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1 Einleitung 

1.1 Multiple Sklerose 

Die Multiple Sklerose (MS), auch bekannt als Enzephalomyelitis disseminata, ist die häufigste 

chronisch-entzündliche Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) und die häufigste 

Ursache erworbener Behinderung im jungen Erwachsenenalter (Compston und Coles 2002). 

Der klinische Verlauf der MS kann individuell sehr unterschiedlich sein, es werden aber 

hauptsächlich drei Verlaufsformen unterschieden. Die häufigste Form ist die schubförmig 

remittierende MS (relapsing remitting MS, RR MS), die bei 85-90% der Patienten auftritt. Sie ist 

charakterisiert durch Schübe, in denen neurologische Funktionsstörungen auftreten, und Phasen 

der Remission, in denen sich die Symptome verbessern oder ganz abklingen. In den meisten 

Fällen geht die RR MS im Krankheitsverlauf in eine sekundär progrediente MS (secondary 

progressive MS, SP MS) über, die klinisch durch einen langsamen, aber voranschreitenden 

neurologischen Funktionsabbau gekennzeichnet ist. In 10-15% der Gesamtfälle der MS verläuft 

die Krankheit primär chronisch-progredient (primary progressive MS, PP MS). Bei dieser MS-

Variante schreitet der neurologische Funktionsabbau schneller voran und es zeigen sich keine 

Phasen der Remission (Lublin und Reingold 1996).  

Weitere Erkrankungen aus dem Formenkreis der MS sind die akute maligne MS (Marburg-

Krankheit), die Neuromyelitis optica (Dévic-Syndrom), die diffuse Sklerose (Schilder-Krankheit), 

die konzentrische Sklerose (Baló-Krankheit) und die akute demyelinisierende Enzephalomyelitis 

(ADEM) (Storch et al. 1998). 

In Deutschland liegt die Prävalenz der MS bei ca. 150 auf 100.000 Einwohner. Hochgerechnet 

leiden damit in Deutschland 122.000 Menschen an MS (Hein und Hopfenmüller 2000). Weltweit 

sind etwa 2,5 Mio. Menschen an MS erkrankt (Compston und Coles 2002). Als Hochrisikogebiete 

gelten Zentral-, Ost- und Nordeuropa, die nördlichen Teile der USA, die südlichen Teile von 

Kanada, Neuseeland und Südaustralien (Kurtzke 1993). Die Manifestation der Erkrankung erfolgt 

in der Regel zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr. Frauen erkranken etwa doppelt so häufig wie 

Männer (Weinshenker et al. 1989). 

Die Symptome der MS und auch ihr Schweregrad können abhängig von den betroffenen ZNS-

Strukturen sehr unterschiedlich sein, und es gibt keine sicheren diagnostischen Parameter, die eine 

individuelle Krankheitsprognose ermöglichen (Vukusic und Confavreux 2007). Durch Defizite 

der sensorischen, motorischen, autonomen und neurokognitiven Funktionen führt die MS häufig 

zu einer chronischen Behinderung. Initial manifestiert sich die MS oft durch eine Optikusneuritis 

oder Paresen in Kombination mit Sensibilitätsstörungen. Weitere Symptome können im Verlauf 

Ataxie, kognitive Einschränkungen, psychiatrische Auffälligkeiten, Fatigue, Schmerzen, Blasen- 



   

 Einleitung 

  2 

und Mastdarmstörungen sowie Einschränkungen der Sexualfunktion sein (Charcot 1868; 

Noseworthy et al. 2000).  

15 Jahre nach Krankheitsbeginn sind 21% der MS-Patienten nicht mehr in der Lage, ohne 

Unterstützung (Krücke, Stock, Schiene) zu gehen und sind somit in ihren alltäglichen Aktivitäten 

eingeschränkt. Dies entspricht einem EDSS von 6 (EDSS, Expanded Disability Status Scale ~ er-

weiterte Skala zur Bestimmung des Behinderungsgrades bei der MS). Ein Wert von 6 wird als 

schwere Behinderung eingestuft. Dieser Grad der Behinderung wird durchschnittlich 28 Jahre 

nach Ausbruch der Erkrankung erreicht (Kurtzke 1983; Tremlett et al. 2006). 

Die MS ist bis heute nicht kurativ therapierbar. Die derzeitigen therapeutischen Maßnahmen sind 

daher darauf ausgerichtet, der entzündlichen Krankheitsaktivität entgegenzuwirken und durch die 

Minderung der Schubaktivität das Fortschreiten der körperlichen Behinderung einzudämmen. 

Zusätzlich zur Schubtherapie und der immunmodulierenden Langzeittherapie ist die Behandlung 

symptomatischer Beschwerden von großer Bedeutung für die Lebensqualität der Patienten. Aus 

diesem Grunde findet in der Regel eine interdisziplinäre Zusammenarbeit verschiedener Fach-

richtungen statt (Rieckmann 2006).  

Aufgrund der Heterogenität des klinischen Bildes der MS ist die Therapie für jeden Patienten 

individuell zu definieren und regelmäßig zu evaluieren. Als Standardtherapie des akuten MS- 

Schubs mit funktioneller Beeinträchtigung gilt eine Pulstherapie mit hochdosiertem Gluko-

kortikoid (Methylprednisolon). Führt die Kortikoidpulstherapie nicht zu einer Verbesserung der 

Symptome oder handelt es sich um einen sehr schweren Schub kann eine Plasmapherese Mittel 

der Wahl sein. Ziel der Schubtherapie ist in jedem Falle eine möglichst schnelle und komplette 

Remission der Schubsymptome (Rieckmann 2006).  

Da bereits beim ersten Schub axonale Schädigungen und Atrophien auftreten können, ist ein 

möglichst früher Beginn einer entzündungshemmenden immunmodulierenden Basistherapie 

erstrebenswert. Diese Langzeittherapie wird in der Regel mit rekombinanten Interferon-β-

Präparaten oder Glatirameracetat durchgeführt. Wenn Kontraindikationen gegen diese Mittel 

bestehen, kann die Basistherapie alternativ mit Azathioprin oder intravenösen Immunglobulinen 

stattfinden. Ziel der Basistherapie ist eine reduzierte Schubzahl und Schubschwere bzw. eine 

Verhinderung der Schübe und damit des Voranschreitens der neurologischen Defizite (Rieckmann 

2006).  

Bei Patienten mit anhaltender Krankheitsaktivität oder rasch fortschreitender RR MS trotz 

Basistherapie wird eine sogenannte Eskalationstherapie empfohlen. Dabei kommen Natalizumab 

(monoklonale Antikörper), Fingolimod, Mitoxantron oder in seltenen Fällen Cyclophosphamid 

zum Einsatz. Die immuntherapeutische Behandlung wird im Allgemeinen fortgeführt, solange 

eine positive Wirkung auf die Entwicklung der MS festzustellen ist und keine schwerwiegenden 
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Nebenwirkungen auftreten. Die Therapie der SP MS wird in erster Linie mit Mitoxantron 

durchgeführt. Die PP MS ist nur sehr schwer therapierbar (Diener und Weimar 2012).  

Histopathologisches Kennzeichen der MS sind fokale Läsionen, die durch Demyelinisierung, 

Entzündungsinfiltrat, gliale Narbenbildung, Astrozytose, Oligodendrozytenschädigung und 

unterschiedlich stark ausgeprägte Axondegeneration gekennzeichnet sind. Die Läsionen können 

im gesamten ZNS auftreten und sind sowohl in der weißen Substanz als auch im Kortex und 

anderen Bereichen der grauen Substanz nachweisbar. Prädilektionsstellen sind dabei die 

Sehnerven, das Kleinhirn, der Hirnstamm, das periventrikuläre Marklager und die weiße Substanz 

des Rückenmarks. Die multifokal auftretenden Läsionen können unterschiedlich groß sein und 

formieren sich in der Regel um eine oder mehrere kleine bis mittelgroße Venen. Das zugehörige 

Entzündungsinfiltrat besteht zum Großteil aus Makrophagen und einigen Lymphozyten (Geurts 

und Barkhof 2008; Noseworthy et al. 2000). 

Die Läsionsaktivität wird nach dem Vorhandensein von Myelinabbauprodukten in den Makro-

phagen und der Expression von Makrophagenaktivierungsmarkern bestimmt. Es werden früh 

aktive (early active), spät aktive (late active), inaktiv demyelinisierte (inactive demyelinated), früh 

remyelinisierende (early remyelinating) und spät remyelinisierende Läsionen (late remyelinating 

bzw. shadow plaques) unterschieden (Lucchinetti et al. 1999). 

In früh aktiven demyelinisierenden Läsionen konnten vier fundamental unterschiedliche Demye-

linisierungsmuster definiert werden. Das histologische Muster I ist durch eine T-Zell- und 

Makrophagen-vermittelte Myelinschädigung charakterisiert. Das Hauptcharakteristikum des 

Musters II ist die massive Ablagerung von Immunglobulin- und Komplementkomponenten in den 

Regionen der aktiven Myelinschädigung. Muster III-Läsionen zeigen eine primäre Oligodendro-

zytendystrophie mit einem überproportionalen Verlust des Myelin-assoziierten Glykoproteins 

(MAG) sowie Oligodendrozytenapoptosen. Die seltenen Muster IV-Läsionen zeigen eine 

Oligodendrozytendegeneration in einem schmalen Rand periläsional in der weißen Substanz. 

Innerhalb eines Patienten zeigen die aktiven Läsionen ein relativ konstantes Entmarkungsmuster 

(Lucchinetti et al. 2000). Je nach Krankheitsdauer und -verlauf kann hingegen das histopatho-

logische Bild der chronischen Läsionen (Ausmaß von Entzündungsinfiltrat, Oligodendrozyten-

degeneration, Demyelinisierung, Remyelinisierung und Axonverlust) sehr unterschiedlich sein 

(Kuhlmann et al. 2002).  

Bei der Pathogenese der MS geht man von einem multifaktoriellen Geschehen aus. Nach dem 

derzeitigen Wissenstand ist die MS eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung gegen 

bestimmte Bestandteile des ZNS, bei der zusätzlich genetische (Ebers et al. 2000; Dyment et al. 

2004), epidemiologische (Kurtzke 1993) und Umweltfaktoren (Gale und Martyn 1995) eine Rolle 

spielen.  
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Vermutlich beginnt die Pathogenese mit der Aktivierung von autoreaktiven CD4+ T-Helferzellen 

durch antigenpräsentierende Zellen im peripheren Blut und in Lymphknoten. Der Auslöser dieser 

antigenspezifischen Aktivierung von T-Zellen ist noch nicht hinreichend bekannt, denn auch in 

gesunden Menschen sind viele autoreaktive T-Zellen nachweisbar (Saruhan-Direskeneli et al. 

1993; Zhang et al. 1994). Vor allem Interferon-γ produzierende Typ1- (TH1-Zellen) und 

Interleukin-17 produzierende Typ17-T-Helferzellen (TH17-Zellen) spielen in der Pathogenese der 

MS eine wichtige Rolle. Die T-Zellen lagern sich mit Hilfe von Adhäsionsmolekülen an das 

Endothel der Blut-Hirn-Schranke an, spalten durch spezifische Enzyme die Tight Junctions und 

migrieren in das ZNS. Dort wird durch das Erkennen von spezifischen Antigenen auf antigen-

präsentierenden Zellen eine verstärkte Immunantwort hervorgerufen. Man geht davon aus, dass 

die T-Zellen auch auf bestimmte Myelinproteine wie das basische Myelinprotein (myelin basic 

protein, MBP), Proteolipid-Protein (PLP), Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) und 

Myelin-assoziiertes Glykoprotein (MAG) reagieren. Durch proinflammatorische Zytokine wird 

die residente Mikroglia aktiviert, und Effektorzellen wie Makrophagen, zytotoxische CD8+ T-

Zellen, CD4+ T-Zellen und B-Zellen werden angelockt und stimuliert. Makrophagen und 

Mikroglia sezernieren schädigende Zytokine und aktivieren das Komplementsystem. CD8+ T-

Zellen treten in größeren Mengen perivaskulär im Entzündungsinfiltrat auf, geben zytotoxische 

Granula ab und induzieren apoptotische Vorgänge. T-Zellen aktivieren B-Zellen und führen so 

zur Sezernierung von spezifischen Autoantikörpern. Letztendlich führt ein komplexes 

Zusammenspiel dieser Komponenten zu einer direkten und zu einer antikörpervermittelten 

Demyelinisierung, zu Oligodendrozytenschädigung, reaktiver Astrogliose und Axondegeneration 

(Wu und Alvarez 2011).  

