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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Multiple Sklerose
1.1.1 Einfihrung und Epidemiologie

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS), die durch eine fehlgeleitete Autoimmunreaktion gegen Myelin
gekennzeichnet ist?>. Dies fiihrt zu Inflammation, Demyelinisierung und schlieRlich
Neurodegeneration®. Die resultierenden neurologischen Symptome variieren stark in
ihrem Schweregrad und Verlauf, was MS zu einer der Hauptursachen fur
neurologische Behinderungen bei jungen Erwachsenen macht — nur ubertroffen von
Unfallverletzungen®. Trotz umfangreicher Forschung und deutlicher therapeutischer
Fortschritte bleibt die Krankheit unheilbar, und die Mechanismen, die ihrem Beginn
und Fortschreiten zugrunde liegen, sind nur partiell verstanden. Die Pravalenz von MS
variiert geografisch und demografisch signifikant und betrifft weltweit etwa 2,8
Millionen Menschen. Auffallend ist eine hohere Pravalenz in hoheren geografischen
Breiten, was auf eine Kombination aus genetischen Faktoren und Umwelteinflissen
wie Vitamin-D-Mangel als mogliche Ausloser hinweist. Des Weiteren sind Rauchen
und bestimmte virale Infektionen bekannte Risikofaktoren*. Frauen sind zwei- bis
dreimal haufiger betroffen als Manner, eine Geschlechterdisparitat, die sich in den
letzten Jahrzehnten noch verstarkt hat. Dies deutet méglicherweise auf Anderungen
im Lebensstil und in Umweltfaktoren hin®®. Die Erkrankung beginnt typischerweise im
jungen Erwachsenenalter mit einem Diagnosegipfel zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr, kann aber auch bei Kindern und alteren Erwachsenen auftretend. In
jungerer Zeit wurde eine weltweite Zunahme der Pravalenz und Inzidenz von MS
beobachtet, teilweise bedingt durch Verbesserungen in der Diagnostik, aber auch
durch reale Veranderungen in der Krankheitshaufigkeit. Diese Entwicklung
unterstreicht die Dringlichkeit einer kontinuierlichen Uberwachung der MS-
Epidemiologie und einer vertieften Untersuchung ihrer Ursachen’. Neuere Studien
werfen Licht auf die komplexe Interaktion genetischer und umweltbedingter Faktoren
in der MS-Pathogenese?. Diese Erkenntnisse sind entscheidend fiir die Entwicklung
zielgerichteter Therapien und Praventionsstrategien, um die Last der MS zu mindern.
Insbesondere die Erforschung der geografischen und demografischen Muster bietet
wertvolle Einblicke in potenzielle Risikofaktoren und Mechanismen, die zur
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Krankheitsentstehung beitragen, und betont die Notwendigkeit einer global
koordinierten Anstrengung in Forschung und Gesundheitspolitik.

1.1.2 Pathophysiologie

Gewebeschaden bei MS resultieren aus einem komplexen und dynamischen
Zusammenspiel zwischen dem Immunsystem, Gliazellen (Astrozyten, Mikroglia und
Oligodendrozyten, sowie deren Vorlauferzellen) und Neuronen®. Im Rahmen dieser
Dissertation soll es vorrangig um die Rolle der Gliazellen gehen, deren Beteiligung an
der Pathophysiologie im Folgenden beleuchtet wird.

1.1.2.1 Astrozyten

Astrozyten, die grofte Gruppe der Gliazellen im ZNS, spielen eine zentrale Rolle in
der Aufrechterhaltung der HomoOostase des Gehirns®. Sie sind essenziell fur die
Regulation der Blut-Hirn-Schranke, die Aufrechterhaltung des Wasser- und
lonengleichgewichts und die Unterstitzung der neuronalen Funktion durch die
Regulierung der Neurotransmitterkonzentrationen im synaptischen Spalt'®. Darliber
hinaus tragen Astrozyten zur Bildung der extrazellularen Matrix bei, unterstitzen die
neuronale Entwicklung und sind an der Reaktion des Gehirns auf Verletzungen und
Krankheiten beteiligt'’. Als eines der haufigsten Molekile des zentralen
Nervensystems spielt hier vor allem der Wasserkanal Aquaporin-4 (AQP4) eine
zentrale Rolle durch seine vielfaltige Beteiligung an diesen Prozessen'?'3. Weiterhin
ergibt sich eine bedeutende Rolle von AQP4 als Zielstruktur pathologischer (Auto-)
Antikorper bei den Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankungen (NMOSD), einer der
MS verwandten Gruppe weiterer neuroinflammatorischen Erkrankungen des ZNS'4.

In der Pathogenese der MS =zeigen Astrozyten eine ausgepragte funktionelle
Plastizitat, die sowohl schadigende als auch schutzende Rollen im Krankheitsverlauf
umfasst. Ihre Reaktivitat — oft als Astrogliose bezeichnet — charakterisiert die Antwort
auf die entzlindlichen Prozesse im ZNS, die mit der MS einhergehen'®'¢. Reaktive
Astrozyten konnen zur Formation gliotischer Narben beitragen, welche typisch fur
chronische MS-Lasionen sind und potenziell die Regeneration im Gehirn behindern’.
Einerseits unterstutzen die Astrozyten Reparaturprozesse durch die Sekretion von
neurotrophen Faktoren und die Aufnahme schadlicher Substanzen aus dem Umfeld.
Andererseits konnen sie durch die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und die
Modulation der Blut-Hirn-Schranke die Entzindung und damit die Progression der MS
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verstarken'®. Darliber hinaus zeigen Studien, dass Astrozyten in MS-Lasionen
spezifische strukturelle Veranderungen erfahren. Insbesondere kommt es haufig zu
einer Schadigung der Astrozyten-EndfuRe, die mit einem Verlust des
Wasserkanalproteins AQP4 in perivaskularen Regionen verbunden ist. Verletzungen
der Astrozyten konnen somit die Integritat der Blut-Hirn-Schranke beeintrachtigen, was
den Eintritt von schadlichen Substanzen in das ZNS ermdglicht und zur
Entzindungsreaktion beitragt. Dies unterstreicht die Rolle der Astrozyten nicht nur als
passive Teilnehmer, sondern als aktive Treiber der MS-Pathologie, die durch ihre
strukturellen Veranderungen die Krankheitsentwicklung beeinflussen'®,

Neuere Forschungen haben gezeigt, dass Astrozyten eine sehr heterogene
Zellpopulation darstellen mit unterschiedlichen Subtypen, die spezifische und
manchmal gegensatzliche Funktionen im gesunden Gehirn und bei neurologischen
Erkrankungen ausliben?°?!. Diese Heterogenitat ermoglicht es Astrozyten, auf
vielfaltige Weise auf die MS-Pathologie zu reagieren, und macht sie zu einem
interessanten  Ziel fir therapeutische Anséatze??. Die Identifikation und
Charakterisierung der verschiedenen Astrozytensubtypen, ihre raumliche und zeitliche
Beteiligung an der MS-Pathologie sowie die Klarung ihrer spezifischen Funktionen im
Krankheitskontext sind daher von zentraler Bedeutung fur ein tieferes Verstandnis der
MS und die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien.

Die Untersuchung der Rolle von Astrozyten bei MS steht im Mittelpunkt zahlreicher
aktueller Studien?*-?5. Insbesondere die Anwendung moderner Techniken wie der
Einzelzellsequenzierung hat neue Einblicke in die komplexe Natur der Astrogliose und
die spezifischen Veranderungen in Astrozytenpopulationen innerhalb verschiedener
Regionen des ZNS bei MS ermdglicht?®?’. Diese Erkenntnisse erweitern das
Verstandnis der Krankheitsmechanismen und konnten zur Identifizierung von

Biomarkern und Zielmolekdlen fiir innovative Therapien beitragen?°.

1.1.2.2 Mikroglia

Mikroglia, die primaren endogenen Phagozyten des ZNS, spielen eine entscheidende
Rolle in der Pathophysiologie von entzindlich-demyelinisierenden Erkrankungen wie
der MS. Diese spezialisierten Zellen des angeborenen Immunsystems machen etwa
10% der Zellen im ZNS aus und sind durch einen einzigartigen homoostatischen
Phanotyp gekennzeichnet, der sie von anderen Gewebemakrophagen

unterscheidet?®2°, lhre Funktionen umfassen den Schutz des neuronalen Gewebes
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vor Infektionen, die Unterstutzung bei der Eindammung und Reparatur von Lasionen
sowie Beitrage zur Gesamtentwicklung und Funktion des ZNS®.

Die Rolle von Mikroglia bei MS ist sehr vielfaltig und stark kontextabhangig. Einerseits
konnen Mikroglia zur Entzindungsreaktion beitragen, indem sie
entzindungsfordernde Botenstoffe freisetzen und dadurch reaktive
Astrozytensubtypen aktivieren?-22, Andererseits spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Reparatur von Myelin, indem sie entziindliche Nebenprodukte und Uberreste
entfernen und die Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (OVZs)
unterstutzen, womit sie maf3geblich an dem Prozess der Remyelinisierung beteiligt
sind3'32, Darlber hinaus entfernen Mikroglia wahrend der normalen Entwicklung des
ZNS dysfunktionale neuronale Synapsen. Dieser Prozess wiederum kann unter
pathologischen Bedingungen jedoch auch zu einer Neurodegeneration fiihren33,
Besonders bemerkenswert ist hierbei, dass Mikroglia in histologischen
Untersuchungen auch mit einigem Abstand zu bereits demyelinisierten Lasionen in der
weilden Substanz von MS-Patienten gefunden wurden, was darauf hindeutet, dass sie
bereits in den friilhesten Stadien der Lasionsentwicklung eine Rolle spielen konnten34,
Dies unterstutzt die Hypothese, dass Mikroglia aktiv an der Pathogenese und am
Krankheitsverlauf von MS beteiligt sind.

Trotz der Herausforderungen, die mit dem Verstandnis der komplexen Rolle von
Mikroglia in MS verbunden sind, bietet die fortschreitende Forschung und die
Entwicklung neuer Technologien - inklusive der Einzelzellsequenzierung -
vielversprechende Perspektiven fur die Entwicklung Mikroglia-basierter Therapien zur
Behandlung der MS. Die Vielfaltigkeit der Mikroglia mit sehr unterschiedlichen und
teils gegensatzlichen Funktionen — als Forderer der Entzindung und als Unterstitzer
der Reparatur — macht sie zu einem SchlUsselziel fur therapeutische Interventionen,
die darauf abzielen, ihre schadlichen Aktivitaten zu minimieren und ihre

neuroprotektiven Kapazitaten zu maximieren®’.

1.1.2.3 Oligodendrozyten

Oligodendrozyten und ihre Vorlauferzellen sind essenziell fur die Bildung und
Erhaltung der Myelinscheide im ZNS, die fur die schnelle Signalibertragung zwischen
Neuronen und die axonale Integritat unerlasslich ist®. Sie sind maRgeblich an der
Pathologie von demyelinisierenden Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose
beteiligt>. OVZs, die im gesunden Zustand kontinuierlich zu Oligodendrozyten
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differenzieren konnen, zeigen bei MS eine beeintrachtigte Fahigkeit, reife
Oligodendrozyten zu bilden, die effektiv Myelin um Axone wickeln. Dieses Versagen
kann durch eine Vielzahl von Faktoren bedingt sein, einschliel3lich einer arrestierten
Differenzierung am Rand von Lasionen, einer Unterdrickung der Reparaturkapazitat
durch kontaktabhangige Hemmung mit reaktiven Astrozyten oder durch
Alterungsprozesse, die die Regenerationsfahigkeit einschranken®®.
Interessanterweise konnen OVZs in einem reaktiven, pro-entzindlichen Zustand
Chemokine freisetzen, Phagozytose durchfuhren und als antigenprasentierende
Zellen fungieren, was ihre Rolle in der Immunantwort und bei der Entfernung von
Schadigungen im ZNS unterstreicht*®4!. Jedoch kann diese Kapazitat in chronisch
entzundlichen Zustanden wie bei MS schadliche Konsequenzen haben, einschliel3lich
der Zerstorung von OVZs durch zytotoxische CD8* T-Zellen, was die Fahigkeit zur
Remyelinisierung weiter verringert'>. Darliber hinaus ist bekannt, dass
Oligodendrozyten und OVZs bei MS entzindungsassoziierte Marker exprimieren, was
darauf hindeutet, dass sie nicht nur Ziele des Entzindungsprozesses sind, sondern
moglicherweise auch eine aktive Rolle in dessen Forderung und Fortschreiten spielen.
Die Forschung hat auch eine hohe Diversitat unter reifen Oligodendrozyten aufgezeigt,
was auf verschiedene spezifische Funktionen dieser Zellen im ZNS hinweist.
Storungen in diesen Prozessen, wie die Herabregulierung wichtiger Kanale fur die
Aufrechterhaltung der axonalen Integritat in chronischen MS-L&sionen, verdeutlichen
die Komplexitat der OL-Pathologie bei MS*%42, Zu nennen ist hier beispielsweise das
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein ~ (MOG), welches ein  essenzielles
Strukturprotein von Oligodendrozyten ist und in der Myelinscheide exprimiert wird*3.
Es spielt eine Schlusselrolle bei der Stabilitat und Funktion des Myelins und ist bei MS
ein wichtiges Ziel der Autoimmunreaktion*4. Dariiber hinaus ist MOG die zentrale
Zielstruktur bei der MOG-Antikorper-assoziierten Erkrankung (MOGAD), einer MS-
verwandten, entzindlich-demyelinisierenden Erkrankung, die durch Antikorper gegen
MOG charakterisiert ist. Wahrend MOGAD klinisch mit MS uberlappen kann,
unterscheidet sie sich durch ihre Pathogenese, die spezifischen Immunmechanismen
und den klinischen Verlauf der Erkrankung'44°.

Die Herausforderung besteht darin, die unterschiedlichen Rollen von
Oligodendrozyten und OVZs im gesunden Zustand und bei MS vollstandig zu
verstehen, um gezielte Therapien entwickeln zu kdnnen, die auf die Forderung der

Remyelinisierung abzielen. Solche Behandlungen konnten die Progression der
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Krankheit verlangsamen und potenziell die neurologische Funktion wiederherstellen,
indem sie innovative Ansatze zur Uberwindung der Blockade der Differenzierung und

zur Unterstutzung der regenerativen Kapazitaten dieser Zellen anbieten.
1.1.3 Klinik

Das klinische Erscheinungsbild der Multiplen Sklerose ist aulerordentlich vielfaltig,
was der Erkrankung den Beinamen ,Krankheit der 1000 Gesichter” eingebracht hat.
Die Symptomatik hangt stark von der Lokalisation und dem Ausmal} der Lasionen im
ZNS ab. Haufige Erstsymptome umfassen eine Optikusneuritis, die sich durch
Sehstorungen aulert, Sensibilitatsstorungen, die von Taubheitsgefihlen bis zu
Schmerzen reichen konnen, sowie chronische Ermudbarkeit, bekannt als ,Fatigue®,
die die Lebensqualitdt der Betroffenen erheblich beeintrachtigt*®. Die Erkrankung
manifestiert sich zunachst meist in einer schubformig-remittierenden Verlaufsform
(RRMS, engl. relapsing-remitting ms), gekennzeichnet durch klar definierte
Krankheitsschibe mit neurologischen Defiziten, die mindestens 24 Stunden anhalten
und von vollstandigen oder teilweisen Remissionen gefolgt sind*’. In einigen Fallen
fuhrt MS jedoch zu einer stetigen Progression der Behinderung ohne deutliche
Schube, bekannt als primar progrediente MS (PPMS). Bei einem Teil der anfangs
schubformig erkrankten Patienten entwickelt sich im weiteren Verlauf eine sekundar
progrediente MS (SPMS), bei der die Krankheit unabhangig von Schuben
fortschreitet*®. Darliber hinaus koénnen kognitive Beeintrachtigungen, emotionale
Veranderungen wie Depressionen, sowie Storungen der Blasen- und Darmfunktionen
und der Sexualfunktion auftreten. Die Mobilitat kann durch Spastik, Ataxie und
Schwache der Gliedmallen eingeschrankt werden, was haufig zu einer
eingeschrankten Gehfahigkeit fiihrt*°.

1.1.4 Diagnostik

Die Diagnose der Multiplen Sklerose basiert auf einer umfassenden klinischen
Evaluation, die sowohl die Symptomatik und die Anamnese des Patienten als auch
eine Reihe paraklinischer Befunde umfasst. Zentrale Elemente sind die kraniale und
spinale Magnetresonanztomographie (MRT), die es ermoglicht, entzindliche Lasionen
im Gehirn und Ruckenmark zu visualisieren sowie laborchemische Untersuchungen
des Liquors, die spezifische Entzindungsmarker identifizieren. Die Diagnosekriterien,
bekannt als die McDonald-Kriterien, sind international anerkannt und ermaoglichen eine

12
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standardisierte Diagnosestellung. Sie integrieren bildgebende, klinische und
laborchemische Daten, um eine MS mit hoher Zuverlassigkeit zu diagnostizieren*’. Die

Kriterien umfassen:

Zahl der Schube Klinisch objektivierbare | Zusatzlich erforderliche
Lasionen Kriterien

2 oder mehr 2 oder mehr Keine

2 oder mehr 1 Weiterer klinisch

objektiver ~ Schub  an
anderer Lokalisation oder

DIS-MRT

1 2 oder mehr Weiterer Schub oder DIT-
MRT oder OKB

1 1 DIS und DIT

Tabelle 1: Die revidierten McDonald-Kriterien. DIS, rdumliche Dissemination (engl.
dissemination in space); DIT, zeitliche Dissemination (engl. dissemination in time); OKBs,
Oligoklonale Banden (liquorspezifisch)

Tabelle modifiziert nach Thompson et al., 2018*".

Eine kernspintomographische zeitliche Dissemination liegt vor, wenn entweder sowohl
kontrastmittelaufnehmende als auch nicht kontrastmittelaufnehmende Lasionen
nachweisbar sind oder wenn eine neue Lasion in einem Verlaufs-MRT nachgewiesen
werden kann. FuUr eine kernspintomographische raumliche Dissemination muss
mindestens eine T2-hyperintense Lasion in mindestens zwei MS-spezifischen
Lokalisationen nachgewiesen werden. MS-spezifische Lokalisationen sind hierbei:
periventrikular, spinal, infratentoriell und kortikal/juxtakortikal®’.

Fur die Diagnose einer primar progredienten MS muss neben einer kontinuierlichen
Krankheitsprogression uber mindestens ein Jahr der Nachweis von zwei der folgenden

drei Kriterien erbracht werden*’:

* Mindestens eine T2-hyperintense Lasion in einer fur MS typischen Lokalisation

* Mindestens zwei T2-hyperintense spinale Lasionen

* Der Nachweis oligoklonaler Banden im Liquor

Wichtig ist die Erkenntnis, dass MS eine Ausschlussdiagnose darstellt, was bedeutet,

dass andere mogliche Ursachen fur die Symptome systematisch ausgeschlossen
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werden mussen. Dies unterstreicht die Notwendigkeit einer sorgfaltigen und
umfassenden diagnostischen Evaluation.

