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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Die Einschlusskérpermyositis

Die Einschlusskorpermyositis (engl. zuclusion body myositis, IBM) ist die haufigste idiopathische
inflammatorische Myopathie (IIM) bei tiber 50-]Jdhrigen (Dimachkie und Barohn 2014).

Der Erstbeschreiber Shi-ming Chou (1967) berichtete 1967 in einer Fallstudie tiber einen
Polymyositis-Patienten, der in drei Biopsien IBM-dhnliche histopathologische Merkmale und
IBM-charakteristische Symptome zeigte. Die Bezeichnung znclusion body myositis stammt aus
dem Jahr 1971 und wurde erstmals ebenfalls im Zusammenhang mit einer Fallstudie verwen-

det, bei der anhand der Biopsie zunichst eine Polymyositis (PM) vermutet wurde (Yunis und
Samaha 1971).

Es gibt sowohl eine sporadische (sIBM) als auch eine nicht-entziindliche hereditire (hIBM)
Form, wobei in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich die sporadische Variante untersucht

witd.

Da die Privalenz der IBM von der geografischen bzw. ethnischen Herkunft und dem Alter
abhingt, variieren die Angaben zwischen 4,9 bis 33 pro 1.000.000 Einwohner bzw. 51,3 pro
1.000.000 Einwohner bei den tber 50-Jdhrigen (Schmidt und Schmidt 2017). Das Verhiltnis
von betroffenen Minnern zu Frauen betrigt etwa 3:2 und das mittlere Alter bei der Diagno-
sestellung betrdgt 70 Jahre (Deenen et al. 2016). Hierbei ist zu beachten, dass aufgrund des
langsam-schleichenden Prozesses und der teils unspezifischen Symptome zu Krankheitsbe-

ginn bis zur Stellung der Diagnose im Durchschnitt mehr als finf Jahre vergehen kénnen
(Needham et al. 2008b; Molberg und Dobloug 2016).

Charakteristisch fiir die IBM sind eine Muskelatrophie und eine daraus resultierende ubiqui-
tire Muskelschwiche mit Betonung des Musculus (M.) quadriceps femoris und der tiefen
Fingerflexoren, wobei typischerweise ein asymmetrisches Verteilungsmuster vorliegt. Bei
65 % der Patienten besteht eine symptomatische Dysphagie, bei 79 % ist videofluorosko-
pisch (Cox et al. 2009) bzw. bei 80 % in Real-Time-Magnetresonanztomografie (MRT) (Olt-
hoff et al. 2016) eine Einschrinkung beim Schlucken nachweisbar. Da Schluckbeschwerden
beispielsweise zu Kachexie und Pneumonie fithren kénnen, gelten sie als relevanter Risiko-
faktor eines schweren Krankheitsverlaufes (Price et al. 2016). Ein weiteres hdufiges Symptom
der IBM ist eine leichte Schwiche der Gesichtsmuskulatur (Dimachkie und Barohn 2013).

Der Krankheitsverlauf ist typischerweise langsam chronisch-progredient iiber viele Jahre
(Benveniste et al. 2011) hinweg und fihrt zu einer immer gréBer werdenden Einschrinkung
der Alltagsaktivititen. Durch die Schwiche in den Handmuskeln fallen den Patienten das

Schreiben, Essen, Ankleiden etc. schwer und sie sind zunehmend auf Hilfe angewiesen. Auch
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das Gehen wird fur die Patienten zu einer Herausforderung, sodass sie im langfristigen
Krankheitsverlauf Gehhilfen oder einen Rollstuhl nutzen miissen (Cox et al. 2011a). Durch
die Schwiche im M. quadriceps femoris und entsprechender unzureichender Stabilisierung
des Knies kommt es bei IBM-Patienten gehauft zu Stiirzen, die oft der initiale Anlass fiir
eine Vorstellung beim Arzt sind und im Verlauf bei fast allen Patienten auftreten (Needham
et al. 2008a). Die Verschlechterung der Mobilitit und des Gehvermdgens sowie die seelische
Belastung beeintrichtigen den Alltag der Patienten (Gibson et al. 2010).

Auch wenn die Lebenserwartung bei IBM nicht verkiirzt ist, so ist durch die Symptome die

Lebensqualitit der Patienten stark eingeschrankt (Cox et al. 2011a).

Fir die IBM-Diagnostik werden neben einer ausfithrlichen Anamnese und klinisch-neurolo-
gischen Untersuchung auch eine Muskelbiopsie, Laboruntersuchungen und ggf. elektrophy-

siologische Untersuchungen und Bildgebung eingesetzt.

Die sog. Griggs-Kriterien aus dem Jahr 1995 wurden lange als Leitfaden fir die IBM-Diag-
nostik benutzt (Griggs et al. 1995). Da aber die histopathologischen Merkmale im Vergleich
zu den klinischen Symptomen zu stark ins Gewicht fallen, wurde bei Anwendung der Griggs-
Kriterien festgestellt, dass es zu einer Unterdiagnose der IBM zuungunsten der PM kam: Bei
vielen Patienten zeigten sich zwar klinische Symptome der IBM, aber histopathologisch wur-
den die Griggs-Kriterien fur die Diagnose der IBM nicht gentigend erfiillt. Diese Patienten
wurden somit oft falschlicherweise nicht als IBM erkannt, sondern erhielten stattdessen bei-
spielsweise die Diagnose PM (Chahin und Engel 2008) oder Motoneuronerkrankung
(Badrising et al. 2000).

Wihrend des 188. European Neuromuscular Center(ENMC)-Workshops wurden 2011 von
der ENMC IBM Working Group die ,,ENMC IBM Research Diagnostic Criteria® (auch:
ENMC-Kriterien) erstellt (Rose und ENMC IBM Working Group 2013) und 2013 verof-
fentlicht. Sie beinhalten eine stirkere Berticksichtigung des klinischen Phinotyps. Anhand
Alter Hohe
der Kreatinkinase (auch: Creatinkinase, CK)*“ und pathologischer Merkmale wie dem Vor-

der Kriterien ,,Dauer der Symptome* Verteilung der Muskelschwiche*

> O 3 > 5

handensein von rimmed vacnoles ist eine Einordnung in ,,clinico-pathologically defined IBNM, ,,clini-
cally defined IBM* und ,,probable IBN“ moglich. Im Vergleich mit verschiedenen Klassifikati-
onssystemen haben die ,,ENMC probable IBM*“-Kriterien die hochste Sensitivitit und Spezi-
fitit (Lloyd et al. 2014) und sind daher am besten fir die Stellung der Diagnose geeignet,

siche Tabelle 1.
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Tabelle 1: European Neuromuscular Center (ENMC)-Kriterien "probable IBM" (Rose und ENMC
IBM Working Group 2013).

Klinische und laborchemische Merk- | Pathologische Merkmale (eins oder

male mehrere der folgenden, aber nicht alle)

Erkrankungsdauer > 12 Monate Endomysiales inflammatorisches Infiltrat

Alter bei Symptombeginn > 45 Jahre Hochregulation von MHC I auf Muskelzel-
len

Schwiche der Knieextension > Hiiftflexion | Vorhandensein von rimmed vacuoles
oder Schwiche der Fingerflexion > Schul-

terabduktion

Serum-CK nicht hoher als 15-fach uber | Proteinakkumulation* oder 15-18 nm Fila-

dem oberen Normwert mente

* = Nachweis von Amyloid oder anderer Proteinakkumulation mit etablierten Methoden, z. B. Congo Rot,
Kiristallviolett, Thioflavin T/S, p62, SMI-31, TDP-43.

Neben der IBM zihlen die Dermatomyositis (DM), Polymyositis (PM) und Nekrotisierende
Myopathie (NM) zu den Vertretern der Krankheitsgruppe der IIM (Carstens und Schmidt
2014). In der IBM laufen im Gegensatz zu den anderen IIM-Formen nicht nur entztindliche,

sondern auch degenerative Prozesse ab. Histopathologisch dhnelt das Entziindungsmuster
dem der PM (Schmidt und Dalakas 2010), allerdings sind bei der IBM Zeichen von Degene-

ration wie beispielsweise red-rimmed vacuoles und B-Amyloid (s. u.) nachweisbar. Im Gegensatz
zu den anderen IIM ist bei IBM sowohl die proximale als auch die distale Muskulatur betrof-
fen (Malik et al. 2016) und die CK-Erhéhung milder (normal bzw. bis zu 15-fach erhoht)
(Schmidt 2018).

Ein weiteres relevantes Unterscheidungsmerkmal zu den anderen Myositis-Formen ist das
bei IBM schlechte bzw. fehlende Ansprechen auf eine immunsuppressive Therapie (Malik et
al. 2016). Die sonst bei Myositis gingigen Therapieversuche mit Glukokortikosteroiden, Aza-
thioprin, Methotrexat usw. sind in der Regel erfolglos (Schmidt und Schmidt 2017). Der
Einsatz von intravendsen Immunglobulinen (IVIG) bei IBM-Patienten wurde in verschie-
denen Studien untersucht. Die Ergebnisse reichten von einer Besserung der Dysphagie
(Cherin et al. 2002) unter IVIG bis zu einer leichten Abschwichung klinischer Symptome
(Walter et al. 2000), aber ein klarer Therapieerfolg blieb aus. Eine Cochrane-Analyse kam zu
dem Fazit, dass fiir eine Aussage iber IVIG bei IBM mehr klinische Studien mit groerem
Patientenkollektiv und lingerer Laufzeit notwendig sind (Rose et al. 2015). Da in Studien bei
einigen Patienten eine leichte Verbesserung der Dysphagie und Kraftgrade festgestellt wurde,
scheint ein Therapieversuch mit IVIG fir sechs Monate mit einer Dosis von 1-2 g/kg Kot-

pergewicht aller sechs bis acht Wochen gerechtfertigt zu sein (Fitzner und Schmidt 2016).
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Aufgrund der unzureichenden medikamentdsen Moglichkeiten haben nicht-medikamentése
Therapien bei der IBM einen sehr relevanten Stellenwert. So werden Physiotherapie bzw.
Bewegung empfohlen (Alexanderson 2016) und bei Schluckstérungen eine logopadische Be-
handlung in Betracht gezogen (Fitzner und Schmidt 2016). Unter Umstinden ist bei Enge
am M. cricopharyngeus eine lokale Botulinumtoxintherapie, Dilatation, perkutane endosko-
pische Gastrostomie (PEG) oder sogar eine Myotomie indiziert (Carstens und Schmidt
2014).

Die Atiologie der IBM ist bisher weitestgehend ungeklirt (Fitzner und Schmidt 2016). Es
wird vermutet, dass durch chronische Inflammation eine zunehmende Degeneration des
Skelettmuskels verursacht wird. Histopathologische Zeichen der Inflaimmation sind bei-
spielsweise eine cluster of differentation 8*(CD8")-Zell-Invasion und eine Hochregulation des
major histocompatibility complex der Klasse I (MHC I) auf den Muskelfasern; Protein-Akkumu-
lation und Vakuolisierung sind hingegen Hinweise fiir Myodegeneration bei IBM (Schmidt
und Schmidt 2017). Diese charakteristischen Merkmale werden auch bei den ENMC-Krite-

rien (s. 0.) zur Diagnosestellung der IBM hinzugezogen. Des Weiteren sind Zellstressmarker

wie aBCrystallin nachweisbar und stehen vermutlich mit der Protein-Akkumulation in Zu-
sammenhang (Muth et al. 2009). Die genauen Prozesse und zeitlichen Abldufe in der Patho-
genese der IBM konnten bisher nicht abschlieBend geklirt werden. Weiteres zu den histopa-
thologischen Markern und ihrer Bedeutung fiir die Pathogenese der IBM siche Kapitel 1.2.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es sich bei der IBM um die hdufigste idiopathische
inflammatorische Myopathie des h6heren Alters handelt. Sie manifestiert sich charakteristi-
scherweise an M. quadriceps femoris und den tiefen Fingerflexoren mit Muskelatrophie und
-schwiche, die zu Beginn oft ein asymmetrisches Verteilungsmuster zeigen. Die Stellung der
Diagnose ist durch den langsam chronisch-progressiven Verlauf oft verzégert. In Muskelbi-
opsien von IBM-Patienten sind Zeichen von Inflammation, Myodegeneration und Zellstress
nachweisbar, wobei das Zusammenspiel dieser Prozesse und die genaue Pathogenese bisher
ungeklirt sind. Da das Gehen und die Bewiltigung der Alltagsaktivititen fir die Patienten
mit der Zeit immer schwerer werden, sind sie zunehmend auf fremde Hilfe und Hilfsmittel
angewiesen. Die IBM gilt zwar nicht als lebensverkiirzende Krankheit, geht aber mit einem
Verlust an Lebensqualitit einher. Zudem liegt bei einem Grofteil der Patienten eine Dys-
phagie vor, was mit einem schwereren Verlauf und Komplikationen wie einem erhéhten
Risiko fur Pneumonie verbunden ist. Derzeit gibt es weder eine kurative Therapie, noch
spricht die IBM wie andere IIM gut auf Immunsuppression an, sodass den Patienten indivi-

duelle Therapieversuche und nicht-medikamentése Ansitze angeboten werden.
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1.2  Histopathologie der IBM

In Muskelbiopsien von IBM-Patienten lassen sich verschiedene morphologische Auffillig-
keiten finden und spezifische Strukturen immunhistochemisch anfirben. Die Biopsie ist ei-
nerseits ein wichtiger Baustein in der Diagnostik der IIM und zur Abgrenzung der IBM zu
anderen IIM-Subtypen, die differenzialdiagnostisch in Erwigung gezogen werden konnten
(Oldroyd et al. 2017). Anderseits kann mithilfe der Muskelbiopsie von IBM-Patienten die
Pathogenese der Krankheit wissenschaftlich untersucht werden. Bei der IBM gibt es ver-
schiedene Prozesse der Inflaimmation und Degeneration, die an der Morphologie der Mus-
kelfasern und ihrer immunhistochemischen Anfirbbarkeit erkannt werden kénnen. Aus die-
sen histopathologischen Charakteristika lassen sich Hypothesen tiber die Pathogenese der
IBM aufstellen.

Da in der vorliegenden Arbeit verschiedene Untersuchungen an Muskelbiopsien von IBM-
Patienten durchgefiihrt und ausgewertet wurden, findet sich im Folgenden eine Darstellung
der verschiedenen morphologischen und histologischen bzw. immunhistochemischen Mar-

ker und Charakteristika, die fiir die vorliegende Arbeit relevant sind.

Nicht immer liegen in einer IBM-Muskelbiopsie alle histopathologischen Merkmale der IBM
vor und bei einigen Patienten ist trotz der klinischen IBM-Diagnose die Biopsie ohne Befund
(Keller et al. 2017). In dieser Arbeit werden nur Biopsien von neuropathologisch (Neuropa-
thologie der Universititsmedizin Gottingen, kurz UMG) bestitigten IBM-Biopsien verwen-
det.

1.2.1 Morphologie

Im Zuge der Inflammation kommt es bei einer Myositis erst zu 6dematésen Verinderungen,
auf die fettige Umbauprozesse oder eine Atrophie der Muskelfasern folgen kénnen (Carstens
und Schmidt 2014). Auch wenn diese Verdnderungen nicht spezifisch fiir IIM und somit
auch nicht fur die IBM sind, so kann an einer Atrophie und Fettinfiltration langfristig ge-

schidigtes Muskelgewebe erkannt werden.

Bei der IBM sind angulire atrophe Muskelfasern nachweisbar, bei denen vermutet wird, dass
es sich um kurzlich denervierte Fasern handelt, verursacht vor allem durch myogene Dener-
vierung. Zudem gibt es einen kleineren Anteil nicht-angulirer atropher Fasern (Engel und
Askanas 2006). Bei der IBM liegen die atrophen Fasern in kleinen Gruppen zusammen
(Dimachkie und Barohn 2014). Die Muskelfasern zeigen eine nennenswerte Variation
(Arnardottir et al. 2004) im Faserkaliber, d. h. atrophe, hypertrophe und normokalibrige
Muskelfasern sind zeitgleich vorhanden. Des Weiteren sind in IBM-Biopsien nekrotische
Fasern, regenerierende Muskelfasern und ein erhohter Anteil von Fett und Bindegewebe
sichtbar (Arnardottir et al. 2004), wobei das Bindegewebe vor allem im Endo- und Perimy-
sium zunimmt (de Camargo et al. 2018). Die Atrophie und Fettinfiltration der Skelettmuskeln
sind im Verlauf auch im MRT sichtbar (Cox et al. 2011b) und sind Zeichen einer chronischen
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Schidigung der Muskulatur (Dimachkie und Barohn 2014). Die o. g. morphologischen Auf-
falligkeiten in IBM-Biopsien, d. h. Atrophie und Hypertrophie bzw. Faserkaliber-Variation
und Fett- und Bindegewebeinfiltration sind Anzeichen fir stattfindende Umbauprozesse im

Sinne einer Regeneration und Degeneration.

1.2.2  ved-rimmed vacuoles

Bei den fir IBM charakteristischen red-rimmed vacuoles (auch: rinmmed vacnoles) handelt es sich
um rot umrandete, intrazytoplasmatische Vakuolen, gut sichtbar in der Himatoxylin-Eo-
sin(H.E.)- Firbung (Gittsches et al. 2017) oder Gomori-Trichrom-Firbung (Dimachkie und
Barohn 2014). Die Vakuolen enthalten unter anderem B-Amyloid (Villanova et al. 1993) und
sind somit ein Zeichen fir Proteinakkumulation und Degeneration bei IBM. Abgesehen von
den rot umrandeten lysosomalen Vakuolen gibt es oft auch Vakuolen ohne roten Rand
(Engel und Askanas 2006). Zwar sind die red-rinmed vacnoles nicht spezifisch fir IBM, sondern
koénnen auch bei anderen Myopathien gefunden werden (Hilton-Jones und Brady 2016), aber
ithr Auftreten ist so typisch, dass sie ein Kriterium der ENMC-Kriterien sind. Da ein Fehlen
von red-rimmed vacuoles vorrangig in den Biopsien jingerer Patienten zu beobachten ist, wird

vermutet, dass sie eher in einem spiten Krankheitsstadium auftreten (Brady et al. 2013).

1.2.3 MHCI und CD8"

Der major histocompatibility complex der Klasse I (MHC I) findet sich auf der Oberfliche kern-
haltiger Zellen einschlieBlich Thrombozyten. Er spielt eine zentrale Rolle in der Funktion
des Immunsystems, indem er einerseits zytotoxischen CD8"-T-Zellen Antigene prisentiert
und andererseits gesunde Zellen vor einer Abtétung durch NK-Zellen (Naturliche Killerzel-
len) schitzt. MHC I ist in Muskelbiopsien von IBM-Patienten typischerweise vermehrt ex-
primiert, was einen inflaimmatorischen Prozess anzeigt (van der Pas et al. 2004; Dimachkie
und Barohn 2014). Auch in den ENMC-Kriterien ist eine MHC I-Hochregulation als Zei-
chen einer Inflaimmation bei den Kategorien ,,cnically defined IBM* und ,,probable IBM* als
Kriterium berticksichtigt. Es konnte gezeigt werden, dass es in regenerierenden Fasern ver-
schiedener Muskelerkrankungen (IBM, DM, PM und weitere) zur Expression von MHC I
auf der Muskelfaseroberfliche kommt (Karpati et al. 1988). Die MHC I-Positivitit ist bei
IBM stirker als bei DM oder PM ausgeprigt (van der Pas et al. 2004).

Zytotoxische T-Lymphozyten haben das Protein CDS8 in ihre Zellmembran eingelagert und
werden somit auch als CD8"-T-Lymphozyten (auch: CD8"-Zellen) bezeichnet. Auch auf an-
deren Zellen, beispielsweise NK-Zellen kommt CD8 vor, aber die zytotoxischen T-Zellen
stellen den GroBteil der CD8"-Zellpopulation und sind somit die relevantesten Vertreter.
CD8 ist als Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors an der Bindung des MHC I-Komplexes be-
teiligt.
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Das Zusammenspiel von CD8" und MHC 1 ist in IBM-Patientenbiopsien erkennbar, da
CD8"-Zellen in betroffenem Muskelgewebe MHC I-exprimierende, nicht-nekrotische Mus-
kelfasern umgeben bzw. in diese eindringen (Arahata und Engel 1986). Diese Verbindung
zwischen der MHC I-tragenden Muskelfaser und den autoinvasiven CD8"-T-Zellen kann
auch als immunologische Synapse bezeichnet werden (Dalakas 2006). Die CD8"-Zellen kon-
nen eine Nekrose der Muskelfasern bewirken; so konnte beispielsweise in 71 % der ICOS(zn-
ducible co-stimulator)-positiven CD8"-Zellen Perforin nachgewiesen werden (Schmidt et al.
2004).

124 COX

Das Enzym Cytochrom-c-Oxidase (kurz: COX) ist an der Reaktion von Sauerstoff zu Was-
ser als Komplex IV in der Atmungskette beteiligt und ist in der inneren Mitochondrien-
membran lokalisiert. Die COX katalysiert als gekoppelte Reaktion einerseits die Reduktion
von Sauerstoff zu Wasser mithilfe von Elektronen vom Cytochrom ¢ und andererseits den
Transport von Protonen iiber die innere Mitochondrienmembran. Die COX ist somit ein
wichtiger Bestandteil des Energiestoffwechsels. Die Untereinheit I, auch COX-I genannt, ist
eine von 13 Untereinheiten. Die drei relevantesten Untereinheiten COX-1, -1I und -11T wer-
den mitochondrial codiert und ermoglichen die Katalyse. Die anderen zehn Untereinheiten
werden als Vorldufer-Proteine an Ribosomen des Zytoplasmas translatiert und dann von den
Transportproteinen TIM (#ranslocase of the inner membrane) und TOM (translocase of the outer memb-
rane, s. u.) in die entsprechenden mitochondrialen Kompartimente transportiert und ggf. mo-
difiziert (Rak et al. 2010).

Die COX-Firbung firbt die drei mitochondrial kodierten, katalytischen Untereinheiten
COX- I, -II und -1II und ist zudem ein Marker flir die Funktion der mitochondrialen DNA
(mtDNA, mitochondrial deoxyribonucleic acid). Eine verminderte oder fehlende COX-Anféirbbar-
keit, d. h. COX-Defizienz ist ein Zeichen fiir Abnormalititen der COX-I, -I1, -111 bzw. der
mitochondrialen Proteinsynthese (DiMauro et al. 2012). Das Enzym Succinat-Dehydro-
genase (SDH) ist als Komplex II in der Atmungskette involviert und im Gegensatz zu der
COX nukledr kodiert. Mithilfe einer COX/SDH-Doppelfirbung kénnen mitochondriale

Verinderungen immunhistochemisch besser dargestellt werden.

Bei der IBM kann ein héherer Anteil an COX-defizienten Muskelfasern beobachtet werden
als bei gleichaltrigen Kontrollpatienten (Oldfors et al. 1993). Dies deutet darauf hin, dass eine
mitochondriale Dysfunktion eine Rolle in der IBM-Pathogenese spielen konnte. Auch das
Vorhandensein von red-ragged-fibers in IBM ist ein Hinweis auf eine mitochondriale Beteili-
gung und unterstiitzt somit die Relevanz von mitochondrialen Abnormalititen bei IBM, ist
aber nicht spezifisch fur eine COX-Defizienz (Rak et al. 2016). Zudem wird vermutet, dass
COX-defiziente Muskeln bei der IBM mit mitochondrialen Deletionen einhergehen
(Lindgren et al. 2015). In einer Untersuchung von 86 IBM-Biopsien konnten in 98 % der

Biopsien COX-defiziente Fasern nachgewiesen werden. Die Zahl der Muskelfasern mit
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COX-Defizienz nimmt auch in der Normalbevolkerung mit dem Alter zu, liegt aber mit ca.
66-83 % bei den 51- bis 97-Jdhrigen unter der COX-Defizienz-Rate bei IBM-Patienten (Mil-
ler-H6cker 1990).

1.2.5 C5b-9

Das Komplementsystem ist ein Teil des humoralen Immunsystems und ist zusammengesetzt
aus einzelnen Komplementkomponenten, die den sog. Membranangriffskomplex (MAK,
auch engl.: membrane attack complex, MAC) bilden. C5b-9 ist das Resultat aus den verschiede-
nen Komplementkomponenten und wird somit als ferminal-menbran-attack-complex bezeich-
net. Durch den MAK wird in der Zielzelle eine Pore in der Zellmembran gebildet, die zum
Untergang der Zelle fihrt. Die Ablagerung von C5b-9 an intramuskulire Arteriolen und Ka-
pillaren ist ein Marker fir die Dermatomyositis (Kissel et al. 1986). In der IBM gehort C5b-
9 bis auf Einzelfille (Buchman et al. 2016) nicht zu den typischen histopathologischen Mar-

kern.

1.2.6 Protein p62

Das Protein p62 (auch: Sequestosom 1, SQSTM1) spielt eine Schlisselrolle bei der Protein-
degradation und Autophagie. Wenn die Autophagie beeintrichtig ist, sammeln sich Auto-
phagosomen an (Hiniker et al. 2013), die durch immunhistochemische Firbung von p62
nachgewiesen werden konnen. Das Protein p62 ist ein Transportprotein, das polyubiquiti-

nierte Proteine zur Degradation in Lysosomen und Proteasomen leitet (Nogalska et al. 2009).

P62 kann nicht-kovalent an Ubiquitin binden und ist somit involviert in die Regulation des
Ubiquitin-Systems (Kuusisto et al. 2001). Am Beispiel von tau, das tiber Ubiquitin und Pro-
teasomen abgebaut wird, konnte gezeigt werden, dass p62 mit polyubiquitiniertem tau inter-
agiert und der Degradation in Proteasomen zufiihrt (Babu et al. 2005). Somit ist p62 an der
Regulierung des proteasomalen Abbaus von tau und auch anderen Proteinen beteiligt
(Hiniker et al. 2013). Wenn Transportproteine wie p62 die Proteine nicht dem Abbau zufih-
ren oder das Proteasom gestort ist, konnen polyubiquitinierte Proteine im Zytoplasma akku-
mulieren (Babu et al. 2005). Sie bilden unldsliche Aggregate, die charakteristisch fiir neuro-
degenerative Krankheiten wie beispielsweise Morbus Parkinson sind (Lang-Rollin et al.
2003). Es wurde 77 vitro an Neuroblastomzellen von Mausen und hippocampalen Neuronen
von Ratten festgestellt, dass eine vermehrte Expression von p62 durch Inhibitoren des Pro-
teasoms ausgelost wird, wobei die p62-Hochregulation mit einer vermehrten Akkumulation
ubiquitinierter Proteine einhergeht (Kuusisto et al. 2001). Die Autoren der Studie stellten die
Vermutung auf, dass es durch eine Erhéhung ubiquitinierter Proteine zu einer vermehrten

p62-Expression kommen kénnte.

In IBM wird p62 zusammen mit paired helical filaments (PHF) angefirbt, die wiederum phos-
phoryliertes tau enthalten. Die gefirbten Aggregate befinden sich bei IBM im Zytoplasma
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von ca. 80 % der vakuolisierten Muskelfasern bzw. bei 20-25 % der Fasern, die keine sicht-
baren Vakuolen im histologischen Schnitt zeigen (Askanas et al. 2015). Bei der Einschluss-
korpermyositis ist p62 sowohl auf Protein- als auch mRNA (wessenger ribonucleic acid)-Ebene
erhoht und ist ein Zeichen von einer gestorten Proteindyshomoostase (Nogalska et al. 2009).
In den ENMC-Kriterien fur IBM (s. 0.) ist fiir das Vorliegen von Proteinakkumulation als
IBM-Diagnose-Kriterium ein Nachweis von p62 zulissig. Dies zeigt die Bedeutung von p62
als charakteristischen Marker in der IBM. Zudem erlaubt die starke immunhistochemische
p62-Anfirbbarkeit eine Differenzierung zwischen IBM und den vergleichsweise schwicher
p62-positiv angefirbten Muskelgeweben von DM und PM (Nogalska et al. 2009).

1.2.7 a-Synuklein

Das Protein a-Synuklein spielt eine wichtige Rolle in neurodegenerativen Erkrankungen wie
Morbus Parkinson und der Lewy-Koérper-Demenz. Die Gruppe der durch a-Synuklein-Ak-
kumulation gekennzeichneten neurodegenerativen Krankheiten wird auch als Synukleinopa-
thien bezeichnet. Durch besondere Umstinde, beispielsweise niedriger pH-Wert, oxidativer
Stress oder genetische Mutationen, ballen sich 16sliche a-Synuklein-Monomere zu unlosli-

chen Fibrillen zusammen (Benskey et al. 2016).

Auch bei der IBM, die durch Myodegeneration gekennzeichnet ist, kann o-Synuklein im
Muskelgewebe nachgewiesen werden: Es ist einerseits in 60-70 % der B-Amyloid-positiven
vakuolisierten Muskelfasern zu detektieren und andererseits sind regenerierende und nekro-
tische Muskelfasern fiir a.-Synuklein positiv (Askanas et al. 2000). Es konnte gezeigt werden,
dass durch Interaktion von aggregiertem a-Synuklein mit Mitochondrien zunehmender mi-
tochondrialer oxidativer Stress beobachtet werden kann, beispielsweise in Form von anstei-

gendem mitochondrialem Stickstoffmonoxid (engl: #itric oxide, NO) (Parihar et al. 2008).

Ein weiterer relevanter Zusammenhang, der bei der Pathogenese der IBM beteiligt sein
konnte, ist, dass eine Uberexpression des Hitzeschockproteins aBCrystallin im Zellmodell
zu einer reduzierten intrazelluliren Aggregation von a-Synuklein fihrt (Cox und Ecroyd

2017). Dies zeigt ebenfalls, dass o.-Synuklein und Zellstress miteinander zusammenhingen.

1.2.8 TOM20

Die translocase of the outer membrane, kurz TOM, ist ein Komplex aus mehreren Proteinen an
der duBleren Membran der Mitochondrien (Eliyahu et al. 2010). Er erkennt Proteine im Zy-
toplasma und vermittelt ihren Import durch die dulere Membran in das Mitochondrium
hinein (Panigrahi et al. 2015). Der TOM-Komplex besteht aus sieben Untereinheiten, eine
davon ist TOM20. TOM20, sowie TOM22 und TOM?70 sind Rezeptoren fir Vorlduferpro-
teine. TOM20 erkennt Vorlduferproteine mit einem spaltbaren Zielsignal am N-terminalen
Ende, die fiir einen Transport ins Mitochondrium bestimmt sind und leitet die Vorldufer-
proteine dann zu TOM22 weiter (Model et al. 2002).
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Es konnte festgestellt werden, dass eine TOM20-Depletion zu einem stark verminderten
Import von Vortliuferproteinen ins Mitochondrium fiihrt (Harkness et al. 1994). Eine Uber-
expression von TOM20 fihrt zu signifikanten Verinderungen der Struktur der Mitochond-
rien in zn vitro-Studien. Es bilden sich riesige perinukleire Aggregate, die vermutlich durch
ein Aneinanderlagern von Mitochondrien mit TOM20-Uberexpression entstehen (Yano et
al. 1997). Des Weiteren wurde in derselben Studie beobachtet, dass die TOM20-Uberexpres-
sion zu einer Stimulation des mitochondrialen Imports fithrt, die wiederum der Grund fiir

die Aggregation der Mitochondrien sein konnte.

Auch das Protein a-Synuklein steht in Zusammenhang mit mitochondrialen Abnormalitd-

ten. Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte Arten von a-Synuklein spezifisch an TOM20
binden. Dies fithre zu einer gestorten Interaktion mit TOM22 und daraus resultierender Blo-
ckierung des mitochondrialen Imports von Proteinen. In Folge sei die mitochondriale Funk-
tionsfihigkeit eingeschrinkt, was beispielsweise zu weniger Energieproduktion und starker
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, kurz: ROS) fihre (Devi et
al. 2008). In der gleichen Studie konnte zudem gezeigt werden, dass eine TOM20-Uberex-
pression diesen Mechanismus verhindere, somit komme es nicht zu einer durch a-Synuklein

hervorgerufenen Beeintrichtigung des mitochondrialen Imports.

In Zusammenschau kann festgestellt werden, dass eine TOM20-Uberexpression zu einer
verinderten Mitochondrien-Struktur und zu einem gesteigerten mitochondrialen Import zu
fihren scheint. Durch Verhinderung der o-Synuklein-TOM20-Bindung durch TOM20-
Uberexpression ist zudem die Import-blockierende Wirkung und die Funktionseinschrin-

kung des Mitochondriums durch a-Synuklein aufgehoben.