1.2 Tiermodelle der Multiplen Sklerose 

Viele Erkenntnisse über die Pathogenese und Therapie der MS wurden in Tiermodellen 

gewonnen. Aufgrund der klinischen und pathologischen Heterogenität der MS gibt es kein 

Tiermodell, welches alle Facetten des Krankheitsbildes erfasst. Stattdessen gibt es verschiedene 

Tiermodelle, die jeweils einzelne immunpathogenetische Aspekte darstellen und so zur Unter-

suchung spezieller pathologischer Prozesse und Reparationsmechanismen sowie zur Erprobung 

neuer Therapieansätze eingesetzt werden können. Eines der am häufigsten verwendeten Tier-

modelle zur Darstellung der inflammatorischen Komponente der MS ist die experimentelle 

autoimmune Enzephalomyelitis (EAE). Durch eine induzierte Autoimmunreaktion können mit 

diesem Modell entzündliche Vorgänge, die zur Demyelinisierung führen, recht gut nachgebildet 

werden (Kipp et al. 2009). 

Es gibt verschiedene Formen der EAE, die sich durch die Tierart, die Art und Weise der 

Immunisierung und die unterschiedlichen Autoantigene unterscheiden. Die Ausprägung und der 
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klinische Verlauf der EAE, monophasisch oder mehrphasisch, können daher stark variieren. Als 

Tiere kommen in erster Linie Mäuse, Ratten und Primaten in Frage. Immunisiert wird entweder 

aktiv durch die Gabe eines entsprechenden Autoantigens, welches isoliertes Myelin oder ein 

Myelinpeptid sein kann, oder passiv durch die Übertragung von isolierten myelinspezifischen T-

Zellen eines zuvor aktiv immunisierten Spenders auf einen gesunden Empfänger. Außerdem gibt 

es mittlerweile transgene Mausstämme, die spontan eine EAE entwickeln. Als klassische 

Autoantigene dienen Myelinpeptide des ZNS wie MBP, PLP und MOG. Neben weiteren Myelin-

antigenen sind mittlerweile auch gliale und neuronale Antigene zur Induktion einer EAE bekannt 

(Krishnamoorthy und Wekerle 2009). 

Das MOG befindet sich auf der äußersten Lamelle der Myelinscheide und auf der Oberfläche von 

reifen Oligodendrozyten, dabei macht es weniger als 0,05% der Myelinproteine aus. Untersu-

chungen an MS-Patienten konnten eine T-Zell-Antwort auf das MOG nachweisen, es wird daher 

davon ausgegangen, dass das MOG eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der MS spielt 

(Kerlero de Rosbo et al. 1993). Unterschiedliche MOG-Peptide induzieren in C57BL/6-Mäusen 

eine Immunantwort, die sich durch eine signifikante T-Zell-Reaktion darstellt. Die durch das 

MOG33-55-Peptid verursachte EAE hat sich zu einem sicheren und weit verbreiteten MS-Modell 

zur Darstellung der Entzündungsreaktion im ZNS etabliert. Der klinische Verlauf dieser EAE ist 

chronisch, nicht-remittierend und lässt sich gut reproduzieren. Histologisch sind große, 

perivaskuläre, akut entzündliche Läsionen mit Demyelinisierung im Rückenmark zu beobachten 

(Mendel et al. 1995). 

Primaten haben aufgrund ihrer genetischen und immunologischen Nähe zum Menschen eine 

besondere Bedeutung in der Forschung. In der präklinischen Bewertung vieler Medikamente sind 

sie unabdingbar. Die am häufigsten untersuchten Primatenmodelle der MS sind die EAE in 

Rhesusaffen (Macaca mulatta) und in Weißbüschelaffen (Callithrix jacchus). Die Immunisierung 

mit rekombinantem Protein (rMOG) korrespondierend zu der N-terminalen Sequenz von Ratten-

MOG (Aminosäure 1-125) führt bei Weißbüschelaffen zur Ausbildung einer EAE. Der klinische 

Verlauf dieser EAE ist primär chronisch-progredient. Die demyelinisierten Läsionen befinden 

sich vor allem in der weißen Substanz des Gehirns, sie können aber auch im Rückenmark und im 

Sehnerv auftreten. Die Läsionen sind groß, konfluierend und können fast die gesamte Hemisphäre 

ausfüllen. Das Entzündungsinfiltrat besteht vor allem aus Makrophagen, Mikroglia und T-Zellen. 

Perivaskulär sind daneben aber auch einige B-Zellen zu finden. Wie bei der MS, aber im 

Gegensatz zu den Nagetiermodellen, gibt es individuelle Variationen ('t Hart et al. 2000; Merkler 

et al. 2006a). 
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1.3 MicroRNAs 

Reife microRNAs (miRNAs) sind kurze, hoch konservierte, nicht kodierende, einzelsträngige 

RNAs mit einer Länge von durchschnittlich 22 Nukleotiden. MiRNAs haben wichtige Funktionen 

bei der Genregulation. Sie können die Translation hemmen oder eine Degradation der Ziel-mRNA 

(messenger RNA) herbeiführen. Dies geschieht durch die Bindung der miRNA an eine spezifische 

Sequenz in der 3’-untranslatierten Region der mRNA von Zielgenen (Bartel 2004). Eine miRNA 

kann Hunderte von Ziel-mRNAs haben (Baek et al. 2008; Selbach et al. 2008). Man geht davon 

aus, dass die Expression von mehr als einem Drittel aller Gene im menschlichen Genom durch 

miRNAs feinreguliert wird (Lewis et al. 2005).  

MiRNAs können sowohl in Introns und Exons nicht-kodierender Regionen als auch in Introns 

kodierender Gene lokalisiert sein (Rodriguez et al. 2004). Nach der Transkription durch die RNA-

Polymerasen II und III entsteht eine lange primäre-miRNA (pri-miRNA). Posttranskriptional 

erfolgt zunächst eine Prozessierung durch die Endoribonuklease Drosha. Aus der pri-miRNA geht 

so die ca. 60-70 Nukleotide lange Vorläufer-miRNA (precursor-miRNA, pre-miRNA) hervor. Die 

haarnadelstrukturförmige pre-miRNA wird aktiv aus dem Zellkern ins Zytosol transportiert. Im 

Zytosol entsteht durch die Endoribonuklease Dicer die reife, einzelsträngige miRNA. Diese 

nimmt dann im Zusammenspiel mit einem Komplex aus unterschiedlichen Proteinen, dem RNA-

induced silencing complex, Einfluss auf die Translation (Bartel 2004).  

Die Deletion von miRNA-Prozessierungsfaktoren wie der Endoribonuklease Dicer wird im 

Tiermodell genutzt um herauszufinden, in welchem Ausmaß miRNAs in einem speziellen 

regulatorischen Prozess beteiligt sind (Bartel 2004). 

MiRNAs wurden 1993 das erste Mal beschrieben, die Klassifizierung erfolgte jedoch erst später 

(Lee et al. 1993). Zur Nomenklatur: reife miRNAs werden mit „miR“ und einer Nummer, welcher 

ein bestimmter Genlokus zugeordnet ist, beschrieben, z.B. „miR-155“. Zusätzliche Buchstaben-

Suffixe stehen für geringfügige Unterschiede in den Sequenzen der miRNAs. Reife miRNAs, die 

aus verschiedenen Enden der gleichen pre-miRNA hervorgehen, werden mit dem Suffix -3p (3‘-

Ende) bzw. -5p (5‘-Ende) gekennzeichnet (Griffiths-Jones et al. 2006). In menschlichen Zellen 

konnten bislang über 1500 verschiedene miRNAs nachgewiesen werden (Kozomara und 

Griffiths-Jones 2011). Viele dieser miRNAs sind auch in anderen Spezies, vor allem in anderen 

Säugetieren, hochgradig konserviert (Lagos-Quintana et al. 2001; Lau et al. 2001; Lee und 

Ambros 2001). 

MiRNAs sind in viele physiologische Prozesse wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung, 

Apoptose, Stressantwort und Entzündungsreaktion involviert. Sie sind wichtig für die korrekte 

Funktion des ZNS (Coolen und Bally-Cuif 2009; Kosik 2006) und die Entwicklung und Re-

gulation des Immunsystems (Lodish et al. 2008; O'Connell et al. 2010a; Taganov et al. 2007). In 

Mäusen konnte gezeigt werden, dass miRNAs auch für die Immuntoleranz (adaptives Immun-
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system) wichtig sind. Fehlt beispielsweise die Dicer-abhängige miRNA-Prozessierung in 

regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen), entwickeln die Mäuse eine Autoimmunerkrankung, die mit 

dem Autoimmunsyndrom von Mäusen mit komplettem Verlust von Treg-Zellen vergleichbar ist 

(Liston et al. 2008; Zhou et al. 2008). 

Auch die Entwicklung und Homöostase von Zellen und Geweben wird durch miRNA beeinflusst. 

Die Art und Anzahl der miRNA-Expression zeigt oft eine enge Korrelation zum Entwicklungs-

stand der Zelle. Viele miRNAs werden in spezifischen Zelltypen und während bestimmter 

Entwicklungsstadien besonders stark exprimiert (Lagos-Quintana et al. 2002; Lau et al. 2008). In 

Astrozyten und Makrophagen konnte gezeigt werden, dass die Expressionslevel bestimmter 

miRNAs von proinflammatorischen Zytokinen reguliert werden (Junker et al. 2009).  

Für verschiedene neurologische Krankheiten wie Hirntumore (Nicoloso und Calin 2008), Morbus 

Alzheimer und Morbus Parkinson (Eacker et al. 2009; Hebert und De Strooper 2009) konnte 

nachgewiesen werden, dass miRNAs in die Pathogenese involviert sind. Auch bei der MS geht 

man davon aus, dass miRNAs an der Pathogenese beteiligt sind. Im Tiermodell konnte 

beispielsweise gezeigt werden, dass miR-124 durch die Deaktivierung von Makrophagen und 

Mikroglia die EAE-Symptome und die Entzündungsreaktion im ZNS verringert (Ponomarev et al. 

2011) und dass die miRNA let-7e die Entwicklung von TH1- und TH17-Zellen stimuliert und auf 

diese Weise die EAE-Symptome verstärkt (Guan et al. 2013).  

Mittlerweile gibt es mehrere Studien, die miRNA-Expressionsprofile in MS-Patienten darstellen. 

In den meisten dieser Untersuchungen wurde die miRNA-Expression im Blut von MS-Patienten 

analysiert (Cox et al. 2010; De Santis et al. 2010; Du et al. 2009; Fenoglio et al. 2011; Guerau-de-

Arellano et al. 2011; Keller et al. 2009; Lindberg et al. 2010; Martinelli-Boneschi et al. 2012; 

Otaegui et al. 2009; Paraboschi et al. 2011; Siegel et al. 2012; Waschbisch et al. 2011). Die 

Ergebnisse der Studien sind teilweise unterschiedlich. Diese Differenzen sind vermutlich darauf 

zurückzuführen, dass es Unterschiede im untersuchten Material (z.B. Vollblut, Plasma, isolierte 

Monozyten oder Lymphozyten), den Patientengruppen (u.a. Alter, Krankheitsdauer, Krankheits-

verlauf, Krankheitsphase), der Therapie der Patienten und der Methode der Quantifizierung und 

Normalisierung gab. Eine Studie konnte zeigen, dass auch im Liquor cerebrospinalis eine 

spezifische miRNA-Regulation in MS-Patienten gegenüber Kontrollpatienten nachweisbar ist 

(Haghikia et al. 2012).  

Außerdem gibt es zwei Studien, die spezifische miRNA-Expressionsprofile in aktiven und 

inaktiven Hirnläsionen von MS-Patienten beschreiben. Sie konnten zeigen, dass miR-155 sowohl 

in aktiven Läsionen als auch in der normal erscheinenden weißen Substanz (normal appearing 

white matter, NAWM) von MS-Patienten sehr hoch exprimiert wird (Junker et al. 2009; 

Noorbakhsh et al. 2011). Es ist bekannt, dass miR-155 die Immunantwort beeinflusst, indem sie 

die T-Zell-abhängige Gewebeentzündung moduliert. Dies geschieht unter anderem durch 
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Änderungen in Aktivierungs- und Differenzierungsmustern von TH1- und TH17-Zellen. In Mäusen 

führte das Fehlen von miR-155 zu einer weniger ausgeprägten EAE mit milder klinischer 

Manifestation und nur geringem Entzündungsinfiltrat in der histologischen Untersuchung. 

Außerdem war im ZNS und in den peripheren lymphatischen Organen eine Abschwächung der 

TH1- und TH17-Zellantwort nachweisbar. Die miR-155 kann daher möglicherweise als ein An-

griffspunkt in der Therapie der MS und anderer Autoimmunerkrankungen dienen (Murugaiyan et 

al. 2011; O'Connell et al. 2010b). 