Die kontinuierliche Weiterentwicklung der Diagnosekriterien und -techniken, wie z.B.
der Einsatz neuer MRT-Protokolle oder biomarkerbasierter Tests, bietet die
Moglichkeit, die Genauigkeit der Diagnose weiter zu verbessern und den
Krankheitsverlauf effektiver zu GUberwachen.

1.1.5 Therapie

Die Behandlung der Multiplen Sklerose erfordert einen differenzierten Ansatz, der
sowohl akute Krankheitsschibe adressiert als auch langfristig den Krankheitsverlauf
modifiziert. Ein MS-Schub, definiert durch das Auftreten neuer neurologischer Defizite,
die langer als 24 Stunden anhalten, mindestens 30 Tage nach einem vorherigen
Schub auftreten und nicht durch externe Faktoren wie Fieber oder anderweitige
Erhohung der Korpertemperatur (sog. Uhthoff-Phanomen) erklarbar sind, erfordert
eine unmittelbare Intervention, insbesondere wenn das neurologische Defizit

funktionseinschrankend fir die Patienten ist*7:%0,
1.1.5.1 Schubtherapie

Die Standardtherapie von akuten MS-Schiben besteht aus einer hochdosierten
Steroid-Stoftherapie. Meistens wird hierzu Methylprednisolon in einer Dosierung von
500-1000 mg taglich Uber drei bis fiinf Tage verordnet®'. Prinzipiell kann die
Verabreichung sowohl oral als auch intravends erfolgen, wobei aufgrund haufig
eingesetzter Begleitmedikation zur Vermeidung Steroid-assoziierter Nebenwirkungen
(Protonenpumpeninhibitoren, niedermolekulares Heparin und Calciumpraparate), des
besseren klinischen Monitorings sowie des teils funktionell einschrankenden
neurologischen Defizits eine intravendse Therapie im stationaren Setting bevorzugt
wird®2.

Ergibt sich nach der initialen Therapie keine (ausreichende) Besserung der
Symptomatik, kann eine weitere Eskalation erwogen werden. Hierzu gehoren eine
Ultrahochdosis-Stof3therapie mit 2000 mg Methylprednisolon pro Tag uber funf Tage
oder eine Apherese-Therapie wie die Immunadsorption oder Plasmapherese®3%*. Die
aktuelle Studienlage stiutzt sich hierbei vor allem auf retrospektive Auswertungen,
sodass zu einer eventuellen Uberlegenheit einer der Therapieformen aktuell keine

endgultige Antwort gegeben werden kann.
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1.1.5.2 Verlaufsmodifizierende Therapie

Die Entwicklung von Therapeutika fur MS hat in den letzten Jahren erhebliche
Fortschritte gemacht, insbesondere durch die Zulassung zahlreicher Medikamente, die
spezifisch das Immunsystem modulieren. Ursprunglich wurden nur unspezifische
Immuntherapien wie Interferon-f und Glatirameracetat verwendet. Mittlerweile sind
jedoch spezifischere Immuntherapeutika verfugbar, die in einem Stufenmodell nach

ihrer Wirksamkeit kategorisiert werden:

o Kategorie 1 (mild wirksam): Interferone, Glatirameracetat, Dimethylfumarat,
Diroximelfumarat, Teriflunomid

o Kategorie 2: Cladribin,  Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptormodulatoren
(Fingolimod, Ponesimod und Ozanimod)

o Kategorie 3 (hoch wirksam): CD52-Antikorper (Alemtuzumab), CD20-
Antikorper (Ocrelizumab, Ofatumumab und Ublituximab), Integrin-a4-

Antikorper (Natalizumab)

Mitoxantron wird aufgrund seines ungunstigen Risiko-Nutzen-Verhaltnisses nur noch
in Ausnahmefallen empfohlen®. Siponimod, ein selektiver Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptormodulator, stellt eine neuere Therapieoption speziell fur die sekundar
progrediente Verlaufsform dar®.

Die Auswahl der geeigneten Therapie hangt von mehreren Faktoren ab, darunter der
Krankheitsverlauf, das Nebenwirkungsprofil der Medikamente und individuelle
Praferenzen. Eine fruhzeitige und an den jeweiligen Krankheitsverlauf angepasste
Therapie ist entscheidend, um die Langzeitprognose der Patienten zu verbessern und

die Lebensqualitat zu erhalten.
1.1.6 Prognose

Die Prognose der MS ist individuell sehr unterschiedlich und hangt von einer Vielzahl
von Faktoren ab, einschlieBlich des Krankheitsverlaufs, des Alters bei
Krankheitsbeginn, des Geschlechts, der anfanglichen Symptome sowie dem Zeitpunkt
des Therapiebeginns, der Schnelligkeit des Wirkungseintritts und der Wirksamkeit der
Behandlung. Dank des Fortschritts in der medizinischen Forschung und der

Entwicklung neuer Behandlungsmethoden hat sich die Prognose fur MS-Patienten in
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den letzten Jahrzehnten jedoch signifikant verbessert>¢57. Im Allgemeinen haben
Patienten mit einem schubformig remittierenden Krankheitsverlauf, bei denen die
Erkrankung in jungeren Jahren beginnt und initial mit sensiblen Symptomen oder
Optikusneuritis einsetzt, tendenziell eine bessere Prognose. Schwere motorische
Einschrankungen oder zerebellare Symptome zu Beginn der Erkrankung konnen
hingegen auf eine unglnstigere Prognose hinweisen-%°.

Die zunehmende Fulle an effektiven verlaufsmodifizierenden Medikamenten hat die
MS-Behandlung revolutioniert, indem sie die Haufigkeit und Schwere von Schiben
reduziert, die Zunahme der Beeintrachtigungen verlangsamt und bei einigen Patienten
den Krankheitsverlauf stabilisiert. Ein frihzeitiger Therapiebeginn, noch bevor
signifikante Behinderungen bestehen, ist dabei ein kritischer Faktor, der die
Langzeitprognose verbessern kann®®.

Trotz der deutlichen Unterschiede im Verlauf der MS, bei dem manche Betroffene Uber
lange Zeitraume nur geringfugig beeintrachtigt sind, wahrend andere schnell
fortschreitende Beeintrachtigungen erfahren, ist eine Tendenz zur Angleichung der
Lebenserwartung an die der Gesamtbevolkerung erkennbar®'. Dies wird durch
fortschrittliche Behandlungsmoglichkeiten und verbesserte Betreuungsstandards
ermoglicht, insbesondere bei Patienten mit ausgepragten Behinderungen oder schnell
voranschreitender MS. Es ist entscheidend, die Prognose der MS als hochst individuell
zu betrachten, wobei eine kontinuierliche Uberwachung und Anpassung der Therapie
durch das medizinische Fachpersonal erforderlich ist. Die aktive Mitwirkung der
Patienten, darunter Anpassungen im Lebenssti und die Teilnahme an
physiotherapeutischen Programmen, ist fundamental fur ein erfolgreiches
Krankheitsmanagement und die Aufrechterhaltung der Lebensqualitat®?.

1.2 Regionale Heterogenitat im zentralen Nervensystem und ihre Bedeutung
fur die Multiple Sklerose

Das ZNS, ein komplexes Netzwerk aus neuronalen und glialen Zellen, zeigt eine
beeindruckende regionale Heterogenitat, die fur seine Funktionen entscheidend ist
und zugleich seine Anfalligkeit fir Erkrankungen wie MS beeinflusst'-¢3-65, MS ist durch
Demyelinisierung, neurodegenerative Prozesse und eine variable Immunantwort
gekennzeichnet, wobei die Pathologie in unterschiedlichen Regionen des ZNS
variieren kann3. Diese regionale Heterogenitat hat weitreichende Auswirkungen auf
die Pathogenese, Symptomatik und Behandlung der MS, unterstreicht die Bedeutung
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eines differenzierten Ansatzes in Forschung und Therapie und wirft Licht auf die
zentrale Rolle der Gliazellen und ihrer Heterogenitat. MS-Lasionen treten bevorzugt in
spezifischen Bereichen des ZNS auf, wie der periventrikularen und juxtakortikalen
weilten Substanz, dem Hirnstamm, dem Kleinhirn sowie dem Riickenmark®'’. Diese
regionale Praferenz lasst auf lokale Faktoren schlieRen, die die Entwicklung und
Progression der MS beeinflussen. Unterschiede in der Durchlassigkeit der Blut-Hirn-
Schranke, im lokalen Immunmilieu und in der mikrovaskularen Architektur sind dabei
nur einige der moglichen Erklarungen fur die regionsspezifische Vulnerabilitat. Die
Heterogenitat innerhalb des ZNS spiegelt sich auch in den Gliazellen wider,
insbesondere in Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten, die in der Pathogenese
der MS eine entscheidende Rolle spielen’-%5¢8 Die verschiedenen Gliazelltypen
zeigen nicht nur zwischen, sondern auch innerhalb der ZNS-Regionen eine erhebliche
funktionelle und molekulare Diversitat'. Diese gliale Heterogenitat ist ein
Schlusselfaktor fur die unterschiedlichen Reaktionen auf entzundliche und
degenerative Prozesse bei MS. Beispielsweise konnen Astrozyten je nach Region und
pathologischem Kontext neuroprotektive oder neurotoxische Funktionen tbernehmen,
wahrend Oligodendrozyten in bestimmten Bereichen des ZNS anfalliger fur Schaden
sein kénnen und Mikroglia regionsspezifische Immunantworten zeigen20.68.6°,

Neue Technologien wie die Einzelzellsequenzierung haben es ermoglicht, die
komplexe zellulare Landschaft des ZNS in beispielloser Detailtiefe zu erforschen.
Durch diese Ansatze konnte eine bislang unerreichte Einsicht in die regionale und
zelltypspezifische Heterogenitat gewonnen werden, was neue Perspektiven fur die
Identifizierung  spezifischer pathologischer Mechanismen und potenzieller
therapeutischer Ziele eroffnet. Insbesondere das tiefere Verstandnis der regionalen
Unterschiede in der glialen Heterogenitat und Reaktivitdt hat das Potenzial, zu
malfdgeschneiderten Behandlungsstrategien zu fuhren, die auf die spezifischen
Bedurfnisse der betroffenen ZNS-Regionen abgestimmt sind’.

Insgesamt unterstreicht die Erkenntnis der regionalen Heterogenitat im ZNS und der
Rolle der Gliazellen die Notwendigkeit eines differenzierten Verstandnisses der MS-
Pathologie. Die Entwicklung von Therapien, die auf die besonderen Eigenschaften der
Lasionen in verschiedenen ZNS-Regionen abzielen, konnte entscheidend sein, um
den Verlauf der MS zu beeinflussen und die Lebensqualitdt der Betroffenen zu
verbessern. Die fortschreitende Forschung in diesem Bereich verspricht, das Ratsel
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der MS weiter zu entschlusseln und den Weg flr innovative Behandlungsansatze zu

ebnen.

1.3 Einzelzellsequenzierung
1.3.1 Ubersicht

Die Einzelzellsequenzierung markiert eine revolutiondare Entwicklung in der
molekularen Biologie, die es Forschern ermoglicht, genetische und epigenetische
Informationen auf der Ebene einzelner Zellen zu analysieren’®. Diese Technik
unterscheidet sich grundlegend von traditionellen bulk-Ansatzen (Gesamtansatze), die
Durchschnittswerte der Genexpression von Zellpopulationen liefern, indem sie die
gesamte genetische Diversitat und dynamischen Expressionsmuster innerhalb
einzelner Zellen eines Gewebes oder einer Zellpopulation aufdeckt’!. Die Fahigkeit,
die molekulare Signatur einzelner Zellen zu erfassen, hat das Verstandnis zellularer
Heterogenitat, Entwicklungsbiologie, Gewebehomobostase und der molekularen
Mechanismen von Krankheiten drastisch erweitert’?73,

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 10X Genomics Chromium Plattform genutzt, die
im Wesentlichen auf der Methodik Drop-Seq basiert, welche im Folgenden genauer

erlautert wird.
1.3.2 Drop-Seq

Mit der Entwicklung von Drop-Seq, einer innovativen droplet-basierten (dt.
tropfchenbasierten) Einzelzellsequenzierungstechnologie, wurde ein signifikanter
Fortschritt in der Skalierbarkeit und Effizienz der Einzelzellanalyse erzielt’®. Drop-Seq
erlaubt die parallele Verarbeitung tausender bis zehntausender einzelner Zellen in
einem einzigen Experiment. Dies wird durch den Einschluss jeder Zelle in ein
Mikrofluidik-Tropfchen (sogenanntes droplet) erreicht. In diesem droplet sind neben
der Zelle ein einzigartiger molekularer Barcode (UMI, engl. unique molecular identifier)
und eine Poly(dT)-Sequenz enthalten, die zur Erfassung und reversen Transkription
der mRNA (mRNA, engl. messenger RNA) dient. Der Prozess beginnt mit der
Suspension der Zellen in einer Losung, die einzelne Zelltropfchen erzeugt, wobei jede
Zelle zufallig mit einem Mikrotropfchen gepaart wird, welches eine eindeutige Barcode-
Sequenz (UMI) tragt. Diese Barcodes ermoglichen die Zuordnung der RNA-

Sequenzen zu ihren Ursprungszellen nach der Sequenzierung. Nach der Isolierung
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der Tropfchen erfolgt die Lyse der Zellen, gefolgt von der Synthese der
komplementaren DNA (cDNA, engl. complementary DNA) mittels reverser
Transkription und der Amplifikation. Die resultierende cDNA wird dann sequenziert und
die Daten werden mittels bioinformatischer Methoden analysiert, um die
Genexpression auf Einzelzellebene zu bestimmen’®. Ein entscheidender Vorteil von
Drop-Seq liegt in seiner Fahigkeit, auch aus Zellkernen RNA-Sequenzen zu gewinnen,
was die Anwendung auf fresh frozen Gewebeproben und damit postmortalem Material
ermoglicht’’. Dies eroffnet insbesondere fiir die Untersuchung von humanen
Gewebeproben neue Moglichkeiten, da diese oftmals erst post mortem gewonnen
werden konnen. Drop-Seq hat die genetische und transkriptomische Forschung
erheblich vorangebracht, indem es detaillierte Einblicke in die molekulare Komplexitat
von Geweben ermoglicht’-27:74, Diese Methode hat wesentlich zur Identifizierung neuer
Zelltypen und zur Aufklarung der zellularen Dynamik in Gesundheit und Krankheit
beigetragen und ist ein wichtiges Werkzeug zur Erforschung biologischer Systeme.

1.3.3 Alternative Methoden

Neben Drop-Seq existieren weitere Verfahren zur Einzelzellsequenzierung, wie
Fluidigm C17576, SMART-seq/SMART-seq2’”78 und CEL-seq/CEL-seq27%80, die sich
in Sensitivitat, Durchsatz, Kosten und Komplexitat unterscheiden. Die Wahl der
Methode richtet sich nach den  spezifischen  Anforderungen  des
Forschungsvorhabens, einschliellich der geforderten Detailtiefe, der Anzahl der zu
untersuchenden Zellen und dem verfugbaren Budget. Jede dieser Techniken tragt auf
eigene Weise dazu bei, die genetische Landschaft auf der Ebene einzelner Zellen zu
entschlusseln und liefert wertvolle Einblicke in die Biologie gesunder und krankhafter
Zustande®'.
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1.4 Fragestellung und Ziele der Dissertation

Diese Dissertation beschaftigt sich mit der regionsubergreifenden Analyse der
Pathologie bei Multipler Sklerose, um die Lucke im Verstandnis der zellularen
Heterogenitat und der spezifischen Mechanismen der MS weiter zu schliel3en. Dabei
soll es konkret um folgende Schwerpunkte gehen:

e Gibt es Unterschiede in den Genexpressionssignaturen von Gliazellen
zwischen verschiedenen ZNS-Regionen?
e Unterscheidet sich die Reaktivitat dieser Gliazellen hinsichtlich der MS-

Pathologie zwischen den unterschiedlichen ZNS-Regionen?

Hierbei wird durch die Anwendung moderner Techniken wie der
Einzelzellsequenzierung versucht, die Dynamik der Zellpopulationen im Kontext der
MS genau zu charakterisieren und die Rolle spezifischer Zelltypen bei der Entstehung
und Progression der Krankheit zu klaren. Ferner sollen die gewonnenen Erkenntnisse
genutzt werden, um neue therapeutische Ziele zu identifizieren, die eine

mafgeschneiderte Behandlung der MS ermdglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialtabelle

polyklonal, 1:500

Material Firma Katalognummer
3’ -Diaminobenzidin (DAB) | Biozol VEC-SK_4105
ImmPACT Substrat

Avidin/Biotin Komplex Vector Labs PK-4000
Deckglaschen Haberle 9161060
Langenbrinck, 24 x 60 mm,

Starke: Starke 1 (01-2460/1),

Glasdicke 0,13-0,16

Eosin 'Y Ldésung, 0.5% | Millipore Sigma 102439
alkoholisch 1L

Ethanol vergallt, 2.5 |, | Carl Roth K928.3
Kunststoff

Eukitt 500ml O.Kindler/ Orsatec 6272069
Hamatoxylin-Losung VWR 1051740500
modifiziert nach Gill lll fur die

Mikroskopie

Handschuhe Shield skin | Haberle 7930704
nitrile M

ImmEdge® Hydrophobic | Vector Labs VEC-H-4000
Barrier (PAP) Pen, 2-Pen Set

Invitrogen  Fluoromount-G | Thermo Fisher Scientific 00-4959-52
with DAPI

Kaninchen anti-IBA1 | Wako RRID: AB_839504

weild

Maus  anti-CD68 Klon | Biorad RRID: AB_2074721
514H12, 1:100

Maus anti-MOG Klon 8- | Millipore Sigma RRID: AB_1587278
18C5, 1:1000

Maus anti-CD45 Klon H130, | BioLegend RRID: AB_314390
1:200

Objekttrager Superfrost Plus | VWR 631-0108

21




Material und Methoden

Paraformaldehyd reinst | Carl Roth 60000930
granuliert

PBS, pH 7.4 Thermo Fisher Scientific 10010056
ProLong Gold antifade | Thermo Fisher Scientific P36930
reagent

Ratte anti-CD3 Klon CD3-12, | Biorad RRID: AB_321245
1:200

RNA 6000 Pico Kit Agilent 5067-1513
RNAscope® Negative | ACD Biotechne 310043
Control Probe DapB

RNAscope® Positive Control | ACD Biotechne 313901
Probe HS-PPIB

RNAscope® 25 HD | ACD Biotechne 322360
Reagents RED

RNAscope® 3-plex Negative | ACD Biotechne 320871
Control Probe

RNAscope® 3-plex Positive | ACD Biotechne 320861
Control Probe- Hs

RNAScope® Multiplex | ACD Biotechne 323100
Fluorescent Reagent Kit V2

RNAscope® Probe - Hs-| ACD Biotechne 525761
ADGRV1 Probe

RNAscope® Probe - Hs-| ACD Biotechne 482441-C2
AQP4-C2

RNAscope® Probe - Hs-| ACD Biotechne 402421
CHRM5

RNAscope® Probe - Hs-| ACD Biotechne 872071
CPAMDS8

RNAscope® Probe - Hs-| ACD Biotechne 1123401-C3
GNA14-C3

RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 472441
GRIA1

RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 853471
LINC00685

RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 1047141-C2

LINC01608-C2
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RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 864691-C2
MAG-C2

RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 872081-C3
PITPNC1-C3

RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 564571-C3
PLP1-C3

RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 1047131-C1
SLC5A11-C1

RNAscope® Probe- Hs-| ACD Biotechne 525791-C2
SYT1-C2

RNeasy Kit Mini Qiagen 74104

Tissue Tek OCT compound | VWR chemicals 361603E
Triton X Carl Roth 3881.2

TRIzol Reagenz ThermoFisher 15596026
TSA Plus Cyanine 3, 1:750 | Akoya Biosciences NEL745001KT
TSA Plus Cyanine 5, 1:750 | Akoya Biosciences NEL744001KT
TSA Plus Flourescein, 1:500 | Akoya Biosciences NEL741001KT
Xylol (Isomere), 2.5I, Glas Carl Roth K928.3

Ziege anti-Maus IgG (H+L)

Biotin

Thermo Fisher

RRID: AB_2533949

Ziege anti-Maus IgG (H+L)
Superklonaler Antikorper
Alexa 488, 1:500

Invitrogen

RRID: AB_2536161

Ziege anti-Kaninchen IgG
(H+L)  Sekundarantikorper
Alexa 555, 1:500

Invitrogen

RRID: AB_2535849

Ziege anti-Ratte IgG (H+L)
Sekundarantikorper  Alexa
647, 1:500

Invitrogen

RRID: AB_141778

Ziegenserum

Gibco

16210-064

2.2 Kriterien der Gewebeauswahl

2.2.1 Ursprung der humanen Gewebeproben

Die Akquisition postmortaler menschlicher Gewebeproben wurde durch die UK
Multiple Sclerosis Tissue Bank am Imperial College London ermdoglicht und erfolgte im
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Rahmen eines prospektiven Spenderprogramms, welches nach sorgfaltiger Prufung
und Genehmigung durch das National Research Ethics Committee im Vereinigten
Konigreich (Genehmigungsnummer 08/MREQ09/31) initiilert wurde. Der Pool der
Gewebeproben umfasste Spenden von insgesamt 41 Menschen, unterteilt in 21
Frauen und 20 Manner. Die Auswahl der Proben beinhaltete Gewebe von 21 Spendern
ohne nachweisbare pathologische Veranderungen in den analysierten Bereichen
sowie erganzend dazu Proben von 20 Spendern, bei denen zu Lebzeiten MS
diagnostiziert worden war. Dies ermoglichte einen direkten Vergleich zwischen
Gewebeproben mit und ohne MS-Lasionen. Um eine hohe Qualitat der
Forschungsdaten sicherzustellen, wurden zusatzliche klinische und pathologische
Informationen zu den Spendern erhoben und fur weiterfuhrende Analysen

dokumentiert. Diese Daten sind in der Zusatztabelle 1 einsehbar.
2.2.2 Gewebeauswahl

Far die Auswahl der Gewebeproben wurde unter anderem die Integritat der mRNA als
wichtiges Kriterium festgelegt, wodurch gewahrleistet wird, dass nur Proben mit
hochwertiger Gewebe-RNA in die Studie aufgenommen wurden. Zur Vorbereitung der
Proben fur die RNA-Isolierung wurden mithilfe eines CM3050S Kryostats (Leica)
Schnitte von 100 um Dicke angefertigt, um aus jedem Gewebeblock etwa 10 mg
Material zu gewinnen. Die Isolierung der RNA erfolgte anschlieRend mittels TRIzol in
Kombination mit dem Qiagen RNAeasy Kit, wobei streng die Vorgaben der Hersteller
beachtet wurden. Um die Qualitat der extrahierten RNA zu bewerten, wurde der Agilent
2100 Bioanalyzer mit dem RNA 6000 Pico Kit entsprechend den
Herstelleranweisungen verwendet. Nur Proben, die eine RNA-Integritatszahl (RIN,
engl. RNA integrity number) von 6,5 oder hoher aufwiesen, qualifizierten sich fur die
nachfolgende Sequenzierungsanalyse. Dieses strenge Auswahlverfahren stellte
sicher, dass die analysierten Daten von hoher Zuverlassigkeit sind.

2.2.3 Histopathologische Untersuchung

Vor der weiterfuhrenden Analyse wurden alle Gewebeschnitte einer detaillierten
histopathologischen  Untersuchung unterzogen. Die Farbungen umfassten
Hamatoxylin/Eosin zur allgemeinen Beurteilung der Gewebebeschaffenheit sowie
spezifische Immunhistochemie-Verfahren zur Bewertung der Demyelinisierung und
EntzUndungsaktivitat. Hierfur wurde zunachst gegen MOG gefarbt, um Aufschluss
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uber Demyelinisierungsprozesse zu erlangen. Die Evaluation der Entzindungsaktivitat
erfolgte mittels Farbungen gegen die Marker CD45 und CDG68.

2.2.3.1 Immunhistochemischer Ablauf:

Zunachst wurden die Gewebeschnitte direkt aus dem Tiefkuhlschrank bei -80 °C in 4%
Paraformaldehyd (PFA) transferiert und dort fur 10 Minuten fixiert. Ein Serum-Block
wurde mittels Ziegenserum (10 % Ziegenserum in 90 % PBST [1X PBS, 0.01 % Triton
X-100]) far 30 Minuten bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Anschlieend wurden die
Primarantikorper in PBST (Phosphatgepufferte Salzlosung mit Tensid, engl.
Phosphate-Buffered Saline with Tween-20) verdinnt und zur Inkubation Uber Nacht
bei 4 °C auf die Schnitte aufgetragen. Folgende Primarantikorper kamen zum Einsatz:
Maus anti-MOG, Maus anti-CD45, Kaninchen anti-IBA1, Maus anti-CD68 und Ratte
anti-CD3.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte fur chromogene Farbungen mit einem
biotinylierten Sekundarantikorper fur 2 Stunden inkubiert und anschlieend zweimal
mit 0,1M PBS gewaschen. Darauf folgte eine Inkubation mit einem Avidin-Biotin-
Komplex fur eine Stunde mit erneutem Waschen mit 0,1M PBS. Schliellich erfolgte
eine Einfarbung mit DAB entsprechend den Herstellerempfehlungen mit
anschlieBender Hamatoxylingegenfarbung. Es erfolgte eine Dehydratation mit
aufsteigender Alkoholreihe (50%, 70%, 90%, 100% fur jeweils funf Minuten sowie in
Xylol fur zehn Minuten) und Eindeckeln mit Eukitt.

Fur fluoreszierende Farbungen wurden die PrimarantikOrper anschlielend mit
sekundaren Antikdrpern markiert, die spezifisch gegen verschiedene Spezies (Maus,
Kaninchen, Ratte) gerichtet waren und an verschiedene Fluorophore (Alexa Fluor Plus
488, 555 und 647) gekoppelt sind und anschlieBend mit Fluoromount eingedeckelt.

2.2.3.2 Immunhistochemische Beurteilung

Alle in die Untersuchung eingeschlossenen Proben von MS-Patienten zeigten
demyelinisierte Lasionen mit angrenzenden Lasionsrandern sowie normal
erscheinende graue und weil’e Substanzbereiche mit variabler Entzindungsaktivitat.
Die Lasionsareale wurden weiter in akute, chronisch-aktive und chronisch-inaktive
Lasionen klassifiziert. Akute Lasionen wiesen einen undeutlichen Rand auf und
zeigten aktive Demyelinisierung mit dem Vorkommen von myeloiden Schaumzellen

(MOG*/CD45*/CD68"9") in den Zentren der Lasionen sowie perivaskulare Infiltrate von
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T-Zellen (CD45*/CD3*) und Makrophagen (CD45*/IBA1'°%/CD68"s"). Chronisch-aktive
Lasionen waren durch einen abgegrenzten demyelinisierten Lasionskern und einen
hyperzellularen Lasionsrand mit vermehrtem Vorkommen von Makrophagen und
aktivierten Mikroglia (CD45*/IBA1M"/CD68'°) charakterisiert. Inaktive Lé&sionen
zeigten vollstandig demyelinisierte Lasionskerne ohne Makrophagen; in normal
erscheinenden und peri-plaque Bereichen wurde eine Fulle von verzweigten Mikroglia
(CD45*/IBA1Mdh) beobachtet.

2.3 Analyse der Sequenzierungsdaten

ANMERKUNG: Die Zellkerninsolation sowie Sequenzierung wurden im Rahmen
dieses Projekts nicht von mir, sondern von Kollegen des Labors durchgefiihrt. Fiir
weitere, methodisch verwandte Projekte, habe ich dieselbe Methodik bereits ebenfalls
angewandt.

2.3.1 Generierung der Expressionsmatrix

Nach dem Erhalt der Sequenzierungsdaten, vorliegend als bcl-Dateien, erfolgte
zunachst deren Umwandlung in FASTQ-Dateien. Diese Demultiplexing-Prozedur
wurde unter Einsatz der Funktion cellranger mkfastqg der 10x Genomics Cell
Ranger Software Version 3.0.2 mit Standardparametern durchgefuhrt. Aufgrund der
anspruchsvollen technischen Spezifikationen der Cell Ranger Software wurde diese
Analyse auf dem bwHPC-Cluster des Landes Baden-Wurttemberg realisiert. Fur jede
einzelne Gewebeprobe wurde anschliefend eine Expressionsmatrix erstellt. Dieser
Schritt umfasste das Alignment der Sequenzen, das Filtern, die Zahlung der Barcodes
sowie der UMIs. Als Referenz diente hierbei eine modifizierte Version des GRCh38
pra-mRNA-Transkriptoms, die es ermoglichte, auch counts — also abgelesene Gene —
zu erfassen, die Introns enthielten. Die Expressionsmatrix des gesamten Datensatzes
wurde durch Anwendung der Funktion cellranger aggr generiert. Dabei wurden
die Daten aller 20 Gewebeproben zusammengefuhrt. In diesem Schritt wurde keine
Normalisierung  bezlglich der Sequenzierungstiefe = vorgenommen. Eine
entsprechende Normalisierung erfolgte zu einem spateren Zeitpunkt, wie in Abschnitt
2.3.4 detailliert beschrieben.
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2.3.2 Software und Analyseumgebung

Die weitere Analyse der Sequenzierungsdaten erfolgte mittels der open-source
Software R Version 4.0.3. Fur die detaillierte Auswertung und spezifische
Fragestellungen wurden fur R entwickelte Softwarepakete genutzt (siehe folgende

Kapitel).
2.3.3 Qualitatskontrolle

Im Rahmen der Qualitatskontrolle der Sequenzierungsdaten wurde eine initiale
Filterung der Zellkerne vorgenommen. Zellkerne, die weniger als 250 Gene und 400
counts aufwiesen, wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Darlber hinaus
erfolgte eine Selektion basierend auf dem Anteil mitochondrialer Gene. Es wurde
sichergestellt, dass 99% der in die Analyse einbezogenen Zellkerne weniger als 5%
mitochondrial codierte Gene enthielten.

Zur ldentifikation von doublets, also Fallen, in denen zwei oder mehr Zellkerne in
einem einzigen Ol-Tropfen eingefangen wurden (in diesem Kontext auch als multiplets
bezeichnet), kam die Software scDblFinder Version 1.4.082 zum Einsatz. Die
Anwendung dieser Software folgte den Empfehlungen des offiziellen Tutorials, wobei
die erwartete Rate an doublets auf 5% angepasst wurde. Diese Modifikation
berucksichtigte die erwartete Wahrscheinlichkeit von doublets bei der Analyse von
Zellkernen. Die spezifische Untersuchung auf doublets wurde separat fiir jede der
drei ZNS-Regionen durchgefuhrt (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1: Qualitatskontrolle der Sequenzierungsdaten. a Violin-Plots fir die Anzahl an
counts. Jeder Punkt stellt einen Zellkern dar. Die gestrichelte Linie zeigt den unteren
Grenzwert (400). b Violin-Plots fur die Anzahl an Genen. Die gestrichelte Linie zeigt den
unteren Grenzwert (250). ¢ Streudiagramm zur Darstellung der Qualitatsmerkmale nach
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entsprechender Filterung der Zellkerne. Zusatzlich zu der Anzahl an counts und Genen ist der
Prozentsatz an mitochondrialen Genen dargestellt. d,e,f UMAP-Plots fir die Analyse
moglicher doublets in jeder der drei ZNS-Regionen. Dargestellt sind der zerebrale (d),
zerebellare (e) und spinale (f) Datensatz. Orange markiert sind alle Zellkerne, die als doublet
erkannt und klassifiziert wurden. GH, GrofB3hirn; KH, Kleinhirn; RM, Rlickenmark; KTL,
Kontrolle; MS, Multiple Sklerose.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

2.3.4 Normalisierung, Skalierung und Selektion hochvariabler Gene

Die weitere Analyse der Sequenzierungsdaten erfolgte mittels der R Software Seurat
Version 3.2.3%3, Fir die Normalisierung, Skalierung und Identifikation hochvariabler
Gene kam die Funktion SCTransform () zur Anwendung. Diese Funktion basiert auf
einem Modell der negativen Binomialregression, welches speziell fur die Verarbeitung
von UMI-basierten Datensatzen konzipiert wurde.

In der ersten Phase der Analyse, die sich auf jede ZNS-Region separat bezog, wurde
SCTransform () mit den voreingestellten Standardparametern genutzt. Fur die
kombinierte Analyse des gesamten Datensatzes, der alle drei ZNS-Regionen
umfasste, erfolgte eine Anpassung des Parameters variable. features.n aufden
Wert 5000. Diese angepasste Einstellung diente zur besseren Analyse des hoch
komplexen und aus mehreren Regionen bestehenden Datensatzes. Durch diesen
methodischen Ansatz wurde sichergestellt, dass die Daten nicht nur effektiv
normalisiert und skaliert, sondern auch hinsichtlich der biologischen Variabilitat
zwischen den Zellpopulationen sorgfaltig analysiert wurden, da die Selektion der
variablen Gene eine essentielle Grundlage fur die tiefgehende Charakterisierung
zellularer Heterogenitat innerhalb der untersuchten ZNS-Regionen bildet.

2.3.5 Dimensionsreduktion und Auswahl der Hauptkomponenten

Fir die Dimensionsreduktion der  Sequenzierungsdaten  wurde  die
Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. principal component analysis) herangezogen,
welche als Funktion (RunPCA ()) im Seurat-Paket verfugbar ist. Die Berechnung
bezog sich auf die ersten 50 Hauptkomponenten (PCs, engl. principal components),
um die multidimensionale Datenstruktur auf wesentliche Muster zu reduzieren. Zur
Bestimmung der Anzahl signifikanter Hauptkomponenten fur die nachfolgenden
Analysen wurde ein objektives, datengetriebenes Verfahren angewendet, um
subjektive Entscheidungen zu minimieren. Zunachst wurde ein PC-Grenzwert

festgelegt, bei dem die kumulative erklarte Varianz mehr als 90% betragt.
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Anschlielend wurde die erste PC bestimmt, bei der der Abfall der erklarten Varianz
zwischen aufeinanderfolgenden PCs unter 0,1% liegt. Die endgultige Anzahl der fur
die Analyse verwendeten PCs wurde als Minimum dieser beiden Kriterien gewahlt.
Dieser Ansatz gewahrleistet, dass die ausgewahlten PCs den Groldteil der Varianz
erfassen, ohne unnotig viele PCs zu berucksichtigen, die nur noch minimalen
zusatzlichen Informationsgewinn liefern. Durch die Anwendung objektiver Kriterien
wird sichergestellt, dass die Auswahl der PCs die Variabilitat der Daten bestmdglich
reprasentiert und nicht subjektiv beeinflusst ist.

R-Code:
get sig pcs <- function(SeuratObject, reduction = "pca") {
pct <- SeuratObject[[reduction]]@stdev /
sum (SeuratObject [ [reduction] ]@stdev) * 100
cumu <- cumsum (pct)
col <- which(cumu > 90 & pct < 5)[1]

co2 <- sort(which((pct[l:length(pct) - 1] -

Il
H
[
+
[

pctl[2:1length(pct)]) > 0.1), decreasing
pcs <- min(col, co2)

return (pcs) }
2.3.6 Integration des Datensatzes

Um  sicherzustellen, dass die Clusteranalyse des Datensatzes auf
Zelltypunterschieden basiert und nicht durch Stichprobenvarianz oder batch-Effekte
(systematische Abweichungen zwischen verschiedenen Versuchsdurchlaufen)
verzerrt wird, erfolgte die Integration des Datensatzes unter Verwendung der
Harmony-Software®t. Hierbei wurde die in Seurat implementierte Funktion
RunHarmony () basierend auf den von SCTransform() korrigierten Daten mit
Standardparametern berechnet, jede Gewebeprobe als batch gewertet und
max.iter.harmony = 30 gesetzt. Die Anzahl an ausgewahlten Hauptkomponenten
wurde ebenso berechnet wie im obigen Abschnitt erklart, mit Ausnahme des
integrierten Datensatzes, bei dem die ersten 31 Hauptkomponenten fur die weitere

Analyse genutzt wurden.
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2.3.7 Clustering und Visualisierung

Die Clusteranalyse wurde entsprechend der offiziellen Vignette der Seurat-Entwickler
durchgefuhrt. Konkret wurden die Funktionen RunUMAP (), FindNeighbors () und
FindClusters () basierend auf den von Harmony korrigierten Koordinaten
durchgefuhrt. Es wurden hierbei die Standardparameter genutzt, aulRer im Falle von
FindClusters () — hier wurde die Auflosung auf 2.5 gesetzt, um der hohen

Komplexitat des Datensatzes gerecht zu werden.
2.3.8 Analyse von Subtypen spezifischer Zellpopulationen

FUr das Subclustering spezifischer Zellpopulationen, wie beispielsweise Astrozyten
oder Oligodendrozyten, wurde jeweils nur ein Teil der Zellkerne des integrierten
Datensatzes verwendet. Diese Anteile wurden basierend auf ihrer Genexpression als
der jeweilige Zelltyp von Interesse annotiert. AnschlieBend wurde der bereits
beschriebene Analyseworkflow (siehe 2.3.4 - 2.3.7) ausschlieBlich fur den jeweiligen
Subtyp durchgefuhrt. Allgemein wurde hierbei der Auflosungsparameter (resolution
parameter) reduziert, da nur ein einziger Zelltyp untersucht wurde. Diese Anpassung
bertcksichtigt die geringere Heterogenitat innerhalb der Subtypen im Vergleich zum

gesamten Datensatz.

