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Kleine Regulatoren mit grossem Einfluss

Wie microRNAs die Inmunpathogenese von Multipler Sklerose beeinflussen
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@ gleiche Beteiligung

Multiple Sklerose (MS) ist eine Autoimmunerkrankung,
bei der zum einen die komplexen Strukturen und Funk-
tionen des zentralen Nervensystems und zum anderen
die Komplexitit des angeborenen und adaptiven Immun-
systems beriicksichtigt werden miissen [1]. Pathophy-
siologische Prozesse wie Entziindung, Demyelinisierung
und Beschddigung von Axonen, aber auch neuronale
Reparaturmechanismen, spielen bei MS eine Rolle. MS-
Patienten zeigen eine Vielzahl verschiedener Symptome
und Krankheitsverldufe, zudem lisst sich die Therapie-
effektivitdt nur schwer vorhersagen. Die Manifestierung
von MS ist ein multifaktorieller Prozess, bei dem die
genetische Komponente genauso eine Rolle spielt wie
Umweltfaktoren. Ein weiterer wichtiger Faktor der Patho-
genese ist ausserdem die Regulation der DNS-Trans-
kription.

Die kiirzlich entdeckten MikroRNAs (miRNAs), die zur
Gruppe der «small non-coding RNAs» gehoren, gelten
als wichtige Regulatoren zahlreicher biologischer Pro-
zesse. Bisher sind iiber tausend verschiedene miRNAs
bekannt. Indem miRNAs die Expression von bis zu 30%
aller proteinkodierenden Gene beeinflussen, sind sie
unter anderem bei der Zellteilung, der Differenzierung,
Apoptose, Signalweiterleitung und Organentwicklung
beteiligt. miRNAs haben immer einen hemmenden Ef-
fekt auf ihr Ziel-Gen. Durch komplementédre Bindung
kommt es zu einer Hemmung der Gentranslation. Wah-
rend bei einer vollstindigen Ubereinstimmung der Se-
quenzen die mRNA degradiert wird, blockiert bei einer
teilweisen Ubereinstimmung die miRNA-mRNA-Inter-
aktion die Bindung der Ribosomen, womit die Trans-
lation effizient gehemmt wird. Kiirzlich konnte gezeigt
werden, dass miRNAs nicht nur intrazelluldr, sondern
sehr stabil, geschiitzt vor endogener RNAse-Aktivitit,
auch in Serum und Plasma vorkommen. Somit konnten
sie ideale Kandidaten fiir leicht zugédngliche Biomarker
zur Vorhersage von Krankheitsverldufen und Therapie-
effektivitit sein.

MiRNAs sind auch an der Regulation des Immunsystems
beiteiligt. Neben der Homoostase konnen genauso funk-
tionelle Aspekte der Immunabwehr durch miRNAs be-
einflusst werden. Auch bei der Entstehung verschiedener
Autoimmunerkrankungen, inklusive MS, zeichnet sich
immer héufiger eine Beteiligung von miRNAs ab. miRNAs
wurden sowohl in Blut, Serum und Plasma von MS-
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Patienten als auch in MS-Léisionen in Gehirn und in Li-
quor nachgewiesen. So konnte in MS-Lésionen und As-
trozyten eine erhohte Expression von miRNA-155 gezeigt
werden. Ein potentielles Ziel von miRNA-155 ist CD47.
Das Protein reguliert neben der phagozytotischen Akti-
vitdt von Makrophagen auch die Zytokinproduktion von
dendritischen Zellen via Regulation von SIRP-alpha.
Eine Hemmung von CD47 durch miRNA-155 hat dem-
nach eine gesteigerte Phagozytose in MS-Lisionen zur
Folge, was wiederum zu einer Zerstérung des Gewebes
fithren kann.

Zahlreiche Studien analysieren die miRNA-Expression
im Blut, in peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs)
und in verschiedenen Zell-Subpopulationen von MS-
Patienten [2]. Dabei konnte zum Beispiel eine Uberex-
pression von miRNA-326 in TH17-Zellen von Patienten
mit schubférmiger MS (relapsing-remitting MS) gezeigt
werden. miRNA-326 hemmt Ets-1, ein negativer Regu-
lator der TH17-Differenzierung, wodurch es zu einer
gesteigerten Proliferation von TH17-Zellen kommt. Auch
in regulatorischen T-Zellen (Treg) von MS-Patienten
konnte eine Deregulation von miRNAs gezeigt werden.
Im Vergleich zu gesunden Probanden war die Expression
von miR-106b, miR-25, miR-19a und miR-19b gesteigert.
Des Weiteren lidsst sich in naiven und memory-CD4-T-
Zellen ein spezifisches miRNA-Expressionsmuster zeigen,
das zu einem spezifischen TH1/TH2-Phéanotyp fiihrt.
Aktuelle Publikationen zeigen eindeutig eine zelltyp-
spezifische Expression bestimmter miRNAs in den ver-
schiedenen peripheren Immunzellen. Demnach iiber-
rascht es nicht, dass mit Vollblut gemachte Studien
kontroverse Ergebnisse hervorgebracht haben.