1.4 Zielsetzung 

In Tiermodellen verschiedener Krankheiten konnte gezeigt werden, dass miRNAs einen 

potentiellen neuen Therapieansatz darstellen (Czech 2006; Elmen et al. 2008; Krutzfeldt et al. 

2005). MiRNAs könnten auch zu neuen Therapieformen in Autoimmunerkrankungen wie der 

MS führen. Des Weiteren ist die Detektion bestimmter miRNAs als ein diagnostischer oder 

prognostischer klinischer Biomarker für die MS wünschenswert. Anhand von spezifischen 

miRNA-Expressionsprofilen könnten die Krankheitsaktivität und der -verlauf (Subtyp) bestimmt 

werden. Für verschiedene Krankheiten wie Krebs, kardiovaskuläre Erkrankungen und Hirn-

schädigungen konnten im Blutplasma bereits spezifische zirkulierende miRNAs als Biomarker 

bestimmt werden (Boeri et al. 2011; Mitchell et al. 2008; Redell et al. 2010).  

Sowohl die Tiermodelle als auch Studien an MS-Patienten geben immer mehr Aufschluss über die 

Funktion von miRNAs in der Pathogenese der MS. Die meisten Untersuchungen werden zunächst 

im Tiermodell durchgeführt. Um einen Bezug zum Krankheitsbild der MS herzustellen, ist es 

wichtig, die Vergleichbarkeit der Tiermodelle mit der MS zu prüfen. In der vorliegenden Arbeit 

sollen daher miRNA-Expressionsprofile in MOG-induzierten EAE-Läsionen von Mäusen und 

Weißbüschelaffen dargestellt werden. Diese sollen dann mit zuvor erhobenen Daten in MS-

Läsionen verglichen werden (Junker et al. 2009). 

Im ersten Schritt sollen die EAE-Läsionen histopathologisch untersucht und mit MS-Proben 

verglichen werden. Im zweiten Schritt erfolgt dann eine RNA-Extraktion aus den EAE-Läsionen 

der Mäuse und Weißbüschelaffen. Nach der Umschreibung in cDNA (complementary DNA) 

können die miRNAs, die in der MS auffällig waren, mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) detektiert und quantifiziert werden. Aus der relativen Expression der 

miRNAs in den EAE-Läsionen im Vergleich zum nicht entzündlich veränderten Kontrollgewebe 

ergibt sich dann die miRNA-Regulation. Die miRNA-Regulation in MOG35-55-induzierten EAE-

Läsionen in C57BL/6-Mäusen und MOG1-125-induzierten EAE-Läsionen in Weißbüschelaffen 

kann dann mit der bekannten miRNA-Regulation in aktiven humanen MS-Läsionen verglichen 

werden.
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2 Zusammenfassende Darstellung der Methoden 

2.1 Gewebeproben der Weißbüschelaffen 

Vom Institut für Neuropathologie der Universitätsmedizin Göttingen wurden 16 Hirngewebe-

proben von Weißbüschelaffen bereitgestellt, die in früheren Projekten gewonnen worden waren 

(Diem et al. 2008; Merkler et al. 2006a; Merkler et al. 2006b). Die Proben waren in Formalin 

fixiert und in Paraffin eingebettet (formalin-fixed, paraffin-embedded, FFPE). Es wurden zehn 

Proben mit EAE-Läsionen und sechs Proben mit NAWM von Kontrolltieren untersucht. Zur 

aktiven Induktion der EAE waren die Weißbüschelaffen mit rekombinantem Protein (rMOG) 

korrespondierend zu der N-terminalen Sequenz von Ratten-MOG (Aminosäure 1-125), welches in 

komplettem Freunds Adjuvans (KFA) gelöst war, immunisiert worden. Der Gesundheitszustand 

der Tiere war täglich anhand eines EAE-Scores bewertet worden. Weißbüschelaffen, die schwere 

und irreversible EAE-Symptome zeigten, wurden aus ethischen Gründen getötet. Die 

durchschnittliche Überlebensrate betrug 6 Wochen. Für die histopathologische Untersuchung 

waren die Tierkörper zunächst über Nacht in Formalin fixiert worden. Rückenmark und Hirn 

waren dann herausgelöst und in Paraffin eingebettet worden.  

Alle Versuche wurden nach den Vorschriften des Tierschutzgesetzes des Landes Niedersachsen 

durchgeführt und waren in Tierversuchsanträgen von der entsprechenden Behörde genehmigt 

worden. 

2.2 Gewebeproben der Mäuse 

Zudem wurden 27 Rückenmarksproben von C57BL/6-Mäusen untersucht, 17 EAE-Proben und 

zehn Kontrollgewebe. Zur aktiven Induktion der EAE wurden zunächst 20 weibliche 6-8 Wochen 

alte C57BL/6-Mäuse mit MOG35-55-Peptid immunisiert. Dazu wurde den Tieren subkutan in alle 

vier Extremitäten jeweils 50 μg MOG35-55-Peptid injiziert. Die Gesamtmenge von 200 μg 

MOG35-55-Peptid wurde zuvor in 200 μg KFA emulgiert. KFA wurde aus inkomplettem Freunds 

Adjuvans (Mischung aus Mannose Monooleat und Paraffinöl) und 5mg/ml Mycobacterium 

tuberculosis hergestellt.  

Zur Erhöhung der vaskulären Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke und zur Induktion von 

autoreaktiven T-Zellen in der Peripherie erhielten die Mäuse zusätzlich am Tag der 

Immunisierung und 48 Stunden später intraperitoneal jeweils 300 ng Pertussistoxin, welches in 

300 μl steriler phophatgepufferter Kochsalzlösung gelöst war. 

Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen gehalten. Ab dem siebten Tag nach der 

Immunisierung wurden die Mäuse, einschließlich der zehn nicht-immunisierten Kontroll-

mäuse, täglich gewogen und ihr Gesundheitszustand wurde anhand eines EAE-Scores 
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bewertet: 0 = normal, 1 = reduzierter Schwanztonus, 2 = Schwanzlähmung und verminderte 

reflektorische Ausgleichsbewegungen, 3 = Fehlen reflektorischer Ausgleichsbewegungen 

beim Gehen, 4 = Gangataxie, 5 = leichte Lähmung der Hinterbeine, 6 = mittelgradige 

Lähmung beider Hinterbeine, 7 = schwere Lähmung der Hinterbeine oder Paraplegie, 8 = 

Tetraparese, 9 = moribund, 10 = tot. Mäuse, die entweder eine mittelgradige Lähmung der 

Hinterbeine (Score 6) entwickelten oder für mehr als vier Tage eindeutige klinische EAE-

Symptome zeigten, wurden aus tierschutzrechtlichen Gründen getötet. 

Eine Maus starb direkt nach der Immunisierung und zwei weitere Mäuse zeigten nach 30 

Tagen keine deutlichen EAE-Zeichen (nicht erkrankt). Diese drei Mäuse wurden daher von 

den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Die mittlere Überlebensdauer der EAE-Mäuse 

betrug 16,6 +/- 4,3 Tage. Die Kontrollmäuse wurden nach 16 Tagen getötet. 

Zur Tötung wurden die Mäuse zunächst mit einer Überdosis Ketamin-Xylazin narkotisiert. In 

tiefer Narkose wurde dann der Thorax eröffnet. Zur Auswaschung des Blutes aus dem Gewebe 

wurden die Tiere durch die linke Herzkammer mit 0,9%iger NaCl-Lösung perfundiert. Im An-

schluss wurde mit Hilfe eines Skalpells das Rückenmark herausgetrennt, in vier bis fünf etwa 

gleichgroße Stücke zerteilt und für die weitere histopathologische Untersuchung und RNA-

Extraktion schockgefroren. Zur histologischen Untersuchung wurden auf dem Kryostat 7 μm 

dicke Schnitte angefertigt und auf Glasobjektträger gezogen.  

Alle Versuche wurden nach den Vorschriften des Tierschutzgesetzes des Landes Niedersachsen 

durchgeführt und waren in Tierversuchsanträgen von der entsprechenden Behörde genehmigt 

worden. 

2.3 Makrosezierung der Weißbüschelaffengewebeproben 

Die FFPE-Proben der Weißbüschelaffen wurden mit dem Mikrotom geschnitten und auf 

folienbeschichtete (Polyethylen-Naphthalat) Objektträger aufgezogen. Zur Identifikation der 

Läsionen wurden zunächst 3µm dicke Schnitte angefertigt und mit Hämatoxylin-Eosin (HE) und 

Luxol fast blue-Perjodsäure-Schiffsches Reagenz (LFB-PAS) gefärbt. Für die spätere RNA-

Gewinnung wurden alle weiteren Schnitte in einer Dicke von 9 μm angefertigt. Mit einem 

Skalpell wurden die vorher definierten inflammatorischen Bereiche in der weißen Hirnsubstanz 

vom Objektträger herausgeschnitten und in ein Reaktionsgefäß überführt. Für die nachfolgende 

RNA-Extraktion wurden von jeder Probe zehn dieser 9 μm dicken Schnitte in einem Reaktions-

gefäß zusammengefasst. Mit der weißen Substanz der Kontrollen wurde in gleicher Art und Weise 

verfahren.  

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Schiffsches_Reagenz
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2.4 Histopathologie 

Zunächst wurden Standardfärbungen mit HE und LFB-PAS durchgeführt, um das Ausmaß der 

Entzündung und der Demyelinisierung beurteilen zu können. Des Weiteren wurden zur genaueren 

Beurteilung der T-Zell- und Makrophageninfiltration immunhistochemische Färbungen mit 

3,3‘-Diaminobenzidin als Chromogen und Antikörpern gegen CD3 (cluster of differentiation 3) 

sowie MRP14 (myeloid related protein 14) bei den Proben der Weißbüschelaffen und Mac3 

(Macrophage-3 antigen) bei den Proben der Mäuse durchgeführt. Die histopathologische 

Auswertung erfolgte mittels Lichtmikroskopie. 

2.5 RNA-Extraktion 

Vor der RNA-Extraktion musste das FFPE-Gewebe zuerst deparaffiniert und lysiert werden. Dazu 

wurde zu jedem Reaktionsgefäß (jeder Probe) Lysepuffer (50 mM Tris, 25 mM EDTA, 500 mM 

NaCl, 0.1% Nonidet® P-40, 1% SDS) und 1/10 Volumen Proteinase K (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Deutschland) hinzugefügt. Die Inkubationszeit betrug 18 h bei 60°C, dabei wurden die 

Reaktionsgefäße zur Verbesserung der Gewebelyse alle 30 min für 5 min bei 1000 U/min ge-

schüttelt. 

Die RNA-Extraktion konnte für das FFPE-Gewebe der Weißbüschelaffen erst nach dieser 

Vorbehandlung stattfinden. Die gefrorenen Gewebeproben der Mäuse konnten hingegen direkt 

verwendet werden, es wurde keine Trennung der weißen und grauen Substanz des Rückenmarks 

vorgenommen. 

Die RNA-Extraktion wurde mit dem miRNeasy Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) 

nach dem mitgelieferten Protokoll durchgeführt. Einzige Abweichung war die Verwendung von 

RNeasy micro spin columns (Qiagen, Deutschland), um einen hohen RNA-Ertrag zu sichern. 

Zunächst wurden die Gewebeproben mit einer auf Phenol und Guanidinthiocyanat basierenden 

Lösung und durch mechanische Einwirkung homogenisiert. Durch die Zugabe von Chloroform 

und anschließender Zentrifugation erfolgte die Phasentrennung in drei Phasen. Die obere wässrige 

Phase wurde vorsichtig abpipettiert und zur Bindung der RNA mit 100%igem Ethanol versetzt. 

Die nachfolgenden Waschungen dienten der Reinigung der RNA. Im letzten Schritt wurde die 

RNA in RNAse-freiem Wasser eluiert (Qiagen 2007).  