Auch das Hitzeschockprotein aBCrystallin interagiert in Kardiomyozyten mit TOM20 (Chis
et al. 2012) und wird bei oxidativem Stress vom Zytosol ins Mitochondrium transportiert.
Es wird vermutet, dass dieser Mechanismus die Apoptose von Kardiomyozyten verhindern

konnte.

1.2.9 iNOS

Die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS) ist eine Isoform der NO-Synthasen,
deren Expression durch Entziindungsmediatoren wie Lipopolysaccharide und Interferon-y

(IFN-y) stimuliert wird (Wang T et al. 2018). Nach Induktion produziert die iNOS Calcium-
unabhingig nitric oxide, also Stickstoffmonooxid (NO). NO hat eine ambivalente Funktion
im Immunsystem (Xue et al. 2018). Einerseits ist es zytotoxisch wirksam und kann beispiels-
weise mikrobielle Erreger, Viren und Tumorzellen bekimpfen (Wang T et al. 2018) und als
protektiver Radikalfinger wirken. Andererseits hat NO auch destruktive Eigenschaften und
kann Proteine sowie die DNA schidigen und so den Untergang von Zellen bzw. Gewebe
bewirken. Zudem kann sich die immunologische Effektivitit von NO ebenso in chronischen

Entziindungsreaktionen duflern.
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NO ist ein potenter Radikalfinger und verursacht tiber reaktive Stickstoffspezies (engl.: reac-
tive nitrogen species, RNS) nitrosativen Stress. Bei oxidativem bzw. nitrosativem Stress handelt
es sich um ein gestortes Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von reaktiven Sauer-
stoff- bzw. Stickstoffspezies (ROS bzw. RNS). Bei IBM ist die Bezeichnung ,,nitrosativer
Stress® treffender als ,,oxidativer Stress®, dennoch wird letztere Bezeichnung hiufiger ver-
wendet. An der IBM konnte erstmals ein NO-induzierter oxidativer Stress in einer Muskeler-
krankung nachgewiesen werden (Yang et al. 1996), wobei die iNOS bei der IBM sowohl auf
mRNA als auch auf Proteinebene erhéht ist (Schmidt et al. 2012). Die iNOS-Uberexpression
ist bei IBM hiufiger zu beobachten als bei DM oder PM (Schmidt et al. 2012).

Bei der IBM kann die iNOS als Einschlisse in den Vakuolen bzw. im Vakuolen-freien Zy-
toplasma bei einem Grofteil der vakuolisierten Muskelfasern nachgewiesen werden (Yang et
al. 1996). Die iNOS unterstitzt zum einen die Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress,
ist aber auch an der anhaltenden, IBM-typischen Inflaimmation im betroffenen Muskelge-
webe beteiligt. In Muskelzellkulturen konnte gezeigt werden, dass durch eine Stimulation mit
den proinflammatorischen Zytokinen Intetleukin-1 (IL-1f) und IFN-y eine iNOS-Hoch-
regulation ausgelost werden kann. Auf die intrazellulire NO-Produktion wiederum folgte
eine Akkumulation von B-Amyloid und anschlieBendem Zelltod (Schmidt et al. 2012). Die
Mechanismen bedingen sich auch umgekehrt: ebenfalls iz vitro war zu beobachten, dass
IFN-y und B-Amyloid (genauer: Amyloid-B40, kurz AB40 und Amyloid-B42, kurz AB42)
gemeinsam eine NO-Produktion und gesteigerte iINOS-mRNA-Akkumulation stimulieren
konnen, wohingegen IFN-y und B-Amyloid einzeln dies nicht bewitken (Baron et al. 2000).
In dieser Studie konnte auflerdem im Zuge der NO- und iNOS-Stimulation in einigen Zellen

eine DNA-Fragmentierung als Hinweis auf Apoptose entdeckt werden.

Somit kann eine vermehrte iNOS-Expression durch inflammatorische Reize mittels IL-13
und IFN-y oder durch Proteinakkumulation von B-Amyloid in Kombination mit IFN-y aus-

gelost werden. Da NO wiederum zu B-Amyloid-Akkumulation fiihrt, ist dies ein Kreislauf
an dessen Ende der Untergang der betroffenen Muskelfaser steht. Der NO-induzierte oxi-
dative Stress hat somit drastische Auswirkungen auf die betroffene Muskulatur bei der IBM.

1.2.10 B-Amyloid

In den Muskelfasern von IBM-Patienten lagert sich B-Amyloid (AB) ab (Askanas und Engel
2006). Einer der am besten etablierten Antikérper, die B-Amyloid detektieren, ist der Klon
6E10, der gegen den Bereich der Aminosiuren 1-16 gerichtet ist. Erstmals entdeckt wurde
B-Amyloid in Blutgefien von Morbus Alzheimer-Patienten (Glenner und Wong 1984) und
konnte spiter als Bestandteil der senilen Plaques im Gehirn von Alzheimer-Patienten iden-
tifiziert werden. Das Vorkommen von B-Amyloid-Akkumulation in Krankheiten, welche die
Skelettmuskulatur betreffen, wurde erstmals fiir die IBM beschrieben (Askanas et al. 1992).

Die Myodegeneration bei IBM ist erkennbar an intrazytoplasmatischen Vakuolen (s. 0.) und
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an der Akkumulation von fehlgefalteten, ubiquitinierten Proteinaggregaten. A ist sowohl in
Morbus Alzheimer als auch in IBM ein Beispiel der abnormen Proteinakkumulation und ist
charakteristisch fir die Mechanismen der Neuro- bzw. Myodegeneration beider Krankheits-
bilder (Askanas et al. 2015).

Aus dem Votldufer amyloid precursor protein (APP) entstehen zwei Varianten des AP: AB40 und
AP42, wobei die Zahl die Linge der Aminosduren angibt. AB-Monomere kénnen zu Amy-
loid-Fibrillen und weiter zu Amyloid-Plaques akkumulieren (Chen et al. 2017). Bei der IBM
dominiert AB42 (Askanas und Engel 20006), was eine stirkere Neigung zum Oligometisieren
hat als AB40 und als zytotoxischer gilt (Nogalska et al. 2010). Bei IBM akkumulieren neben
APP und AP auch weitere Proteine, so wie beispielsweise phosphortyliertes tau (p-tau) zu
Protein-Aggregaten (Askanas et al. 2009), die sich als Amyloid in vakuolisierten Muskelfasern
ablagern. Die Amyloid-Ablagerungen befinden sich dort vorrangig im nicht-vakuolisierten
Zytoplasma (Engel und Askanas 2000), aber auch in den Vakuolen selbst (Dubourg et al.
2011). Akkumuliertes APP und AP werden markiert, um durch lysosomale Degradation mit-
tels Makroautophagie abgebaut zu werden (Linemann et al. 2007).

Die intrazelluliren Einschlisse bei der IBM beinhalten entweder AP odet p-tau, wobei beide
Typen Ubiquitin enthalten und ,,amyloid“-positiv sind, d. h. Proteine in der B-Faltblatt-Kon-
formation beinhalten. Neben AP und p-tau enthalten die Einschlisse weitere akkumulierte
Proteine, die durch Entfaltung und Fehlfaltung zu B-Faltblatt-konformiertem Amyloid wet-
den koénnen, so wie beispielsweise a-Synuklein (Askanas und Engel 2003). Die Protein-An-
sammlungen in B-Faltblatt-Konformation lassen sich mit Kristallviolett, Congo-Rot u. a. an-

firben, was wiederum charakteristisch fir IBM ist und somit auch in den ENMC-Kcriterien
der IBM berticksichtigt wird.

Physiologisch werden fehlgefaltet bzw. entfaltete, Ubiquitin-markierte Proteine durch Pro-
teasomen abgebaut. Es konnte allerdings erkannt werden, dass unter anderem durch APP-
und AB-Uberexpression (Fratta et al. 2005), a.-Synuklein (Lindersson et al. 2004) und mu-
tiertes Ubiquitin (Fratta et al. 2004) die Funktion vom Proteasom eingeschrinkt wird. Durch
Beeintrichtigung der Proteasomen koénnen die fehlerhaften Proteine nicht mehr abgebaut
werden, wodurch eine Proteinakkumulation wie bei der IBM entstehen kann. Da Proteaso-
men eigentlich geschidigte oxidative Proteine abbauen sollen, sind bei einer verminderten
Proteasomaktivitit die Zellen in geringerem Mal3e vor oxidativem Stress geschiitzt (Aiken et
al. 2011).

Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression von APP signifikant mit IFN-y und
eng mit IL-1f3 zusammenhingt und fast alle B-Amyloid-positiven Muskelfasern MHC T ex-

primierten (Schmidt et al. 2008). Dies zeigt, dass das Vorkommen von B-Amyloid und In-

flammation in enger Beziehung zueinander stehen. Zudem wurde 7z vitro beobachtet, dass
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eine Stimulation von Myotuben mit I.-13 und IFN-y zu einer vermehrten Expression von

APP und B-Amyloid-Akkumulation fithrt (Schmidt et al. 2008).

1.2.11 oaBCrystallin

oBCrystallin (auch: HSPB5) ist ein kleines Hitzeschockprotein (engl.: heat shock protein, HSP).
Dabei handelt es sich um eine Klasse von Proteinen, die durch eine Temperaturerhéhung

und andere Zellstress-Zeichen vermehrt exprimiert werden und akkumulieren kénnen (Kle-

menz et al. 1991). aBCrystallin wirkt als molekulares Chaperon, das fehlgefaltete Proteine
bindet und somit vor Aggregation schiitzt (Dillmann 1999). Im Unterschied zum normalen
Chaperon kénnen molekulare Chaperone nicht eine korrekte Faltung der Proteine bewirken,

sondern lediglich falsch-konformierte Proteine erkennen und binden.

Es konnte gezeigt werden, dass aBCrystallin vermehrt exprimiert wird, wenn es den proin-
flammatorischen Zytokinen IL-1 und IFN-y ausgesetzt wird. Zudem scheint es als Folge
einer verstirkten aBCrystallin-Expression zu einer Akkumulation von B-Amyloid zu kom-
men. Da die Expression von APP und aBCrystallin signifikant miteinander korrelieren, sind
diese Prozesse Ausdruck der Zusammenhinge von Zellstress (aBCrystallin), Inflammation

(IL-1f und IFN-y) und Degeneration (B-Amyloid-Akkumulation) (Muth et al. 2009).

Als histopathologische Besonderheit ist bei der IBM zu nennen, dass ein Grof3teil der Fasern,
die nur APP- oder nur aBCrystallin-positiv sind, eine normale Morphologie zeigen. Hinge-
gen sind die Muskelfasern, die sich sowohl fir APP als auch fiir aBCrystallin positiv anfirben
lassen, sichtbar geschadigt, weil sie beispielsweise Vakuolen enthalten oder atroph sind (Muth

et al. 2009). Da aBCrystallin auch schon in Muskelfasern mit normal erscheinender Mot-

phologie nachweisbar ist, wird angenommen, dass es sich um einen frithen Prozess in der
IBM-Pathogenese handelt.

Die Muskelfasern, die sich morphologisch bzw. strukturell unauffillig darstellen, aber positiv
fir aBCrystallin sind, werden x-fzbers genannt (Banwell und Engel 2000) und sind charakte-
ristisch fiir die IBM. In PM und DM wird aBCrystallin deutlich weniger exprimiert (Keller
et al. 2017), sodass es als differenzialdiagnostisches Unterscheidungsmerkmal genutzt wer-

den kann.

1.3  Ziele der Arbeit

Obwohl bereits zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten verdffentlicht wurden, sind die Atio-
logie und die genaue Pathogenese der IBM weiterhin nicht abschlieBend geklart. Zwar wur-
den histopathologische Marker, klinische Merkmale und epigenetische Faktoren schon von

zahlreichen Arbeitsgruppen ausfithrlich untersucht, dennoch sind viele Aspekte weiterhin
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unklar. Insbesondere das genaue Zusammenspiel und die Reihenfolge der fur IBM charak-
teristischen Parameter konnte bisher nur hypothetisch erklirt werden. Da fiir IBM-Patienten
bisher keine etablierte, wirkungsvolle Therapie angeboten werden kann, sondern die Patien-
ten auf individuelle Therapieversuche bzw. symptomatische Behandlungen angewiesen sind,
ist ein besseres Verstindnis der Krankheitsentstehung und -aufrechterhaltung der IBM not-

wendig, um gezielte Therapien zu entwickeln.

In der vorliegenden Arbeit soll mithilfe drei verschiedener Methoden die Histopathologie
der IBM niher beleuchtet werden, um mdéglicherweise neue Zusammenhinge zu detektieren

bzw. bereits aufgestellte Hypothesen zu bestitigen.

Besonderes Augenmerk dieser Arbeit liegt auf der Bedeutung von Zellstress in der Pathoge-

nese der IBM. Hierfiir ist insbesondere der Zellstressmarker aBCrystallin im Fokus, aber

auch mit Zellstress assoziierte Mechanismen wie beispielsweise die Expression der iNOS
werden untersucht. Bisher gibt es nur wenig Studien zu Zellstress bzw. aBCrystallin bei IBM,

diese zeigten aber aufschlussreiche Zusammenhinge beispielsweise zu B-Amyloid und APP
(Muth et al. 2009).

Der Einsatz von TOM20-Immunfluoreszenz bei IBM-Patienten ist innovativ. Zwar ist fur
IBM nachgewiesen, dass es mitochondriale Abnormititen gibt, beispielsweise sichtbar als red-
ragged-fibers oder COX-Defizienz. Inwieweit aber der Transport von Vorlduferproteinen Sto-
rungen unterliegt, die sich in einer verinderten TOM20-Anfirbung zeigen kénnten, ist aktu-
ell noch nicht fur die IBM erforscht. TOM20 konnte mit der gestorten Proteinhomdostase
bei IBM assoziiert sein; so konnte eine verinderte Expression von TOM20 als Ausléser oder
Begleiterscheinung bzw. Folge der Proteinakkumulation womdglich eine vorliegende IBM

andeuten.

Anhand einer Fallstudie eines IBM-Patienten kénnen ausgewihlte histopathologische Mar-
ker an mehreren posthum entnommenen Muskelproben ausgewertet werden. Somit kann
bei dem Patienten untersucht werden, welche Prozesse simultan in verschiedenen Muskeln
ablaufen. Da im Zuge der IBM-Diagnostik in der Regel nur eine Muskelbiopsie entnommen
wird, ist ein solcher Uberblick iiber mehrere Muskelproben eines Zeitpunktes in der Patho-
genese aullergewohnlich. Zudem liegen die Ambulanzbriefe des Patienten vor, sodass unter-
sucht werden kann, inwieweit die klinische Symptomatik und die histopathologischen Be-
funde miteinander korrelieren. Da die ENMC-Kriterien sowohl klinische als auch patholo-
gische Merkmale fiir die IBM-Diagnostik berticksichtigen, ist eine Untersuchung des Zusam-

menspiels von Relevanz.

Die Laser-Mikrodissektion (LMD, auch: /aser capture microdissection, LCM) ist ein spezielles

Verfahren, mit dem aus den Biopsien ausgewihlte Muskelfasern niher analysiert werden

koénnen. Durch Herausschneiden von aaBCrystallin-positiven Muskelfasern und nachfolgen-
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der ribonucleic acid RNA)-Extraktion kann Material fir eine wicro ribonucleic acid(miRNA)-Se-
quenzierung bereitgestellt werden. Dies bietet die Méglichkeit, bei IBM nach epigenetischen

Faktoren zu fahnden, die in den Zellstress-positiven Fasern auftreten.

Durch Einzelfaseranalyse von IBM-Biopsien kann dargestellt werden, welche Marker simul-
tan in der gleichen Muskelfaser exprimiert werden. So kann das Zusammenspiel der einzel-
nen Marker zueinander und die Beteiligung von TOM20 in der Pathogenese der IBM unter-

sucht werden. Zudem kann analysiert werden, welche Marker zeitgleich mit dem Zellstress-
marker aBCrystallin in der gleichen Muskelfaser nachweisbar sind.
Durch die drei Ansitze kann eine histopathologische Charakterisierung von Muskelzellstress

bei der IBM vorgenommen und die Bedeutung von Zellstress im Zusammenspiel von In-

flammation, Proteinakkumulation und Myodegeneration besser erfasst werden.
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2 Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit vereint die Ergebnisse von drei verschiedenen histologischen Ansit-

zen, um die Pathogenese der IBM besser zu verstehen. Im Folgenden werden Material und

Methoden der drei Herangehensweisen voneinander getrennt beschrieben.

In Tabelle 2 sind die verwendeten Materialien und Gerite alphabetisch aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Gerite und Materialien mit Angabe des Herstellers und ggf. einer niheren

Produktbezeichnung.

Geriate und Materialien

Hersteller, ggf. nihere Bezeichnung

Ceramic beads 1,40 mm

Sigmund Lindner GmbH

Gefrierschrank (-20°C)

Liebherr Premium

Geftierschrank (-80°C)

Thermo Fisher Scientific HERAfreeze

tor-Rohrchen)

Kryostat Leica CM3050 S
Kihlschrank (+4°C) Liebherr Profi Line
MembraneSlides RNase free MMI, 50102
Mikro-Schraubréhre 2 ml, PP (Homogenisa- | Sarstedt

Mikroskop

Olympus IX71

NanoDrop One Spektralphotometers

Thermo Fisher Scientific

Reaktionsrohrchen IsolationCaps 0,5 ml

MMI, 50202

Scanner-Mikroskop

Olympus VS-120

Software

MMI CellTools

System fiir die Laser-Mikrodissektion

MMI CellCut Plus

Die genutzten Chemikalien sind inklusive des Herstellernamens in Tabelle 3 aufgefthrt.
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Tabelle 3: Verwendete Chemikalien mit Angabe des jeweiligen Herstellers.

Chemikalie Hersteller, ggf. Artikelnummer
0,03 %, 0,05% Triton X100 MP Biomedicals

0,1 % Eosin Merck

1 % Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth

1 %, 5%, 10 % bovine serum albumine (BSA) Serva

10 % bovine serum albumine (BSA) Carl Roth

10 % goat serum donor herd (auch: Goat) Sigma-Aldrich

4 % Paraformaldehyd (PFA) AppliChem

4 ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 1:10.000 Invitrogen

5 % normal goat serum (NGS)

Jackson ImmunoResearch

50 %, 70 %, 90 %, 100 % Ethanol

Chemie-Betrieb Hannover

70 % Dimethylformamid Sigma
Aceton Merck
Ampuwa-Wasser Fresenius
Aqua bidest. (aqua bidestillata)

Aqua dest. (aqua destillata)

Catalase-Losung Sigma
Chloroform Carl Roth
Chromotrop R2 Fluka
Cytochrom C Sigma
DAB (Diaminobenzidine) Sigma
DePeX Serva
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck
Entellan Merck
Essigsiure Merck
Fast Green (Lichtgrin) Serva
Fluoromount Invitrogen
Isopropanol Thermo Fisher Scientific

Isopropanol

Chemie-Vertrieb Hannover
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DAB + Chromogen

Chemikalie Hersteller, ggf. Artikelnummer
Kalium-Di-Hydrogenphosphat Merck
Mayers Himalaun Merck
Methanol Merck
Natriumsuccinat Serva
Nitrotetrazoliumbluechloride (NBT) Sigma
phosphat buffered saline (PBS) Anprotec
phosphat buffered saline (PBS) AppliChem
Phosphatpuffer pH 7,4 Merck
QIAzol (Trizol) Qiagen
REAL EnVision De- | Losung A: Dako REAL En- | Dako
tection System Perox- | Vision/HRP = mit Peroxi-
idase/DAB+ dasemolekiilen und sekun-

direm rabbit-anti-mouse-Anti-

korper gekoppeltes Dextran

Lésung B: Dako REAL s#b- | Dako

strate buffer

Loésung C: Dako REAL | Dako

RNA Clean & Concentrator-5

Zymo Research, R1014

RNase ZAP Sigma-Aldrich
RNeasy Mini Kit Qiagen, 74106
Sucrose Sigma
Trichloressigsdure Merck
Wolframtophosphorsiure Merck
Xylol Baker

Die bei den Fluoreszenzfirbungen verwendeten Erst- und Zweitantikorper sind mit dem

jeweiligen Hersteller und der Artikelnummer in Tabelle 4 aufgelistet.
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Tabelle 4: Antikorper fiir die Fluoreszenzfirbungen. Angegeben sind die Bezeichnung, der Hersteller

und die Artikelnummer.

Antikérper Hersteller und Artikelnummer
anti-oBCrystallin, wouse monoclonal Abcam, Ab13496
anti-aBCrystallin, wouse monoclonal Novocastra (Leica), NCL-ABCrys-512

anti-Beta-Amyloid (AB) 1-16 (6E10), mouse mon- | Covance, SIG-39320

oclonal

anti-MHC I-AntikGrper, mouse monoclonal Dako, M0736

anti-nitric oxide synthethase 11 INOS), rabbit polyclo- | Millipore, Ab5384

nal

anti-p62 Ick ligand Antikorper, mouse monoclonal | BD Biosciences, 610833

anti-TOMM?20-Antikorper, rabbit polyclonal Abcam, Ab78547

goat-anti-monse Alexa 488 IgG Invitrogen, A-11001
goat-anti-mouse Alexa 594 1gG Invitrogen, A-11005
goat-anti-monse Cy3 IgG Invitrogen, A-10521
goat-anti-rabbit Alexa 594 1gG Invitrogen, A-11012
goat-anti-rat Alexa 488 1gG Invitrogen, A-11006

In den Versuchen wurden Biopsien von neuromuskulir erkrankten und gesunden Personen

verwendet. In Tabelle 5 sind die Patientenproben aufgelistet.

Tabelle 5: Patientenproben fiir die verschiedenen Versuche. Angegeben sind die Erkrankung, der je-

weilige Name der Patientenprobe und die Verwendung.

Erkrankung Patientenprobe Verwendung

IBM Fallstudie 19 posthum entnommene Muskel-
biopsien fir die Fallstudie

IBM Biopsie 1 Einzelfaseranalyse
Biopsie 2
Biopsie 3
Biopsie 4

IBM Biopsie 3 LMD

Biopsie 4
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Erkrankung Patientenprobe Verwendung
IBM Biopsie 5 LMD

Biopsie 6
Dermatomyositis Biopsie 7 LMD
Nekrotisierende Myopathie Biopsie 8 LMD

Biopsie 9
Polymyositis Biopsie 10 LMD

Biopsie 11

2.1  Fallstudie

Mithilfe der Fallstudie konnte erstmals anhand posthum entnommener Muskelproben eines
IBM-Patienten eine histopathologische Analyse mehrerer Muskeln zum gleichen Zeitpunkt
erfolgen. In der Regel wird zur Diagnosesicherung bei Verdacht auf IBM eine Muskelbiopsie
aus einem Muskel enthommen und nur selten, bei z. B. diagnostischer Unsicherheit, werden
noch weitere Muskeln histopathologisch untersucht. Der Patient der Fallstudie hat zu Leb-
zeiten zugestimmt, seinen Korper posthum fir wissenschaftliche Zwecke zur Verfiigung zu
stellen, um die IBM-Forschung zu unterstitzen. Nach dem Tod wurden dem Patienten im
Zuge einer Obduktion 19 Muskelproben entnommen, wodurch der histopathologische Ver-
gleich mehrerer Muskeln moglich war. Abgesehen von der gro3en Zahl an Proben von einem
Patienten sind zwei weitere Aspekte relevant fir die Auswertung der Ergebnisse: Einerseits
wurden alle Muskelproben zum gleichen Zeitpunkt entnommen, d. h. die histopathologi-
schen Gewebsverinderungen der einzelnen Proben reprisentieren parallel ablaufende Pro-
zesse in unterschiedlichen Korperpartien. Andererseits wurden bei dem Patienten im Krank-
heitsverlauf die Ergebnisse der klinischen Untersuchung dokumentiert, was einen Vergleich

der Histopathologie mit der Klinik ermdglicht.

2.1.1 Krankheitsverlauf

Der Patient stellte sich erstmalig mit 68 Jahren in der Neuromuskuldren Spezialambulanz der
Universititsmedizin Géttingen (UMG) vor. Er beschrieb eine seit funf Jahren bestehende
progressive Schwiche beider Beine mit Betonung in den Oberschenkeln, Schwiche in den
Fingermuskeln und Dysphagie. Mithilfe der ENMC-Kfriterien (sieche Kapitel 1.1) und eines
auswirtigen Muskelbiopsiebefundes wurde die Diagnose einer sSIBM gestellt. Als Therapie-
versuch erhielt der Patient alle acht Wochen 60 bis 140 g IVIG. Da der Patient Nebenwir-
kungen befiirchtete, wurde die IVIG-Therapie trotz positiven Ansprechens unterbrochen,
spater allerdings auf Wunsch des Patienten wieder eingeleitet. Sowohl subjektiv vom Patien-

ten beschrieben als auch objektiv mittels znciusion body myositis functional rating scale IBMFRS)
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(siehe Kapitel 2.1.4) und Medical Research CouncilMRC)-Kraftgrade (Compston 2010) do-

kumentiert, nahmen die Symptome im Krankheitsverlauf zu.

Als Folge eines Sturzes im hauslichen Umfeld verstarb der Patient im Alter von 72 Jahren.

2.1.2 Material und Fiarbungen

Im Zuge einer selektiven Muskelautopsie wurden dem Patienten posthum 19 verschiedene
Muskelproben (1 x 1 x 1 cm) entnommen und kryoasserviert. Das Muskelgewebe wurde in
Serienschnitte geschnitten, mit einem Zahlencode pseudonymisiert und anschlieBend vom

Team der zustindigen Neuropathologie mit H.E., Trichrom und gegen COX-I, CD8",
MHC I, C5b-9, aBCrystallin und p62 immunhistochemisch gefirbt.

2.1.3 Histopathologische Auswertung

Die histologischen Schnitte wurden mit einem Zeiss AxioVert 200M Durchlicht-Mikroskop
ausgewertet. Fur jede Firbung wurden in 20-facher VergréBerung zufillig vier Sichtfelder
(eins pro Quadrant) betrachtet, aufgenommen und dokumentiert. Wenn der zufillig ausge-
wihlte Ausschnitt zum Grofteil aus lings getroffenen Muskelfasern oder Artefakten be-
stand, dann wurde stattdessen ein anderes beliebiges Sichtfeld in diesem Quadranten gewihlt,

um eine moéglichst unverfilschte Auswertung zu ermdéglichen.

2.1.3.1 Auswertung der Firbungen

In der Trichrom-Farbung wurden die red-rimmed vacuoles innerhalb des Sichtfelds gezihlt. Bei

den Firbungen CD8", MHC I, C5b-9, aBCrystallin und p62 wurden die positiv angefirbten
Zellen pro Sichtfeld quantitativ erfasst, bei der COX-Firbung hingegen die COX-negativen
Zellen (d. h. COX-defiziente Zellen). Die gezihlten positiven bzw. COX-negativen Muskel-
fasern wurden in Relation zu der Gesamtzellzahl im Sichtfeld gesetzt, sodass sich eine durch-

schnittliche Prozentzahl der histopathologisch auffilligen Muskelfasern im Schnitt ergab.

2.1.3.2 Auswertung des Muskelfaser-Durchmessers

Fir die Messung des Muskelfaser-Durchmessers wurde in H.E. ein zufilliger Ausschnitt pro
Muskelschnitt gewéhlt und der Durchmesser aller Muskelfasern in diesem Sichtfeld (in 20-
facher VergroBerung) mithilfe der Zeiss AxioVision-Software gemessen. Als Durchmesser
wurde jeweils der schmalere Durchmesser erhoben, da er am ehesten den tatsichlichen Fa-
serquerschnitt widerspiegelt (Dubowitz et al. 2000), siehe Abbildung 1. Offensichtlich lings
getroffene oder am Rand des Sichtfelds angeschnittene Muskelfasern wurden nicht bertick-

sichtigt.
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Biegung in der
Muskelfaser

Abbildung 1: Ermittlung des Muskelfaserdurchmessers.

Um Verfilschungen durch schrige Anschnitte oder Biegungen in der Muskelfaser zu vermeiden, wird der

schmalere Faserdurchmesser gemessen. Basierend auf einer Abbildung von Dubowitz et al. 2006, Kapitel 4.

Aus den ermittelten Muskelfaser-Durchmessern konnte der Atrophie- und Hypertrophie-
Faktor bestimmt werden (Brooke und Engel 1969). Hierfir wird ein Referenzwert von
30 bis 70 um als normaler Muskelfaserdurchmesser bei Frauen angenommen. Die atrophen
und hypertrophen Fasern aullerhalb des Referenzwertes bekommen einen entsprechenden
Faktor, je nachdem wie ausgeprigt die Abweichung vom Normwert ist. Die Rechnung be-
rucksichtigt somit, dass beispielsweise eine Faser mit 10 pm Durchmesser einen stirkeren
Einfluss auf den Atrophiefaktor hat als eine mit 20 um Durchmesser (Dubowitz et al. 2000).

Die jeweiligen Grenzwerte und zugehorigen Faktoren sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Muskelfaserdurchmesser in pm als Grenzwerte fiir die Berechnung des Atrophie- und Hy-

pertrophiefaktors bei Frauen.

Muskelfaserdurchmesser in pm | Faktor
Referenzwert bei Frauen 30-70 um x 0
Atrophie < 9,99 um x3

10-19,99 um X 2

20-29,99 pm x 1
Hypertrophie 70-79,99 um x 1

80-89,99 um X2

90-99,99 um x3

> 100 um x 4
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Die Anzahl der Fasern pro Intervall werden mit dem jeweiligen Faktor multipliziert und ad-
diert, durch die Gesamtanzahl der Fasern im Sichtfeld dividiert und anschlieBend mit 1000
multipliziert. Das Ergebnis ist der durchschnittliche Atrophie- bzw. Hypertrophiefaktor des
Schnittes.

Atrophiefaktor:

(Anzahl 20 — 29,99 pm x 1) + (Anzahl 10 — 19,99 pm x 2) + (Anzahl < 9,99 pm X 3)
Gesamtzahl der gezahlten Fasern im Ausschnitt

X 1000 = Atrophiefaktor

Hypertrophiefaktor:

(Anzahl 70 — 79,99 um X 1) + (Anzahl 80 — 89,99 pm x 2) + (Anzahl 90 — 99,99 um X 3) + (Anzahl > 100 pm X 4)
Gesamtzahl der gezédhlten Fasern im Ausschnitt
X 1000 = Hypertrophiefaktor

2.1.4 Klinisch-neurologischer Untersuchungsbefund

Im Zuge der regelmiBligen Vorstellung in der Neuromuskuliren Spezialambulanz der UMG
wurde bei dem Patienten ein klinisch-neurologischer Untersuchungsbefund erhoben. Aus
dem letzten vorliegenden Ambulanzbrief kann man ableiten, welche Muskeln bzw. Muskel-

gruppen bei dem Patienten vier Monate vor seinem Tod klinisch betroffenen waren.

Es wurden bei dem Patienten die Medical Research Council(MRC)-Kraftgrade (Compston
2010) erhoben. Hierbei wird die Ausprigung der Muskelschwiche der Extremititen in die
Kraftgrade 0 (= keine Muskelkraft) bis 5 (= volle Kraft gegen Widerstand) eingeteilt, wobei
bei Kraftgrad 4 Abstufungen mittels ,,+* bzw. ,,— mdglich sind.

Die MRC-Kraftgrade (siche Tabelle 7) ermdéglichen eine semiquantitative Einschatzung der
Kraft einzelner Muskeln und, da eine differenzierte Testung einzelner Muskeln oft nicht

moglich ist, funktioneller Einheiten mehrerer Muskeln.

Tabelle 7: Medical Research Council(MRC)-Kraftgrade.

Kraftgrad Beschreibung

5 normale Kraft

4 aktive Bewegung gegen Schwerkraft und Widerstand
3 aktive Bewegung gegen die Schwerkraft

2 aktive Bewegung unter Ausschaltung der Schwerkraft
1 Muskelzucken oder Spuren von Muskelkontraktion

0 keine Muskelkontraktion
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Des Weiteren wurde bei dem Patienten die aktuelle Punktzahl in der inclusion body myositis
functional rating scale IBMERS) erhoben (Jackson et al. 2008). Die IBMFRS wird genutzt, um
die Schwere der Erkrankung und vor allem den Krankheitsverlauf beurteilen zu kénnen. Es

gibt zehn Kategorien, siche Tabelle 8.

Tabelle 8: Die Titigkeiten der zehn Kategorien der inclusion body myositis functional rating scale.

