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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Tuberkulose

Tuberkulose (TB) ist eine Infektionskrankheit, die weltweit von pragender
Bedeutung ist. Trotz des deklarierten Zieles der Weltgesundheitsorganisation,
(WHO) die globale TB-Epidemie bis 2030 zu beenden, starben 2022
schatzungsweise immer noch 1,3 Millionen Menschen an dieser Erkrankung. Sie
rangiert damit nach Covid-19 auf Platz zwei der weltweit haufigsten
infektionsbedingten Todesursachen. Finanzierungsdefizite, Ruckschlage in
Praventions- und DiagnosemaBnahmen bedingt durch die Covid-19 Pandemie,
langwierige Therapien und eine hohe Zahl Multi-Drug-resistenter (MDR) Félle
stellen die Weltgemeinschaft auch 140 Jahre nach der Erstbeschreibung des

Erregers vor groBe Herausforderungen (62, 68, 189).

1.1.1 Pathogenese der humanen Tuberkulose

Erreger der TB-Erkrankung sind aerobe, stabchenférmige, Gram-positive Bakterien
der Familie Mycobacteriaceae (149). Der haufigste Erreger beim Menschen ist das
intra- sowie extrazellular vorkommende Mykobacterium tuberculosis (Mtb) (199).
Dieses ist charakterisiert durch eine dicke, lipophile Zellwand, die sich aus drei
Schichten, gebildet aus  Glycerophospholipiden, Lipomannan und
Lipoarabinomannan, einem Arabinogalactan-Peptidoglycan-Komplex sowie
Mykolsaduren zusammensetzt. Sie stellt somit eine sehr resistente Barriere
gegenulber auBeren Faktoren dar (80). Zusatzlich bedingt ihre spezifische Struktur
ein saurefestes Féarbeverhalten, was eine Unterscheidung zu anderen Gram-
positiven Bakterien zuladsst. Auch langsame Replikationszeiten sind ein
beschreibendes Merkmal des TB-Erregers. Ubertragen wird er hauptséchlich tiber
Aerosole. Werden diese eingeatmet, gelangt das Mykobakterium in die Lunge,
sodass sich diese zumeist als Hauptmanifestationsort der Erkrankung erweist. Ist
das Immunsystem nicht in der Lage, das Pathogen einzudammen, kommt es nach

der Erstinfektion zur priméren Tuberkulose. Haufig sind hier Kinder betroffen (50).
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Die meisten Infektionen laufen aber in Form von latenten TB-Infektionen stumm ab.
Diese Form der TB wird von der WHO als ,Stadium persistierender Immunantwort
auf Stimulation mit Mtb Antigenen bei zugleich fehlenden klinischen Anzeichen fur
eine aktive Tuberkulose® charakterisiert (71). Jahre bis Jahrzehnte nach der
Erstinfektion kann es dann entweder zu einer Reinfektion mit folgender starker
Immunantwort oder bei auftretender Immunschwéache beispielsweise durch HIV-
Infektion oder auch Immunseneszenz zu einer Reaktivierung der Erkrankung durch
im Kérper persistierender Mykobakterien kommen (65, 81). Dies wird dann als post-
primare TB bezeichnet. Sowohl die priméare als auch die post-priméare TB werden
als aktive Tuberkulose kategorisiert. Sie gehen mit Symptomen wie Husten, Fieber
und Gewichtsverlust sowie radiologischen Zeichen wie Lymphadenopathien,

Atelektasen, alveolaren Konsolidierungen und Kavernen einher (156).

1.1.2 Das Granulom als zentrales Merkmal der TB-Infektion

Strukturen, die in jedem Stadium der Infektion auftreten kénnen und in der Fachwelt
gerne als herausstechendes pathologisches Kennzeichen betitelt werden, sind so
genannte Granulome (84, 193). Granulome sind Ausdruck einer lokalen
Immunantwort des Wirtes auf den Erreger, die tber eine strukturierte Ansammlung
unterschiedlicher, die Lungenstruktur auflésender Immunzellen sichtbar wird (97,
173). Zur Vereinfachung und Thesengenerierung wird in der Forschung und auch
hier im Folgenden gelegentlich nur von ,dem Granulom® gesprochen. Granulome
stellen allerdings eine heterogene Gruppe und damit unterschiedliche Mikromilieus
fir den Erreger innerhalb eines Individuums dar (173). So wurden in der humanen
Tuberkulose verkdsend nekrotische, nicht-nekrotische, Neutrophilen reiche,
komplett fibrotische und kalzifizierte Granulome, die nebeneinander auftreten
kénnen, beschrieben (22, 94, 97). Schon 1927 arbeiteten Opie und Aronson laut
Gomez und McKinney heraus, dass Homogenate aus kalzifizierten L&sionen
seltener als Homogenate aus verkasend-fibrotischen L&sionen des Lungenapex
Verstorbener in der Lage waren, bei Meerschweinchen eine TB-Infektion

auszuldsen (65). Auch Versuche in Makaken zeigten, dass innerhalb eines Wirtes
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einige Lasionen eine mykobakterielle Sterilitdt erreichten, wéhrend andere eine

mykobakteriellle Persistenz erlaubten (110).

Funktionell kann also Granulomen zum einen zugesprochen werden, ein Ort der
Infektionsabwehr zu sein, an dem Immunzellen den Erreger vom umliegenden
Gewebe abschirmen und es in vielen Féllen schaffen, ihn zu eradizieren (148).
Hierbei ist das lokale Zusammenspiel der Immunzellen mit Chemokinen und
Zytokinen wichtig (40). So fuhrte im Mausmodell beispielsweise die Defizienz des
Tumornekrosefaktors (TNF), einem proinflammatorischen Zytokin, welches
gleichzeitig fur die Aufrechterhaltung der Granulome wichtig sein soll, zu einem
aggravierten Infektionsverlauf und friihzeitigem Versterben der Tiere (55, 98). Auch
in mit Mtb infizierten Makaken wiesen sterile Granulome eine héhere Zahl TNF-
produzierender T-Zellen auf als nicht sterile (60). Zum anderen wird Granulomen
aber auch eine promykobakterielle Funktion zugeschrieben. Dementsprechend
wurde immer wieder gezeigt, dass Granulome bei der humanen Infektion der Ort
sein kdnnen, an dem Mykobakterien in der Latenzphase persistieren (193). Die hier
entstehende These der promykobakteriellen Funktion der Granulome wurde
zusatzlich durch in vivo und in vitro Versuche der letzten Jahrzehnte untermauert.
Im Tiermodell wurde nachgewiesen, dass eine Granulombildung mit einer erhéhten
bzw. eine fehlende Granulombildung mit einer reduzierten Zahl an Mykobakterien
einhergeht (77, 139). Das Bild des Granuloms als Brutstatte wurde weiter
unterstltzt durch die Erkenntnis, dass Mykobakterien aktiv zur Granulombildung
beitragen kdénnen. So konnte beispielsweise in einem Infektionsmodell mit
Zebrafischen gezeigt werden, dass bei einer Infektion mit Mykobakterien, die eine
Defizienz des Virulenzfaktoren kodierenden Region of Difference 1 (RD1)-Lokus
aufwiesen, die fur Granulombildung notwendige Aggregation von Immunzellen
unterblieb und sich jene eben nicht formierten (184). Auch wenn es in diese
Richtung im letzten Jahrzehnt vermehrt Bestrebungen gab, wird die Aufgabe der
Forschung der nachsten Jahre weiterhin sein, noch fundierter und spezifischer fir
die einzelnen Granulomformen herauszuarbeiten, bei welcher Zell und Zytokin
Kombinationen die ein oder die andere Funktion Uberwiegt sowie unter welchen

Bedingungen und mit welcher Dynamik dies geschieht (44, 110, 123, 173).
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Neben den bisher aufgezeichneten Milieu-Unterschieden zwischen Granulomen in
einem Individuum ist auch, bedingt durch den Aufbau der Granulome, von Milieu-
Unterschieden innerhalb eines Granuloms auszugehen. Das nekrotische oder
nekrotisch-verkdsende Granulom ist aufgrund seiner klar definierbaren Strukturen
besonders umfassend in der humanen Tuberkulose beschrieben und definiert. Aus
diesem Grund ist es haufig Reprasentant aller Granulome und soll auch hier
genauer beleuchtet werden (72, 97, 146, 158). Wie in Abbildung 1 dargestellt, wird
bei diesem Granulom ein nekrotisches Zentrum von einem Ring aus
Schaummakrophagen und einzelnen Langerhans-Riesenzellen umgeben (85, 141).
Um jene schlieBt sich eine Schicht aus Lymphozyten, die B- und T-Zell reich ist
(178). Des Weiteren wird bei der Darstellung des Aufbaus gelegentlich auf eine
fibrotische Kapsel verwiesen, die bei etwas reiferen Granulomen den

Schaummakrophagensaum von den Lymphozyten abtrennt (76, 157, 193).

Caseum

Makrophagenreiche-Zone mit
Riesenzellen und Schaummakrophagen

Fibrotische Region mit extrazellulérer
Matrix und Fibroblasten

Lymphozyten reiche Zone

Abbildung 1: Humanes nekrotisch-verkdsendes Granulom
Ubernommen und iibersetzt aus der Publikation von Russel et al., 2010 (159)

Gepragt wird diese Struktur insgesamt durch Hypoxie (11). Der entstehende Mangel

an Sauerstoff muss in den Zellen des Granuloms durch Stoffwechselanpassungen
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ausgeglichen werden, was unter anderem durch die Hypoxie-induzierten-Faktoren
(HIF) koordiniert wird (130).

Im humanen nekrotischen Granulom ist Mtb sowohl im
Schaummakrophagenbereich als auch im nekrotischen Zentrum zu finden. Von
einer unterschiedlichen Anpassungsreaktion des Erregers je nach Schicht kann
ausgegangen werden, da sich Unterschiede bei Transkriptionsanalysen des
Pathogens je nach Region dieser Granulome zeigten (51). Dies geht konform mit
der Tatsache, dass Hypoxie getragene Stoffwechselverdnderungen auch bei
Mykobakterien bekannt sind (194). Méchte man die Wechselwirkungen zwischen
Host und Pathogen im Rahmen einer TB-Infektion sinnvoll nachvollziehen und
besser verstehen, sind also kleinrAumige Transkriptionsanalysen, die lokale Milieu-

Bedingungen einschlieBen, notig.

1.1.3 Makrophagen und ihr Stoffwechsel als zentraler Bestandteil der

Wirt-Pathogen-Interaktion

Makrophagen und ihr Stoffwechsel haben in der TB-Forschung, wenn es um
Granulome und die Wirt-Pathogen-Interaktion geht, besondere Aufmerksamkeit
erlangt. Dies basiert unter anderem auf einer géngigen, durch in vitro und in vivo
Versuche untermauerten Granulom-Entstehungsskizze, die die Interaktion von
Makrophagen und Mykobakterien in den Vordergrund stellt: Gelangt der Erreger in
die Lunge, wird er von alveolaren Makrophagen aufgenommen und ins Interstitium
transportiert (30). Innerhalb der Makrophagen schafft es der Erreger, der Abtétung
zu entgehen und sich zu replizieren (154). Von Makrophagen ausgeschuttete
Chemokine rufen dann ein Herbeistrémen weiterer Immunzellen wie NK-
Killerzellen, Neutrophile und aktivierten T-Zellen hervor, was zur Bildung der

Granulome beitragt (44).

Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass Mykobakterien nicht nur in
Makrophagen Uberleben kdnnen, sondern auch den Stoffwechsel dieser
beeinflussen. Gehauft wird hier argumentiert, dass Mykobakterien diesen zu ihren

Gunsten in eine lipogenetische Richtung dricken und hierdurch ein fur sie
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vorteilhaftes Milieu schaffen. Letztendlich beeinflussen aber auch hier wieder lokale
und dynamische Vorgange das Resultat der Interaktion. Vielfach wurde mittlerweile
bewiesen, dass die Infektion von Makrophagen mit Mtb eben jene schaumartige
Morphologie, wie sie sich bei Makrophagen im nekrotischen Granulom zeigt,
hervorruft (141, 142). Ein Charakteristikum dieser Morphologie ist eine
Ansammlung von Lipidtrépfchen, welche einen Speicherort fir Lipide darstellen und
Ausdruck einer lipogenetischen Stoffwechsellage sind (141, 186). Diese entstehen
mutmaBlich UGber eine Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (TLR) durch
mykobakterielle Bestandteile. So flhrte eine Infektion mit M. bovis in murinen
peritonealen Makrophagen zu einer gesteigerten Expression des Peroxisom-
Proliferator-aktivierte-Rezeptor-y (PPARy) sowie zu einer damit einhergehenden
Lipidtropfchenbildung. In Makrophagen von TLR2-Knockout-Mausen war beides
deutlich reduziert (4). PPARYy ist ein Kernrezeptor, dem zugesprochen wird, in der
Tuberkuloseinfektion neben der Speicherung von Lipiden eine Bedeutung bei der
Aufnahme von diesen zu spielen (117). Hervorgerufen wird eine lipogenetische
Stoffwechsellage auch durch das Protein Early Secreted Antigenic Target 6 (ESAT-
6). Dieser unter dem RD1-Lokus kodierte Virulenzfaktor von Mtb flihrte nach einer
Zugabe zu Zellen einer Zelllinie aus humanen Monozyten (THP1) zu einer
vermehrten Glucoseaufnahme mit nachfolgender Glykolyse und der Bildung von
Stoffwechselprodukten, die fir den Aufbau von Triacylglycerolen (TAG) essenziell
sind (57, 166). TAG sind ein wichtiger Bestandteil von Lipidtrépfchen. Dass Mtb
intensiv mit diesem lipidreichen Milieu interagiert, bewiesen
elektronenmikroskopische Aufnahmen. Hier konnte bei infizierten, sich aus
peripheren mononukledren Blutzellen (PMBC) differenzierenden Makrophagen
gezeigt werden, dass Mykobakterien in Schaummakrophagen in unmittelbarerer
Néhe zu Lipidtrépfchen vorzufinden sind und mit diesen interagieren (141). Auch
konnte mittels radiomarkierter TAG bewiesen werden, dass in Makrophagen
residierende Mykobakterien TAG des Wirtes aufnehmen und in den eigenen
Lipidstoffwechsel einpflegen (31). Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass ein
lipidreiches Milieu neben Hypoxie dazu beitragen kann, dass Mykobakterien in ein
Stadium der Dormanz, gepragt von reduzierter Replikation, verminderter

Stoffwechselaktivitdt und Resistenz gegenliber Antituberkulostatika Ubergehen
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(113, 147, 151). Lipidreichtum kann dabei zur einer Abschwachung von durch
Hypoxie ausgeléstem, transkriptionellen Stress im Mykobakterium beitragen (35).
Eine Studie von Knigth et al. aus dem Jahr 2018 konterkariert dieses oft gezeichnete
Bild der gezielten vorteilhaften Einflussnahme durch Mtb und akzentuiert, dass auch
mit Blick auf den Lipidstoffwechsel letztendlich die Iokale Zell- und
Zytokinkonstellation von prégender Bedeutung sein wird. So zeigten die
Autor*innen in vitro, dass bei der Stimulierung durch das Zytokin Interferon-y (IFNy)
in aus Knochenmark stammenden Makrophagen (BMDM) intrazellulare
Mykobakterien trotz vermehrter LipidtrOpfchenbildung durch den Wirt scheinbar
weniger in der Lage waren, Lipide aufzunehmen bzw. zu bilden, als in nicht
stimulierten infizierten Makrophagen (99). Auch mit Blick auf den Lipidstoffwechsel
und seine Bedeutung in der Wirt-Pathogen-Interaktion ist demnach der lokale Blick

zum vertiefenden Erkenntnisgewinn wichtig.

1.1.4 Die IL-13-Uberexprimierende Maus, ein TB-Tiermodell voll

unerforschter Potenziale

Nicht alle Aspekte der Erkrankung kdnnen am Mensch selbst untersucht werden,
was die Etablierung und Verwendung guter Modelle erfordert. Da die meisten
humanen Proben der vergangen 50 Jahre aus chirurgischen Resektionen stammen,
stellen sie selten die gesamte Pathologie einer infizierten Lunge dar und kommen
haufig von Individuen, die schon eine intensive antimykobakterielle Therapie
erhalten haben (84). Viel des vorhandenen Wissens und viele der vorherrschenden
Theorien Uber die Erkrankung und ihren Verlauf beruhen deshalb auf Modellen.
Problematisch bei der Verwendung von Modellen ist allerdings, dass Mtb ein obligat
humaner Parasit ist und sich der gesamte Infektionsverlauf in einem Individuum bis
zur letztendlichen Transmission des Pathogens an andere Individuen nur im
Menschen abspielt (84). Tiermodelle kbnnen so meist nur einzelne Aspekte der
Erkrankung reprasentieren und mussen grundlich auf ihnre Aussagekraft untersucht

werden.
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Als aussichtsreiches Tiermodell zur Erforschung der TB-Pathologie hat sich die IL-
13-Uberexprimierende  Maus, im Folgenden IL-13® Maus genannt,
herauskristallisiert. Ihr volles Potenzial in einem TB-Infektionsmodell ist aber bisher
noch wenig elaboriert. Das Tiermodell Maus profiliert sich gegentber anderen
etablierten Infektionsmodellen an nicht-menschlichen Primaten, Kaninchen und
Meerschweinchen aufgrund einer Vielzahl vorhandener molekularer und
immunologischer Werkzeuge bei gleichzeitig geringem Platzbedarf in der Haltung.
Das TB-Infektionsmodell der IL-13" Maus sticht gegeniiber Wildtypmausen vor
allem mit Blick auf die Pathologie innerhalb der Lunge aber noch einmal besonders
hervor. IL-13" steht hier fiir einen transgenen (tg) Maustyp, in den ein genomisches
Fragment des Interleukin-13 (IL-13) zusammen mit einer humanen CD2 Lokus
Kontrollregion transferiert wurde (45). Bei einer Infektion mit Mtb kommt es dadurch,
anders als in Wildtypmausen, zu einer verstarkten Ausschuittung von IL-13 durch
aktivierte T Zellen des Subtyps 2 (Th2) und damit zur einer ausgepragten adaptiven
Immunantwort (77). Eine Antwort der Zellen des Subtyps 1 (Th1) setzt dann etwas
verzogert ein, ist aber auch messbar. Eine starke Th2 Antwort wurde im Menschen
mit einer postprimaren Tuberkuloseinfektion in Verbindung gebracht (86, 155).
Desweiteren zeigte eine Untersuchung an einer Kohorte von TB-Patient*innen in
Ghana, dass die Entwicklung einer ausgepragten Lungenpathologie mit der
Rezeptoruntereinheit IL-4Ra in Verbindung gebracht werden kann (79). So zeigt
sich dann auch, dass IL-13" M&use im Verlauf einer Infektion mit Mtb vermittelt Giber
die Rezeptoruntereinheit IL-4Ra strukturierte Granulome entwickeln, wéahrend
Wildtypméause lediglich unstrukturierte L&sionen bilden (77). Diese strukturierten
Zellansammlungen gleichen in ihrem Aufbau den humanen nekrotischen
Granulomen, wie sie in Kapitel 1.1.2. beschrieben wurden. Um ein nekrotisches
Zentrum legt sich also ein lipidreicher Schaummakrophagensaum, welcher durch
eine fibrotische Kapsel von umliegenden Lymphozyten und mehrkernigen
Langhans-Riesenzellen getrennt wird (77). Diese Struktur weist zusétzlich
hypoxische Areale auf. Innerhalb dieser Granulome sind Mykobakterien, der
Situation im humanen Granulom gleichend, sowohl im Schaummakrophagensaum
als auch im nekrotischen Zentrum detektierbar (52). Im ersteren zeigen sie sich

intrazellular, im letzteren auch extrazellular (185). Neben diesen nekrotischen
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Granulomen wurden auch unstrukturierte Lasionen in der IL-13" Maus beschrieben.
Ob diese eigenstandige Entitaten oder Vorlaufer der nekrotischen Granulome
darstellen, ist an diesem Punkt nicht klar (76). Bei der Erstbeschreibung dieses
Infektionsmodells und der dazu durchgefihrten  Untersuchung an
Lungenhomogenaten wurde gezeigt, dass die Bildung dieser Granulome mit einem
starken Anstieg der Expression von Arginase-1 und dem der Bakterienlast
verbunden war. Die Expression von Arginase-1, auch zytosolische Arginase
genannt, wird durch Th2 Zytokine IL-4 und IL-13 induziert. Sie gilt deshalb auch als
Marker fur alternativ aktivierte Makrophagen (129). lhre Stoffwechselprodukte
tragen zur Kollagenbildung und damit zum Aufbau der fibrotischen Kapsel bei (111,
128). Hierdurch geht sie in einen Substrat-Wettbewerb mit Stickoxid-Synthasen
(NOS) (126, 127). Die induzierbare NOS (iNOS), auch NOS2 genannt, die vor allem
bei der Tuberkuloseinfektion eine Rolle spielt, wird in klassisch aktivierten
Makrophagen unter anderem durch das Th1 Zytokin IFNy aktiviert (28, 102, 116).
Da ihr zugesprochen wird, Uber ihre Produkte antimykobakteriell zu wirken, kbnnte
die Substrat-Konkurrenz der zwei Enzyme der Grund dafir sein, warum die
Expression von Arginase-1 das Uberleben von Mykobakterien in der IL-13' Maus
beginstigt (28, 76, 91). Eine starke Expression von Arginase-1 wurde im
Schaummakrophagensaum der nekrotischen Granulome der IL-13"9 Mause
aufgezeigt. Dieser Nachweis erfolgte aber bisher rein immunhistochemisch. Ebenso
wurde histologisch gezeigt, dass das strukturierte Granulom der IL-13" Maus ein
insgesamt sehr lipidreiches Milieu darstellt (76). Weitere Analysen der

Stoffwechsellage, die sich rein auf das Granulom bezogen, unterblieben bisher.

In zwei Anfang 2022 erschienenen Publikationen von Kokesch-Himmelreich et al.
und Walter et al. konnte gezeigt werden, dass sich die IL-13' Maus aufgrund ihrer
Pathologie sehr gut fir Antibiotikapenetrationsstudien eignet (100, 185). Auch fur
Analysen der verschiedenen entstehenden Milieus und damit Stoffwechsellagen
des Wirtes, aber auch des Pathogens innerhalb eines nekrotischen Granuloms
kbnnte diese Maus also ein gutes Modell darstellen. Eine validierende,
tiefergehende Analyse, die Uber histologische Beschreibungen und damit die

Betrachtung des Proteoms bzw. Lipidoms hinausgeht, steht hierfir aber noch aus.
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Differenzierte Transkriptomanalysen am Granulom der IL-13'9, die weitere
Ruckschlisse Uber Milieus und die Vergleichbarkeit mit humanen Granulomen

zulassen wirden, wurden noch nicht durchgefihrt.