Die RNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch mit dem NanoDrop® (Thermo scientific, 

Braunschweig, Deutschland) bestimmt. Die isolierte RNA wurde dann bis zur weiteren 

Verwendung bei -80°C gelagert. 
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2.6 qPCR-TaqMan LDAs 

In einem ersten Versuch wurden Rückenmarksgewebeproben von vier EAE-Mäusen und drei 

nicht-immunisierten Kontrollmäusen untersucht. Die miRNAs wurden mit Hilfe von TaqMan 

microRNA Reverse Transkription Kit und miRNA-spezifischen haarnadelförmigen Primern 

(stem-looped primers) (beides Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) in eine cDNA 

transkribiert. Durch die Anlagerung der haarnadelförmigen Primer an die miRNA ist es möglich 

in der reversen Transkription cDNA-Transkripte zu generieren, die in der normalen qPCR 

vervielfältigt werden können (Chen et al. 2005). Für die qPCR wurden das qPCR Core Kit, Uracil 

N-Glykosylase (UNG) (beides Eurogentec, Köln, Deutschland) und TaqMan Low-Density Arrays 

(LDAs) (Applied Biosystems, Deutschland) verwendet. Mit den LDAs können mittels qPCR 

Expressionslevel von 586 einzelnen miRNAs detektiert werden. 288 miRNAs wurden mit einem 

CT-Wert (cycle threshold, Zyklusschwellenwert) unter 30 (CT<30) auf den LDAs gemessen. Für 

die Analyse der Daten wurde der Median CT-Wert dieser 288 am höchsten exprimierten miRNAs 

als Ersatzreferenzgen (ERG) festgelegt (Junker et al. 2009). Die relative Expression der einzelnen 

miRNAs in den EAE-Läsionen im Vergleich zum Kontrollgewebe konnte dann mit der ΔCT-

Methode berechnet werden: ΔΔCT = ΔCT EAE-Läsionen - ΔCT Kontrollgewebe. Dabei ent-

spricht ΔCT EAE-Läsionen dem Median CT des ERG in den EAE-Läsionen minus dem Median 

CT der miRNA in den EAE-Läsionen und ΔCT Kontrollgewebe dem Median CT des ERG im 

Kontrollgewebe minus dem Median CT der miRNA im Kontrollgewebe. Die Regulation (x-fache 

Expression) ergibt sich aus der Potenz des ∆∆CT-Werts zur Basis 2 (2ΔΔCT).  

2.7 qPCR-Einzelreaktionen 

Anhand der bereits bekannten miRNA-Expression und -Regulation in aktiven humanen MS-

Läsionen (Junker et al. 2009) wurden 14 miRNAs ausgewählt, die in der vorliegenden Arbeit in 

den Tiergewebeproben mit qPCR-Einzelreaktionen näher analysiert werden sollten. Die so 

ausgewählten miRNAs waren in den aktiven MS-Läsionen im Vergleich zum Kontrollgewebe 

entweder mindestens 3,5fach hoch- (acht miRNAs) oder herabreguliert (eine miRNA) oder im 

Vergleich zum Kontrollgewebe gar nicht reguliert (fünf miRNAs) (Daten basierend auf Junker et 

al. 2009). Die reverse Transkription wurde wie oben für die LDAs beschrieben durchgeführt. Für 

die qPCR-Einzelreaktionen wurden dann das qPCR Core Kit, UNG (beides Eurogentec, 

Deutschland) und single TaqMan miRNA Assays (Applied Biosystems, Deutschland) verwendet. 

Für die Detektion der miRNA-Expression wurde für jede qPCR-Einzelreaktion jeweils 1 ng 

transkribiertes RNA-Äquivalent/cDNA eingesetzt.  

Zur Bestimmung der miRNA-Expression der Weißbüschelaffen wurde die snRNA (small nuclear 

RNA) RNU6B als Referenzgen verwendet. Die miRNA-Expression der Mäuse wurde mit Hilfe 
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von vier Referenz-miRNAs bestimmt, die im LDA-Experiment nicht reguliert erschienen (Median 

der CT-Werte von miR-135b, miR-125a-3p, miR-132 und miR-491 in allen Proben). 

Alle Reaktionen wurden im Duplikat durchgeführt, zur weiteren Berechnung wurde der 

Mittelwert beider Ergebnisse verwendet. Die relative Expression der einzelnen miRNAs in den 

EAE-Läsionen im Vergleich zum Kontrollgewebe wurde mit der ΔCT-Methode berechnet (ΔΔCT 

=  siehe 2.6). 

2.8 Menschliche Gewebeproben 

In der Studie von Junker und Kollegen wurden die miRNA-Expressionsprofile von 16 aktiven 

MS-Läsionen und neun Kontrollgewebeproben erstellt (Junker et al. 2009). Diese Daten dienten 

als Grundlage für den miRNA-Expressionsvergleich von MS-Läsionen und EAE-Läsionen der 

Tiermodelle. 

2.9 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2010. Der Mann-Whitney-U-Test wurde 

zur Bestimmung der Übereinstimmung zweier nicht normalverteilter, unabhängig ermittelter 

Verteilungen angewendet. Unterschiede wurden als signifikant angesehen, wenn p<0,05. Die 

Korrelation zwischen der miRNA-Regulation in humanen MS-Läsionen und den EAE-Läsionen 

der Tiermodelle wurde mit dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet. 
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3 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse 

3.1 Histopathologische Auswertung der Entzündungsläsionen 

Für die lichtmikroskopische Auswertung wurden an den Gewebeproben der Weißbüschelaffen 

(FFPE) und der C57BL/6-Mäuse (Gefrierschnitte) Standardfärbungen mit HE und LFB-PAS und 

immunhistochemische Färbungen mit Antikörpern gegen CD3, MRP14 (Weißbüschelaffen) und 

Mac3 (Mäuse) durchgeführt. 

 

 

Abbildung 1: Histologische Färbung der analysierten EAE-Läsionen. Die FFPE-Gewebeproben (Weißbüschel-

affen) und das Gefriermaterial (Mäuse), welche aktive EAE-Läsionen enthalten, wurden parallel mit LFB-PAS 

zur Darstellung von Myelin und Makrophagen, Antikörpern gegen CD3 zur Darstellung von T-Zellen sowie 

Antikörpern gegen MRP14 (Weißbüschelaffen) bzw. Mac3 (Mäuse) zur Darstellung von Makrophagen gefärbt. 

Die Demyelinisierung in den aktiven Läsionen ist durch die LFB-PAS-Färbung in (A) für Weißbüschelaffen und 

in (D) für Mäuse dargestellt. Die T-Zellinfiltration wird in (B) für Weißbüschelaffen und in (E) für Mäuse 

gezeigt. Die Läsionen sind stark von Makrophagen infiltriert, was in (C) für Weißbüschelaffen und in (F) für 

Mäuse sichtbar ist. Die FFPE-Schnitte waren 3 μm dick und die Gefrierschnitte waren 7 μm dick (Lescher et al. 

2012). 

 

Die histologischen EAE-Präparate der Weißbüschelaffen zeigen in der LFB-PAS-Färbung in der 

weißen Substanz große, teils konfluierende Läsionen, die größtenteils perivaskulär akzentuiert 

sind. Mit Hilfe der immunhistochemischen Färbungen können im Entzündungsinfiltrat vor allem 

große Mengen aktivierte Makrophagen und Mikroglia (Färbung mit Antikörpern gegen MRP14) 

und in etwas kleinerem Umfang T-Zellen (Färbung mit Antikörpern gegen CD3) dargestellt 
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werden (Abb. 1). Die meisten Läsionen sind früh aktiv, aber es konnten auch kleine Bereiche mit 

inaktiven Läsionen identifiziert werden.  

Die durch MOG35-55-induzierten EAE-Läsionen im Rückenmark der Mäuse sind vor allem in der 

weißen Substanz lokalisiert, assoziiert mit entzündlichem Infiltrat in den Meningen. Die Läsionen 

zeigen Demyelinisierung (LFB-PAS-Färbung), aktivierte Makrophagen und Mikroglia (Färbung 

mit Antikörpern gegen Mac3) und, teilweise perivaskulär akzentuiert, einige T-Zellen (Färbung 

mit Antikörpern gegen CD3) (Abb. 1). 

Das Entzündungsinfiltrat, repräsentiert durch Makrophagen, Mikroglia und T-Zellen, in den EAE-

Läsionen der Tiermodelle ist weitgehend mit aktiven MS-Läsionen vergleichbar. Auch die 

Demyelinisierung der EAE-Läsionen in Weißbüschelaffen ist mit den humanen MS-Läsionen 

vergleichbar. Die Läsionen der Weißbüschelaffen gleichen, wie auch bereits in der Literatur 

beschrieben (Merkler et al. 2006a), im Wesentlichen Muster II-Läsionen beim Menschen. Im 

Gegensatz dazu zeigen die EAE-Läsionen im Rückenmark der Mäuse eine weniger starke Demye-

linisierung als diese in MS-Läsionen zu finden ist. 

3.2 MiRNA-Regulation in EAE in Mäusen und Weißbüschelaffen ähnelt 

            jener in humanen MS-Läsionen 

3.2.1 MiRNA-Regulation in EAE-Rückenmarksläsionen von Mäusen 

Aus den Gewebeproben (Gefriermaterial) der Mäuse wurde zunächst die RNA extrahiert. Im 

ersten Versuch wurden dann in einer kleinen Versuchsgruppe (vier EAE-Mäuse, drei nicht-

immunisierte Kontrollmäuse) qPCRs mit TaqMan LDAs durchgeführt. Von den möglichen 586 

einzelnen miRNAs konnten 408 detektiert werden, 288 davon mit einem CT-Wert unter 30 

(CT<30). Nach Normalisierung gegen ein ERG erschienen 38 miRNAs in den EAE-Läsionen im 

Gegensatz zum Kontrollgewebe mindestens 2fach hochreguliert und 41 miRNAs wenigstens auf 

die Hälfte herabreguliert.  

Das miRNA-Expressionsprofil (ΔΔCT-Werte) der MOG35-55-EAE-Mäuse wurde dann mit einzel-

nen, in aktiven MS-Läsionen signifikant regulierten miRNAs verglichen (Daten aus Junker et al. 

2009). Es zeigte sich, dass die in aktiven MS-Läsionen besonders stark regulierten miRNAs auch 

im Tiermodell reguliert erscheinen.  

Zur Festigung und genaueren Differenzierung dieser Daten wurde die Versuchsgruppe im 

Hauptversuch vergrößert. Mit qPCR-Einzelreaktionen wurden im Rückenmark von 17 EAE-

Mäusen und zehn Kontrollmäusen die miRNA-Expression von 14 ausgewählten miRNAs 

gemessen. Anhand der Daten der miRNA-Regulation in aktiven MS-Läsionen (Daten aus Junker 

et al. 2009) wurden miRNAs gewählt, die im Menschen entweder mindestens 3,5fach hoch- (acht 

miRNAs) oder herabreguliert (eine miRNA) oder im Vergleich zum Kontrollgewebe gar nicht 

reguliert (fünf miRNAs) waren.  
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Tabelle 1: Regulation von ausgewählten miRNAs in aktiven humanen MS-Läsionen im 

Vergleich zu EAE-Läsionen von Maus und Weißbüschelaffe (Lescher et al. 2012).  

  Mensch 
 

  Maus     Weißbüschelaffe   

miRNAs
a
 

x-fache Regulation in 
Läsionen im Vergleich 
zur Kontrolle

b
 

  
x-fache Regulation in 
Läsionen im Vergleich 
zur Kontrolle

c
 

  
x-fache Regulation in 
Läsionen im Vergleich 
zur Kontrolle

d
 

miR-155 11,9 **   17,0 **   8,0 ** 
miR-326 8,9 **   1,7 **   1,0 

--
 

miR-142-3p 7,7 **   26,8 **   16,7 ** 
miR-146a 6,3 **   3,0 **   4,7 ** 
miR-146b 5,0 **   2,9 **   4,1 ** 
miR-34a 4,9 **   1,5 

--
   1,3 

--
 

miR-21 3,9 **   10,8 **   4,4 ** 
miR-23a 3,9 **   4,3 

--
   2,0 

--
 

miR-184 0,2 **   2,5 **   1,3 
--
 

miR-135b 0,9 
--
   0,9 

--
   0,6 

--
 

miR-125a-5p 1,0 
--
   1,2 

--
   0,8 

--
 

miR-132 0,7 
--
   1,0 

--
   0,4 ** 

miR-491 1,0 
--
   1,2 

--
   0,5 ** 

miR-19a 1,2 
--
   2,5 **   1,7 ** 

Die x-fache Regulation ergibt sich aus der Potenz des ∆∆CT-Werts zur Basis 2 (2
ΔΔCT

) 
ΔΔCT = ΔCT EAE-Läsionen - ΔCT Kontrollgewebe  
a
 Auswahl von regulierten (mindestens 3,5fach hoch- oder herabreguliert) und nicht regulierten miRNAs in aktiven humanen 

MS-Läsionen im Vergleich zu Kontrollgewebe (Daten aus Junker et al. 2009) 
b 
16 aktive humane MS-Läsionen und 9 Kontrollgewebe wurden untersucht (Daten aus Junker et al. 2009) 

c 
17 Maus-EAE-Rückenmarksläsionen und 10 Kontrollgewebe wurden untersucht 

d 
10 Weißbüschelaffen-EAE-Läsionen und 6 Kontrollgewebe wurden untersucht 

** p<0,05 signifikanter Unterschied in der miRNA-Regulation zwischen aktiven Läsionen und Kontrollgewebe (U-Test) 

-- kein signifikanter Unterschied in der miRNA-Regulation zwischen aktiven Läsionen und Kontrollgewebe (U-Test) 

 

Der miRNA-Regulationsvergleich wurde anhand des Wertes 2ΔΔCT durchgeführt (Tab. 1). In den 

EAE-Läsionen der Mäuse sind sechs der acht im Menschen hochregulierten miRNAs in ähnlicher 

Weise signifikant hochreguliert wie in den MS-Läsionen (miR-155, miR-326, miR-142-3p, miR-

146a, miR-146b und miR-21). Die genauen Expressionslevel unterscheiden sich aber. MiR-142-

3p ist beispielsweise in Mäusen sehr viel höher exprimiert (26,8fach) als im Menschen (7,7fach). 