2.3.9 Identifikation von Markergenen und Annotation von Zelltypen

Zelltypen-Markergene wurden identifiziert mittels der findMarkers () Funktion der
R Software scran Version 1.18.5%. Hierbei wurden Standardparameter genutzt mit
Ausnahme von pval.type="all™. Nach der Identifizierung wurden die Markergene
hinsichtlich ihrer Spezifitat und ihrer Expressionsstarke in den jeweiligen Clustern
naher betrachtet. Basierend auf den Ergebnissen dieser Untersuchung wurden die
Zelltypen den entsprechenden Clustern zugeordnet. Die Zuweisung erfolgte auf
Grundlage der Expression der identifizierten Marker, wobei besonderes Augenmerk
auf diejenigen Gene gelegt wurde, die eine hohe Sensitivitat, Spezifitat und ein hohes
Expressionslevel fur bestimmte Zellpopulationen aufwiesen.

2.3.10 Analyse der differentiellen Genexpression (DGE)

Die differentielle Genexpressionsanalyse wurde mit der DESeq2-Software Version

1.30.0 durchgefiihrt®®. Dabei kam der sogenannte pseudobulk-Ansatz zur Anwendung,
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bei dem die unprozessierten counts fur jedes Gen innerhalb jeder Gewebeprobe
aufsummiert wurden, um einen Bulk-Sequencing-Datensatz zu simulieren. Eine initiale
Filterung schloss dabei Gene aus, die weniger als zwei counts in mindestens 30
verschiedenen Zellkernen aufwiesen. Nach der Aufsummierung der counts wurden
Gene, die nicht mindestens zehn counts in mindestens zwei Gewebeproben
erreichten, ausgeschlossen. Vor der Ermittlung der differentiell exprimierten Gene
erfolgte eine zusatzliche Qualitatskontrolle mit der Funktion p1otPCA () aus DESeq2.
Diese Uberpriifung diente der Bestatigung, dass die Hauptvarianz in den Daten durch
die Diagnose (Kontrollen vs. MS) erklart wird. Auf Basis der PCA-Ergebnisse wurden
Ausreil3er von der Analyse ausgenommen, was nie mehr als eine Gewebeprobe
betraf. Die Analyse selbst wurde gemaf der offiziellen Entwicklervignette von DESeq2
durchgefuhrt, wobei der Wald-Test zur Identifikation differentiell exprimierter Gene
eingesetzt und das Geschlecht als Regressionsvariable berucksichtigt wurde. Die
resultierenden Log2-Fold-Change-Werte wurden fur eine prazisere Interpretation mit
der apeglm-Software Version 1.12.0 transformiert®’. Fir den Vergleich aller drei ZNS-
Regionen wurden die differentiellen Genexpressionsanalysen paarweise durchgefuhrt.
Die Schnittmenge dieser paarweisen Vergleiche diente zur Identifikation von Genen,
die als spezifisch fur die jeweiligen Regionen angesehen werden konnen.

2.3.11 Signalweg- und semantische Ahnlichkeitsanalyse

Die Analyse zugrundeliegender Signalwege der zuvor identifizierten differentiell
exprimierten Gene wurde mit Hilfe der GO-Term-Implementierung (GO-Terme = Gene
Ontology-Begriffe zur Klassifizierung von Genfunktionen) in der R Software
ClusterProfiler Version 3.18.0 durchgefiihrt®®. Von dieser Analyse ausgeschlossen
wurden sowohl mitochondrial kodierte als auch im Zellkern kodierte ribosomale
Transkripte. Als Referenzliste wurden alle Gene verwendet, die in dem untersuchten
Zelltyp exprimiert werden. Mithilfe der bitr () Funktion wurden alle Gene in Entrez-
IDs umgewandelt. Als zugrundeliegende Datenbank wurde die R Software
org.Hs.eg.db Version 3.8.2%° verwendet. Gene ohne korrespondierende Entrez-ID
wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die Signalweganalyse wurde
anschlielend mittels der enrichGoO () Funktion durchgefuhrt. Hierbei wurden
biological processes als Datenbank, ein p- und g-Grenzwert von 0.05 und die
Benjamini-Hochberg-Korrektur fur adjustierte p-Werte genutzt. Basierend auf den

ermittelten Ergebnissen wurde eine semantische Ahnlichkeitsanalyse unter
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Verwendung der GoSemSim-Software Version 2.16.1%° durchgefiihrt. Die
semantische Ahnlichkeit wurde zwischen den Gensets berechnet, die aus zuvor als
differentiell exprimiert identifizierten Genen bestanden und mit bestimmten
Signalwegen (GO-Termen) assoziiert waren. Fur die Korrelationsberechnung wurde
die Funktion mclusterSim () mit biological processes als Datenbank, der Wang-
Methode fur die Berechnung und der Best-Match-Average-Strategie als
Kombinationsmethode genutzt. AbschlieBend wurde eine Heatmap der
Korrelationsmatrix mittels der pheatmap-Software Version 1.0.12°" erstellt. Durch das
Schneiden des Dendrogramms auf Hohe 3 konnten die Daten in biologisch
aussagekraftige Cluster unterteilt werden.

2.3.12 Trajectory inference und pseudotime DGE-Analyse

Die pseudotime ftrajectory inference ist ein Rechenalgorithmus, die bei
Einzelzellanalysen = angewendet wird, um  Muster von dynamischen
Entwicklungsprozessen, die die untersuchten Zellen durchlaufen, zu identifizieren und
anschliellend die Zellen entlang dieses Prozesses anzuordnen. Die trajectory
inference Analyse erfolgte mittels der R Software slingshot Version 1.8.0%2. Hierbei
wurde die frajectory anhand der UMAP-Koordinaten des jeweiligen Seurat
Datensatzes mittels der Funktion s1ingshot () berechnet. Es wurden die Standard-
Parameter genutzt, sodass weder ein Start- noch ein Endpunkt der ftrajectory
vorgegeben wurde, um eine moglichst unuberwachte Analyse zu ermodglichen. Die
zugrunde liegenden Datensatze wurden gemafl den vorherigen Beschreibungen
mittels Seurat analysiert, allerdings mit dem Unterschied, dass auf eine Integration
durch Harmony verzichtet wurde. Dieser Schritt sollte sicherstellen, dass die
transkriptionellen Unterschiede zwischen MS- und Kontrollgewebeproben in den
UMAP-Koordinaten erhalten bleiben. Fur die Analyse der differentiellen
Genexpression entlang der trajectory kam die Software tradeSeq Version 1.4.0% zum
Einsatz. Orientiert am offiziellen Tutorial der Entwickler wurde die Funktion
diffEndTest () genutzt, um die differentielle Genexpression zwischen den beiden
Endpunkten der trajectory zu vergleichen. In die Analyse einbezogen wurden nur
Gene, die in den durch SCTransform() korrigierten Daten in mindestens 100
Zellkernen jeweils mindestens zwei counts aufwiesen. Die Auswahl von sieben

Knotenpunkten (knots) fur die Berechnung basierte auf der Funktion evaluateK ().
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2.4 Histologie
2.4.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Fur die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurden gefrorene Gewebeschnitte der
humanen Spender genutzt (fir die Vorbereitung der Schnitte siehe Abschnitt 2.2.3).
Die Farbung wurde auf reprasentativen Schnitten der jeweiligen Gewebeproben
mittels des ACD RNAscope 2.5 HD Red und des Multiplex Fluorescent V2 assays
durchgefihrt. Hierfir wurden die Gewebeschnitte zur Fixierung direkt aus dem -80 °C-
TiefkUhlschrank in 4% PFA bei 4 °C fur 15 Minuten tberfuhrt. Anschlielend wurde das
PFA verworfen und die Gewebeschnitte erneut mit PFA bedeckt und fur zwei Stunden
bei Raumtemperatur fixiert. Nach der Fixierung erfolgte eine Inkubation mit
Wasserstoffperoxid (H202) fir zehn Minuten und dann ein Kochen der Schnitte in
Target Retrieval Solution (ACD) fur funf Minuten. Die Gewebeschnitte wurden dann in
destilliertem Wasser gewaschen und mittels 100% Ethanol dehydriert fur 3 Minuten.
Es folgte eine Behandlung mit Protease (Protease IV, ACD) fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Die zu farbenden Proben wurden im Falle des Multiplex Assays
dann gemischt, bzw. im Falle des 2.5 HD Red Assays einzeln fur zwei Stunden bei 40
°C auf den Schnitten inkubiert. Die Schnitte wurden anschlielRend gewaschen und in
5X SSC uber Nacht gelagert. Am nachsten Tag erfolgte dann die Amplifikation und
Farbung der Probe entsprechend den offiziellen Empfehlungen der Hersteller. Fur die
Farbung der Proben im Multiplex Assay wurden die Farbstoffe TSA plus Cyanine 3,
TSA plus Cyanine 5 und TSA plus Fluorescein (alle Akoya Biosciences) benutzt. Nach
der Farbung wurden die Schnitte mittels Fluoromount (2.5 HD Red) bzw. ProLong Gold
antifade Reagent (Multiplex Assay) eingedeckelt.

2.4.2 Mikroskopie, Bilderaufnahme und statistische Analyse

Alle Lichtfeld Bildaufnahmen wurden mittels eines Leica DMi 8 Mikroskop mit einer
Leica DFC 7000 GT Kamera aufgenommen. Die Fluoreszenz-Bilder wurden entweder
mit einem Leica TCS SP8, einem Nikon AX R mit einem Nikon Plan Apo A 40x NA 0.95
Objektiv oder einem Nikon A1 mit einem Nikon Plan Fluor 40x NA 1.3 Objektiv
aufgenommen. Alle Fluoreszenz-Bilder wurden als z-stack Bilder mit 10 - 20 Ebenen
und einer Schichtdicke von 0.5 - 0.7 ym aufgenommen. Die Bestimmung der Hohe fur

die z-Stacks wurde anhand der DAPI-Farbung (4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol) der

aufzunehmenden Stelle durchgefuhrt. Jede Ebene wurde fur drei bis vier Kanale
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aufgenommen (entsprechend der Anzahl der gefarbten Proben). Die weitere
Verarbeitung der Bilder erfolgte in der open-source Software FIJI Imaged Version
2.0.0. Die Bilder, welche mit den Nikon Mikroskopen aufgenommen wurden, wurden
vorher mittels der Nikon NIS-Elements AR Software Version 5.40.01
bearbeitet (denoised und deconvolved), was eine Reduktion des Hintergrundes und
eine Verstarkung des Signals ermdglichte. Zur Quantifizierung ausgewabhlter Signale
wurden mindestens zwei reprasentative Regionen von Interesse eines
Gewebeschnittes von mindestens vier verschiedenen Gewebeproben analysiert. Die
statistische Auswertung und Visualisierung der Ergebnisse erfolgte mittels der open-
source Software R Version 4.0.3.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Analyse der Gewebeproben

Fur die vorliegende Studie wurden gezielt MS-Proben ausgewahlt, die deutliche
Anzeichen einer Demyelinisierung aufwiesen. Hierfur wurden zunachst alle
Gewebeproben mittels Immunhistochemie auf das jeweilige Lasionsausmal}
untersucht. Als Zielstruktur wurde MOG verwendet. Sofern eindeutige Lasionen
nachgewiesen werden konnten, wurden diese in einem nachsten Schritt auf ihre
entzundliche Aktivitat mittels Antikorper gegen CD45, IBA1, CD68 and CD3 untersucht
(Abb. 2, 3).
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Abbildung 2: Charakterisierung der Gewebeldsionen mittels Lichtfeld-
Immunhistochemie. a MOG- und CD45-Immunhistochemie eines reprasentativen
subkortikalen MS-Lasionsgewebeschnitts. Eine akute Lasion mit aktiver Demyelinisierung und
dem Vorhandensein von Schaumzellen (weil3e Pfeilspitzen) im Zentrum sowie am Rand der
Lasion wird neben einer chronisch-aktiven Lasion mit abgegrenztem Kern und hyperzellularem
Lasionsrand mit hohen Mikroglia-Leveln (schwarze Pfeilspitzen) gezeigt. b MOG- und CD45-
Immunhistochemie fir einen reprasentativen zerebellaren MS-Lasionsgewebeschnitt. Eine
chronisch-aktive zerebellare Lasion mit abgegrenztem Kern und hyperzelluldarem Lasionsrand
mit Anwesenheit von Makrophagen (weile Pfeilspitzen) und Mikroglia (schwarze Pfeilspitzen)
wird gezeigt. ¢ MOG- und CD45-Immunhistochemie flr reprasentative Riuckenmark-MS-
Lasionsgewebeschnitte. Die obere Reihe zeigt eine akute Rickenmark-MS-Lasion mit aktiver
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Demyelinisierung und Anwesenheit von Makrophagen (weil3e Pfeilspitzen). Die unteren zwei
Reihen zeigen chronisch-aktive Lasionen mit abgegrenzten Lasionskernen in grauer und
weiller Substanz mit hyperzelluldren Lasionsrandern und Anwesenheit von einigen
Makrophagen (weie Pfeilspitzen) sowie Mikroglia (schwarze Pfeilspitzen). Die
Ubersichtsbilder fir MOG und CD45 in a, b und ¢ wurden von entsprechenden MS-
Lasionsbereichen auf seriellen Schnitten aufgenommen. Die Mal3stabsbalken zeigen 500 pm
auf Ubersichtsbildern und 100 ym auf VergréRerungen. LR, Lasionsrand; NEWS, normal
erscheinende weille Substanz; NEGS, normal erscheinende graue Substanz; DMWS,
demyelinisierte weille Substanz; DMGS, demyelinisierte graue Substanz.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

Von den untersuchten Proben wurden bis auf drei Ausnahmen, die als chronisch-
inaktiv eingestuft wurden, samtliche Proben als akut/chronisch-aktiv klassifiziert. Diese
Klassifizierung basierte auf dem Vorhandensein partieller Anzeichen fur eine
fortlaufende aktive Demyelinisierung entlang der Rander der Lasionen sowie in
angrenzenden Kernbereichen (Abb. 2).

Ein weiteres wichtiges Kriterium fur die Auswahl der Proben fur die nachfolgende
Einzelkern-RNA-Sequenzierung war die RNA-Integritat. Es wurden ausschlieRlich
Proben mit einer RIN von 6,5 oder hoher in die Analyse einbezogen, um die
Zuverlassigkeit der gewonnenen transkriptomischen Daten zu gewahrleisten. Die
Details zu allen verwendeten Gewebeproben sind in Zusatztabelle 1 aufgelistet und
umfassen insgesamt zehn zerebellare, neunzehn zerebrale sowie zwdlf spinale

Proben.

NEWS

CD68

DAPI

Abbildung 3: Charakterisierung der Gewebeldsionen mittels Fluoreszenz-
Immunhistochemie. Fluoreszenz-Immunhistochemie fir IBA1, CD68 und CD3. Auf der
linken Seite wird der Lasionskern einer akuten Lasion dargestellt. T-Zellen (CD3*, gelbe
Pfeilspitzen) werden neben gewebeinfiltrierenden Makrophagen (IBA1°/CD68", rote
Pfeilspitzen) gezeigt, die von einem nahegelegenen Gefal} (*) stammen. Auf der rechten Seite
wird NEWS mit Makrophagen (IBA17/CD68", rote Pfeilspitzen) und ansassiger verzweigter
Mikroglia (CD68", cyanfarbene Pfeilspitzen) gezeigt. Der Maflistabsbalken zeigt 20 ym an.
NEWS, normal erscheinende weif3e Substanz.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".
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3.2 Sequenzierungsanalyse
3.2.1 Integration des Datensatzes und Zelltypen-Clustering

Nach Erhalt der Sequenzierungsergebnisse wurden zunachst Qualitatskontrollen fir
jede einzelne ZNS-Region durchgefuhrt (vgl. Methoden). Anschliefend wurde ein
integrierter Datensatz erstellt und fur die weitere Analyse verwendet. Insgesamt wurde

das Transkriptom von 45.183 Zellkernen analysiert (Abb. 4a, b).
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Abbildung 4: Integration des Datensatzes und Zelltypen-ldentifikation von humanen
Kontroll- und MS-Spendern. a Schematische Darstellung der drei verwendeten ZNS-
Regionen (GrofRhirn, Kleinhirn und Rickenmark). b UMAP-Plot der 45.183 analysierten
Zellkerne (Kontrolle, n = 19.718; MS, n = 25.465). 38 zelltypspezifische Cluster konnten
identifiziert werden. EN, exzitatorische Neurone; L, Lamina; KORN-EN, Koérnerzellen; IN,
inhibitorische Neurone; PZ, Purkinje-Zellen; PER, Perizyten; STR, Stromazellen; EPD,
Ependymzellen; VGM, vaskulare glatte Muskelzellen; END, Endothelzellen; MG, Mikroglia,
BG, Bergmann-Glia; AS, Astrozyten; GS, graue Substanz; WS, weile Substanz; OVZ,
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen; OL, Oligodendrozyten. ¢ UMAP-Plot der regionalen
Zugehorigkeit der einzelnen Zellkerne. GH, GroRRhirn; KH, Kleinhirn; RM, Rickenmark.
Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

Mittels Cluster-Analysen wurden 38 verschiedene Zelltypen charakterisiert und
basierend auf der Expression von Markergenen unterschieden, wodurch alle grof3en
Zelltyppopulationen identifiziert werden konnten. Hierbei formten vor allem
uberregionale Zelltypen (wie z.B. Astrozyten und Oligodendrozyten) einheitliche
Cluster zwischen den drei ZNS-Regionen (Abb. 4c). Neben diesen uberregionalen
Zellen fanden sich zudem verschiedene regionsspezifische Subtypen: Sowohl
Ependymzellen des Ruckenmarks als auch zerebellare Kornerzellen, Bergmann-Glia
und Purkinje-Zellen stellten eigenstandige Cluster dar. Obwohl zwischen den
regionsspezifischen neuronalen Subtypen wenig Uberlappung identifiziert werden
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konnte, ergab sich ein kleines Cluster an exzitatorischen Neuronen mit sowonhl
zerebralem als auch spinalem Ursprung, die anhand ihrer spezifischen Genexpression
als grofle Motorneurone charakterisiert werden konnten (z.B. Expression des
Markergens UCHL 1, aber nicht CALBT).
Eine unuberwachte hierarchische Clusteranalyse konnte zeigen, dass verwandte
Zelltypen in gemeinsamen Clustern gruppiert wurden. So wurden beispielsweise
exzitatorische und inhibitorische Neurone sowie nicht-neuronale Zellen wie Gliazellen
und Endothelzellen zusammengefasst, was auf konservierte transkriptomische
Eigenschaften innerhalb dieser Zellsubtypgruppen hinweist.
Betrachtet man die Verteilung der Zelltypen basierend auf ihrem Ursprung von
gesunden Spendern oder Spendern mit MS, bestehen in einigen Zelltypen erhebliche
Unterschiede. Wahrend Immunzelltypen (B- und T-Zellen) erwartungsgemal® fast
ausschlieRlich von MS Proben stammten, zeigte sich insbesondere fur Neurone der
oberen kortikalen Schichten des Grol3hirns ein Uberwiegender Ursprung von
gesunden Spendern, was auf eine besondere Vulnerabilitat dieser neuronalen
Subtypen hindeutet?’.
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Abbildung 5: Zelltypspezifische Analyse. a Dotplot zur Darstellung der zelltypspezifischen
Expression von Markergenen. Das Dendrogramm zeigt die hierarchische Clusteranalyse
zwischen den verschiedenen Zelltypen. Berechnet wurde dieses anhand der
durchschnittlichen Genexpression pro Cluster basierend auf den normalisierten und skalierten
counts. b Balkendiagramm fiir den proportionalen Ursprung der Cluster basierend auf Kontroll-
und MS-Spendern. EN, exzitatorische Neurone; L, Lamina; KORN-EN, Kérnerzellen; IN,
inhibitorische Neurone; PZ, Purkinje-Zellen; PER, Perizyten; STR, Stromazellen; EPD,
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Ependymzellen; VGM, vaskulare glatte Muskelzellen; END, Endothelzellen; MG, Mikroglia,
BG, Bergmann-Glia; AS, Astrozyten; GS, graue Substanz; WS, weil’e Substanz; OVZ,
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen; OL, Oligodendrozyten; MS, Multiple Sklerose.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