Zielsetzung und Hypothese

Mit dieser Studie soll die Relevanz von miRNAs hin-
sichtlich der Immunregulation bei MS untersucht werden.
MiRNA-Expressionsmuster in unterschiedlichen Immun-
zellen sowie bei verschiedenen MS-Typen und -Verldufen
sollen mit denen von gesunden Probanden verglichen
werden. Lisst sich dabei ein spezifisches Muster erken-
nen, wodurch bestimmte miRNAs bestimmten MS-Typen
zugeordnet werden konnen, sollen diese in grosseren
Studien validiert und ihre potentielle Funktion als prognos-
tischer Marker fiir Krankheitsaktivitit und Behand-
lungserfolg untersucht werden. Daneben kénnen die Er-
gebnisse neue Aspekte der Genregulation bei MS liefern
und damit zu einem besseren Verstdndnis der moleku-
laren Mechanismen und der Immunpathogenese von
MS beitragen.
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Abbildung 1

Effekt von miR-17-Inhibitor auf die Expression von miR-17-6p, PI3KR1 und PTEN. miR-17-6p-Expression (A) und mRNA-Expression von PI3KR1 (B) und PTEN (C)
in unstimulierten CD4+-Zellen (weisse Saule), nach 24-stiindiger CD3/CD28-Stimulation ohne spezifischen miR-17-Inhibitor (schwarze Saule) und

mit miR-17-Inhibitor (graue Saule). Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung.

**¥* = p <0,001; ** =p <0,01; * = p <0,05.

sieren. Ausserdem besteht eine enge Kollaboration mit
CD4* T cell der Radiologie und dem Medical Imaging Analysis Center
(MIAC), was eine qualitative und quantitative phanotypi-
sche Charakterisierung der Patienten nach héchstem
Standard garantiert.
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Wichtigste Ergebnisse

¢ @ Wir haben vor kurzem MS-spezifische miRNA-Expres-
sionsmuster in peripheren CD4+*, CD8* und B-Zellen

@ identifiziert [3]. Unter anderem konnten wir eine Deregu-

lation von miR-17 in CD4+-Zellen zeigen. Interessanter-
weise wird miR-17 oft in Zusammenhang mit Auto-
H . . immunitit gebracht. Ein Vergleich der 992 potentiellen

. Proliferation Ziel-Gene (MRNA) von miR-17 deutet auf den Phospho-
Apoptosls { tadylinositol-3-Kinase-(PI3K-)Signalweg als einen von
miR-17 stark regulierten Signalweg hin. Dieser spielt

zum Beispiel bei der T-Zell-Entwicklung eine wichtige
Rolle. 15 Gene des PI3K-Signalwegs haben konservierte
Bindungsstellen fiir miR-17. Wir haben uns zunéchst auf

Abbildung 2
Schematische Darstellung der Hypothese: Wie deregulierte miRNAs die Balance zwischen
Apoptose und Zelliberleben autoreaktiver Immunzellen in MS beeinflussen kénnen.

Methodik

Mit Hilfe von «low-density miRNA expression arrays»
kann die Expression von 728 unterschiedlichen miRNAs
zeitgleich in einer Probe analysiert werden. Mit dieser
modernen molekularbiologischen Technik wurde die
miRNA-Expression bei 12 MS-Patienten mit der Ex-
pression bei 12 gesunden Kontrollprobanden verglichen.
Das dabei gefundene Expressionsmuster soll anschlies-
send mit einer grosseren, unabhéngigen Kohorte vali-
diert werden. Unser Labor der klinischen Neuro-
immunologie ist im Departement der Neurologie am
Universitdtsspital Basel eingegliedert. Die Neurologie
beinhaltet eine grosse MS-Klinik mit tiber 1000 MS-
Patienten pro Jahr, was uns den Zugang zu Patienten mit
verschiedenen MS-Typen, -Aktivitdtsgraden und -Krank-
heitsverldufen ermdoglicht. Dadurch sind wir in der
Lage, Verlaufsproben von MS-Patienten mit den unter-
schiedlichsten Behandlungen zu sammeln und zu analy-

zwei dieser Molekiile fokussiert: PI3KR1, regulatorische
Untereinheit 1 (p85 alpha) von PI3K, und PTEN, Tumor-
Suppressor, Phosphatase und Tensin-Homolog, ein In-
hibitor von PI3K.