MiR-23a zeigt eine nicht signifikante Hochregulation (4,3fach) und miR-34a zeigt nur eine 

leichte, nicht signifikante Tendenz zur Hochregulation (1,5fach). Die einzige untersuchte miRNA, 

die im Menschen herabreguliert ist (miR-184, 0,2fach), erscheint in der EAE-Läsion von Mäusen 

signifikant hochreguliert (2,5fach). Vier der fünf nicht regulierten miRNAs in den MS-Läsionen 

sind auch in Mäusen nicht reguliert (miR-135b, miR-125a-5p, miR-132 und miR-491). Im 

Gegensatz dazu erscheint die miR-19a in den EAE-Läsionen signifikant 2,5fach hochreguliert 

(Tab. 1).  

Die Korrelation zwischen der miRNA-Regulation in MS-Läsionen und der miRNA-Regulation in 

EAE-Läsionen von Mäusen zeigt einen deutlichen Zusammenhang (Spearmans Rangkorrela-

tionskoeffizient rs = 0,67; p<0,01) (Abb. 2).  
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Abbildung 2: MiRNA-Expression in Maus-EAE-Läsionen im Vergleich zur miRNA-Expression in humanen 

MS-Läsionen. Die mit qPCR-Einzelreaktionen (single TaqMan miRNA Assays, Applied Biosystems) ge-

messenen hoch- und herabregulierten miRNAs in EAE-Rückenmarksläsionen von Mäusen sind mit ihren 

korrespondierenden miRNAs in aktiven MS-Läsionen (Daten aus Junker et al. 2009) dargestellt. Der X-Wert 

jedes Punktes stellt die Regulation einer spezifischen miRNA in Maus-EAE-Rückenmarksläsionen im Vergleich 

zum Kontrollgewebe dar [ΔΔCT = ΔCT EAE-Läsionen (Median CT Ersatzreferenzgen in EAE-Läsionen - 

Median CT miRNA in EAE-Läsionen) – ΔCT Kontrollgewebe (Median CT Ersatzreferenzgen im 

Kontrollgewebe – Median CT miRNA im Kontrollgewebe)]. Der Y-Wert jedes Punktes stellt die Regulation 

derselben miRNA in aktiven humanen MS-Läsionen im Vergleich zum Kontrollgewebe dar [ΔΔCT = ΔCT MS-

Läsionen (Median CT Ersatzreferenzgen in MS-Läsionen - Median CT miRNA in MS-Läsionen) – ΔCT 

Kontrollgewebe (Median CT Ersatzreferenzgen im Kontrollgewebe – Median CT miRNA im Kontrollgewebe)].  

3.2.2 MiRNA-Regulation in EAE-Läsionen von Weißbüschelaffen 

Die Gewebeproben der Weißbüschelaffen (FFPE) wurden zuerst deparaffiniert und lysiert, dann 

erfolgte die RNA-Extraktion. In früheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die 

Extraktion von RNA und die anschließende quantitative miRNA-Detektion (qPCR) für 

Gefriermaterial und FFPE-Gewebeproben gleichwertige Ergebnisse liefert (Eisele et al. 2012; 

Junker et al. 2009).  

Die zehn aktiven EAE-Läsionen und die sechs NAWM-Gewebeproben wurden mit qPCR-Einzel-

reaktionen auf ihre miRNA-Expression untersucht. Die miRNA-Regulation wird durch den Wert 

2ΔΔCT angegeben (Tab. 1). Im Vergleich zur miRNA-Regulation in aktiven MS-Läsionen zeigt 

sich, dass in den EAE-Läsionen der Weißbüschelaffen fünf der acht im Menschen hochregulierten 

miRNAs signifikant ähnlich hoch reguliert sind (miR-155, miR-142-3p, miR-146a, miR-146b und 
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miR-21). MiR-23a ist in den Weißbüschelaffen nicht signifikant 2fach hochreguliert. Im 

Gegensatz zu den MS-Läsionen sind in den EAE-Läsionen der Weißbüschelaffen die miR-326 

und die miR-34a nicht reguliert. MiR-184, die in MS-Läsionen signifikant herabreguliert ist, ist in 

den Weißbüschelaffen nicht reguliert. Von den fünf in MS-Läsionen nicht regulierten miRNAs 

sind in den EAE-Läsionen zwei nicht reguliert (miR-135b und miR-125a-5p). Die anderen drei 

sind signifikant reguliert. MiR-19a ist signifikant 1,7fach hochreguliert und miR-132 und miR-

491 sind in den EAE-Läsionen der Weißbüschelaffen signifikant herabreguliert (0,4fach und 

0,5fach) (Tab. 1).  

Die Korrelation zwischen der miRNA-Regulation in MS-Läsionen und der miRNA-Regulation in 

EAE-Läsionen von Weißbüschelaffen zeigt einen deutlichen Zusammenhang (Spearmans Rang-

korrelationskoeffizient rs = 0,69; p<0,01) (Abb. 3).  

 

 

Abbildung 3: MiRNA-Expression in Weißbüschelaffen-EAE-Läsionen im Vergleich zur miRNA-Expression in 

humanen MS-Läsionen. Die mit qPCR-Einzelreaktionen (single TaqMan miRNA Assays, Applied Biosystems) 

gemessenen hoch- und herabregulierten miRNAs in EAE-Läsionen von Weißbüschelaffen sind mit ihren korres-

pondierenden miRNAs in aktiven MS-Läsionen (Daten aus Junker et al. 2009) dargestellt. Der X-Wert jedes 

Punktes stellt die Regulation einer spezifischen miRNA in Weißbüschelaffen-EAE-Läsionen im Vergleich zum 

Kontrollgewebe dar [ΔΔCT = ΔCT EAE-Läsionen (Median CT Referenzgen in EAE-Läsionen - Median CT 

miRNA in EAE-Läsionen) – ΔCT Kontrollgewebe (Median CT Referenzgen im Kontrollgewebe – Median CT 

miRNA im Kontrollgewebe)]. Der Y-Wert jedes Punktes stellt die Regulation derselben miRNA in aktiven 

humanen MS-Läsionen im Vergleich zum Kontrollgewebe dar [ΔΔCT = ΔCT MS-Läsionen (Median CT 

Ersatzreferenzgen in MS-Läsionen - Median CT miRNA in MS-Läsionen) – ΔCT Kontrollgewebe (Median CT 

Ersatzreferenzgen im Kontrollgewebe – Median CT miRNA im Kontrollgewebe)]. 
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4 Diskussion 

In dieser Arbeit wurde die miRNA-Regulation ausgewählter miRNAs in EAE-Läsionen von 

C57BL/6-Mäusen (MOG35-55-induziert) und Weißbüschelaffen (MOG1-125-induziert) im Gegen-

satz zu Kontrollgewebe ermittelt und mit der miRNA-Regulation in aktiven humanen MS-

Läsionen verglichen. Die meisten miRNAs waren in ähnlicher Weise hoch- oder herabreguliert 

wie in den MS-Läsionen. 

Die möglichen Funktionen der einzelnen in den EAE- und MS-Läsionen regulierten miRNAs 

wurden bereits in der Veröffentlichung des Projektes detailliert dargestellt (Lescher et al. 2012). 

An dieser Stelle soll daher ergänzend dazu der potentielle Nutzen der in der Arbeit gewonnenen 

Erkenntnisse diskutiert werden.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die in aktiven humanen MS-Läsionen am 

höchsten regulierten miRNAs (miR-155, miR-142-3p, miR-146a, miR-146b und miR-21) auch in 

den Tiermodellen hochreguliert erscheinen. Daraus kann gefolgert werden, dass die 

Immunmechanismen, die in den Läsionen von miRNAs reguliert werden, in Menschen und in den 

beiden untersuchten Tiermodellen zumindest teilweise vergleichbar sind. MiR-155 spielt 

nachweislich eine proinflammatorische Rolle in verschieden Zelltypen. Im Tiermodell führt die 

Anwesenheit von miR-155 zu einer stärkeren Gewebeentzündung in den EAE-Läsionen 

(O'Connell et al. 2010b). Außerdem konnte in verschiedenen in vitro-Untersuchungen gezeigt 

werden, dass miR-155 und miR-146a nach Stimulation mit verschiedenen proinflammatorischen 

Zytokinen in Astrozyten hochreguliert erschienen (Junker et al. 2009; Mor et al. 2011). MiR-146a 

und miR-146b übernehmen sowohl im angeborenen als auch im adaptiven Immunsystem 

regulatorische Funktionen (Rusca und Monticelli 2011). In Modellen verschiedener Krankheiten 

konnte gezeigt werden, dass miR-146a im Entzündungszustand in Astrozyten hochreguliert wird 

(Lescher et al. 2012). Außerdem spielt miR-146a eine wichtige Rolle in der Funktion von 

Treg-Zellen (Lu et al. 2010). 

Die EAE ist ein Tiermodell der MS, welches die Demyelinisierung beruhend auf einer auto-

immunen Entzündungsreaktion, recht gut darstellt (Krishnamoorthy und Wekerle 2009). Es ist 

wahrscheinlich, dass ein Teil der gefundenen miRNA-Regulation in den EAE-Läsionen durch 

miRNAs aus Zellen des entzündlichen Infiltrats der Läsionen (v.a. Makrophagen, Mikroglia und 

T-Zellen) beeinflusst wird. Für die Demyelinisierung sind aber nicht nur Makrophagen, Mikroglia 

und T-Zellen verantwortlich, beispielsweise spielen auch Antikörper eine wichtige Rolle. Es wäre 

daher interessant, die miRNA-Expression in einem nicht-inflammatorischen Tiermodell der MS 

zu untersuchen und diese Ergebnisse dann mit der Regulation in den EAE-Läsionen und den MS-

Läsionen zu vergleichen. Im Cuprizone-Modell kommt es zu einer toxisch induzierten Demyelin-
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isierung und nachfolgender Axonschädigung. Makrophagen treten erst sekundär zur Phagozytose 

von Myelin und zur Reparation der Läsionen auf. Aufgrund des reversiblen Effekts kann das 

Cuprizone-Tiermodell sehr gut für die Untersuchungen von De- und Remyelinsierungsvorgängen 

verwendet werden (Kipp et al. 2009). Im Cuprizone-Modell konnte durch mRNA-Quantifizierung 

gezeigt werden, dass die Myelinproteine MBP und MAG schon vor der eigentlichen Demyelin-

isierung herabreguliert werden und mit der Akkumulation von Makrophagen und Mikroglia 

wieder hochreguliert werden ( Jurevics et al. 2002; Morell et al. 1998). Daher kann die Hypothese 

aufgestellt werden, dass es auch eine spezifische miRNA-Regulation gibt, die an der Modulation 

der De- und Remyelinisierungsvorgänge beteiligt ist. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die miRNA-Regulation in EAE-Läsionen 

größtenteils mit der miRNA-Regulation in humanen MS-Läsionen vergleichbar ist. Die meisten 

Untersuchungen zu miRNA-Expressionsprofilen in der MS wurden bisher im Blut durchgeführt. 

Vor allem die Untersuchung von Vollblut (Cox et al. 2010; Keller et al. 2009), Plasma (Siegel et 

al. 2012) und isolierten Monozyten oder Lymphozyten (Fenoglio et al. 2011; Martinelli-Boneschi 

et al. 2012; Otaegui et al. 2009; Paraboschi et al. 2011; Waschbisch et al. 2011) ist relativ einfach 

durchzuführen und kann daher klinisch sehr gut eingesetzt werden. Es stellt sich die Frage, ob 

auch im Tiermodell während der EAE miRNA-Veränderungen im Blut auftreten und ob diese ggf. 

als Prognose- und Krankheitsverlaufsmarker bei der MS dienen könnten.  