3.2.2 Geteilte Gendysregulation in verschiedenen neuroglialen Zellreihen in
Multipler Sklerose

Um ,globale®, also regionsubergreifende, einheitliche Effekte von MS in den
verschiedenen ZNS-Regionen zu untersuchen, wurde zunachst eine differentielle
Genexpressionsanalyse zwischen Kontroll- und MS-Gewebeproben fur jeden Zelltyp
durchgefuhrt. Die hieraus resultierenden Gene wurden anhand der Haufigkeit ihrer

Dysregulation in verschiedenen Zelltypen geordnet und in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Global-dysregulierte Genmuster in neuroglialen Zellen in MS. Die
Expression der am haufigsten dysregulierten Gene in MS wird mittels Violin-Plots dargestellt,
wobei die Markierung mit dem Stern angibt, ob diese fur den jeweiligen Zelltyp statistisch
signifikant war (p < 0,05). EN, exzitatorische Neurone; L, Lamina; KORN-EN, Kérnerzellen;
IN, inhibitorische Neurone; PZ, Purkinje-Zellen; PER, Perizyten; STR, Stromazellen; EPD,
Ependymzellen; VGM, vaskulare glatte Muskelzellen; END, Endothelzellen; MG, Mikroglia,
BG, Bergmann-Glia; AS, Astrozyten; GS, graue Substanz; WS, weille Substanz; OVZ,
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen; OL, Oligodendrozyten; MS, Multiple Sklerose.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".
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Obwohl es vor allem zwischen neuronalen Zelltypen eine hohe Diversitat zwischen
den ZNS-Regionen zu geben scheint (Abb. 4c¢), zeigten sich in der DGE-Analyse grole
Uberlappungen an dysregulierten Genen. ARL17B war vor KANSL 1 das am haufigsten
herunterregulierte Transkript. Beide Gene sind auf dem 17q.21.31-Genlocus
lokalisiert, welcher bereits in Zusammenhang mit verschiedenen anderen
neurologischen  Erkrankungen beschrieben  wurde®%. Weitere in MS
herunterregulierte Transkripte waren zudem einige long non-coding RNAs, also RNA-
Transkripte, die nicht in Proteine translatiert werden und deren Funktion zu grof3en
Teilen noch unbekannt ist. Hierbei fiel besonders LINC00685 auf, welche ebenfalls in
verschiedenen neuroglialen Zelltypen herunterreguliert ist mit bisher unbekannter
Funktion®. Um deren Expressionsmuster im Gewebe genauer zu untersuchen, wurde
eine RNA in-situ Hybridisierung erganzt (Abb. 7a, b). Hier zeigte sich eine deutliche
Herunterregulierung von LINC00685 besonders in tiefen kortikalen Schichten (Lamina
4-6, Abb. 7b).
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Abbildung 7: In-situ-Validierung von LINC00685. a Fluoreszenz-multiplex in-situ
Hybridisierung von LINC00685 und SYT1. Die weil’en Pfeilspitzen markieren Neurone, die
LINC00685 exprimieren. Der Mal3stabsbalken entspricht 20 um. b RNA in-situ Hybridisierung
von LINC00685 fur Kontroll- und MS-Proben in der tiefen grauen Substanz. Die Ordinate zeigt
die Anzahl an RNA-Signalen pro mm?. Der MaRstabsbalken entspricht 20 ym. Zur statistischen
Analyse wurden die Daten zunachst mittels des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung
gepruft. Bei nicht normalverteilten Variablen wurde schlie8lich der Wilcoxon-Mann-Whitney-
Test verwendet, um zu prifen, ob eine unterschiedliche Verteilung der Expression von
LINC00685 zwischen Kontroll- und MS-Proben vorliegt (**p < 0,01). MS, Multiple Sklerose;
KTL, Kontrolle.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".
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Dem gegenuber stehen die am haufigsten hochregulierte Transkripte wie GAPDH,
CLU und PKM, die mit erhohtem Zellstress und metabolischer Erschopfung assoziiert

sind, was bereits zuvor im Zusammenhang mit der MS-Pathologie beschrieben wurde.
3.2.3 Regionale Diversitat von Astrozyten in Kontroll- und MS-Gewebe

Um die regionale Diversitat von Gliazellen entlang der drei ZNS-Regionen zu
untersuchen, wurden zunachst lediglich die Zellkerne untersucht, welche von
Kontrollproben stammen, um einen maoglicherweise verzerrenden Einfluss der MS-
Pathologie auf die Analyse zu vermeiden. Fur einen Vergleich der vier groRen
Gliazellcluster des Datensatzes (Astrozyten, Oligodendrozyten, Mikroglia,
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen) wurde die durchschnittliche Expression fur jedes
Gen der jeweiligen Zelltypen fur jede der drei ZNS-Regionen berechnet. Anschliel3end
erfolgte eine Korrelationsanalyse nach Pearson, um die Ahnlichkeit zwischen den
ZNS-Regionen zu untersuchen (Abb. 8a). Hier zeigte sich jeweils eine hohe
Korrelation zwischen den gleichen Zelltypen aus unterschiedlichen ZNS-Regionen,
aber eine niedrige Korrelation zwischen verschiedenen Zelltypen. Die grofte
Heterogenitat zeigte sich zwischen den Astrozytenpopulationen der verschiedenen
ZNS-Regionen in Einklang mit der Hypothese, dass regionale Unterschiede in
Astrozytenpopulationen zur Gewebeheterogenitat entlang des gesamten zentralen
Nervensystems beitragen'097.

Innerhalb der Mikroglia und Oligodendrozyten-Vorlauferzellen wurde im
Kontrollgewebe nur eine sehr geringe Heterogenitat festgestellt (Abb. 8a). Um diese
regionalen Unterschiede in den Astrozytenpopulationen genauer zu untersuchen,
wurde eine regionale DGE-Analyse durchgefuhrt. Hier ergaben sich eine Vielzahl
regionsspezifischer Gene (Grof3hirn: 132, Kleinhirn: 179, Ruckenmark: 215), deren
regionale Expression in Abb. 8b dargestellt ist.

Um tiefere Einblicke in die funktionelle Diversitat der Astrozyten-Subtypen zu erhalten,
fuhrten wir eine GO-Term-Anreicherungsanalyse durch. Diese Analyse offenbarte,
dass regionsspezifische biologische Prozesse, die von Astrozyten ausgefuhrt werden,
stark mit deren regionsabhangigen Bedurfnissen der  benachbarten
Neuronenpopulationen korrespondieren und somit eine ausgepragte funktionelle
Vielfalt unter den Astrozytensubtypen aufzeigen. GO-Terme, die mit der Organisation
von Synapsen in Verbindung stehen, waren unter den wichtigsten Astrozyten-GO-
Termen in allen drei Regionen. Mit Astrozyten des GroB3hirns waren insbesondere
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Signalwege assoziiert, die die Regulation der transsynaptischen SignalUbertragung
und Neurotransmission betreffen. Im Gegensatz dazu zeigte sich in Astrozyten des
Kleinhirns, hauptsachlich bestehend aus Bergmann-Glia, vorrangig eine Fokussierung
auf Signalwege, welche fur die Entwicklung von Neuronenprojektionen und den
Transport von lonen, insbesondere von Kationen, wichtig sind. Bei den
Ruckenmarksastrozyten wurden mehrere Gene identifiziert, die zu metabolischen
Prozessen wie anaerober Glykolyse und katabolen Prozessen beitragen, was auf
spezifische Prozesse hinweist, die groRe Motorneurone im Rickenmark unterstutzen
(Abb. 8b).
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Abbildung 8: Regionale gliale Diversitat hebt Astrozyten-Heterogenitat hervor. a
Pearson-Korrelationsanalyse zwischen Gliazellpopulationen aus Kontrollspendern. Die
Berechnung erfolgte basierend auf den durchschnittlichen Expressionswerten eines Gens pro
Zelltyp und Region. b Heatmap fir die regionsspezifischen Gene der DGE-Analyse. Alle
signifikanten Gene sind enthalten (p < 0,05). Das Balkendiagramm rechts zeigt die basierend
auf den regionsspezifischen Genen errechneten GO-Terme. Die Abszisse gibt an, wie viele
Gene dem jeweiligen GO-Term zugerechnet wurden. GH, GroRhirn; KH, Kleinhirn; RM,
Rickenmark; MG, Mikroglia; OL, Oligodendrozyten; OVZ, Oligodendrozyten-Vorlauferzellen;
AS, Astrozyten.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

Basierend auf der DGE-Analyse =zeigte sich PITPNC1, kodierend flur ein
zytoplasmatisches Phosphatidylinositol-Transferprotein, als neu identifizierter Marker
fur Astrozyten aller ZNS-Regionen®. Im Vergleich zu dem bereits etablierten
Markergen AQP4 zeigte PITPNC1 hohere Expressionslevel bei immer noch hoher
Spezifitat fur Astrozyten (Abb. 9a). AnschlieRend wurde basierend auf den
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regionsspezifischen Genen fur jede der drei ZNS-Regionen ein spezifisches
Markergen ausgesucht, welches zum einen eine hohe Spezifitat und zum anderen ein
hohes Expressionslevel fur die entsprechende Region aufweist. Als Markergene
gewahlt wurden ADGRV1 fur zerebrale, GRIA1 fur zerebellare und CPAMDS fur
spinale Astrozyten. Mittels in-situ-Hybridisierung wurde die regionale Expression
dieser Gene weiter klassifiziert. GRIA1 zeigte eine spezifische Expression in
Bergmann-Glia des Kleinhirns und CPAMDS8 in spinalen Astrozyten der weil3en
Substanz. ADGRV1 zeigte dagegen hohe Expressionslevel sowohl in zerebralen

Astrozyten der grauen als auch der weilden Substanz (Abb. 9b).
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Abbildung 9: Regionsspezifische Markergenexpression in Astrozyten. a Expression der
regionsspezifischen Marker ADGRV1, GRIA1 und CPAMDS8 im Vergleich zu den globalen
Astrozytenmarkern AQP4 und PITPNC1 in Kontroll-Astrozyten aller drei ZNS-Regionen. b
RNA in-situ-Hybridisierung fir die regionsspezifischen Markergene in Kombination mit AQP4
und PITPNC1. Obere Reihe: zerebrales Gewebe, ADGRV1. Mittlere Reihe: zerebellares
Gewebe, GRIA1. Untere Reihe: spinales Gewebe, CPAMDS8. Der Mal3stabsbalken entspricht
20 pm in den Ubersichtsbildern und 10 ym in den VergrdRerungen. GH, GroRhirn; KH,
Kleinhirn; RM, Riickenmark; Mol., Molekularschicht; Korn., Kérnerzellschicht.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

Die Untersuchung der regionalen Unterschiede in MS-Gewebe offenbarte hingegen
eine signifikante Reduktion der Anzahl an regionsspezifischen Astrozytengenen (Abb.
10a). Eine Gruppe von Genen besal} hierbei regionsubergreifende Spezifitat sowohl
in Kontroll- als auch in MS-Gewebe, und stellt damit vermutlich homoostatische
"Kerngene" der Astrozyten in den jeweiligen ZNS-Regionen dar (Abb. 10b). Die GO-
Term-Anreicherungsanalyse fur die regionsspezifischen Gene in Astrozyten aus MS
Gewebe zeigte nun veranderte Signalwege an, wobei vor allem zwischen zerebralen

und zerebellaren Signalwegen eine Uberschneidung zu erkennen war. Hier ergaben
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sich vorrangig Signalwege, die im Transmembrantransport von lonen involviert sind
(Abb. 10a).
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Abbildung 10: Regionale Diversitat in MS-Astrozyten. a Heatmap fir die
regionsspezifischen Gene der DGE-Analyse in MS-Astrozyten. Alle signifikanten Gene sind
enthalten (p < 0,05). Das Balkendiagramm rechts zeigt die basierend auf den
regionsspezifischen Genen errechneten GO-Terme. Die Abszisse gibt an, wie viele Gene dem
jeweiligen GO-Term zugerechnet wurden. b Venn-Diagramm, welches die Schnittmenge der
regionsspezifischen Gene fur Astrozyten in Kontroll- und MS-Gewebe zeigt. GH, Grofhirn;
KH, Kleinhirn; RM, Riickenmark; KTL, Kontrolle; MS, Multiple Sklerose.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

3.2.4 Regionale Diversitat von Oligodendrozyten in Kontrollgewebe

Die Untersuchung der Oligodendrozyten in Kontrollgewebe ergab im Vergleich zu den
Astrozyten deutlich weniger regionale Unterschiede, was sich in einer begrenzten
Anzahl regionsspezifischer Gene basierend auf einer DGE-Analyse zeigte: Vier fur das
Grol3hirn, zwei fur das Kleinhirn und 83 fur das Ruckenmark. Als die spezifischsten
und gleichzeitig am starksten exprimierten Gene wurden LRRC7 fir die
Oligodendrozyten des GroR3hirns, OL/G1 fur die des Kleinhirns und GNA 74 fir die des
Ruckenmarks identifiziert (Abb. 11 a, b).

Die spezifische Expression von GNA74 in den Oligodendrozyten der weilden
Substanz des Ruckenmarks wurde mittels In-situ-Hybridisierung bestatigt. Obwonhl

GNA14 auch in anderen ZNS-Regionen nachweisbar war, zeigte sich die starkste
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Expression dieses Gens in MAG-exprimierenden Oligodendrozyten der weil3en
Substanz des Ruckenmarks (Abb. 11c).
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Abbildung 11: Regionale Diversitat in Kontroll-Oligodendrozyten. a UMAP-Plot fur
Oligodendrozyten aus Kontrollgewebe aller drei ZNS-Regionen. Die Farbkennzeichnung stellt
den regionalen Ursprung der Zellen dar. b Expression der regionsspezifischen Marker LRRC?7,
OLIG1 und GNA14 in Kontroll-Oligodendrozyten aller drei ZNS-Regionen. ¢ RNA in-situ-
Hybridisierung fir GNA 74 in Kombination mit dem bekannten Oligodendrozyten-Marker MAG.
Gelbe Pfeilspitzen markieren Oligodendrozyten, die MAG exprimieren, aber nicht GNA714
(MAG"). Rote Pfeilspitzen markieren Oligodendrozyten, die zusatzlich GNA14 exprimieren
(GNA14*/MAG"). Der MalRstabsbalken entspricht 10 um (sowohl Ubersichtsbild wie auch
VergroRerung). Der Box-Plot zeigt die Ergebnisse der regionalen Quantifizierungsdaten. Die
Daten sind dargestellt als Prozentsatz der doppelt-positiven (GNA14*/MAG") im Vergleich zu
allen Oligodendrozyten (MAG®). Es wurde zunachst auf Vorliegen einer Normalverteilung
mittels des Shapiro-Wilk-Tests gepruft. AnschlieBend wurde der Kruskal-Wallis-Test zur
weiteren Analyse genutzt. Der Vergleich der einzelnen Gruppen wurde mittels des paarweisen
Wilcoxon-Tests mit Bonferroni-Korrektur berechnet (*p < 0,05; **p < 0,01). GH, Grofhirn; KH,
Kleinhirn; RM, Rickenmark; OL, Oligodendrozyten; ns, nicht signifikant.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

3.2.5 Transkriptomische Veranderungen in MS-Astrozyten

Als nachstes erfolgte eine Analyse der transkriptomischen Reaktivitat in Gliazellen in
MS. Hierfir wurden die Zellkerne von Kontroll- und MS-Gewebe gemeinsam
untersucht, was eine Differenzierung in homdoostatische (Zellen von Kontrollgewebe
sowie aus dem lasionsfreien Teil des MS-Gewebes) und reaktive Zellen (hauptsachlich
Zellen aus dem Lasionsgebiet in MS-Gewebe) ermoglichte. Funf unterschiedliche
Astrozytenpopulationen wurden hierbei unterschieden (Abb. 12a, b). Manche der
gefundenen Subtypen waren bereits in anderen Projekten verschiedenen Subregionen
zugeordnet worden. AS-GPCS5 zeigte beispielsweise hohe Expressionslevel an
bekannten Markergenen von Astrozyten der grauen Substanz wie GPC5 und
SLC1A2?". AS-GRIA1 beinhaltete hohe Expressionslevel an PAX3, ADAMTSL1 und
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GRIA1, wobei GRIA1 bekanntermaflen mit Bergmann Glia assoziiert ist®®. AS-CD44
zeigte hohe Expressionslevel an CPAMD8 und CD44, welches ein bekanntes
Markergen fiir subkortikale Astrozyten der weilen Substanz ist?’. Zusatzlich wurden
zwei weitere Astrozytenpopulationen identifiziert (AS-DPP10 und AS-CCDC219), fur
die eine Zuordnung zu einer genaueren Funktion oder Region basierend auf der
aktuellen Literatur nicht moglich war. Wahrend das AS-CD44 Cluster hauptsachlich
aus subkortikalen und spinalen Astrozyten konfiguriert war, zeigten AS-GPC5 und AS-
DPP10 grofdtenteils einen Ursprung der zerebralen grauen Substanz an. Die beiden
letzten Cluster AS-GRIA1 und AS-CCDCZ219 hatten einen zerebellaren Ursprung
(Abb. 12c).