Kategorie Tatigkeit

1 Schlucken

2 Handschrift

3 Essen schneiden und Utensilien benutzen
4 Feinmotorik z. B. Schliissel benutzen

5 Ankleiden

6 Hygiene

7 Drehen im Bett und sich zudecken kénnen
8 Vom Sitzen zum Stehen

9 Laufen

10 Treppen steigen

In jeder der zehn Kategorien werden 0 (nicht méglich) bis 4 (selbststindig und in normaler
Ausfihrung méglich) Punkte vergeben. Es ergibt sich somit eine maximale Punktzahl von
40 Punkten.

Zudem wurde bestimmt, wie viele Punkte der Patient im sIFA (sporadic inclusion body myositis
physical functioning assessment) hat. Dieser Score dient der Einschitzung der physischen Funk-
tion des Patienten und somit auch einer Bewertung des Behandlungseffektes (DeMuro et al.
2010).

Der Faustschluss wurde mithilfe eines Vigorimeters gemessen. Dieses gibt die Griffkraft in
Kilopascal (kPa) an, die vor allem als Vergleichswert im Krankheitsverlauf und auch im Sei-

tenvergleich interessant ist.

Einen Uberblick iiber die Untersuchungsergebnisse des letzten Ambulanzbriefes vier Mo-
nate vor dem Tod des Patienten zeigt Tabelle 9. Der Patient war zu dieser Zeit 71 Jahre alt

und seit der Diagnose waren drei Jahre vergangen.
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Tabelle 9: Klinisch-neurologischer Untersuchungsbefund des letzten Ambulanzbriefes vor dem Tod

des Patienten.

Untersuchung Ergebnis (rechts/links)
KG Nackenbeugung 5

KG Nackenstreckung 5

KG Armabduktion 5/5

KG Armbeugung 4/4

KG Armstreckung 5/5

KG Handbeugung 4/4

KG Handstreckung 5/5

KG Fingerbeugung 5/4

KG Fingerstreckung 5/4

KG Hauftbeugung 4+/5

KG Huftstreckung 5/5

KG Kniebeugung 5/5

KG Kaiestreckung 5/5

KG FuBhebung 4/4

KG Fulisenkung 5/5

KG Bauchmuskulatur 5

Faustschluss in kPa 26/6

MER obere Extremitit ++/++

MER untere Extremitit ++/++

IBMFRS 26/40

sIFA 67

maximale Gehstrecke 100 m mit einseitiger Gehhilfe
Inspektion beidseitige Oberschenkelatrophie

Aus dem Ambulanzbrief der Neuromuskuliren Spezialambulanz der UMG entnommen. KG = Kraftgrad,

MER = Muskeleigenreflex.
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2.1.5 Statistik

Die graphische Darstellung und statistische Auswertung wurde mit dem Programm Graph-
Pad Prism Version 8.3.0 unter Zuhilfenahme von Excel 16.30 durchgefiihrt. Fir die Aus-
wertung wurden einfache Prozentrechnung, Berechnung des Mittelwertes, Atrophie- und
Hypertrophiefaktor (siche Kapitel 2.1.3.2) und die Berechnung der Standardabweichung ge-
nutzt. Zudem wurde der Variabilititskoeffizient der Muskelfaserdurchmesser bestimmt. Fur
die Korrelationsanalyse wurde ein Korrelationstest mit Korrelationskoeffizient nach Pearson

angewendet.

2.2 Laser-Mikrodissektion

2.2.1 Ablauf

Die Laser-Mikrodissektion (LMD) ist ein Verfahren, bei dem mithilfe eines fokussierten La-
serstrahls einzelne Zellen bzw. Zellverbinde aus einem Gewebe gelost werden konnen. So
lassen sich gezielt die benotigten Zellen isolieren und molekularbiologisch analysieren. In der
vorliegenden Arbeit sollten IBM-Patientenbiopsien mit einer aBCrystallin-Fluoreszenz-Fir-
bung gefirbt werden und anschlieBend am LMD-Mikroskop unterschiedliche Zielstruktu-

ren, siche Tabelle 10, ausgeschnitten werden.

Tabelle 10: Zielstrukturen fiir die LMD mit den Kriterien aBCrystallin-Anfirbbarkeit und Morpholo-
gie der Muskelfaser.

Anfirbbarkeit Morphologie

aBCrystallin-positiv normale Morphologie

abnorme Morphologie

oBCrystallin-negativ normale Morphologie

abnorme Morphologie

Als abnorme Morphologie wurden Faserkalibervariationen (d. h. Atrophie und Hypertro-
phie) als Kriterien genutzt, da diese morphologischen Verinderungen im Zuge der IBM be-
obachtet werden koénnen. So ergeben sich aus den Kriterien aBCrystallin-Farbeverhalten

und Morphologie insgesamt vier Zielstrukturen.

In einem aBCrystallin-gefirbten Schnitt wurden dann am LMD jeweils die Zellen, welche
einer der vier Bedingungen entsprachen, ausgeschnitten. Die Zellen wurden gesammelt und
in folgenden Schritten die RNA extrahiert. So sollten von jeder Biopsie fiir alle vier Bedin-
gungen die passenden Fasern gewonnen und davon wiederum die RNA-Extraktion durch-

gefihrt werden. Nachdem die RNA aller Zielstrukturen gesammelt wurde, sollten diese einer
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miRNA-Sequenzierung unterzogen werden. Durch Identifikation und Vergleich der in den
Zielstrukturen vorhandenen miRNA kénnten dann mogliche epigenetische Modifikationen

in histopathologisch betroffenen Muskelfasern bei der IBM festgestellt werden.

Die Bemtihungen, den geplanten Versuchsablauf durchzuftihren, waren leider nicht erfolg-
reich. Im Folgenden werden nun die Methoden und Materialien geschildert, mit denen ver-
sucht wurde die RNA in der geforderten Quantitit und Qualitit fiir das Sequenzieren zu

gewinnen.

2.2.2 Gewebeproben und Farbungen

Es wurden Biopsien von bekannten IBM-Patienten genutzt, bei denen im Rahmen der Di-
agnostik eine Muskelbiopsie entnommen und in Zusammenschau der Befunde eindeutig eine
IBM diagnostiziert wurde. Teilweise wurden auch Biopsien von Patienten anderer Myositis-
Formen (Polymyositis, Nekrotisierende Myopathie, Dermatomyositis) verwendet, da es auf-
grund der Seltenheit der Einschlusskérpermyositis nur wenige IBM-Biopsien verfiighar sind.
Die Biopsien wurden fiir mehrere Jahre in der Neuropathologie der UMG bei -120°C gela-
gert.

Die Biopsien der anderen Myositis-Formen wurden mit MHC I und neural cell adbesion molecule
(NCAM) gefirbt. Diese Farbungen zeigen bei den drei Myositiden ein dhnliches Firbe-Er-
gebnis wie bei einer IBM, daher kénnen sie dquivalent verwendet werden. In einem Fall
wurde eine Biopsie eines Patienten mit Nekrotisierender Myopathie mit der aBCrystallin-

Firbung gefarbt. Hierbei wurden als Zielstruktur atrophe Fasern gewahlt.

2.2.2.1 aBCrystallin-Firbung fur die Laser-Mikrodissektion

Fir die aBCrystallin-Farbung wurde ein Protokoll entwickelt, dass moglichst kurze Inkuba-
tionszeiten hatte, um die Degradation der RNA bestmoglich zu verhindern und dennoch ein

gutes Anfirben zu gewihrleisten. Die Biopsien wurden am Kryostaten geschnitten, die Quer-

schnitte auf die Membran-Objekttriger aufgezogen und anschlieend bei -80°C gelagert, be-
vor die Schnitte gefirbt wurden. Fur eine moglichst geringe RNase-Aktivitit wurden die
Membran-Objekttriger zunichst fir 5 Minuten in eine Kivette mit RNaseZAP gestellt und
anschliefend zweimal fiir 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen und getrocknet.
Dann wurden die Schnitte 10 Minuten in PFA fixiert und anschlieBend dreimal jeweils
3 Minuten in PBS gewaschen. Es folgte das Blocken mit 10 % BSA/Goat (1:1) fir 45 Minu-
ten. Ab dem Blocken wurden die folgenden Schritte unter moglichst geringer Lichteinstrah-
lung durchgefithrt und ein Austrocknen der Schnitte mit Farbekammern verhindert. Der
gegen a.BCrystallin gerichtete Erstantikdrper wurde 1:500 in 1 % BSA in PBS auf die Schnitte
gegeben und eine Stunde inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen in PBS, dann wurde fir
45 Minuten Inkubationszeit der Sekundarantikorper 1gG goat-anti-mouse Alexa 594 1:600 in
1 % BSA/PBS auf die Biopsien gegeben. Erneut wurden die Schnitte dreimal hintereinander
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in PBS gewaschen, dann 5 Minuten DAPI als Kernfirbung auf die Gewebe gegeben. Ab-
schlieBend wurde wieder dreifach in PBS gewaschen, die Objekttriger kurz in Isopropanol
gestellt, unter dem Abzug kurz getrocknet und schnellstméglich mittels Laser-Mikrodissek-

tion weiterverarbeitet.

2.2.2.2 aBCrystallin-Kurzprotokoll fir die Laser-Mikrodissektion

Zudem wurde in Anlehnung an die Protokolle anderer Arbeitsgruppen versucht, ein Kurz-
protokoll mit deutlich héheren Antikérperkonzentrationen zu entwickeln, das nur 22 Minu-
ten dauerte. Der Objekttriager mit dem Schnitt einer IBM-Biopsie wurde erst 30 Sekunden
in Smearfix (Ethanol, Trichloressigsiure, Aceton) getaucht. AnschlieBend wurde der Objekt-
trager kurz mit 50 %igem Ethanol und nachfolgend mit destilliertem Wasser behandelt. Es

folgte der gegen aBCrystallin gerichtete Erstantikrper 1:5 in PBS bei 37°C, der fur 10 Mi-
nuten auf den Schnitt gegeben wurde. Nach kurzem Waschen in PBS folgte Losung A des
REAL EnVision Detection Systems, die fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubierte, wie-
derholtes Waschen in PBS und dann Losung B und C 1:50 far 3 Minuten bei Raumtempe-
ratur. Erneutes Waschen in PBS, kurzes Inkubieren mit Himalaun und Sptilen mit Leitungs-

wasser schlossen das Kurzprotokoll ab. Bei dem Kurzprotokoll war das Signal von

aBCrystallin-positiven Muskelfasern zu schwach, um es fiir die LMD zu nutzen.

Neben der aBCrystallin-Farbung wurden auch weitere Farbungen durchgefihrt, um festzu-

stellen ob es abhingig von der Firbung Unterschiede in der RNA-Ausbeute und -Reinheit

gibt. Weitere Firbungen, die genutzt wurden, waren eine aBCrystallin-Durchlicht-Firbung
mit Alkalischer Phosphatase und Neufuchsin, eine MHC I-Durchlichtfirbung mit Diamino-
benzidin (DAB), Fluoreszenzfirbungen fur MHC I, NCAM und auch native Schnitte.

2.2.3 Laser-Mikrodissektion

Die Laser-Mikrodissektion ist ein Verfahren, das es mithilfe eines fokussierten Laserstrahls
ermoglicht, Zielstrukturen aus Geweben herauszuschneiden. In der vorliegenden Arbeit
wurde ein Gerit von Molecular Machines & Industries (MMI) mit der Bezeichnung MMI
CellCut Plus genutzt. Bei diesem System liegt der Schnitt zwischen der Polyethylentereph-
thalat(PET)-Membran eines speziellen Objekttrigers und einem Glas-Objekttriger. An-
schlieBend wird die Zielstruktur mit einem UV-Laser ausgeschnitten. Mithilfe eines beschich-
teten Deckels kann im Anschluss die ausgeschnittene Membran mit dem Zielgewebe aus
dem Schnitt gehoben werden. Bei diesem Verfahren, der sog. CapLift technology haftet die
Zielstruktur inklusive Membran an dem adhisiven Deckel des Reaktionstohrchens, siehe

Abbildung 2.
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Abbildung 2: Ablauf der Laser-Mikrodissektion.

Das Gewebe wird auf der Membran des Objekttrigers positioniert. Der Membran-Objekttriger wird umge-
dreht und auf einen Glas-Objekttriger gelegt (1), sodass der Schnitt sich zwischen den beiden Objekttrigern
befindet (2). Mithilfe des Lasers wird die Zielstruktur ausgeschnitten. Der adhdsive Deckel des Reaktionsréht-
chens kann nach unten bewegt werden; die ausgeschnittene Zielstruktur haftet am Deckel und wird so aus dem
Gewebe herausgehoben (aus der Broschiire MMI Molecular Machines & Industries Single Cell Solutions mit
freundlicher Genehmigung von MMI Molecular Machines & Industries).

AnschlieBend wird Lysis-Puffer direkt in das Reaktionsgefdl3 gegeben, der Deckel geschlos-
sen und das Rohrchen wihrend der Inkubationszeit umgedreht hingestellt. Eine andere M6g-
lichkeit ist es, das Reaktionsgefdly zunichst auf Trockeneis zu lagern und zu einem spiteren
Zeitpunkt die Zellen im Lysis-Puffer zu suspendieren. AnschlieBend kann beispielsweise eine

RNA-Extraktion erfolgen.

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels LMD verschiedene Zielstrukturen aus den Mus-
kelbiopsien von IBM-Patienten ausgeschnitten. In verschiedenen Versuchen wurden sowohl
einzelne Zellen als auch Zellverbinde und gréBlere Areale isoliert. Da die Qualitit und Quan-
titit der RNA davon abhingen, wie lange sich das Gewebe ungekiihlt auf dem Objekttriger
bzw. auf dem adhidsiven Cap befindet, wurde versucht, die Zeiten zwischen Fertigstellung
der Firbung und dem Lysis-Puffer bzw. der Lagerung des Reaktionsgefi3es auf Trockeneis
moglichst kurz zu halten. Da das Ausschneiden einzelner Zellen sehr zeitaufwandig ist, wur-
den somit verschiedene Moglichkeiten ausprobiert, um méglichst viel Gewebe in kiirzester
Zeit zu isolieren:

e Die Schnittdicke wurde variiert (10 pm, 20 pm, 30 pm)

e Es wurden verschieden viele Muskelfasern ausgeschnitten (50-200 Zellen)

e Lswurden entweder einzelne Muskelfasern der gewiinschten Zielstruktur oder Muskelfa-
serverbinde oder grof3ere Areale, welche vorwiegend die Zielstruktur enthielten, ausge-
schnitten

Auch nach dem Schneiden wurden verschiedene Methoden ausprobiert, um einen guten
Ubergang vom LMD-Schritt zur Gewinnung der RNA zu ermdglichen. Entweder wurde
sofort Lysis-Puffer in das Reaktionsgefdl3 gegeben, das Gefil3 auf den Kopf gestellt und mit
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dem RNA-Protokoll fortgefahren oder das Reaktionsgefil3 wurde auf Trockeneis gelagert
und erst kurz darauf mit der RNA-Extraktion begonnen.

2.2.4 RNA-Extraktion

Fir die miRNA-Sequenzierung wurden folgende Grenzwerte fur die RNA festgelegt, siche
Tabelle 11.

Tabelle 11: Grenzwerte der RNA-Quantitit und -Qualitit fiir die miRNA-Sequenzierung.

Grenzwerte
RNA-Quantitit 3 ul mit 33,3 ng/ul
RNA-Qualitiit A260/280: 1,9-2,1

A260/230: > 1,3

Die Absorptionsmessungen mithilfe eines Spektralphotometers dienen der Bestimmung der
Reinheit der RNA. Ein Verhiltnis von A260/280 von ca. 2,0 wird als reine RNA angesehen;
ein Verhiltnis von A260/230 unter 1,3 zeigt eine kontaminierte, d. h. nicht reine RNA, an.
Bei Etreichen der Grenzwerte fur A260/280 und A260/230 ist auch mit einem guten Et-
gebnis im Bioanalyzer fir die RNA-Integritit (RIN.A zntegrity number, RIN) zu rechnen. Da
der RIN-Wert als Qualititsmessung der RNA genutzt wird, kann anhand der Absorptions-
messungen ebenfalls die RNA-Qualitit vermutet werden. Da die RNA-Qualitit nicht im
Zielbereich lag und auch die RNA-Quantitit nicht zuverldssig ausreichend war, wurden zwei
verschiedene Kits (Qiagen und Zymo Research) verwendet, bei denen sich allerdings kein

wesentlicher Unterschied zeigte.

Nach der Laser-Mikrodissektion wurde zunichst in das Reaktionsgefdl3 Trizol als Lysis-Puf-
fer hinzugegeben und fir 30 min inkubiert. Um die Proben optimal fir die RNA-Extraktion
vorzubereiten, wurde die Suspension aus Trizol und dem ausgeschnittenen Gewebe in ein
Homogenisator-Réhrchen tberftihrt. Die Homogenisator-Rohrchen enthalten spezielle Ke-
ramikperlen, die durch zyklische Vibrationsphasen einen optimalen Aufschluss der Zellen
gewihrleisten; im vorliegenden Versuch wurde fir diesen Schritt ein Precellys 24 Homogeni-
sator von Bertin genutzt. Die RNA-Extraktion wurde gemill dem Herstellerprotokoll durch-
gefihrt, jeweils entsprechend des Kits von Qiagen bzw. Zymo Research.

AnschlieBend wurde die RNA-Konzentration und -Reinheit mithilfe eines NanoDrop Spekt-

ralphotometers bestimmt.

2.2.5 Versuchsablauf mit frischem Muskelgewebe

Um einen Vergleich mit Material von héherer Qualitit zu haben, wurden Versuche mit fri-

schem Muskelgewebe durchgeftihrt. Hierfir wurde Muskelgewebe verwendet, dass jungen,
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neuromuskuldr unauffilligen Patienten im Zuge von elektiven Knie-Operationen (z. B.
Kreuzbandplastik) entnommen und sonst verworfen worden wire. Das Aktenzeichen des
entsprechenden Ethikantrags ist AZ 5/2/16. Die adulten Probanden erhielten einen Frage-
bogen, wurden ausfithrlich aufgeklirt und gaben ihre Einwilligung zu der Studie. Fir den
Schutz der Daten wurden die Proben fortlaufend nummeriert und kodiert. Das Buch, in dem
der pseudonymisierte Code, der Patientenname, das Geburtsdatum und das Datum der Pro-
benentnahme festgehalten sind, wird verschlossen aufbewahrt und ist nur berechtigten Per-

sonen der AG Schmidt zuginglich.

Das Muskelgewebe wurde bei -80°C gelagert, anschlieBend am Kryostaten in Schnitte mit

20 pm Schnittdicke geschnitten und auf MMI-MembranSlides aufgezogen. Die Schnitte wur-
den mit einer konventionellen H.E.-Farbung oder einer zweifachen Fasertypenfirbung ge-
firbt. Die Fasertypen-Immunfluoreszenz-Firbung wurde mithilfe eines etablierten Standard-
protokolls angefertigt. Es folgte die Laser-Mikrodissektion. Hierbei wurden gréBere Areale
ausgeschnitten anstelle von einzelnen Muskelfasern, da es im physiologischen Muskelgewebe
keine spezifischen Muskelfasern als Zielstrukturen gab. Nach der Laser-Mikrodissekion wur-
den die Reaktionsgefifle mit den ausgeschnittenen Muskelfasern auf Trockeneis gelagert,
bevor die RNA-Extraktion erfolgte, da bei sofortiger Zugabe von Trizol eine geringere
RNA-Ausbeute resultierte.

2.3 Einzelfaser-Analyse

2.3.1 Patientenkollektiv, Gerite und Ubersicht der Firbungen

Fir die Analyse der Einzelfasern wurden Muskelbiopsien von n = 4 IBM-Patienten (davon
zwel minnliche und zwei weibliche Patienten) und eine Kontrolle verwendet. Bei der Kon-
trolle handelt es sich um eine Biopsie, in der die Neuropathologie der UMG histologisch

keine Muskelerkrankung nachweisen konnte.

Es wurden folgende Firbungen angefertigt: H.E., Trichrom, COX/SDH, TOM20/MHC I,
oBCrystallin/p62, INOS/6E10. Bei den Firbungen H.E., Trichrom und COX/SDH han-
delt es sich um Durchlichtfirbungen, bei den anderen drei Fiarbungen um Fluoreszenz-Dop-

pelfirbungen.

2.3.2 H.E.-Firbung

Die H.E.-Firbung ist ein Firbeverfahren, das insbesondere einer Ubersichtsdarstellung des
Gewebes dient. Die zwei wichtigsten Bestandteile sind Himatoxylin und Eosin. Himatoxylin
farbt saure, d. h. basophile Strukturen wie den Zellkern mit der enthaltenen DNA und das
raue Endoplasmatische Retikulum blau. Eosin hingegen firbt basische, d. h. azidophile

Strukturen wie Mitochondrien, Proteine des Zytoplasmas und Kollagen rot an.
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Bei IBM-Patienten kann man sogenannte rzzmed vacuoles in der H.E.-Firbung finden. Dabei
handelt es sich um unregelmalige intrazytoplasmatische Vakuolen mit einem basophil ge-
firbten Randsaum (Berlit 2012).

Die bei -20°C gefrorenen Schnitte wurden 10 Minuten aufgetaut, getrocknet und fiir 30 Se-
kunden mit Smearfix fixiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager kurzzeitig in 50 % Etha-
nol und dann kurz in destilliertes Wasser gedippt. Es folgte eine einminiitige Inkubation in
Mayers Himalaun. Die Schnitte wurden dann zum Blduen 30 Sekunden unter flieBendes
Leitungswasser gehalten. Im nichsten Schritt wurden die Schnitte fiir 30 Sekunden in 0,1 %
Eosin-Losung gestellt. Nach kurzem Eintauchen in destilliertem Wasser folgte die aufstei-
gende Alkoholreihe mit 70 % Ethanol, dann 90 % Ethanol und anschlieBend zweimalig
100 % Ethanol, jeweils fir 30 Sekunden. Nach kutzem Eintauchen in Ethanol/Xylol (1:1)
wurden die Schnitte zweimal fir 30 Sekunden in Xylol gestellt und abschlieBend mit Entellan

eingebettet.

2.3.3 Trichrom-Gomori-Farbung

Die Trichrom-Gomori-Firbung ist ebenfalls eine histologische Ubersichtsféirbung. Generell
firben sich in der Trichrom-Firbung nach Gomori Zellkerne blaugriin, Muskelfasern griin

und Bindegewebe hellgriin, Mitochondrien hingegen erscheinen rot.

Im Gewebe von IBM-Patienten kann man in der Trichrom-Gomori-Firbung charakteristi-
sche red-ragged-fibers als Zeichen mitochondrialer Verinderungen finden (Rifai et al. 1995).
Diese Fasern zeigen unter der Zellmembran eine verstirkte fuchsinophile Anfirbung (Berlit
2012).

Die bei -20°C gelagerten Schnitte wurden 10 bis 20 Minuten aufgetaut und getrocknet. Es
folgte eine Inkubation mit Mayers Himalaun fur 3 Minuten und anschlieBendem Bliauen mit
flieBendem Leitungswasser fir 10 Minuten. Die Schnitte wurden daraufhin zweimal in steri-
lem, pyrogenfreiem Ampuwa-Wasser gesptlt. Im nichsten Schritt wurden die Praparate mit
der Gomorti-Losung (aus Chromotrop R2, Fast Green/Lichtgriin, Wolframtophosphorsiure
und Essigsdure) fir 15 Minuten inkubiert und dann zum Spilen in Ampuwa-Wasser ge-
schwenkt. Die Fixierung erfolgte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 % Ethanol, 90 %
Ethanol, 100 % Ethanol), anschlieBend Isopropanol/Xylol (1:1) und dreimal fir jeweils 3
Minuten lang Xylol. Die Schnitte wurden anschlieSend mit DePeX eingebettet.

2.3.4 COX/SDH-Firbung

Mit der Cytochrom-c-Oxidase/Succinat-Dehydrogenase-Doppelfirbung kénnen COX-ne-
gative Fasern dargestellt werden. Die Firbung dient als Nachweis von mitochondrialen Ver-
inderungen und stellt eine wichtige Methode in der histopathologischen Diagnostik der IBM
dar.
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COX-positive Fasern firben sich braun an, SDH-positive Fasern erscheinen blau. Die
COX/SDH-Doppelfirbung ist geeignet, um die COX-Defizienz und somit mitochondriale
Verinderungen méglichst gut immunhistochemisch darzustellen: Wenn eine Muskelzelle die
braune COX-Anfirbbarkeit wegen verminderter oder fehlender Funktion der COX verliert,
dann wird die blaue SDH-Firbung sichtbar. COX-defiziente Muskelfasern erscheinen somit
in der Doppelfirbung blau.

Die bei -20°C gelagerten Priparate wurden 10 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut
und getrocknet. AnschlieBend folgte die erste Inkubation mit der Inkubationslésung COX
aus DAB-L6sung (Phosphatpuffer pH 7,4 und DAB), Cytochrom-Losung (Phosphatpuffer
pH 7,4, Sucrose und Cytochrom C) und Catalase-Lésung (Phosphatpuffer pH 7,4 und Ca-
talase-Losung) bei +37°C fiir 1 bis 2 Stunden. Die Inkubation muss regelmiBig kontrolliert
werden, da die notwendige Inkubationszeit stark variiert und méglicherweise bis tiber 2 Stun-
den betragen kann. Danach folgte dreimaliges Waschen der Schnitte in destilliertem Wasser.
Im Anschluss wurden die Schnitte mit der SDH-Inkubationslésung aus Natriumsuccinat,
Aqua bidest., Phosphatpuffer pH 7,4 und NBT-Losung (Nitrotetrazoliumbluechloride NBT
und 70 % Dimethylformamid) bei 37°C eine Stunde inkubiert. Da auch diese Firbung mit-
unter mehr Zeit bendtigt, musste sie ebenfalls regelmiBig kontrolliert werden. Nach erneu-
tem dreimaligem Waschen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte mit DePeX eingebet-

tet.

2.3.5 Immunhistochemie

Bei den drei Doppelfirbungen TOM20/MHC I, aBCrystallin/p62 und iNOS/G6E10 wurden
Antikoérper-basierte Fluoreszenzfirbungen durchgefihrt. Da sich die Abliufe dhneln, wird
hier die allgemeine Methodik beschrieben. In den nichsten Abschnitten folgen dann die Ex-

lduterungen der einzelnen Firbungen.

Die Schnitte wurden zunichst fir 10 Minuten aufgetaut und fixiert, dann folgte das Blocken
mit 5 % BSA/PBS odert 5 % normal goat serum (NGS)/PBS oder 10 % BSA/NGS. Ab dem
Blocken wurden die Schnitte fir die folgenden Schritte bis zur Einbettung méglichst wenig
Lichteinstrahlung ausgesetzt. Zudem wurde eine feuchte Kammer verwendet, d. h. eine ab-

gedunkelte Firbekammer, die mit feuchten Papiertiichern ausgelegt war.

Das Waschen in PBS wurde stets wie folgt durchgefihrt: Die Schnitte wurden dreimal fir
jeweils 3 Minuten in PBS gestellt und vorsichtig darin geschwenkt. Zwischen den drei Wasch-

schritten wurde jedes Mal das PBS erneuert.

Bei den drei Doppelfirbungen wurde jeweils zusitzlich eine DAPI-Firbung angefertigt.
Durch Inkubation mit DAPI kénnen die Zellkerne angefarbt und somit im Fluoreszenzmik-

roskop sichtbar gemacht werden.

Die fertig gefirbten Schnitte wurden mit Fluoromount eingebettet und lichtgeschiitzt bei

+4°C bis zur Anfertigung der mikroskopischen Aufnahmen gelagert.
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2.3.6 TOM20/MHCI

Die Fixierung der TOM20/MHC I-Fluoteszenz-Doppelfirbung erfolgte mit 4 % PFA fir 5
Minuten. AnschlieBend wurden die Schnitte weitere 5 Minuten in 0,05 % TritonX100 (in
PBS) gestellt, che sie 30 Minuten lang mit 5 % BSA/PBS geblockt wurden. Nach dem Blo-
cken wurde TOM20 als Erstantikorper 1:100 in 5 % BSA/PBS auf die Muskelschnitte gege-
ben und 60 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager dreimal jeweils fiir
3 Minuten in PBS gewaschen (s. 0.). Die Schnitte wurden dann 5 Minuten mit 5 % BSA/PBS
geblockt. Es folgte die Inkubation mit dem Sekundirantikérper 1gG goat-anti-rabbit Alexa 594
1:200 in BSA/PBS fuir eine Dauer von 45 Minuten.

Nach erneutem Waschen in PBS (s. 0.) schloss sich nun direkt die MHC I-Firbung an. Die
Objekttriger wurden erneut fir 30 Minuten mit 5 % BSA/PBS geblockt, ehe der Primiran-
tikorper MHC T 1:200 in BSA/PBS fiir 60 Minuten auf die Gewebeproben gegeben wurde.
Es folgte wieder das Waschen in PBS (s. 0.). Dann wurden die Schnitte 45 Minuten lang mit
dem IgG-Zweitantikorper goat-anti-rat Alexa 488 inkubiert, wobei der Zweitantikérper 1:600
in BSA/PBS verdinnt war. Die Objekttriger wurden dreimal in PBS gewaschen, ehe fur
3 Minuten DAPI auf die Schnitte gegeben wurde.

Nach einem letzten PBS-Waschschritt (s. 0.) wurden die Schnitte mit Fluoromount einge-

bettet.

2.3.7 p62/aBCrystallin

Fur die p62/aBCrystallin-Fluoreszenz-Doppelfirbung wurden die bei -20°C gelagerten
Schnitte 10 Minuten lang aufgetaut. Dann folgte ein dreiminiitiges Waschen in PBS. An-
schlieBend folgte das Blocken mit 5 % NGS in PBS fur eine Stunde. Der gegen auBCrystallin
gerichtete Primarantikérper wurde 1:200 in 0,03 % Triton/PBS gegeben, auf die Schnitte
aufgetragen und tiber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttriger dreimalig fiir
3 Minuten in PBS gewaschen (s. 0.), ehe der Zweitantikorper 1gG goat-anti-mouse Cy3 1:200
in 1 % BSA/PBS fir 2 Stunden Inkubationszeit auf die Muskelgewebeproben gegeben
wurde. Es folgte erneutes Waschen in PBS (s. 0.) und der gegen p62 gerichtete zweite Pri-
marantikérper 1:200 in 0,03 % Triton/PBS, der ebenfalls tiber Nacht auf den Schnitten blieb.
Wieder wurden die Objekttriger dreimalig fiir 3 Minuten in PBS gewaschen (s. 0.) und der
IeG-Zweitantikorper goat-anti-monse Alexa 488 1:200 in 1 % BSA/PBS fiir 2 Stunden auf die
Schnitte gegeben. Erneut wurden die Schnitte in PBS gewaschen (s. 0.), dann erhielten die
Priparate eine Kernfirbung mit DAPI fiir 3 Minuten. Nach einem letzten Waschen in PBS

(s. 0.) wurden die Schnitte mit Fluoromount eingebettet.

2.3.8 iNOS/B-Amyloid

Der verwendete Antikorper des Herstellers BioLegend (ehemals Covance) reagiert laut Pro-

duktinformation auf die Aminosaurereste 1-16 von B-Amyloid, wobei das Epitop auf den
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Aminosauren 3-8 liegt. Obwohl der Antikérper die Aminosduren 3-8 als Zielstruktur hat,
bindet er trotzdem APP und B-Amyloid. Da die Expression der iNOS und die B-Amyloid-

Akkumulation bei IBM miteinander zusammenhingen (Schmidt et al. 2012), wurde eine

Doppelfirbung durchgefiihrt.

Die gefrorenen Schnitte wurden 10 Minuten aufgetaut, ehe sie einmal mit PBS gewaschen
wurden. Es folgte die Fixierung mit 4 % PFA fiar 10 Minuten, dreimaliges Waschen fiir je
3 Minuten in PBS (s. 0.) und 10 Minuten in Methanol. Hierftr wurde -20°C kaltes Methanol
in eine Kivette gegeben, die Schnitte in die Kiivette hineingestellt und fiir die 10-miniitige

Fixierungszeit in einen -20°C kalten Gefrierschrank gelagert. Nach kurzem Abdampfen bei
Raumtemperatur wurden die Priparate fir 30 Minuten mit 10 % BSA/NGS (1:1) geblockt.
Nach erneutem Waschen in PBS (s. 0.) wurde der gegen iNOS gerichtete Primirantikérper
1:500 in 1 % BSA/PBS fiir 24 Stunden inkubiert. Es folgte wieder dreimaliges PBS-Waschen
(s. 0.), ehe der IgG-Zweitantikorper goat-anti-rabbit Alexa 594 1:200 in 1 % BSA/PBS fir

2 Stunden Inkubationszeit auf die Schnitte gegeben wurde.

Nach weiterem dreimaligem Waschen in PBS (s. 0.) erfolgte die zweite Farbung der Fluores-
zenz-Doppelfirbung. Hierfir wurden die Schnitte mit dem gegen 6E10 gerichteten Erstan-
tikorper 1:50 in 1 % BSA/PBS 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttriger
wieder mit PBS gewaschen (s. 0.). Dann wurde fiir 2 Stunden Inkubationszeit der Sekun-
dirantikorper 1gG goat-anti-mouse Alexa 488 1:200 in 1 % BSA/PBS auf die Muskelschnitte
gegeben.