1.2 Methodik zur raumlich differenzierenden Analyse infizierter

Gewebeschnitte

1.2.1 Fixierung als Pramisse fur die Arbeit auBerhalb des BSL3-

Labores

Aufgrund der Infektiositat des Erregers ist es indiziert, Aerosolinfektionsversuche
von Nagetieren mit Mtb in Laboren der biologischen Schutzstufe 3 (BSL3)
durchzufihren (92). Versuchstechnisch komplexer ist hierbei, dass oft aus
logistischen Grinden Folgeanalysen bei gréBeren Apparaten auBerhalb des BSL3-
Labores stattfinden mussen. Vor dem Ausschleusen des zu untersuchenden,
organischen Materials aus dem Labor muss demnach ein Arbeitsschritt erfolgen,
der ein Abtbéten der Mykobakterien sicherstellt (78). Es muss also eine Fixierung
vorgenommen werden, deren Aufgabe Uber die normalen Anspriche an eine
solche, sprich die Verhinderung zellularer Autolyse und den Erhalt der Morphologie,
hinausgeht (138). Wichtig ist aus sicherheitstechnischen Grinden hierbei, dass die
Wahl der Fixierungen nicht allein auf Literraturrecherchen beruhen, sondern far
jeden Bakterienstamm einzeln und laborintern validiert werden (135, 15). Sollen in
der Folge Transkriptomanalysen stattfinden, sollte eine Mtb abtétende Fixierung
gleichzeitig mdglichst wenig Einfluss auf die RNA und ihre Isolation haben. RNA ist
auBerst labil und kann leicht durch duBere Faktoren degradiert oder fragmentiert
werden. Auch ubiquitar vorhandene RNasen kénnen schnell zu einem Abbau der
RNA beitragen. Jeder Arbeitsschritt, der im Rahmen einer RNA-Gewinnung
angewendet wird, sollte deshalb auf sein RNA-degradierendes Potenzial gepruft

werden.

Zur unmittelbaren Gewebefixierung nach Organentnahme sind die Formalin-
Fixierung mit anschlieBender Paraffin-Einbettung (FFPE) und die

Kryokonservierung weit verbreitet. Bei der ersten Technik kann die Aufgabe der
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Mtb-Abtétung durch eine Einwirkzeit von einer Stunde bei 4°C durch eine wéssrige
Lésung von Formaldehyd, auch Formalin genannt, tGbernommen werden (115).
Diese Art der Fixierung erhélt die Morphologie des untersuchten Gewebes
besonders gut. Bei der Kryokonservierung, bei der das Gewebe mittels Stickstoff
eingefroren wird, wird die Morphologie weniger gut erhalten. Allerdings wurde
gezeigt, dass die Gewinnung von RNA aus diesem Gewebe gegenliber FFPE
behandeltem mit qualitativ hochwertigeren Ergebnissen verbunden ist (191). Da
eine Kryokonservierung allein nicht zu einer Abtdtung der Mykobakterien fuhrt,
muss hier eine zuséatzliche Strategie angewendet werden. An Kryoschnitten zeigten
sich die Anwendung von Gamma-Irradiation und Hitze-Sterilisation bei 100°C
erfolgreich (188, 200). Wéahrend die erste Variante spezielle Gerate bendtigt und
aus diesem Grund wenig praktikabel ist, wird die zweite auch verwendet, um RNA
zu degradieren (26). Ebenfalls wurde berichtet, dass eine Behandlung von
infiziertem Gewebe in einer herkdmmlichen Mikrowelle zu einer Abtétung des
Erregers fihren kann (41). Hierbei durften aufgrund der Hitzeentwicklung aber
ebenfalls RNA degradierende Prozesse ablaufen. Gleichfalls ist es mdglich, auch
an Kryoschnitten wenig ressourcenintensiv und platzsparend organisch-chemische
Lésungen zur Erregerabtétung zu verwenden. Die oben erwahnte Formalin-Losung
kann dabei unabhé&ngig von einer folgenden Paraffin-Einbettung Anwendung finden.
Allerdings hat nicht nur die Paraffin-Einbettung Auswirkungen auf die RNA-Qualitat
(47). Im Gegenteil ist hinlanglich bekannt, dass vor allem Formalin fragmentierende
Eigenschaften besitzt (167). Andere organisch-chemische Lésungen sind Alkohole.
Alkoholen wird nicht nur eine RNA praservierendere Eigenschaft zugeschrieben,
sondern insbesondere Ethanol (EtOH) und dem mit morphologisch besseren
Ergebnissen verbundenen Methanol (MeOH) auch ein antimykobakterieller Effekt
(25, 61, 132, 187). Beide Alkohole kénnten sich damit als Fixierung, die das
Kriterium der Mitb-Abtbtung bei gleichzeitiger Praservierung der RNA erfillt, als
vorteilhafter gegenlUber Formalin erweisen. Untersuchungen, die diese zwei

Aspekte miteinander in Bezug setzen, konnten aber nicht gefunden werden.
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1.2.2 Laser-Mikrodissektion in der TB-Forschung - Raumlich

differenzierende Probengewinnung aus Gewebeschnitten

Eine Methode, die eine differenzierte Analyse erlaubt, ist die Laser Capture
Microdissection (LCM). Hierbei kbnnen unter einem Mikroskop mittels Laserenergie
genau definierte Bereiche von Gewebeschnitten herausgetrennt werden. Durch
eine Impulsenergie werden diese dann kontaktfrei in den Deckel eines
ReagenzgeféaBes katapultiert. Nachfolgend kbnnen an den so gesammelten Zellen
selektive Genom-, Transkriptom- und Proteom-Analyseverfahren durchgefihrt
werden (34). Zugleich erméglicht die LCM eine Probenakquise fur differenzierte,
quantitative Vergleiche unterschiedlicher Regionen innerhalb eines Gewebes

mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion (QPCR) (46).

In der TB-Forschung wurde die Methodik der LCM bereits angewendet, um in
Material von TB-Patient*innen, Wildtypmausen oder Meerschweinchen
Mykobakterien zu detektieren oder Genexpressionsanalysen mittels gPCR bzw.
Microarrays vorzunehmen (24, 33, 82, 97, 115, 162, 198). Die meisten Protokolle
verwendeten Schnitte aus FFPE-Gewebe. Die Beschreibung der Verarbeitung von
Laser dissektierten Kryoschnitten in der TB-Forschung wurde nur in zwei
Protokollen gefunden. Zum einen wurde ein solches fur die LCM gekoppelt an
Flussigkeit-Chromatografie-Massenspektrometrie bei Antibiotikakonzentrations-
studien nach einem Protokoll von Zimmermann et al. ausgearbeitet (200). Zum
anderen zeichneten Kim et al. ein Protokoll auf, bei dem Kryoschnitte von humanen
Lungen in 4% Paraformaldehyde (PFA), einem Polymer des Formaldehyds, fixiert
und die hieraus gewonnenen Proben mittels Microarray untersucht wurden (97).
Trotz des mutmaBlich bestehenden Vorteils von Alkoholen mit Blick auf die RNA-
Qualitat, zeigte sich die Suche nach Protokollen fiir Genexpressionsanalysen zur
Analyse der Stoffwechsellage nach LCM von Mitb-infizierten, mittels Alkoholen
fixierten, kryokonservierten Materials erfolglos. Ein starkerer Fokus auf einen Erhalt
der RNA ist aber vor allem dann sinnvoll, wenn nur wenig Gewebematerial zur
Verfiigung steht. Bei Untersuchungen an Granulomen der IL-13" Maus ist dies

aufgrund der geringen GranulomgréBe bedeutsam der Fall.
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1.3 Ziele und Struktur der Arbeit

Die in einer TB-Infektion entstehenden Granulome stellen einen Ort intensiver Wirt-
Pathogen-Interaktion dar. Ihre Morphe und Funktion ist dabei auch innerhalb eines
Individuums heterogen und noch nicht vollstdndig verstanden. Auch im Inneren
eines Granuloms kann es getragen, bedingt durch Hypoxie und Lipidmetabolismus,
zu Milieu-Unterschieden kommen, die unterschiedliche Anpassungsreaktionen des
Erregers hervorrufen. Auch hier sind noch viele Fragen und die Pathomechanismen
ungeklart. Die IL-13'° Maus bildet, anders als Wildtypméause, in ihrer Lunge
nekrotische Granulome, die den humanen Granulomen &hneln. Sie kénnte damit
ein gutes Tiermodell far die Erforschung jener Milieu-Unterschiede darstellen.
Tiefergehend differenzierte und validierende Beschreibungen der vorkommenden
Stoffwechsellagen stehen aber noch aus. Ziel dieses Projektes ist es deshalb, Uber
Transkriptomanalysen einen Schritt in diese Richtung beizutragen. Hierzu soll an
kryokonservierten Lungenschnitten Mtb- infizierter IL-13'9 Mé&use die Laser Capture
Microdissection, die es erlaubt, lokal differenzierende Probenakquise zu betreiben,
in einem Arbeitsablauf etabliert werden. Da das Schneiden am Kryotom der letzte
Schritt ist, der in den BSL3-Raumlichkeiten des FZB stattfinden kann, muss vorab
eine Fixierung der Kryoschnitte gefunden werden, die zum einen eine Abtdtung des
Erregers sicherstellt und zum anderen moglichst wenig Einfluss auf die RNA nimmt,
die aus den Proben gewonnen werden soll. Der in Abbildung 2 dargestellten
Struktur folgend sollen in dieser Arbeit also sequentiell die zwei nachstehenden

Fragen (methodischer und inhaltlicher Art) beantwortet werden:

e Ist es mdglich, eine Methode zu etablieren, bei der aus organisch-chemisch
fixierten, kryokonservierten Gewebeschnitten von mit Mtb infizierten 1L-13"
Mausen mittels LCM differenziert RNA gewonnen wird, die quantitative

Analysen der Stoffwechsellage erlaubt?

e Lasst sich diese Methodik anwenden, um weitere Rulckschlisse auf die
Stoffwechsellage in verschiedenen Granulomtypen (strukturierte nekrotische
und unstrukturierte Lasionen) und Bereichen innerhalb eines strukturierten,

nekrotischen Granuloms der IL-13' Maus zu ziehen?
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(" Welche organisch-chemischen Fixierung fiir Lungen-Kryoschnitten tétet effektiv den verwendeten Mtb-Stamm N

H37Rv ab?
*  Fixierung mittels 4% Paraformaldehyd bei 4°C
»  Fixierung mittels 100% Methanol
\_ » Austestung des Einflusses unterschiedlicher Fixierungszeiten Y,
4 . . . . . R N
Ist die RNA-Isolation trotz Fixierung weiterhin moéglich?
*  Vergleich zweier von der Firma Zeiss* fir die Isolation von RNA aus Laser mikrodissektierten Proben empfohlener Kits
* Qualitatsbeurteilungder gewonnenen RNA mittels NanoDrop und mittels gqPCR Ulber die Bestimmung der Genexpression des
Haushaltsgens Hprt
- J
4 Welche Fixierung ist mit Blick auf die RNA-Qualitit am geeignetsten, wenn nach der Fixierung eine R
Probenakquise mittels LCM erfolgt?
*  Wie in Schritt zwei Verwendung von uninfiziertem Lungen- und Nierengewebe; gleiches Vorgehen nur Probengewinnung mittels
LCM
\_ L »  Farbung der zu mikrodissektierenden Gewebeschnitte mittels Kresylviolett, wie von der Firma Zeiss empfohlen /
[ N\ . .
Anwendung der Methodik an Gewebeschnitten der IL-13'9 Maus
> Erste inhaltliche Riickschliisse
ﬁKann aus fixierten Lungenschnitten infizierter IL-13!'9 Maduse RNA gewonnen werden, die Riickschliisse auf die )
Stoffwechsellage in verschiedenen Bereichen / Mikromilieus zulédsst?
«  Zur Abdeckungder Heterogenitét der Pathologie und Etablierung der Methodik fiir verschiedene Granulomtypen: Fokus auf
strukturierte, nekrotische Granulome und unstrukturierte Lasionen
»  Zur ldentifikationder Strukturen Anfertigung von Vergleichsschnitten:
» Ziehl- Neelsen-Farbung zur Demarkierung von Mykobakterien
» Trichromfarbung zur Demarkierung der fibrotischen Kapsel
» CD68*-Farbung und Arginase-1 Farbung zur Detektion von Makrophagen
» Olrot-O Farbung zur Beschreibung des Lipidstatus
»  Genexpressionsanalysenim Rahmen von gPCR-Analysen der Gene von CD68* und Arginase-1 sowie der Genen Acc2, Plin2,
Dgat2, Fabp3 und Acsl4, welche in den Lipidstoffwechselinvolviert sind
\_ Y. K * Qualitatskontrollen der gewonnenen RNA mittels Bioanalyzer J

Abbildung 2: Struktur der Arbeit, Teil 1: Fragen

* Entwicklerin des fir die Laser Capture Microdissection verwendeten Palm Beams




Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1  Tierexperimentelle Arbeit

2.1.1 MaAuse

Die Ziichtung der in dieser Arbeit verwendeten Mause (Tabelle 1) erfolgte unter
spezifischen pathogen-freien  Bedingungen in der Tierhaltung des
Forschungszentrums Borstel. Alle Versuchstiere waren frei von bakteriellen,
parasitdren und viralen Infektionen. Separat bellftete und mit speziellen Filtern
ausgestatteten Kafige (IVC-Kéfigen) im BSL-3 Labor des Forschungszentrums
dienten zur Haltung infizierter Tiere. Kryokonserviertes Lungen- und Nierenmaterial,
welches zur Etablierung der Methodik diente, stammte von gesunden,
Uberschissigen Mausen aus der Zucht des Forschungszentrums Borstel. Material,
welches zur Untersuchung der Stoffwechsellage in verschiedenen Granulomtypen
und Bereichen mittels Laser-Mikrodissektion und zur Untersuchung der Effektivitat
der Mitb-Inaktivierung unterschiedlicher organisch-chemischer Fixierungen
verwendet werden sollte, stammte von Versuchsreihen mit IL-13'9 Mausen aus dem
Jahr 2016. Diese waren vom Ministerium far Landwirtschaft, Umwelt und I&ndliche
Raume des Landes Schleswig-Holsteins mit der Nummer 69-6/16 aus dem Jahr
2016 genehmigt worden. In diesen Versuchsreihen wurden beginnend ab Tag 42
nach Infektion vier bis finf Tiere im Abstand von sieben Tagen getbtet und ihre
Organe entnommen. Der linke Lungenlappen wurde dabei in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet, der rechte wurde kryokonserviert. 2019 wurden zur
Untersuchung der Effektivitat der Mtb-Inaktivierung unterschiedlicher organisch-
chemischer Fixierungen aus einer Versuchsreihe kyrokonservierte Lungenlappen
gewahlt, die aufgrund einer Vielzahl an makroskopisch sichtbaren Granulomen
versprachen, eine hohe Anzahl an Mykobakterien aufzuweisen. Zur Untersuchung
der Stoffwechsellage in verschiedenen Granulomtypen und Bereichen mittels
Laser-Mikrodissektion wurden vier Tiere aus einer anderen Versuchsreihe vom
Zeitpunkt d(49) und d(56) bzw. d(100) und d(107) gewahlt, deren Lungen in
angefertigten Paraffinschnitten vor allem unstrukturierte L&sionen (Zeitpunkt
d(49/56)) bzw. viele strukturierte Granulome (Zeitpunkt d(100/107)) zeigten. Von

15



Material und Methoden

diesen Tieren wurden die kryokonservierten Lungenlappen fir die Laser-
Mikrodissektion mit anschlieBender Genexpressionsanalyse aufbereitet. Als
Negativkontrollen fur die im Jahr 2019 durchgefihrten Versuche dienten vier
uninfizierte IL-13' M&use mit dem gleichen genetischen Hintergrund. Es handelte

sich hier wieder um Uberschlssige Mause aus der Zucht des Forschungszentrums.

Tabelle 1: Mausestamme

Mausstamm Genetischer Hintergrund Referenz
IL-13'9 BALB/c (76)
IL-13° C57BL/6

C57BL/6 C57BL/6

2.1.2 Bakterien

Die Kultivierung von M. tuberculosis (H37Rv) bis zur mittleren logarithmischen
Phase wurde von Silvia Maass im Forschungszentrum Borstel (FZB) in OADC
(Oleinsaure, Albumin, Dextrose, Katalase) supplementiertem Middelbrook 7H9

Medium durchgeflhrt. Bis zur Anwendung erfolgte ein Einfrieren bei -80°C.

2.1.3 Aerosolinfektion

Vor Infektion der Mause mit Mitb erfolgte eine Separation in speziellen
Aerosolkafigen. Diese wurden dann in einem Inhalationssystem installiert. Zur
Erreichung einer Infektionsdosis von ca. 100 Kolonien bildenden Einheiten (KBE)
pro Maus wurde die verwendete Bakteriensuspension auf 2,5x10° Mtb in einem
Endvolumen von 6 ml Aqua B. Braun adjustiert. Um etwaige Bakterienaggregate
aufzulésen, folgte eine Resuspension der Stammlésung durch 10-maliges
Aufziehen und Entlassen mit einer 26G-Kanile. Von dieser Suspension wurden
dann zur Kontrolle der Konzentration 0,5 ml in einer seriellen Verdiinnung (1:10) auf
Rinderserum supplementierten 7H10 Agarplatten (10% Rinderserum) ausplattiert.
Die restlichen 5,5 ml des Gemisches wurden in das Vernebelungsgefa gegeben.
Zur Aerosolinfektion wurde der Durchfluss des Hauptluftstroms auf 60 CFH

(KubikfuBB pro Stunde, 1,68 m3/h) und der Durchfluss der Kompressionsluft zur
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Vernebelung der Infektionslésung, auf 11 CFH (=0,28 m®h) eingestellt. Nach
900 Sekunden Aufwarmzeit, 2400 Sekunden Vernebelungszeit, 2400 Sekunden
Absaugzeit und 900 Sekunden Dekontaminationszeit, wurden die M&use aus dem
Geréat entnommen und zuriick in IVC-Haltungskéafige uberfuhrt. Vier der infizierten
Tiere wurden zur Kontrolle der tatsachlichen Infektionsdosis verwendet. Hierfir
wurden einen Tag nach der Infektion ihre Lungen komplett isoliert, auf acht Platten
ausplattiert und die Keimlast nach drei Wochen bestimmt. Eine Ubersicht (iber die

bei der Aerosolinfektion verwendeten Materialien und Geréate ist in Tabelle 2 zu

finden.
Tabelle 2: Materialien Aerosolinfektion
Aerosolkéfigen Marine & Industrie Technik, Hamburg
Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)
Inhalationssystem Glas-Col®, Terre Haute (USA)
Agarplatten
10% Rinderserum Biowest, Nuaillé (F)
5ml Glycerin Applichem, lowa (USA)
19g Difco™ Middlebrook 7H10 | Otto Nordwald, Hamburg (D)

2.1.4 Organaufbereitung

Nach der Tétung der zu untersuchenden Méause durch CO»-Inhalation erfolgte die
Entnahme von Lunge bzw. Milz. Vor der Uberfiihrung in ein mit Neg-50 aufgefiilltes
Tissue-Tek Cyromold wurden die Lungenlappen mit 1:3 Neg-50/PBS aufgepumpt.
Bei der Milz wurde auf dieses Prozedere verzichtet. Hierauf folgte ein Einfrieren der
eingebetteten Organe mit stickstoffgekihltem Methylbutan fir 20-30 Sekunden. Die
Lagerung erfolgte dann bei -80°C.

Sollte eine Einbettung der Organe in Paraffin erfolgen, wurden diese nach der
Entnahme vorerst 24 Stunden in 4% Formalin fixiert und anschlieBend in einem
Autotechnicon in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert (45 Minuten 50%
Alkohol; 45 Minuten 70% Alkohol; 45 Minuten 95% Alkohol; 135 Minuten 100%

Alkohol; 135 Minuten Intermedium). Hierauf wurden die Organe flir 2 Stunden in
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Paraffin bei 65°C vorinkubiert und darauffolgend in einer ParaffingieBstation bei
65°C mit flissigem Paraffin umgossen. Vollstdndig ausgehértet konnten die
Paraffinblocke bei 4°C aufbewahrt werden. Eine Ubersicht (ber die bei der

Organaufbereitung verwendeten Materialien ist in Tabelle 3 zu finden.

Tabelle 3: Materialien Organaufbereitung

Alkohol CMP Walter,Kiel (D)

Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)

ThermoFisher Scientific, Waltham

SHANDON Hypercenter XP
(USA)

CO,, 100% Hausanschluss

ThermoFisher Scientific, Waltham
Freezing Medium NEG-50

(USA)
Invitrogen™ PBS (10x), pH7.2 ThermoFisher Scientific, Waltham
Gebrauchslésung: (USA)
1:10 PBS in Aqua B. Braun
Leica EG 1140C Leica, Nussloch (D)
2- Methylbutan Merck, Darmstadt (D)
Paraffin Carl Roth, Karlsruhe (D)
Stickstoff Hausanschluss
Tissue-Tek® Cryomold Sakura Finetek, Tokio (JP)

2.2 Anfertigung von Gewebeschnitten

2.2.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Der Gewebeblock wurde zunachst mit 10 um Schnitten bis zum Erreichen der
Organe angeschnitten. Nun wurden 2 pum dicke Gewebeschnitte angefertigt. Um
Falten zu verhindern, wurden jene nach dem Schneiden in ein kaltes Wasserbad
gegeben. AnschlieBend wurden sie in einem 37-40°C warmen Wasserbad gestreckt
und auf einen Objekttrager tberfiihrt. Uber Nacht wurden sie dann bei 37°C auf

einer Heizplatte getrocknet und anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei
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Raumtemperatur aufbewahrt. Eine Ubersicht lber die bei der Anfertigung von

Paraffinschnitten verwendeten Materialien und Gerate ist in Tabelle 4 zu finden.

Tabelle 4: Anfertigung von Paraffinschnitten

Heizplatte Medax, Kiel (D)
Objekttrager SuperFrost® Plus R.Langenbrink, Emmendingen (D)
Wasserbad GFL1052 GFL, Burgwedel (D)

2.2.2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Vor dem Anfertigen der Gefrierschnitte wurde die Kammer des Kryotoms auf -24°C
runtergekihlt und die Proben in dieser aus -80°C kommend aufgewérmt. Hiernach
wurden die Proben mit Hilfe von Neg50 auf dem Objekthalter des Krytoms fixiert.
AnschlieBend wurden 10 um (nur bei Fixierungsversuche) bzw. 12 um dicke
Gefrierschnitte runtergeschnitten. Das Aufziehen erfolgte auf an der Rlckseite mit
der Fingerbeere erwarmte Objekttrager. Schnitte, die flr die Laser- Mikrodissektion
vorgesehen waren, wurden auf vorher fur 30 Minuten unter UV-Licht aktivierte
Membran Slides aufgezogen, alle anderen auf Super Frost Objekttrager. Bei
Gewebe, das sowohl mikrodissektiert als auch speziellere Farbungen erhalten
sollte, wurde jeder vierte Schnitt auf einen Super Frost Objekttrager aufgezogen.
Schnitte, an denen lediglich ein Fixierungsvergleich ohne Mikrodissektion
stattfinden sollte, wurden nicht auf einen Objekttrager aufgezogen, sondern direkt
in ein ReagenzgefaB gegeben. Eine Ubersicht (iber die bei der Anfertigung von

Gefrierschnitten verwendeten Materialien und Geréte ist in Tabelle 5 zu finden.
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Tabelle 5: Materialien Gefrierschnitte

Freezing Medium NEG-50 ThermoFisher Scientific, Waltham
(USA)

Kryotom CM 1850 Leica, Wetzlar (D)

MembranSlide NF 1.0 PEN Rnasefree Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen
(D)

Objekttrager SuperFrost® Plus R.Langenbrink, Emmendingen (D)

2.3 Fixierung

Frisch geschnittene, auf Objekttrdger gezogene Kryoschnitte wurden direkt in die
zum Teil in den Glaskulvetten vorgekihlten Fixierungslésungen gegeben. Die
Fixierung erfolgte in 100% Methanol (MeOH) bei 4°C bzw. Raumtemperatur fir zwei
bzw. vier Stunden oder in 4% Paraformaldehyde bei Raumtemperatur flr eine
Stunde (Tabelle 6). Schnitte, die fiir die CD-68*-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung und
die Trichromférbung vorgesehen waren, wurden bei -80°C eingefroren. Jene, die
mit Kresylviolett gefarbt werden sollten, wurden direkt weiterverarbeitet. Bei Proben,
die nicht mikrodissektiert, sondern lediglich fixiert wurden, um Fixierungsvergleiche
vorzunehmen, wurde die Fixierungslésung direkt auf den in ein Reagenzgefal3
gegebenen Gewebeschnitt pipettiert und nach der entsprechenden Zeit die

Fixierungslésung wieder abgenommen.