Zur Untersuchung der transkriptomischen Reaktivitat von Astrozyten in MS Gewebe
wurde eine DGE-Analyse fur das Cluster AS-CD44 durchgefuhrt. Hierbei wurden 16
DEGs in subkortikalen Astrozyten identifiziert, sowie 21 DEGs in spinalen Astrozyten.
Gene wie ARL17B, HES1 und SRPX2 zeigten niedrigere Expressionslevel in spinalen
MS Astrozyten des Subtyps AS-CD44, wohingegen sich fur HSP90AA1, HSPB1 und
FTL erhdhte Expressionslevel in spinalen Astrozyten aus MS Gewebe ergaben (Abb.
12d). In zerebralen Astrozyten zeigten sich Gene wie TUBA1B und ACTB erhoht sowie
AL589740.1 erniedrigt exprimiert in MS.
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Abbildung 12: Subtypdiversitit in Kontroll- und MS-Astrozyten. a Astrozyten-Subtypen
im GroBhirn, Kleinhirn und Rickenmark von Kontroll- und MS-Gewebe. b Gleiche Darstellung
wie in (a), wobei die Farbkennzeichnung die Herkunft aus Kontroll- oder MS-Proben darstellt.
¢ Astrozyten-Subtyp-Fraktionen je nach ZNS-Region. d Vulkanplot mit DEGs zwischen
Kontroll- und MS-Proben. Die DEGs sind flir CD44" Astrozyten-Subtypen aus dem
Rickenmark dargestellt. Signifikant unterschiedlich exprimierte Gene sind rot eingefarbt
(adjustiertes p < 0.05). AS, Astrozyten; KTL, Kontrolle; MS, Multiple Sklerose; GH, Grof3hirn;
KH, Kleinhirn; RM, Rickenmark.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".
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3.2.6 Transkriptomische Veranderungen in MS-Oligodendrozyten

Um eine Untersuchung der homdostatischen und reaktiven Subtypen (siehe auch
3.2.5) von Oligodendrozyten zu ermoglichen, erfolgte eine gemeinsame Analyse aller
Zellkerne, die als Oligodendrozyt identifiziert wurden (gemeinsame Analyse aller ZNS-
Regionen sowie Gewebe von gesunden und MS Spendern). Hierbei konnten vier
verschiedene Subtypen identifiziert werden, von welchen zwei als homdostatisch (OL-
LINC01608 und OL-SLC5A11, Ursprung gleichermal3en von MS- und Kontrollgewebe)
und zwei als reaktiv (OL-SGCZ und OL-HSPA1A, Ursprung nahezu ausschlie3lich von
MS-Gewebe) klassifiziert werden konnten (Abb. 13a, b). Da sich in den beiden
reaktiven Subtypen hohe Genexpression vor allem an Genen zeigte, die mit
metabolischer Erschopfung und Zellstress assoziiert sind und diese somit vermutlich
Zellkerne darstellen, welche bereits deutlich verandert sind, wurde die weitere Analyse
fur die homdoostatischen Subtypen durchgefuhrt. Das Cluster OL-SLC5A11 zeigte
hohe Expression an ACSBG1 und LINGO1 und enthielt eine nahezu ausgeglichene
Anzahl an spinalen und zerebralen Oligodendrozyten, sowie einige wenige
Oligodendrozyten zerebellaren Ursprungs (Abb. 13 c, d).

Die Untersuchung der raumlichen Verteilung der Oligodendrozyten-Subtypen mittels
smFISH (single-molecule Fluorescence in situ Hybridization) zeigte eine starke
Assoziation der SLC5A11-Expression mit Oligodendrozyten in den Fasertrakten der
weilden Substanz aller drei ZNS-Regionen (Abb. 13f, Abb. 14a).

SLC5A11* OL
fres

_, 100 -

o .

& 75

3 s -

§

S 25
S

WeiRe Substanz

3™ . ==

N

UMAP_1 o
& 7
d S %
SLC5A11 § 25
S
S 9
GH L o0 .
— Gs ws
& 3000 .gm ] -
s _ 100
N o 3
y 0
& 2000 Y b ] — e
s 2 s s @
g
<

1000 B s
g 25

0

®

& g UMAP_1
& & &
N F 24

Y

Abbildung 13: Oligodendrozyten-Subtypen in Kontroll- und MS-Gewebe. a
Oligodendrozyten (OL)-Subtypen im Grof3hirn, Kleinhirn und Rickenmark von Kontroll- und
MS-Gewebe. b OL-Subtypen, gefarbt nach ihrer Herkunft aus Kontroll- oder MS-Proben.
Bemerkenswert ist, dass das Clustering eine Trennung in homoostatische und reaktive
Subtypen zeigt. ¢ OL-Subtyp-Fraktionen nach ZNS-Regionen. d UMAP-Plot, welcher die
spezifische Expression des OL-Subtyp-Markergens SLC5A11 zeigt. e Heatmap, welche die
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Expression der subtypspezifischen Gencluster zeigt. Fur jeden Subtyp sind drei reprasentative
Gene in der Heatmap annotiert. Der Farbbalken fiir die Cluster entspricht den Farben fir die
Subtypen in (a). f RNA in situ Validierung des subregionalen OL-Markergens SLC5A11 der
weillen Substanz. Die gelben Pfeilspitzen markieren MAG-exprimierende (MAG®) OL,
wahrend rote Pfeilspitzen SLC5A11/MAG-exprimierende (SLC5A11°/MAG™) OL markieren.
Die Farbung wurde fiir alle drei ZNS-Regionen durchgefiihrt; das Bild der zerebellaren grauen
Substanz wurde in der Molekularschicht aufgenommen; die Quantifizierung der grauen
Substanz wurde sowohl in der Kérnerzell- als auch in der Molekularschicht durchgefiihrt. Der
MaRstabsbalken entspricht 10 um. Die Box-Plots zeigen SLC5A11* OL (SLC5A11°/MAG") als
Prozentsatz aller OL (MAG-exprimierende Zellen, MAG™). Die Daten wurden mit dem Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft. AnschlieBend wurde der Welch's t-Test fur die
statistische Analyse verwendet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. OL, Oligodendrozyten; GH,
GroRhirn; KH, Kleinhirn; RM, Rickenmark; GS, graue Substanz; WS, weil3e Substanz.
Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

LINC0O1608 zeigte dagegen sowohl in Regionen der grauen als auch der weil3en
Substanz eine hohe Expression in Oligodendrozyten (Abb. 14b). Zur Validierung der
Spezifitat unseres Ansatzes wurde die Expression subregionaler Oligodendrozyten-
Marker-Gene mit Daten aus einem zuvor veroffentlichten Datensatz, der aus
menschlichen subkortikalen zerebralen Gewebeproben (Kontrollen und MS) stammte,
verglichen*?. Hierbei konnte gezeigt werden, dass auch in diesem Datensatz eine
Unterteilung der Oligodendrozytenpopulationen basierend auf den Markergenen
SLC5A11 und LINCO1608 moglich ist. Umgekehrt liel3 sich nachweisen, dass die
Expression von OPALIN, einem bekannten Oligodendrozyten-Markergen, mit dem
LINCO1608- und SGCZ-Subtyp, aber nicht mit Oligodendrozyten der weil3en
Substanz, assoziiert war (Abb. 14d). CD74, ein Markergen, das mit der
Antigenprasentation in reaktiven Oligodendrozyten in Verbindung steht, zeigte in
diesem Datensatz nur eine geringe Expression in der MS-spezifischen HSPA1A-
Population (Abb. 14d)*2,
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Abbildung 14: Subregionale Diversitit von homoostatischen und reaktiven
Oligodendrozyten. a RNA in situ Validierung des subregionalen OL-Markergens SLC5A11
als spezifisch fir die weilte Substanz. Mal3stabbalken: 150 um. b RNA in situ Validierung des
OL-Subtyp-Markergens LINC01608. Gelbe Pfeilspitzen markieren einfach positive (PLP1
exprimierende, PLP1*) OL, wahrend rote Pfeilspitzen doppelt positive (LINCO1608/PLP1
exprimierende, LINC01608*/PLP1*) OL markieren. Die Farbungen sind fiir das GroBhirn und
Rickenmark dargestellt. Der Malfistabbalken entspricht 10 um. Die Box-Plots zeigen
LINC01608" OL (LINC0O1608°/PLP1") als Prozentsatz aller OL (PLP7-exprimierende Zellen,
PLP1"). Die Daten wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung geprift.
AnschlieRend wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test fir die statistische Analyse verwendet
(*p <0,05). c Violinplots, die die Expression der OL-Subtyp-Marker SLC5A 17 und LINC01608
in den OL-Subtypen von Jakel et al. zeigen*. d Violinplots, die die Expression der OL-Subtyp-
Marker von Jakel et al. in allen vier OL-Subtypen zeigen. GS, graue Substanz; WS, weille
Substanz; OL, Oligodendrozyten; ns, nicht signifikant.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

3.2.7 MS-assoziierte Oligodendrozyten der weiBen Substanz zeigen eine
promyelinisierende Signatur

Im Folgenden wurde eine detaillierte DGE-Analyse fur die SLC5A17-exprimierenden
Oligodendrozyten mit spinaler und zerebraler Herkunft durchgefuhrt, wobei 52
dysregulierte Gene pro Population identifiziert werden konnten. Eine Analyse flur den
zerebellaren Subtyp war aufgrund einer sehr geringen Zellzahl statistisch nicht
moglich.

Um zu uberprufen, ob diese Gene spezifisch fur die Pathologie der MS angereichert
sind, wurden die DEGs der zerebralen Population (WS-GH) mit den DEGs aus einer
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ahnlichen humanen MS-snRNA-seq-Studie  verglichen*?.  Hierbei wurden
entsprechend die subkortikalen Oligodendrozytenpopulationen, in denen die
SLC5A11-Expression angereichert war, zum Vergleich herangezogen (vgl. Abb. 14c).
Dabei konnte eine starke Uberlappung der OL-SLC5A11-DEGs zwischen den beiden
Studien beobachtet werden, wahrend die Uberlappung nicht signifikant war, wenn ein
Vergleich mit einem anderen humanen zerebralen snRNA-seq-Datensatz erfolgte, der
aus Kontroll- und Alzheimer-Gewebe gewonnen wurde (Abb. 15¢)'%. Weiterhin zeigte
sich, dass gemeinsame DEGs beider MS-snRNA-seq-Studien (Jakel et al. und
Trobisch et al.) in ahnlicher Weise dysreguliert waren, wobei MAG/KCNMB4
hochreguliert und SH3TC2/HSPA1A in MS OL-SLC5A11-Zellen herunterreguliert
waren (Abb. 15d).
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Abbildung 15: Interregionale Oligodendrozyten der weiRen Substanz zeigen
promyelinisierende Signaturen. a, b Vulkandiagramme zeigen unterschiedlich exprimierte
Gene zwischen Kontroll- und MS-Proben. a Die DEGs sind fir SLC5A11" OL aus dem
GroRhirn dargestellt. b Die DEGs sind fir SLC5A11" OL aus dem Riickenmark dargestellt.
Signifikant unterschiedlich exprimierte Gene sind rot eingefarbt (adjustiertes p < 0,05). ¢ Die
Venn-Diagramme zeigen die Uberlappung von DEGs des zerebralen (GH) SLC5A11* OL-
Subtyps mit DEGs der OL-Subtypen von Jékel et al.** (oberes Feld) und Mathys et al.'®
(unteres Feld). Fir den Vergleich mit Jakel et al. wurden OL-Subtypen mit hoher SLC5A11-
Expression verwendet (vgl. Abb. 14c). Fur den Vergleich mit Mathys et al. stand nur ein OL-
Subtyp zur Verfigung, der zum Vergleich herangezogen wurde. d Pearson-
Korrelationsanalyse des log2-fold change der uUberlappenden DEGs zwischen zerebralen
SLC5A11" OL und Jakel et al. GH, GroBhirn; RM, Rickenmark; WS, weifte Substanz; OL,
Oligodendrozyten.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

Anschliellend an die DGE-Analyse wurde eine GO-Term-Anreicherung basierend auf
den dysregulierten Genen durchgefuhrt. Die hierbei identifizierten GO-Terme wurden
dann fiir eine semantische Ahnlichkeitsanalyse genutzt, welche zur Identifizierung von
sechs konvergenten Funktionsmodulen fuhrte. Wahrend die ersten drei Module mit

zellstressassoziierten Pfaden angereichert waren ("protein assembly and
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cytoskeleton", "unfolded protein response and catabolism", "immune activation and
cell growth"), waren andere mit Myelinisierung, neuronaler Differenzierung und
Plastizitdt assoziiert (Abb. 16a). Da Myelinisierung und Remyelinisierung
Schlusselwege in der Pathophysiologie der MS sind, folgte eine genauere Analyse von
Genen, die zum Modul "Myelination and axon ensheatment" beitragen. Hervorzuheben
ist hierbei CHRMS, ein Gen, das den muskarinischen Acetylcholinrezeptor M5 kodiert,
und in Oligodendrozyten der weilen Substanz des Rickenmarks bei MS signifikant
herunterreguliert war (Abb. 16b, c). Myelin assoziierte Transkripte wie MAG und MBP
zeigten sich dagegen hochreguliert (Abb. 16b).
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Abbildung 16: Semantische Ahnlichkeitsanalyse dysregulierter Signalwege. a Die
Heatmap zeigt die berechneten Korrelationen zwischen den identifizierten GO-Termen,
welche sich basierend auf den in Abb. 15 a und b gezeigten dysregulierten Genen angereichert
zeigten. Die hierarchische Gruppierung der GO-Begriffe ergab funktionelle Module, die durch
den oberen Farbbalken dargestellt sind. Die Zugehorigkeit der Gencluster zu ihrem regionalen
Ursprung ist im unteren Farbbalken kodiert (GroBhirn = griin, Rickenmark = blau). Sechs
Cluster zeigten hierbei Uberlappungen zwischen den beiden ZNS-Regionen. GO-Terme, die
mit einem adjustierten p < 0,1 identifiziert wurden, sind enthalten. b Violinplots zeigen die
Expression dysregulierter Gene in Kontroll- und MS-Proben. ¢ UMAP-Plot, der die Expression
von CHRM5 im OL-SLC5A11-Subtyp der weillen Substanz zeigt. OL, Oligodendrozyten.
Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022".

Um die spezifische Rolle von CHRMS5 weiter zu erforschen, wurden Kontroll- und MS-
Gewebe mittels smFISH untersucht. Hierbei zeigte sich in allen drei ZNS-Regionen

sowohl in normal erscheinenden Arealen als auch in Lasionsrandbereichen eine
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ausgepragte Herabregulierung von CHRMS in MAG-positiven Oligodendrozyten der
weilRen Substanz (Abb. 17).
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Abbildung 17: RNA in situ Validierung der mit MS-Lasionen assoziierten
Herunterregulierung von CHRMS5. Gelbe Pfeilspitzen markieren MAG-exprimierende
(MAG") OL, wahrend rote Pfeilspitzen CHRMS5/MAG-exprimierende (CHRM5' /MAG*) OL
markieren. Die Farbung wurde fur alle drei ZNS-Regionen durchgefihrt. Der MaRRstabbalken
zeigt 10 ym an. Die Box-Plots zeigen CHRM5* OL (CHRM5*/MAG?) in Prozent aller OL (MAG-
exprimierende Zellen, MAG®). Die Daten wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung geprift. AnschlieRend wurde der Kruskal-Wallis-Test fur die statistische
Analyse verwendet. Fir den Vergleich jeder Gruppe wurde der paarweise Wilcoxon-Test mit
Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. OL, Oligodendrozyt;
NEWS, normal erscheinende weilte Substanz; LR, Lasionsrand; KTL, Kontrolle; MS, Multiple
Sklerose; ns, nicht signifikant.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022

Weitere Gene des SLC5A7171-Subtyps der weillen Substanz, die in dem Modul
"Myelination and axon ensheatment" enthalten sind, sind SH3TC2 und ACSBG1, zwei

Gene, deren Beteiligung an der Myelinisierung bekannt ist (Abb. 16b)'01.102,

3.2.8 Uberlappende transkriptomische Antwort von Oligodendrozyten wihrend
der Progression von MS-Lasionen

Die alleinige Analyse der zerebralen SLC5A717* Oligodendrozyten zeigte ein
deutliches Clustering entsprechend ihrem jeweiligen Entzindungsstadium, was eine

Einteilung der Cluster anhand des Ursprungs aus Kontrollgewebe, Gewebe aus
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akut/chronisch-aktiven Lasionen und Gewebe aus chronisch-inaktiven Lasionen
ermoglichte (Abb. 18a, obere Reihe). Um mogliche Entwicklungsstadien dieser Zellen
im Verlauf der Entzindungsprogression zu modellieren, wurde eine Pseudotime-
Trajektorienanalyse durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.3.12). Diese Analyse ergab zwei
unterschiedliche Entwicklungszweige: Ein Zweig endete im Cluster mit akut/chronisch-
aktivem Ursprung, das ein frihes Lasionsstadium reprasentiert, wahrend der andere
Zweig in dem Cluster mit chronisch-inaktivem Ursprung mundete und somit ein spates
Lasionsstadium darstellt (Abb. 18a, untere Reihe). Auf Grundlage dieser
Trajektorienanalyse wurde anschlielend eine differentielle Genexpressionsanalyse
zwischen den Endpunkten der beiden Entwicklungszweige durchgefuhrt, wodurch
charakteristische Genmuster fur jedes Lasionsstadium identifiziert werden konnten
(Abb. 18b). Ein besonders bemerkenswertes Ergebnis war hierbei die Uberlappende
Genexpression zwischen spinalen Oligodendrozyten und akut/chronisch-aktiven
zerebralen Oligodendrozyten der wei3en Substanz (Abb. 18b). Dies deutet darauf hin,
dass Oligodendrozyten im Frihstadium von MS-Lasionen in verschiedenen ZNS-
Regionen eine ahnliche transkriptomische Reaktion zeigen.
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Abbildung 18: Lasionspradiktion mittels pseudotime Analyse. a Obere Reihe: UMAP-
Darstellung von SLC5A11-exprimierenden (SLC5A11%) zerebralen Oligodendrozyten (OL).
Untere Reihe: Mittels Trajektorieninferenz von zerebralen SLC5A11* Oligodendrozyten
werden zwei verschiedene Zweige entsprechend dem Entziindungsstadium identifiziert. Zu
beachten ist, dass die Farbgebung den Pseudotime-Score angibt; graue Zellen haben keinen
Wert fir den jeweiligen Abstammungszweig. b Heatmap-Darstellung von differentiell-
exprimierten Genen basierend auf der Pseudotime-Analyse. Es werden Gene, die als
differentiell-exprimiert zwischen den Endpunkten der beiden Zweige in (a) klassifiziert wurden
(angepasstes p < 0,05), fiir alle SLC5A711* OL sowohl aus zerebralen als auch aus spinalen
MS-Proben dargestellt. OL, Oligodendrozyt; KTL, Kontrolle; MS, Multiple Sklerose; ACA,
akut/chronisch-aktiv; Cl, chronisch-inaktiv; RM, Rickenmark; GH, Grof3hirn.