Eine Stimulation der CD4*-Zellen in vitro mittels antiCD3/
CD28-Beads hat eine gesteigerte Expression von miR-17
zur Folge. 24 Stunden nach Stimulation der CD4+-Zellen
konnte eine verminderte Expression von PI3KR1 und
PTEN sowohl auf mRNA-, als auch auf Protein-Level ge-
zeigt werden (Abb. 1 EX). Bei gleichzeitig spezifischer
Hemmung von miR-17 mittels eines synthetischen Inhi-
bitors wurde die PI3KR1- und PTEN-Expression wieder
erhoht. Dieses Ergebnis deutet auf einen direkten Effekt
von miR-17 auf die Expression von PI3KR1 und PTEN
hin. Unsere daraus resultierende Hypothese ist, dass zy-
totoxische T-Zellen von MS-Patienten nach Aktivierung
eine gesteigerte Proliferation aufweisen und damit re-
sistenter gegen Apoptose sind (Abb. 2 ). Tatsichlich
konnten wir in vitro eine gesteigerte Proliferation in
T-Zellen von MS-Patienten im Vergleich zu gesunden
Zellen zeigen.
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Zusétzlich haben wir weitere Molekiile des PI3K-Signal-
wegs untersucht. Bim, ein proapoptotisches Mitglied der
Bel-2-Familie (Bcl-2 homology domain), wurde jedoch
im Gegensatz zu PI3KR1 und PTEN nach Stimulation
vermehrt exprimiert, was auf eine miR-17-unabhéngige
Regulation hinweist. Tatsdchlich ist die Regulation von
Bim komplex. Das Protein wird unter anderem durch
die Transkriptionsfaktoren E2F1 und FOXO3A beein-
flusst. Interessanterweise war E2F1, ebenso wie Bim,
nach Aktivierung der CD4+-Zellen durch antiCD3/CD28-
Beads hochreguliert. Eine Inhibition von miR-17 konnte
die vermehrte Expression von Bim und E2F1 verhindern,
was auf eine Korrelation von miRNA und Ziel-Gen deutet.
MS galt lange als T-Zell-induzierte Autoimmunerkran-
kung. Inzwischen gibt es aber mehr und mehr Beweise,
dass auch B-Zellen eine zentrale Rolle in der MS-Patho-
genese spielen [4]. Genexpressionsstudien zeigen eine
verdnderte Genregulation, inklusive miRNA-Expression,
in B-Zellen von MS-Patienten. Unsere Expressionsana-
lyse zeigt ein spezifisches Set von 49 miRNAs, die signi-
fikant verdndert sind [5]. Die Expression der 49 miRNAs
war im Vergleich mit gesunden Menschen vermindert.
Wir konnten Mitglieder von zwei paralogen miRNA-
Clustern identifizieren. Dazu gehort miR-19b, ein Mit-
glied des miR-17-92-Clusters, sowie miR-25, miR-106b
und miR-93 als Mitglieder des miR-106b-25-Clusters.
Die beiden Cluster resultieren evolutionsbiologisch aus
der Duplizierung eines Gens. Eine funktionelle Koope-
ration beider Cluster konnte unldngst in einem Maus-
modell gezeigt werden. Neben der verminderten Expres-
sion spezifischer miRNAs in unbehandelter MS konnten
wir dariiber hinaus zeigen, dass Natalizumab, eine Stan-
dardbehandlung bei Therapieeskalation, die Expres-
sion einiger dieser miRNAs normalisiert.
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Schlussfolgerungen und Ausblick

Unsere Forschung liefert neue Aspekte zu der komplexen
Genregulation von Immunzellen in MS. Die spezifische
Deregulation der verschiedenen miRNAs in den unter-
schiedlichen Zellen legt ein diffiziles Zusammenspiel
zwischen den verschiedenen Zelltypen nah. Ferner tra-
gen unsere Ergebnisse zu einem besseren Verstdndnis
der molekularen Grundlagen der Heterogenitédt von MS
bei. Ein essentieller Faktor bei der Behandlung von MS
ist die Vorhersage von Krankheitsverlauf und Therapie-
effektivitdt. Eine Zukunftsperspektive ist daher die Eva-
luierung und Etablierung von miRNAs als potentielle
prognostische und pharmakodynamische Biomarker.
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