Nun folgte nochmaliges Waschen in PBS (s. 0.), 45 Sekunden DAPI fir die Kernfirbung,

erneutes PBS-Waschen (s. 0.) und mittels Fluoromount wurden die Schnitte eingebettet.

2.3.9 Auswertung

Von den Schnitten wurden an einem Olympus VS-120 Scanner-Mikroskop Aufnahmen an-

gefertigt. Die Auswertung erfolgte mithilfe der Software cellSens von Olympus.

Fir die quantitative Auswertung wurden in den Fluoreszenzdoppelfirbungen aBCrystal-
lin/p62, TOM20/MHC I und iNOS/6E10 einerseits alle Muskelfaserquerschnitte des
Schnitts und andererseits die Anzahl der positiven Fasern der jeweiligen Firbung gezahlt.
Daraus wurde dann ein prozentualer Anteil der positiven Muskelfasern an der Gesamtzahl
der Muskelfaserquerschnitte berechnet. Hierbei wurde darauf geachtet, dass Artefakte, die
positiv angefirbt erschienen nicht mitgezahlt wurden, beispielsweise ein zu starkes Hinter-

grundsignal, ein intensiveres Anfirben am Rand des Schnittes o. 4.

In der qualitativen Auswertung wurde von einer Zielstruktur (= aBCrystallin-positive bzw.
-negative Muskelfaser) ausgehend eine longitudinale Analyse von Einzelfasern angefertigt.
Es konnte somit fiir dieselbe Muskelfaser im longitudinalen Verlauf analysiert werden, wie

sie sich in den verschiedenen Firbungen der Serienschnitte verhilt.
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Bei der Zielstruktur aBCrystallin-Positivitit wurde wie folgt vorgegangen: Es wurde ein

oBCrystallin-positiv angefirbter Muskelfaserquerschnitt identifiziert. Diese Muskelfaser
wurde in allen drei Fluoreszenz-Doppelfirbungen ermittelt. Nun wurde das Farbeverhalten
dieser identischen Muskelfaser dokumentiert, d. h. fur jede Fluoreszenzfirbung und die
COX-Firbung wurde einzeln betrachtet, ob die Muskelfaser positiv oder negativ angefirbt

ist. Zudem wurde der Querschnitt der Muskelfaser gemessen.

Bezuiglich der Zielstruktur aBCrystallin-Negativitit war der Ablauf folgender: Als Zielstruk-
tur wurden aBCrystallin-negative Muskelfaserquerschnitte analysiert. Da der Grof3teil der
Muskelfasern in den Schnitten aBCrystallin-negativ waren, wurden Muskelfasern gewihlt,

die in der Néhe von aBCrystallin-positiven Muskelfasern lokalisiert waren. Im Vergleich mit

den positiven Fasern konnten die Muskelfasern sicherer als negativ gewertet werden. Auch

hierbei wurden die aBCrystallin-negativen Muskelfasern in den verschiedenen Farbungen
nachverfolgt und fur jede Muskelfaser in jeder Farbung entschieden, ob es sich um ein posi-
tives Farbesignal handelte oder nicht. Es erfolgte auBerdem eine Bestimmung des Durch-

messers der Muskelfaser.

In der Trichrom- und H.E.-Firbung wurde kontrolliert, dass es sich bei den Zielstrukturen

tatsachlich um Muskelfasern und nicht um Gefil3e o. a. handelt. Ferner wurde in der H.E.-

Farbung die Morphologie der aBCrystallin-positiven Einzelfasern betrachtet. Als pathologi-
sche Morphologie wurden hierbei internalisierte Zellkerne, Vakuolen, zerkluftete Muskelfa-

serrinder, Atrophie und Hypertrophie bewertet.

Auf diese Weise wurden in jeder Biopsie 20 aBCrystallin-positive Muskelfasern plus eine
Einzelfaser jeweils pro 18 aBCrystallin-positiver Muskelfasern untersucht. Die zusitzliche
Analyse von einer weiteren Einzelfaser pro 18 aBCrystallin-positiven Muskelfasern diente

dazu, zu berticksichtigen, dass es hohe Unterschiede beziiglich des Anteils an aBCrystallin-
positiven Muskelfasern zwischen den vier Biopsien gab. Somit ergab sich fur die vier Biop-

sien die folgende Verteilung der ausgewerteten Einzelfasern:

Biopsie Patient 1 (nachfolgend: Biopsie 1): In diesem Schnitt waren nur n = 10 aBCrystallin-

positive Muskelfasern zu detektieren.

Biopsie Patient 2 (nachfolgend: Biopsie 2): Hier wurden fir die insgesamt 27 aBCrystallin-
positiven Muskelfasern (27 : 18 = 1,5 = 2) zwei Muskelfasern zusitzlich zu den 20 Muskel-

fasern ausgewertet, d. h. n = 22 fir die Einzelfaseranalyse.

Biopsie Patient 3 (nachfolgend: Biopsie 3): Fir die 179 aBCrystallin-positiven Muskelfasern
wurden (179 : 18 = 9,9 = 10) zehn Einzelfasern analysiert. Es ergab sich fur diese Biopsie
somit n = 20 + 10 = 30 Einzelfasern.

Biopsie Patient 4 (nachfolgend Biopsie 4): In diesem Schnitt waren 329 Muskelfasern

aBCrystallin-positiv angefarbt. Somit wurden zusitzlich zu den 20 Einzelfasern noch 18
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weitere (329 : 18 = 18,3 ~ 18) aBCrystallin-positiven Muskelfasern longitudinal ausgewertet;
so ergibt sich n = 38.

Es konnten somit 10 + 22 + 30 + 38 = 100 aBCrystallin-positive Muskelfasern analysiert

werden. Fur die aBCrystallin-negativen Muskelfasern wurde dementsprechend ebenfalls

n = 100 als Anzahl festgelegt und auch die Verteilung zwischen den Biopsien beibehalten.

Es wurde dann das Firbeverhalten in den einzelnen Firbungen und der Durchmesser der
Muskelfaser dokumentiert. AnschlieBend wurde gepriift, ob es mehrere Muskelfasern gibt,
die das gleiche Firbeverhalten haben.

Anhand des Faserdurchmessers (Messverfahren siche Kapitel 2.1.3.2) wurden die Muskelfa-
sern eingeteilt in normotrophe, atrophe und hypertrophe Muskelfasern. In Tabelle 12 sind
die Referenzwerte (Brooke und Engel 1969) fir die Einteilung des Muskelfaserquerschnitts
in Normotrophie, Atrophie und Hypertrophie geschlechtsspezifisch angegeben.

Tabelle 12: Geschlechtsspezifische Grenzwerte fiir Normotrophie, Atrophie und Hypertrophie von

Muskelfaserquerschnitten

Frauen Minner
Normotrophie 30-70 um 40-80 pm
Atrophie <30 um <40 pm
Hypertrophie =70 pm 2> 80 um

Neben dieser Auswertung auf Einzelfaserebene konnte auch eine quantitative Analyse aus-
gehend von der Zielstruktur erfolgen. Bei der Zielstruktur aBCrystallin-Positivitit beispiels-
weise wurde manuell bestimmt, wie viele der n = 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern
auch in den jeweils anderen Firbungen positiv angefirbt waren. Hieraus wurde eine Prozent-

zahl errechnet. Diese gab z. B. an, wie viel Prozent der 100 aBCrystallin-positiven Muskel-
fasern auch p62-positiv waren. Als zweite Stufe wurde dann von diesem Marker ausgehend,

im Beispiel p62, wiederum das Firbeverhalten in den anderen Farbungen untersucht.

2.3.10 Statistik

Fir die statistische Auswertung der Einzelfaseranalyse wurde das Programm GraphPad

Prism Version 8.3.0 genutzt.

Fir die quantitative Auswertung der Einzelfaseranalyse von jeweils n = 100 aBCrystallin-
positiven und -negativen Einzelfasern wurde eine Korrelationsanalyse mit Spearman’schem

Korrelationskoeffizient und alpha = 0,05 angewendet.
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Die Einzelfaseranalyse wurde zudem durch das Erstellen von entsprechenden Funktionen
in Microsoft Excel Version 16.30 etleichtert. Die graphischen Darstellungen wurden mit
GraphPad Prism Version 8.3.0 und als SmartArt-Graphik mit Microsoft Word Version 16.28

erstellt.
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3  Ergebnisse

Diese Arbeit verbindet drei verschiedene Herangehensweisen, um die histopathologischen
Zellstressparameter bei der IBM zu analysieren. Der Ergebnisteil ist in drei Abschnitte ge-
gliedert, entsprechend der drei verwendeten Methoden. Im ersten Teil werden anhand einer
Fallstudie mehrere posthum entnommene Muskelproben eines IBM-Patienten beztiglich ih-

rer histopathologischen Merkmale verglichen. AnschlieBend wird im zweiten Teil auf den

Versuch eingegangen, aBCrystallin-positive Muskelfasern mittels LMD aus IBM-Biopsien
herauszuschneiden, die RNA zu extrahieren um anschlieBend die miRNA zu sequenzieren.
Im dritten Abschnitt werden vier IBM-Patientenbiopsien auf Einzelfaserebene analysiert, um
zu sehen, welche Marker zeitgleich in den gleichen Muskelfasern exprimiert sind. Anschlie-

Bend werden die Ergebnisse der drei Abschnitte miteinander verglichen.

3.1 Fallstudie

3.1.1 Firbungen

Die Muskelproben des IBM-Patienten wurden in den Firbungen H.E., Trichrom, COX-I,

CD8", MHC I, C5b-9, aBCrystallin und p62 gefirbt. Beispicle der Farbungen zeigt Abbil-
dung 3.

-

{ ’. E

Abbildung 3: Firbungen der Fallstudie in 20-facher Vergréflerung.

A) H.E., B) Trichrom, C) COX-I, D) CD8*, E) MHC I, F) C5b-9, G) aBCrystallin, F) p62.
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3.1.2 Klinisch betroffene Muskeln

Nachdem die histopathologische Auswertung der Gewebsschnitte beendet wurde, konnte
die Verblindung der Schnitte aufgehoben werden. Nun zeigte sich, von welchen Muskeln
Proben entnommen wurden. Somit konnten die bei den Ambulanz-Terminen erhobenen
Untersuchungsergebnisse der jeweiligen Lokalisation der enthommenen Muskelproben zu-
geordnet werden. Fir jeden Muskel konnte nun anhand der Kraftgrade und Funktionstests

entschieden werden, ob der Muskel klinisch betroffen wat.

In Tabelle 13 sind die entnommenen Muskeln aufgelistet. Anhand der Untersuchungsergeb-
nisse aus dem Ambulanzbrief der Neuromuskuliren Spezialambulanz der UMG (siche Ta-
belle 9) wurde erhoben, ob die Muskeln klinisch betroffen waren.

Tabelle 13: Entnommene Muskeln und klinische Affektion.

Muskel Klinisch betroffen?
rechter M. deltoideus nein

linker M. biceps brachii ja

rechter M. biceps brachii ja

linker M. quadriceps femoris ja

rechter M. biceps femoris nein

linker M. biceps femoris nein

rechter M. extensor digitorum ja

linker M. extensor digitorum ja

rechter M. gastrocnemius nein

linker M. gastrocnemius nein

zervikale autochthone Rickenmuskulatur klinisch nicht untersucht
lumbale autochthone Rickenmuskulatur klinisch nicht untersucht
linker M. flexor digitorum ja

linker M. tibialis anterior ja

Diese Auswertungsmethode hat folgende systematische Einschrankungen:

Bei der Erhebung der MRC-Kraftgrade werden nicht nur einzelne Muskeln gezielt unter-
sucht, sondern es findet trotz standardisierter Untersuchungstechnik immer auch eine Inner-
vation benachbarter bzw. synergistisch wirkender Muskelgruppen statt. Vor allem bei der

IBM, wo sich die Muskelschwiche tber einen sehr langen Zeitraum entwickelt (Benveniste
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et al. 2011; Schmidt 2018), kénnen synergistisch wirkende Muskeln die Funktion bereits af-
fektierter Muskeln iibernehmen. Somit werden in der Kraftgradmessung oft bessere Ergeb-
nisse erzielt, als bei einer spezifischen Einzeltestung unter Ausschluss synergistisch wirken-
der Muskeln bzw. Muskelgruppen erreicht werden wiirde. Der M. gastrocnemius beispiels-
weise war bei dem Patienten in der klinischen Untersuchung unauffillig (siche Tabelle 9 und
Tabelle 13), ist bei IBM aber haufig betroffen. Die Kompensation der Plantarflexion kénnte
bei dem Patienten z. B. durch den synergistisch wirkenden M. soleus (die beiden Kopfe des
M. gastrocnemius und der M. soleus werden auch als M. triceps surae zusammengefasst)

erfolgen, wodurch ein unauffilliges Ergebnis in der Kraftgradmessung vorgetiuscht wird.

In der klinischen Routineuntersuchung werden bestimmte Muskelgruppen nicht standard-
milBig getestet. Eine Untersuchung der zervikalen und lumbalen autochthonen Rickenmus-
kulatur wurde im Ambulanzbrief nicht erwihnt. Eine Schwiche dieser beiden Muskelgrup-
pen kann somit nicht ausgeschlossen werden. Da aber vom Patienten keine diesbeztiglichen
Defizite berichtet wurden, wird fir die Fallstudie davon ausgegangen, dass die autochthone

Rickenmuskulatur unauffillig war.

Einige der enthnommenen Muskeln haben verschiedene Anteile mit unterschiedlichen Funk-
tionen, beispielsweise hat der M. quadriceps femoris die vier Anteile M. rectus femoris,
M. vastus intermedius, M. vastus medialis und M. vastus lateralis. Es wurde aber bei der

Entnahme nicht die genaue Lokalisation dokumentiert.

Der letzte vorliegende Ambulanzbrief wurde vier Monate vor dem Tod des Patienten ver-
fasst. Da es sich bei IBM um einen chronisch-progredienten Krankheitsverlauf handelt, ist
von einer leichten Verschlechterung der Symptome auszugehen. Da der Prozess der zuneh-
menden Muskelschwiche aber sehr langsam tGiber viele Jahre ablauft, sind die Untersuchungs-

resultate trotzdem als aktuell genug zu werten, um sie fir die Analyse zu nutzen.

Tatsichlich war die Qualitit der Schnitte nicht bei allen Proben ausreichend fiir eine histo-
pathologische Auswertung. Somit wurden die folgenden fiinf Muskelproben nicht ausgewer-
tet: linker M. deltoideus, thorakale autochthonen Riickenmuskulatur, linker M. tibialis ante-
rior, rechter M. flexor digitorum und eine zweite Probe vom linken M. quadriceps femoris.
Auch bei den nicht-auswertbaren Proben wurde erst nach Auswertung aller Muskelproben

die Pseudonymisierung aufgehoben.

3.1.3 Quantitative Auswertung

Fur die Auswertung der Fallstudie wurden in den Firbungen CD8', MHC I, C5b-9,
aBCrystallin und p62 die positiv gefarbten Muskelfasern bzw. bei COX die COX-defizienten
Fasern in den vier zufillig gewihlten Sichtfeldern erfasst. Diese Zahl wurde dann durch die
Anzahl der Muskelfasern in den Sichtfeldern geteilt. So konnte pro Farbung ein prozentualer
Wert ermittelt werden, der den durchschnittlichen Anteil an angefirbten Fasern angab. Zu-

dem wurden in der Trichrom-Firbung die red-rimmed vacnoles innerhalb dieser vier Sichtfelder
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gezihlt; bei Vorhandensein von red-rimmed vacnoles wurde die Muskelprobe als positiv fir red-

rimmed vacuoles gewertet.

In Abbildung 4 sind die prozentualen Anteile der positiv angefirbten bzw. COX-defizienten
Muskelfasern in den einzelnen Muskelproben dargestellt. Mit einem Stern gekennzeichnet
sind die Proben, die red-rinmed vacuoles in den zufillig ausgewihlten Ausschnitten hatten. Au-

Berdem wurde markiert, welche Muskeln auch klinisch betroffen waren (siche Tabelle 13).

Vergleich der Farbungen der Fallstudie

- I * red-rimmed vacuoles
M. tibialis anterior links 1 Kinisch betroffen
= p62-positiv
M. biceps brachii rechts === uBCrystallin-positiv
== C5b-9-positiv
i ) __ === MHC I-positiv
M. gastrocnemius I|nks—h * CD8"-positiv
=== COX-Defizienz
M. flexor digitorum links
Autochthone RM lumbal
Autochthone RM zervical
M. gastrocnemius rechts
M. extensor digitorum links
e
M. biceps femoris links )
M. extensor digitorum rechts— *
e ———
M. biceps femoris rechts )
i
M. quadriceps femoris links—{ |
M. biceps brachii links *
M. deltoideus rechts |
T T T T T T T T T l T T T T T T T T T l T T T T T T T T T l T T
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PROZENT (%)

Abbildung 4: Prozentualer Anteil der positiven bzw. COX-defizienten Muskelfasern in den Aus-
schnitten der verschiedenen Muskelproben.

Auf der y-Achse sind die Muskeln aufgelistet, deren Proben in den Farbungen COX-Defizienz, CD8*, MHC I,
C5b-9, aBCrystallin und p62 gefirbt wurden. Auf der x-Achse ist der jeweilige Prozentwert der positiven bzw.
COX-defizienten Muskelfasern fir die einzelnen Firbungen angegeben. Die Muskeln, die klinisch betroffen
waren, sind farblich markiert. * = Muskelproben mit red-rimmed vacuoles in der Trichrom-Firbung in den unter-

suchten Ausschnitten. RM = Riickenmuskulatur.
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Das Diagramm der Abbildung 4 zeigt, dass es Marker gibt, die mehrmals bei dem Patienten

gemeinsam auftreten und miteinander zusammenhingen kénnten:

In sechs der 14 Muskelproben konnten in den vier zufillig ausgewihlten Sichtfeldern p62-
positive Muskelfasern nachgewiesen werden. Diese sechs Proben hatten auch einen Anteil
von tber 15 % an aBCrystallin-positiven Muskelfasern; drei dieser Muskeln waren in der

klinischen Untersuchung unauffillig und drei zeigten eine klinische Beeintrichtigung (siche
Tabelle 13).

Der Zellstress-Marker auBCrystallin konnte in 13 der 14 Muskelproben nachgewiesen wer-
den, davon waren sechs klinisch unauffillig und sieben klinisch beeintrichtigt. Den gerings-
ten prozentualen Anteil an aBCrystallin-positiven Muskelfasern hatte die autochthone Ra-
ckenmuskulatur zervikal (0,4 %), den héchsten prozentualen Anteil der M. deltoideus rechts
(58,9 %). Einzig im klinisch unauffilligen M. gastrocnemius rechts lagen in den vier zufilli-

gen Sichtfeldern keine aBCrystallin-positiven Muskelfasern.

In drei der Muskelproben waren in den vier zufillig ausgewahlten Sichtfeldern red-rimmed
vacuoles in der Trichrom-Firbung zu finden. In diesen drei Proben (M. biceps brachii links,
M. extensor digitorum rechts und M. gastrocnemius links) waren mit jeweils knapp 40 %
oder mehr vergleichsweise hohe aBCrystallin-Prozentwerte zu finden. Die ersten beiden ge-

nannten Muskel waren klinisch affektiert, der M. gastrocnemius links nicht.

CD8"-Zellen waten in sechs Muskelproben nachweisbar (Anteil der Muskelfasern, die CD8"-
Zellen in ihrer unmittelbaren Umgebung hatten: 0,7 % M. deltoideus rechts, 0,5 % M. quad-
riceps femoris links, 0,2 % M. gastrocnemius rechts, 0,8 % M. gastrocnemius links, 0,3 % M.
biceps brachii rechts, 0,9 % M. tibialis anterior links), davon hatten finf auch p62-Positivitit.
Nur eine Probe (M. gastrocnemius rechts) hatte eine CD8"-Invasion aber keine p62-positiv
angefirbten Muskelfasern. Zudem wies nur eine Probe (autochthone Rickenmuskulatur

lumbal) eine p62-Hochtegulation in den vier Ausschnitten ohne Vorhandensein von CD8"-
Zellen auf.

Des Weiteren wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Es wurde hierbei
geprift, ob die Marker miteinander bzw. mit der Klinik (klinisch betroffen/klinisch nicht
betroffen) bzw. mit dem Variabilititskoeffizienten des Faserdurchmessers bzw. dem Atro-

phie-/Hypertrophiefaktor kotrelieren. Die einzige statistisch signifikante Kortelation lag
zwischen aBCrystallin und MHC I vor, dargestellt in Abbildung 5.
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Abbildung 5: Korrelation zwischen den prozentualen Werten fiir aBCrystallin- und MHC I-positiven

Muskelfasern.

Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil der aBCrystallin-positiven Muskelfasern auf der x-Achse und die
MHC I-positiven Muskelfasern auf der y-Achse. Markiert sind die einzelnen Muskeln, aus denen eine Probe

entnommen wurde mit dem jeweiligen Prozentwert.

Die Korrelation zwischen aBCrystallin und MHC I war statistisch signifikant mit p = 0,0291,
alpha = 0,05 und r = 0,5816. Der r-Wert zeigt einen positiven Zusammenhang mit guter

Korrelation.

3.1.4 Auswertung des Faserdurchmessers

Fir die einzelnen Muskelproben wurde jeweils in einem zufillig gewahlten Ausschnitt bei
allen Muskelfaserquerschnitten der Faserdurchmesser gemessen und der jeweilige Atrophie-

und Hypertrophiefaktor bestimmt (sieche Kapitel 2.1.3.2).

In Abbildung 6 sind die Faserdurchmesser der Muskelquerschnitte in den Ausschnitten der
jeweiligen Proben als Streudiagramm dargestellt. Diese Art der graphischen Darstellung er-
moglicht es, sowohl den Mittelwert der Faserdurchmesser als Balken darzustellen, als auch
die Standardabweichung und die einzelnen Werte. Farblich gekennzeichnet sind zudem die
klinisch betroffenen Muskeln.
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Muskelfaserdurchmesser Fallstudie
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Abbildung 6: Muskelfaserdurchmesser als Streudiagramm dargestellit.

Auf der x-Achse sind die Muskeln aufgelistet, aus denen Proben entnommen wurde; die y-Achse zeigt den
Faserdurchmesser in um. Der Balken kennzeichnet den Mittelwert, des Weiteren sind die Standardabweichung

und die Einzelwerte abgebildet. Die gelb gefirbten Balken heben die klinisch betroffenen Muskeln hervor.

Das Diagramm in Abbildung 6 zeigt die Einzelwerte der gemessenen Faserdurchmesser. In
einigen Muskeln, beispielsweise dem M. biceps femoris rechts, der autochthonen Riicken-
muskulatur und dem M. gastrocnemius links sind die Werte sehr weit gestreut, was ein Zei-
chen fiir groBe Schwankungen im Faserkaliber ist. Doch in der klinischen Untersuchung des

Patienten waren die drei Muskeln nicht beeintrichtigt.

Der M. extensor digitorum links hingegen, der in der Untersuchung eine verminderte Mus-
kelkraft hatte, zeigt keine ausgeprigte Streuung. Dafiir betrigt bei ihm der Mittelwert der
Faserdurchmesser nur 32,1 um. Da es sich bei Frauen ab einem Wert von unter 30 um um
eine atrophe Muskelfaser handelt (siche Tabelle 12) ist dieser Mittelwert als sehr gering zu
werten. Der niedrigste Mittelwert wurde aber beim M. gastrocnemius rechts (28 pm) be-

stimmt, der klinisch keine Affektion zeigte.
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Es lisst sich aus dem Graphen der Abbildung 6 keine eindeutige Aussage ableiten hinsicht-
lich eines Zusammenhangs zwischen den Mittelwerten und der Streuung der Faserdurch-

messer in Bezug auf die klinische Affektion.

Zudem wurde fir jede Probe der Variabilititskoeffizient der gemessenen Muskelquerschnitte
errechnet. Dies zeigt, wie stark die Kaliber der Faserquerschnitte schwanken, wobei eine
hohe Variation im Faserkaliber typisch fur die Einschlusskérpermyositis ist. In Abbildung 7
sind die Variabilititskoeffizienten der einzelnen Muskelproben dargestellt und die jeweils kli-

nisch betroffenen Muskeln sind farbig markiert.
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Abbildung 7: Variabilititskoeffizienten der Muskelfaserdurchmesser in den entnommenen Muskel-

proben.

Auf der x-Achse sind die Muskeln aufgelistet, auf der y-Achse der jeweilige Vartiabilititskoeffizient. Die klinisch
betroffenen Muskeln sind farbig markiert.

Der Graph in Abbildung 7 zeigt die Variabilititskoeffizienten des Faserdurchmessers, d. h.
man kann ablesen, wie ausgeprigt die Faserkaliber-Variation in den einzelnen Muskelproben
war. Der Variabilititskoeffizient liegt zwischen rund 22,5 beim M. deltoideus rechts (klinisch
nicht betroffen) als niedrigsten Wert bis rund 41 beim M. biceps brachii links (klinisch be-
troffen) als hochsten Wert. Es lasst sich kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Faserka-

liber-Variation und klinischer Affektion feststellen, da der klinisch betroffene M. extensor
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digitorum links mit einem Wert von rund 22,7 nur knapp einen hoheren Variabilititskoefti-
zient hat als der M. deltoideus rechts mit dem niedrigsten Wert. Der zweithochste Wert wird
vom klinisch nicht affektierten M. biceps femoris links erreicht, der mit 40,2 nur leicht unter

dem Hoéchstwert liegt.

Die klinisch nicht betroffenen Muskeln haben Variabilititskoeffizienten zwischen 225 bis
41 mit einem Mittelwert von 33,9 und die klinisch affektierten Muskeln zeigten in den Proben
Werte zwischen 22,7 bis 40,2 mit einem Mittelwert von 31,1. Die Variation des Faserkalibers
war demnach, entgegen der Erwartung, bei den klinisch nicht betroffenen Muskeln etwas
starker ausgeprigt als bei den Muskeln, die in der klinischen Untersuchung Auffalligkeiten
zeigten. Feststellbar ist aber ein Unterschied zwischen rechter (Mittelwert 29) und linker
(Mittelwert 35,1) Korperseite und oberer (Mittelwert 27,9) und unterer Extremitit (Mittel-
wert 37,1).

Des Weiteren wurden aus den gemessenen Faserdurchmessern eines reprisentativen Aus-
schnitts pro Muskelprobe der Atrophie- und Hypertrophiefaktor (siche Kapitel 2.1.3.2) er-
rechnet. In Abbildung 8 sind die Werte der Atrophie- und Hypertrophiefaktoren der einzel-
nen Muskeln dargestellt; die klinisch betroffenen Muskeln sind farbig markiert.

Atrophie- und Hypertrophiefaktor == Atrophiefaktor
mmm Hypertrophiefaktor

[1 Klinisch betroffen
1000-

800

600

400

200

Atrophie- bzw. Hypertrophiefaktor

Abbildung 8: Atrophie- und Hypertrophiefaktor der entnommenen Muskelproben.

Auf der x-Achse sind die untersuchten Muskeln aufgelistet, auf der y-Achse ist der errechnete Atrophie- bzw.

Hypertrophiefaktor aufgetragen. Die klinisch betroffenen Muskeln sind farbig markiert.
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Mithilfe des Graphen der Abbildung 8 kann der Atrophie- und Hypertrophiefaktor der ver-
schiedenen Muskelproben miteinander verglichen werden. Schon auf den ersten Blick fallt
auf, dass die Werte fiir den Atrophiefaktor meistens deutlich hoher sind; nur beim M. biceps
femoris rechts und der autochthonen Riickenmuskulatur sind die Hypertrophiefaktoren
leicht hoher als die Atrophiefaktoren. Der M. biceps femoris rechts war klinisch nicht be-
troffen, bei der autochthonen Riickenmuskulatur lumbal ist eine klinische Beurteilung
schwierig (sieche Kapitel 3.1.2). In neun Fallen konnte ein Hypertrophiefaktor bestimmt wer-

den; der Atrophiefaktor war in allen untersuchten Muskelproben vorhanden.

Den hochsten Atrophiefaktor hat der M. gastrocnemius rechts, wahrend er klinisch unauf-
fallig war. Der zweithochste Wert wurde fiir den M. biceps brachii links bestimmt; dieser
zeigte in der klinischen Untersuchung auch eine reduzierte Muskelkraft, siche Tabelle 13.
Sowohl in diesen beiden Muskelproben als auch dem M. biceps femoris links und dem M. ex-
tensor digitorum links war ein sehr hoher Atrophiefaktor von tiber 400 aber kein bzw. ein
sehr niedriger Hypertrophiefaktor nachweisbar. Abbildung 8 zeigt, dass eher die Muskeln
mit einem mittleren oder geringen Atrophiefaktor auch einen Hypertrophiefaktor haben. Ein
hoher Atrophiefaktor tritt in den untersuchten Proben sowohl bei Muskeln auf, die in der
Untersuchung auffillig waren (z. B. M. biceps brachii links und M. extensor digitorum links),
als auch in klinisch nicht betroffenen Muskeln (z. B. M. gastrocnemius rechts und M. biceps
femoris rechts). Auch der Hypertrophiefaktor ist sowohl bei vier klinisch betroffenen als
auch bei funf klinisch nicht betroffenen Muskeln nachweisbar. Es ldsst sich aus dem Gra-
phen somit kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Atrophie- bzw. Hypertrophiefaktor
und klinischer Affektion ableiten.

Nun wurden die Ergebnisse aus den immunhistochemischen Firbungen und den Faser-
durchmessern inkl. Atrophie- und Hypertrophiefakor jeweils miteinander und mit der Klinik
(klinisch betroffener Muskel/ klinisch nicht betroffener Muskel) verglichen. Die gefundenen
Auffilligkeiten der Ergebnisse sind in den folgenden Abschnitten detailliert beschrieben.

3.1.5 Atrophie und abnehmende Muskelkraft

Aus den Ergebnissen der klinischen Untersuchung insbesondere mithilfe der MRC-Kraft-
grade (siche Tabelle 9) wurde abgeleitet, welche Muskeln klinisch betroffen waren, siche Ka-
pitel 3.1.2. Diese klinische Affektion wurde mit dem Atrophiefaktor verglichen, siche Tabelle
14.
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Tabelle 14: Muskelproben, klinische Affektion und Atrophiefaktor (auf eine Dezimalstelle gerundet).

Muskel Klinisch betroffen? Atrophiefaktor
rechter M. deltoideus nein 50
linker M. biceps brachii ja 615,4
rechter M. biceps brachii ja 1573
linker M. quadriceps femoris ja 238,1
rechter M. biceps femoris nein 153,8
linker M. biceps femoris nein 595,2
rechter M. extensor digitorum ja 164,2
linker M. extensor digitorum ja 4435
rechter M. gastrocnemius nein 853,2
linker M. gastrocnemius nein 2222
zervikale autochthone Ricken- | klinisch nicht untersucht 268,3
muskulatur

lumbale autochthone Riicken- | klinisch nicht untersucht 155,2
muskulatur

linker M. flexor digitorum ja 2329
linker M. tibialis anterior ja 300,1

Die entnommenen Muskelproben des Patienten hatten alle einen auffilligen Atrophiefaktor
von mindestens 50, das spricht dafir, dass es bei der IBM im Krankheitsverlauf zu einer
generalisierten Muskelatrophie kommt — zumindest auf histologischer Ebene. Die Ergeb-
nisse des Patienten lassen vermuten, dass trotz unauffilliger Resultate in der klinischen Mus-
kelkraftprifung auf zellulirer Ebene bereits pathologische Prozesse ablaufen, die zu einer
Muskelatrophie fithren. Die Muskeln selbst bzw. synergistisch wirkende Muskeln oder funk-
tionelle Muskelgruppen sind noch eine Zeit lang in der Lage, die allmahlich entstehende
Atrophie zu kompensieren. So bleibt die allmihlich entstehende Muskelschwiche — wie bei
dem Patienten — klinisch lange unentdeckt, im histologischen Priparat lassen sich aber schon

strukturelle Verinderungen feststellen.