Tabelle 6: Materialien Fixierung

Methanol, ROTIPURAN® =99,9 %, p.a., ACS, ISO ‘ Carl Roth, Karlsruhe (D)

4% Paraformaldehyde ‘ Morphisto, Frankfurt (D)

2.4 Uberpriifung der Inaktivierung von Mtb in Lungen-

Kryoschnitten durch vorangegangene Fixierung

Die Uberpriifung der erfolgreichen Fixierung Mtb-infizierter Lungenschnitte von
Versuchstieren und damit die Inaktivierung des Mykobakteriumwachstums erfolgte

auf zweierlei Art. Zum einen wurden mit Rinderserum supplementierte 7H10
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Agarplatten (10% Rinderserum), zum anderen Mykobakterielles-Wachstum-
Indikator-Réhrchen (MGIT) beimpft. Pro Fixierung und Bebritungsmethode wurden
mindestens zwei separate Durchgdnge mit jeweils Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Als Negativkontrollen dienten nicht fixierte, uninfizierte als
Positivkontrollen nicht fixierte, infizierte Lungenschnitte. Die bei diesen Versuchen

verwendeten Materialien sind in Tabelle 7 aufgelistet.

241 MGIT

Pro MGIT-Réhrchen wurde ein Objekttrager mit drei Gewebeschnitten verwendet.
Zu allererst wurden diese angetaut und dann jeder Gewebeschnitt mit 10 pl
Braunwasser befeuchtet. Mithilfe eines Skalpells wurde das Gewebe
zusammengeschabt und mit 400 pl Braunwasser in ein mit OADC angereichertes
MGIT gespult. Dieses wurde zur Bebritung ans Nationale Referenzzentrum fur
Mykobakterien in Borstel Gbermittelt. Ab dem Zeitpunkt, an dem sich Wachstum in
den Positivkontrollen zeigte, wurden die Proben fur weitere sechs Wochen

Uberwacht.

2.4.2 Bakterienkultur

Pro Rinderserumplatte wurde ein Objekttrager mit drei Gewebeschnitten verwendet.
Zu allererst wurden diese angetaut und dann jeder Gewebeschnitt mit 10 pl
Braunwasser befeuchtet. Mithilfe eines Skalpells wurde das Gewebe
zusammengeschabt und mit 200 pl Braunwasser auf eine getrocknete
Rinderserumplatte gespult. AnschlieBend wurde das Gewebe mit einer
Plastikimpfose auf der ganzen Platte ausplattiert. Diese wurden dann flr 27 bis 39
Tage bei 37°C inkubiert und nachfolgend die Anzahl der Kolonien bildenden

Einheiten gezénhlt.
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Tabelle 7: Materialien Fixierungsiiberpriifung

Agarplatten

10% Rinderserum Biowest, Nuaillé (F)

5ml Glycerin Applichem, lowa (USA)

19g Difco™ Middlebrook 7H10 Agar Otto Nordwald, Hamburg (D)

Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)

MGIT + OADC Nationales Referenzzentrum
Borstel, Borstel (D)

2.5 Farbungen
2.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) erfolgte bei Paraffinschnitten als
Ubersichtsfarbung, um zelluldre Bestandteile (Kerne, Zytoplasma, Zellwénde)
sichtbar zu machen und um histopathologische Verdnderungen detektieren zu
kbnnen. Die hierfur verwendeten Materialien sind in Tabelle 8 aufgelistet. Die
Farbung der bewasserten Schnitte (siehe Abschnitt 2.2.) erfolgte fir 20 Minuten in
einem Farbebad mit Hadmatoxylin nach Gill. Darauffolgend wurden die Schnitte
unter flieBendem Leitungswasser fur 10 Minuten geblaut. AnschlieBend wurden sie
fur eine Minute in einer 1% Eosin-Losung gegengefarbt. Die Uberschissige Farbe
wurde schlielich durch Schwenken in Braunwasser entfernt. Mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe (kurzes Schwenken in 70 % Ethanol, zweimal 96 %
Ethanol, 2 min in Ethanol absolut) und dreimal 5 Minuten Inkubation von Rotihistol
wurden die Schnitte entwéassert. AbschlieBend wurden sie mit Entellan
eingedeckelt. Ausgewertet wurden die Schnitte mikroskopisch bzw. durch

fotografische Dokumentation.
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Tabelle 8: Materialien Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)

Entellan Merck, Darmstadt (D)

1 % Eosin-Lésung: 10 g/l Eosin Y di-Natrium-Salz in Leitungswasser, vor Gebrauch filtriert

und mit 2 bis 3 Tropfen Eisessig angeséuert

Eisessig, 100% Carl Roth, Karlsruhe (D)

Eosin Y di-Natrium-Salz Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Ethanol absolut zur  Analyse, EMSURE® | Merck, Darmstadt (D)
ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Hamatoxylin nach Gill: 6 g/l Hamatoxylin, 0,6 g/l NalO3, 52,8 g/l Alx(SO,)3'H20, 25 %

Ethylenglykol, 6% Eisessig in Leitungswasser

Hamatoxylin Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
NalO3 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Alx(SO4)3H20 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Ethylenglykol Merck, Darmstadt (D)
Rotihistol Carl Roth, Karlsruhe (D)

2.5.2 Kresylviolett

Die Farbung mit Kresylviolett erfolgte als Ubersichtsfarbung bei all jenen Schnitten,
die fur die LCM vorgesehen waren. Bei dieser Farbung stellen sich die Zellkerne
stark und das Zytoplasma der Zellen schwach violett dar. Gefarbt wurden Schnitte,
die auf PEN-Membran beschichtete Slides aufgezogen waren. Die flr die Farbung

verwendeten Materialien sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Variante 1: Nach der Fixierung in Methanol wurden die Schnitte fur 5 bis 15 Minuten
an der Luft getrocknet. AnschlieBend erfolgte ein Waschschritt in DEPC
behandeltem Wasser zur Entfernung des Eindeckmediums und der Farbeschritt in
Kresylviolett fir je zwei Minuten. Hierauf wurden die Schnitte in 100% Ethanol
dehydriert und fir 5 bis 10 Minuten trocknen gelassen. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Schnitte bei -80°C gelagert.
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Variante 2: Nach der Fixierung in Methanol wurden die Schnitte 30 Sekunden in
eisgekuhltem Kresylviolett geschwenkt und danach in 100% Ethanol gewaschen.
Nach kurzem Trocknen wurde je ein Objekttrager in 50ml Flacons transferiert und

bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

Tabelle 9: Materialien Kresylviolettfarbung

DEPC Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Ethanol absolut zur Analyse, EMSURE® Merck, Darmstadt (D)
ACS,ISO,Reag. Ph Eur

1% Kresylviolett-Acetat in 50% EtOH Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

2.5.3 CDG68"-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung

Begonnen wurde mit der Ziehl-Neelsen-Farbung, mit Hilfe derer Mykobakterien
detektiert werden konnen. Hierauf folgte die immunhistochemische CD68*-
Farbung. Die fir die Farbungen verwendeten Materialien sind in Tabelle 10
aufgelistet. Zu allererst wurden die bei -80°C tiefgefrorenen Kryoschnitte bei
Raumtemperatur aufgetaut und fir 15 Minuten getrocknet. Dann erfolgte ein Spilen
in zweifach destillietem Wasser. Hierzu wurden die Schnitte, auf einem
Farbegestell liegend, mit gefilterter Karbolfuchsinlésung bedeckt und zweimal kurz
mit der Bunsenbrennerflamme erhitzt. Nach kurzem Abkdhlen wurde die
Karbolfuchsinldsung abgegossen. Darauf folgte ein Entfarbeschritt mittels 0,5%
Chlorwasserstoff in 70% Ethanol. Jedem Farbe- bzw. Entfarbeschritt folgte ein
Spulen in zweifach destilliertem Wasser. Vor Beginn der sich nun anschlieBenden
immunhistochemischen Farbung wurde ein Peroxidase-Block mit in PBS gel&ster
0,3%-Wasserstoffperoxid-Losung zur Reduzierung unerwunschter
Hintergrundféarbung durchgefihrt. Alle nun folgenden immer zwischengeschobenen
Spulschritte erfolgten mit PBS. Nach dem Peroxidase-Block wurde mit 200 pl Avidin
und 200 pl Biotin mit Einwirkzeiten von je 15 Minuten geblockt. Dann wurden 200 pl
des im Verhaltnis 1:200 in 3% BSA/PBS verdlinnten primaren Antikérpers Rat-a-
CD68 auf die Schnitte pipettiert und diese Uiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einer

45-minutigen Temperierung am néchsten Morgen wurden 200 ul des ebenfalls im
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Verhéltnis 1:200 in 3% BSA/PBS verdiinnten sekundéaren Antikdrpers Rabbit Anti-
Rat-lgG-Biotin auf die Schnitte aufgetragen. Es folgte ein Bedecken der Schnitte mit
200 ul nach Herstellerprotokoll vorbereiteten Vectastain ABC Reagenz mit
anschlieBender Inkubation far 20 Minuten. Darauffolgend wurden 200 ul des nach
Herstellerprotokoll angesetzten Farbstoffes StayYellow aufgetragen und dieser fur
10 Minuten wirken gelassen. Nach einem Waschschritt mit Braunwasser erfolgte
eine Gegenfarbung mit einer 1:10 verdlnnten, gefilterten Methylenblau-L&sung. Vor
dem Eindecken mit Entellan wurde erneut ein Spllen mit Braunwasser
durchgefuhrt. Als Kontrolle der richtigen Bindung der priméren Antikérper wurden
Schnitte ohne diese angefertigt. Ausgewertet wurden alle Schnitte mikroskopisch

bzw. durch fotografische Dokumentation.
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Tabelle 10: Materialien CD-68*-Ziehl-Neelsen-Kombifiarbung

Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)

Avidin-Biotin Kit Vector Laboratories, Burlingame
(CA)

BSA Applichem, lowa (USA)

CD68 (rat) (Klon FA-11) abcam, Cambridge (GB)

Ethanol absolut zur Analyse, EMSURE® Merck, Darmstadt (D)

ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Entellan Merck, Darmstadt (D)

DAB peroxidase Substrate Kit, 3,3 - | Vector Laboratories, Burlingame
diaminobenzidine (CA)

HCL Carl Roth, Karlsruhe (D)

H,0, Carl Roth, Karlsruhe (D)

Lofflers Methylenblau Merck, Darmstadt (D)

Invitrogen™ PBS (10x), pH7.2 ThermoFisher Scientific, Waltham
Gebrauchslésung: (USA)

1:10 PBS in Aqua B. Braun

Rabbit-a-Rat-1gG-Biotin Vector Laboratories, Burlingame
(CA)

StayYellow/HRP abcam, Cambridge (GB)

Vectastain Elite ABC-Peroxidase Kit Vector Laboratories, Burlingame
(CA)

Ziehl-Neelsen-Karbolfuchsin Merck, Darmstadt (D)

2.5.4 Arginase-1-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung

Die ersten Schritte der Arginase-1-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung glichen der CD68"-
Ziehl-Neelsen-Kombifarbung. Erst nach dem Biotin-Avidin-Block kam es zu einer
Unterscheidung im Protokoll. Hier wurde eine Ig-Blockierung mit dem 1:1250 in PBS
verdinnten Reagenz des M.O.M. Kits durchgefihrt. Nach einer Stunde
Inkubationszeit und dreimaligem Spilen mit PBS, wurden 200 ul einer
Proteinldsung, bestehend aus einem 1:12,5 in PBS verdinnten aus dem M.O.M Kit

stammenden Proteinkonzentrat, hinzugefligt. Hierauf erfolgte eine 5-minutige
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Inkubation. Nun wurden 200 ul des 1:250 in der Proteinldsung verdinnten Arginase-

1-Antikdrpers hinzugeben. Nun schloss sich ein Inkubationsschritt an, der anders

als die vorherigen und folgenden, die bei Raumtemperatur durchgefuhrt wurden, bei

4°C Uber Nacht erfolgte. Nach einer 60-minutigen Temperierung am né&chsten

Morgen und dreimaligem Spulen mit PBS wurden 200 pl des 1:250 in Proteinlésung

verdinnten M.O.M Anti-Maus Ig Reagenz aufgetragen. Es folgte eine 20-minutige

Inkubation und anschlieBend ein dreimaliges Spulen. Die Verwendung des

Vectastain Reagenz und alle weiteren nachfolgenden Schritte glichen dann wieder

dem Prozedere der CD68*-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung. Die bei Arginase-1-Ziehl-

Neelsen-Kombifarbung verwendeten Materialien sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Aqua B. Braun

Tabelle 11: Materialien Arginase-1-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung

Braun, Melsungen (D)

Avidin-Biotin Kit

Vector Laboratories, Burlingame
(CA)

Ethanol absolut zur Analyse, EMSURE®
ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Merck, Darmstadt (D)

Entellan Merck, Darmstadt (D)
HCL Carl Roth, Karlsruhe (D)
H,0, Carl Roth, Karlsruhe (D)

Lofflers Methylenblau

Merck, Darmstadt (D)

Mouse Anti-Arginase | (Klon 19)

BD, Franklin Lakes (USA)

Invitrogen™ PBS (10x), pH7.2
Gebrauchslésung:
1:10 PBS in Aqua B. Braun

ThermoFisher Scientific, Waltham
(USA)

StayYellow/HRP

abcam, Cambridge (GB)

Vector M.O.M. Immunodetection Kit

Vector Laboratories, Burlingame
(CA)

Vectastain Elite ABC-Peroxidase Kit

Vector Laboratories, Burlingame
(CA)

Ziehl-Neelsen-Karbolfuchsin

Merck, Darmstadt (D)
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2.5.5 Trichromfarbung

Die Trichromfarbung diente zur Demarkierung der fibrotischen Kapsel. Kollagen
zeigt sich bei dieser Farbung blau und Zytoplasma rosa. Die fur diese Farbung
verwendeten Materialien sind in Tabelle 12 aufgelistet. Nach dem Auftauen
tiefgefrorener Kryoschnitte und Bewassern dieser wurde mittels Azokarminlésung
das Chromatin gefarbt. Hierflir wurden die Schnitte bei 60°C in der Farbelésung 15
Minuten lang inkubiert, darauffolgend fur eine Minute abgekuhlt und anschlieBend
in Braunwasser gespult. Zur Differenzierung der Zellkerne wurden die Schnitte fur
einige Sekunden bis Minuten in Anilinalkohol gebadet und der Vorgang unter dem
Mikroskop beobachtet. Ein Abstoppen des Prozesses erfolgte durch mit Eisessig
gesauertem 96% Ethanol. Eine darauffolgende Inkubation der Schnitte fir zwei
Stunden in einer 5% Phosphor-Wolfram-Saure Lésung diente zum Entfarben und
Beizen. AnschlieBend wurden das Kollagen und Bindegewebe mittels eines 30-
minltigen Bades in 1:3 verdinnter Anilin-Goldorange-Lésung angefarbt. Nach dem
Spulen in zweifach destilliertem Wasser erfolgte eine Differenzierung der Schnitte
in 96% Ethanol und eine Entwésserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe.
AbschlieBend wurde ein Eindeckeln mit Entellan durchgefliihrt. Ausgewertet wurden

die Schnitte mikroskopisch bzw. durch fotografische Dokumentation.
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Tabelle 12: Materialien Trichromfarbung

Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)

Anilinalkohol: 0,1 % Anilin in 90 % Ethanol (v/v)

Anilin Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Anilinblau-Goldorange: 0, 5% Annilinblau, 2 % Goldorangen G in Aqua dest. (w/v), 8

% Eisessig, aufkochen und filtrieren, vor Gebrauch 1:3 in Aqua dest. verdinnen

Anilinblau, Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Orange G Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Azokarminldésung: 0,1 % Azokarmin in Aqua dest. (w/v), aufkochen und nach filtrieren 1 %

Eisessig

Azokarmin G Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Entellan Merck, Darmstadt (D)

Essigsaure-Alkohol: 0,1 % Eisessig in 96 % Ethanol (v/v)

Essigsaure 100%, Carl Roth, Karlsruhe (D)

Ethanol absolut zur Analyse, EMSURE®

Merck, Darmstadt (D)
ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Phosphor-Wolframséaure: 5% Phosphorwolfram-saure-Hydrat in Aqua dest. (w/v)

Phosphorwolframséure-

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Hydrat

2.5.6 Olrot-O-Farbung

Mit Hilfe der Olrot-O-Farbung kénnen neutrale Lipide und Lipidtrépfchen angefarbt
werden. Die fur diese Farbung verwendeten Materialien sind in Tabelle 13
aufgelistet. Vor Beginn der Farbung wurden die Kryoschnitte aufgetaut und
getrocknet. Hierauf folgte eine Fixierung der Schnitte fir 10 Minuten in eiskaltem,
mit Aqua destillata (Aqua dest.) auf 10% verdinntem Formalin. Dann wurden die
Schnitte viermal 4 Minuten gewaschen und erneut fur 10 Minuten getrocknet.
AnschlieBend wurden sie in 60% 2-Propanol getaucht. Hierauf erfolgte eine 20-
miniitige Farbung in der Olrot-O-Lésung. Eine Entfarbung wurde mit 60% 2-
Propanol durchgefihrt, an die sich ein 3-minutiger Waschschritt in Braunwasser

anschloss. Gegengefarbt wurden die Schnitte fur 5 Minuten mit Hamatoxylin.
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Geblaut wurden sie unter Leitungswasser. AbschlieBend erfolgte die Eindeckelung
mit Kaisers Glyceringelantine. Ausgewertet wurden die Schnitte mikroskopisch bzw.

durch fotografische Dokumentation.

Tabelle 13: Materialien Olrot-O-Farbung

Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)
37% Formalin Merck, Darmstadt (D)
Glyceringelatine Merck, Darmstadt (D)

Hamatoxilin nach Gill: 6 g/l Hamatoxylin, 0,6 g/l NalO3, 52,8 g/l Alx(SO4)3-H20, 25 %

Ethylenglykol, 6% Eisessig in Leitungswasser

Hamatoxylin Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
NalO3 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Alx(SO4)3H20 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Ethylenglykol Merck, Darmstadt (D)

Olrot-O-Lésung: 60% Olrot-O-Lésung in Aqua dest. (v/v), 10 Minuten inkubieren und vor

Verwendung filtrieren

Olrot-O-Lésung Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

60% 2-Propanol in Aqua dest. (v/v) Carl Roth, Karlsruhe (D)

2.6 Laser-Mikrodissektion

Zur Gewinnung spezifischer Bereiche mittels LCM aus Kryoschnitten wurde der
Palm Beam von Zeiss mit der Software Palm Robo 4.6 verwendet. Um hierbei
moglichst viel RNA zu erhalten, erfolgte ein am Handbuch ,RNA Handling* der
Firma aus dem Jahr 2012 orientiertes Vorgehen (23). Die Energie des Lasers wurde
vorab mittels Autokalibrierung des Gerates und anschlieBender fein Adjustierung
Uber dem jeweiligen Gewebe bestimmt. Sie lag zwischen 48 und 55 auf einer von
der Software vorgegebenen Skala von 1 bis 100. Die Geschwindigkeit, mit der
dissektiert wurde, lag zwischen 40 und 46 Prozent. Gelasert wurde in 10-facher
VergréBerung. Die bei der LCM verwendeten Materialien und Gerate sind in Tabelle

14 aufgelistet.
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2.6.1 Gewinnung von Material aus Milz- bzw. Lungenschnitten

Bei -80°C einzeln in Plastikrbhrchen gelagerte Objekttrager wurden ausgefroren,
aus dem Roéhrchen herausgenommen und anschlieBend far weitere 20 bis 30
Minuten in Silica Gel getrocknet. Hierauf wurden sie in den Palm Beam eingespannt
und die zu lasernden Bereiche eingezeichnet. AnschlieBend erfolgte das Lasern.
Es wurden so lange neue Objekttrager mit sequentiellen Schnitten eines Gewebes
ausgefroren und bearbeitet, bis sich eine vordefinierte Menge im Deckel des
ReagenzgeféaBes befand. Zur besseren Haftung der gelaserten Elemente war zuvor
eine geringe Menge Ol (<1 ul) auf den Deckel des ReagenzgeféaBes aufgetragen
worden. Nach der Dissektion wurden 350 pl eines im Verhaltnis 1:100
angemischten RTL-Puffer-2-Mercaptoethanol-Gemisches in das Reagenzgefal
gegeben, dieses auf den Kopf gedreht und far 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine Durchmischung mittels Schuttelgerat und eine Anzentrifugation.
Hierauf wurde die Probe mit Hilfe einer sterilen Kanile der Starke G20
aufgeschlossen. Es erfolgte eine erneute Anzentrifugation und ein Lagern der
Proben bei -80°C. Handelte es sich bei den Objekttrdgern um PFA-fixierte, wurde
nach der Dissektion direkt mit den ersten Schritten der unten beschriebenen RNA-
Isolation gemaB des Protokolls ,FPurification of Total RNA from Microdissected
FFPE Tissue Sections* aus dem Handbuch ,,RNeasy FFPE Handbook" des Jahres
2014 der Firma Quiagen begonnen (144).

