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Kurzreferat

Multiple Sklerose (MS) ist eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen des
Zentralnervensystems (ZNS) bei jungen Erwachsenen. Die MS ist eine Autoimmunerkrankung, bei
der aktivierte T-Zellen eine Entziindungskaskade ausldsen, die vor allem Oligodendrozyten, aber
auch Axone schadigt. Hierbei spielen die zytotoxische Wirkung des Tumornekrosefaktor a (TNFa)
und der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) eine groRe Rolle. Als Gegenspieler
dieser gewebsschadigenden Faktoren kénnten wahrend der akuten Entzindung sezernierte
trophische Faktoren, wie ciliary neurotrophic factor (CNTF) und brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), dienen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von CNTF, BDNF, TNF a und iNOS sowie MHC
Klasse | in frisch isolierten peripheren mononukledren Zellen (MNZ) von MS Patienten und
gesunden Probanden mittels FACS-Analyse untersucht. Dafiir wurden MNZ bei Patienten im
akuten Schub vor Schubtherapie mit Methylprednisolon, am Tag 4 nach dreitagiger
Methylprednisolon-Therapie und am Tag 30 nach Schubbeginn analysiert.

Die Expression von CNTF konnte hier erstmals in Leukozyten gesunder Probanden und von MS-
Patienten nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass CNTF der schadigenden Wirkung von TNFa
entgegenwirken kann. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Expression von TNFa im akuten
Schub erhoht ist. Die CNTF-Expression steigt nach Glukokortikoidgabe signifikant an. Dies weist
auf eine madglicherweise regenerationsférdernde Wirkung von Glukokortikoiden hin. Unter
Interferon-g (IFN-B)-Therapie konnten zusatzlich erhéhte BDNF-Werte nachgewiesen werden.
Jedoch erhdht IFN-Bf auch die Expression von iNOS und MHC |. Dies demonstriert das
facettenreiche immunmodulatorische Potential von IFN-f. Auferdem wurden Interaktionen
zwischen der Glukokortikoid- und der IFN-B-Therapie festgestellt. Um das sowohl neuroprotektive
als auch remyelinisierende Potential immunmodulatorischer Therapien zu unterstitzen, sollten

diese Interaktionen weiter untersucht werden.

Schliusselworter
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Einleitung

1. Einleitung

Multiple Sklerose (MS) ist eine Autoimmunerkrankung des Zentralnervensystems (ZNS). Sie befallt
oft junge nordeuropaische Frauen (w : m = 2:1). Mit einer Pravalenz von 120 pro 100 000 und
einer Inzidenz von 7 pro 100 000 pro Jahr ist MS die haufigste neurologische Erkrankung im
jungen Erwachsenenalter und wichtigste Ursache flr neurologisch bedingte Behinderung in dieser
Altersgruppe. Beziglich der Pravalenz von MS wurden deutliche geographische Unterschiede
gefunden, wobei es entscheidend ist, in welcher Region die Patienten aufgewachsen sind. So
weisen noérdlichere Regionen wie Nordeuropa und Kanada eine wesentlich héhere MS Inzidenz
auf als Stdeuropa und Afrika. Ursachlich fir die Manifestation einer Multiplen Sklerose werden
eine genetische Pradisposition (Zamvil & Steinman 2003) und Umwelteinfliisse, wie z.B. virale

Erkrankungen (Noseworthy et al. 2000) diskutiert.

1.1. Klinik der MS

Frihsymptome sind oft durch die Schadigung der vorderen Sehbahn entstandene Sehstdérungen.
Aber auch Paresen, Dyséasthesien und Ataxien treten haufig frih auf. Diese klinischen Symptome
geben meist schon die ersten diagnostischen Hinweise.