Die klinisch beeintrichtigten Muskeln zeigten in der Probe Atrophiefaktoren von mindes-
tens 157,3, was eine weiter fortgeschrittene Atrophie anzeigt. In diesen Fillen scheinen die
Kompensationsmechanismen nicht suffizient genug zu sein, um die Muskelschwiche zu ver-

bergen.
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Zudem zeigten neben der Atrophie alle Muskelfasern verschieden stark ausgeprigte histopa-
thologische Verinderungen: Es gab in allen Muskelproben mehr Bindegewebe, mehr Fett
und eine grof3ere Faserkalibervariabilitit als in physiologischem, also gesundem Muskelge-
webe. Auch dies ist ein Hinweis darauf, dass die IBM nicht nur einzelne Muskeln, sondern

das ganze skelettmuskuldre System betrifft.

3.1.6 Hypertrophie und p62

Bei der IBM liegt eine gestorte Funktionalitit des p62 vor, sodass es an der Proteinakkumu-
lation und somit Zellschiadigung bzw. Myodegeneration beteiligt ist (siche Kapitel 1.2.6).
Sechs der Muskelproben des Patienten waren positiv fir p62 (siche Abbildung 4) und finf
davon hatten einen Hypertrophiefaktor von tber 11 bis zu 172 (siche Abbildung 8). Lediglich
der rechte M. deltoideus hatte eine gesteigerte p62-Expression ohne den Nachweis einer

Hypertrophie.

Das gemeinsame Auftreten von p62-Positivitit und Hypertrophie in den Muskelfasern
konnte auf einen Zusammenhang bei IBM zwischen p62 als Marker von Autophagie bzw.

gestortem Proteinabbau und Hypertrophie als struktureller Verinderung hindeuten.

3.1.7 CDS8" und p62

In sechs der Muskelproben des Patienten konnte eine CD8"-Invasion festgestellt werden. In
funf dieser Muskelschnitte fanden sich auch p62-positive Muskelfasern in den zufillig aus-
gewihlten Ausschnitten. Der rechte M. gastrocnemius ist der einzige der sechs, welcher eine
CD8"-Invasion ohne p62-Hochregulation hat; die lumbale autochthone Ruckenmuskulatur

zeigt eine p62-Positivitit ohne CD8 -Invasion.

Da in funf der Muskeln beide Parameter, d. h. CD8"-T-Lymphozyten und gesteigerte p62-
Expression detektiert wurden, scheinen Autophagie und Inflammation zwei simultan ablau-
fende Prozesse bei der IBM zu sein (siche Abbildung 4).

3.1.8 p62 und aBCrystallin

Alle sechs p62-positiven Muskelproben des IBM-Patienten waren sowohl fiir p62 als auch
fir aBCrystallin positiv (siche Abbildung 4).

In den untersuchten Ausschnitten der p62-positiven Proben waren tiber 15 % der Muskel-

fasern in der aBCrystallin-Farbung positiv. Beide, p62 und aBCrystallin, sind immunhisto-
chemische Marker fiir gesteigerte Protein-Akkumulation, die zu Myodegeneration fithren
kann. Die Koexistenz der beiden Parameter in den Muskelproben bestitigt die vermuteten

Zusammenhinge von Zellstress, Proteinakkumulation, Inflammation und Degeneration bei
der Pathogenese der IBM.
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3.1.9 aBCrystallin und red-rimmed vacuoles

Die drei Muskeln, die red-rimmed vacuoles in den Ausschnitten in der Trichrom-Firbung ent-

hielten, hatten alle drei auch hohe prozentuale Werte fur aBCrystallin: M. biceps brachii links
mit 49,4 %, M. extensor digitorum rechts mit 49,0 % und M. gastrocnemius links mit 39,3 %

(siche Abbildung 4). Das Hitzeschockprotein aBCrystallin kommt sowohl in sichtbar ge-
schidigten Muskelfasern vor als auch in morphologisch unauffilligen Fasern, sog. x-fibers.

Das Auftreten von red-rimmed vacnoles hingt mit Prozessen der Proteinakkumulation und My-

odegeneration zusammen; das Vorhandensein in Muskelgewebe mit hoher aBCrystallin-Ex-

pression ist dazu passend.

3.1.10 aBCrystallin und MHC I

Es gab eine statistisch signifikante Korrelation zwischen aaBCrystallin und MHC I in den
Muskelproben mit p = 0,0291, alpha = 0,05 und r = 0,5816 (siche Abbildung 5). Der Nach-

weis von MHC I deutet auf einen inflammatorischen Prozess im Muskelgewebe hin;

oBCrystallin ist ein Marker fir Zellstress, folgender Proteinakkumulation und (Myo-) Dege-
neration. Die signifikante Korrelation dieser beiden Parameter kénnte fiir ein zeitgleiches
Ablaufen dieser Mechanismen bei IBM stehen. Dies zeigt, dass Inflammation und Myode-
generation zeitgleich — anstatt nacheinander — im betroffenen Muskel auftreten bzw. sich
gegenseitig bedingen. Es ist nicht erkennbar, inwiefern sich die beiden Prozesse auch in Be-
zug auf die Einzelfaser simultan ereignen oder hier hintereinander ablaufen. Um dies beur-

teilen zu konnen ist eine Einzelfaseranalyse notwendig.

3.2 Laser-Mikrodissektion

Trotz intensiver Vorarbeiten und zahlreicher Variationen im Versuchsablauf konnte die Fra-
gestellung aufgrund methodischer Limitationen nicht beantwortet werden. Die Laser-Mikro-
dissektion ist ein Verfahren, dass schon seit vielen Jahren genutzt wird um spezifische Ziel-
strukturen aus Gewebeproben, Zellkulturen etc. auszuschneiden und fiir anschlieBende Ana-
lysen bereitzustellen. Bei der Laser-Mikrodissektion gibt es grundsitzliche Schwierigkeiten,
die es fir den jeweiligen konkreten Versuchsaufbau zu bewiltigen gilt; ein Beispiel ist die
RNA-Ausbeute. Ziel der LMD ist es, ausgewihlte Strukturen auszuschneiden; dies fihrt
zwangsldufig dazu, dass nur wenig Gewebe fiir die Isolation der RNA zur Verfiigung steht.
Da die Konzentration und Integritit der RNA eine Voraussetzung fiir folgende Analysen
beispielsweise eine miRNA-Sequenzierung sind, ist die Bereitstellung einer ausreichenden
und hochwertigen RNA-Ausbeute der entscheidende Punkt fiir die Planung des Versuchs-

aufbaus.

Beim Arbeiten mit RNA muss auf Sauberkeit und schnelles, prizises Arbeiten geachtet wer-

den. Damit die Degradation und Kontamination bestmdglich verhindert wird, muss vom
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Moment der Entnahme der Biopsie bis zum Ende der Extraktion der RNA sorgfiltig gear-
beitet werden. Auch bei der LMD kann die RNA sowohl durch die Aufbereitung der Proben
(Entnahme, Lagerung, Schneiden, Schnittdicke, Firben), durch die LMD an sich, die Menge
an ausgeschnittenem Material als auch durch die folgende Extraktion negativ beeinflusst wer-
den (Decarlo et al. 2011; Garrido-Gil et al. 2017). Besonders kritisch sind die Art des Gewe-
bes, die Fixierung und die zeitliche Dauer die das Gewebes in wissrigem Milieu verbringt;
zudem spielt das RNase-freie Arbeiten wihrend der Probenaufbereitung eine entscheidende
Rolle (Fend und Raffeld 2000).

3.2.1 Schnittdicke

Da ein dickerer Schnitt dazu fiihrt, dass bei gleicher Muskelfaserzahl mehr Gewebe am LMD
ausgeschnitten wird, wurden versuchsweise Schnitte zu 10 pm, 20 pm und 30 pm angefertigt.
Es zeigte sich, dass bei 30 um Schnittdicke die Muskelfaserquerschnitte weniger gut vonei-
nander abgegrenzt werden konnten und die Morphologie unsicherer beurteilbar war. Zudem
war bei 30 um das Schneiden und Herausheben der Muskelfasern mittels LMD erschwert.

Somit wurden alle folgenden Schnitte mit 20 pm Schnittdicke angefertigt.

3.2.2 Firbungen

In der vorliegenden Arbeit wurde bei den Versuchen nicht die notwendige RNA-Reinheit
erreicht; die RNA-Quantitit variierte sogar bei gleichbleibendem Versuchsablauf. Insgesamt
war die RNA-Ausbeute meist zu gering, d. h. unter den geforderten 33 ng/pl trotz starker
Konzentration bei der RNA-Extraktion. Wenn die RNA-Menge tber dem Grenzwert lag,
konnte dieser Wert weder reproduziert werden noch war ersichtlich, was die bessere Aus-
beute ausloste. Bei Versuchen mit anderen Farbungen gelang es hiufig, die gewtnschten

Zielwerte der RNA zu erreichen bzw. sich ihnen zu nahern.

Nachfolgend sind in Tabelle 15 die verschiedenen LMD-Versuche an Patienten-Biopsien
aufgefithrt; jeweils genannt sind Farbung, Anzahl der ausgeschnittenen Zellen und die resul-
tierte RNA-Menge. Ausgeschnitten wurden jeweils Zellverbinde d. h. statt einzelner Fasern
wurden Gruppen von positiv angefirbten Muskelfasern ausgeschnitten, um die LMD-Zeit

zu reduzieren.
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Tabelle 15: Verschiedene LMD-Versuche mit Myositis-Biopsien und die jeweilige RNA-Ausbeute.

Firbung Myositis-Form Anzahl der ausge- | RNA-Menge
schnittenen Muskel- | jn ng/ul
faserquerschnitte

oBCrystallin IBM 100 0,7

Durchlicht IBM 100 1,8

aBCrystallin IF | IBM 50 0,3

IBM 50 1,0
IBM 50 1,5
Nekrotisierende Myopathie | 50 16,6
IBM 100 10,1
IBM 100 1,2
MHCI IF Nekrotisierende Myopathie | 50 23,2
Nekrotisierende Myopathie | 100 29,5
Polymyositis 100 50,4
Polymyositis 200 20,6

MHC I mit | Polymyositis 50 29,5

DAB Polymyositis 100 15,7

nativ  (atrophe | IBM 75 16,8

Fasern als Ziel- IBM 75 0.0

struktur)

IBM 75 3,0
IBM 75 43,1
IBM 100 0,7
IBM 100 1,1
IBM 100 1,4
IBM 100 3,5
NCAM IF Dermatomyositis 50 53,9

IF = Immunfluoreszenz. Grau markiert sind die Werte, bei denen die RN A-Ausbeute den Grenzwert
33 ng/ul uberschritten hat.
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Die MHC I-Firbungen erfolgten an Biopsien von Patienten mit Polymyositis bzw. Nekroti-
sierender Myopathie; die NCAM-Firbung an einer Dermatomyositis-Biopsie. Da die MHC 1
und NCAM-Firbungen bei der IBM ein dhnliches Firbungsergebnis aufweisen wie bei PM,

DM und NM, konnten sie als gleichwertiger Ersatz verwendet werden.

Die aBCrystallin-Farbung wurde in einem Fall an der Biopsie eines Nekrotisierende Myopa-
thie-Patienten gefirbt und atrophe Fasern als Zielstruktur ausgeschnitten. Unerwartet war
die RNA-Menge hierbei héher als bei den IBM-Biopsien, die mit dem a.BCrystallin-Protokoll
gefirbt wurden. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass die geringe RNA-Ausbeute damit
zu erkliren ist, dass in den aBCrystallin-positiven Muskelfasern der IBM-Patienten eine be-
sonders starke Degradation der RNA erfolgt ist. Das kénnte wiederum eine Folge davon
sein, dass in den aBCrystallin-positiven Muskelfasern die Prozesse der Degeneration ver-

starkt ablaufen.

3.2.3 Fluoreszenz-Firbungen

Die Durchfiihrung von Fluoreszenzfirbungen fithrt meistens zu einem eindeutigeren Signal
als eine Durchlichtfirbung und etleichtert somit die Untersuchung von immunhistochemi-
schen Fragestellungen. Doch die Firbeprotokolle sind in der Regel durch lange Inkubations-
zeiten zeitaufwandig. Zudem sollen viele Schritte, allen voran die Inkubationen, idealerweise
in wissrigem Milieu stattfinden. Die beiden Faktoren Zeit und wissriges Milieu sind zwar

tir die Farbequalitit vorteilhaft, fithren aber zu einer Reduktion der RNA-Qualitit.

Fir die LMD waren Fluoreszenzfirbungen problematisch, da der Laser das Firbesignal im
umliegenden Gewebe abschwichte, die Feuchtigkeit der Fixierung das Ausschneiden und
Herausheben der Zellen erschwerte und der LMD-Prozess in einem abgedunkelten Raum

stattfinden musste.

3.2.4 Durchlicht-Firbungen

Da die Kombination von Fluoreszenzfirbung und LMD viele Schwierigkeiten mit sich bringt
und die LMD-Technik deutlich besser an Durchlicht-Farbungen durchzufithren ist, wurden
auch Durchlichtfiarbungen fir die vorliegende Fragestellung eingesetzt. Tatsichlich konnte
das Schneiden viel praziser und schneller am LMD realisiert werden. Bei der MHC I-Durch-
lichtfirbung konnte eine RNA-Ausbeute erreicht werden, die in einer besseren Gréf3enord-
nung war. Doch die aBCrystallin-Durchlichtfirbung mit Alkalischer Phosphatase und Neu-
fuchsin fihrte weder zu einem gut sichtbaren Firbesignal fir aBCrystallin, noch zu einer

Verbesserung der RNA-Integritit im Vergleich zur Fluoreszenzfirbung.

3.2.5 Fixierung nach der Farbung

Eine Schwierigkeit bei der Arbeit mit Fluoreszenzfirbungen und Laser-Mikrodissektion ist

die Fixierung. Einerseits sollen Fluoreszenzfirbungen feucht bleiben, solange sie nicht mit
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Fluoromount oder dhnlichem eingebettet sind, andererseits konnen die Membran-Objekt-
trager nicht eingedeckelt werden. Daraus ergeben sich zwei Problematiken: einerseits sind
im wissrigen bzw. feuchten Milieu die RNasen sehr aktiv; andererseits ist das Schneiden
mittels LMD bei feuchtem Gewebe sehr viel aufwendiger, ungenauer und langwieriger. Da-
mit allerdings die Qualitit der Firbung erhalten bleibt, muss der Schnitt dennoch feucht
gelagert sein und dann ziigig weiterverarbeitet werden. Doch auch wenn der Schnitt sofort
nach dem Firben zum LMD-Mikroskop transportiert wird, braucht er eine Fixierung, wofir

verschiedene Optionen ausprobiert wurden.

3.2.5.1 Isopropanol

Isopropanol ist das bevorzugte Fixierungsmittel fir eine Fluoreszenz-Firbung, wenn eine
Einbettung nicht méglich ist. Durch Isopropanol und andere Alkohole wird allerdings die
Membran des MMI-Objekttrigers wellig, was wiederum die Arbeit am LMD verkompliziert.
Also wurden mehrere Versuche gemacht, um zu testen, wie lang die Schnitte idealerweise im
Isopropanol gelagert sein sollen. Als beste Methode zeigte sich folgender Ablauf: Direkt nach
der Firbung den Membran-Objekttriger kurz fiir wenige Minuten in Isopropanol stellen,
anschlieSend unter einem Abzug trocknen lassen und sofort zum LMD-Mikroskop bringen.
All diese Schritte fanden unter héchstmdéglicher Vermeidung von Lichteinstrahlung statt.
Vor der LMD wurde der Schnitt nochmal kurz getrocknet falls die Membran noch nicht

vollstindig trocken war.

3.2.5.2 Weitere Fixierungsvarianten fiir die Firbungen

Neben Isopropanol wurden weitere Fixierungen getestet und ihr Einfluss auf die Morpho-
logie des Gewebes und die RNA-Qualitit beurteilt. Weder PFA oder PFA plus Methanol
noch abschlieBendes Waschen in PBS erméglichten eine ausreichende RNA-Ausbeute.

3.2.6 Isolation der Zielzellen mittels Laser-Mikrodissektion

Nachdem die Schnitte gefarbt und fixiert waren, wurden sie umgehend zur LMD gebracht.
Die Reaktionsréhrchen wurden vor der Verwendung auf Trockeneis gelagert, da sich zeigte,
dass die ausgeschnittenen Muskelfasern besser am Deckel haften, wenn dieser vorher gekiihlt
war. Der Membranobjekttriger wurde dann zusammen mit einem Glasobjekttriger auf den
Objekttisch des Mikroskops gelegt. Der aktuelle Schnitt wurde erst in einer 10-facher Ver-
groBBerung betrachtet, um einen Eindruck tiber die Fluoreszenzfirbung zu gewinnen. Dann
wurde ein geeignetes Areal ausgewihlt, dass moglichst viele Zielzellen und nur wenig Fett
und Bindegewebe enthielt. AnschlieBend wurden einzelne Muskelfasern und Zellverbande
bzw. groflere Gruppen von Muskelfasern mit dem Laser ausgeschnitten. Hierfir wurden
mithilfe eines Stifts am Touchscreen des Computers die gewiinschten Muskelfasern manuell
eingekreist und so die Schnittlinien fiir den Laser markiert. Der Laser schnitt dann entlang
dieser Markierungen. Mithilfe der sog, CapLift technology konnte dann der Deckel des Reakti-

onsgefilies leicht auf den Schnitt gedriickt werden, sodass das ausgeschnittene Gewebe am
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adhisiven Deckel haften blieb. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis gentigend ausgeschnit-
tene Zielzellen auf dem Deckel gesammelt wurden. Im Anschluss konnte dem Reaktions-
réhrchen ggf. Lysis-Puffer hinzugegeben werden oder es wurde direkt verschlossen auf Tro-
ckeneis gelagert. Die vielfaltigen Schwierigkeiten, die sich beim LMD-Arbeitsschritt ergaben,

sind im Folgenden erlautert.

3.2.6.1 Schwierigkeiten bei der LMD: Fett und Bindegewebe

Das Schneiden mithilfe des Lasers und auch das Anheben des Zielgewebes werden durch
Fett und Bindegewebe erschwert. Beide Strukturen sind schwieriger zu durchtrennen als
Muskelfasern, sodass der Laser sehr hiufig tber die gleiche Stelle schneiden musste. Hierbei
wurden die umliegenden Zellen in Mitleidenschaft gezogen, da durch das wiederholte
Schneiden die Schnittrinder sehr unscharf wurden und so das angrenzende Gewebe beschi-
digt wurde. Der Versuch, das ausgeschnittene Gewebe herauszuheben stellte sich ebenfalls
als kompliziert dar, wenn Fett und Bindegewebe im Bereich der Schnittkante lagen. Somit
verzogert sich der zeitliche Ablauf durch die Tatsache, dass es sich um Biopsien von IBM-
Patienten handelte und es konnte nicht so schnell gearbeitet werden wie mit gesundem Mus-

kelgewebe.

3.2.6.2 Schwierigkeiten bei der LMD: Einschlusskérpermyositis als Erkrankung

Die Einschlusskorpermyositis ist eine seltene Erkrankung und Muskelbiopsien von IBM-
Patienten sind rar. Da das Material nur begrenzt zur Verfiigung steht, konnten die Versuche
nicht beliebig oft wiederholt werden und es wurde immer nur ein Schnitt bzw. wenige
Schnitte pro Experiment verwendet. Somit konnten die variierten Schritte im Versuchsablauf
immer nur an wenigen Schnitten ausprobiert werden und es lasst sich keine Aussage treffen,
ob es nur ein einmaliges Ereignis war, dass der Versuchsablauf nicht die gewtnschte RNA-
Ausbeute ergab. Auflerdem kénnen pro Biopsie nicht beliebig viele Serienschnitte gemacht
werden, damit von jeder der Zielstrukturen in mehreren Serienschnitten zusammengerechnet
hunderte Muskelfasern ausgeschnitten werden kénnen. Die Versuche wurden daher test-
weise nur mit 50 bis 200 ausgeschnittenen Muskelfaserquerschnitten durchgefiihrt, da eine
hoéhere Anzahl mehr Schnitte bedeuten wiirde. Der Bestand an IBM-Biopsien sollte aber

nicht zu sehr reduziert werden, sodass nur eine begrenzte Reihe an Versuchen méglich war.

3.2.6.3 Schwierigkeiten bei der LMD: Laser und Fluoreszenzfirbungen

Wenn in einem Areal eine Muskelfaser bzw. ein Zellverband ausgeschnitten wurde und der
Laser wiederholte Male die beabsichtige Schnittlinie langfahren musste (z. B. weil Bindege-
webe und Fett das Schneiden erschwerten), dann resultierte daraus eine abnehmende Fluo-
reszenz-Intensitit im umliegenden Gewebe. Die starke Lichteinwirkung des Lasers lie} die
Firbung schwicher erscheinen und die Differenzierung zwischen positiven und negativen

Muskelfasern war im angrenzenden Gewebe verfilscht.
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Um méglichst genau und spezifisch die gewtinschten Zielstrukturen zu isolieren, wurde ver-

sucht einzelne Muskelfasern (z. B. eine, die aBCrystallin-positiv ist und eine normale Mor-
phologie zeigt) auszuschneiden. Doch das Herauslosen einzelner Zellen bei der Fluoreszenz-
firbung war zum einen sehr zeitaufwindig und andererseits in den meisten Fillen nicht aus-
reichend akkurat. Da die Muskelfasern eng aneinander liegen, war es sehr schwierig, die
Schnittkante des Lasers so dicht wie erforderlich neben dem Sarkolemm entlang zu fihren.
Dies fithrte dazu, dass meistens entweder noch Gewebe der umliegenden Muskelfasern am
Rand der Zielzelle haftete (= wenn der Laser etwas zu weit neben das Sarkolemm schnitt)
oder die Zielzelle nicht mehrt intakt war (= wenn der Laser zu nah am Sarkolemm und somit
in die Zielzelle hineinschnitt). Dies fihrte dazu, dass das Ausschneiden einzelner Muskelfa-
serquerschnitte nicht weiterverfolgt werden konnte. Stattdessen wurden Zellverbinde der
Zielstruktur ausgeschnitten. Bei den Zellverbinden konnte zwar nicht gewahrleistet werden,
dass es sich ausnahmslos um Fasern der Zielstruktur handelte; dies war aber auch bei der
Isolation einzelner Zellen nicht zufriedenstellend moglich. Somit stellte sich das Herauslésen
von Zellverbinden als die bessere Option dar. Hierbei konnte wesentlich zeiteffizienter d. h.

RNA-schonender gearbeitet werden.

Da die Fluoreszenzfirbungen auf den Membran-Objekttrigern nicht mit Fluoromount o. i.
eingebettet werden kénnen, miissen sie, um die Firbung zu erhalten, im wissrigen Milieu
aufbewahrt werden. Dies steht allerdings im Widerspruch zu dem Ziel, eine moglichst gute
RNA-Ausbeute zu erhalten. Im wissrigen Milieu sind die RNasen aktiver, sodass die Zeit
der Schnitte in der Fixierung méglichst kurz sein muss. Des Weiteren fihrt langer Kontakt
der Objekttriger-Membran mit Isopropanol dazu, dass die Membran wellig wird, was wie-
derum das Schneiden mit dem Laser und das Herausheben des Gewebes erschwert. Zusam-
mengefasst bedeutet dies, dass eine Aufbewahrung des Schnittes im trockenen Milieu vor-
teilhaft fir die RNA-Qualitit und die Laser-Mikrodissektion ist, aber einen Nachteil fir die
Fluoreszenztirbung darstellt. Um diesem Dilemma zu entgehen, wurden die Schnitte nur fiir
wenige Minuten mit Isopropanol fixiert, anschlieBend unter einem Abzug getrocknet und
dann direkt zur Weiterverarbeitung zum LMD-Mikroskop gebracht. Das Problem hieran ist,
dass die Schnitte nach der Laser-Mikrodissektion nicht wiederverwendet werden kénnen.
Eine erneute Aufbewahrung in Isopropanol wiirde fir die RNA-Qualitit und die Membran
schidlich sein; Einfrieren oder trockene Lagerung wire hingegen fiir die Firbung nicht mog-
lich. Somit konnte jeder Schnitt bzw. Objekttriger fiir nur einen Versuch verwendet werden,

was sich entsprechend zeitaufwindig gestaltete.

Die Abbildung 9 zeigt Beispiele, bei denen auBCrystallin-positive Muskelfasern mit normaler
Morphologie mithilfe von LMD aus einer IBM-Biopsie herausgeschnitten wurden.
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Abbildung 9: Beispiele der Laser-Mikrodissektion an IBM-Biopsien.

Muskelgewebe vor dem Schneiden (A bis E) und nachdem oBCrystallin-positive Muskelfasern mit normaler

Morphologie mittels LMD herausgeschnitten wurden (F bis J) in 20-facher VergroBerung.

3.2.7 Fixierung der ausgeschnittenen Muskelfasern

Die ausgeschnittenen Muskelfasern bzw. -gruppen hafteten am adhisiven Deckel des Reak-
tionsrohrchens. Es ergaben sich nun zwei Varianten, das Muskelgewebe auf die anschlie-
ende RNA-Extraktion vorzubereiten: Einerseits konnte das Reaktionsgefil3 verschlossen
auf Trockeneis gelagert werden, ehe kurz spiter die RNA-Extraktion durch Hinzuftigen von
Trizol begann. Die andere Option war, direkt im Anschluss an das Schneiden bei Raumtem-

peratur Trizol in das Reaktionsgefdl3 zu pipettieren und durch Schwenken des Reaktionsge-
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fil3es die ausgeschnittenen Strukturen im Trizol in eine Suspension zu uberfithren. Es wur-
den verschiedene Inkubationszeiten ausprobiert (5 min, 15 min, 30 min, 60 min), doch es
zeigte sich in Bezug auf die RNA-Ausbeute keine relevante Verdnderung. Da es sich als
praktikabler erwies die Reaktionsgefi3e direkt auf Trockeneis zu lagern, zeitnah im Labor
mit der RNA-Isolation zu beginnen und in diesem Fall die RNA-Ausbeute besser war als bei

direkter Zugabe von Trizol, wurde dieses Verfahren bevorzugt.

3.2.8 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde mithilfe zweier Kits nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Es
wurden sowohl das RNA Clean & Concentrator-5 Kit von Zymo Research als auch das
RNeasy Mini Kit von Qiagen verwendet, welche beide etablierte Standard-Verfahren fir die
RNA-Extraktion sind. Zwischen den Kits war kein Unterschied in Bezug auf Qualitit und
Quantitit der RNA feststellbar. Somit ist es unwahrscheinlich, dass eines der beiden RNA-
Isolations-Protokolle ausschlaggebend fiir die Unzulidnglichkeit der RNA war.

In einem zusitzlich eingefiihrten Schritt wurde die Suspension aus ausgeschnittenen Zellen
und Trizol in einem Homogenisator weiter aufgeschlisselt. Auch dieser Schritt konnte die
RNA-Ausbeute nicht maf3geblich verbessern.

3.2.9 Vergleich zu frischen Biopsien von gesunden Patienten

Sowohl eine jahrelange Lagerung der IBM-Biopsien als auch die Degeneration, die im Zuge
der IBM im Muskelgewebe abliuft, konnen dazu fithren, dass die RNA in den Biopsien an
sich keine gute Qualitit aufweist und bereits ein Grof3teil der RNA degradiert ist. Somit wur-
den Vergleichsversuche mit frischem Muskelgewebe muskelgesunder Patienten gemacht.
Hierftr wurde Muskelgewebe verwendet, das bei Knie-Operationen (beispielsweise Kreuz-
band-Operationen) von muskelgesunden, jungen Patienten entnommen wurde. Das Muskel-
gewebe war somit nur wenige Tage alt und da es sich um junge, muskelgesunde Patienten

handelte war zu erwarten, dass das Gewebe eine ideale Qualitit ohne Myodegeneration hatte.

Die 20 pm-dicken Schnitte wurden mit H.E.- oder einer zweifachen Fasertypenfirbung d. h.
Immunfluoreszenz, gefirbt. AnschlieBend wurde eine unterschiedliche Anzahl von Muskel-
faserquerschnitten mittels Laser-Mikrodissektion ausgeschnitten und die Reaktionsgefil3e
auf Trockeneis gelagert, ehe die RNA-Extraktion erfolgte. In Tabelle 16 sind die RNA-Men-
gen aufgelistet, die aus den Versuchen mit frischen Muskelbiopsien von neuromuskulir un-

auffilligen Patienten resultierten.
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Tabelle 16: Verschiedene LMD-Versuche an frischem Muskelgewebe und die jeweilige RINA-Aus-

beute.
Firbung Anzahl der ausgeschnittenen | RNA-Menge in ng/pl
Muskelfaserquerschnitte
H.E. 50 90,2
100 20,9
200 192,8
Fasertypenfirbung 100 28,9
(zweifach) 100 303
100 17,8
100 92,5

Die Ergebnisse dieser Versuche sind deutlich besser als bei den Versuchen mit IBM-Biop-

sien. Auch die RNA-Reinheit erreichte meistens die gewiinschten Zielwerte. Es zeigte sich,

dass sowohl bei Durchlicht- als auch bei Fluoreszenzfirbungen von Muskelgewebe RNA-

Ausbeuten erreicht werden kénnen, die eine miRNA-Sequenzierung ermdglichen.

In Tabelle 17 sind die Unterschiede zwischen den Versuchen mit IBM-Biopsien und fri-

schem Muskelgewebe aus elektiven Knie-Operationen aufgelistet.

Tabelle 17: Vergleich der Versuche mit IBM-Biopsien und frischem Muskelgewebe aus elektiven

Knie-Operationen.

Kriterium IBM-Biopsien Muskelgewebe aus elektiven
Knie-Operationen
Muskelgewebe pathologisch (gesicherte | physiologisch (junge, neuromuskulir

IBM-Diagnose)

unauffillige Patienten)

bis LMD-Versuch

Entnahme und Lage- | variabel ab der Operation sterile Lagerung un-
rung ter optimalen Bedingungen
Dauer von Entnahme | bis zu funf Jahre wenige Tage

LMD-Zielstrukturen

Ausschneiden der Ziel-
strukturen als einzelne
Muskelfaserquerschnitte
bzw. Muskelfaserblécke

bzw. groere Areale

keine konkreten Zielstrukturen vor-
handen d. h. Ausschneiden gréerer

Areale von Muskelfaserquerschnitten
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3.2.10 Zusammenfassung

Trotz diverser Verinderungen im Versuchsablauf konnte keine Methode etabliert werden,
mit der spezifische Muskelfasern aus den IBM-Biopsien mittels LMD fiir eine miRNA-Se-
quenzierung bereitgestellt werden kénnen. Abbildung 10 zeigt die Variationen im Versuchs-

ablauf als schematische Ubersicht.

> Farbung >> Fixierung Gewebe>> Fixierung Zellen » RNA-Extraktion >

aBCrystallin l Isopropanol ‘ | sofort auf Trockeneis l Homogenisieren + Trizol
(IF/Durchlicht) (Quiagen/ Zymo)
kurz Isopropanol, dann Trizol bei
l nativ l trocknen Raumtemperatur ‘ Trizol (Quiagen/ Zymo)
(5 bis 60 min
‘ MHC | (IF/Durchlicht) ‘ ‘ nach PBS kurz trocknen ‘ Inkubationszeit)

| NCAM (IF)

‘ PFA und Methanol ‘

| PrA |

Abbildung 10: Uberblick iiber die verschiedenen LMD-Versuche.

Obwohl in einigen Versuchsablidufen ausreichende RNA-Mengen erzielt wurden, reichte die
Qualitit nicht aus, um verwertbare Ergebnisse der Polymerase-Kettenreaktion (engl: po/y-
merase chain reaction, PCR) zu erlangen. Das Problem der RNA-Quantitit hitte sich mithilfe
einer Amplifizierung prinzipiell beheben lassen kénnen, doch bei einer derart mangelhaften
Qualitit ist eine Amplifizierung nicht zielfiihrend, da auch defekte RNA-Anteile vermehrt
werden. Die durchweg ungentigende Qualitit wurde zum Anlass genommen, eine PCR aus
einer der Proben durchzufiihren. Als Primer wurden Interleukin-6 (IL-06), amyloid precursor
protein (APP), CXC-Ligand-9 (CXCL9) und Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) verwendet. Die PCR bestitigte die Vermutung, dass es sich um vorwiegend un-
spezifische RNA bzw. deren Fragmente gehandelt hat. Dafiir kann es verschiedene Ursachen
geben z. B. Arbeitsschritte, die zur RNA-Degradation fihrten oder eine zu hohe endogene
RNase-Aktivitit. Zusitzlich kénnen Verunreinigungen bei der Biopsieentnahme, deren Auf-

bereitung bzw. der Lagerung tGber viele Jahre als Storfaktor hinzugekommen sein.