2.6.2 Gewinnung von Probenmaterial aus unstrukturierten Lasionen

und strukturierten Granulomen

Nach dem Ausfrieren eines in einem Flacon eingefrorenen Slides erfolgte ein 2-
minatiger Wasser-Waschschritt zur Entfernung des Eindeckmediums. An diesen
schloss sich eine 30-sekindige Dehydrierung in 100% Ethanol sowie eine
Trocknung in Silica Gel an. Gesammelt wurde das Material von zwei auf einen
Objekttrager gezogenen Gefrierschnitten. Katapultiert wurde es in einen mit 0,5 pl
eines RNase-Inhibitors sowie 0,5 ul eines im Verhéltnis 1:100 angemischten RTL-
Puffer-B-Mercaptoethanolgemisches praparierten Tube-Deckel. Nach Abschluss

des Laserns wurden weitere 75 ul des RLT-Puffer-B-Mercaptoethanolgemisches
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auf das dissektierte Material gegeben und das Ganze fir eine Minute gevortext.
Daraufhin wurde das Tube sofort in flissigen Stickstoff gegeben und nachfolgend
bei -80°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Gelasert wurden sequentielle
Schnitte. Zur Differenzierung der zu dissektierenden Bereiche wurden zu den
mikrodissektierten Schnitten sequentielle Trichrom- bzw. CD-68"-Ziehl-Neelsen-
Kombi geféarbte Schnitte herangezogen. So konnten die strukturierten nekrotischen
Granulome identifiziert werden, die Uber ihre fibrotische Kapsel, einen Ring aus
Schaummakrophagen und eine Anreicherung von Mykobakterien charakterisiert
wurden. Unstrukturierte L&sionen wurden als reine, die Lungenstruktur
aufbrechende Zellansammlung definiert. Vier bis sieben Objekttréger wurden so zur
Gewinnung von Material aus unstrukturierten Lé&sionen und zehn bis 26
Objekttrager zur Gewinnung von Material aus strukturierten Granulomen im
Zeitraum von 70 bis 130 Minuten bearbeitet. Material von drei bis vier Objekttragern

wurde gesammelt, um Proben uninfizierter Tieren zu generieren.

Tabelle 14: Materialien Laser Mikrodissektion

B-Mercaptoethanol, Bio Ultra, 299.0% (GC) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Ethanol absolut zur Analyse, EMSURE®

Merck, Darmstadt (D)
ACS,ISO,Reag. Ph Eur

Mineralél, REF 400-5 Trinity Biotech, Bray (IRL)

Carl Zeiss Microscopy,
Oberkochen (D)

Palm Beam mit Software Palm Robo 4.6

New England Bio Labs, Ipswich
RNase Inhibitor Murine, 40.000 U/ml

(USA)
RLT-Puffer aus RNeasy Micro Kit Quiagen, Venlo (NL)
Silica Gel Orange, 2-5mm, mit Indikator, Perlform Carl Roth, Karlsruhe (D)
Stickstoff Hausanschluss
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2.7 RNA-Aufbereitung

2.7.1 RNeasy Micro Kit

Hier kamen zwei Varianten zum Einsatz. Die hierflir verwendeten Materialien und

Geréte sind in Tabelle 15 aufgelistet.

Variante 1: Die RNA-Isolation der Proben erfolgte mittels RNeasy Micro Kit von
Quiagen anhand des entsprechendes Protokolls , Purification of Total RNA from
Microdissected Cryosections” des ,, RNeasy® Micro Handbook* aus dem Jahr 2014
(145). Nach dem Auftauen der Proben aus -80°C wurde mit der RNA-Isolation ab
Schritt 3 des Protokolls begonnen und danach strikt nach diesem vorgegangen. Auf
einen Verdauungsschritt mittels DNase | wurde verzichtet. Die isolierte RNA wurde

schlieBlich bei -80°C bis zum weiteren Gebrauch eingefroren.

Variante 2: Die RNA-Isolation der Proben erfolgte mittels RNeasy Micro Kit von
Quiagen anhand des entsprechendes Protokolls fur mikrodissektierte Kryoschnitte
(145). Um mit der RNA-Isolation der Proben starten zu kdénnen, mussten
abweichend vom Protokoll nach dem Auftauen vorab alle korrespondieren
mikrodissektierten Proben eines Lungensticks in einem Reagenzgefal3
zusammengepoolt werden. Darauffolgend wurde das Volumen der
unterschiedlichen, gepoolten Proben mittels Zugabe des RLT-B-Mercaptoethanol-
Gemisches nivelliert. Beim folgenden Schritt 5 des Herstellerprotokolls wurde eine
den Probenvolumina entsprechende Menge von 70% Ethanol hinzugefligt. Nach
ausreichender Vermischung wurden die MinElute Spin Saulen des Kits mit 700 pl
beladen und fur 15 Sekunden mit 11180 x g bei 25°C zentrifugiert. Nach Verwerfung
des Durchflusses wurden die zwei vorherigen Schritte so oft wiederholt, bis die
gesamte Menge der Proben durch die Saulen gelaufen waren. Nach der Zugabe
von 700 ul RW1-Puffer und erneutem Zentrifugieren far 15 Sekunden mit 11180 x g
wurde das Sammeltube verworfen und mit den Schritten 11 bis 14 gemaB dem
Herstellerprotokoll fortgefahren. So konnten 14 pl RNA gewonnen werden. Diese

wurde schlieBlich bei -80°C bis zum weiteren Gebrauch eingefroren.
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2.7.2 FFPE-Kit

Bei der RNA-Isolation mittels des FFPE-Kits erfolgte beim Vorgehen eine
Orientierung am Protokoll ,, Purification of Total RNA from FFPE Tissue Sections",
beschrieben in , RNeasy® FFPE Handbook “ aus dem Jahr 2014 des Herstellers
Quiagen (144). Die hierfur verwendeten Materialien und Geréte sind in Tabelle 15
aufgelistet. Die RNA-Isolation setzte bei mikrodissektierten Proben direkt nach der
Dissektion an, bei direkt in ein ReagenzgefdB gegebenen Schnitten nach der
Abnahme der Fixierungsflissigkeit. In jedem Fall wurde, anders als im Protokoll
angegeben, mit der Zugabe von 150 ul PKD-Pufferlésung, dem 6. Protokollschritt,
gestartet. Bei den mikrodissektierten Proben wurden allerdings von diesen 150 pl
PKD-Pufferldsung bereits 40 ul in den ReagenzgefaBdeckel gegeben, in den die
Sammlung der Gewebestlicke erfolgte. Die Zugabe der restlichen 110 pl erfolgte
dann nach der Laser-Mikrodissektion. Nach der Zugabe der Pufferldésung und
Mischen mittels Vortexer wurden alle Proben fur eine Minute mit 11180 x g
anzentrifugiert. Hierauf wurden protokollgemaB 10 ul Proteinkinase hinzugemischt
und alle Proben fur je 15 Minuten mit 4020 x g bei 56°C und bei 80°C inkubiert.
Hierauf folgte ein 3-mindtiger Kudhlschritt auf Eis, sodann ohne
ReagenzgefaBwechsel eine Zentrifugation fir 15 Minuten mit 20370 x g. Auch die
Schritte 12 bis 15 erfolgten nach Protokoll. Nach der Zugabe von 320 ul RBC-Puffer
wurden die Proben schlieBlich bei -20°C gelagert und an einem anderen Tag dem
Protokoll konform mit der weiteren RNA-Isolation fortgefahren. So konnten 14 ul
RNA gewonnen werden. Diese wurde schlieBlich bei -80°C bis zum weiteren

Gebrauch eingefroren.

Tabelle 15: Materialien RNA-Isolation

RNeasy Micro Kit Quiagen, Venlo (NL)
RNeasy FFPE Kit Quiagen, Venlo (NL)
Zentrifuge Mikro 22R Hettich, Tuttlingen (D)
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2.7.3 RNA-Qualitatssicherung

Zur Sicherung einer guten RNA-Qualitat erfolgte ein an den ,DOs and DON’Ts of
handling RNA® in ,RNA handling“ von Februar 2012 der Firma Zeiss orientiertes
Vorgehen (23).

2.7.4 RNA-Qualitatsbestimmung

Die Bestimmung der extrahierten RNA-Konzentration erfolgte mit Hilfe des Nano
Drops aus je 1,4 pl der extrahierten RNA. Fotometrisch wurden Absorptionen im
UV-Bereich bei 260 und 280 nm gemessen und die RNA-Konzentration mittels des
Lambert-Beer-Gesetzes bestimmt. Zusétzlich wurde die 260/280-Ratio zur
Beurteilung von Verunreinigungen z.B. durch Proteine betrachtet. Eine reine RNA
sollte hier Werte zwischen 1.8 und 2.1 erbringen (54). Die Integritat der RNA wurde
mittels automatisierter Elektrophorese im Bioanalyzer 2100 sowie dem Agilent RNA
6000 Nano Kit bestimmt. Es wurde sich bei der Vorbereitung, der Durchfihrung
sowie beim Material strickt nach den Vorgaben des ,, Agilent RNA 6000 Nano Kit
Guide" aus dem Jahr 2016 gehalten (3). Bei der Messung im Bioanalyzer kam der
Assay , Eukaryote Total RNA Nano“ zur Verwendung. Die Bioanalyzer-Software gibt
den Grad der Degradierung der RNA mit Nummern zwischen eins und zehn an.
Eins steht hierbei fir eine vollkommen fragmentierte und damit degradierte, zehn
fir eine intakte RNA. Die zur Qualitatsbestimmung verwendeten Materialien und

Geréte sind in Tabelle 16 aufgelistet.
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Tabelle 16: Materialien Qualitatsbestimmung RNA
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies, Santa Clara
(USA)
Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies, Santa Clara
(USA)
Bioanalyzer Software, B.02.08.51648 Agilent Technologies, Santa Clara
(USA)
Chip Priming Station Agilent Technologies, Santa Clara
(USA)
NanoDrop 2000 ThermoFisher Scientific, Waltham
(USA)
RNA Nano Chips Agilent Technologies, Santa Clara
(USA)
RNasezAP™ Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
Thermocycler, Biometra TPersonal Analytik Jena GmbH, Jena (D)
Vortex Mixer, Model MS3 Ika, Staufen (D)

2.7.5 Reverse-Transkription

Die Herstellung von cDNA aus der extrahierten RNA erfolgte orientiert an der
Produkt Information ,, Thermo Scientific RevertAid H Minus Reverse Transcriptas"
des Herstellers Thermo Fisher aus dem Jahr 2016 (177). Verwendet wurden die in
Tabelle 17 aufgelisteten Materialien und Geréte. Aufgrund geringer Volumina wurde
die extrahierte RNA in ihrer Ganze transkribiert. Zu Beginn wurden die Proben auf
eine Menge von 11,5 ul mit H.O adjustiert. Nach der Zugabe von 1 pl Random
Hexamer Primer und gutem Schitteln wurden die Proben 5 Minuten bei 65°C
inkubiert. Nach dem Abkuhlen der Proben auf Eis wurden diese mit dem Reverse-
Traskriptionsmix (20% 5x Reaktionspuffer v/iv, 1 mM dNTPs, 20 U RiboLock und
200 U RevertAid) versetzt. Hierauf erfolgte eine Inkubation fir 10 Minuten bei 25°C
und fir eine Stunde bei 42°C sowie eine Erhitzung fir 10 Minuten auf 70°C zum
Abstoppen der Reaktion. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die transkribierten

Proben bei 4°C gelagert.
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Tabelle 17: Materialien Reverse Transkription

dNTP Mix 10mM each

Thermo Fisher, Waltham (USA)

Random Hexamer Primer, 100uM

Thermo Fisher, Waltham (USA)

Reaction Buffer
250 mM Tris-HCI (pH 8.3 at 25 °C), 250 mM KCI, 20
mM MgCI2, 50 mM DTT

Thermo Fisher, Waltham (USA)

RevertAid H Minus M-MuL V Reverse Transkriptase

Thermo Fisher, Waltham (USA)

RiboLock Ribonuclease Inhibitor, 40 U/pL,

Thermo Fisher, Waltham (USA)

2.8 Genexpressionsmessung mittels LightCycler

Die quantitative Analyse der Genexpression erfolgte mittels der Verwendung eines

LightCyclers, spezifischer Primerpaare sowie des Universal ProbeLibrary (UPL)-

Sonden-Systems (Tabelle 20). Die Bestimmung erfolgte auf Mikrotiterplatten. Pro

Kavitat wurden 9 ul LC-Mastermix (2-fach konzentrierter LC 480 Probes Master,

6,25 UM Primer sense, 6,25 uM Primer antisense, 1% UPL-Sonde in Aqua B. Braun

(Tabelle 20)) und 1 ul cDNA aufgetragen. Nach Zentrifugation der Mikrotiterplatte

mit 259 x g fur zwei Minuten erfolgte direkt die qPCR nach folgendem Schema:
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Tabelle 18: qPCR-Schema

Zyklen Analyse- Temperatur | Anzahl der Zeit Aufheiz-Rate
Modus Ziel (°C) Fluoreszenz- | (hh:mm:ss) (°C/s)
messungen
Denaturierung
1 Keine 95 Keine 00:05:00 4.40
Ampilifikation
55 Quantifizierung 95 Keine 00:00:10 4.40
60 Keine 00:00:20 2.20
72 Einmalig 00:00:01 4.40
Kiihlung
1 Keine 40 Keine 00:00:30 2.20

Alle Messungen erfolgten inklusiv einer Kontroll-Kavitat ohne hinzugeftigter Probe.
Die sich anschlieBende quantitative Auswertung erfolgte mit Hilfe der LC® 480
Software. Verglichen wurden so insbesondere uber die Second-Derivate-Maximum-
Methode bestimmte Crossing-Point (CP)-Werte, also jene Punkte, bei denen die
Fluoreszenz der Proben erstmals Uber jene des Hintergrunds tritt. Je mehr cDNA
eingesetzt wird, desto weniger Zyklen werden bendtigt, um an diesen Punkt zu
kommen. Kam es zu keinem Signal wahrend der eingegebenen Zyklenzahl wurde
der CP-Wert der entsprechenden Probe auf 55 gesetzt. Wurden mehrere
LightCycler Messungen ein und derselben Probe mit unterschiedlichen Primern und
Sonden durchgefiihrt und sollte eine relative Quantifizierung erfolgen, wurde als
interner Standard eine serielle Verdinnungsreihe (unverdiinnt, 1:2, 1:8, 1:32, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024) einer Probe, gewonnen aus einer mit H37Rv infizierten und
am Tag 89 nach Infektion getéteten IL-13'9-Maus, zur Hilfe genommen. Hiermit
wurden Standardkurven ermittelt, deren Steigungen Rickschlisse auf die Effizienz
der durchgefliihrten gPCR zulieBen. Idealerweise sollte die Effizienz einer gPCR bei
2,0 liegen. Allerdings wurden Effizienzen bis 1,8 akzeptiert. Der auf Basis der
Standardkurve durch die Software ermittelte Error sollte bei <0.05 liegen. Zur
relativen Quantifizierung wurde Hprt als Referenzgen und ein mono-color
Experimentansatz gewéahlt. Mit Hilfe dieses Referenzgenes wurden eine

Zielgen/Referenzgen-Ratio mittels E-Methode durch die LightCycler-Software
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berechnet. Dieser Wert wurde dann auf die mikrodissektierte Flache bezogen, die
insgesamt fur eine gepoolte Probe gelasert wurde. Lagen von einer Probe mehrere
LightCycler-Messungen vor, wurde jener Lauf ausgewertet, der ndher an der
idealen Effizienz von zwei lag und den kleineren Error-Wert vorzeigen konnte.
Zusétzlich wurden stetig auch LightCycler-Laufe mit 1:10 verdinnten Proben
durchgefluihrt, um Inhibitionseffekte auszuschlieBen. Tabelle 19 zeigt alle fur die

LightCycler-Messungen verwendeten Materialien und Geréate auf.

Tabelle 19: Materialien LightCycler-Messungen
Aqua B. Braun Braun, Melsungen (D)
LC 480 Probes Master (2x Conc.) Roche, Basel (CH)
LightCycler 480 Roche, Basel (CH)
LightCycler-Software, LCS480 1.5.162 Roche, Basel (CH)
UPL-Sonden Roche, Basel (CH)
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Hannau (D)
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Tabelle 20: Primer- und Sondensequenz fiir die quantitative Real-Time PCR

Gene | Refseq* Code/ Primer Sondennummer
GenBank Code AmplicongréBe

Acc2 | NM_133904.2 sense: 2
GAT-TCC-CAG-TTT-GGG-CAC-T
antisense: 79 bp
CCT-TCA-AAG-CCA-CTA-CCA-TGT

Acsl4 | NM_001033600.1 | sense: 17
GAA-ATT-CAC-AGC-ATG-CAA-TCA-G
antisense: 72 bp
TCT-ACT-TGG-AGG-AAC-GCT-CAA

Argi NM_007482.3 sense: 2
CCT-GAA-GGA-ACT-GAA-AGG-AAA-G
antisense: 72 bp
TTG-GCA-GAT-ATG-CAG-GGA-GT

CD68" | BC_021637.1 sense: 27
GCT-GTT-CAC-CTT-GAC-CTG-CT
antisense: 92 bp
TCA-CGG-TTG-CAA-GAG-AAA-CA

Dgat?2 | NM_026384.3 sense: 42
TAC-TCC-AAG-CCC-ATC-ACC-A
antisense: 93 bp
GGC-ATG-GTA-CAG-GTC-GAT-GT

Fabp3 | NM_010174.1 sense: 51
ATC-CAT-GTG-CAG-AAG-TGG-AA
antisense: 91 bp
CAC-TGC-CAT-GAG-TGA-GAG-TCA

Hprt NM_013556.2 sense: 95
TCC-TCC-TCA-GAC-CGC-TTT-T
antisense: 90 bp
CCT-GGT-TCA-TCA-TCG-CTA-ATC

Plin2 | NM_007408.3 sense: 79
CCT-CAG-CTC-TCC-TGT-TAG-GC
antisense: 62 bp

CAC-TAC-TGC-TGC-TGC-CAT-TT

*Reference Sequences, www.ncbi.nlm.nih.gov
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2.9 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mittels GraphPad
Prism Version 9.3.1. Bei n <4 wurde eine rein deskriptive Auswertung
vorgenommen. Bei immer wieder auftretenden AusreiBern bei empfindlichen RNA-
Messungen lag hier der Fokus auf der Betrachtung der Mediane einer Gruppe.
Korrelationen wurden mittels dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman
eingeordnet. Bei einem n < 4 wurden nicht-parametrische Testverfahren
angewendet. Wurden zwei unabhangige Gruppen betrachtet, wurde ein zweiseitiger
Mann-Whitney-Test verwendet. Sollten abhangige Stichprobengruppen verglichen
werden, wurde der Friedman-Test mit einem Vergleich der mittleren Rénge
herangezogen. Bei Auftreten von Signifikanz kam der Dunn’s Post hoc Test zur
Anwendung. Das Signifikanzniveau wurde hierbei stetig auf 5% festgelegt. Zur
weiteren Einordnung wurde auBBerdem die Differenz der Mediane studiert. Eine
statistische Beratung am Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik wurde zur
Absicherung des statistischen Vorgehens einmalig im Umfang von ca. einer Stunde

nach Beendigung der Laborarbeit in Anspruch genommen.

2.10 Arbeitsverteilung innerhalb des Promotionsprojektes
2.10.1 Laborpraktische Tatigkeiten

Die Haltung, Infektion und T6étung der in diesem Projekt verwendeten Tiere erfolgte
im Jahr 2016 durch die Arbeitsgruppe Infektionsimmunologie um Dr. Christoph
Holscher im FZB. Alle weiteren Arbeiten, die zu einem spateren Zeitpunkt im BSL3-
Labor erfolgen mussten, wurden von Johanna Volz, technische Mitarbeiterin der
Arbeitsgruppe Infektionsimmunologie des FZB, durchgefuhrt. AuBerhalb des BSL3
Labors Ubernahm sie ebenfalls anteilig Farbungen der Gewebeschnitte. Der andere
Anteil sowie die Durchfiihrung der Laser Capture Microdissection, die RNA-
Aufbereitung, die Bestimmung ihrer Qualitat, die Transkription und Analyse und
Auswertung mittels gPCR erfolgten als Eigenleistung. Die Einarbeitung am Micro
Palm Beam erfolgte hierbei durch Franziska Beyersdorf, technische Mitarbeiterin

der Arbeitsgruppe chronische Lungenerkrankungen des FZB. Die Einarbeitung in
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die Schritte der RNA-Isolation bis hin zur Auswertung von qPCR-Daten wurde von
Alexandra Hélscher, technische Mitarbeiterin der Arbeitsgruppe
Infektionsimmunologie des FZB, durchgeflhrt. Eine Erlduterung des Vorgehens am
Bioanalyzer wurde von Dorte Nitschkowski, wissenschaftliche Mitarbeiterin der

Pathologie des FZB, vorgenommen.

2.10.2 Theoretisch konzeptionelle Tatigkeit

Die in diesem Projekt durchgefuhrten Versuche wurden in ihrer Planung und
Auswertung durch Dr. Christoph Holscher betreut. Bei der Thematik ,,Laser Capture
Microdissection“ erfolgte anfénglich eine Beratung durch Dr. Kathrin Kalies,
wissenschaftliche Mitarbeiterin des Instituts fir Anatomie der Universitat zu Labeck.
In der Thematik ,RNA-Qualitdt® wurde Prof. Dr. Carsten Goldmann,
wissenschaftlicher Mitarbeiter der Pathologie des FZB, beratend tatig.
RegelmaBiges konzeptionelles Feedback und gedanklicher Input ergaben sich bei
internen Treffen der Arbeitsgruppe Infektionsimmunologie des FZB sowie
Veranstaltungen der IRTG (International Research Training Group) 1911 des

Instituts fur systematische Entzindungsforschung der Universitat zu Libeck.

42



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Methodenetablierung zur Gewinnung von RNA aus
infiziertem, kryokonservierten Lungengewebe mittels Laser-

Mikrodissektion

Die im Folgenden beschriebenen Versuche dienten der Klarung der Frage, welche
Fixierungsldsung das Kriterium der effektiven Mtb-Inaktivierung bei gleichzeitigem
RNA-Erhalt am besten erfillt. Die Ergebnisse der drei nachfolgenden Punkte
gesammelt betrachtet, fuhrten zu der Entscheidung, infiziertes Probenmaterial
mittels einer vierstiindigen Methanol-Behandlung bei Raumtemperatur zu fixieren.
Auch wenn sowohl die Fixierung in 4% PFA fur eine Stunde als auch in 100%
Methanol far 4 Stunden ein Wachstum der Mykobakterien verhinderten, schnitt
Letztere, sofern sie bei Raumtemperatur durchgefihrt wurde und die Proben mittels
LCM akquiriert wurden, bei Messungen der isolierten RNA im LightCycler besser
ab. Zusatzlich konnten Methanol fixierte Proben mittels des RNeasy Kits verarbeitet
werden, welches nicht nur tendenziell bessere Ergebnisse erzielte, sondern auch
praktikabler und weniger zeitaufwendig bei den sich an die Mikrodissektion

anschlieBenden Protokollschritten war.

3.1.1 Nachweis effektiver Mitb-Inaktivierung durch verschiedene

Fixierungen

Um eine Fixierung zu finden, die Mtb effektiv in Kryo-Gewebeschnitten inaktiviert,
wurden verschiedene Fixierungsmoglichkeiten getestet. Wie Abbildung 3 aufzeigt,
kam es nach einer Fixierung mit 100% MeOH fir 20 Minuten bzw. flr eine Stunde
bei 4°C bei in acht von zwolf auf Agarplatten bzw. im MGIT-System zu einer
Vermehrung von Mtb. Bei einer Fixierung fir zwei Stunden bei 4°C war dies bei
sechs von zwanzig Ansatzen der Fall. Die Zahl der Kolonien-bildenden Einheiten
(KBE) auf den Agarplatten war jedoch im Vergleich zu jenen von unfixierten Proben
reduziert und eine zunehmende Lange der Fixierungszeit verstarkte diesen Effekt.