Abbildung modifiziert nach Trobisch et al., 2022
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4 DISKUSSION

4.1 Einleitung

Trotz wirksamer Kontrolle der peripheren Immunantwort bei schubformig
remittierender MS wird bei Patienten eine fortschreitende Atrophie und eine
Verschlechterung der Symptome Uber verschiedene funktionelle Systeme und
anatomische Regionen hinweg beobachtet*’:193, Ein vertieftes Verstéandnis der
regionalen Diversitat neuronaler und glialer Subtypen sowie ihrer unterschiedlichen
transkriptomischen Antworten auf entztiindliche Demyelinisierung konnte entscheidend
zur Aufklarung der kompartimentalisierten Pathologie bei MS beitragen's. Zudem
konnte die Identifikation dieser raumlichen Subtypen die Entwicklung von regions- und
zelltypspezifischen Biomarkern vorantreiben und die Entwicklung gezielter Therapien
fur spezifische Zelltypen, die an der Progression der MS beteiligt sind, unterstutzen.
In dieser Dissertation wurde eine umfassende Analyse der regionalen Heterogenitat
und der zelltypspezifischen Reaktivitat im ZNS im Kontext der MS durchgefuhrt. Ziel
war es, ein detailliertes Verstandnis der vielfaltigen Rollen zu erlangen, die Gliazellen
in unterschiedlichen ZNS-Regionen einnehmen. Mittels fortschrittlicher Methoden wie
der Einzelzellsequenzierung konnten die Genexpressionssignaturen von Astrozyten,
Mikroglia und Oligodendrozyten in verschiedenen ZNS-Regionen untersucht und
regionsspezifische Signaturen charakterisiert werden. Darlber hinaus wurden die
spezifischen Reaktionsmuster dieser Zelltypen im Rahmen der MS-Pathologie
analysiert und zwischen den Regionen verglichen.

Die Studie bestatigt und erweitert das Verstandnis der MS als eine Erkrankung, die
durch eine aulRergewohnliche zellulare und regionale Diversitat gekennzeichnet ist.
Die identifizierten transkriptomischen Signaturen einzelner Gliazelltypen bieten neue
Einblicke in die =zellularen Mechanismen, die der regionalen Varianz in der
Krankheitsmanifestation und -progression zugrunde liegen. Diese Erkenntnisse tragen
wesentlich dazu bei, zu verstehen, wie die spezifische Umgebung innerhalb des ZNS
die Funktion und das Verhalten der Gliazellen in MS beeinflusst, und heben die
Bedeutung einer differenzierten Betrachtung der ZNS-Regionen in der MS-Forschung
hervor.

Die in der Einleitung formulierten Forschungsfragen konnten gezielt adressiert werden.
Es wird nicht nur die Existenz von Unterschieden in den transkriptomischen

Eigenschaften der Gliazellen zwischen verschiedenen ZNS-Regionen illustriert,
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sondern auch aufgezeigt, wie die Reaktivitat dieser Zellen im Kontext der MS-
Pathologie variiert. Insbesondere wurde die Entdeckung gemacht, dass bestimmte
Gliazelltypen in spezifischen ZNS-Regionen einzigartige Muster der Genexpression
aufweisen, die sie moglicherweise pradisponieren oder vor den schadigenden
Auswirkungen der MS schutzen.

Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit, regionale Unterschiede und die
spezifische Reaktivitat von Gliazellen in der Entwicklung neuer therapeutischer
Ansatze fur MS zu berucksichtigen. Zudem eroffnen sie neue Wege fur die Forschung,
indem sie spezifische Zielmolekule identifizieren, die fur die Entwicklung von
Therapien genutzt werden konnten, die auf die Modulation der Gliazellfunktion und -

reaktivitat abzielen.

4.2 Regionale Heterogenitat des ZNS

Mit einem Fokus auf Gewebe von gesunden Spendern konnte im Rahmen dieser
Dissertation gezeigt werden, dass es eine hohe neurogliale Heterogenitat zwischen
den verschiedenen ZNS-Regionen basierend auf unterschiedlichen
Genexpressionsmustern gibt. Die neuronalen Subtypen zeigten eine sehr starke
regionale Identitat und dabei kaum Uberlappung mit Signaturen von neuralen Zellen
einer anderen Region. Bei Betrachtung der regionalen Heterogenitat im Bereich der
glialen Zelltypen (mit einem Fokus auf Astrozyten, Mikroglia und Oligodendrozyten und
deren Vorlauferzellen) zeigte sich zwar prinzipiell eine homogenere Verteilung,
allerdings auch hier eine teils deutliche regionale Signatur. Im Allgemeinen ergaben
sich basierend auf einer Korrelationsanalyse die deutlichsten interregionalen
Unterschiede fur die verschiedenen Astrozytenpopulationen.

4.2.1 Heterogenitat der Astrozyten

Astrozyten bilden die Mehrheit der zentralnervosen Gliazellen und nehmen
verschiedenste Aufgaben wahr. Hierzu zahlen beispielsweise die Aufrechterhaltung
des zellularen Mikromilieus mittels lonen- und Wassertransportern, die Aufnahme und
Regulation von Neurotransmittern, eine stitzende Funktion nach Gewebeschadigung
(Sklerose) und eine Beteiligung an der Blut-Hirn-Schranke®'!. Angesichts dieser
vielfaltigen und hochspezifischen Funktionen stellt sich die Frage, ob sie tatsachlich

von einer einzigen homogenen Zellpopulation erfullt werden kdnnen.
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Bereits seit vielen Jahren ist eine morphologische Unterteilung von Astrozyten in einen
sogenannten protoplasmatischen Typ (vorwiegend in der grauen Substanz lokalisiert)
und einen fibrillaren Typ (vorwiegend in der weilten Substanz lokalisiert) bekannt®. Erst
mit der Entwicklung moderner Methoden ergab sich in den letzten Jahren eine
zunehmende Charakterisierung verschiedener Astrozytensubtypen auch auf
molekularer und funktionaler Ebene.

So ergab sich eine Unterteilung der Astrozyten in die sogenannten A1- und A2-
Subtypen. A1-Astrozyten entstehen in der Regel durch Aktivierung von Mikroglia und
zeichnen sich durch neurotoxische Eigenschaften aus. Diese Astrozyten konnen
Neuronen und reife Oligodendrozyten schnell abtoten und tragen so zur
Neurodegeneration bei. Im Gegensatz dazu produzieren A2-Astrozyten neurotrophe
Faktoren und fordern das Uberleben und die Reparatur von Neuronen, was auf eine
protektive Rolle hindeutet'8-20.104,

Weiterhin wurden zuletzt vermehrt Studien basierend auf Transkriptomanalysen
durchgefuhrt, die die molekulare Diversitat von Astrozyten zwischen verschiedenen
Hirnregionen untersuchten. Hierbei wurden beispielsweise zwischen Astrozyten des
Hippocampus und des Kleinhirns unterschiedliche regionale Signaturen gefunden, die
auf einen moglichen Adaptationsmechanismus auf lokale Anforderungen hindeuten
konnen?8. In Einklang hierzu konnte auch in dieser Studie gezeigt werden, dass
Astrozyten der jeweiligen Region (GroRhirn, Kleinhirn, Rickenmark) deutliche
regionale Signaturen aufweisen, die in der Identifikation neuer Markergene (ADGRV1,
GRIA1, CPAMDS) resultierte, wobei eine solche markerspezifische Unterteilung der
Astrozyten zuvor nicht gelungen war. Wichtig zu beachten ist hierbei, dass es sich bei
GRIA1 um ein Markergen spezifisch fur Bergman-Glia handelt.

Aufbauend auf den als regionsspezifisch identifizierten Genen ergaben sich zudem
unterschiedliche Signalwege, die fur diese Gene identifiziert werden konnten:
Transsynaptische Signalubertragung und Neurotransmission waren die am haufigsten
vertretenen Signalwege in Astrozyten des Grol3hirns, wahrend
lonentransportsignalwege stark im Kleinhirn vertreten waren. Rickenmarksastrozyten
hingegen zeigten eine besondere Anreicherung fur metabolische Signalwege, wie z.B.
der anaeroben Glykolyse. Es ergeben sich damit klare Hinweise, dass Astrozyten der
jeweiligen ZNS-Region fur ihre Region spezifische Aufgaben wahrnehmen, um unter

anderen die residenten Neuronenpopulationen bestmaoglich zu unterstutzen.
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Im Einklang hierzu konnte bereits eine andere Gruppe zeigen, dass Astrozyten ihre
Aufgaben in einer regionsspezifischen Art anpassen konnen, da sie in manchen
Gehirnregionen starker mit Neuronen interagieren und deren synaptische Aktivitat
beeinflussen, wohingegen sie in anderen Regionen mehr mit der Aufrechterhaltung
der Blut-Hirn-Schranke beschaftigt sind’°,

Eine weitere Arbeit, die sich Astrozytenpopulationen auf molekularer Ebene
anschaute, analysierte Astrozyten in 13 verschiedenen ZNS-Regionen und fand
signifikante Unterschiede in der Genexpression, Morphologie und Funktion. Diese
Arbeit unterstrich die |dee, dass Astrozyten nicht nur regional unterschiedlich sind,
sondern auch innerhalb einer Region eine groRe Vielfalt aufweisen konnen'%.
Interessanterweise ergab sich aber eine Anderung dieser regionalen Heterogenitat,
sobald diese im Kontext der MS untersucht wurde. Die Anzahl der als
regionsspezifisch identifizierten Gene nahm hierbei drastisch ab. Auch bei der Analyse
der Signalwege, denen diese Gene zugeordnet werden konnten, zeigte sich eine
gewisse Uberlappung. Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass trotz einer
hohen regionalen Heterogenitat im Gesunden, Astrozyten ihre regionsspezifische
Signatur teilweise zugunsten inflammatorischer Signalwege verlieren und sich ihre
Reaktivitat unter dem Einfluss chronischer Neuroinflammation wie bei MS
regionsubergreifend angleicht.

4.2.2 Heterogenitat der Oligodendrozyten

Die Heterogenitat von Oligodendrozyten im gesunden Gehirn ist Gegenstand
intensiver Forschung, da ein tieferes Verstandnis dieser Zellpopulationen in
unterschiedlichen Regionen des ZNS essenziell ist, um ihre
Anpassungsmechanismen und funktionellen Rollen besser zu verstehen. Diese Zellen
sind entscheidend fur die Myelinisierung von Axonen, was die Geschwindigkeit und
Effizienz der neuronalen Signallbertragung beeinflusst®®. Es wurde gezeigt, dass die
Heterogenitat von Oligodendrozyten durch zahlreiche Faktoren gepragt wird, darunter
der Entwicklungsstand der Zellen, der anatomische Standort, die Mikroumgebung und
die funktionellen Anforderungen.

Oligodendrozyten weisen je nach ihrer Position im ZNS signifikante Unterschiede in
Morphologie und Struktur auf und produzieren in verschiedenen Hirnregionen
unterschiedliche Mengen an Myelin. Dies deutet darauf hin, dass die Anzahl, Lange
und Dicke der Myelinscheiden stark von der jeweiligen Umgebung und den neuronalen
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Bedurfnissen abhangen konnen'®’. Auch Einzelzellanalysen haben verschiedene
Subtypen von Oligodendrozyten identifiziert, die sich in ihrer Genexpression und
Funktion unterscheiden. Diese Unterschiede zwischen Oligodendrozyten in
verschiedenen ZNS-Regionen legen nahe, dass ihre Heterogenitat eng mit ihrer
Funktion und ihrem Standort verknUpft ist. Besonders bemerkenswert ist die
Identifizierung von Genen, die spezifisch in bestimmten Oligodendrozyten-Subtypen
exprimiert werden, was auf eine mogliche Spezialisierung dieser Zellen hindeutet'%.

Die Morphologie der Oligodendrozyten wird zudem durch neuronale Aktivitat
beeinflusst und die Struktur der Myelinscheiden kann sich je nach Erfahrung und
Umwelteinflissen verandern, was darauf schlielen lasst, dass Oligodendrozyten
dynamische Eigenschaften besitzen, die es ihnen ermdglichen, auf Veranderungen in
ihrer Umgebung zu reagieren. Oligodendrozyten scheinen daher keine statische
Zellpopulation zu sein, sondern eine besondere Anpassungsfahigkeit an die
Anforderungen neuronaler Netzwerke zu besitzen0°,

Die Differenzierung und Funktion von Oligodendrozyten werden ebenfalls durch ihre
Interaktionen mit anderen Gliazellen, insbesondere Mikroglia und Astrozyten,
beeinflusst. Hierbei wird vermehrt die Mikroumgebung betont, die die Anwesenheit
bestimmter Molekule und Zellen in der Nahe von Oligodendrozyten, deren Verhalten
und Entwicklung pragen kann. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Heterogenitat von Oligodendrozyten nicht nur durch genetische Eigenschaften,
sondern auch durch duRere Einflisse bestimmt wird!'"%. Zudem ist bekannt, dass
Mikroglia in verschiedenen ZNS-Regionen unterschiedliche Signale aussenden
konnen, die die Proliferation und Differenzierung von Oligodendrozyten beeinflussen.
Dies weist darauf hin, dass regionale Mikroglia-Interaktionen spezifische Signale zur
Forderung der Oligodendrozyten-Dynamik bereitstellen kdnnen, was zur Heterogenitat
dieser Zellen beitragt'"".

In dieser Arbeit konnten mithilfe der Single-Nucleus-RNA-Sequenzierung
unterschiedliche Genexpressionsprofile von Oligodendrozyten in verschiedenen ZNS-
Regionen beobachtet werden, wobei sich die Heterogenitat sowohl auf
makroskopische Unterschiede zwischen grofleren ZNS-Regionen als auch auf
mikroskopische Unterschiede innerhalb bestimmter Bereiche, wie der grauen und
weillen Substanz, erstreckt. So wurde beispielsweise GNA14 als spezifischer Marker
fur spinale Oligodendrozyten identifiziert, wahrend SLC5A77 und LINC01608 als
spezifische Markergene zwei homoostatischen Oligodendrozytenpopulationen
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zugeordnet werden konnten. Interessanterweise konnte der SLC5A 11" Subtyp hierbei
vor allem in der weilRen Substanz gefunden werden, was auf eine ldentifizierung
spezifischer Oligodendrozytenmarker, die mit bestimmten Regionen assoziiert sind,
hindeutet.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Heterogenitat von Oligodendrozyten ein
komplexes Zusammenspiel von Faktoren widerspiegelt, die von der Entwicklung Uber
die anatomische Lage bis hin zur Interaktion mit anderen Zellen reichen. Bisherige
Studien haben eine solide Grundlage fur das Verstandnis dieser Diversitat geschaffen.
Die neuesten Erkenntnisse, die im Rahmen dieser Dissertation gewonnen werden
konnten, erweitern dieses Wissen, indem sie aufzeigen, wie sich diese Heterogenitat
in gesunden Kontrollgehirnen manifestiert und welche spezifischen Marker fur die
verschiedenen Oligodendrozyten-Subtypen verantwortlich sind. Diese Erkenntnisse
konnten wertvolle Einblicke in die Rolle dieser Zellen bei der normalen Gehirnfunktion
liefern und mogliche therapeutische Ansatzpunkte fur demyelinisierende

Erkrankungen eroffnen.

4.3 Gliazell-Reaktivitat und deren Bedeutung fir die Remyelinisierung bei
Multipler Sklerose

4.3.1 Neurogliale Reaktivitat in Multipler Sklerose

Mithilfe der Einzelkern-RNA-Sequenzierung wurden im Rahmen dieser Dissertation
verschiedene ZNS-Bereiche analysiert, was tiefgehende Einblicke in Regionen-
spezifische, aber auch globale Auswirkungen von MS ermoglichte. Diese umfassende
Analyse erlaubte es, Veranderungen in der Genexpression zwischen gesunden
Kontrollproben und MS-Proben zu identifizieren und zentrale Gene herauszustellen.

Ein hervorzuhebendes Ergebnis war hierbei die signifikante Herunterregulierung der
Gene KANSL1 und ARL17B in MS-Geweben. Beide Gene befinden sich auf dem
Chromosomenlocus 17921.31 und sind mit verschiedenen neurologischen
Erkrankungen wie Morbus Parkinson und der Progressiven Supranuklearen
Blickparese assoziiert®*%. Auch fir KANSL7 selbst ist bereits eine
krankheitsassoziierte Funktion bekannt: Mutationen im KANSL7-Gen konnen das
17q21.31-Mikrodeletionssyndrom (auch Koolen-de-Vries-Syndrom genannt) auslosen
oder zu erhOhtem oxidativen Zellstress fuhren und damit eine neuronale Dysfunktion
bedingen’2114_|hre gemeinsame Lokalisierung und die reduzierte Expression in MS
legen nahe, dass sie eine Schlusselrolle in der Krankheitsentwicklung spielen kdnnten.
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Diese Entdeckung unterstutzt die Hypothese, dass MS nicht isoliert betrachtet werden
sollte, sondern potenziell mit anderen neurologischen Storungen verknupft ist.

Ein weiterer zentraler Aspekt ist die beobachtete Verringerung der regionalen
Heterogenitat in MS-Gewebe. Wahrend gesunde Kontrollproben eine
deutliche regionale Vielfaltin der Genexpression aufwiesen, zeigte sich bei MS-
Proben eine Konvergenz  der  Reaktivitat, die darauf hindeutet, dass
verschiedene ZNS-Regionen ahnlich auf die inflammatorischen
Einflusse der MS reagieren und dabei universelle Signalwege aktiviert werden.

Die Vereinheitlichung der Genexpression legt nahe, dass bestimmte pathologische
Mechanismen unabhangig von der spezifischen ZNS-Region auftreten. Dadurch
ergeben sich wichtige Implikationen fur die Entwicklung zukunftiger Therapien, da zu
vermuten ist, dass Behandlungsansatze, die auf diese gemeinsamen Mechanismen
abzielen, eine breitere Wirksamkeit entfalten konnten.

Zusammenfassend zeigt die globale Analyse, dass MS nicht nur eine komplexe
entzundliche Erkrankung ist, sondern basierend auf einer einheitlichen Reaktivitat
auch zu einer allgemeinen Verringerung der regionalen Heterogenitat im ZNS fuhrt.
Die Entdeckung der herunterregulierten Gene KANSL71 und ARL17B sowie die
beobachtete Konvergenz der Genexpression bieten wertvolle Erkenntnisse daruber,
wie MS das ZNS verandert und welche therapeutischen Ansatze zukulnftig

vielversprechend sein konnten.
4.3.2 Reaktivitat der Astrozyten

Astrozyten sind zentrale Zellen des ZNS und erfullen eine Vielzahl wichtiger
Funktionen, darunter die strukturelle und metabolische Unterstitzung, die
Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke sowie die Regulation synaptischer
Prozesse®. lhre Bedeutung wird besonders in der Pathologie der Multiplen Sklerose
deutlich, bei der die Reaktivitat von Astrozyten eine SchlUsselrolle spielt. Diese
Reaktivitat zeigt sich in komplexen, oft widersprichlichen Effekten, die sowohl die
Krankheitsprogression férdern als auch Heilungsprozesse unterstitzen kdnnen'®.

Reaktive Astrozyten entstehen durch die Antwort der Zellen auf verschiedene externe
und interne Reize. Dies kann sowohl zu schutzenden als auch zu schadlichen Effekten
fuhren, abhangig vom spezifischen Kontext der Umgebung. In MS-Lasionen kénnen
Astrozyten durch die Aktivierung von Mikroglia in einen neurotoxischen Zustand
ubergehen. Dieser Zustand ist durch die Hochregulation von Komplementfaktoren wie
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C3 gekennzeichnet, was zur Ausbildung sogenannter A1-Astrozyten fuhrt. Diese A1-
Astrozyten sind in der Lage, Neuronen und ausgereifte Oligodendrozyten schnell zu
schadigen, was die neuronale Degeneration und den Verlust von Myelinscheiden
fordert, zwei zentrale Merkmale der chronisch progredienten MS-Pathologie®.