MiRNAs spielen eine wichtige Rolle in der Genexpression und haben damit Einfluss auf viele 

physiologische Prozesse. Die Wirkungsweise vieler miRNAs ist noch nicht hinreichend geklärt, 

denn jede miRNA kann viele hundert Zielgene haben. Zur Identifizierung der miRNA-Ziele gibt 

es zum einen mehrere Programme, die anhand von Basensequenzen die Zielgene berechnen, zum 

anderen gibt es zur Bestätigung dieser Ergebnisse verschiedene experimentelle Ansätze (Thomson 

et al. 2011). Die miRNA-Zielidentifizierung kann ein Ansatz für das Verständnis physiologischer 

und im Falle von Erkrankungen auch pathologischer Prozesse sein. Da die miRNA-Expressions-

profile in der MS und der EAE von Mäusen und Weißbüschelaffen zumindest weitgehend 

vergleichbar sind, kann die EAE als gutes Modell für diese experimentellen Untersuchungen 

genutzt werden.  

Ein experimenteller Ansatz zur miRNA-Zielidentifizierung ist die Untersuchung an gen-

defizienten Mäusen, sogenannten Knockout-Mäusen, denen bestimmte miRNA-Prozessierungs-

faktoren oder auch spezifische miRNAs fehlen. Im Tiermodell konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass das Fehlen von miR-155 zu einem weniger stark ausgeprägtem Krankheitsbild der 

EAE führt (Murugaiyan et al. 2011; O'Connell et al. 2010b). 

Eine Unterdrückung bzw. Ausschaltung bestimmter für die Pathologie der Erkrankung bedeut-

samen miRNAs kann einen therapeutischen Wert haben. Im Tiermodell konnte gezeigt werden, 

dass dies prinzipiell möglich ist. So kann z.B. durch die intravenöse Gabe von sogenannten 
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AntimiRs eine spezifische miRNA gezielt unterdrückt werden. AntimiRs sind chemisch 

modifizierte zur reifen miRNA komplementäre (antisense) Oligonukleotide. Die chemische 

Modifikation kann unterschiedlich sein, sie dient immer der Stabilisierung und verbessert die 

Bindungsaffinität der AntimiRs. Durch die Bindung der AntimiRs an die entsprechende miRNA 

konkurrieren sie mit den Ziel-mRNAs und führen so zu einer funktionellen Inhibition der miRNA 

und Suppression der mRNA-Funktion.  

An Mäusen und Primaten konnte gezeigt werden, dass AntimiRs in pharmakologischer Wirkung 

eingesetzt werden können. Die intravenöse Injektion von AntimiR-122 führte zu einer effektiven, 

spezifischen, langanhaltenden Unterdrückung von miR-122 in Hepatozyten und somit zu einer 

Reduktion der miR-122-abhängigen Gene, welches sich z.B. durch einen Abfall des Plasma-

Cholesterin-Wertes zeigte. Es gab keine Anzeichen für eine AntimiR-assoziierte Toxizität oder 

histopathologische Veränderungen (Elmen et al. 2008; Krutzfeldt et al. 2005).  

Auch die Replikation des Hepatitis-C-Viruses (HCV) ist miR-122-abhängig. AntimiR-122 kann 

daher zur therapeutischen Behandlung bei chronischer Infektion mit HCV angewendet werden. 

Unter dem Produktnamen Miravirsen® (Santaris Pharma A/S, Hørsholm, Dänemark) wurden erste 

klinische Studien durchgeführt, die eine gut verträgliche, langanhaltende HCV-Suppression 

zeigten. Es traten keine dosisabhängigen Toxizitäten und nur geringfügige Nebenwirkungen auf 

(Stenvang et al. 2012).  

Eine Behandlung mit AntimiR-16 führte im Tiermodell (Mäuse) zu einer Reduktion von miR-16 

in allen getesteten Geweben (Leber, Niere, Herz, Fett, Duodenum und Knochenmark) außer im 

Hirngewebe (Krutzfeldt et al. 2005). Durch die direkte Injektion von AntimiR-16 in den Kortex 

konnte auch im Hirngewebe eine spezifische miRNA-Unterdrückung erreicht werden (Krutzfeldt 

et al. 2007). AntimiRs können daher auch als eine mögliche Therapieform für Erkrankungen des 

ZNS angesehen werden. Ein Problem stellt jedoch die Umgehung der Blut-Hirn-Schranke dar. In 

jedem Fall können aber im Tiermodell AntimiRs verwendet werden, um die Wirkung bzw. 

Funktion bestimmter miRNAs im ZNS zu ergründen.  

Die meisten in vivo-Untersuchungen werden im Tiermodell durchgeführt. Nur in geringem Maße 

wird direkt am Menschen geforscht. Eine Vergleichbarkeit zwischen Krankheitsbild im Menschen 

und Tiermodell ist daher unabdingbar. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die MOG-induzierte 

EAE in Bezug auf miRNA-Regulation als entzündliches Modell der MS gut verwendet werden 

kann. Die in Untersuchungen zur EAE gewonnenen Erkenntnisse können daher diesbezüglich in 

wesentlichen Punkten als relevant für den Menschen angesehen werden.  
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Here we demonstrate that miRNA regulation in marmoset (Callithrix jacchus) and C57/BL6 mouse EAE lesions
largely resembles miRNA regulation in active human MS lesions. Detailed quantitative PCR analyses of the
most up- and downregulatedmiRNAs of active humanMS lesions in dissected lesions frommarmoset EAE brains
and inflamed spinal cords of EAE mice revealed that the conserved and highly regulated miRNAs, miRNA-155,
miRNA-142-3p, miRNA-146a, miRNA-146b and miRNA-21, turned out to be similarly upregulated in marmoset
and mouse EAE lesions.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are small (~22 bp) RNA fragments with regu-
latory functions on the translational level (Baek et al., 2008; Selbach et
al., 2008). Recently, new information aboutmiRNA expression inmulti-
ple sclerosis (MS) and its animal models was uncovered and functions
of these miRNAs have been defined (for review see Junker, 2011;
Junker et al., 2011; Thamilarasan et al., 2012). The expression of more
than one-third of all mammalian genes might be regulated by miRNAs
(Lewis et al., 2005) and they might therefore serve as therapeutic tar-
gets (Krutzfeldt et al., 2005; Czech, 2006; Elmen et al., 2008).

It has become clear in recent years that human miRNAs are also
highly conserved especially in other mammals (Lagos-Quintana et
al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001). It is increasingly
recognized that miRNAs play essential roles in the immune system
(Taganov et al., 2007; Lodish et al., 2008; O'Connell et al., 2010b)
and for correct function in the mature central nervous system (CNS)
(Kosik, 2006; Coolen and Bally-Cuif, 2009). It was found that miRNAs
are critical for the maintenance of immune tolerance, as can be seen
in mice with a deletion of Dicer-mediated miRNA processing in regu-
latory T cells (T reg cells). These mice develop a fatal autoimmune
logy, UniversityMedical Center,
0, 37075 Göttingen, Germany.

unker).

rights reserved.
disease which is very similar to the autoimmune syndrome of animals
with a complete deficiency of T reg cells (Liston et al., 2008; Zhou et
al., 2008). miRNA-124 promotes microglia quiescence and inhibits
the symptoms of experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE) by deactivating macrophages via the C/EBP-α-PU.1 pathway
(Ponomarev et al., 2011). Apart from this, inflammatory cytokines
can regulate the expression levels of miRNAs in a distinct cell type
as shown, for example, in astrocytes (Junker et al., 2009; Mor et al.,
2011). Only recently, several studies have been published in which
expression of miRNAs was measured in the peripheral blood of MS
patients (Du et al., 2009; Keller et al., 2009; Otaegui et al., 2009;
Cox et al., 2010; De Santis et al., 2010; Lindberg et al., 2010;
Martinelli-Boneschi et al., 2012; Fenoglio et al., 2011; Guerau-de-
Arellano et al., 2011; Waschbisch et al., 2011). Two studies examined
expression profiles of miRNAs in the CNS of MS patients (Junker et al.,
2009; Noorbakhsh et al., 2011). miRNA-155 was one of the most
upregulated miRNAs in active human MS lesions (Junker et al.,
2009) and is also upregulated in normal appearing white matter
(NAWM) from the CNS of MS patients (Noorbakhsh et al., 2011).
Mice with a deficiency of miRNA-155 develop less severe EAE than
controls (O'Connell et al., 2010a; Murugaiyan et al., 2011). For exam-
ple, the attenuation of EAE in miRNA-155 knockout mice was associ-
ated with a decrease in Th1 and Th17 responses in the CNS and
peripheral lymphoid organs.

MS is an inflammatory disease of the CNS which leads to the for-
mation of demyelinated plaques with glial scar formation and axonal
loss (Noseworthy et al., 2000). The heterogeneity of MS lesions, in-
cluding the inflammatory infiltrate, oligodendrocyte damage and

http://dx.doi.org/10.1016/j.jneuroim.2012.02.012
mailto:junker@med.uni-goettingen.de
http://dx.doi.org/10.1016/j.jneuroim.2012.02.012
http://www.sciencedirect.com/science/journal/01655728
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the extent of demyelination/remyelination or axonal loss, has recent-
ly been described (Lucchinetti et al., 1999; Kuhlmann et al., 2002).
The detailed histopathological description of actively demyelinating
MS lesions led to the definition of four distinct lesion patterns
(Lucchinetti et al., 2000).

Several animal models displaying parts of the pathology of MS and
CNS inflammation have now been established (for review see
Krishnamoorthy and Wekerle, 2009). EAE induced with the myelin
oligodendrocyte glycoprotein peptide MOG35–55 in C57/BL6 mice is
one common model for investigating the CNS inflammation. The
striking features of this model are large acute inflammatory lesions
within the spinal cord with a great number of infiltrating CD4+ T-
cells and macrophages with demyelination. The inflammatory CNS le-
sions in mice with MOG35–55 EAE bear features that are comparable to
human MS lesions. MOG1–125-induced EAE in the common marmoset
(Callithrix jacchus) is a model of CNS inflammation which displays
many parallels, with regard to the pathology of the lesions, when
compared with active human MS lesions (Merkler et al., 2006b).

We asked whether miRNA regulation in two inflammatory animal
models, namely the MOG35–55 peptide-induced EAE in mice and the
MOG1–125-induced EAE in marmosets, is comparable to the miRNA
regulation of active humanMS lesions. Here we show that the expres-
sion of the most upregulated miRNAs in MS largely resembles the
miRNA expression in these two EAE models.

2. Material and methods

2.1. Tissue specimens of marmosets

In total, we analyzed 16 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)
tissue samples from marmoset brains. The group of marmoset tissue
specimens comprised 10 FFPE blocks with EAE lesions and 6 control
blocks derived from animals which did not develop any lesion pathol-
ogy after immunization (n=5) or did not receive any immunization
at all (n=1). Tissue samples originated from the Department of Neu-
ropathology in Göttingen, Germany and were collected from previous
projects (Merkler et al., 2006a; Merkler et al., 2006b; Diem et al.,
2008). Briefly, marmosets had been immunized with recombinant
protein (rMOG) corresponding to the N-terminal sequence of rat
MOG (amino acids 1–125) in complete Freund's adjuvant (CFA)
(Merkler, D. et al., 2006b). All experiments had been performed in
compliance with relevant laws and institutional guidelines and had
been approved by local authorities.

2.2. Tissue specimens of mice

MOG35–55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) was purchased from
Princeton Biomolecules (Langhorne, PA, USA). Incomplete Freund's
adjuvant (IFA) was prepared as a mixture of mannide monooleate
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and paraffin oil (Merck, Darm-
stadt, Germany); CFA was obtained by mixing Mycobacterium tuber-
culosis H37RA (Difco Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA) at 5 mg/
ml into IFA. For disease induction 20 C57/BL6 mice were immunized
128 s.c. in all four extremities with a total of 200 μg MOG35–55 in
CFA. 300 ng pertussis toxin (PTX; List Biological Laboratories— Quad-
ratech, Epsom, UK) in 300 μl sterile phosphate buffered saline (PBS)
was given on the day of immunization and 48 h later. Ten non-
immunized mice served as negative controls. Animals were weighed
and scored daily for clinical signs of disease on a scale from 0 to 10.
Scores were as follows: 0 = normal; 1 = reduced tone of tail; 2 =
limp tail, impaired righting; 3 = absent righting; 4 = gait ataxia;
5 = mild paraparesis of hind limbs; 6 = moderate paraparesis; 7 =
severe paraparesis or paraplegia; 8 = tetraparesis; 9 = moribund; and
10 = death (Wust et al., 2008). Mice that either developed a score
above 6 or had EAE symptoms for more than 4 days were sacrificed.
All experiments were performed in compliance with relevant laws
and institutional guidelines and were approved by local authorities.