Die Einschlusskorpermyositis ist eine seltene Erkrankung und IBM-Muskelbiopsien fiir For-
schungszwecke sind rar. Somit konnten die Versuche nicht beliebig oft mit geinderten Ver-
suchsbedingungen wiederholt werden. Da viele Bedingungen variiert wurden ohne die ge-
wunschte RNA-Quantitit und -Qualitit zu erlangen, wurden die Versuche zur LMD einge-
stellt.
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3.3 Einzelfaser-Analyse

Mithilfe der Einzelfaser-Analyse konnten Muskelfasern im longitudinalen Verlauf analysiert
werden. Dies bedeutet, dass fiir einen Marker gepriift werden konnte, welche anderen Mar-
ker zeitgleich in derselben Muskelfaser exprimiert wurden. Anhand dieser Ergebnisse kon-

nen simultane Prozesse in der Pathogenese der Einschlusskérpermyositis festgestellt werden.

Zudem konnten zwei quantitative Analysen vorgenommen werden: Einerseits konnte erho-
ben werden, wie viele Muskelfasern pro Farbung in Bezug auf die Anzahl aller Muskelfasern
des Schnittes prozentual positiv angefirbt waren. Andererseits konnte ausgehend von einer
Zielstruktur (n = 100 aBCrystallin-positive bzw. -negative Muskelfasern) ebenfalls der pro-

zentuale Anteil der anderen Marker bestimmt werden. Somit konnten beispielsweise die Ziel-
strukturen aBCrystallin-Positivitdt und -Negativitit miteinander verglichen werden.
Da bei allen Muskelfasern der vier Biopsien das Sarkolemm positiv fiir MHC I war, wurden

bei MHC I die Zellen gezahlt, die nicht nur sarkolemmal MHC I exprimierten, sondern auch

im Sarkoplasma eine MHC I-Expression zeigten.

3.3.1 Quantitative Analyse des Muskelschnitts

Fir die quantitative Analyse des ganzen Schnittes wurden alle positiven Fasern der jeweiligen
Farbung durch die Gesamtzahl der Muskelfasern des Schnittes dividiert. Daraus ergab sich

fir jede Biopsie eine Prozentzahl fiir die einzelnen Firbungen.

In Abbildung 11 ist diese quantitative Analyse der gesamten Schnitte der vier IBM-Biopsien
dargestellt.
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Abbildung 11: Prozentualer Anteil der positiven Muskelfasern der jeweiligen Farbung an der Gesamt-
zahl der Muskelfasern im Schnitt.

Auf der x-Achse sind die vier IBM-Biopsien mit jeweils einem Balken pro Farbung (aBCrystallin, p62, TOM20,
MHC L, iNOS, 6E10, COX) dargestellt; an der y-Achse kann der Prozentwert abgelesen werden.

Der auffilligste Wert der Graphik ist die COX-Defizienz in Biopsie 2. In dieser Biopsie lag
der Anteil der COX-defizienten Fasern bei 44,8 %, wohingegen bei den anderen drei Biop-
sien nur 0,9 % (Biopsie 4), 1,4 % (Biopsie 1) bzw. 13,8 % (Biopsie 3) der Muskelfasern eine
COX-Defizienz hatten.

Auch bei p62 zeigte sich eine sehr inhomogene prozentuale Verteilung. Der Prozentwert lag
zwischen 21,8 % (Biopsie 2) und 3 % (Biopsie 1).

Sowohl COX-Defizienz, p62-Positivitit, TOM20-Positivitit als auch iNOS-Positivitit waren
prozentual bei der Biopsie 2 am meisten vertreten. Die hochsten Prozentwerte fir
oBCrystallin und 6E10 befanden sich in Biopsie 4. Bei der Biopsie 3 war der prozentuale
Anteil der MHC I-positiven Muskelfasern im Vergleich zu den anderen Biopsien am grofB3ten.
Die beiden Marker iNOS (2,8 % bis 6,8 %) und 6E10 (1,7 % bis 5 %) waren vergleichsweise

homogen verteilt und zeigten keine so starken Abweichungen der Prozentwerte zwischen

den Biopsien wie die anderen Marker.

Insgesamt fillt in der Graphik auf, dass in Biopsie 1 alle Marker vergleichsweise schwach

exprimiert waren und fiir alle Farbungen der tiefste bzw. zweittiefste Prozentwert in dieser
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Biopsie zu finden war. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich im Vergleich zu den

anderen drei Biopsien um ein fritheres Stadium in der Pathogenese der IBM handelte.

Die Biopsie 2 zeigte eine sehr starke Expression der Marker p62, TOM20, iNOS und COX-
Defizienz und hatte bei diesen vier Farbungen jeweils den héchsten prozentualen Anteil.
Auch bet der histologischen Betrachtung des Schnittes fiel auf, dass in dieser Biopsie sehr
viele Entziindungszellen im Muskelgewebe zu finden waren, eine sehr grof3e Faserkaliberva-
riation bestand, der Anteil von Fett- und Bindegewebe erh6ht war und das verbliebene Mus-
kelgewebe zum Grof3teil eine abnorme Morphologie hatte. Diese Faktoren deuteten darauf
hin, dass es sich bei dem biopsierten Muskel um einen stark geschadigten Skelettmuskel han-
delte. Die prozentuale Auswertung der Immunhistochemie bestitigte diesen Eindruck, da
die starke Hochregulation von p62, TOM20, iNOS und COX-Defizienz auf Proteinakku-

mulation, mitochondriale Schidigung, Inflammation und Myodegeneration hindeutet.

In Biopsie 3 waren die prozentualen Anteile von aBCrystallin, p62, TOM20, MHC I und
COX-Defizienz verhiltnismafig ausgeglichen (9 % bis 14,4 %) und iNOS wie auch 6E10
zeigten dhnliche Prozentwerte (8,9 % und 3,8 %). Dieser Schnitt hatte von den vier Biopsien
den héchsten prozentualen Anteil an Muskelfasern, die eine verstirkte MHC I-Expression
zeigten. Wenn man die Schnitte der vier Biopsien vergleicht, dann wies Biopsie 3 eine ver-
gleichsweise starke immunhistochemische Positivitit der Marker auf: Fir aBCrystallin, p62,
TOM20, 6E10 und COX-Defizienz wurden jeweils die zweithochsten Prozentwerte bzw.
fir MHC-I der hochste Prozentwert der vier Biopsien in dieser Biopsie festgestellt. Diese
hohe Expression aller Marker ist ein Hinweis darauf, dass sich der Patient aus histologischer

Sicht ebenfalls in einem fortgeschrittenen Stadium der Pathogenese der IBM befand.

Die Biopsie 4 hatte den prozentual hochsten Anteil an aBCrystallin-positiven Muskelfasern.

Die Prozentwerte fur aBCrystallin (11,1 %) und p62 (13,6 %) sind deutlich hoher als die vier
Marker TOM20 (5,6 %), MHC I (5,6 %), iNOS (4,5 %) und 6E10 (5 %), die sehr vergleich-
bare Verteilungen aufwiesen. Der Anteil an COX-Defizienz war in dieser Biopsie am ge-

ringsten.

Des Weiteren gibt es zwei Aspekte, die in der Abbildung 11 auffielen, wenn man die Biopsien
miteinander verglich. In allen Biopsien war der prozentuale Anteil an aBCrystallin-positiven
Muskelfasern geringer als an p62-positiven Fasern. In Biopsie 2 unterschieden sich die bei-
den Werte um ca. 20 %, in den anderen drei Biopsien war der Unterschied deutlich geringer.
Der zweite Aspekt, der bei genauerer Betrachtung auffiel, war, dass p62 in allen vier Biopsien
einen héheren prozentualen Anteil hatte als 6E10. Beide Marker sind Zeichen fiir einen ge-
storten Proteinabbau und darauffolgende Proteinakkumulation. Man wirde erwarten, dass
die beiden Marker dhnlich exprimiert werden; dies war in der vorliegenden Analyse der vier
IBM-Biopsien allerdings nicht der Fall.



3 Ergebnisse 65

3.3.2 Analyse des longitudinalen Verlaufs

Neben der quantitativen Analyse des ganzen Schnitts wurden Zielstrukturen festgelegt, um
den Zellstress bei der Eisschlusskorpermyositis nidher zu untersuchen. Als Zielstrukturen
wurden n = 100 aBCrystallin-positive und -negative Muskelfasern in ihrem longitudinalen
Verlauf verfolgt. Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14 und Abbildung 15 zeigen pro
Biopsie ein Beispiel, wie die Einzelfaseranalyse durchgefihrt wurde: Die aBCrystallin-posi-
tiven Muskelfasern sind in jeder Firbung mit einem Pfeil markiert. In der unmittelbaren
Nachbarschaft zu dieser aBCrystallin-positiven Muskelfaser wurden dann aBCrystallin-ne-
gative Muskelfasern gesucht, die ebenfalls in den verschiedenen Firbungen beziiglich ihres

Firbeverhaltens analysiert wurden (markiert mit einem Punkt).
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Abbildung 12: Biopsie 1.

- = aBCrystallin-positive Muskelfaser, ® = benachbarte aBCrystallin-negative Muskelfasern.
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Abbildung 13: Biopsie 2.
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- = aBCrystallin-positive Muskelfaser, ® = benachbarte aBCrystallin-negative Muskelfasern.
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Abbildung 14: Biopsie 3.
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- = aBCrystallin-positive Muskelfasern, ® = benachbarte aBCrystallin-negative Muskelfasern.
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Abbildung 15: Biopsie 4.

- = aBCrystallin-positive Muskelfasern, ® = benachbarte aBCrystallin-negative Muskelfasern.

Fir eine Firbekontrolle wurde zudem eine Biopsie von einem neuromuskulir gesunden Pa-

tienten mitgefdrbt. Abbildung 16 zeigt Ausschnitte von Firbungen dieser Kontrolle.
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Abbildung 16: Firbekontrollen.

3.3.3 Quantitative Analyse der Einzelfasern

Zunichst wurde fur die Einzelfaseranalyse erfasst, wie viele der n = 100 aBCrystallin-posi-
tiven bzw. -negativen Muskelfasern prozentual von den einzelnen Firbungen angefirbt wur-
den. Im nichsten Schritt wurden die einzelnen Farbemuster genauer betrachtet und Multi-

parameteranalysen angefertigt.

In Abbildung 17 ist dargestellt, zu wie viel Prozent die einzelnen Marker, Atrophie und Hy-

pertrophie in den aBCrystallin-positiven bzw. -negativen Einzelfasern vorlagen.
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Einzelfaseranalyse n = 100 Einzelfasern
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Abbildung 17: Prozentualer Vergleich der positiven Marker, Atrophie und Hypertrophie bei n = 100

aBCrystallin-positiven und n = 100 aBCrystallin-negativen Einzelfasern.

Insgesamt fallt bei Betrachten der Graphik auf, dass alle Marker in den aaBCrystallin-positi-
ven Einzelzellen prozentual stirker exprimiert waren. Bei COX-Defizienz zeigt sich kein
groBer Unterschied (23 % bei aBCrystallin-positiven Einzelfasern, 15 % bei aBCrystallin-
negativen Einzelfasern), doch auch hier unterschied sich die Expression um 8 %. Der Faser-
durchmesser, also der prozentuale Anteil von atrophen und hypertrophen Muskelfasern, je-

weils bezogen auf das Patientengeschlecht, zeigte keinen nennenswerten Unterschied beziig-
lich aBCrystallin-Positivitit und -Negativitit.
Um néher zu untersuchen, welche Bedeutung der Faserdurchmesser hat, wurde analysiert,

ob mit einer Atrophie bzw. Hypertrophie ein gehauftes Auftreten eines Markers einherging.

Es fiel auf, dass der Faserdurchmesser in Bezug auf COX eine interessante Verteilung zeigte:

Von den 21 atrophen aBCrystallin-positiven Einzelfasern hatten zehn eine COX-Defizienz;
von den 28 hypertrophen aBCrystallin-positiven Muskelfasern hatten nur funf ein COX-
Defizit. Von den 20 aBCrystallin-negativen Einzelfasern mit Atrophie hatten neun eine

COX-Detizienz; von den 29 hypertrophen aBCrystallin-negativen Einzelfasern hatte keine
ein COX-Defizit.

Im Vergleich trat somit eher eine Atrophie der Muskelfasern mit einer COX-Defizienz zu-
sammen auf, hingegen konnte bei den hypertrophen Muskelfasern deutlich weniger COX-

Defizienz beobachtet werden.
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Auch beztiglich p62 und Hypertrophie konnte ein vermeintlicher Zusammenhang festgestellt
werden: Von den 78 p62-positiven aBCrystallin-positiven Muskelfasern zeigten 21, d. h.

26,9 % eine Hypertrophie. Von den 23 p62-positiven aber aBCrystallin-negativen Muskel-
fasern waren nur drei hypertroph, das entspricht 13 %. Also scheinen p62 und Hypertophie

in aBCrystallin-positiven Muskelfasern vermehrt gemeinsam aufzutreten.

Es wurden Korrelationsanalysen mit Spearman’schem Korrelationskoeffizient durchgefiihrt.
Das Signifikanzniveau hierfar war alpha = 0,05. In der ersten Korrelationsanalyse wurde das
aBCrystallin-Firbeverhalten im Vergleich zu den einzelnen Firbungen betrachtet. In Ta-
belle 18 sind die Ergebnisse der statistischen Auswertung inklusive p-Wert und Korrelati-

onskoeffizient r angegeben.

Tabelle 18: Ergebnisse der Einzelfaser-Korrelationsanalyse des aBCrystallin-Férbeverhaltens.

Firbungen Statistisch signi- | p-Wert Korrelations-
fikant? koeffizient r
oBCrystallin vs. p62 ja p = < 0,0001 r = 10,5500
aBCrystallin vs. TOM20 ja p = < 0,0001 r = 0,5331
oBCrystallin vs. MHC 1 ja p = < 0,0001 r = 0,3928
oBCrystallin vs. iINOS ja p = < 0,0001 r = 0,4333
aBCrystallin vs. 6E10 ja p = < 0,0001 r = 0,5321
oBCrystallin vs. COX nein p = 0,1508 r = 10,1020
oBCrystallin vs. Atrophie nein p =10,8618 r=0,01239
aBCrystallin vs. Hypertrophie | nein p = 10,8763 r=-0,01108

Es gibt somit mittelstark positive Zusammenhinge, also gute lineare Korrelation beztglich
aBCrystallin-Positivitit bzw. -Negativitit und p62-, TOM20- und 6E10-Anfirbung. Zudem

gibt es einen schwicher positiven Zusammenhang zwischen aBCrystallin-Positivitit und
-Negativitit und MHC I- und iNOS-Anfirbung.

Statistisch nicht signifikant hingegen waren aBCrystallin-Positivitit bzw. -Negativitit und
COX-Detizienz, Atrophie und Hypertrophie bei der Einzelfaseranalyse.

In der zweiten Korrelationsanalyse wurden zwei Gruppen gebildet. So konnte sowohl bei
den aBCrystallin-positiven Einzelfasern eine Korrelationsanalyse der Farbungen gegenei-

nander durchgefihrt werden als auch bei den aBCrystallin-negativen Einzelfasern.
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Um die Korrelationsanalysen beider Gruppen miteinander vergleichen zu kénnen, wurden

sie zusammen in Tabelle 19 dargestellt. Angegeben sind die miteinander verglichenen Fir-

bungen, das aBCrystallin-Firbeverhalten, das Vorliegen einer statistischen Signifikanz, der

p-Wert sowie der Korrelationskoeffizienz r.

Tabelle 19: Ergebnisse der Einzelfaser-Korrelationsanalyse der Firbungen gegeneinander.

Fiarbungen aBCrystallin- Statistisch | p-Wert Korrelations-
Anfirbbarkeit | signifikant? koeffizient r
p62 vs. TOM20 positiv ja p = 0,0002 r = 10,3695
negativ ja p = 0,0336 r=0,2127
p62 vs. MHC I positiv ja p = 0,0013 r=10,3170
negativ nein p = 0,3696 r = 0,09067
p62 vs. iNOS positiv nein p = 0,1448 r = 10,1469
negativ ja p = 0,0086 r=0,2614
p62 vs. 6E10 positiv ja p=<0,0001 |r=0,4416
negativ nein p=0,1071 r=0,1621
p62 vs. COX positiv nein p = 10,2703 r=-0,1113
negativ nein p = 10,0914 r=0,1697
p62 vs. Atrophie positiv nein p = 10,7166 r=10,03675
negativ nein p=0,1571 r = 0,1426
p62 vs. Hypertrophie | positiv nein p = 0,6555 r =-0,04516
negativ nein p = 0,0554 r=-0,1922
TOM20 vs. MHC 1 positiv ja p = 0,0040 r = 10,2854
negativ ja p=<0,0001 |r=0,4063
TOM 20 vs. iINOS positiv nein p=0,1182 r=0,1572
negativ nein p=0,1184 r=0,1572
TOM?20 vs. 6E10 positiv ja p = 0,0270 r=0,2212
negativ nein p = 0,7856 r = 0,02755
TOM20 vs. COX positiv nein p = 0,9804 r = 0,002491
negativ nein p = 0,1065 r=-0,1624
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Firbungen aBCrystallin- Statistisch | p-Wert Korrelations-
Anfirbbarkeit | signifikant? koeffizient r
TOMZ20 vs. Atrophie | positiv nein p = 0,4921 r = 0,06949
negativ nein p = 0,7690 r = 0,02974
TOMZ20 vs. Hypertro- | positiv nein p = 0,3091 r=-0,1027
phie negativ nein p=02505 | r=-0,1160
MHC I vs. iNOS positiv ja p = 0,0011 r = 0,3219
negativ nein p = 0,6022 r =-0,05275
MHC I vs. 6E10 positiv ja p=<0,0001 |r=0,3862
negativ nein p = 10,7201 r = 0,03628
MHC I vs. COX- | positiv nein p = 0,0555 r=-0,1922
Defizienz negativ nein p=04955 | r=-006895
MHC I vs. Atrophie | positiv ja p = 0,0455 r =-0,2005
negativ nein p = 0,6484 r = 0,04616
MHC I vs. Hypertro- | positiv nein p = 10,4918 r = 0,06954
phie negativ nein p=03204 | r=-0,1004
iNOS vs. 6E10 positiv ja p = 0,0023 r = 0,3015
negativ ja p=<0,0001 |r=0,5654
iNOS vs. COX-Defi- | positiv nein p =0,1816 r=0,1347
zienz negativ nein p = 0,5531 t = -0,06001
iNOS vs. Atrophie positiv nein p=0,7773 r = -0,02864
negativ nein p = 0,4801 r=-0,07143
iINOS vs. Hypertro- | positiv nein p=0,3781 r = 0,08909
phie negativ nein p = 0,3663 r =-0,09130
6E10 vs. COX-Defi- | positiv nein p = 0,2095 r=-0,1266
zienz negativ nein p=02933 | r=-0,1061
6E10 vs. Atrophie positiv nein p = 0,2308 r = 0,1209
negativ nein p = 10,2104 r=-0,1263
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Firbungen aBCrystallin- | Statistisch | p-Wert Korrelations-
Anfirbbarkeit | signifikant? koeffizient r
6E10 vs. Hypertro- | positiv nein p = 0,7908 r=0,02686
phi negativ nein p=08117 |r=002413
COX-Defizienz  vs. | positiv ja p = 0,0023 r=0,3016
Atrophie negativ ja p=<00001 |r=04201
COX-Detizienz  vs. | positiv nein p = 0,4511 r=-0,07621
Hypertrophie negativ ja p=00069 |r=-0,2685

Grau markiert sind die Parameter der Korrelationsanalyse, bei denen eine statistische Signifikanz votlag.

In dieser Korrelationsanalyse gab es nur bei den aBCrystallin-negativen Einzelfasern zwi-
schen iNOS und 6E10 eine deutlich positive statistische Signifikanz. Zwischen den anderen
Farbungen gab es keine oder weniger deutliche statistische Korrelationen. Weder zwischen
TOM20 und COX-Defizienz, noch zwischen TOM20 und iNOS, noch zwischen
iNOS und COX-Defizienz bestand eine statistische Signifikanz.

3.3.4 Morphologie der aBCrystallin-positiven Einzelfasern

Nur drei der 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern hatte eine normale Morphologie. Die
anderen Muskelfasern wiesen internalisierte Zellkerne, Vakuolen, ein zerkliftetes Sarkolemm

oder Anzeichen von Atrophie bzw. Hypertrophie auf.

Zwei der drei morphologisch normalen Einzelfasern waren p62-positiv, TOM20-positiv,
MHC I-positiv, iNOS-positiv, 6E10-positiv und zeigten keine COX-Defizienz. Die andere
Einzelfaser, die aBCrystallin-positiv und morphologisch unauffillig war, zeigte nur in der
MHC I und in der 6E10-Firbung ein positives Fluoreszenzsignal und hatte ebenfalls keine
COX-Defizienz.

3.3.5 Lokalisation des TOM20 Fluoreszenzsignals in aBCrystallin-positiven

Einzelfasern

Von den 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern zeigten 65 auch ein Firbesignal in der
TOM20-Fluoreszenzfirbung. Hierbei wurde untersucht, wo das TOM20-Fluoreszenzfirbe-
signal im Muskelfaserquerschnitt lokalisiert ist. In Abbildung 18 ist die prozentuale Vertei-
lung der Morphologie des TOM20-Firbesignals dargestellt.
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Lokalisation des TOM20-Fluoreszenzsignals
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Abbildung 18: Prozentuale Verteilung der Lokalisation des TOM20-Fluoreszenzsignals in den n = 100

aBCrystallin-positiven Einzelfasern.

Die TOM20-positiven Muskelfasern zeigten verschiedene Firbeverhalten des Fluoreszenzsignals: A) ganzes
Sarkoplasma mit Aussparung von Vakuolen bzw. Einschliissen gefirbt, B) nur oder v. a. Einschlisse gefirbt,
C) unregelmiBige Firbung des Sarkoplasmas, D) hauptsichlich Sarkolemm gefirbt, E) insbesondere Sarko-
lemm und Einschliisse gefirbt. Zum Vergleich wurde auch dargestellt, wie viel Prozent der n = 100 aBCrystal-

lin-positiven Einzelfasern TOM20-negativ waren.

Von den 65 TOM20- und aBCrystallin-positiven Einzelfasern zeigten 42 Muskelfasern ein
Fluoreszenzsignal im ganzen Sarkoplasma mit Aussparung von Vakuolen und Einschliissen.
Dies entspricht von den 65 doppelt-positiven Muskelfasern einem Prozentsatz von rund
64 % und ist somit die mit Abstand haufigste Verteilung des TOM20-Fluoreszenzsignals.
Andere Lokalisationen des TOM20-Fluoreszenzsignals (beispielsweise Farbung der Ein-
schlisse bzw. Vakuolen, Firbung des Sarkolemms ohne Firbesignal des Sarkoplasmas etc.)

waren bei deutlich weniger Muskelfasern zu sehen.

3.3.6 Multiparameteranalyse der aBCrystallin-positiven Einzelfasern

Bei der Analyse der n = 100 auBCrystallin-positiven Einzelfasern gab es Farbemuster, welche
mehrfach vertreten waren. Dies bedeutet, dass mehrfach genau die gleiche Expression von
Markern festgestellt wurde. Farbemuster, die bei mindestens fiinf Muskelfasern identisch

waren, sind in Tabelle 20 aufgelistet.
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Tabelle 20: Anzahl bzw. entsprechender Prozentwert des Farbemusters ausgehend von aBCrystallin-

positiven Einzelfasern.

Anzahl bzw. entspre- | Firbemuster

chender Prozentwert

13xd. h. 13 % aBCrystallin-positiv, p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-
positiv, INOS-positiv, 6E10-positiv, COX-Defizienz-negativ

9xd. h. 9% aBCrystallin-positiv, p62-positiv, TOM20 positiv, MHC I-po-
sitiv, INOS-negativ, 6E10-positiv, COX-Defizienz-negativ

8xd.h.8% auBBer aBCrystallin alle Marker negativ d. h. aBCrystallin-po-
sitiv, p62-negativ, TOM20-negativ, MHC I-negativ, iNOS-ne-
gativ, 6E10-negativ, COX-Defizienz-negativ

7xd. h. 7% aBCrystallin-positiv, p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-ne-
gativ, iNOS-negativ, 6E10-positiv, COX-Defizienz-negativ

7xd. h. 7% aBCrystallin-positiv, p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-ne-
gativ, iINOS-negativ, 6E10-negativ, COX-Defizienz-negativ

6xd. h. 6% aBCrystallin-positiv, p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-
positiv, INOS-negativ, 6E10-negativ, COX-Defizienz-negativ

5xd. h.5% aBCrystallin-positiv, p62-positiv, TOM20-negativ, MHC I-
negativ, iNOS-negativ, 6E10-positiv, COX-Defizienz-negativ

In die Tabelle aufgenommen wurden nur Firbemuster, die mindestens fiinfmal vorhanden waren.

In Abbildung 19 sind in einem Flussdiagramm die Firbemuster der aBCrystallin-positiven

Einzelfasern dargestellt. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit sind in dieser Abbildung

nur die 78 Muskelfasern dargestellt, die p62-positiv waren.
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Abbildung 19: Flussdiagramm der aBCrystallin-positiven Einzelfasern.
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Um eine iibersichtliche Darstellung zu gewiéhrleisten wurden von den n = 100 a.BCrystallin-positiven Einzel-

fasern nur die 78 p62-positiven Muskelfasern in diesem Flussdiagramm dargestellt. Firbemuster, die von min-

destens finf Muskelfasern gleich exprimiert wurden, sind gelb markiert.
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Hervorzuheben ist, dass 13 % der aBCrystallin-positiven Muskelfasern p62-positiv,
TOM20-positiv, MHC I-positiv, iNOS-positiv, 6E1-positiv, COX-Defizienz-negativ waren
und 9 % der aBCrystallin-positiven Einzelfasern sich von dem genannten Firbemuster nur
durch eine iNOS-Negativitit unterschieden. Betrachtet man diese Firbemuster nun gemein-
sam und lieBe iNOS unberticksichtigt, so lie3 sich feststellen, dass 22 % der aBCrystallin-
positiven Einzelfasern p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-positiv und 6E10-positiv waren
und keine COX-Defizienz aufwiesen.

Lisst man zusitzlich zu iNOS noch 6E10 aufler Betracht, dann waren von den n = 100

aBCrystallin-positiven Einzelfasern 30 Muskelfasern p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-
positiv und hatten keine COX-Defizienz.

Ein weiteres Farbemuster, dass hiufig vorlag, war p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-ne-
gativ, INOS-negativ und keine COX-Defizienz. Dieses Firbemuster fand sich bei 14 der 100
aBCrystallin-positiven Einzelfasern. Von diesen 14 Muskelfasern waren sieben 6E10-positiv
und sieben 6E10-negativ.

Acht der 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern waren fir alle anderen Marker negativ,
d. h. p62-negativ, TOM20-negativ, MHC I-negativ, iNOS-negativ, 6E10-negativ und keine
COX-Defizienz. Alle acht dieser Muskelfasern zeigten dennoch eine verinderte Morpholo-
gie, d. h. sie hatten internalisierte Zellkerne, Vakuolen oder sahen aufgrund von zerklifteten

Zellrindern geschiadigt aus.

3.3.7 Multiparameteranalyse der aBCrystallin-negativen Einzelfasern

Auch bei der Analyse der n = 100 auBCrystallin-negativen Einzelfasern gab es wiederholt
auftretende Firbemuster. In Tabelle 21 sind die Firbemuster aufgelistet, die bei wenigstens

funf Muskelfasern identisch waren.
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Tabelle 21: Anzahl bzw. entsprechender Prozentwert des Farbemusters ausgehend von aBCrystallin-

negativen Einzelfasern.

Anzahl bzw. entspre- | Firbemuster

chender Prozentwert

54xd. h. 54 % alle Marker negativ, d. h. aBCrystallin-negativ, p62-negativ,
TOM20-negativ, MHC I-negativ, iNOS-negativ, 6E10-nega-
tiv, COX-Defizienz-negativ

9xd. h. 9% aBCrystallin-negativ, p62-negativ, TOM20-negativ, MHC I-
negativ, iNOS-negativ, 6E10-negativ, COX-Defizienz-positiv

9xd. h. 9% aBCrystallin-negativ, p62-positiv, TOM20-negativ, MHC I-
negativ, iINOS-negativ, 6E10-negativ, COX-Defizienz-negativ

5xd. h.5% aBCrystallin-negativ, p62-positiv, TOM20-negativ, MHC I-
negativ, iNOS-negativ, 6E10-negativ, COX-Defizienz-positiv

In die Tabelle aufgenommen wurden nur Firbemuster, die mindestens fiinfmal vorhanden waren.

Die Abbildung 20 zeigt in einem Flussdiagramm die Firbemuster der aBCrystallin-negativen
Einzelfasern. Um das Flussdiagramm tbersichtlicher zu gestalten, sind nur die 77 Muskelfa-

sern dargestellt, die p62-negativ waren.
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Abbildung 20: Flussdiagramm der aBCrystallin-negativen Einzelfasern.

Um eine tibersichtliche Darstellung zu gewihtleisten wurden von den n = 100 aBCrystallin-negativen Einzel-
fasern nur die 77 p62-negativen Muskelfasern in diesem Flussdiagramm dargestellt. Die Firbemuster, die von

mindestens fiunf Muskelfasern gleich exprimiert wurden, sind gelb markiert.
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Uber die Hilfte (54 %) der aBCrystallin-negativen Einzelfasern waren in allen Firbungen
negativ angefirbt, d. h. aBCrystallin-negativ, p62-negativ, TOM20-negativ, MHC I-negativ,
iNOS-negativ, 6E10-negativ und keine COX-Defizienz.

Lisst man die beiden Marker p62 und COX auller Betracht, sind 77 der 100 Einzelfasern
aBCrystallin-negativ, TOM20-negativ, MHC I-negativ, iNOS-negativ und 6E10-negativ.

3.3.8 Zweistufige Multiparameteranalyse der aBCrystallin-positiven und

aBCrystallin-negativen Einzelfasern

Als weitergehende Untersuchung der simultanen Expression der Marker wurde eine zwei-
stufige prozentuale Quantifizierung vorgenommen. Hierbei wurde ausgehend von den
n = 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern jeweils bestimmt, wie viel Prozent der Einzel-
fasern fir die sechs Immunfirbungen positiv war. Dann wurde von den positiven Fasern
dieser Farbung ausgehend betrachtet, wie viel Prozent in einer zweiten Farbung positiv wa-
ren. Beispielsweise waren von den n = 100 aBCrystallin-positiven Einzelzellen 78, d. h. 78 %
p62-positiv. Von diesen 78 % waren wiederum 73,4 % auch TOM20-positiv, 56,4 % auch
MHC I-positiv, 39,7 % auch iNOS-positiv, 66,7 % auch 6E10-positiv und 20,5 % hatten
eine COX-Defizienz.

Fir die n = 100 aBCrystallin-negativen Einzelfasern wurde entsprechend genauso vorge-

gangen.

Zur besseren Veranschaulichung wurde jeweils ein Flussdiagramm erstellt, das die Prozent-
zahlen der zweistufigen Quantifizierung angibt. Hierbei wurden die Kiéstchen mit einer Farb-
schattierung, die der Prozentzahl entspricht, eingefirbt. Die Farbschattierung wurde in 25 %o-
Schritten vorgenommen, d. h. sehr hell = 0-25 %, hell = 26-50 %, dunkel = 51-75 %, sehr
dunkel = 76-100 %. Abbildung 21 und Abbildung 22 zeigen diese beiden Flussdiagramme.
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Abbildung 21: Zweistufige prozentuale Auswertung der n = 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern.

Ausgehend von den 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern ist in der ersten Stufe angegeben, zu welchem

Anteil die aBCrystallin-positiven Fasern auch fiir einen zweiten der sechs weiteren Marker positiv waren. In

der zweiten Stufe wird (ausgehend von Positivitit in der ersten Stufe) angegeben, wie viele der Einzelfasern

auch in einer dritten Firbung positiv gefirbt waren. Die Farbschattierung entspricht der Prozentzahl (sehr

hell = 0-25 %, hell =

26-50 %, dunkel = 51-75 % und seht dunkel = 76-100 %o).
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Abbildung 22: Zweistufige prozentuale Auswertung der n = 100 aBCrystallin-negativen Einzelfasern.