Bei der Fixierung in 100% MeOH bei 4°C flr 4 Stunden kam es hingegen bei keinem
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der angesetzten Versuche zu einem Mitb-Wachstum. Auch Proben von Kryo-
Gewebeschnitten, die bei Raumtemperatur fir zwei bzw. vier Stunden in 100%
MeOH fixiert wurden, zeigten im Beobachtungszeitraum keine reproduktive Aktivitat
der Mykobakterien. Eine PFA-Fixierung bei 4°C fir eine Stunde flhrte in allen

Versuchsansatzen zu einer Inhibition des Wachstums in beiden Testsystemen.

MGIT System ctoenn - P e -
e - et te - R, - I IL-13tg do
Platten 180+ Il Unfixiert
160- Bl 1h, 4°C 4% PFA
— 140+ Bl 20min, 4°C 100% MeOH
% 1204 I I 1h, 4°C 100% MeOH
% 100 Bl 2h, 4°C 100% MeOH
= 20% Il 2h, RT 100% MeOH
g 151 I 4h, 4°C 100% MeOH
10 - 4h, RT 100% MeOH
5-
O-L_

30.11.17 06.12.17 12.12.17 16.01.18 22.02.18

Abbildung 3: Nachweis der effektiven Mtb-Inaktivierung nach Fixierung.

10-12 pm dicke, auf SuperFrost-Objekttrager aufgezogene Kryoschnitte mit Mib infizierter
Mauselungen wurden fir eine Stunde bei 4°C in 4% PFA (rot), fir 20 Minuten (dunkelblau), eine oder
zwei Stunden bei 4°C (lila) bzw. zwei Stunden bei Raumtemperatur (tirkis) in 100% MeOH oder flr
vier Stunden bei 4°C (pink) bzw. bei Raumtemperatur (orange) in 100% MeOH fixiert. Als Kontrolle
wurden ebenfalls uninfizierte (griin) und infizierte, unfixierte (hell blau) Lungenschnitte angefertigt.
AnschlieBend erfolgte eine Uberfiihrung der Schnitte auf mit Rinderserum supplementierte 7H10
Agarplatten (10% Rinderserum) bzw. in OADC angereicherten MGIT. Die Balken der Abbildung
reprasentieren den Mittelwert der gezahlten Kolonien bildenden Einheiten einer Doppelbestimmung.
Mtb-Wachstum innerhalb des MGIT-Systems flihrte zu einem positiven Signal (,+“ in der Tabelle).
Auch hier erfolgte eine Doppelbestimmung. Die Datumsangaben zeigen den Start jedes
Versuchsansatzes auf. Nur wenn ein Symbol in der MGIT-Tabelle zu sehen ist, wurde die
entsprechende Fixierung im Versuchsansatz getestet. Von einer effektiven Fixierung wurde
ausgegangen, wenn sich weder auf den Agarplatten noch im MGIT-System Mtb-Wachstum zeigte.
Die Versuchsansétze 6.12.17 bis 16.01.18 stammten von Lungenmaterial derselben Maus.

3.1.2 RNA-Isolation trotz Fixierung moglich

Zur Klarung der Frage, ob trotz Fixierung eine RNA-Isolation aus Gewebeschnitten
weiterhin méglich ist, wurden zwei RNA-Isolationskits der Firma Quiagen (RNeasy
Micro Kit und FFPE-Kit) getestet und miteinander Uber die Bestimmung von
Signalen des Haushaltsgen Hprt im LigthCycler verglichen. Bei beiden

kommerziellen Kits lieB sich aus Gewebeschnitten trotz vorheriger Fixierung RNA
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isolieren (Abbildung 4). Eine Ausnahme stellte die RNA-Isolation aus PFA fixierten
Proben mit Hilfe des RNeasy Micro Kits dar. Bei diesen Proben konnte keine RNA
akquiriert werden, die eine Signal-Messung mittels LightCycler zulieB. Wurden
diese Proben mit Hilfe des FFPE-Kits aufbereitet, war eine Hprt-Bestimmung
allerdings moglich. Jedoch waren hbéhere Zyklenzahlen im Vergleich zu jenen
anderer Fixierungen noétig. Mit Blick auf die in Abbildung 4 A aufgezeigten Mediane
fihrte eine Aufbereitung mit dem RNeasy Micro Kit im Gegensatz zur Aufbereitung
mit dem FFPE-Kit tendenziell zu friheren Hprt-Signalen. Dieser Unterschied war
allerdings nicht signifikant (Mann-Whitney-Test p=0.51). Die RNA-Ausbeuten
variierten insgesamt stark (Abbildung 4 B). Hierbei zeigten die Hprt-Signale der mit
dem RNeasy Micro Kit aufbereiteten Proben eine moderate negative Korrelation
bezogen auf die gemessene RNA-Konzentration (Spearman Rank r=-0.56). Wurde
die RNA-Isolation mit dem FFPE-Kit durchgefihrt, zeigte sich keine Korrelation
(Spearman Rank r=-0.07).

45



Ergebnisse

>
w

60 60
—_ (X X — oo o
[ c
[7] 50 K 50
x x
>
) )
‘—'t 40+ = 40
3 nm n?%
o . A g 04 . A
o 30 Yawg vEvAay © %0 Vim 4y v
v
20 T T 20 T T T T 1
Micro-Kit FFPE-Kit 0 20 40 60 80 100
RNA-Isolationskits RNA-Konzentration [ng/Jl]

Abbildung 4: Hprt-Messungen nach unterschiedlichen Fixierungen und RNA-
Aufbereitungen.

Sequentielle 12 um dicke Kryoschnitte einer uninfizierten, kryokonservierten Mauselunge wurden
in je ein Tube gegeben. Hierauf wurde die Fixierungslésung gegeben und die Schnitte bei 4°C
(Dreieck, Spitze unten) bzw. Raumtemperatur (Dreieck, Spitze oben) flir vier Stunden mit
100%MeOH oder bei 4°C in 4%PFA (Kreis) fir eine Stunde fixiert. Es erfolgte jeweils eine
Doppelbestimmung. Die RNA-Isolation erfolgte dann direkt entweder mit dem RNeasy Micro Kit
(schwarz) oder mit dem RNeasy FFPE Kit (grau) von Quiagen. Nach reverser Transkription folgte
eine Messung des Hprt-Signals der 1:10 verdiinnten Proben mittels quantitativer Real-Time PCR.
Proben, bei denen in der eingestellten Zyklenzahl kein Hprt-Signal gemessen werden konnte,
wurde ein CP-Wert von 55 zugeschrieben. Als Negativkontrollen dienten unfixierte Schnitte
(Viereck). Ein Symbol représentiert eine Probe. A) Hprt-CP in Abhangigkeit vom zur RNA-Isolation
verwendeten Kit. Der Balken stellt den Median aller mit dem gleichen Kit isolierten Proben dar
(n=12). Zum statistischen Vergleich wurde der Mann-Whitney-Test herangezogen. B) Hprt-CP in
Abhéngigkeit von der RNA-Konzentration. Die RNA-Konzentration wurde vor der reversen
Transkription mit dem NanoDrop 2000 gemessen.

3.1.3 MeOH-Fixierung bei Raumtemperatur am geeignetsten fir

mittels LCM gewonnene Proben

Mit Hilfe der Mikrodissektion konnten definierte Mengen einer vorab fixierten oder
unfixierten Probe gesammelt werden. Die Angabe der GréBe der gelaserten Flache
wurde verwendet, um im LightCycler gemessene Hprt-Signale zu normalisieren.
Hierdurch zeigte sich, dass Proben, bei denen die Gewebeschnitte vorab bei
Raumtemperatur fir vier Stunden in 100% MeOH fixiert worden waren, besser als
unfixierte bzw. fur vier Stunden bei 4°C in 100% MeOH fixierte, mikrodissektierte
Proben abschnitten (Abbildung 5). Beim Vergleich der normalisierten Werte zeigte
sich, dass bei Proben, die aus bei Raumtemperatur fixierten Gewebeschnitten
gewonnen wurden, das durch die GrdBe der ausgelaserten Flache normalisiertes

Hprt-Signal geringer war. Diese Tendenz war sowohl bei Proben aus
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Lungenschnitten als auch bei Proben aus Milzschnitten, die sich aufgrund einer
héheren Zelldichte durch einen gréBeren Probeninput pro Flache charakterisierten,
erkennbar. Wurden die auf die ausgelaserte Flache bezogenen CPpy+Werten von
Proben, die bei 4°C mit 4% PFA fixiert und mit dem FFPE-Kit isoliert wurden, mit
den normalisierten CP-Werten von Proben, die mit dem Rneasy Kit isoliert wurden,
verglichen, zeigten die PFA-fixierten Proben schlechtere Werte als die unfixierten
bzw. flr vier Stunden bei 4°C in 100% MeOH-fixierten Proben (Abbildung 5 B).

A B
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100% MeOH 100% MeOH 100% MeOH 100% MeOH 4% PFA

Abbildung 5: Normalisierung der Hprt-Signale unterschiedlich fixierter Proben iiber die
mittels LCM gewonnenen Fléchen.
12 um dicke Kryoschnitte einer Lunge (A) bzw. Milz (B) einer uninfizierten Maus wurden auf
Membran Objektitrager aufgezogen, unfixiert (Viereck) mit Kresylviolett (Variante 1) gefarbt und
dann eingefroren oder vor der Farbung fiir 1 Stunde bei 4°C in 4% PFA (Kreis), fir 4 Stunden bei
4°C (Dreieck, Spitze nach unten) bzw. bei Raumtemperatur (Dreieck, Spitze oben) in 100% MeOH
fixiert. Zu einem anderen Zeitpunkt wurden Uber die Einzeichnung und Mikrodissektion von genau
festgehaltener Flache Proben gesammelt. Nach der Hinzugabe von 350 pl RLT-Puffer-2-
Mercaptoethanol-Gemisches und einer 30-minitigen Inkubation erfolgte ein AufschlieBen mittels
Kanlle (schwarze Symbole). Die RNA-Isolation erfolgte bei diesen Proben mittels Rneasy Mikro
Kit. Bei PFA behandelten Proben erfolgte ein Vorgehen geméaB des FFPE-Kits (graue Symbole).
Nach reverser Transkription erfolgte eine quantitative Real-Time PCR und die Messung des Hprt-
Signals. Ein Symbol reprasentiert hier eine Probe (A: n=3, B: n=2). Die Balken stellen die Mediane
aller gleich behandelten Proben dar.

3.2 Anwendung der Laser-Mikrodissektion zur Untersuchung
der Stoffwechsellage in Granulomen der infizierten IL-13"

Maus

Um lokal die Stoffwechsellage in infiziertem Gewebe der IL-13"9 Maus zu

analysieren, wurde der in Abbildung 6 dargestellte Arbeitsablauf etabliert. Nach
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einer Fixierung mittels 100% MeOH bei Raumtemperatur im BSL3-Labor (Abbildung
6 A) schlossen sich Farbeschritte sequentieller Kryoschnitte an. Abbildung 6 B stellt
dabei das verwendete Féarbeschema dar, bei dem neben fur die LCM
vorgesehenen, Kresylviolett gefarbten Schnitten, jeder erste und flnfte Schnitt in
Vergleichsfarbungen Anwendung fand. Diese dienten zur klaren Differenzierung der
zu lasernden Bereiche. Nach LCM erfolgte eine RNA-Isolation zusammengepoolter
Proben (Abbildung 6 D). Hieran schloss sich dann eine RNA-Qualitatsbestimmung,
eine reverse Transkription und Analysen mittels qPCR an (Abbildung 6 E). Die Wahl

der Tiere, aus denen Proben akquiriert wurden, erfolgte wie in Kapitel 2.1.1

beschrieben.
qPCR
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Abbildung 6: Arbeitsablauf an Mib-infizierten Lungenschnitten.

Die Infektion mit Mtb und Haltung der IL-13" Mause, die Kryokonservierung sowie das Schneiden
am Kryotom erfolgte in den BSL3-Raumlichkeiten. (A) Vor dem Ausschleusen der Gewebeschnitte
musste dann eine Fixierung und Abtétung der Mykobakterien erfolgen. (B) AuBerhalb des BSL3-
Labors erfolgte die Farbung der Kryoschnitte nach einem definierten Schema. Bei diesem wurden
je drei sequentielle Schnitte mittels Kresylviolett gefarbt. Beim Schnitt davor wurde eine
Trichromfarbung durchgefiihrt, beim Schnitt danach eine CD68*-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung. (C)
Von den Kresylviolett-gefarbten Schnitten wurden Proben aus definierten Bereichen mittels LCM
akquiriert. (D) Nach dieser schloss sich eine RNA-Isolation mit darauffolgender quantitativer und
qualitativer Beurteilung der RNA an. (E) Die RNA wurde dann fur Transkriptionsanalysen mittels
quantitativer Real-Time PCR (qPCR) verwendet.

Bei den RNA-Qualitdtsmessungen der Proben aus strukturierten Granulomen, die

nachfolgend aufgezeigt werden, ergab sich, dass lediglich die RNA der aus dem
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Randbereich gewonnen Proben vollstandig integer war (Kapitel 3.2.1). Die sich
anschlieBenden qPCR-Analysen bestéatigten dann die LCM als differenzierende
Methodik. Sie zeigten insbesondere bei der Argi1-Expression ein dem der
immunhistochemischen Farbungen deckungsgleiches Bild (Kapitel 3.2.2). Des
Weiteren zeigte sich eine Hochregulation der untersuchten Gene des
Lipidstoffwechsels innerhalb der Lasionen mit gehauft starker Auspragung im

nekrotischen Zentrum (Kapitel 3.2.3).

3.2.1 RNA-Qualitatseinschrankungen in zwei Granulombereichen

Zur Kontrolle der Qualitdt der gewonnenen RNA und damit des Arbeitsablaufs
wurden an den aus strukturieten Granulomen gewonnenen Proben
Qualitdtsmessungen durchgefihrt. Die aus dissektiertem Probenmaterial
gewonnene RNA wurde als integer betrachtet, wenn sie eine RIN (RNA Integrity
Number) >6 aufzeigte. Bei den in Tabelle 21 aufgelisteten Messungen stellte sich
heraus, dass aus dem nekrotischen Zentrum und der Schaummakrophagenzone
gewonnene Proben dieses Kriterium nicht erreichten, obgleich das
Ausgangsmaterial noch die entsprechende Qualitéat aufwies. Proben, die von den
selben Schnitten aber aus dem Randbereich der strukturierten Granulome akquiriert
wurden, prasentierten eine ausreichende RNA-Integritdt. Diese war bei der
Betrachtung aller untersuchten Proben nicht klar abh&ngig von der insgesamt
gelaserten Flache oder der gemessenen RNA-Konzentration bzw. 269/280-Ratio.
Die Verwendung gréBerer Materialmengen ging so nur bei den Proben aus der

Schaummakrophagenzone und dem Randbereich mit einer erhéhten RIN einher.
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Tabelle 21: Proben aus nekrotischen Zentrum und Schaummakrophagenzone mit
geringer RNA-Integritat.

Sequentielle, 12 um dicke Kryoschnitte von Lungen zweier am Tag 100 nach Infektion mit Mtb
getdteten IL-13"9 Mausen wurden auf Membran Objekttrager aufgezogen, fir vier Stunden bei
Raumtemperatur in 100% MeOH fixiert und in eisgekihltem Kresylviolett (Variante 2) gefarbt. Mittels
LCM  wurden anschlieBend Proben aus dem  nekrotischen  Zentrum, dem
Schaummakrophagensaum und dem Randbereich strukturierter Granulome gewonnen. Pro
Lasersitzung wurden je zwei Gewebeschnitte bearbeitet. Die farblich gleichen Zeilen markieren die
korrespondierenden Proben einer Maus. Um in den letztendlich gemessenen Proben ausreichend
Material vorzufinden, erfolgte ein Zusammenpoolen mehrerer Lasersitzungen wéhrend der RNA-
Isolation. Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte mittels NanoDrop 2000, die Analyse der
RNA-Integritdt mittels Bioanalyzer. Zur Bestimmung der Integritdt des gesamten Lungenstlicks
wurde ein Kryoschnitt direkt in ein Reagenzgeféa3 gegeben, fixiert und sofort die RNA isoliert.

Anzahl Insgesamt
Gelaserter . 3¢ gelaserte RNA- 260/ RINdes RINnach o\,
- insgesamt = Konzentration Lungen- Mikro- .
Bereich Flache 280 - : . integer
gelaserten (ng/ ul) stiickes = dissektion
(um2)
Elemente
Nekrotisches 133 8011515 72,6 1,82 6,6 2,4 .
Zentrum nein
249 18537565 132,1 1,82 6,2 2,3
Schaum- 238 4467595 13,7 1,92 6,6 1,2
makro- nein
phagenzone 618 10001034 17,0 1,79 6,2 3,6
116 7946051 22,5 1,91 6,6 6,4
Randbereich ja
279 18573102 28,4 1,93 6,2 7.1

3.2.2 Nachweis uUber die Moglichkeit der raumlich differenzierenden

Genanalyse in Granulomen mittels Laser-Mikrodissektion

Die nun folgenden Analysen dienten der Klarung der Frage, ob die LCM zur
raumlichen differenzierten Betrachtung der Stoffwechsellage in der IL-13'9 Maus
beitragen kann. Um dies zu klaren, wurden den mittels LCM gewonnenen gqPCR-

Daten immunhistochemische Farbungen vergleichend gegenubergestellt.

Bei IL-13"9 Mé&usen, die am Tag 49 bzw. 56 nach der Infektion mit Mtb getétet
wurden, zeigten sich bei der lichtmikroskopischen Untersuchung zum gréBten Tell
unstrukturierte, nicht stratifizierte Lasionen in Form von Ansammlungen von
Lymphozyten und CD68" positiven Zellen (Abbildung 7 C und D). Stellenweise

konnten auch gréBere leicht stratifizierte Zusammenlagerungen von CD68*
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positiven Makrophagen gefunden werden. Die mittels Ziehl-Neelsen-Farbung
demarkierten Mykobakterien befanden sich vor allem innerhalb jener
unstrukturierten Lasionen an deckungsgleichen Orten wie die CD68" positiven
Makrophagen (Abbildung 7 E). Mittels Arginase-1 Farbungen lie3 sich ebenso ein
positives Signal an den CD68" positiven Bereichen kongruenter Stellen aufzeigen
(Abbildung 7 F). Diese wiesen ebenfalls eine Ansammlung von Lipidtrépfchen auf
(Abbildung 7 G). Wurden mittels Laser Mikrodissektion die unstrukturierten
Lasionen herausgetrennt und CD68-" und Arginase1(Arg1)-Signale im LightCycler
gemessen, konnte eine verstarkte Expression dieser Gene in den unstrukturierten
L&sionen gegenuber uninfizierten Mauselungen herausgearbeitet werden
(Abbildung 8 A und B). In beiden Fallen war der Unterschied statistisch signifikant
(CD68": p=0,029, Differenz der Mediane: 3,17x10®; Arg1: p=0,029, Differenz der
Mediane: 3,68x10®).
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Abbildung 7: Immunhistochemischer Nachweis iiber die Hochregulation der CD68- und Arg1-Expression in unstrukturierten Lasionen.
Kyrokonservierte Lungen von je vier uninfizierten und mit Mtb infizierten, am Tag 49 bzw. 56 der Infektion getdteten IL-13' M&ausen wurden als 12 um dicke,
sequentielle Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und direkt fir vier Stunden bei Raumtemperatur in 100% MeOH fixiert. Jeder erste und vierte Schnitt wurde fir
Vergleichsfarbungen verwendet. Reprasentative Darstellung eines CD68"-Ziehl-Neelsen gefarbten Lungenschnitts eines uninfizierten Tieres (A) sowie eines 20x
vergréBerten Ausschnittes dieses Gewebes (B). Reprasentative Darstellung eines CD68*-Ziehl-Neelsen (C) und Trichrom (D) geféarbten Lungenschnitts eines
infizierten Tieres. Von dem gleichen Tier stammend wurden Schnitte mittels 4% PFA Lésung eine Stunde bei 4°C fixiert und mittels CD68*-Ziehl-Neelsen- (E),
Arginase-1-Ziehl-Neelsen- (F) und Olrot-O-Farbung (G) behandelt. ((A, C, D) GréBenbalken: 2 mm, (B): 100 um, (E, F, G): 200 pum, (H): 1mm). Jeder erste bis dritte
Schnitt der Serienschnitte wurde mit eisgekihltem Kresylviolett (Variante 2) geféarbt. Mittels Laser Mikrodissektion wurden anschlieBend Proben gewonnen. (H):
Reprasentative Darstellung der Probenakquise mittels LCM.




Ergebnisse

CD68* Arg1

7 —
1x10 * 5%10%—
e ®
8x10° 4x10%

6x108 3%108

4x108 2x108-

relative Genexpression
CD68* [1/Hprt/um?]
LX (]

2x108 1x108

relative Genexpression
Arg1[1/Hprt/um?]

—t e
T T
UiL UsLa

T T
uiL UsLa

Gewebetyp Gewebetyp

Abbildung 8: Verstarkte CD68’- und Arg1-Expression in unstrukturierten Lésionen
mittels qPCR messbar

Kyrokonservierte Lungen von je vier uninfizierten und mit Mtb infizierten, am Tag 49 bzw. 56 der
Infektion getdteten IL-13' Mausen wurden als 12 um dicke, sequentielle Schnitte auf Membran-
beschichtete Objekttrager aufgezogen und direkt fir vier Stunden bei Raumtemperatur in 100%
MeOH fixiert. Jeder erste und vierte Schnitt wurde fur Vergleichsfarbungen verwendet. Jeder erste
bis dritte Schnitt der Serienschnitte wurde mit eisgekihltem Kresylviolett (Variante 2) gefarbt.
Mittels Laser Mikrodissektion wurden anschlieBend Proben aus den uninfizierten Lungenschnitten
(UiL) und von unstrukturierten Lasionen (UsL&) gewonnen. Nach RNA-Isolation, reverser
Transkription und quantitativer Real-Time PCR erfolgte die Detektion der relativen Genexpression
von CD68" (A) bzw. Arg1 (B) im Verhaltnis zu Hprt und bezogen auf die ausgelaserte Flache. Ein
Punkt repréasentiert das Ergebnis einer aus mehreren Gewebeschnitten und Granulomen eines
Tieres zusammengepoolten Probe. Die schwarzen Balken zeigen die Mediane auf. (Signifikanz: *:
p<0,05; Mann-Whitney Test).

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung von am Tag 100 bzw. 107 nach der
Infektion getéteten IL-13" Mausen wurden vermehrt sehr groBe, strukturierte,
zentral nekrotisierende Granulome gefunden, die oft aufgrund der Porositat des
Gewebes beim Schneiden im Kryotom einrissen. Das nekrotische Zentrum dieser
Granulome wurde von einem Saum aus CD68™ positiven (Abbildung 9 B und E) und
Arg1 exprimierenden Zellen umgeben (Abbildung 9 C), welche von einem
fibrotischen Ring (Abbildung 9 A und G) von den umgebenden Lymphozyten
abgegrenzt wurden. Innerhalb der Granulome war ein groBer Anteil der angefarbten
Mykobakterien lokalisiert (Abbildung 9 C und E). Lipidtrépfchen waren sowohl im
Schaummakrophagensaum als auch im nekrotischen Zentrum detektierbar
(Abbildung 9 D). Mykobakterien-CD68"-Makrophagenpakete waren aber auch im
umliegenden Gewebe (Abbildung 9 B) vorzufinden. Auch zeigten sich Granulome,
die nicht den vordefinierten Kriterien flr nekrotische Granulome entsprachen

(Abbildung 9 A).