2.3. Macrodissection of marmoset lesions

Lesions of marmoset brain samples were extracted as described
previously for human brain samples (Eisele et al., 2012; Junker et
al., 2009). Briefly, paraffin sections were mounted on membrane-
covered polyethylene naphthalate slides (Zeiss, Jena, Germany). Par-
allel sections were stained with hematoxylin–eosin (HE) and luxol
fast blue-Pas (LFB-Pas) to allow identification of the lesions. For the
analysis of miRNA profiles from lesions, white matter areas with in-
flammatory infiltrate were dissected from the slides with a scalpel
and 10 sections (each 9 μmthick)were pooled for RNA extraction. Con-
trol white matter specimens were extracted the same way. This miRNA
analysis was restricted to white matter tissue samples in order to limit
possible confounding effects from neuronal miRNAs. FFPE tissue was
deparaffinized and digested with proteinase K (Sigma-Aldrich) before
RNA extraction.

2.4. Processing of spinal cord tissue of mice

Spinal cords of diseased mice or control mice were extracted and
snap frozen for histochemistry and RNA preparation.

2.5. Histopathology

Histological evaluation was performed on 3 μm-thick sections
stained with HE (data not shown) and LFB-Pas to assess inflammation
and demyelination. Immunohistochemistry was performed after
antigen-unmasking microwave treatment for 15 min (800 W) in cit-
rate buffer. Endogenous peroxidase activity was blocked by incuba-
tion of sections in 3% H2O2 in PBS. Sections were blocked with 10%
fetal calf serum in PBS for 10 min at room temperature. Washed sec-
tions were stained with the following primary antibodies: mouse
anti-human MRP14 (1:500, BMA Biomedicals, Augst, Switzerland),
mouse anti-human CD3 (1:50, Serotec, Düsseldorf, Germany), rat
anti-mouse MAC3 — M3/84 (1:200, Pharmingen, Hamburg, Germa-
ny). Bound antibody was visualized using an avidin-biotin technique
with 3,3′-diaminobenzidine (DAB) as chromogen.

2.6. RNA extraction

Tissue lysis and RNA extraction were performed according to the
protocol previously published by Eisele et al. and Junker at al.
(Eisele et al., 2012; Junker et al., 2009). FFPE tissue and frozen tissue
are equally applicable for the detection of miRNAs as demonstrated
before (Eisele et al., 2012; Junker et al., 2009).

For tissue lysis of FFPE specimens lysis buffer (50 mMTris, 25 mM
EDTA, 500 mM NaCl, 0.1% Nonidet® P-40, 1% SDS) in combination
with 1/10 volume Proteinase K (Sigma-Aldrich) was added per reac-
tion tube and incubated at 60 °C for 18 h. To improve tissue lysis re-
action tubes were vortexed every 30 min at 1000 rpm for 5 min.
RNA was isolated from the preprocessed FFPE specimens or directly
from the frozen specimens using the miRNeasy mini-kit (Qiagen,
Hilden, Germany) according to the protocol provided by the manu-
facturer. To obtain a higher yield of RNA, we used RNeasy micro-
spin columns (Qiagen) RNA concentration was determined with
the NanoDrop (Thermo scientific/Gerhard Menzel, Braunschweig,
Germany). RNA was stored at −80 °C.

2.7. RT PCR — Taqman LDAs

Evaluation of miRNA profiles of mouse samples was performed as
described previously for human miRNAs (Junker et al., 2009). Briefly,
the investigated screening samples contained 4 EAE spinal cords and
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3 control spinal cords from non-diseased mice. In total, the expres-
sion level of 586 single miRNAs was detected with LDAs on the ABI
7900 (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). For analyses of
mouse data the median of the most abundant 228 miRNAs (228 miR-
NAs could be detected with a raw cycle threshold (CT b30) in all sam-
ples) was used as a surrogate housekeeping gene as previously
described (Junker et al., 2009). The relative expression of miRNAs in
EAE lesions versus control tissue was calculated with the ΔCT method
(Ng et al., 2009).

The qPCR single reactions were performed on the IQ5 (Biorad,
Munich, Germany) using the qPCR Core Kit and uracyl N-glycosylase
(both from Eurogentec, Cologne, Germany). miRNAs were detected
with single TaqMan miRNA Assays (Applied Biosystems). The total
amount of transcribed RNA equivalent used per PCR reaction was
1 ng for all miRNAs. In marmoset experiments, the small nuclear
RNA RNU6B was used for normalization with the ΔCT method (Ng
et al., 2009). Briefly, ΔCT=[(median of CTmiRNA lesions minus medi-
an CT RNU6B lesions) minus (CTmiRNA controls minus CT RNU6B con-
trols)]. In mice, RNU6B appeared to be upregulated in mouse EAE
lesions when normalized against the amount of RNA equivalent used
per qPCR reaction (data not shown). Therefore, 4 miRNAs which
appeared not to be 214 regulated in the mouse LDA screening experi-
ment (miRNA-135b, miRNA-125a-5p, miRNA-132, miRNA-491), were
measured in each sample and the median raw CT value of all 4 was
used for normalization as a surrogate housekeeping gene for this
experiment.

The stability of the housekeeping gene or surrogate housekeeping
gene in the examined samples is depicted in Supplementary Fig. 1.

2.8. Human samples

Evaluation of miRNA profiles of human samples was previously pub-
lished anddescribed in detail (Junker et al., 2009). In short, the investigat-
ed samples contained 16 active MS lesions and 9 normal brain white
matter specimens (for details see Junker et al., 2009). In short, the inves-
tigated samples contained 16 activeMS lesions and 9 normal brainwhite
matter specimens (for details see (Junker et al., 2009)).
Fig. 1. Histology of analyzed lesions in animal models. Formalin-fixed paraffin-embedded (
sions were stained in parallel for myelin and macrophages with luxol fast blue-Pas (LFB-Pas
Demyelination detected with LFB-Pas is depicted in (A) for marmosets and (D) for mice. T-c
densely populated with macrophages as shown in (C) for marmosets and (F) for mice. Para
2.9. Statistical analysis

To assess whether two samples of independent observations var-
ied in their composition, the Mann–Whitney U test was performed.
The significance level was set to 5%. The correlation between miRNA
regulation in human MS lesions and animal EAE lesions was calculat-
ed with Spearman's rank correlation.

3. Results

3.1. Histopathological analysis of the inflamed lesions

The inflammatory infiltrates in demyelinating white matter EAE
lesions from marmosets mainly comprise activated macrophages/
microglia (visualized with MRP14 antibody immunohistochemistry)
and to a lesser extent CD3+ T-cells (Fig. 1). In marmosets, myelin
stain with LFB-Pas revealed large confluent demyelinating lesions
(Fig. 1). The inflammatory infiltration was partially perivascularly ac-
centuated. The majority of the plaques in marmosets were early ac-
tive and only small areas of the hemispheres contained inactive
lesion areas. Detailed analyses of the lesions revealed a histopatho-
logical pattern which resembled the pathology of MS pattern II le-
sions (Lucchinetti et al., 2000; Merkler, D. et al., 2006b).

Actively inflamed EAE lesions of mouse spinal cords displayed de-
myelination (stained with LFB-Pas) and accumulations of activated
macrophages/microglia in meningeal and parenchymal localizations
(stained with LFB-Pas and immunohistochemistry against Mac3 —

Fig. 1). T cell infiltration (detected with antibodies against CD3) oc-
curred in the parenchyma and perivascular area (Fig. 1).

Histological analysis of human MS lesions showed actively demy-
elinating plaques with an accumulation of activated macrophages and
microglia together with a sparse T-cellular infiltration, often accentu-
ated around vessels (Junker et al., 2009).

Infiltration by macrophages and T cells in the animal models re-
sembled substantially active human MS lesions. Demyelination in
marmoset EAE lesions is comparable to that in human MS lesions. In
contrast, spinal cord EAE lesions in mice show less demyelination.
FFPE) (marmosets) or frozen (mice) tissue blocks containing active demyelinating le-
), CD3 for T cells and MRP14 (marmosets) or Mac3 (mice) for macrophage infiltration.
ellular infiltration is visualized in (B) for marmosets and (E) for mice. Active lesions are
ffin sections were 4 μm thick, frozen sections were 7 μm thick.
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3.2. Overexpressed miRNAs in human MS are partially upregulated in
mouse and marmoset EAE lesions

3.2.1. miRNA regulation in spinal cords of mice with MOG35–55-induced
EAE

We performed screening experiments with qPCR (Taqman miRNA
LDAs — Taqman Array Rodent miRNA Panels A and B) to determine
the expression level of 586 single miRNAs in EAE mouse spinal
cords and spinal cords of non-diseased mice. In this screening exper-
iment, only a limited number of specimens (4 EAE spinal cords and 3
control spinal cords from non-diseased mice) were investigated. We
could detect 408 miRNAs in the mouse spinal cords. Thirty-eight miR-
NAs appeared to be upregulated more than two-fold in inflamed spi-
nal cords compared to spinal cords of non-diseased mice, and 41
miRNAs were downregulated by less than a factor of 0.5 in inflamed
mouse spinal cords versus non-inflamed mouse spinal cords (for
complete dataset, see Supplementary Table 1). We considered
miRNA abundance in human tissue and mice spinal cords (CT b35)
and compared the significantly (pb0.05) regulated miRNAs of active
human MS lesions with corresponding miRNAs from the qPCR —

LDAs of inflamed spinal cords. We found that the regulation of
human miRNAs in MS lesions partially overlapped with this animal
model (Fig. 2 and Supplementary Table 2).

To confirm these results and to follow the hypothesis of partially
convergent miRNA regulation in animal models and humans, we
measured the expression of miRNAs with Taqman single miRNA as-
says (Applied Biosystems) in inflamed mouse spinal cords (17 speci-
mens from different animals) and spinal cords from non-diseased
mice (10 specimens from different animals).

All conserved miRNAs which were either upregulated 3.5 fold (8
miRNAs) or downregulated by less than a factor of 0.29 (1 miRNA) in
the active human white matter MS brain lesions and a selection of
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Fig. 2. miRNA expression in multiple sclerosis lesions in comparison to miRNA expression o
lated in active human lesions versus their corresponding miRNAs in mouse experimental au
Arrays (LDAs) (Applied Biosystems, Germany). The X-value of each dot represents the re
value=((ΔCT surrogate housekeeping gene−CT miRNA) mouse EAE lesions−(ΔCT surro
the regulation of the same miRNA in active human MS lesions versus controls [ΔΔCT value=
keeping gene−CT miRNA) controls)]. Values are listed in Supplementary Table 2. Coefficien
unregulated miRNAs (5 miRNAs) – based on our previous report
(Junker et al., 2009) – were measured in inflamed spinal cord sections
of mice with MOG35–55 peptide-induced EAE (Table 1). Six of the con-
served miRNAs were likewise significantly upregulated in active
mouse EAE lesions compared to controls (miRNA-155, miRNA-326,
miRNA-142-3p, miRNA-146a, miRNA-146b and miRNA-21) (Table 1
and Supplementary Fig. 2). One miRNA showed a 4.3-fold upregulation
which did not reach a level of significance (miRNA-23a). miRNA-34a
showed a tendency towards upregulation (1.5 fold) in mouse EAE le-
sions which was also non-significant. miRNA-184, the only miRNA
which was downregulated in human MS lesions by less than 0.29 fold
and which is also conserved in mice, showed – in clear contrast to the
human disease – a 2.5-fold upregulation. Of the 5 selected miRNAs in
human MS lesions which were not regulated compared to controls
(no significant differences between lesions and control tissue —

Table 1), only 4 showed comparable results in mice (miRNA-135b,
miRNA125a-5p, miRNA-132 and miRNA-491). miRNA-19a, which was
not regulated in human MS lesions, showed a 2.5-fold upregulation in
mouse EAE spinal cords. Correlation between miRNA regulation in
humanMS lesions and miRNA regulation in mouse EAE lesions showed
moderate correlation (Correlation coefficient r=0.67; pb0.01; Spear-
man's rank correlation).

Absolute regulation differs in the qPCR single assay investigations
as compared to the LDA screening analyses. The expression levels of
the screening experiment have only an indicative character due to
the low sample size and could therefore not reach significant level.