Von den 100 aBCrystallin-negativen Fasern ausgehend ist in der ersten Stufe des Flussdiagramms angegeben,
zu welchem Anteil die aBCrystallin-negativen Muskelfasern fir eine der sechs weiteren Farbungen positiv wa-
ren. In der zweiten Stufe wird (ausgehend von Positivitit in der ersten Stufe) angegeben, wie viele der Einzel-

fasern auch in einer zweiten Firbung positiv gefirbt waren. Die Farbschattierung entspricht der Prozentzahl
(seht hell = 0-25 %, hell = 26-50 %, dunkel = 51-75 % und sehr dunkel = 76-100 %).

Beim Vergleich der beiden Abbildungen fiel schon im Hinblick auf die Farbschattierung auf,
dass das Flussdiagramm der aBCrystallin-positiven Einzelfasern deutlich dunklere Farb-
schattierungen beinhaltete. Beim genaueren Betrachten der Prozentwerte konnte man im
Vergleich sehen, dass bei den meisten Firbungen deutlich héhere Prozentzahlen erreicht
wurden, wenn von einer aBCrystallin-positiven Einzelzelle ausgegangen wurde. Bemerkens-

wert in dieser zweistufigen Analyse waren folgende Aspekte:

3.3.8.1 Koexpression

Die hochste Rate an Koexpression zeigte p62. Bei einer Firbe-Positivitit in der ersten Stufe
waren in der zweiten Stufe 69,6 % bis 94,5 % der Muskelfasern auch fiir p62-positiv. Die
zweithochste Rate an Koexpression lag fiir TOM20 vor. 65,2 % bis 79,2 % der in der ersten
Stufe positiven Muskelfasern zeigten auch eine erhéhte TOM20-Expression.

3.3.8.2 COX

In der zweiten Stufe erreichte die COX-Defizienz nur bei iNOS-positiven Muskelfasern ei-
nen Anteil von Gber 30 %. Bei den anderen Firbungen hatten bei einer Positivitit in der

ersten Stufe nur maximal 23,1 % der Muskelfasern auch eine COX-Defizienz. Von COX-
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defizienten Muskelfasern ausgehend war der Anteil anderer positiven Firbungen deutlich
héher. Das bedeutet, dass bei einer Hochregulation von p62, TOM20, MHC I, iNOS oder
6E10 eine COX-Defizienz cher seltener war. Bei Vorliegen einer COX-Defizienz war hin-
gegen ein groferer Anteil auch in anderen Firbungen positiv. Insgesamt war die Rate an
Koexpression eines anderen Markers bei COX-defizienten Fasern vergleichsweise niedriger

als bei den anderen Firbungen.

3.3.8.3 TOM20 und COX

Auch wenn sowohl TOM?20-Positivitat als auch COX-Defizienz eine mitochondriale Scha-

digung anzeigen, waren dennoch diese beiden Marker nur in einem kleinen Teil der Einzel-
fasern gleichzeitig exprimiert. Von den 65 TOM20-positiven auBCrystallin-positiven Einzel-

fasern zeigten nur 15 eine COX-Defizienz; von den 13 TOM20-positiven a.BCrystallin-ne-

gativen Muskelfasern hatte keine Faser eine COX-Defizienz vorliegen.

3.3.8.4 TOM20 und p62

Bei 58 der 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern waren sowohl p62 als auch TOM20

hochreguliert; dies trifft nur auf sechs der 100 aBCrystallin-negativen Einzelfasern zu.

3.3.8.5 6E10 und p62

Sowohl p62 als auch 6E10 sind Marker fir eine Proteindegeneration und -Akkumulation.
Ausgehend von aBCrystallin-positiven Muskelfasern waren 66,7 % p62-positiven Fasern
auch 6E10-positiv und 94,5 % der 6E10-positiven Muskelfasern auch p62-positiv angefirbt.
Insgesamt zeigten 52 der 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern sowohl fir p62 als auch
tir 6E10 eine Hochregulation. Diese zeitgleiche Koexpression deutet auf vielfaltige Prozesse
der Proteinakkumulation hin. Nur drei der 100 aBCrystallin-negativen Einzelfasern waren

sowohl fiir p62 als auch fiir 6E10-positiv angefirbt.

3.3.8.6 iNOS und MHC 1

Es waren 36 der 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern iNOS-positiv — bei den aBCrystal-

lin-negativen waren es nur zwei der 100 Einzelfasern.

In den aBCrystallin-positiven Einzelfasern war eine vermehrte iNOS-Hochregulation pro-
zentual am haufigsten in MHC I-positiven Muskelfasern zu finden; andererseits trat auch
eine verstirkte MHC I-Expression prozentual am haufigsten in iNOS-positiven Muskelfa-
sern zusammen auf. So zeigten von den 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern 48 eine
vermehrte MHC I-Expression und 36 eine iNOS-Hochregulation; 25 der 100 Einzelfasern

exprimierten beide Marker gleichzeitig.
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4 Diskussion

Bei der Einschlusskorpermyositis handelt es sich zwar um die haufigste idiopathische in-
flammatorische Myopathie bei tber 50-Jahrigen, doch durch die teilweise unspezifischen
Symptome und den chronisch-progredienten Krankheitsverlauf tiber viele Jahre hinweg ist
die Diagnose oft erschwert. Durch die Muskelschwiche kommt es zu immer mehr Ein-
schrinkungen im Alltag und einer zunehmenden Minderung der Lebensqualitit. Bisher sind
die Pathomechanismen, die zu der IBM fiihren, noch nicht vollends verstanden, was die

Suche nach einem erfolgreichen Therapiekonzept erschwert (Schmidt und Schmidt 2017).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die histopathologischen Merkmale der Einschlusskor-
permyositis mit besonderem Augenmerk auf die Zellstressparameter zu untersuchen. Der
Zusammenhang der histopathologischen Auffilligkeiten und Marker ist relevant fiir das Ver-
stindnis der molekularen Mechanismen, die zur Krankheitsentstehung und -Aufrechterhal-
tung fihren bzw. den chronisch-progredienten Verlauf bedingen. Mit drei verschiedenen

Methoden wurden die histopathologischen Prozesse der IBM dargestellt und analysiert.

In diesem Abschnitt werden die drei methodischen Ansitze jeweils in Bezug auf ihre Aussa-
gekraft diskutiert und in die wissenschaftliche Literatur eingeordnet. Die Fallstudie und die
Einzelfaseranalyse werden gemeinsam betrachtet und miteinander in Zusammenhang ge-
bracht.

4.1 Fallstudie und Einzelfaseranalyse

4.1.1 Besondere Bedeutung der Fallstudie und Einzelfaseranalyse

Das posthum entnommene Muskelgewebe eines bekannten IBM-Patienten ist eine auf3erge-
wohnliche Moglichkeit, um einen Einblick in das Zusammenspiel histopathologischer Mar-
ker mit dem klinischen Erscheinungsbild zu bekommen. Generell wird eine Biopsie nur ent-
nommen, um den Verdacht auf eine IBM-Diagnose zu bestitigen bzw. eine genaue Einord-
nung in die Gruppe der Myositiden zu erméglichen. Eine weitere Biopsie im Krankheitsver-
lauf ist uniiblich, insbesondere nicht von mehreren Muskeln gleichzeitig. Die wihrend der
Obduktion entnommenen Muskelgewebeproben des Patienten bieten eine Gelegenheit, eine
Verbindung zwischen den Symptomen wie z. B. Muskelschwiche und molekularen Zeichen
von Inflammation und Degeneration herzustellen. Auch die Verkniipfung der histopatholo-
gischen Parameter miteinander auf Grundlage mehrerer Muskeln statt nur einer Biopsie kann
abbilden, wie die IBM sich zu einem definierten Zeitpunkt an mehreren Lokalisationen im

Korper prisentiert.

Die Einzelfaseranalyse ist eine passende Erginzung zur Fallstudie, da hierbei analysiert wer-
den konnte, welche Marker simultan in der gleichen Muskelzelle exprimiert waren. Somit
koénnen beide Aspekte gemeinsam betrachtet werden: Einerseits die Expression der immun-

histochemischen Marker in verschiedenen Muskeln eines Patienten inklusive ihrer klinischen
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Symptomatik; andererseits die zeitgleiche Expression auf Einzelfaserebene von vier verschie-

denen IBM-Patienten.

4.1.2 Atrophie und Muskelkraft

Alle 14 Muskelproben der Fallstudie zeigten histopathologische Auffilligkeiten. Es lag in
allen Proben mehr Bindegewebe und mehr Fett als in gesundem Muskelgewebe vor und der
Atrophiefaktor war in unterschiedlich starkem Ausmal3 in allen Proben erhoht (sieche Ta-
belle 14). Bei der Routinediagnostik der IBM wird lediglich eine Biopsie entnommen, sodass
keine Aussage tber den Grad der Atrophie auf mikroskopischer Ebene in den anderen Mus-
keln gemacht werden kann. In einer MRT-Studie von 2017 wurde bei zwolf IBM-Patienten
eine MRT-Untersuchung der oberen und unteren Extremitit durchgefiithrt (Guimaraes et al.
2017). Bei jedem Patienten wurden 64 Muskeln beziiglich Atrophie, Fettinfiltration und Ode-
men untersucht. Bei elf der zwolf Patienten lag eine muskuldre Atrophie vor. Im Mittel waren
38 von den 64 untersuchten Muskeln (d. h. 59,38 %) von Atrophie betroffen (range: 0-58).
Zudem korrelierten Muskelschwiche und Atrophie in der MRT-Studie miteinander.

Die Atrophie in allen 14 untersuchten Muskeln des Fallstudien-Patienten in Zusammenschau
mit der MRT-Studie lisst vermuten, dass bei IBM im Krankheitsvetlauf der Grolteil der
Muskeln von Atrophie betroffen ist. Auch klinisch unauffillige Muskeln in der MRC-Mus-
kelkrafttestung (Compston 2010) waren bei dem Patienten im histologischen Priparat von
Atrophie betroffen. Dies beruht wahrscheinlich darauf, dass — wie schon berichtet (Hilton-
Jones und Brady 2016) — die manuelle Muskelkrafttestung, z. B. MRC-Kraftgrad oder Kraft-
grad nach Janda, keine zuverlissige Methode ist, um die Muskelkraft zu testen. So wird be-
schrieben, dass es bei KG > 3/5 zu einem Deckeneffekt mit reduzierter Sensitivitit kommt
(Rider et al. 2011). Dies ist zurtickzuftihren auf das Eigengewicht der Extremititen des Pati-
enten und der Stirke des Untersuchers, die eine geringe Schwiche unentdeckt lassen kénnen.
Auch die Kompensation durch synergistische Muskeln bzw. die Testung funktioneller Mus-

kelgruppen anstelle einzelner Muskeln kénnen das Ergebnis verfilschen.

Es muss beachtet werden, dass der Begriff ,,Atrophie® sich MR-morphologisch und in der
klinischen Untersuchung auf ein verringertes makroskopisches Volumen bzw. Umfang be-
zieht, dies kann sowohl aus einer reduzierten Muskelfaseranzahl als auch Muskelfaserdurch-
messer resultieren. Histopathologisch hingegen bezeichnet eine Atrophie einen verringerten
Muskelfaserdurchmesser. Dies erschwert es, die klinische Untersuchung, MRT-Untersu-

chungsergebnisse und die Histopathologie miteinander zu vergleichen.

4.1.3 Hypertrophie und p62

In den Muskelproben des Patienten der Fallstudie konnte zudem ein méglicher Zusammen-
hang zwischen Muskelfaser-Hypertrophie und vermehrter p62-Expression festgestellt wer-
den (siche Kapitel 3.1.6). In einer Studie wurden kultivierte Kardiomyozyten oxidativem

Stress in Form von Wasserstoffperoxid (H2O) ausgesetzt, wodurch es zu einer gesteigerten
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p62-Expression d. h. zu einer gestorten Protein-Autophagie kam (Wang JP et al. 2018). Der
oxidative Stress bewirkte an den Kardiomyozyten zudem eine Hypertrophie und die Autoren
der Studie stellten die Hypothese auf, dass eine reduzierte Autophagie, detektierbar u. a.
durch p62-Positivitit, zu kardialer Hypertrophie fiihrt.

In der Einzelfaseranalyse zeigte sich, dass prozentual deutlich mehr p62-positive Muskelfa-
sern mit Hypertrophie in aBCrystallin-positiven statt -negativen Muskelfasern zu finden wa-
ren (siche Kapitel 3.3.3). Dies passt zu der Hypothese der oben genannten Studie, dass
Stress —in der Studie von Wang JP et al. (2018) in Form von H,O, in der vorliegenden
Arbeit abgeleitet aus aBCrystallin-Positivitit — zu vermehrter p62-Expression und dies wie-
derum zu Hypertrophie fihrt. Doch da in der Einzelfaseranalyse nur ein Viertel der
aBCrystallin- und p62-positiven Muskelfasern eine Hypertrophie zeigte, kann fiir diesen hy-
pothetischen Zusammenhang zwar eine Tendenz beobachtet werden, aber die vorliegenden

Ergebnisse lassen keine grundsitzliche Aussage zu.

Die Studie von Wang JP et al. (2018) wurde zwar an Kardiomyozyten durchgefithrt, wiirde
sich aber auf die histopathologischen Merkmale der IBM tibertragen lassen. Bei der Fallstudie
kann ein Zusammenhang zwischen p62 und Hypertrophie angenommen werden, die Ein-
zelfaseranalyse (siche Kapitel 3.3.3) zeigt, dass dies insbesondere in aBCrystallin-positiven
Muskelfasern anzunehmen ist. Diese Prozesse von Zellstress, Proteinakkumulation und Hy-
pertrophie spielen vermutlich gemeinsam eine Rolle der Entstehung von Myodegeneration
bei der IBM.

4.1.4 oaBCrystallin-Positivitit und -Negativitit in der Einzelfaseranalyse

In der Einzelfaseranalyse von jeweils n = 100 Einzelfasern konnte die Expression verschie-
dener Marker in Bezug auf aBCrystallin-Positivitit und -Negativitit untersucht werden. Es
ist beim Betrachten der Abbildung 17 offensichtlich, dass alle Marker in den aBCrystallin-
positiven Einzelfasern prozentual mehr exprimiert waren als in den aBCrystallin-negativen
Muskelfasern. Fur die Marker p62, TOM20, MHC I, iNOS und 6E10 liegen in der Einzelfa-
seranalyse statistisch signifikante Korrelationen beztglich aBCrystallin vor. Dies zeigt, dass
Zellstress mit den anderen Prozessen der Pathogenese der IBM (Inflammation, Proteinak-
kumulation und Myodegeneration) in engem Zusammenhang steht und moglicherweise eine

Schlisselrolle spielen kénnte, so wie schon von Muth et al. (2009) vermutet.

Von den 100 aBCrystallin-negativen Muskelfasern (siche Tabelle 21) waren bei 54 Fasern
alle Marker negativ, (d. h. p62-negativ, TOM20-negativ, MHC I-negativ, iNOS-negativ,
6E10-negativ, COX-Defizienz-negativ). Von den 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern
(siehe Tabelle 20) waren hingegen nur acht Fasern fir alle Marker negativ. Diese acht Mus-
kelfasern zeigten aber trotzdem eine abnorme Morphologie, d. h. sie hatten Vakuolen, inter-
nalisierte Zellkerne o. 4. Insgesamt hatten von den 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern

nur drei Fasern eine normale Morphologie und kénnten als x-fibers bezeichnet werden
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(Banwell und Engel 2000), diese drei waren aber trotzdem positiv fiir immunhistochemische
Marker.

Bei der Auswertung der Einzelfaseranalyse zeigte sich, dass einige Firbemuster gehauft auf-
traten. Dies deutet darauf hin, dass die entsprechenden Marker des Farbemusters Prozesse
widerspiegeln, die sich zeitgleich in den Muskelfasern abspielen. Betrachtet man ausgehend
von oBCrystallin-positiven Einzelfasern (siche Kapitel 3.3.6) alle sechs Marker, so ist das
hiufigste Muster folgendes: p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-positiv, iNOS-positiv,
6E10-positiv, COX-Defizienz negativ. Dieses Muster wurde von 13 Muskelfasern expri-
miert. Lisst man die beiden prozentual am wenigsten vertretenen Marker iNOS und COX-
Defizit auBBer Betracht, so liegt das Muster p62-positiv, TOM20-positiv, MHC I-positiv und
6E10-positiv bei 28 von 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern vor. Dies bestitigt erneut
die oben genannte Hypothese von Muth et al. (2009), dass Zellstress, Inflammation (MHC
I), Proteinakkumulation und die Degeneration der Muskelfaser eng miteinander zusammen-
hingen. Des Weiteren scheint eine TOM20-Hochregulation und die damit verbundenen mi-
tochondrialen Abnormititen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese der IBM zu

spielen (s. u.).

415 p62, 6E10 und aBCrystallin

Das Protein p62 ist sowohl protektiv in die Prozesse von Zelliiberleben als auch in die pa-
thologischen Prozesse, die zum Zelluntergang fithren, involviert. Es wird als histochemischer

Marker fir Proteinakkumulation genutzt, die zur Amyloidentstehung fihren kann. Auch
aBCrystallin scheint ein Marker fir nachfolgende Proteinakkumulation zu sein: In einer Stu-
die wurde gezeigt, dass eine vermehrte Expression mit einer Akkumulation von -Amyloid
d. h. 6E10 einhergeht. Hieraus wurde die Vermutung aufgestellt, dass ein gesteigertes Vor-
kommen von aBCrystallin der B-Amyloid-Akkumulation vorausgehen kénne (Muth et al.

2009). Somit wire eine aBCrystallin-Anfirbung Anzeichen fiir eine nachfolgende Protein-

Akkumulation bzw. Amyloid-Ablagerung — wie auch p62.

Auch in den Muskelproben der Fallstudie und in den Biopsien der Einzelfaseranalyse war

ein Zusammenhang zwischen aBCrystallin und p62 erkennbar und wiirde die Vermutung
von Muth et. al (2009) aus der o. g. Studie bestitigen. Bei dem IBM-Patienten der Fallstudie
hatten alle sechs Muskelproben mit p62-Hochregulation einen Anteil von tber 15 %

oBCrystallin-positiven Fasern (siche Abbildung 4). In der Einzelfaseranalyse lagen sowohl
fir p62- als auch fir 6E10-Expression beztglich aBCrystallin-Positivitit statistisch signifi-

kante Zusammenhinge in der Korrelationsanalyse vor (siche Tabelle 18). Von den 100
aBCrystallin-positiven Einzelfasern hatten 52 sowohl fir p62 als auch fir 6E10 eine ver-

stirkte Expression. Bei den 100 aBCrystallin-negativen Muskelfasern zeigten nur drei so-

wohl fir p62 als auch fiir 6E10 eine Hochregulation.
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Das simultane Vorhandensein der drei Marker konnte bedeuten, dass sie im gleichen Stadium
der Pathogenese beteiligt und damit nachweisbar sind. Dies wiirde zu der Hypothese passen,
dass aBCrystallin wie auch p62 eine Rolle bei den Mechanismen der Proteinakkumulation,
beispielsweise in Form von 6E10 d. h. B-Amyloid, spielt und die beiden Marker miteinander

einhergehen.

Des Weiteren ist aBCrystallin als Hitzeschock-Protein ein Zellstress-Marker. Auch fir p62
wurde (an peritonealen Makrophagen von Miusen) gezeigt, dass vermehrter oxidativer Stress
eine Induktion der p62-mRNA bewirkt (Ishii et al. 1996). Somit scheinen p62 und aBCrystal-
lin nicht nur bei Proteinakkumulation mitzuwirken, sondern die Expression beider Marker
wird durch Zellstress stimuliert. Auch diese Verkniipfung passt zu dem Auftreten beider
Marker in den sechs p62-positiven Muskelproben der Fallstudie (siche Abbildung 4). In der
Einzelfaseranalyse war p62 sogar der Marker, der die hochste Koexpression mit aBCrystal-

lin-Positivitit zeigte, da von den 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern 78 auch fir p62
positiv waren (siche Abbildung 21). Des Weiteren war p62 auf Einzelfaserebene der Marker,
der in aBCrystallin-positiven Muskelfasern die hochsten Anteile an Koexpression beztiglich
der anderen Firbungen zeigte. Ausgehend von aBCrystallin-positiven Einzelfasern waren
bei einer Positivitit in der ersten Stufe (siche Abbildung 21) in der zweiten Stufe 69,6 % bis
94,5 % der Einzelfasern auch fiir p62 positiv angefirbt. Dies bestitigt erneut die Hypothese,
dass nicht nur aBCrystallin sondern auch p62 im Zuge von Zellstress ein aussagekriftiger
Marker sein kann. Da p62-Positivitit in der Einzelfaseranalyse mit einem hohen Anteil an
Koexpression anderer IBM-typischer Marker einherging, kann angenommen werden, dass

bei Zellstress die Proteinakkkumulation eine Schliisselrolle spielt.

Obwohl p62 stark voneinander abweichende prozentuale Anteile in den vier IBM-Biopsien
der Einzelfaseranalyse zeigte (3 % bis 21,8 % p62-positive Muskelfasern im gesamten Schnitt,
siche Abbildung 11), war der prozentuale Anteil dennoch bei allen vier Biopsien fur p62-

Hochregulation hoher als fir aBCrystallin- und 6E10-Expression. Dies kann einerseits be-

deuten, dass eine gestorte Autophagie ein friherer bzw. initial stirkerer Prozess in der IBM

als Zellstress und B-Amyloid-Akkumulation ist; andererseits kann es auch ein Zeichen dafiir

sein, dass p62 ein unspezifischerer Marker histopathologischer Prozesse bei der IBM ist.

4.1.6 COX-Defizienz, TOM20 und aBCrystallin

Von den immunhistochemischen Markern zeigten funf einen statistisch signifikanten Zu-
sammenhang zu aBCrystallin (p62, MHC I, TOM20, iNOS und 6E10), einzig bei COX lag
keine Korrelation zu aBCrystallin in der Einzelfaseranalyse vor (siche Tabelle 18). Bei 23 %

der aBCrystallin-positiven- und 15 % der aBCrystallin-negativen Einzelfasern zeigte sich
eine COX-Defizienz (siche Abbildung 21 und Abbildung 22). Es gibt somit zwar eine Ten-
denz, aber eine eindeutige Parallelitit der beiden Marker war in der vorliegenden Arbeit nicht

zu beobachten.
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Bei der Auswertung des Faserdurchmessers fiel in der Einzelfaseranalyse auf, dass COX-
defiziente Muskelfasern unabhingig von der aBCrystallin-Expression haufiger atroph als hy-

pertroph waren (siche Kapitel 3.3.3). In der Korrelationsanalyse zeigte sich fiir aBCrystallin-

positive Einzelfasern eine statistische Signifikanz zwischen COX-Defizienz und Atrophie.

Bei aBCrystallin-negativen Einzelfasern gab es eine statistische Korrelation zwischen COX-
Defizienz und Hypertrophie sowie zwischen COX-Defizienz und Atrophie (siche Ta-
belle 19). Bei der Fallstudie waren in den 14 ausgewerteten Muskelproben die Anteile an
COX-defizienten Muskelfasern zu gering fiir eine vergleichende Auswertung. Des Weiteren
konnte in der Einzelfaseranalyse festgestellt werden, dass bei COX-defizienten Muskelfasern
der Anteil an Koexpression anderer Marker vergleichsweise geringer war als bei den anderen
Farbungen (siche Abbildung 21 und Abbildung 22). Somit scheint eine COX-Defizienz in
der vorliegenden Arbeit weder eindeutig mit Zellstress noch offensichtlich mit den anderen
Markern einherzugehen. Dies ldsst vermuten, dass eine COX-Defizienz erst spit in der Pa-
thogenese auftritt: erst sind andere Marker im IBM-Muskelgewebe positiv; wenn aber eine
COX-Detizienz vorliegt, dann sind zum grof3eren Anteil auch die anderen Marker vorhan-
den. Zudem zeigt die statistische Signifikanz zwischen COX-Defizienz, Atrophie und Hy-
pertrophie, dass viele Muskelfasern morphologisch bereits beeintrachtigt sind, wenn eine
COX-Defizienz auftritt.

Sogar TOM20 zeigte wider Erwarten keinen relevanten Zusammenhang zu COX-Defizienz:
Von den 65 TOM20-positiven und aBCrystallin-positiven Einzelfasern waren nur 15 COX-
defizient. Bei den 13 auBCrystallin-negativen Einzelfasern, die TOM20-positiv waren, zeigte
keine ein COX-Defizit. Andersherum ist es dhnlich: von den 23 aBCrystallin-positiven Mus-
kelfasern mit COX-Defizienz waren 15 TOM20-positiv; von den 15 aBCrystallin-negativen
COX-defizienten Fasern zeigte keine eine vermehrte TOM20-Expression (sieche Kapi-
tel 3.3.8). Auch in der Korrelationsanalyse fand sich kein statistisch signifikanter Zusammen-
hang zwischen TOM20 und COX-Defizienz (siche Tabelle 19). Dies ist tiberraschend, da
sowohl COX-Defizienz als auch TOM20-Hochregulation eine mitochondriale Schidigung
zeigen (Yano et al. 1997; DiMauro et al. 2012); in der vorliegenden Arbeit scheinen sie aber

nur zu geringem Teil simultan in der gleichen Muskelfaser vorzukommen.

Grund dafiir, dass COX-Defizienz und TOM20-Uberexpression nicht simultan nachweisbar
sind, kénnte moglicherweise durch die jeweilige Funktion bedingt sein: Eine COX-Defizienz
ist Zeichen fiir eine gestorte mitochondriale Proteinsynthese (DiMauro et al. 2012) und liegt
bei IBM-Patienten im Vergleich zur Normalbevolkerung erhéht vor (Oldfors et al. 1993);
auch in der vorliegenden Arbeit hatten alle IBM-Patienten COX-defiziente Muskelfasern in

den Biopsien.

Beziiglich TOM20 wurde in Studien i vitro gezeigt, dass eine Uberexpression zu einem ver-

mehrten mitochondrialen Import und einer gestérten Morphologie der Mitochondrien

(Yano et al. 1997) fihrt. Erwihnenswert ist zudem, dass das Protein a-Synuklein an TOM20
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binden und so den mitochondrialen Import von Proteinen behindern kann. Eine TOM20-
Uberexpression kann diesen Prozess verhindern (Devi et al. 2008) und somit einer mito-
chondrialen Transportstérung entgegenwirken. Da a-Synuklein-Akkumulation und eine

Proteindyshomdostase miteinander einhergehen, kann angenommen werden, dass zeitgleich

zu einer a-Synuklein-Akkumulation auch vermehrt p62 exprimiert ist. Dies wiederum wiirde

erkliren, warum p62-Positivitit und TOM20-Uberexpression simultan in der gleichen Mus-
kelfaser vorliegen, so wie es bei einer Vielzahl der aBCrystallin-positiven Muskelfasern der

Einzelanalyse der Fall war: Bei 58 der 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern waren so-
wohl TOM20 als auch p62 positiv angefirbt. Auch hierbei scheint Zellstress einen relevanten

Einfluss zu haben, da nur bei sechs der 100 aBCrystallin-negativen Fasern die beiden Marker

simultan exprimiert waren (siche Kapitel 3.3.8).

Bisher gibt es keine wissenschaftliche Publikation, die das Zusammenspiel zwischen COX-I
und TOM20 bzw. den Auswirkungen von jeweiliger Verringerung oder Uberexpression auf
den jeweils anderen Marker untersucht hat. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die mitochondrialen Prozesse, die zu TOM20-
Uberexpression bzw. COX-Defizienz fithren, nacheinander statt simultan ablaufen. Welcher
der beiden Marker dabei zuerst exprimiert wird ldsst sich aus den Ergebnissen der vorliegen-
den Arbeit nicht sicher ableiten; da eine COX-Defizienz aber eher spiter aufzutreten scheint
als die anderen Marker (s. 0.), kann angenommen werden, dass es im zeitlichen Ablauf erst

7Zu einer TOMZO—Uberexpression und dann zu einer COX-Defizienz kommt.

Von den 100 aBCrystallin-positiven Muskelfasern waren 65 fiir TOM20 positiv, davon wie-
derum zeigte der GroBteil ein TOM20-Fluoreszenzfirbesignal im ganzen Sarkoplasma mit
Aussparung von Vakuolen und Einschlissen (siche Abbildung 18). Nur 23 der 100 Einzel-
fasern hatten eine COX-Defizienz. Bei den aBCrystallin-negativen Muskelfasern waren
beide Marker dhnlich exprimiert, da 13 Muskelfasern positiv fir TOM20 waren und 15 eine
COX-Defizienz aufwiesen (siche Abbildung 17). Somit scheint eine TOM20-Anfirbung
deutlich spezifischer fiir Zellstress zu sein als eine COX/SDH-Firbung.

Nur drei der 100 auBCrystallin-positiven Muskelfasern waren x-fibers (Banwell und Engel
2000) mit normaler Morphologie. Zwei dieser drei Einzelfasern waren iNOS- und TOM20-
positiv, die andere war iNOS- und TOM20-negativ. Keine dieser drei Einzelfasern hatte eine
COX-Defizienz. Auch das spricht dafiir, dass bei der IBM eine TOM20-Uberexpression ei-
ner COX-Defizienz vorausgeht.

Um die Bedeutung von TOM20 als Marker fir mitochondriale Abnormititen bei der IBM
bzw. einer besseren Aussagekraft von TOM20 gegeniiber einem COX-Defizit zu prifen,

mussten weitere Versuche unternommen werden.
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4.1.7 MHCI, iNOS und aBCrystallin

Ein besonders interessanter Aspekt, der sich aus den histopathologischen Untersuchungen

der vorliegenden Arbeit ergab, war der statistisch signifikante Zusammenhang zwischen
aBCrystallin und MHC I sowohl in der Fallstudie als auch in der Einzelfaseranalyse (siche
Abbildung 5 und Tabelle 18). MHC I als Zeichen fiir Inflammation und aBCrystallin als

Marker von Zellstress und Muskelfaserdegeneration hingen somit in den ausgewerteten
Muskelproben und Biopsien signifikant miteinander zusammen. Diese Korrelation ist die
Bestitigung der Hypothese, dass Entziindung, Zellstress und Myodegeneration in der Patho-
genese der IBM interagieren (Schmidt 2018).

In einer Studie mit acht Myofibrillire Myopathie(MM)- und zehn IBM-Patienten wurde an-

hand von Immunhistochemie das Proteasom und Immunoproteasom detaillierter untersucht
(Ferrer et al. 2004). In der Studie wurde u. a. ermittelt, dass bet MM aBCrystallin am

Ubiquitin-Proteasom-Weg beteiligt ist und vermutet, dass auch bei der IBM aBCrystallin in
die Ubiquitin-Proteasom-Mechanismen integriert sei, die wiederum zu einer erhohten Im-
munreaktivitit gegentiber Immunoproteasomen fithre. Es wurde sowohl bei IBM als auch
bei MM festgestellt, dass es bei einem Viertel bis einem Drittel der Muskelfasern mit zugleich
erh6htem Immunoproteasom-Vorkommen und abnormalen Proteinakkumulationen auch
zu einer ethéhten MHC I-Immunantwort kommt. Das simultane Auftreten von Immuno-

proteasom-Hochregulierung, abnormaler Proteinablagerung und verstirkter MHC I-Expres-

sion passt zu der signifikanten Korrelation von aBCrystallin und MHC I bei der Fallstudie
und der Einzelfaseranalyse. Das Hitzeschockprotein wird nicht nur als Zellstress-Marker ein-
gesetzt, sondern zeigt auch Proteinakkumulation an und ist scheinbar auch an der Funktion

von Immunoproteasomen beteiligt. Die Hochregulierung von MHC I in statistisch signifi-

kanter Korrelation zu aBCrystallin in der vorliegenden Arbeit passt somit zu den Ergebnis-

sen der o. g. Studie, bei der die Koexistenz bei ca. 25 bis 33 % beobachtet wurde.

