sowie Makrophagen exprimiert 163164 Perspektivisch konnte zudem die Analyse
von myeloischen APZs Einblicke in die zentrale Reaktivierung von T-

Lymphozyten liefern.

Eine weitere Limitation des durchflusszytometrischen Immunzellpanels kénnte
das potenzielle Ubersehen von Subpopulationen und deren
Aktivierungszustanden darstellen, sofern nicht ausreichend Marker zur

Identifizierung der einzelnen Zelltypen einbezogen wurden.

In diesem Zusammenhang konnte die Erweiterung des Immunzellpanels um den
Leukozyten-Aktivierungsmarker CD69, der eine Rolle bei der Zellmigration, -

retention und der Regulation von TH-17-Reaktionen von T-Lymphozyten spielt,
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wichtige Hinweise auf regulatorische Signalkaskaden liefern 165, Die
durchflusszytometrische Detektion spezifischer Aktivierungsmarker kdnnte somit
auch Hinweise auf potenziell wichtige regulatorische Signalkaskaden liefern.
Zusatzlich konnte eine intrazellulare Zytokin-Farbung helfen,

entzindungsférdernde und -hemmende Zellprofile zu erfassen.

Die Erweiterung des durchflusszytometrischen Panels durch zusatzliche
Antikérper erfordert eine sorgfaltige Planung, insbesondere hinsichtlich der
begrenzten Kanale und der Fluoreszenzinterferenzen. Durch die gezielte
Auswahl von Antikdrpern mit unterschiedlichen Emissionsspektren konnte die

gleichzeitige Detektion mehrerer Marker ohne Signalverluste realisiert werden.

Die Festlegung der Gating-Parameter zur Identifizierung einzelner
Zellpopulationen ist zudem subjektiv und kann je nach Experimentator oder
Labor variieren. Diese Variabilitat konnte Unterschiede in der Detektion und
Quantifizierung der Zellpopulationen zur Folge haben und somit die
Vergleichbarkeit von Ergebnissen zwischen verschiedenen Studien

einschranken.

Da die Durchflusszytometrie keine vollstandige molekulare Charakterisierung
erlaubt, kdnnten erganzende funktionelle Analysen wie Ribonukleinsdure (RNA)-
Sequenzierung oder Proteomik notwendig sein. Die experimentellen Daten des
Immunzellpanels reprasentieren Momentaufnahmen zu definierten Zeitpunkten
des EAE-Verlaufs. Um potenziell wichtige dynamische Veranderungen im
Krankheitsverlauf zu detektieren, waren fortlaufende Analysen in kurzen
Intervallen erforderlich. Ein solches Versuchsdesign ware durch das hier

vorgestellte durchflusszytometrische Panel realisierbar.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Promotionsarbeit wurde eine bestehende Zellisolations-Methode
erfolgreich an einem neuen Standort etabliert und erweitert, um prazisere
Forschungsdesigns und damit einen umfassenderen und robusten

Erkenntnisgewinn zu ermoglichen.

Die Nutzung einer einzigen ZNS-Zellsuspension zur anschlielienden Isolation
aller ZNS-residenten Zellen und zur gleichzeitigen Analyse aus der Peripherie
immigrierter Immunzellen aus EAE- und naiven Tieren, bietet zahlreiche Vorteile
und wegweisende Fortschritte flr zuklnftige wissenschaftliche Fragestellungen:
Neben einer Kostenersparnis ermoglicht dieser Ansatz die detaillierte ex vivo
Analyse potenzieller Zellinteraktionen und neuronaler Netzwerke. Dadurch kann
die Variabilitat innerhalb experimenteller Gruppen signifikant verringert und die
Vergleichbarkeit von Downstream-Analysen optimiert werden. Durch das Pooling
von ZNS-Gewebe mehrerer Versuchstiere desselben biologischen Replikats
lasst sich zudem eine ausreichend hohe Anzahl isolierter Zellen fur

weiterfuUhrende bioinformatische Analysen erzielen.

Im Anschluss durchgefihrte FACS-Analysen bestatigten die erfolgreiche
Generierung reiner und viabler Einzelzell-Suspensionen. Diese Ergebnisse
ermdglichen eine nachfolgende Kultivierung der isolierten Zellfraktionen in

Monokulturen fur weiterfuhrende funktionelle Tests und Analysen.

Dartiber hinaus eignen sich die isolierten Zellproben flir eine umfassende
Untersuchung der jeweiligen Proteom-, Transkriptom- und Metabolomprofile,
wodurch wertvolle Einblicke im Hinblick auf die Identifikation potenzieller
Biomarker oder therapeutisch wichtiger Zielstrukturen bei MS gewonnen werden
konnen. Dadurch kénnen ZNS-residente Zelltypen in verschiedenen
Krankheitsstadien der EAE — wie Neuroinflammation, Neurodegeneration oder
Remission — detailliert untersucht werden. Aufgrund der im Ergebnistell
beschriebenen, unvorhersehbaren Herausforderungen bei der Etablierung und
der damit verbundenen langeren Dauer konnten die geplanten Multi-Omics-
Analysen jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit umgesetzt werden.
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Eine essenzielle Optimierung und Erweiterung des bereits etablierten
Zellisolations-Protokolls betraf die nachfolgenden durchflusszytometrischen
Analysen peripherer Immunzellen aus dem ZNS-Praparat. Die Etablierung eines
neuen FACS-Panels ermoglichte eine gleichzeitige Analyse peripherer
Immunzellen sowie ihrer Migrationsdynamik aus demselben ZNS-Replikat, aus
dem zuvor ZNS-residente Zellen isoliert wurden. Diese Vorgehensweise schafft
die Voraussetzung, Interaktionen zwischen diesen beiden bedeutenden

Kompartimenten im Kontext der MS eingehender zu untersuchen.

Das optimierte Zellisolationsprotokoll sowie das zugehorige Immunzellpanel
bieten vielversprechende Anséatze, die uber die Anwendung auf das EAE-Modell
hinausgehen. Insbesondere kdnnten diese Methoden auf andere Tiermodelle
neuroinflammatorischer oder neurodegenerativer Erkrankungen Ubertragen

werden, die ahnliche Immunantworten aufweisen.

Die Adaption des hiesigen Protokolls flr klinische Studien und die Verwendung
menschlicher Proben bringt jedoch mehrere Herausforderungen mit sich: Eine
der grolten Hurden ist die Genehmigung des Ethikantrages und die
Verfligbarkeit von humanen Gewebeproben. Zudem koénnten Zellmorphologie,
Viabilitat und die Reaktivitat von humanen Immunzellen stark variieren, was
potenziell die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beeintrachtigt. Die klinische
Relevanz der aus den Tiermodellen abgeleiteten Ergebnisse sollte somit stets
evaluiert werden, um sicherzustellen, dass die identifizierten therapeutischen
Zielstrukturen tatsachlich in der klinischen Praxis von Bedeutung sein konnen.
Der Ubergang von préaklinischen zu klinischen Studien erfordert eine grindliche

Validierung der verwendeten Methoden und Ergebnisse.

Zusammenfassend bietet die hier vorgestellte Forschungsarbeit bedeutende
Fortschritte hinsichtlich der Identifizierung molekularer, biochemischer und
funktionell relevanter targets der MS, die nachfolgende praklinische und klinische

Forschungsprojekte relevant unterstutzen konnen.
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