3.2.2. miRNA regulation in marmoset EAE lesions
In marmoset tissue, 8 conserved miRNAs, which were upregulated

more than 3.5 fold and 1 miRNA which was downregulated by less
than 0.29 fold in active human MS lesions (Junker et al., 2009),
were analyzed. Altogether we investigated 10 active white matter
R2 = 0,3888

2,00 3,00 4,00 5,00

 gene - CT miRNA)mouse EAE lesions
g gene - CT miRNA)controls)) 

f mouse EAE lesions (screening experiment). Comparison of miRNAs up- or downregu-
toimmune encephalomyelitis (EAE) spinal cords measured with Taqman Low Density
gulation of one specific miRNA in EAE lesions versus corresponding controls [ΔΔCT
gate housekeeping gene−CT miRNA) controls)]. The Y-value of each dot represents
((ΔCT surrogate housekeeping gene−CT miRNA) MS lesions−(ΔCT surrogate house-
t of determination R2=0.389.

image of Fig.�2


Table 1
Regulation of selected miRNAs of active human multiple sclerosis lesions in compari-
son to mouse and marmoset EAE lesions.

miRNAsa Human Mouse Marmoset

Fold regulation
in lesions
compared to
controlb

Fold regulation
in lesions
compared to
controlc

Fold regulation
in lesions
compared to
controld

miRNA-155 11.9 ⁎⁎ 17.0 ⁎⁎ 8.0 ⁎⁎

miRNA-326 8.9 ⁎⁎ 1.7 ⁎⁎ 1.0 –e

miRNA-142-3p 7.7 ⁎⁎ 26.8 ⁎⁎ 16.7 ⁎⁎

miRNA-146a 6.3 ⁎⁎ 3.0 ⁎⁎ 4.7 ⁎⁎

miRNA-146b 5.0 ⁎⁎ 2.9 ⁎⁎ 4.1 ⁎⁎

miRNA-34a 4.9 ⁎⁎ 1.5 –e 1.3 –e

miRNA-21 3.9 ⁎⁎ 10.8 ⁎⁎ 4.4 ⁎⁎

miRNA-23a 3.9 ⁎⁎ 4.3 –e 2.0 –e

miRNA-184 0.2 ⁎⁎ 2.5 ⁎⁎ 1.3 –e

miRNA-135b 0.9 –e 0.9 –e 0.6 –e

miRNA-125a-5p 1.0 –e 1.2 –e 0.8 –e

miRNA-132 0.7 –e 1.0 –e 0.4 ⁎⁎

miRNA-491 1.0 –e 1.2 –e 0.5 ⁎⁎

miRNA-19a 1.2 –e 2.5 ⁎⁎ 1.7 ⁎⁎

a Selection of regulated (up- or downregulated at least 3.5 fold) and unregulated
miRNAs of active human MS lesions in comparison to normal brain white matter
(adopted from Junker et al., 2009).

b 16 active human MS lesions and 9 control white matter specimens were examined
(adopted from Junker et al., 2009).

c 17 mouse EAE spinal cord sections and 10 control specimens were examined.
d 10 marmoset EAE lesions and 6 control white matter specimens were examined.
e No significant difference in miRNA regulation between active lesions and control

tissue (U-test).
⁎⁎ pb0.05 significant difference in miRNA regulation between active lesions and

control tissue (U-test).
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lesions from different animals and 6 white matter specimens from
non-diseased animals. Five miRNAs were likewise significantly upre-
gulated in active marmoset EAE lesions (miRNA-155, miRNA-142-3p,
miRNA-146a, miRNA-146b, miRNA-21) (Table 1 and in detail in Sup-
plementary Fig. 2). One showed a two-fold upregulation compared to
controls which was not significant (miRNA-23a). miRNA-326 and
miRNA-34a, in contrast to active humanMS lesions, were not regulat-
ed in active marmoset EAE lesions. From the selected 5miRNAs which
showed no regulation in active human MS lesions, 3 showed a signif-
icant regulation in marmoset EAE lesions. miRNA-132 and miRNA-
491 were significantly downregulated and miRNA-19a showed a sig-
nificant upregulation. Correlation between miRNA regulation in
human MS lesions and miRNA regulation in marmoset EAE lesions
showed moderate correlation (Correlation coefficient r=0.68;
pb0.01; Spearman's rank correlation). Technical replicates were per-
formed and showed comparable results (data not shown). The abso-
lute regulatory level of each single miRNA differs among the
investigated species.

4. Discussion

We matched the miRNA regulation of the most upregulated miR-
NAs of human MS lesions with that in two different animal models
for MS, namely the MOG35–55 peptide-induced EAE in C57/BL6 mice
and the MOG1–125-induced EAE in marmoset monkeys. The majority
of the most regulatedmiRNAs of human active MS lesions are regulat-
ed in a similar direction in the two animal models.

The upregulation of miRNAs in active lesions compared to normal
CNS tissue is caused, at least to some extent, by the cellular infiltra-
tion of T cells and macrophages. Another reason for the alteration in
miRNA expression is presumably due to an upregulation of miRNAs
in cells resident in the brain, such as astrocytes and microglia. Astro-
cytes are the most abundant glia cell type of the CNS and they play a
key role in immune reactions (Farina et al., 2007). miRNA-155 and
miRNA-146a/b are upregulated in active MS lesions of humans and
EAE lesions of mice and marmosets. Two of them, miRNA-155 and
miRNA-146a, are upregulated in primary human astrocytes in vitro
upon stimulation with interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis
factor-α (TNF-α) (Junker et al., 2009). After exposure to interferon-
γ (IFN-γ) and lipopolysaccharide (LPS) in vitro miRNA-155, miRNA-
146a and miRNA-146b are upregulated in primary astrocytes of
mice (Mor et al., 2011). This could also be demonstrated for miRNA-
155 and miRNA-146a in primary astrocytes of marmosets (Mor et
al., 2011). miRNA-155, miRNA-34a and miRNA-326 target the immu-
nomodulatory surface molecule CD47, which is downregulated in ac-
tive and inactive MS lesions and which might enhance macrophage
activity (Junker et al., 2009). This demonstrates that different upregu-
lated miRNAs may share common target transcripts. To date, several
studies have shown the proinflammatory role of miRNA-155 on di-
verse cell types. One of the properties of miRNA-155 is the promotion
of T cell-dependent tissue inflammation. Mice with a deficiency of
this miRNA are resistant to the development of active EAE
(O'Connell, R. M. et al., 2010a).

miRNA-155was identified as a component ofmacrophage/monocyte
response to LPS, IFN-β, TNF-α and polyriboinosinic-polyribocytidylic
acid (poly IC) (O'Connell et al., 2007; Tili et al., 2007). Moreover,
miRNA-155modulates the immune response inmicroglia by downregu-
lating suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS-1) and increasing cyto-
kine and NO production (Cardoso et al., 2011). This is of particular
interest because much of the inflammatory infiltrate in the lesions con-
sists of activated microglia and macrophages, and the activity of these
cells seems to be crucial for the degree of devastation in the lesions
(Benveniste, 1997; Sriram and Rodriguez, 1997; Platten and Steinman,
2005; Breij et al., 2008).

Interestingly, miRNA-155 is also upregulated in NAWM of MS pa-
tients (Noorbakhsh et al., 2011). This is accompanied by suppressed
expression of critical neurosteroidogenic enzymes (3α-hydroxyster-
oid dehydrogenase isoforms), which are targeted by miRNA-338,
miRNA-155 and miRNA-491 (Noorbakhsh et al., 2011). In that
study, several miRNAs were also checked for their expression in
EAE. miRNA-155 as well as miRNA-338-3p showed upregulation in
EAE hindbrains compared with controls. miRNA-338-5p was not al-
tered in EAE, whereas analysis of miRNA-183 and miRNA-491
revealed a non-significant increase in EAE compared with controls
(Noorbakhsh et al., 2011). This is in line with our results, in which
miRNA-155 shows a strong upregulation in EAE spinal cords and
miRNA-491 does not show a significant regulation in EAE versus
controls.

MiRNA-146a/b is involved in the regulation of the adaptive as well
as the innate immune response (reviewed by Rusca and Monticelli,
2011) and might therefore play fundamental roles in astrocytes
under inflammatory conditions. miRNA-146a was upregulated in re-
active astrocytes from human hippocampal epilepsy biopsies and
also in the hippocampus of a rat model of epilepsy (Aronica et al.,
2010). Furthermore, this miRNA was increased in human Alzheimer's
disease brain samples from the neocortex and hippocampus and in
vitro in astrocytes treated with IL-1β or amyloid-β-42 (Aβ42) peptide
(Cui et al., 2010). It was shown that Toll-like receptor and cytokine
signaling are influenced by miRNA-146a, which targets the TNF
receptor-associated factor 6 (TRAF6) and IL-1 receptor-associated ki-
nase 1 (IRAK1) genes in primary human astrocytes (Cui et al., 2010);
this was previously shown in monocytes (Taganov et al., 2006). NF-
kappaB-sensitive miRNA-146a-mediated modulation of complement
factor H gene expression may in part regulate an inflammatory re-
sponse in Alzheimer's disease brain and in stressed human glial
cells in vitro (Lukiw et al., 2008). In whole tissue miRNA analyses of
MS lesions as well as of EAE lesions, miRNA-146a probably reflects
the miRNA content of both parenchymal and infiltrating cells,
where it also covers important regulatory functions. miRNA-146a is
upregulated in Th1 and downregulated in Th2 T cells in mice and
might contribute to determine the fate of these cells (Monticelli et
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al., 2005). Furthermore, miRNA-146a is important for the function of
T reg cells and a deficiency of this miRNA results in impaired T reg
function with the breakdown of immunological tolerance, massive
lymphocyte activation and tissue infiltration in several organs (Lu et
al., 2010).

In our study we demonstrate that miRNA-326, upregulated in ac-
tive human MS lesions (Junker et al., 2009), is also upregulated in
mouse EAE lesions — but not in marmoset EAE lesions. Besides its po-
tential regulatory function on CD47 in MS lesions (Junker et al., 2009),
miRNA-326 expression in peripheral blood is correlated with disease
severity in MS patients and EAE mice. Inhibition of miRNA-326 was
shown to reduce EAE symptoms in mice by inhibiting Th17 cell differ-
entiation through a T cell-intrinsic mechanism. It was shown that
miRNA-326 targets Ets-1, a known negative regulator of Th17 cells
(Du et al., 2009). miRNA-326, miRNA-155, miRNA-146a and miRNA-
142-3p were overexpressed in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) derived from patients with relapsing-remitting MS (RR-MS)
and were expressed partially lower in glatiramer acetate (GA)-trea-
ted RR-MS patients (Waschbisch et al., 2011). Upregulation of
miRNA-326 might be correlated to inflammatory activity in the CNS,
because of its stronger upregulation in the brains of a subset of MS pa-
tients with the so-called Marburg variant of the disease (Junker et al.,
2009). Marburg variant is a very aggressive form of MS with large and
strongly inflamed brain lesions and a poor clinical prognosis (Hu and
Lucchinetti, 2009).

The heterogeneity of the inflammatory infiltrate might also be the
reason why miRNA-34a is not significantly regulated in the animal le-
sions as opposed to active humanMS lesions.miRNA-34a is differential-
ly expressed in human T cell subsets from patients with RR-MS
(Lindberg et al., 2010) and the T-cellular infiltration differs in its compo-
sition between human MS lesions and both of the animal EAE models
(Table 1). In humans, extended parts of the T-cellular infiltration of
the lesions consist of CD8+ T-cells, which frequently outrange CD4+
T cells in number and which have a key role in the pathology of MS
(reviewed by Saxena et al., 2011). Furthermore, grey matter in mouse
spinal cords might contribute to a shift in miRNA expression, since
only white matter lesions were analyzed in human MS (Junker et al.,
2009) and marmoset specimens.

Another factor which might have influence on lesion pathology is
the up- or downregulation of non-conserved miRNAs in human MS
lesions compared to the animal models.

miRNA-650 is the most upregulated miRNA in active human MS
lesions (Junker et al., 2009) and it is not conserved in mice or
marmosets; the same is true for the non-conserved miRNA-656
which is downregulated in active human MS lesions (Junker et al.,
2009) and does not occur in mice or marmosets (miRNA gene identi-
fying algorithms see miRviewer http://people.csail.mit.edu/akiezun/
miRviewer/). Targets of these non-conserved miRNAs might there-
fore not be affected in the animal models of MS.

Non-conserved binding sitesmight also lead to differences in the ef-
fects of miRNA in human MS or the animal models. miRNA-298 and
miRNA-351, for example, are downregulated in mouse astrocytes and
are specific to mice and rats (Mor et al., 2011). Thus the TNF-α 3′ UTR
binding site for miRNA-298 is conserved among most species, while
the miRNA-351/miRNA-125b binding site is found in mice but not in
primates (Mor et al., 2011). The same is true for other factors, such as
the E3 ubiquitin-protein ligase seven in absentia homolog 2 (SIAH2)
(Mor et al., 2011), which mediates TNF-α-induced ubiquitination and
degradation of TRAF2 (Habelhah et al., 2002).

To summarize, in this study we investigated miRNA expression of
the most up- or downregulated miRNAs of active human MS lesions
in two inflammatory animal models, the MOG35–55 peptide-induced
EAE in C57/BL6 mice and the MOG1–125-induced EAE in the common
marmoset monkey. We show that the conserved and most upregu-
lated miRNAs of active human MS lesions, miRNA-155, miRNA-142-
3p, miRNA-146a/b and miRNA-21, are also upregulated in active
lesions in the preclinical models. This underlines that basic immune
mechanisms modulated by miRNAs in active human MS lesions are
comparable to the ones in these two inflammatory disease models.
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