53



Abbildung 9: Immunhistochemischer Nachweis einer verstirkten CD68- und Arg1-Expression in strukturierten Granulomen

Sequentielle, 12 um dicke Lungen-Kryoschnitte von mit Mib infizierten und am Tag 100 bzw. 107 der Infektion getéteten IL-13'9 Mausen wurden auf Membran-
Objekttrager aufgezogen und direkt fur vier Stunden bei Raumtemperatur in 100% MeOH fixiert. Je drei sequentielle Schnitte wurden auf einen membranbeschichteten
Objekttrager gezogen und anschlieBend sofort in eisgekihltem Kresylviolett (Variante 2) geférbt. Sie wurden spéter mittels LCM weiterbearbeitet. (F, H-J). Je ein
Schnitt davor und danach wurden auf einen Objekttrager gezogen und zu einem spateren Zeitpunkt mit einer CD-68"-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung (B, E) bzw.
Trichromfarbung (A, G) behandelt. Auf diese Weise wurden komplette Lungenlappen aufgeschnitten. (C): Arginase-1-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung. (D): Olrot-O-
Farbung. (H-J): Représentative Darstellung der Proben Akquise mittels LCM aus dem Zentrum (N), dem Schaummakrophagensaum (Sm) und dem Randbereich (R)
eines strukturierten Granuloms. ((A, B): Gr6Benbalken: 2 mm, (E, F, G, H): GréBenbalken: 500 um, (C, D): 200 pum).




Ergebnisse

Wurden aus den einzelnen Bereichen des nekrotischen Granuloms mittels Laser
Mikrodissektion Proben gewonnen (Abbildung 9 H-J) und diese mit Hilfe des
LightCyclers analysiert, zeigte sich bei der relativen Genexpression ein annahernd
ahnliches Bild, wie bei den immunhistochemischen Farbungen (Abbildung 10 A und
B). Wahrend allerdings die Arg1-Expression im Schaummakrophagensaum
gegenluber dem Randbereich statistisch signifikant erhéht war (p=0,01 adjustiert,
Differenz der Mediane: 7,93x107), war der Unterschied der CD68*-Expression im
Randbereich und dem Schaummakrophagensaum nicht signifikant (p=0,23
adjustiert, Differenz der Mediane: 2,79x107). Hier zeigte sich hingegen eine
statistisch signifikant verstarkte Expression bei den Proben des nekrotischen
Zentrums gegenuber jener des Randbereiches (p=0,04 adjustiert, Differenz der
Mediane: 3,01x107).
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Abbildung 10: Transkriptioneller Nachweis einer verstiarkten CD68’- und Argi-
Expression in strukturierten Granulomen

Sequentielle, 12 um dicke Lungen-Kryoschnitte von mit Mtb infizierten und am Tag 100 bzw. 107
der Infektion getéteten IL-13'9 Mausen wurden auf Membran Objekttrager aufgezogen und direkt
fur vier Stunden bei Raumtemperatur in 100% MeOH fixiert. Je drei sequentielle Schnitte wurden
auf einen membranbeschichteten Objekttrager gezogen und anschlieBend sofort in eisgekiihltem
Kresylviolett (Variante 2) gefarbt. Mittels LCM wurden Proben aus dem Zentrum (N), dem
Schaummakrophagensaum (Sm) und dem Randbereich (R) eines strukturierten Granuloms
gewonnen. Das von je zwei Gewebeschnitten mittels LCM gesammelte Material wurde mit 75 pl
RLT-Puffer-2- Mercaptoethanol-Gemisch versetzt und mittels fllissigem Stickstoff eingefroren.
Nach RNA-Isolation, Reverser Transkription und quantitativer Real-Time PCR erfolgte die

Detektion der relativen Genexpression von CD68* (H) und Arg1 (l) im Verhéltnis zu Hprt und
bezogen auf die ausgelaserte Flache. Ein Punkt reprasentiert das Ergebnis einer aus mehreren
Gewebeschnitten und Granulomen eines Tieres zusammengepoolten Probe. Die schwarzen
Balken zeigen die Mediane auf. (Signifikanz: *: p<0,05; Friedman-Test und Dunn’s Post hoc Test
bei den abhangigen Proben N, Sm und R; die gepunktete Linie stellte eine Trennung unabhangiger
und abhéngiger Proben dar, die zum gleichen Zeitpunkt gemessen, aber statistisch nicht
miteinander verglichen wurden.)

3.2.3 Explorative Betrachtung der Fettstoffwechsellage in

Granulomen mittels Laser-Mikrodissektion

Nachdem histologisch gezeigt wurde, dass unstrukturierte Lasionen und
strukturierte Granulome sehr lipidreich sind, wurde erganzend die Stoffwechsellage
auf transkriptioneller Ebene Uber die Untersuchung ausgewahlter Gene des
Fettstoffwechsels in mikrodissektierten Proben betrachtet. Wie Abbildung 11 und
Abbildung 12 darstellen, zeigte sich, dass in unstrukturierten L&sionen die
Expression von Plin2 (p=0,029, Differenz der Mediane: 6,18x10®) und Acs/4
(p=0,029, Differenz der Mediane: 3,70x10°) statistisch signifikant erhéht, wahrend
die von Acc2 (p=0,029; Differenz der Mediane: 7,30x10”7) und Fabp3 (p=0,029,

Differenz der Mediane: 3,10x10”7) gegeniiber Proben aus uninfizierten Lungen
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statistisch signifikant niedriger war. Bezogen auf die Expression von Dgat2 zeigte
sich kein statistisch relevanter Unterschied (p=0,20, Differenz der Mediane:
2,66x10®).

Beim Vergleich unterschiedlicher Bereiche strukturierter Granulome waren lediglich
statistisch signifikante Unterschiede zwischen dem nekrotischen Zentrum und dem
Randbereich detektierbar (Abbildung 11 und Abbildung 12). Messungen der aus der
Schaummakrophagenzone gewonnenen Proben prasentierten zumeist Werte, die
zwischen jenen der anderen zwei Bereiche lagen. Signifikant starkere
Genexpression im nekrotischen Zentrum gegenlber dem Randbereich trat sowohl
bei der Messung von Dgat2 (p=0,040 adjustiert, Differenz der Mediane: 5,77x10®)
als auch von Plin2 (p=0,014 adjustiert, Differenz der Mediane: 2,99x10°) und Fabp3
(p=0,014 adjustiert, Differenz der Mediane: 1,31x10°®) auf. Die Expression von Acc2
war hingegen im nekrotischen Zentrum signifikant schwacher (p=0,040, Differenz
der Mediane: 1,50x107). Mit Blick auf Acs/4 stellte sich diese in allen drei Bereichen
annahernd gleich dar (Abbildung 12 A). Rein beschreibend, nicht statistisch
vergleichend, konnte bei allen Genen mit Ausnahme von Acc2 eine Hochregulation
im strukturierten Granulom gegenulber uninfizietem Lungengewebe festgestellt
werden. Die Expression von Acc2 schien dagegen im strukturierten Granulom

herabgeregelt zu sein.
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Abbildung 11: Differenzierte Betrachtung der Fettstoffwechsellage, Teil 1

Sequentielle, 12 pm dicke Kryoschnitte von Lungen aus IL-13'9 Mausen wurden fiir vier Stunden bei
Raumtemperatur in 100% MeOH fixiert und in eisgekuhltem Kresylviolett (Variante 2) gefarbt. Mittels
LCM wurden anschlieBend Proben uninfizierter Mause (UiL) sowie Proben aus unstrukturierten
Lasionen (UsL&) von am Tag 49 bzw. 56 nach Infektion mit Mtb getéteten Tieren gesammelt (A, C,
E). Ebenfalls wurden mittels Laser-Mikrodissektion aus dem Zentrum (N), dem
Schaummakrophagensaum (Sm) und dem Randbereich (R) strukturierter Granulome von am Tag 100
bzw. 107 nach Mtb-Infektion getéteten Tieren akquiriert (B, D, F). Das von je zwei Gewebeschnitten
gesammelte Material wurde mit 75 ul RLT-Puffer-2-Mercaptoethanol-Gemisch versetzt und mittels
flussigem Stickstoff eingefroren. Nach RNA-Isolation gepoolter Proben, Reverser Transkription und
quantitativer Real-Time PCR erfolgte die Detektion der relativen Genexpression von Acc2 (A, B), Plin2
(C, D), Dgat2 (E, F) im Verhaltnis zu Hprt und bezogen auf die ausgelaserte Flache. (Signifikanz: *:
p<0,05; (A, C, E): Mann-Whitney Test, (B, D, F): Friedman-Test und Dunn’s Post hoc Test bei den
abhangigen Proben N, Sm und R; Die gepunktete Linie stellte eine Trennung unabhangiger und
abhangiger Proben dar, die zum gleichen Zeitpunkt gemessen, aber statistisch nicht miteinander
verglichen wurden.)
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Abbildung 12: Differenzierte Betrachtung der Fettstoffwechsellage, Teil 2

Sequentielle, 12 um dicke Kryoschnitte von Lungen aus IL-13 Mausen wurden auf Membran
Objekitrager aufgezogen, flir vier Stunden bei Raumtemperatur in 100% MeOH fixiert und in
eisgeklhltem Kresylviolett (Variante 2) gefarbt. Mittels LCM wurden anschlieBend Proben
uninfizierter Mause (UiL) sowie Proben aus unstrukturierten Lasionen (UsL&) von am Tag 49 bzw.
56 nach Infektion mit Mtb getdteten Tieren gesammelt (A, C). Ebenfalls wurden mittels Laser-
Mikrodissektion aus dem Zentrum (N), dem Schaummakrophagensaum (Sm) und dem Randbereich
(R) strukturierter Granulome von am Tag 100 bzw. 107 nach Mtb-Infektion getdteten Tieren akquiriert
(B, D). Das von je zwei Gewebeschnitten gesammelte Material wurde mit 75 pl RLT-Puffer-2-
Mercaptoethanol-Gemisch versetzt und mittels flissigem Stickstoff eingefroren. Nach RNA-Isolation
gepoolter Proben, Reverser Transkription und quantitativer Real-Time PCR erfolgte die Detektion
der relativen Genexpression von Acsl4 und Fabp3 im Verhélinis zu Hprt und bezogen auf die
ausgelaserte Flache. (Signifikanz: *: p<0,05; (A, C): Mann-Whitney Test (B, D): Friedman-Test und
Dunn’s Post hoc Test bei den abhangigen Proben N, Sm und R; Die gepunktete Linie stellte eine
Trennung unabhangiger und abhé&ngiger Proben dar, die zum gleichen Zeitpunkt gemessen, aber
statistisch nicht miteinander verglichen wurden.)
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4 Diskussion

4.1 Methanol als erfolgsversprechende Fixierung

Bevor Versuche an infizierten, kryokonservierten Lungenschnitten der 11-13'9 Maus
stattfinden konnten, musste eine Fixierung etabliert werden, die sowohl Mib
inaktiviert also auch bestmdoglichst die zu untersuchende RNA erhalt. Eine Fixierung
mit 100% MeOH kristallisierte sich hier in der Verwendung als besonders vorteilhaft

heraus.

4.1.1 Temperatur- und Zeitabhangigkeit des Fixierungserfolges

In den bei diesem Projekt durchgefihrten Vorversuchen zeigte sich mit Blick auf die
Fixierung zur sicheren Mtb-Abtbtung bei Methanol eine Zeitabhangigkeit. Auch eine
Temperaturabhangigkeit des Prozesses ist nicht auszuschlieBen. Die Versuche
konnten aufgreifen, was Walz et al. 2019 an ganzen Lungenlappen infizierter
Balb/c-M&use bereits bewiesen (187): eine Fixierung in Methanol flhrt zu einer
effektiven Inhibierung von Mitb-Wachstum. In der vorliegenden Arbeit konnte
allerdings gezeigt werden, dass bei kryokonservierten Gewebeschnitten keine 24-
stiindige Fixierungszeit von Néten ist, sondern bereits weniger Stunden fiir eine
Sterilisation ausreichen. Sehr kurze Fixierungszeiten im Ein-Stunden-Bereich, wie
sie bei der Fixierung mit Ethanol von mit Mtb angereichertem Sputum angewendet
werden kénnen, waren bei Gewebeschnitten allerdings nicht hinreichend erfolgreich
(190). Dies koénnte daran liegen, dass in kryokonservierten Schnitten deutlich
dichteres organisches Material durchdrungen werden muss, welches eine
Reduzierung der Effektivitat des Alkohols mit sich bringt (13). Des Weiteren kénnte
ein Grund gewesen sein, dass in unseren Schnitten, anders als in den Sputum-
Fixierungsversuchen Mykobakterien stellenweise intrazellular zu finden sein sollten.
Hier kbnnte die Kihlung der Fixierungslésung bei einer hohen Aktivierungsenergie
des Methanols bezogen auf die Permeabilitdt von Membranen und damit
verbundenen Temperaturabhéngigkeit dieses Prozesses dazu beigetragen haben,
dass zum Teil jene Mykobakterien bei kurzen Inkubationszeiten nicht ausreichend

fixiert wurden (18). Dass in diesen Schnitten auch Mykobakterien extrazellular und
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damit mutmaBlich vulnerabler lokalisiert waren, kdnnte erklaren, warum die Anzahl
der Kolonien bildenden Einheiten gegenuber der unfixierten Kontrollgruppe
trotzdem reduziert war. Generell kénnte die erniedrigte Temperatur der
Fixierungslésung die antimykobakteriellen Effekte des Alkohols, wie die
Verdnderung von Membraneigenschaften und die Auslésung von oxidativem
Stress, verlangsamt haben (10, 88). Sie kénnte auch dazu gefiihrt haben, dass die
Mykolsauren der Mykobakterienwand in Phasen vorlagen, die weniger
methanolsensibel gewesen sein kénnten (183). Nach der Feststellung, dass
zweistindige Inkubationszeiten bei 4°C bei einer Fixierung mit Methanol nicht
ausreichend waren, wurden in der vorliegenden Arbeit die Versuchsansatze um
Gruppen mit langeren Fixierungszeiten und héheren -temperaturen erganzt. Leider
war kein Verfahren zur Sicherstellung einer standardisierten Bakterienkonzentration
bei der Verwendung von Gewebeschnitten bekannt. Deshalb konnte bei diesen
Versuchen in der nicht fixierten Kontrollgruppe, trotz der Verwendung des gleichen
Lungenmaterials bzw. von Schnitten mit mutmaBlich hoher Bakterienkonzentration,
nicht mehr eine gleich hohe Zahl Kolonien-bildender Einheiten reproduziert werden.
Somit waren mutmaBlich auch die Ausgangskonzentrationen in den dann fixierten
Gewebeschnitten geringer. Dies kénnte dazu gefihrt haben, dass eine eventuell
bestehende Differenz zwischen einer Fixierung bei 4°C und Raumtemperatur nicht
herausgearbeitet werden konnte. Ein Beweis der Temperaturabhéngigkeit des
Fixierungserfolges bei der Verwendung von Methanol blieb also aus. Um trotzdem
die Sicherheit der Labormitarbeitenden zu gewahrleisten, wurde beschlossen, bei
Methanol-Fixierungen eine vierstindige Fixierungszeit der zweistindigen
vorzuziehen. Diese Entscheidung basierte auf dem Nachweis, dass eine langere

Inkubationszeit mit einer verstarkten Wachstums-Inhibierung einherging.

4% PFA bei 4°C erwies sich auch in der vorliegenden Arbeit an kryokonservierten
mit Mtb-infizierten IL-13-Lungen, wie auch schon an Mykobakterien-Suspensionen
und FFPE-Schnitten als durchgehend verlassliche, schnell ablaufende Fixierung
(115, 161).
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4.1.2 Einfluss der Fixierungen auf die RNA

Schlussfolgerungen Uber die Qualitat der RNA und damit Gber den Einfluss der
Fixierungen auf diese basierten in den ersten Versuchen auf der Annahme, dass
sich RNA-Qualitat bei gPCR Messungen bei nicht normalisierten Proben u.a. auch
durch geringere CP-Werte auBert (54). RNA aus Methanol fixierten Proben lieB sich
hierbei sowohl mit dem RNeasy Kit als auch mit dem FFPE-Kit isolieren. Gleichwohl
lieferte Ersteres tendenziell bessere gPCR-Ergebnisse, sodass im Folgenden bei
Methanol-fixierten Proben nur noch dieses Anwendung fand. Eine LightCycler-
taugliche RNA-Isolation von PFA-fixierten Proben war untberraschend nur mittels
FFPE-Kit moglich. Da, wie hinlanglich bekannt, PFA als Polymer des Formaldehyds
RNA-Modifikationen wie Methylol-Addition an Aminogruppen und
Quervernetzungen erzeugt, ist eine Proteinase K-Verdauung wie sie im FFPE-Kit
erfolgt, indiziert (121). Eine Behandlung mit Formalin fuhrt des Weiteren zu einer
Fragmentierung der RNA (140). Auch wenn Bussolati et al. zeigten, dass dieser
Effekt bei Kihlung der Fixierungslésung geringer war, kbnnte dies gepaart mit der
Tatsache, dass das FFPE-Kit weniger selektiv mRNA filtert, der Grund flr erh6hte
RNA-Konzentrationsmessungen der PFA fixierten Proben im NanoDrop gewesen
sein (21). Denn bei diesem werden bei 260 nm nicht nur alle Nukleinsauren
absorbiert (dsDNA, RNA etc.), sondern auch einzelne Nukleotide (150). Umgekehrt
kénnte man nun schlussfolgern, da Methanol fixierte Proben stetig geringere RNA-

Konzentrationen aufwiesen, dass diese weniger degradiert und fragmentiert waren.

RNA-Konzentrationsmessungen mittels NanoDrop stellten, wie zuvor beschrieben,
kein geeignetes Mittel dar, um eine definierte Probenmenge zu transkribieren und
im LightCycler zu messen. Auch waren sie kein geeigneter Parameter zur
Normalisierung der gemessenen CPp+Werte im Nachhinein. Um trotzdem einen
ausgeglichenen Vergleich vornehmen und eine Aussage daruber treffen zu kénnen,
welche Fixierung die RNA am besten erhélt, wurden mittels Laser Mikrodissektion
exakt bestimmbare Probenmengen gesammelt und die Angabe der gesammelten
Flache zur Normalisierung der CPpy,rWerte verwendet. Im mikrodissektierten
Nierengewebe, welches deutlich zelldichter ist und die Situation infizierten Gewebes

eher widerspiegelt, wurde die Methanol-Fixierung bei Raumtemperatur erneut als
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besser geeignet bestatigt. Diese Ergebnisse griffen einen Vorteil von Alkohol-
basierten Fixierungen bei fur die Laser Mikrodissektion vorgesehenen Proben auf,
auf den auch Goldsworthy et al. flir Aceton und Ethanol bei allerdings kirzeren
Fixierungszeiten hinwiesen (63). Interessanterweise zeigte sich bei den Messungen
der vorliegenden Arbeit sogar ein RNA-erhaltender Vorteil von einer Fixierung bei
Raumtemperatur gegenuber keiner Fixierung. Anders als aufgrund der
Erkenntnisse von Bussolati et al. vorab vermutet wurde, ging eine Kuhlung des

Methanols allerdings nicht mit besseren RNA-Messungen einher (21).

4.2 Messungen von CD68’- und Argi1-Expression bestétigen
Laser-Mikrodissektion als raumlich differenzierende

Methodik in Granulomen der IL-13" Maus

Nach der Etablierung einer geeigneten Fixierungsmethode und dem Nachweis,
dass trotz dieser unverandert eine RNA-Isolation mdglich ist, sollte die Methodik an
Lungen aus Mib-infizierten 1L-139-Mé&usen Anwendung finden. Auch hier zeigte
sich, dass eine RNA-Isolation trotz vieler potenziell RNA-dezimierender Schritte
weiterhin mdglich war. Die LightCycler Messungen der CD68'- und Argt-
Expresssion mikrodissektierter unstrukturierter Lasionen und mikrodissektierter
Flachen  strukturierter Granulome dienten Uber den Vergleich mit
immunhistochemischen Féarbungen als Nachweis Uber die Moglichkeit der
Differenzierbarkeit der Stoffwechsellage der verschiedenen Bereiche. Zusétzlich
erlaubten sie quantifizierte Vergleiche, welche in den nachsten zwei Unterkapiteln

genauer betrachtet und kontextualisiert werden.

4.21 CD68", kein spezifischer Marker zur Beschreibung der

Schaummakrophagenzone in der IL-13'%-Maus

CD68*, ein Marker, der gerne zur Detektion von Monozyten und Makrophagen
herangezogen und dem eine Rolle bei der Entstehung von Schaumzellen
zugeschrieben wird, wurde in der vorliegenden Arbeit fur Vergleichsfarbungen

verwendet (27). Es gibt Hinweise, dass durch alkoholhaltige Fixierungen die
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Anfarbung von CD68" beeintrachtig wird. Allerdings zeigte sich hier in strukturierten
Granulomen infizierter IL-13"%-M&use ein dhnliches CD68*-Verteilungsmuster, wie
es auch schon bei PFA bzw. Formalin fixierten mit dem Erdman-Bakterienstamm
infizierten C3HeB/Fed Mausen und in Lungen von TB-Patienten aufgezeigt worden
war (83, 106, 169). Interessanterweise war bei LightCycler Messungen die héchste
Expression im Bereich der Nekrose. Die grobe Evaluation immunhistochemischer
Farbungen und die Theorie, dass CD68" an der Bildung von Schaumzellen beteiligt
ist, hatten anderes vermuten lassen (27). Allerdings hatten auch schon Choi et al.
mittels morphometrischer Messungen an Granulomen aus Lungen infizierter TB-
Patienten eine solch hohe Expression im nekrotischen Zentrum herausgearbeitet
(28). Gehauft wurde aufgezeichnet, dass die Nekrose innerhalb strukturierter
Granulome mit einer durch Mitb getriggerten Apoptose bzw. Nekrose der
umgebenden Makrophagen assoziiert ist (9, 49). Die hohe Expression von CD68*
im nekrotischen Bereich kénnte nun als erster Nachweis auf Transkriptom-Ebene
genommen werden, dass auch in IL-13' Mausen Makrophagen eine zentrale Rolle
bei der Entstehung der Nekrose spielen. Da jedoch auch weitere Zellen wie
Fibroblasten und Neutrophile CD68" positiv sein kénnen, wéare eine gezieltere
Differenzierung der Zellen mittels weiterer, spezifischerer Zellmarker zur besseren

Fundierung dieser Argumentation in Zukunft sinnig (5, 67).