Es wurde gezeigt, dass durch Stimulation mit den proinflammatorischen Zytokinen INF-y

und Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), Proteasomen von Immunoproteasomen ersetzt wer-
den und die Immunoproteasomen wiederum die MHC I-Peptid-Produktion stimulieren
(Groettrup et al. 2010). Die Zusammenhinge von Proteasom, Immunoproteasom und
MHC I wurden bereits bei IIM gezeigt (Bhattarai et al. 2016) und kénnen mit den hier vor-
liegenden Ergebnissen bestitigt werden. Zu betonen ist hierbei, dass in den Biopsien der
Einzelfaseranalyse beinahe alle Muskelfasern der MHC I-Firbung eine positive Fluoreszenz-
reaktion des Sarkolemms zeigten. Um dennoch eine differenzierte Auswertung zu gewihr-
leisten wurde in der vorliegenden Arbeit eine Muskelfaser als MHC I-positiv bezeichnet,
wenn sie im Sarkoplasma ein positives Fluoreszenzsignal fur MHC I zeigte, d. h. stark positiv
fir MHC I war (Brady et al. 2014). Der statistisch signifikante Zusammenhang der Einzelfa-
seranalyse besteht somit genau genommen zwischen oBCrystallin-positiven und stark
MHC I-positiven Muskelfasern.
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Wie bereits in Kapitel 1.2.11 beschrieben, fihrte eine Stimulation von humanen Myotuben
mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-1f und IFN-y zu einer verstirkten aBCrystal-
lin-Expression (Muth et al. 2009); auch TNF-a habe die gleiche Wirkung (Head et al. 1994).
Es schlie3t sich also der Kreis der Zusammenhinge zwischen Inflammation (beispielsweise

in Form von IFN-y und MHC I), Immunoproteasom und aBCrystallin als Zellstress-Marker.

Auch zwischen iNOS und aBCrystallin bestand in der Einzelfaseranalyse ein statistisch sig-
nifikanter Zusammenhang. Von den 100 aBCrystallin-positiven Einzelfasern waren 36

iINOS-positiv; von den 100 aBCrystallin-negativen Einzelfasern zeigten nur zwei eine iNOS-
Expression in der Fluoreszenzfirbung (siche Kapitel 3.3.8). Das Vorhandensein von NO-
induziertem oxidativem Stress bei der IBM ist schon lange bekannt (Yang et al. 1996). An

Mikrogliazellen konnte gezeigt werden, dass eine aBCrystallin-Exposition zu vermehrter
NO-Produktion und einer gesteigerten Expression der iNOS fihrt (Bhat und Sharma 1999).
Der statistisch signifikante Zusammenhang aus der Einzelfaseranalyse bestitigt die Hypo-

these, dass Zellstress und oxidativer Stress miteinander einhergehen.

In der Einzelfaseranalyse von auBCrystallin-positiven Muskelfasern konnte eine iNOS-Ex-
pression prozentual am haufigsten in MHC I-positiven Fasern detektiert werden. Auch von

den MHC I-positiven Muskelfasern war eine iNOS-Hochregulation die prozentual hiufigste

Koexpression (siche Abbildung 21). Bei einem Viertel der 100 aBCrystallin-positiven Mus-

kelfasern waren die Firbungen fir iNOS und MHC I somit simultan positiv.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit fiir MHC I und iNOS jeweils einzeln sowie gemein-

sam ein Zusammenhang zum Zellstress-Marker aBCrystallin hergestellt werden. Die Paral-
lelitit der drei Marker wurde auch schon fir die GNE-Myopathie (Mutation im UDP-N-
acetylglncosamine-2-epimerase/ N-acetylmannosamine-kinase-Gen, auch: hereditire Einschlusskot-
permyopathie 2) anhand von immunhistochemischen Untersuchungen gezeigt (Fischer et al.
2013).

4.1.8 Fazit der Fallstudie und Einzelfaseranalyse

Die Zusammenschau der beschriebenen Verknipfungen zwischen den verwendeten Mar-
kern bestirkt die Hypothese (Keller et al. 2017), dass bei der IBM eine Entztindungsreaktion
ablauft (beispielsweise durch proinflammatorische Zytokine stimuliert), die zu Zellstress fiih-
ren kann, der wiederum an verstirkter aBCrystallin-Expression sichtbar wird. In Folge dieser
Prozesse kommt es zu fehlerhafter Proteindegradation bzw. -akkumulation. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass die Proteinakkumulation mit einer
TOM20-Uberexpression einhergeht, die zu mitochondrialen Abnormititen in der betroffe-
nen Muskelfaser und so in der Folge zu einer COX-Defizienz fihrt. Dies unterstiitzt die
Hypothese, dass der Zellstress den mitochondrialen Schiden vorausgeht. Die genannten
Prozesse bewirken eine Myodegeneration, die zu einer Atrophie und klinischen Schwiche

der betroffenen Muskulatur fithren kann.
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4.2 Laser-Mikrodissektion

Mithilfe der Laser-Mikrodissektion sollten auBCrystallin-positive und aBCrystallin-negative
Muskelfasern mit physiologischer und verinderter Morphologie fiir eine miRNA-Sequenzie-
rung aus IBM-Biopsien ausgeschnitten werden. Trotz diverser Variationen im Versuchsab-
lauf konnte aus den IBM-Biopsien keine RNA mit hinreichender Quantitit und Qualitit

gewonnen werden, welche die Grenzwerte fir das miRNA-Sequenzieren erreichten.

In vielen Publikationen wurde berichtet, dass die Laser-Mikrodissektion und die entspre-
chenden vorherigen und anschlieBenden Arbeitsschritte mit deutlichen Einbuflen der RNA-
Integritit einhergehen kénnen und viele Optimierungen im Versuchsablauf notwendig sind
(Vincent et al. 2002; Espina et al. 2006; Vanderburg und Clarke 2013).

In der vorliegenden Arbeit war es nicht moglich, mittels LMD die erforderliche RNA aus
oBCrystallin-positiven Zielstrukturen fiir ein miRNA-Sequenzieren bereitzustellen. Andere
Autoren berichten beispielsweise tiber erfolgreiche Analysen von mtDNA-Mutationen (Cao
et al. 2001), Westernblots (Salajegheh et al. 2009), Massenspektrometrie (Kley et al. 2013)
oder Proteom-Analysen (Greenberg et al. 2012) mithilfe von LMD aus Skelettmuskulatur.
Fir eine Proteom-Analyse soll bereits eine Laser-mikrodissektierte Skelettmuskelfaser aus-

reichend sein (Greenberg et al. 2012).

Proteom-Untersuchungen in Kombination mit LMD wurden bereits an Biopsien von Der-
matomyositis-Patienten (Salajegheh et al. 2010), Myotilinopathie-Patienten (Maerkens et al.
2016) und Einschlusskérpermyositis-Patienten durchgefiithrt. So konnte mithilfe von LMD
das Proteom der rmmed vacuoles im IBM-Muskelgewebe untersucht werden (Gittsches et al.
2017).

Es wurden bereits erfolgreiche Analysen von RNA aus Laser-mikrodissektierten IBM-Biop-
sien veroffentlicht (Ivanidze et al. 2011). Hierbei wurden mithilfe von LMD CD8"-attackierte
und nicht-CD8"-attackierte Muskelfasern aus IBM-Biopsien ausgeschnitten, um zu untersu-
chen, warum lediglich bestimmte Muskelfasern bei der IBM angegriffen werden. Hierfiir
wurde das Muskelgewebe mit Fluotreszenz-Kurzprotokollen fur MHC I und CD8" gefirbt

und anschlieBend die Zielstrukturen ausgeschnitten. Pro Zielstruktur wurde insgesamt eine

100.000 um*-groBe Fliche ausgeschnitten, gepoolt und die RNA mithilfe von Trizol extra-
hiert. Es folgte eine lineare Amplifikation und anschlieBend eine Mikroarray-Hybridisierung
und quantitative PCR. Da in der Publikation weder die RNA-Quantitit noch die RNA-Qua-
litit genannt werden, ist ein direkter Vergleich dieser Studie mit den Versuchen der vorlie-
genden Arbeit nicht moglich; es scheinen aber ausreichend gute Werte fiir die nachfolgenden
Analysen erreicht worden zu sein. Entscheidende Unterschiede zwischen den fir diese Ar-
beit durchgefihrten Versuchen und des Versuchsablaufs von Ivanidze et al. 2011 sind ein
deutlich kiirzeres Farbeprotokoll (ca. 15 Minuten) und eine RNA-Amplifikation, welche bei
der vorliegenden Arbeit aufgrund von mangelhafter RNA-Qualitit nicht moglich war.
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In zwei anderen Publikationen wurde die Bedeutung von B-Zellen bei inflammatorischen
Myopathien, unter anderem IBM, mithilfe von LMD und reverse transcriptionRT)-PCR unter-
sucht (Greenberg et al. 2005; Bradshaw et al. 2007). Auch bei diesen Publikationen gibt es
keine Angaben tiber RNA-Quantitit und RNA-Qualitit und es wurde ebenfalls ein sehr kur-
zes Fluoreszenz-Firbeprotokoll (Bradshaw et al. 2007) bzw. kurzes Firbeprotokoll mit Per-
oxidase und DAB (Greenberg et al. 2005) durchgefthrt.

Nachfolgend werden mogliche Einflussfaktoren erldutert, die in der vorliegenden Arbeit zu

einer ungeniigenden RNA-Ausbeute gefithrt haben kénnten.

4.2.1 UV-Laser als Schneidesystem

Das verwendete LMD-System von MMI schneidet das Zielgewebe mithilfe eines UV-Lasers.

Der Vorteil dieses Schneidesystems ist, dass Gewebe bis zu 200 pum Schnittdicke (Espina et

al. 2000) verarbeitet werden kénnen, was in Bezug auf die IBM-Muskelbiopsien fir die vor-

liegende Arbeit vorteilhaft war. So konnten Muskelschnitte mit 20 pm Schnittdicke verwen-
det werden, wobei unterschiedliche Schnittdicken keinen Effekt auf die RN A-Ausbeute hat-
ten. Der Nachteil des UV-Schneidesystems ist, dass der UV-Laser die Zellen, die direkt unter
dem Laserstrahl bzw. angrenzend liegen, schadigt. Die UV-Schiadigung hat vor allem dann
eine Auswirkung auf das molekulare Signal, wenn der Anteil der UV-geschidigten Zellen im
mikrodissektierten Bereich tiber 10 % liegt (Espina et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit
sollten verschiedene Zielstrukturen ausgeschnitten werden, wobei diese Zielstrukturen ent-
weder als einzelne Muskelfaser oder als Areal mit mehreren Zielstrukturen in den IBM-Bi-
opsien vorlagen. Dies fithrte unweigerlich dazu, dass der Anteil der Muskelfasern, die am
Rand des Schnittbereichs lagen, meistens bei tiber 10 % war. Es wurde zwar versucht, den
Laserschnitt moglichst weit aul3erhalb der Muskelfasern zu lokalisieren; dies gelang allerdings
hiufig nicht, da keine angrenzenden nicht-Zielstruktur-Fasern mitangeschnitten werden soll-
ten. Somit ist anzunehmen, dass es zu einer UV-Schidigung in einem Teil der ausgeschnit-
tenen Muskelfasern kam, was wiederum negative Auswirkungen auf die RNA (Wang et al.
2010) gehabt haben konnte. Um diesen Einflussfaktor zu minimieren, konnte man ein LMD-
System mit Infrarot-Laser verwenden, welches als weniger schadlich fiir DNA, mRNA und
Proteine gilt (Bonner et al. 1997) und eine héhere RNA-Qualitit verspricht (Farris et al.
2017).

4.2.2 0aBCrystallin als Zielstruktur

Neben den aBCrystallin-gefirbten IBM-Biopsien wurden auch LMD-Versuche an anderen
Myositis-Formen durchgefithrt. Da die aBCrystallin-Firbung bei den anderen Myositiden
nicht zu einem IBM-dhnlichen Firbesignal fuhrt, wurden andere Farbungen verwendet, die
wiederum bessere Ergebnisse der RNA-Mengen erzielten (siche Kapitel 3.2.2). Dies zeigt,
dass die Firbung einen ursichlichen Einfluss auf die RNA-Degradierung haben koénnte.
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Fir die Laser-Mikrodissektion wurde aBCrystallin als Marker ausgewihlt, um bei IBM-Pati-

enten zu analysieren, ob und wie sich Zellstress auf die miRNA auswirkt. Es wird angenom-
men, dass ein Zusammenhang zwischen der Expression von aBCrystallin, Inflammation und
Myodegeneration besteht (Muth et al. 2009). Die Zielstrukturen fiir die Laser-Mikrodissek-
tion stehen somit unter Zellstress und unterliegen méglicherweise bereits Degenerationspro-
zessen. Es kann vermutet werden, dass die aBCrystallin-positiven Zielstrukturen bereits
durch die Pathogenese der IBM Einbuflen in Bezug auf die RNA-Quantitit haben und somit
geringere RNA-Mengen enthalten als physiologische Muskelfasern. Es ist mdglich, dass
Muskelfasern, die unter Zellstress stehen, grundsitzlich eine erschwerte Zellpopulation fir

eine Laser-Mikrodissektion darstellen.

Des Weiteren wird angenommen, dass eine durchschnittliche Zelle unter optimalen Bedin-
gungen 0,01 ng RNA pro Zelle enthalt (Espina et al. 2006). Da in der vorliegenden Arbeit
Skelettmuskulatur verwendet und eine Schnittdicke von 20 um gewahlt wurde, ist anzuneh-
men, dass die Muskelfasern deutlich mehr RNA enthalten als der Durchschnitt. Trotzdem
ist die RNA-Menge einer einzelnen Zelle bzw. Muskelfaser sehr gering, es sind daher viele
Muskelfasern und optimale Versuchsbedingungen notwendig, damit iiberhaupt eine nen-
nenswerte RNA-Menge im ausgeschnittenen Material enthalten ist. Es wurden Versuche mit
bis zu 100 ausgeschnittenen Muskelfasern gemacht, um zu sehen, ob eine erhéhte Anzahl
ausgeschnittener Zellen mit einer erhohten RNA-Ausbeute einhergeht (siche Tabelle 15).
Das war allerdings nicht der Fall. Méglicherweise wiren bessere Werte fiir die RNA erreich-

bar gewesen, wenn mehr Muskelfasern ausgeschnitten worden wiren. Da allerdings Schnitte

von IBM-Biopsien nur eine begrenzte Anzahl von aBCrystallin-positiven Muskelfasern ent-
halten, wie bereits in der Fallstudie und der Einzelfaseranalyse gezeigt, kann die Zahl der
ausgeschnittenen Zielstrukturen nicht beliebig erh6ht werden. Diese Limitation ldsst sich
beheben, indem fiir einen Versuch Muskelfasern aus mehreren Schnitten ausgeschnitten und
zusammengefithrt werden. Da die Einschlusskorpermyositis eine seltene Erkrankung ist und
IBM-Biopsien rar sind, kann dieses Vorgehen nicht in groBem Umfang umgesetzt werden.
Im Vergleich zu anderen LMD-Versuchen, die Skelettmuskelfasern als Zielstruktur hatten
(Vanderburg und Clarke 2013), war die Anzahl an moglichen Zielstrukturen ein limitierender
Faktor fiir eine hohe RNA-Quantitit.

Das Ausschneiden von aBCrystallin-positiven Muskelfasern mittels Laser-Mikrodissektion
ist zeitaufwendig. Die Zielstrukturen missen identifiziert, prizise markiert, ausgeschnitten
und herausgehoben werden, wobei moglichst kein umliegendes Gewebe beschadigt werden
soll und die bereits auf dem adhidsiven Cap haftenden Muskelfasern nicht verloren gehen
dirfen. All dies benotigt Zeit, die wiederum zu RNA-Degradierung fihren kann; es wurde
gezeigt, dass bereits 30-minttige Laser-Mikrodissektion in 20 % RNA-Degradierung resul-
tieren (Clément-Ziza et al. 2008). Um die LMD-Zeit zu verringern, wurden in der vorliegen-
den Arbeit somit nicht nur Einzelzellen, sondern oft auch Blocke, in denen die Zielstruktur

dominierte, ausgeschnitten. Dies fiihrte zu einer Verkirzung der Schneidezeit, machte es
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aber unvermeidlich, dass zu einem gewissen Teil auch Muskelfasern ausgeschnitten wurden,
die nicht der Zielstruktur entsprachen. Das Schneiden dauerte bei der vorliegenden Arbeit
in der Regel 30 bis 60 Minuten. In Publikationen, die Versuche mit Laser-Mikrodissektion
und anschlieBender RNA-Extraktion beschreiben, wurden beispielsweise 30 bis 40 Minuten
(Kinnecom und Pachter 2005; Wang et al. 2009; Farris et al. 2017), 60 bis 120 Minuten (Wang
et al. 2010), aber auch bis zu drei Stunden (Buckanovich et al. 2006) als maximale Zeit ftr
die Mikrodissektion angegeben.

Um die aBCrystallin-Expression nachzuweisen, mussten die IBM-Biopsien entsprechend

gefirbt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die aBCrystallin-Fiarbung modifiziert und
entscheidende Schritte vatiiert (Schnittdicke, Durchlicht/Fluoreszenz, Fixierung des Schnit-
tes, RNA-Extraktions-Protokoll usw.). Da die Durchlicht-Féarbung mit Alkalischer Phospha-
tase und Neufuchsin nicht so deutlich eine aBCrystallin-Positivitit anfirbte und keine Ver-
besserung der RNA-Ausbeute zeigte (siche Kapitel 3.2.4), wurde eine Fluoreszenzfirbung
favorisiert. Auch andere Autoren berichteten von RNA-Degradation durch Durchlicht-Fir-
bungen von Skelettmuskulatur (Stuart et al. 2010).

Die aBCrystallin-Fluoreszenzfirbung war in vielen Punkten fir die RNA-Integritit nachtei-
lig. So wird in unterschiedlichen Arbeiten berichtet, dass insbesondere wissriges Milieu,
Raumtemperatur und Zeitverzégerung eine RNA-Degradation durch RNasen begiinstigen
(Fend et al. 1999; Kohda et al. 2000; Murakami et al. 2000; Wang et al. 2009; Cummings et
al. 2011).

Wissriges Milieu: Im Fluoreszenz-Farbeprotokoll fir aBCrystallin mussten die Schnitte not-
wendigerweise fiir viele Schritte im wissrigen Milieu sein. Eine Verkiirzung dieser Zeiten
hitte sich negativ auf das Firbeergebnis ausgewirkt, da gentigend Zeit fiirs Waschen, Blocken

und die Inkubation gewihrt sein muss.

Raumtemperatur: Wenn die Schnitte bei den Inkubationszeiten gekiihlt gelagert gewesen wi-
ren, hitte dies die notwendige Inkubationszeit und somit die Zeit in wissrigem Milieu und

die Gesamtdauer verlingert.

Zeitverzogerung: Die aBCrystallin-Farbung dauerte nach Modifikation tiber 3,5 Stunden.
Kirzere Protokolle mit den gleichen Antikérper-Konzentrationen fihrten zu einem zu
schwachen Fluoreszenz-Signal. Es wurde zudem versucht, ein ca. 22-minttiges Kurzproto-
koll mit deutlich h6heren Antikérper-Konzentrationen an den Schnitten durchzufithren,
aber auch dabei war das Firbe-Ergebnis nicht zufriedenstellend. Andere Publikationen, die
tuber LMD-Versuche mit anschlieBender RNA-Extraktion berichten, nutzen deutlich kiirzere
Farbeprotokolle (Fend et al. 1999; Murakami et al. 2000; Keays et al. 2005; Kinnecom und
Pachter 2005; Buckanovich et al. 2006; Morrogh et al. 2007; Wang et al. 2009; Wang et al.
2010; Farris et al. 2017).

Die Parameter wissriges Milieu, Raumtemperatur und Zeitverzégerung konnten somit nicht

besser optimiert werden, waren aber wahrscheinlich Faktoren, welche die RNA-Degradation
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fortschreiten lieBen. Alle Schritte des Firbe-Protokolls kénnten noch weiter variiert werden,
um moglicherweise doch eine bessere RNA-Ausbeute zu erlangen. Die Knappheit der IBM-
Biopsien und das Fehlen offensichtlicher Optimierungsmdoglichkeiten fihrten in der vorlie-
genden Arbeit dazu, dass weitere Versuche um das Protokoll zu modifizieren, eingestellt

wurden.

4.2.3 Einflussfaktor IBM

Auch die LMD-Versuche mit nativen Schnitten fuhrten zu einer unzureichenden RNA-

Quantitit (siche Tabelle 15). Dies lisst vermuten, dass die aBCrystallin-Farbung nicht allein
die Ursache fir die RNA-Degradierung ist. Der Vergleich zwischen den LMD-Versuchen
mit IBM-Biopsien und den LMD-Versuchen mit anderen Myositis-Formen bzw. gesundem
Muskelgewebe zeigt, dass bei IBM die RNA-Integritit am Ende der Versuche besonders
mangelhaft war (sieche Tabelle 15 und Tabelle 16). Hierfiir gibt es neben dem Einfluss von

oBCrystallin als verwendetem Marker mit der entsprechenden Firbung noch andere Erkla-

rungsmoglichkeiten:

4.2.3.1 Pathologisches Muskelgewebe

Bei der Einschlusskorpermyositis laufen im Muskelgewebe verschiedene Prozesse der In-
flammation und Degeneration parallel ab (Muth et al. 2009) und auch die Einzelfaseranalyse
und die Fallstudie der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in der Pathogenese verschiedene Mar-
ker fir Inflammation, Proteinakkumulation und Myodegeneration zeitgleich mit aBCrystal-
lin exprimiert werden. Die Morphologie des Muskelgewebes ist bei IBM gestort und auch
auf molekularer Ebene kann durch die genannten Prozesse die Muskelfaser so beeintrichtigt

sein, dass es eventuell zu Auswirkungen auf die RNA kommen kénnte.

4.2.3.2 Entnahme der Biopsien

Da die Lagerung bei Raumtemperatur und eine lange Ischimie-Dauer durch Zeitverzoge-
rung eine RNA-Degradation begiinstigen, wird empfohlen, moglichst wenig Zeit zwischen
Biopsie-Entnahme und der Lagerung auf Eis bzw. dem FEinfrieren vergehen zu lassen
(Huang et al. 2001; Espina et al. 2006; Micke et al. 2006). Der Ablauf der Gewebe-Entnah-
men konnte nicht mehr nachvollzogen werden: Es ist weder bekannt, wie sorgsam und steril
die Biopsie ablief, noch, wie zeitnah eine Lagerung auf Eis bzw. das Einfrieren der Biopsien
erfolgte. Somit ist fir den ersten und grundlegenden Schritt im Versuchsablauf nicht be-
kannt, ob bereits RNA-schonende Bedingungen vorlagen. Dies konnte gewihrleistet werden,
indem eine prospektive Versuchsplanung stattfindet, statt wie in der vorliegenden Arbeit

bereits vorhandene Biopsien zu verwenden.
4.2.3.3 Lagerung der Biopsien

Ebenso wie die Entnahme war auch nicht mehr nachvollziehbar, unter welchen Bedingungen

die Biopsien bis zur Verwendung gelagert wurden.
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Zwischenfille wie beispielsweise der Ausfall eines Tiefkthlschranks oder dhnliches konnten
ebenfalls Auswirkungen auf die Qualitit von Gewebe bzw. die Konservierung der RNA ge-
habt haben. Fir eine Arbeit mit LMD und anschlieBender RNA-Analyse wird empfohlen,
eingefrorene Gewebeproben bis zu drei Monate bei -80 Grad Celsius zu lagern (Espina et al.
2000); in der vorliegenden Arbeit war es ein deutlich lingerer Zeitraum, in dem die Biopsien
bei -120 Grad Celsius gelagert wurden. Doch trotz dieser vorteilhaften Lagerungstemperatur

ist nicht bekannt, wie konstant und stérungsfrei diese Lagerung tatsichlich erfolgt ist.

Es gab durch die Laser-Mikrodissektion einige Abweichungen von der sonstigen Routine-
RNA-Isolation im Versuchsablauf: Es waren sehr viele Arbeitsschritte notwendig, bis die
RNA-Isolation begonnen wurde. Der Objekttriger hatte eine andere Beschaffenheit und er-
schwerte das Kryostat-Schneiden und Firben etc., sodass es viele zusitzliche Variablen gab,
welche die Giite der RNA-Ausbeute bedingten. Zudem wurde das Gewebe sehr viel umge-
lagert: Von der Entnahme der Biopsie bis zur RN A-Isolation musste jede Biopsie mehrmals
innerhalb und zwischen Gebduden und Einrichtungen hin- und her transportiert werden. All
dies waren deutlich komplexere Bedingungen als beispielsweise bei einer Arbeit mit Zellkul-
turen, bei der alle Arbeitsschritte in einem Raum und an einem festgelegten Arbeitstisch ab-

laufen.

Mehrere Biopsien wurden bereits vor einigen Jahren entnommen und es ist nicht mehr nach-
vollziehbar unter welchen Bedingungen die Biopsien bis zur Verwendung fir die vorliegende
Arbeit gewonnen und aufbewahrt wurden. Im Vergleich zwischen den RNA-Mengen aus
IBM-Biopsien und frischem Muskelgewebe war erkennbar, dass es fir die RNA-Ausbeute
gunstiger war, wenn das Muskelgewebe wenige Tage alt war, von neuromuskulir unauffalli-
gen Patienten stammte und gro3e Areale statt einzelner bzw. Gruppen von Muskelfaserquer-
schnitten ausgeschnitten wurden (sieche Kapitel 3.2.9). Wie grof3 der Einfluss einzelner Para-
meter war, kann nicht aus den Ergebnissen abgelesen werden, da dahingehend keine syste-
matische Untersuchung erfolgt ist. Festzustellen ist jedoch, dass die Dauer und Lagerbedin-
gungen zwischen Biopsie-Entnahme und Laser-Mikrodissektion und die Affektion der Mus-
kulatur im Zuge der IBM méglicherweise einen Einfluss hatten. Diese Parameter konnten

aber retrospektiv nicht verindert werden.

In einem Fall wurde die aBCrystallin-Farbung statt an einer IBM-Biopsie an einer Patienten-
Biopsie mit Nekrotisierender Myopathie durchgefthrt. Hierbei wurden atrophe Fasern aus-
geschnitten. Die RNA-Menge war in diesem Fall héher als bei den IBM-Biopsien (siche Ta-
belle 15). Denkbar wire ein Einfluss von Zellstress, fiir den aBCrystallin ein Marker ist:

Wenn bei den IBM-Biopsien die aBCrystallin-positiven Muskelfasern ausgeschnitten wur-
den, dann handelte es sich hierbei um Muskelfasern, in denen Zellstress nachweisbar war.
Dieser Zellstress steht mit Inflammation und Degeneration in Zusammenhang (Muth et al.
2009), was die RNA-Degradation beeinflusst und sich als niedrigere bzw. unspezifische
RNA-Ausbeute gezeigt haben kénnte.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hat eine histopathologische Analyse von Muskelzellstress bei der Ein-
schlusskorpermyositis (engl. zzclusion body myositis, IBM), der hdufigsten idiopathischen in-
flammatorischen Myopathie des héheren Lebensalters, vorgenommen. Die Patienten entwi-
ckeln eine zunehmende Muskelatrophie mit meist asymmetrischem Verteilungsmuster und
Betonung des M. quadriceps femoris und der tiefen Fingerflexoren. Durch die progressive
Schwiche der Skelettmuskulatur und zusitzliche Symptome wie Dysphagie ist die Lebens-
qualitit der Patienten erheblich eingeschrinkt. Fir die Diagnose wird neben der Anamnese
und einer umfangreichen klinisch-neurologischen Untersuchung auch eine Muskelbiopsie
benotigt. Entsprechend der histopathologischen Merkmale in IBM-Biopsien wird vermutet,
dass bei der IBM ein Zusammenspiel aus Inflammation, Proteinakkumulation und Myode-
generation vorliegt, aber bisher sind die Atiologie und Pathogenese der IBM nicht ausrei-
chend geklirt. Da den Patienten aktuell nur individuelle Therapieversuche angeboten werden
konnen, ist ein tieferes Verstindnis der Pathomechanismen notwendig, um neue Therapie-

konzepte zu entwickeln.

Es wurden drei verschiedene Methoden angewandt, um die bisher unzureichend verstandene
Pathogenese der IBM zu untersuchen. Anhand von posthum enthommenen Muskelproben
eines IBM-Patienten bot sich die aulergewohnliche Moglichkeit, Proben aus mehreren Mus-
keln zum gleichen Zeitpunkt fiir eine Fallstudie zur Verfiigung zu haben. Da der Patient in
der Neuromuskulidren Spezialambulanz der Universititsmedizin Géttingen in Behandlung
war, konnten die histopathologischen Ergebnisse mit den Befunden der klinischen Untersu-
chung vor dem Tod verglichen werden. In der Einzelfaseranalyse wurden Biopsien von vier
IBM-Patienten mit mehreren Fluoreszenz- und Durchlichtfirbungen gefirbt. Wie auch in
der Fallstudie war der Fokus hierbei auf dem Zellstressmarker aBCrystallin; von besonderem
Interesse war bei der Einzelfaseranalyse aulerdem TOM20 (#ranslocase of the outer membrane 20)
als — bei IBM innovativem — Marker fiir mitochondriale Transportstérungen und Abnormi-
titen. In der Einzelfaseranalyse wurde geprift, welche der histopathologischen Marker si-
multan in der gleichen Muskelfaser exprimiert waren. So konnten Farbemuster und Koex-

pressionen detektiert und analysiert werden. Als dritte Methode wurde versucht, mithilfe von

Laser-Mikrodissektion (LMD) einzelne auBCrystallin-positive und -negative Fasern aus IBM-

Biopsien auszuschneiden, um die miRNA zu untersuchen.

In Zusammenschau der Befunde der Neuromuskuliren Spezialambulanz und der histopa-
thologischen Merkmale der posthum entnommenen Muskelproben konnte bei der Fallstudie
festgestellt werden, dass eine Atrophie auf mikroskopischer Ebene mit einer abnehmenden
Muskelkraft einherging. Zudem konnte eine statistisch signifikante Korrelation zwischen
oBCrystallin und MHC 1 (mzajor histocompatibility complex der Klasse I) festgestellt werden. Bei

der Einzelfaseranalyse konnten Firbemuster, die Morphologie und der Faserdurchmesser

ausgehend von aBCrystallin-positiven und -negativen Muskelfasern miteinander verglichen
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werden. Die Auswertung der simultanen Expression der Marker zeigte eine statistisch signi-
fikante Korrelation zwischen aBCrystallin und jeweils den Markern TOM20, MHC 1, p62,

iINOS (inducible nitric oxide synthase) und 6E10. Die RNA-Extraktion aus auBCrystallin-positiven
Muskelfasern von IBM-Patienten mittels LMD fiir eine miRNA-Analyse war nicht erfolg-
reich, obwohl der Versuchsablauf vielfach variiert wurde. Aufgrund der vielen Einflussfak-
toren konnte trotz mehrfacher Variationen und Modifikationen kein erfolgsversprechender

Versuchsablauf gefunden werden.

Die Ergebnisse der Fallstudie und Einzelfaseranalyse bestitigen die Vermutung, dass bei der
IBM ein Zusammenspiel aus Inflammation, Zellstress, Proteindyshomdéostase und Myode-
generation vorliegt. Fur die zeitlichen Abldufe dieser Mechanismen ldsst sich mithilfe der
Einzelfaseranalyse eine Hypothese aufstellen: Bei der IBM kommt es zu einer Inflammation
im Muskel, die zu Zellstress fuhrt; dies kann durch den Marker aBCrystallin histopatholo-
gisch nachgewiesen werden. Der Zellstress wiederum geht mit einer gestérten Autophagie
einher, die zu der IBM-typischen Proteinakkumulation fithrt. Um einer mitochondrialen
Transportstorung entgegenzuwirken, wird TOM20 tberexprimiert, woraus allerdings eine
gestorte Morphologie der Mitochondrien und spiter eine Cytochrom-c-Oxidase-Defizienz
resultiert. Die Muskelfasern degenerieren zunehmend, sodass es zu einer makroskopischen

Atrophie und klinischen Muskelschwiche der IBM-Patienten kommt. Eben diese Myodege-

neration erschwerte die LMD mal3geblich. In den auBCrystallin-positiven Muskelfasern, aus
denen die miRNA analysiert werden sollte, laufen Prozesse ab, die sowohl die Morphologie
als auch die RNA-Integritit beeintrichtigen. Die LMD zur Gewinnung der miRNA erfor-
derte einen komplexen Versuchsablauf mit vielen Schritten und Einflussfaktoren, begonnen
bei der Biopsieentnahme vor vielen Jahren tiber das Schneiden mittels UV-Laser bis hin zur
RNA-Isolation. Es kann angenommen werden, dass die UV-Laser-Mikrodissektion zur
miRNA-Analyse von aBCrystallin-positiven Muskelfasern keine geeignete Methode ist, um
epigenetische Fragestellungen beziiglich Zellstress bei der Einschlusskérpermyositis zu be-

antworten.
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