In aktiven MS-Plaques sind Astrozyten haufig hypertroph, was zu einer verstarkten
Bildung von Glianarben fuhren kann. Diese Narbenbildung ist oft nicht permissiv, was
bedeutet, dass sie den Heilungsprozess hemmen kann, indem sie
die Remyelinisierung und Regeneration von Nervenzellen behindert. Im Gegensatz
dazu zeigen Astrozyten in inaktiven Plaques filamentreiche Strukturen, die eine
stabilisierende Wirkung haben konnten und moglicherweise zum Erhalt der
Gewebestruktur beitragen'®. Die Unterschiede in der Reaktivitat unterstreichen die
Notwendigkeit, Astrozyten in verschiedenen Stadien und Formen der MS differenziert
zu betrachten, da sie durch ihre duale Rolle zu einem komplexen Ziel fur
therapeutische Interventionen werden3.

Zusatzlich zu diesen strukturellen und funktionellen Veranderungen wurde im Rahmen
dieser Dissertation auch eine detaillierte Analyse der transkriptomischen Reaktivitat
von Astrozyten in MS durchgefihrt. Dabei wurden die Reaktionen von Astrozyten in
verschiedenen Regionen des ZNS, insbesondere im zerebralen und spinalen Bereich,
miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass in beiden Regionen bestimmte Gene, die
mit metabolischem Stress in Verbindung stehen, hochreguliert waren (z.B.
HSP90AA1, HSPB1, ACTB). Diese Genexpressionen deuten darauf hin, dass
Astrozyten in MS durch metabolische Herausforderungen besonders belastet werden.
Bemerkenswert ist auch die Herunterregulierung des Gens ARL77B in spinalen
Astrozyten, das zuvor mit einem erhohten Risiko fur neurologische Erkrankungen
assoziiert wurde (siehe auch Abschnitt 4.3.1). Diese Unterschiede zwischen den
verschiedenen ZNS-Regionen konnten eine wichtige Rolle bei der regionalen
Heterogenitat von Astrozyten in der MS-Pathologie spielen.

Trotz der signifikanten regionalen Heterogenitat zwischen Astrozyten in gesundem
Gewebe weisen die reaktiven Muster in MS bemerkenswerte Ahnlichkeiten auf. Die
Ahnlichkeiten kénnten auf gemeinsame pathologische Mechanismen hinweisen, die
unabhangig von der spezifischen ZNS-Region auftreten. Allerdings gibt es auch
spezifische transkriptomische Veranderungen, die regionale Unterschiede in der MS-
Pathologie vermuten lassen. Diese regionsspezifischen Unterschiede in der
Astrozytenreaktivitat konnten potenziell therapeutische Zielstrukturen darstellen und
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bieten neue Perspektiven fur die Entwicklung von Behandlungsstrategien, die auf die
spezifischen Bedurfnisse verschiedener ZNS-Regionen abgestimmt sind.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Astrozyten in der Pathologie der MS eine
vielschichtige und komplexe Rolle spielen. Sie kdnnen sowohl schadliche als auch
schitzende Funktionen Ubernehmen, je nachdem, wie sie auf entziindliche Reize und
genetische Faktoren reagieren. Die verschiedenen Studien betonen die
Notwendigkeit, diese Zellen als dynamische Akteure im Krankheitsgeschehen zu
betrachten, deren Reaktivitat sowohl die Progression der MS vorantreiben als auch
Reparaturprozesse ermoglichen kann. Die Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen
unterstreichen die Bedeutung weiterer Forschung, um die genauen Mechanismen der
Astrozytenreaktionen zu verstehen und gezielte therapeutische Ansatze zu
entwickeln. Solche Ansatze konnten darauf abzielen, die schutzenden Effekte der
Astrozyten zu fordern und ihre schadlichen Auswirkungen zu minimieren, um so das
Fortschreiten der MS zu verlangsamen und die Lebensqualitat der Betroffenen zu

verbessern.
4.3.3 Reaktivitat der Oligodendrozyten

Innerhalb der Oligodendrozytenlinie konnten zwei homoostatische und zwei reaktive
Subtypen identifiziert werden. In der smFISH-Analyse wurde ein homdoostatischer
Subtyp identifiziert, der spezifisch fur die Bahnen der weillen Substanz in allen drei
ZNS-Regionen ist und sich durch die Markergene SLC5A 11 und LINGO1 auszeichnet.
FUr diesen Subtyp wurde eine Herunterregulierung des M5-Muskarinrezeptors
(CHRMS5) beobachtet, wahrend Myelin-assoziierte Transkripte hochreguliert wurden.
Diese Ergebnisse konnten auf einen endogenen Reparaturmechanismus in den
Oligodendrozyten hinweisen, der in den Bahnen der wei3en Substanz bei MS aktiviert
ist und die Remyelinisierung fordert.

LINGOT1 ist bekannt fur seine Rolle bei der Hemmung der Differenzierung von OVZs,
was zu einer Beeintrachtigung der Remyelinisierung fiihren konnte''5116, Besonders
interessant ist daher, dass Anti-LINGO1-Antikorper und
Muskarinrezeptorantagonisten in praklinischen und klinischen Studien bei MS-
Patienten eingesetzt wurden und sich teilweise als wirksam erwiesen haben''%117,
Neben anderen antimuskarinischen Therapien wie Benztropin wurde auch dem H1-
Antagonisten der ersten Generation, Clemastin, eine positive, maoglicherweise

myelinisierungsfordernde Wirkung bei MS-Patienten zugeschrieben''®11°.  Eine
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klinische Folgestudie zeigte tatsachlich eine Verbesserung der Sehfunktion bei
Patienten mit Optikusneuritis, die mit Clemastin behandelt wurden'?°. Diese Studien
konzentrierten sich hauptsachlich auf den Muskarinrezeptor M1, mdgliche Effekte des
Rezeptors M5 wurden bisher nicht diskutiert''®. Beim Vergleich der
Expressionsniveaus von Muskarinrezeptor-Subtypen im gesamten menschlichen ZNS
ergab sich jedoch, dass CHRMS der am haufigsten vorkommende Rezeptor-Subtyp
im ZNS ist. Obwohl dies auf eine wichtige Rolle von CHRMS5 in der MS-Pathologie des
menschlichen ZNS hindeutet, sind letztlich weitere funktionelle Studien zum
Funktionsverlust erforderlich, um die Herunterregulierung von CHRMS mit der
Hochregulierung von Myelin-Transkripten in Verbindung zu bringen und so eine
mechanistische Verbindung herzustellen.

Weitere in dem SLC5A11* Subtyp identifizierte Gene, die mit Myelinisierung assoziiert
sind, waren SH3TCZ2 und ACSBG1. So wurde zum Beispiel beschrieben, dass
SH3TCZ2 in Schwann-Zellen exprimiert wird und eine entscheidende Rolle bei der
Bildung des Ranvier-Knotens spielt'®'. Mutationen in diesem Gen verursachen die
Charcot-Marie-Tooth-Krankheit Typ 4C, eine erbliche motorisch-sensorische
Neuropathie'?. ACSBG17 kodiert fir ein Protein mit Acyl-CoA-Synthetase-Aktivitat,
das am Stoffwechsel langkettiger Fettsauren beteiligt ist und somit mit der
Myelinbildung in Verbindung steht'°2.

Die Heterogenitat der Oligodendrozyten und ihre Unterteilung in verschiedene
Subtypen, die moglicherweise unterschiedliche Rollen in der Remyelinisierung und
Regeneration einnehmen, wurde bereits untersucht*°. Es gibt Hinweise darauf, dass
die Fahigkeit der Oligodendrozyten zur Remyelinisierung von verschiedenen Faktoren
abhangt, darunter ihre Umgebung, das Mikromilieu und die begleitende
Immunantwort*2122, Zudem konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von
Oligodendrozyten, insbesondere mit Astrozyten und Neuronen, entscheidend ihre
Verhaltensweise und somit auch ihre Fahigkeit zur Remyelinisierung beeinflusst’?3.
Die Ergebnisse dieser Dissertation erganzen nun die bisherigen Erkenntnisse und
deuten darauf hin, dass der M5-Muskarinrezeptor eine wichtige Rolle in der
Differenzierung der Oligodendrozyten und ihrer Fahigkeit, aktiv an Remyelinisierung
und Reparaturprozessen teilzunehmen, spielen konnte. Die Integration dieser
Ergebnisse liefert eine umfassende Perspektive auf mogliche therapeutische Ansatze,

um Remyelinisierungsprozesse zu fordern und somit Regeneration zu ermoglichen.
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Diskussion

4.3.4 Entzindungspradiktion mittels Trajektorienanalyse

Anhand einer gezielten Analyse subkortikaler Oligodendrozyten konnte eine
Trajektorie gefunden werden, die der Lasionsentwicklung basierend auf dem
jeweiligen Entzindungsstadium entspricht (akut/chronisch-aktiv vs. chronisch-inaktiv).
Der nachfolgende Vergleich mit dem Expressionsmuster spinaler Oligodendrozyten
ermoglichte somit eine Einschatzung des Entziindungsgrades des spinalen Gewebes,
da sich hier eine deutliche Uberlappung der Expression mit den subkortikalen
Oligodendrozyten aus akut/chronisch-aktiven Lasionen ergab. Entscheidend ist
hierbei, dass eine solche bioinformatische Trajektorienanalyse fur die spinalen
Oligodendrozyten nicht vorlag, sich deren Entzindungsgrad also rein Uber die
zerebralen Oligodendrozyten ableiten liel. Durch die gleichzeitige histologische
Auswertung der spinalen Gewebeschnitte konnte hierbei die Einschatzung, dass es
sich vorwiegend um Lasionen mit einem hohen Entzindungslevel handelt, bestatigt
werden. Es konnte somit gezeigt werden, dass anhand bioinformatischer Analysen
eine Pradiktion Uber den Entzindungsgrad und das Lasionsstadium des untersuchten
Gewebes maoglich ist, sollten diese Informationen nicht verfugbar sein.

In dem hier vorgestellten Beispiel handelt es sich lediglich um einen kleinen Datensatz,
der die Lasionspradiktion nur fur einzelne Gewebeproben untersucht hat. Um weiter
zu validieren, wie verlasslich eine solche Vorhersage moglich ist, bedarf es einer
Analyse groRerer Gewebskohorten, fur die detaillierte histologische Informationen

vorliegen.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Multiple Sklerose, eine chronisch-entzundliche Autoimmunerkrankung, fuhrt zur
Zerstorung von Myelin, der schitzenden Hulle um die Nervenfasern, was in der Folge
schwerwiegende neurologische Defizite verursacht. Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe
von modernen Methoden wie der Einzelzellkern-RNA-Sequenzierung die regionale
Heterogenitat der glialen Zellreihen im zentralen Nervensystem auf Einzelzellebene zu
entschlusseln sowie die unterschiedlichen Reaktionen dieser Gliazellen in der
Pathogenese der Multiplen Sklerose zu untersuchen. Astrozyten und
Oligodendrozyten erfullen im zentralen Nervensystem wesentliche Funktionen.
Astrozyten tragen zur Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke bei und regulieren die
neuronale Homoostase, wahrend Oligodendrozyten fur die Myelinisierung der Axone
verantwortlich sind. Im Rahmen dieser Arbeit konnte hierbei eine enorme regionale
Heterogenitat und Subtypenspezifizierung entlang der Neuroachse fur die glialen
Zellreihen gezeigt, und spezifische Subtypmarker fur die jeweiligen Regionen
identifiziert werden. Ein weiterer zentraler Befund war die Identifizierung eines
homdoostatischen Subtyps innerhalb der Oligodendrozytenlinie, welcher durch die
Expression von SLC5A11 und LINGO1 charakterisiert ist. Dieser Subtyp zeigte eine
Herunterregulierung des M5-Muskarinrezeptors (CHRMS), welche in Zusammenschau
mit einer gleichzeitig verstarkten Expression von Myelintranskripten auf einen
endogenen Reparaturmechanismus hinweisen konnte, der in den Bahnen der weil3en
Substanz aktiviert wird, um die Remyelinisierung zu fordern. Neben der
zelltypspezifischen Reaktivitat konnte eine globale Gendysregulation Uber
verschiedene Zellpopulationen hinweg identifiziert werden. Hierbei standen
insbesondere ARL17B und KANSL1 im Fokus, zwei Gene, die in verschiedenen MS-
Proben und zahlreichen unterschiedlichen Zelltypen konsistent fehlreguliert waren.
Beide Gene sind mit dem gleichen Genlocus assoziiert und konnten eine zentrale Rolle
in der gestdorten Homoostase neuroglialer Zellen bei Multipler Sklerose spielen.
Zusammenfassend ergab die umfassende Analyse der zellularen Heterogenitat und
der spezifischen Reaktionen von Gliazellen in unterschiedlichen ZNS-Regionen neue
Einblicke in die Pathogenese von MS und bietet eine Grundlage fur die Entwicklung
innovativer Behandlungsmoglichkeiten, basierend auf molekularen Mechanismen der

Krankheitsentstehung.
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Tabellarischer Anhang

7 TABELLARISCHER ANHANG

KD
ZNS-Region Gewebenummer Diagnose Entziindungsstadium Alter Geschlecht Region RIN PMI [yl VF SRA Nummer Angewendete Methoden
snRNA-seq, IHC,
Kleinhirn KH_KTL3 Kontrolle NA 61 Weiblich NA 7 15 NA NA SRR14408234 smFISH
snRNA-seq, IHC,
Kleinhirn KH_KTL1 Kontrolle NA 64 Mannlich NA 6,9 18 NA NA SRR14408233 smFISH
snRNA-seq, IHC,
Kleinhirn KH_KTL2 Kontrolle NA 35 Mannlich NA 7,2 22 NA NA SRR14408230 smFISH
Kleinhirn KH_MS2 MS Akut/Chronisch-aktiv 64 Weiblich NA 6,9 7 36 SPMS SRR14408229 snRNA-seq, IHC
snRNA-seq, IHC,
Kleinhirn KH_MS3 MS Akut/Chronisch-aktiv 55 Weiblich NA 7,9 24 20 SPMS SRR14408228 smFISH
snRNA-seq, IHC,
Kleinhirn KH_MS1 MS Chronisch-inaktiv 55 Mannlich NA 7,9 16 43 SPMS SRR14408227 smFISH
Kleinhirn KH_KTL4 Kontrolle NA 68 Mannlich NA 6,7 30 NA NA NA IHC, smFISH
Kleinhirn KH_KTL5 Kontrolle NA 60 Weiblich NA 7,3 13 NA NA NA IHC, smFISH
Kleinhirn KH_MS4 MS Akut/Chronisch-aktiv 39 Weiblich NA 52 18 21 NA NA IHC, smFISH
Kleinhirn KH_MS5 MS Akut/Chronisch-aktiv 38 Mannlich NA 4 19 16 SPMS NA IHC, smFISH
Motor-
GroBhirn GH_KTLA1 Kontrolle NA 82 Mannlich /Pramotorcortex 8,5 21 NA NA SRR9123038 snRNA-seq, IHC
Motor-
GroBhirn GH_KTL2 Kontrolle NA 64 Mannlich /Pramotorcortex 7,5 18 NA NA SRR9123039 snRNA-seq, IHC
snRNA-seq, IHC,
GroBhirn GH_KTL3 Kontrolle NA 68 Mannlich Prafrontal 8,5 30 NA NA SRR9123041 smFISH
snRNA-seq, IHC,
GroBhirn GH_KTL4 Kontrolle NA 35 Mannlich Parietal 6,8 22 NA NA SRR9123034 smFISH
GroBhirn GH_MS1 MS Chronisch-inaktiv 55 Mannlich Temporal 7.1 16 43 SPMS SRR9123052 snRNA-seq, IHC
snRNA-seq, IHC,
GroBhirn GH_MS2 MS Chronisch-inaktiv 53 Mannlich Parietal 7 13 16 SPMS SRR9123042 smFISH
snRNA-seq, IHC,
GroBhirn GH_MS3 MS Akut/Chronisch-aktiv 40 Maénnlich Prafrontal 7,6 27 16 SPMS SRR9123050 smFISH
GroBhirn GH_MS4 MS Akut/Chronisch-aktiv 40 Mannlich Prafrontal 7.9 27 16 SPMS SRR9123049 snRNA-seq, IHC
GroBhirn GH_KTL5 Kontrolle NA 61 Weiblich Prafrontal 7,3 15 NA NA SRR9123040 IHC, smFISH
Motor-
GrofRhirn GH_KTL6 Kontrolle NA 84 Mannlich /Pramotorcortex 7,3 5 NA NA NA IHC, smFISH
Motor-
GrofRhirn GH_KTL7 Kontrolle NA 69 Weiblich /Pramotorcortex 52 33 NA NA NA IHC, smFISH
Motor-

GrofRhirn GH_KTL8 Kontrolle NA 84 Weiblich /Pramotorcortex 6,1 22 NA NA NA IHC, smFISH
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Grofhirn

Grofhirn

Grofhirn
Grofhirn

Grofhirn
Grofhirn
Grofhirn
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50

35
42
60

86
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78

71
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75
61
54
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Weiblich
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Weiblich

Mannlich

Weiblich

Weiblich

Weiblich
Mannlich
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Motor-
/Pramotorcortex
Motor-
/Pramotorcortex
Motor-
/Pramotorcortex

Prafrontal
Motor-
/Pramotorcortex

Temporal

Prafrontal
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Thorakal

Thorakal
Thorakal
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Thorakal
Thorakal
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5,8
7,1

58
8,9

6,9
6,1

7.1
6,9

6,7
6,6
6,5
7,3
6,1
57

4,9
34
32

15

23

22

11
26

29

15

20

24

23
23
17
15
20
24
14

Zusatztabelle 1: Klinische und pathologische Daten des Kontroll- und MS-Gewebes

NA

41

36
23

29

NA

NA

NA
NA

35

41
NA
NA
NA
NA
25
33

NA

SPMS

SPMS
SPMS

SPMS
PPMS
SPMS

NA

NA

NA
NA

SPMS

SPMS
NA
NA
NA
NA

SPMS

SPMS

NA

NA

NA
SRR9123051

SRR9123033
NA
NA

SRR14408226

SRR14408225

SRR14408224
SRR14408223

SRR14408232

SRR14408231
NA
NA
NA
NA
NA
NA
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IHC,
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snRNA-seq, IHC,

smFISH

smFISH

smFISH
smFISH

smFISH
smFISH
smFISH

smFISH

snRNA-seq, IHC,

smFISH

snRNA-seq, IHC,
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snRNA-seq, IHC

snRNA-seq, IHC,

smFISH

snRNA-seq, IHC,
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