4.2.2 Definierung der Schaummakrophagenzone auf

Transkriptionsebene liber die Expression von Arg1

Deutlich markanter die Schaummakrophagenzone definierend war sowohl bei den
immunhistochemischen Farbungen als auch bei den LightCycler Messungen die
Expression von ARG1 bzw. Arg1. Die vorliegende Arbeit zeigt also auf
Transkriptom-Ebene, dass schon in unstrukturierten Lé&sionen Arginase-1
hochreguliert ist, mutmaBlich also alternativ aktivierte Makrophagen diese
mitgestalten. Vor allem konnte aber auch die Bedeutung der Arginase-1 im
Schaummakrophagensaum anhand der Transkriptomik konsolidiert werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die quantitative Arg7-Expression im

Schaummakrophagensaum bedeutender zu sein scheint, als im Randbereich. Dies
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bestatigt, was mittels immunhistochemischer Farbungen in der Dissertation von
Heitmann gezeigt worden war. Mit diesen Farbungen hatte sich herauskristallisiert,
dass alternativ aktivierte Makrophagen und nicht Fibroblasten fur die Arginase-
Produktion in zentral nekrotisierenden Granulomen der IL-13" Maus verantwortlich
sind (76). Man kénnte auf Basis dieser Farbungen und der Messungen der
vorliegenden Arbeit spekulieren, dass insbesondere der
Schaummakrophagensaum Uber die verstarkte ARG1-Expression ein Mikromilieu
schafft, dass fur die Mykobakterien besonders férderlich ist. Allerdings fehlen in der
vorliegenden Arbeit relativierende Nos2-Messungen, zumal Heitmann in ihrer
Dissertation immunhistochemisch zeigte, dass Schaummakrophagen ARG-1 und
NOS2 koexprimieren. Auch Mattila et al. beschrieben bei nekrotischen Granulomen
von Mtb-infizierten Makaken eine gréBere NOS2 als ARG 1-Expression in einem an
die Nekrose angelagerten Bereich und spekulierten, dass dieser zur Abschirmung
der Bakterien nach auBen diene (122). Fundiert und sinnvollerweise kann hier an
dieser Stelle Uber die Arg1-Messungen also nur konkludiert werden, dass sie tber
das Aufgreifen der immunhistochemischen Farbeergebnisse zeigen, dass die LCM
auch am fixierten Granulom der IL-13'9 Maus zur differenzierten Betrachtung der

Stoffwechsellage beitragt.

4.3 Lipidstoffwechsellage in Granulomen der IL-13'° Maus

Nachdem die vorliegende Arbeit zeigen konnte, dass mittels LCM differenziell
Proben gewonnen werden kénnen, die auf Transkriptom-Ebene das aufgriffen, was
immunchistochemische Farbungen auf Proteom-Ebene nachgewiesen hatten,
wurden als Beispiel der Anwendung in einem explorativen Rahmen
Genexpressionsanalysen vereinzelter Gene durchgefihrt. Hierbei wurde ein Fokus
auf Gene gesetzt, die Anhaltspunkte tber den Status des Lipidstoffwechsels geben
kbnnen. Dem Lipidstoffwechsel wird eine zentrale Rolle in der Wirt-Pathogen-
Interaktion zu gesprochen. Ein lipidreiches Milieu soll hierbei fiir das Uberleben des
Pathogens von Vorteil sein. Das ein solches lipidreiches Milieu in der IL-13'9 Maus
in unstrukturierten Lasionen und in strukturierten Granulomen vorzufinden ist,

wurde in der vorliegenden Arbeit, wie auch schon zuvor, histologisch gezeigt.
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Untermauert wurde dies zuséatzlich durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefihrten Genexpressionsanalysen. Es konnte gezeigt werden, dass
zahlreiche der in diesem Projekt untersuchten Gene verstéarkt in den Lasionen und
Granulomen exprimiert werden. Im Folgenden wird aufgezeigt, dass die Ergebnisse
der Genexpressionsanalysen gréBtenteils sinnvoll in  den aktuellen
Forschungsstand eingeordnet werden konnen. Dies bestatigt weiter die hier
angewendete Methodik der LCM. Gleichzeitig werden wir sehen, dass die reinen
Genexpressionsanalyse-Daten keine eindeutige Einordnung der Stoffwechsellage
der Uber den Schaummakrophagensaum untersuchten Makrophagen zu einem
bestimmten in der Tuberkuloseforschung betrachteten Polarisationstypen erlauben.
Mit Blick auf das nekrotische Zentrum, welches sich bei den
Genexpressionsanalysen zumeist absetzte, werden wir feststellen, dass die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keine Ruckschlisse auf nekrotisch-

ferroptotische Prozesse in der IL-13'° Maus zulassen.

4.3.1 Makrophagen und ihr Stoffwechsel in der Tuberkulose-Infektion

Neben dem in der Einleitung beschriebenen  Stoffwechsel von
Schaummakrophagen werden in der Tuberkulose-Forschung als vereinfachende
Kategorisierung zwei Polarisationsformen und ihr Stoffwechsel unterschieden
(164). Zum einen handelt es sich hier um die haufig erwahnten, Uber Th2-Zytokine
polarisierte, alternativ aktivierte Makrophagen, auch antiinflammatorisch M2-
Makrophagen (M2) genannt. Zum anderen treten proinflammatorische M1-
Makrophagen (M1) auf, die Uber Th1-Zytokine sowie Lipopolysaccharide (LPS)
stimuliet werden. Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen
Lipidstoffwechseldaten greifen einzelne Aspekte unterschiedlicher
Stoffwechselformen auf, erlauben jedoch keine eindeutige Zuordnung des
Schaummakrophagensaums zu einer den Polarisationstypen zugeordneten

Stoffwechsellage.

Der Stoffwechsel von M1, denen gerne zugeschrieben wird, in der ersten Phase
einer Infektion Pathogen-einddmmend hervorzutreten, zeichnet sich durch aerobe

Glykolyse im Sinne des Warburg-Effekts mit Aktivierung der Phosphofruktokinase
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(PFK2), schneller Produktion von ATP und Ausschittung von Laktat aus (152, 164,
182). Auch der Pentosephosphatweg wird hochreguliert, wahrend mitochondriale
Prozesse wie der Citratzyklus und die oxidative Phosphorylierung (OXPHQOS)
runterreguliert werden (75, 152, 180). Dass sich der Warburg-Effekt in
Makrophagen in Lungen von C57BL/6 Méausen in den ersten Tagen einer
Tuberkuloseinfektion abspielt, konnten Shi et al. tber Hoch- und Runterregulationen
entsprechender Gene zeigen (165). Auch Lipogenetische Prozesse spielen sich ab,
da unter anderem Fettsauren als Vorlaufer von Lipid-Mediatoren wie Eicosanoiden
bendtigt werden (36, 59). Regulator dieses Stoffwechsels ist unter anderem HIF-
1a. Dieser wird durch die Stimulation von M1-polarisierenden Substanzen
ausgeschuttet und einem sich anhdufenden Intermediat des Citratzyklus, Succinat,
sowie dem Endprodukt der Glykolyse, Pyruvat, in einer pseudohypoxischen
Situation stabilisiert (105, 114, 131, 163, 175).

Der Stoffwechsel von M2, denen oft eine Aufgabe bei Gewebereparatur und
Inflammationsauflésung zugeordnet wird, ist im Gegenzug durch einen intakten,
Uber die B-Oxidation gefltterten Citratzyklus und mitochondriale OXPHOS
charakterisiert (66, 179, 152). Auch wenn der Citratzyklus genauso tber Glucose
bestlckt werden kann, kann es bei M2 zu einem energiebringenden Abbau von
Fettsduren im Mitochondrium kommen (133, 180). Auf Transkriptionsebene wird
dieser mitochondriale Prozess unter anderem tber den Transkriptionsfaktor STAT6
und den Peroxisom-Proliferator-aktivierter-Rezeptor-y-Coaktivator-18 (PGC-1B)
sowie PPARy gesteuert (134, 181). Die IL4/STAT6-Achse dezimiert so die
Ansammlung von Lipidirépfchen (59). Auf posttranslationaler Ebene kann eine
Hemmung der Carnitin-Palmitoyltransferase | (CPT1), die beim Transfer von
langkettigen Fettséuren zur B-Oxidation in Mitochondrien beteiligt ist, GUber Malonyl-
CoA erfolgen (108). Malonyl-CoA ist ein Produkt der Acetyl-Coenzyme-A-
Carboxylase 1 und 2 (ACC1+2). ACC1 agiert im Zytosol, die Produktion von
Malonyl-CoA dient hier vornehmlich der Fettsduresynthese (118). ACC2 ist in der
auBeren mitochondrialen Membran in der N&dhe von CPT1 lokalisiert, weshalb man
hier insbesondere die hemmende Wirkung auf die B-Oxidation als vordergriindige

Aufgabe sieht (1, 2). Die in der vorliegenden Arbeit gemessene reduzierte Acc2-
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Expression mit einer dann wahrscheinlich folgenden erhéhten B-Oxidation kénnte
also neben der Expression von Arg1 Ausdruck einer M2-Stoffwechsellage im
Schaummakrophagensaum sein. Brandenburg et al. bestatigten Uber die Gabe
eines ACC2-Inhibitors und darauffolgender reduzierter
Lactatdehydrogenaseaktivitdit den Zusammenhang zwischen B-Oxidation und
ACC2 in Mtb-infizierten Makrophagen. Sie zeigten mit Immunhistochemischen
Farbungen aber auch, dass in Granulomen von MDR-TB-Patient*innen, anders als
die Messungen dieser Arbeit vermuten lassen, ACC2 verstarkt an
deckungsgleichen Orten wie CD68*-Makrophagen, also in dem von uns definiertem
Schaummakrophagensaum, auftritt (19). Dies kénnte Ausdruck der in der IL-13"
Maus Uber die IL-13-Achse hervorgerufene, besonders starke M2-Polarisierung
sein und einen Unterschied zwischen humanen und Granulomen der IL-13'%-Maus
widerspiegeln oder auf der im Kapitel 4.4 aufgezeigten Problematik der

verwendeten Proben basieren.

Der bisher beschriebene M2-Stoffwechsel wird durch eine direkte Interaktion mit
Mtb in eine lipogenetische Richtung gedrickt. So kdnnen IL-4-polarisierte
Makrophagen in vitro bei der Infektion mit Mtb eine schaumartige Morphologie
entwickeln und die Morphe von Schaummakrophagen annehmen (59). Gleiches
kann durch hypoxische Bedingungen eintreten (17). In einem strukturierten
Granulom der IL-13"%-Maus ist sowohl die Bedingung der Hypoxie als auch die der
Kollokation mit Mtb vorzufinden. Das Ergebnis ist unter anderem die histologisch
nachweisbare Ansammlung von neutralen Lipiden und Lipidtrépfchen. Diese sind
umgeben von einer einschichtigen Phospholipidmembran, in die Proteine
eingelagert sind (57, 101). Zu diesen Proteinen zahlen auch die Perilipine (PLIN),
von denen flnf Isoformen bekannt sind (16, 160). Dem hier untersuchten PLIN2
wird, neben PLIN3, eine besondere Rolle in der Lipidtrépfchenbildung
zugeschrieben (87, 20). Die in der vorliegenden Arbeit gemessene Hochregulation
greift also auf Transkriptom-Ebene auch eine lipogenetische Stoffwechsellage auf.
Die ihr damit zugeschriebene Bedeutung im Granulom der IL-13" Maus geht

konform mit Untersuchungen von Kim et al.. Diese zeigten, dass in hoch
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strukturierten, nekrotisch-kasigen Granulomen von TB-Patienten PLIN2 in

makrophagenreichen Bereichen stark exprimiert wurde (97).

Ein anderes Protein, ACSL4, dem Poppelreuther et al. noch abgesprochen hatten
von Signifikanz auf Lipidtrépfchen zu sein, scheint bei einer Mtb-Infektion auf
Lipidtrépfchen von Makrophagen doch an Bedeutung zu gewinnen (124, 143).
ACSL4, ist eine der funf Acyl-CoA-Synthetasen, deren Aufgabe es ist, langkettige
Fettsauren zu aktivieren (168). ACSL4 wird hierbei zugeschrieben, in Makrophagen
mit besonderer Vorliebe mehrfach ungesattigte Fettsauren (PUFA) wie
Arachidonséure zu aktivieren und damit zur Synthese von einem GroBteil der
Glycerophospholipide wie Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE)
und Phosphatidylinositol (Pl) beizutragen (103). Die in der vorliegenden Arbeit
generell gemessene Hochregulation von Acsl/4 gegenuber uninfiziertem
Lugengewebe war also erwartungsgemaRB. Gleichzeitig zeigte sich, dass sie keine

Ubergeordnete Rolle im Schaummakrophagensaum zu spielen scheint.

Auch wenn die genaue Biogenese von Lipidtropfchen nicht bekannt ist, scheint der
Ort, an dem sie sich abspielt das endoplasmatische Retikulum zu sein (95, 136). An
diesem Ort und dynamisch auch in enger Nachbarschaft zu an das
endoplasmatische Retikulum gelagerten Lipidtrépfchen wirkt die Diacylglycerol O-
Acyltransferase 2 (DGAT2). Diese verestert Diacylglycerol (DAG) in einer Reaktion
mit Acyl-CoA zu TAG (112, 171). DGAT2 und DGAT1 sind flir einen GroBteil der
TAG-Bildung in Mausen verantwortlich, wobei DGAT2 hier oft die dominantere Rolle
zugesprochen wurde (172). Dass diese bei einer Mtb-Infektion Whnit6 abhangig
involviert ist, zeigten Messungen von Brandenburg et al. an BMDM (19).
Interessanterweise  zeigten die Daten der vorliegenden Arbeit im
Schaummakrophagensaum gegeniber dem Randbereich keine besonders
ausgepragte Hochregulation der Expression von Dgat2. Dies kbnnte einerseits
daran liegen, dass in Makrophagen, anders als in Adipozyten, DGAT zwar wichtig
aber nicht essentiell fur die Bildung von TAG und Lipidtrépfchen ist (74).
Andererseits kénnte bei einer Tuberkulose-Infektion doch DGAT1 das
bedeutendere Enzym sein. Untermauert wird dies durch eine Studie von Dawa et

al., bei der sich in Lungenhomogenaten von mit Mtb-infizierten C3HeB/Fed Mausen
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am Tag 14 nach der Infektion eine erhdhte Dgat1- bei einer nicht erhbhten Dgat2-
Expression nachweisen lieB. Zuséatzlich zeigten sich in dieser Studie nach einer
Injektionsbehandlung des DGAT1-Inhibitors T863  deutlich  geringere
Ansammlungen von neutralen Lipiden in Granulomen der Tiere sowie eine
Reduktion der Mykobakterienlast (32).

Das letzte bisher noch nicht besprochene, aber in der vorliegenden Arbeit
untersuchte Gen ist Fabp3. Zu der Familie der FABP gehdren neun Mitglieder, die
als Chaperone den Lipid-Transport innerhalb der Zelle erleichtern (58). FABP3 wird
in Myokardzellen auch eine Rolle bei der Aufnahme von PUFA zu gesprochen (14).
In murinen peritonealen Makrophagen fuhrte ein Ausschalten von Fabp3 nach LPS-
Aktivierung zu einer verringerten Schaummakrophagenbildung und zu einer
geringeren Expression von Rezeptoren wie CD36, die fur die Lipidaufnahme
zustandig sind (174). Ein Knockdown in Glioblastom-Zellen zeigte, dass die
Bedeutung von FABP3 unter hypoxischen Bedingungen fir die
Lipidtrépfchenbildung noch verstarkt war (12). Die Autoren dieser Studie zeigten
auch, dass unter hypoxischen Bedingungen vermehrt Fettsduren aufgenommen
wurden. Sie schlussfolgerten daraus, dass in der Hypoxie extrazellulare Fettsduren
von groBerer Relevanz bei der Bildung von Lipidtrépfchen sind. Im Bereich der
Tuberkuloseforschung ist dieses Gen bisher wenig diskutiert. Nichtsdestotrotz ist
die in dieser Arbeit gemessene Hochregulation im strukturierten Granulom
kontextgerecht. Wahrend alle anderen hier aufgezeigten Gene in unstrukturierten
L&asionen eine a&hnliche Tendenz =zeigten wie die Messungen der Proben
strukturierter Granulome, war die Dynamik der Fabp3-Expression eine andere. Bei
diesem Gen war die Expression in unstrukturierten L&sionen gegenuber
uninfiziertem Gewebe reduziert, wéhrend in strukturierten Granulomen eine
verstarkte Expression messbar war. Der Grund hierfir kbénnte eben jener
beschriebene Einfluss von Hypoxie auf die Bedeutung von FABP3 sein sowie die
Abhéangigkeit der Expression von Fabp3 von Hif-1a (90). Wahrend strukturierte
Granulome diese Bedingung erflllen, ist sie bei unstrukturierten Granulomen

mutmapBlich nicht zu finden.
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Zusammenfassend zeigte die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte
Transkriptomik Anzeichen fir lipogenetische aber evil. auch lipolytische Prozesse
im nekrotischen Granulom von IL-13'9 M&usen. An dieser Stelle kann allerdings
nicht gelést werden, ob die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Daten Ausdruck
einer Repolarisierung von M2 zu M1, geférdert durch die Expression von HIF-1a in
einer hypoxischen Situation bzw. geférdert durch die Infektion mit Mtb, sind oder ob
die Daten einen Graubereich und damit eine Stoffwechsellage ,dazwischen®
widerspiegeln. Auch konnten die Daten eine Koexistenz von M2- und M1-
polarisierten Makrophagen aufzeigen. Ein Grund flr die fehlende Mdglichkeit zur
Konklusion auf eine der vorher genannten Optionen ist auch, dass
posttranslationale Regulation bei den hier untersuchten Genen eine Rolle spielt (29,
73, 120, 192). Dass eine Repolarisierung grundsatzlich mdglich ist, zeigten Van den
Bossche et al. (180). Marino et al. zeichneten aber eher eine Koexistenz
verschiedener Polarisierungsstadien auf und beschrieben einen Ring aus M2 um
einen aus M1 polarisierten Makrophagen in einem strukturierten Granulom von
nichtmenschlichen Primaten (119). Die von Heitmann in ihrer Dissertationsschrift
verdffentlichen Daten, die neben Arginase-1 und iNOS einzelpositiven Zellen auch
doppeltpositive Zellen im Saum um die Nekrose zeigten, lieBen alle drei Thesen in
der IL-13" Maus zu (76).

4.3.2 Lipidstoffwechsel und Nekrose

Betrachtet man die Ergebnisse der LightCycler-Daten der Gene des
Lipidstoffwechsels, die in der vorliegenden Arbeit gemessen wurden, féllt auf, dass
sich der nekrotische Bereich haufig signifikant gegeniber dem Randbereich
absetzt. Mit Blick auf den Schaummakrophagensaum kénnen nur Tendenzen
betrachtet werden. Interessanterweise zeigen auch die Olrot O Farbungen
Lipidansammlungen im Zentrum der strukturierten Granulome der IL-13'9 Maus.
Publikationen von Peyron et al. und Russel et al. legen die Schlussfolgerung nah,
dass sich in humanen Granulomen diese Anreicherung lediglich auf den
Schaummakrophagensaum bezieht (141, 158). Neuere Daten mikrodissektierten

Materials von Guerrini et al. lassen aber die Annahme zu, dass auch in humanen
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Granulomen die Nekrose TAG-reicher als das umliegende Gewebe ist und Kim et
al. beschrieben eine starke Anreicherung von PLIN2 im Caseum, dem Zentrum von
nekrotisch-verkdsenden Granulomen (70, 97). Guerrini und Gennaro zeichneten zu
einem spateren Zeitpunkt auf, dass der Lipidreichtum des Granulomzentrums durch
eine Ausschuttung des Zellinhaltes umliegender, absterbender
Schaummakrophagen zu Stande kommen kénnte (69). Die Daten der vorliegenden
Arbeit widersprechen dieser Theorie nicht, suggerieren aber, dass auch im Zentrum

eines strukturierten, nekrotischen Granuloms Stoffwechsel noch anteilig stattfindet.

Die oben durchgefuhrte Einordnung kénnte man nun einfach tibernehmen und
herausarbeiten, dass sich die lipogenetische Stoffwechsellage im Zentrum deutlich
ausgepragter als der Schaummakrophagensaum vom Randbereich absetzt. Wir
wollen es hierbei aber nicht belassen und uns an dieser Stelle auch einmal
anschauen, ob die Daten der vorliegenden Arbeit nicht vielleicht auch eine
nekrotische bzw., um prazise zu sein, eine ferroptotische Stoffwechsellage
aufgreifen. Ferroptose ist eine Form der regulierten Nekrose, bei der der
Lipidstoffwechsel entscheidend involviert ist. Hier kdnnen durch ein Ubergewicht an
freiem Eisen Uber die sogenannte Fenton-Reaktion radikale Sauerstoffspezies
(ROS) freigesetzt werden, die Uber eine Interaktion mit Membranlipiden
Lipidperoxide generieren (37, 38). Normalerweise wirden diese durch die
Glutathion-Peroxidase 4 (Gpx4) Uber Glutathion-Oxidation reduziert (196). Bei einer
Hemmung der Gpx4 durch beispielsweise den Inhibitor RSL3 kommt es deshalb zu
unkontrollierter Anreicherung toxischer Peroxide, was Zelltod zur Folge hat (48,
170). Amaral et al. konnten im Rahmen einer Mtb-Infektion von C57BL/6 Mausen
einen Aktivitatsverlust von Gpx4 bei gleichzeitig erhéhten Mengen von freiem Eisen
und von Lipidperoxidation nachweisen. Eine Unterdrickung der Letzteren Uber
Ferrostatin-1 (Fer-1) flhrte hier zu einer Reduktion nekrotischen Zelltodes und zu
einer reduzierten Mykobakterienlast. Die Autoren schlossen basierend auf ihren
Ergebnissen auf ferroptische Vorgadnge bei einer Tuberkuloseinfektion (6). Die
Frage, ob sich auch in der zentralen Nekrose von Granulomen der IL-13"9 Maus

ferroptotische Prozesse ereignen, ist also durchaus berechtigt.
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Ein Biomarker und Regulator fir Ferroptose ist das in der vorliegenden Arbeit
untersuchte ACSL4. Die von diesem Enzym abhéangige Phospholipid-Komposition
sowie die Expression generell fuhrt zu einer erh6hten Anfalligkeit fir Ferroptose
(39). Kagan et al. arbeiteten heraus, dass insbesondere oxigeniertes PE von der
Lipooxygenase weiter oxigeniert wird und in einen ferrotptotischen Zelltod leitet
(93). Auch die 5-Hydroxyeicosatetraensaure (5-HETE), die Uber von ACSL4
aktivierte Arachidonsaure entsteht, trug durch ihre lipidtoxische Wirkung in der
Leberzelllinie HepG2 und in der humanen Leukamie Zelllinie HL60 zur Ferrroptose
bei (197). Die Tatsache, dass ACSL4 zwar im strukturierten Granulom exprimiert
wird, aber nicht Gberm&Big im nekrotischen Zentrum wurde hier tatséchlich eher
gegen ferroptotische Prozesse sprechen. Dies kbnnte dadurch begriindet werden,
dass Ferroptose durch Hypoxie und die Induktion von HIF-1a, die sich bei uns durch
die Hochregulation von Fabp3 ausdrickte, unterdrickt wird (56, 195). Aber auch
ohne das Wirken von HIF-1a zeigte sich eine Dynamik der Fabp3-Expression als
Reaktion auf Ferroptose. So flhrte die Applikation von RSL3 auf eine HT1080
Fibrosarkom-Zelllinie ohne HIF-1a-Epression zu einer verminderten Fabp3-
Expression, welche nach der Behandlung mit Liproxstatin-1, einem Ferroptose-
Hemmer, wieder anstieg (195). Unterdriickt wird Ferroptose auch durch die
Aktivierung von Monophosphat aktivierte Protein-Kinase (AMPK) bei
Glukosemangel. Diese phosphoryliert und damit inaktiviert ACC, was zur
Regulation der Ferroptose beitragen soll (107). Da die Glukosesituation einer Zelle
auch unabhangig von AMPK-Einfluss auf die Expression von Acc2 hat, kann
geschlussfolgert werden, dass auch die von uns gemessene Herabregulation im
Granulom Ausdruck antiferroptotischer Vorgange sein kénnte (42). Weiterhin zeigte
sich in Hepatozyten, dass eine vermehrte Lipidtropfchenbildung und Plin2-
Expression mit einer geringeren Lipidperoxidation einherging (7). Lipidtrépfchen
wird deshalb eine protektive Wirkung in Bezug auf Ferroptose zugesprochen, was
auch Bailey et al. untermauerten. Sie beschrieben, dass Zellen, die oxidativem
Stress ausgesetzt seien, PUFAs zum Schutz vor Oxidation in Lipidtrépfchen
lagerten (8). Die Hochregulation von Dgat2 durfte hier im gleichen Kontext

verstanden werden kénnen.
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Es zeigten sich also in Granulomen der IL-13' Maus histologisch Anzeichen fiir eine
nekrotische, aber auf Transkriptions-Ebene keine flur eine ferroptische
Stoffwechsellage. Im Gegenteil lassen die in der vorliegenden Arbeit gemessenen
Daten eher auf eine antiferroptische Situation schlieBen. Hier dirften also andere
Mechanismen zum Zelltod fiihren. So kénnte es sein, dass sich in der IL13' Maus
eher pryoptotische Vorgéange abspielen. Theobald et al. zeigten kirzlich, dass IL-
13" Mause gegeniiber Wildtyp Mausen am Tag 124 nach Infektion eine deutlich
verstarkte Expression des Nipr3-Gens aufwiesen, welches bei pryoptotischen

Vorgangen eine Rolle spielt (176).

4.4 Problematik der Methodik am Granulomgewebe und

analytische Limitationen der Arbeit

Bis zu diesem Punkt konnte gezeigt werden, dass mittels des in der vorliegenden
Arbeit etablierten Arbeitsablaufes Daten generierbar sind, die im aktuellen
Forschungsstand zu verorten sind. Es kann also davon ausgegangen werden, dass
die Methode der LCM verwendet werden kann, um differenziell in vivo infiziertes
Lungengewebe zu untersuchen. Nichtsdestotrotz weist die Methodik, wie sie in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, Limitationen bezlglich der Qualitéat der
gewonnenen RNA und mdglichen Analyseverfahren auf. Die in der vorliegenden
Arbeit generierten Ergebnisse sind deshalb eingeschréankt zu betrachten und sollten

in jedem Fall durch zukunftige Studien untermauert und verbessert werden.

Zur Analyse der RNA-Qualitat der mittels LCM gewonnen Proben aus Granulomen
wurde in der vorliegenden Arbeit eine Qualitatskontrolle mit dem Bioanalyzer
durchgefuhrt. Hier zeigte sich, dass mit der Methodik der vorliegenden Arbeit aus
dem stets zuletzt gelaserten Randbereich strukturierter Granulome integre RNA
gewonnen werden konnte. Dies bewies, dass mittels des etablierten
Arbeitsablaufes Proben guter Qualitat akquiriert werden konnten. Proben, die aus
dem Schaummakrophagenbereich und dem nekrotischen Zentrum gewonnen
wurden, wiesen jedoch geringe RIN auf. Im nekrotischen Bereich war dies nicht
Uberraschend, fihren nekrotische Prozesse doch zu auf RNA wirkenden oxidativen

Stress sowie zu einem letztendlichen Stopp von Stoffwechselvorgédngen in Form
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von Zelltod mit anschlieBender Zellfragmentierung (53, 89). Bei den aus dem
Schaummakrophagenbereich gewonnenen Proben wéaren zwei Erklarungsansatze
moglich, warum es zu einer QualitédtseinbuBe gekommen war: erstens kénnte dies
ein Zeichen fir beginnende nekrotische, RNA degradierende Prozesse in dieser
Zone sein. Zweitens kdnnte aber auch die Laserenergie und die damit verbundene
Erhitzung der Objekttragermembran zur Degradierung der RNA beigetragen haben
(43). Gerade der Schaummakrophagenbereich ist sehr schmal, sodass, anders als
beim Randbereich, sehr viele kleine Elemente statt weniger groBer ausgelasert
werden mussten. Dies kbnnte zu einer grOBeren Laserexposition beigetragen
haben. Das Sammeln grdéBerer Mengen Materials, welches sich als RIN-Wert
steigernd gezeigt hatte, war aufgrund der Endlichkeit der Granulome pro Tier nur
bedingt mdglich. Die Akquise einer beliebig groBen Flache zeigte sich hier

eingeschréankt.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich LightCycler-Messungen
durchgefihrt. Grund hierfur war auch, dass bei dieser Methodik kleine RNA-Mengen
schon gute Ergebnisse liefern. Zusatzlich kbnnen durch Normalisierungen mittels
Referenzgen und der Verwendung von Amplicons <100 bp die Auswirkungen nicht
integrer RNA auf das Messergebnis nicht ausgeglichen, aber evil. leicht reduziert
werden (54, 137). Millier et al. stellten fest, dass die gemessene Genexpression in
Proben nekrotischen Materials mutmaBlich jene der in den Proben vorhandenen
intakten RNA widerspiegelt (125). Da Zelltod ein dynamischer Prozess ist, kdnnte
die in den Proben aus nekrotischen Material gemessene Genexpression Ausdruck
der Stoffwechselaktivitat jener Zellen des Granulomzentrums sein, die noch nicht
das Stadium des kompletten Zelltodes erreicht hatten (64). Hierbei ist dann die
Moglichkeit zu beachten, dass sich in den gesammelten Proben, bezogen auf das
gesamte nekrotische Zentrum, eventuell Uberproportional viele dieser intakteren
Zellen befanden. Die Aussagekraft Uber die Gesamtheit des nekrotischen Zentrums
ist also eventuell einschrankt. Grund hierflr ist, dass gerade besonders groBe
nekrotische Granulome beim Erstellen der Gewebeschnitte aufgrund ihrer Porositat
in ihrem Zentrum zerrissen und die Probenakquise aus dem verbliebenen noch in

einem Verbund, haufig am Rand liegendem Gewebe erfolgte (Abbildung 13).
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Zuséatzlich ist auch der von Millier et al. herausgearbeitete Umstand zu bedenken,
dass eine Normalisierung mittels Referenzgenen nur dann adaquate Ergebnisse
liefert, wenn der Anteil fragmentierter RNA nicht die 50% Uberschreitet (125). In
unseren Proben war der genaue Anteil fragmentierter RNA nicht bekannt. Auch
verwendeten Milier et al. bei ihren Messungen eine digitale PCR, die als noch
sensitiver gilt, sodass eine Ubertragung der 50% Marke eventuell nicht
uneingeschrankt moglich ist. Auf den Punkt gebracht, missen also trotz
vorhandener Argumente, die gesammelten Proben bei schlechter RNA-Integritat zu
analysieren, die hier gemessenen Ergebnisse mit Vorsicht genossen werden.
Insbesondere die herausgearbeiteten Gruppenunterschiede sind, auch wenn sie
sich kontextualisieren lassen, aufgrund der unterschiedlichen RNA-Qualitat der

verglichenen Gruppen kritisch zu bewerten.

Abbildung 13: Lungenschnitt nach Laser-Mikrodissektion.

12 um dicker, Kresylviolett gefarbter Lungen-Kryoschnitt einer am Tag 107 nach der Infektion mit
Mtb getéteten IL-13' Maus nach dem Sammeln von Probenmaterial mittels Laser-Mikrodissektion.
GréBenbalken: 300 pm.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte lediglich ein Vergleich der unterschiedlichen
Bereiche eines strukturierten Granuloms untereinander. Aufschlussreich wére aber
auch ein Vergleich der Genexpressionen zwischen unstrukturierten Lasionen und
strukturierten Granulomen in ihrer Gesamtheit gewesen, um auch hier

Schlussfolgerungen Uber verschiedene Mikromilieus und Stoffwechsellagen treffen
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zu koénnen. Ist ein solcher Vergleich in Zukunft geplant, sollte entweder die
Probenakquise unstrukturierter Lasionen von denselben Objekttrdgern wie die
strukturierten Granulome erfolgen oder eine Zusammenfihrung der gemessenen
Ergebnisse der Schaummakrophagenzone und des nekrotischen Zentrums
erfolgen. Nur dann kdénnte man zwei Gruppen gleicher Charakteristik
gegenuberstellen und statistisch sauber arbeiten. Die Zusammenfassung der
beiden Bereiche kdnnte in einem gewichteten Mittelwert erfolgen, der die
verschieden groBen Anteile der Bereiche an einem strukturierten Granulom
beachtet. Zur Berechnung eines solchen sollte wahrend der Probenakquise der
Anteil der verschiedenen Bereiche in den strukturierten Granulomen miterfasst
werden. Waren die Bedingungen stetig so wie in Abbildung 9 dargestellt, wlrde dies
unproblematisch Uber die gelaserte Flache aufgezeichnet. Da sich, wie bereits
erwahnt, die Probenakquise von Granulomen der IL-13' Mausen aber haufig wie in
Abbildung 13 darstellt, missten bei dem gesetzten Ziel der Gegenuberstellung
strukturierter Granulome und unstrukturierter Lasionen zuséatzliche Ausmessungen

erfolgen.

Aufgrund des explorativen Charakters der vorliegenden Arbeit wurde mit sehr
geringen Stichproben (n=4) gearbeitet. Die Préazision der angewendeten
statistischen Tests ist demnach ungenau und es ist gut mdglich, dass
Gruppenunterschiede auch aus statistischer Sicht nicht erkannt wurden. Ebenfalls
bedingte die Versuchsgestaltung, dass die verwendeten uninfizierten Tiere nicht
zum gleichen Zeitpunkt wie die infizierten Tiere gehalten und get6tet wurden. Auch
wenn sich die Haltungsbedingungen im Forschungszentrum Borstel nicht veréandert
hatten, sollte bei weiteren Analysen eine solche zeitliche Differenz vermieden

werden.

4.5 Schlisse der Arbeit und Ausblick

Tragen wir nun, wie es auch Abbildung 14 tut, die Erkenntnis des vorliegenden
Projektes nochmal zusammen, kdnnen wir feststellen, dass eine Methode und ein
Arbeitsablauf etabliert wurden, die es erlauben, Kryoschnitte von Lungen aus Mitb-

infizierten Mausen fur eine Verwendung auBerhalb des BSL3-Labores in 100%
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Methanol zu fixieren und aus diesen mittels LCM RNA zu gewinnen. Die gewonnene
RNA  kann durch  LightCycler-Messungen die  Stoffwechselsituation
unterschiedlicher Bereiche der heterogenen Tuberkulose-Pathologie beschreiben.
Die hierbei generierten Ergebnisse lassen sich histologisch bestatigen und im
Forschungsstand sinnvoll einordnen. Die Arbeit tragt somit zum Verstandnis der
Pathologie in Mtb-infizierten IL13'9-Mausen bei und kann anteilig eine gute Basis fir
hierauf aufbauende qPCR Analysen verschiedener Lé&sionstypen darstellen.
Hierdurch kann zukinftig das Verstandnis lokaler Ereignisse in TB-Lasionen

ausgebaut werden.

Eine Einschrankung besonders fur weiterfihrende Transkriptom-Analysen stellt
hierbei aber die Qualitat der gewonnenen RNA dar. Bei kommenden Projekten
sollte deshalb eine Kausalitatsabklarung der RNA-Degradierung beispielsweise in
Form eines Assays zur Bestimmung der raumlich differenzierenden RIN (sRIN)
erfolgen, wie er von Kvastad et al. beschrieben wurde (104). Sollte sich hier
herausstellen, dass das Lasern im Schaummakrophagensaum einen
entscheidenden Anteil an der RNA Degradierung hat, sollte dariber nachgedacht
werden, ob die Anwendung von in situ-Sequenzierung (ISS), rdaumlich
differenzierende Transkriptomik und &hnlichen Methoden, die eine RNA-
Sequenzierung vor Ort vornehmen, bzw. bei denen keine Laserenergie zur
Anwendung kommt, wie bei der Methode Slide-Seq, sinnvoller sein kénnten (96,
109, 153). Sollte sich herausstellen, dass die schlechte RNA Ausdruck beginnender
nekrotischer Prozesse im Schaummakrophagensaum ist, und soll die Methodik
weiter Anwendung finden, muss sie durch eine detailreichere Definition der die
Lasionen bildenden Zelle, sowohl in Bezug auf die Makrophagen als auch andere
beteiligte Zellen, verfeinert werden. AuBerdem sollte bei zuklnftiger Anwendung
evaluiert werden, inwiefern eine Verknipfung mit digitalen
Bildverarbeitungsstrategien und klnstlicher Intelligenz zur vereinfachten
Probenakquise erfolgen kénnte (43). Denn wie auch in Kapitel 2.6.2 nachvollzogen
werden kann, ist die Methodik bisher mit einem groBen Zeit-Input bei relativ

geringem RNA-Output verbunden.
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Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Genexpressionsdaten sprechen
zusammen mit den histologischen Bildern fiir eine eher lipogenetische Situation in
den L&sionen. Interessanterweise ruckt beim quantitativen Vergleich das Zentrum
des strukturierten Granuloms in eine gewichtetere Position als der
Schaummakrophagensaum. Folgt man der Argumentation, dass ein lipidreiches
Milieu besonders Mykobakterien-freundlich ist, kbnnte also ersteres gegenlber
letzterem ein vorteilhafteres Umfeld fur die Mykobakterien darstellen. Gleichzeitig
zeigten unsere Daten auch, dass Arginase-1 tendenziell starker im
Schaummakrophagensaum exprimiert wird. Dieser kdnnte also ausgepragter durch
promykobakterielle M2 Makrophagen bestimmt sein. Aufschlussreich wére deshalb,
bei zuklnftigen Projekten aufbauend auf dem hier verwendeten Arbeitsablauf
Mykobakterien-RNA zu isolieren. Mit dieser kénnten dann Quantifizierungs- und
Genexpressionsanalysen erfolgen. Diese kdnnten klaren, ob die verstarkte
Expression von lipogenetischen Genen mit einer vermehrten Ansammlung von
Mykobakterien einhergeht oder sich eher ein Arginase-1 reicheres Milieu positiv auf
die Mykobakterienzahl auswirkt. Gleichzeitig kdénnte mittels
Genexpressionsanalysen der Frage nachgegangen werden, ob auch in Mib-
infizierten 1L-13' Mé&usen das lipidreiche Milieu den Ubertritt der Mykobakterien in

die Dormanz férdert und dormante Mykobakterien im Verlauf der Infektion auftreten.

Insgesamt kénnten all diese Ansétze helfen, lokale Vorgange in Mtb-infizierten IL-
139 Mé&usen zu verstehen, ihre Vor- und Nachteile als Tiermodell weiter
herauszuarbeiten und damit Erkenntnisse Uber die Pathogenese der TB und

mogliche Therapieansétze zu vertiefen
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(" Effektive Inaktivierung des Mtb-Stamm H37Rv in kryokonservierten Lungenschnitten durch Fixierung mittels 4% )
PFA bei 4°C und 100% MeOH bei 4°C und Raumtemperatur

g »  Fixierung mittels 100% MeOH stark zeitabh&ngig, 4-stlindige Fixierungszeit zur effektiven Erregerinaktivierung notwendig )

S

RNA-Isolation trotz Fixierung des Materials weiterhin méglich
»  Aufbereitung mittels Rneasy Micro Kit gegeniber FFPE-Kit in der Handhabung und bei LightCycler-Messungen leicht Giberlegen

(
VAN

Fixierung mit 100% MeOH bei Raumtemperatur am geeignetsten, wenn auf die Fixierung eine Probenakquise
mittels Laser-Capture-Microdissection erfolgt

*  Fixierung mittels 100% MeOH RNA schonender als Fixierung mittels 4% PFA
\_ J U * Keine Verbesserung der RNA-Qualitat durch Kiihlung des Methanols Y,

Anwendung der Methodik an Gewebeschnitten der IL-13'9 Maus
> Erste inhaltliche Riickschliisse

fMéinchkeit der raumlich differenzierenden Genanalyse in infiziertem Lungengewebe der IL-13!9 Maus mittels w
Laser-Capture-Microdissection

» Etablierung der Methode an unstrukturierten Lésionen und strukturierten, nekrotischen Granulomen
* Heterogene RNA-Qualitat der gewonnenen Proben, Beschrankung der Genexpressionsanalysen auf qPCR-Analysen
» Sinnvolle Einordnung der Ergebnisse in den aktuellen Forschungsstand méglich
* Inhaltliche Rickschlisse:
» Erneuter histologischer Nachweis eines lipidreichen Milieus in unstrukturierten Lasionen und strukturierten Granulomen
» Mit Blick auf den Schaummakrophagensaum:
o Auf Transkriptionseben scheint CD68* kein guter Marker zur Beschreibung der Schaummakrophagenzone zu sein
o Immunhistochemischerund transkriptioneller Nachweis einer verstérkte Arginase-1 Expression
o Keine eindeutige Zuordnung der Ergebnisse der qPCR-Analysender Gene Acc2, Plin2, Dgat2, Fabp3 und Acsl4 zu
einer Stoffwechsellage, die die in der TB-Forschung beschriebenen Makrophagen-Polarisationstypen definiert
» Mit Blick auf die Nekrose

\ ) K o Keine Anzeichenfiir eine ferroptotische Stoffwechsellage J

Abbildung 14: Struktur der Arbeit, Teil 2: Antworten




Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die IL-13-iiberexprimierende (IL-13'%) Maus entwickelt wahrend einer Tuberkulose-
Infektion eine Lungenpathologie, die der humanen sehr ahnelt. Ein besonderes
Charakteristikum dieser Pathologie und ein Ort enger Wirt-Pathogen-Interaktion ist
das strukturierte, nekrotische Granulom. AuBerhalb aber auch innerhalb eines
solchen Granuloms entstehen Uber die Wirt-Pathogen-Interaktion unterschiedliche
lokale Mikromilieus. Ziel dieser Arbeit war es deswegen, die Methode der Laser
Capture Microdissection (LCM) an kryokonservierten Lungenschnitten von mit
Mycobacterium tuberculosis infizierten IL-13' Mause zu etablieren. Dies sollte
ermdglichen, lokal differenzierende Stoffwechselanalysen durchzufihren und sich
genauerer Beschreibungen eben jener Milieus zu nahern. In diesem Projekt wurde

hierbei methodisch und inhaltlich folgendes herausgearbeitet:

o Die Fixierung kryokonservierter Lungenschnitte mit 4% Paraformaldehyd bei
4°C und 100% Methanol bei 4°C bzw. Raumtemperatur fihrte zu einer
effektiven Inaktivierung des Erregers. Wurden Proben aus diesen Schnitten
mittels LCM generiert, bewies sich die Fixierung mit 100% Methanol bei
Raumtemperatur am praktikabelsten und am schonendsten fur die RNA.
Hierauf aufbauend lieB sich ein Arbeitsablauf zur Gewinnung von Proben aus
unstrukturierten Lé&sionen und strukturierten, nekrotischen Granulomen
etablieren. Trotz anteilig geringer RNA-Qualitat der Proben aus strukturierten,
nekrotischen Granulomen lieBen sich gPCR-Analysen durchfihren und deren

Ergebnisse gr6Btenteils sinnvoll im Forschungsstand verorten.

e Auch wenn die Hochregulation der Arginasei-Expression im
Schaummakrophagensaum auf eine M2-Polarisierung dieser Makrophagen
hindeutete, lieB sich diese Zuordnung mit Blick auf den Lipidstoffwechsel hier
nicht treffen. Die gewonnenen Ergebnisse sprechen gegen ferroptotische

Prozesse innerhalb strukturierter, nekrotischer Granulome.

Die in dieser Arbeit etablierte Methode kdnnte also trotz ihrer noch vorhandenen
Schwaéchen helfen, lokale Vorgange in der IL-13' Maus zu verstehen und ihre Vor-

bzw. Nachteile als Tiermodell weiter herauszuarbeiten.
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Anhénge

Anhange

A Zusatzinformationen zu den normalisierten qPCR-Laufen

Die hier aufgefuhrte Tabelle zeigt die Effizienzen und Errors der qPCR Laufe auf,

auf denen die in Kapitel 3.2 aufgefiihrten Analyse-Daten beruhen.

Tabelle 22: Zusatzinformationen zu den in Kapitel 3.2 dargestellten, auf qPCR-
Daten beruhenden Analysen.

Error des zur Analyse Effizienz des zur Abbildung, in die
Gene verwendeten gPCR- Analyse verwendeten qPCR-Daten
Laufs qPCR-Laufs einflossen

Als Referenzgen zur

Normalisierung aller
Hprt 0,0231 1.919 qPCR-Laufe dieser

Tabelle verwendet.

. Abbildung 8 A
cD68 0,0243 1,8880 Ara s A
Abbildung 8 B
Arg1 0,0219 18610 Aobiura®
Acc2 0,0312 2.012 Abbildung 11 A, B
Plin2 0,0226 1,868 Abbildung 11 G, D
Dgat? 0,0212 1,8840 Abbildung 11 E, F
Acsld 0,0152 1.857 Abbildung 12 A, B
Fabp3 0,0161 1.839 Abbildung 12 C, D
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Anhénge

B Negativ Kontrollen der Immunhistochemischen Farbungen

In Bezugnahme auf die in Kapitel 3.2.2 dargestellten immunhistochemischen

Farbungen.

Abbildung 15: Negativ-Kontrollen der Inmunhistochemischen Farbungen
Reprasentative Darstellung von Negativ-Kontrollen der Immunhistochemischen Farbungen. (A, C):
Durchfiihrung der CD68*-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung ohne Hinzufligung des Anti-CD68-
Antikérpers an einem Schnitt einer am Tag 56 (A) bzw. Tag 100 (C) nach der Infektion mit Mtb
getéteten IL-13" Maus. (B, D): Durchfiihrung der Arg1-Ziehl-Neelsen-Kombifarbung ohne
Hinzufligung des Anti-Arginase1-Antikérperes an einem Schnitt einer am Tag 56 (B) bzw. Tag 100
(D) nach der Infektion mit Mtb getdteten IL-13' Maus. ((A, B): GréBenbalken: 1 mm, (C, D):
GréBenbalken: 2 mm)
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