Als Anfangsstadium der klinischen Erkrankung wird das sogenannte ,klinisch-isolierte Syndrom*
beschrieben. Hier fehlt nach erstmaligem Auftreten einer neurologischen Symptomatik, die auf ein
demyelinisierendes Ereignis hindeutet, die zeitliche Dissemination. Zu diesem Zeitpunkt deuten
multifokale MR (Magnetresonanztomographie) -Lasionen auf ein erhdhtes Risiko, zu einer MS zu
konvertieren, hin. Eine manifeste MS verlduft bei der Mehrzahl der Patienten (80%) schubférmig
(relapsing-remitting MS, RRMS) mit abwechselnden Phasen des Schubes, der Persistenz von
Symptomen und der Remission. Ein Schub ist definiert als eine Episode neurologischer Stérungen,
bei denen die ursachlichen Lasionen wahrscheinlich entzindlich und demyelinisierend sind. Es
sollte ein subjektiver (von objektiven Befunden gestitzter) Bericht oder eine objektivierbare
Beobachtung vorliegen, dass das Ereignis mindestens 24 Stunden anhalt (McDonald et al. 2001).
Ein neuer Schub muss mit einem Zeitintervall von 30 Tagen zum Beginn vorausgegangener
Schibe auftreten und darf nicht durch Anderungen der Kérpertemperatur (Uhthoff-Phanomen)
oder im Rahmen von Infektionen erklarbar sein. Das Risiko eines erneuten Schubes ist doppelt so
hoch nach viraler Exposition (Bulievac et al. 2002), besonders nach oberen
Atemwegserkrankungen (Adenoviren) und gastrointestinalen Infektionen (Andersen et al. 1993).

Im Gegensatz dazu scheint ein persistierender Parasitenbefall vor Krankheitsaktivitat zu schutzen,
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was moglicherweise auf die Unterstitzung der T-regulatorischer-Zell Aktivitat zurtickzuflihren
ist (Correale & Farez 2007). Impfungen vermdgen die Krankheitsaktivitdt der MS nicht zu
beeinflussen (Confavreux et al. 2001). Die Schubrate verhalt sich invers zur Krankheitsdauer
(Lhermitte et al. 1973). Auf den schubférmigen folgt ein sekundar chronisch progredienter Verlauf
(secondary progressive MS; SPMS), bei dem vereinzelt noch Schibe ,aufgesetzt* vorkommen
kénnen. Der Ubergang in diese Krankheitsphase wird klinisch meist durch ein Schubsymptom
verdeutlicht, das sich nicht mehr vollstandig zurlickbildet. Hier ist die Schadigung dann bereits
irreversibel (Confavreux & Compston 2005).
Der Zeitraum zwischen schubférmiger und sekundar chronischer Krankheitsform ist individuell
verschieden. Nach zehn Jahren sind ca. 50% der RRMS-Patienten in die sekundar chronisch
progrediente Phase der Krankheit Gbergetreten, wahrend geschéatzt wird, dass 90% der RRMS-
Patienten nach 20-25 Jahren in ein progredientes Krankheitsstadium Ubergegangen sind
(Weinshenker et al. 1989). BezUlglich der klinische Progression werden auch Unterschiede in der
Genexpression diskutiert. Achiron et al. (2007) fanden heraus, dass an Hand von hierarchischer
Clusteranalyse (unsupervised hierarchical cluster analysis) an mehr als 1500 Genen
unterschieden werden kann, ob sich ein Patient im akuten Schub oder bereits in der
Remissionsphase nach einem Schub befindet.
Seltener (20%) ist die primar chronisch progrediente (primary progressive MS; PPMS), irreversible
Krankheitsform, welche auch eine eigenstdndige degenerative Erkrankung mit sekundarer
Entzindung darstellen kénnte. Bei diesem Verlauf findet sich haufig eine Uber Jahre zunehmende
spastische Gangstorung, seltener auch ein progredientes zerebellares Syndrom (Thompson et al.
2000).
Zur Diagnose der MS werden derzeit die Kriterien nach McDonald et al. (2001) genutzt, die von
Polman et al. (2005) Uberarbeitet wurden. Danach kann die Diagnose der MS klinisch nach zwei
Krankheitsschiben gestellt werden, wenn diese auf rdumlich unterschiedliche objektivierbare
Lasionen zurickgehen und die Symptome nicht durch eine andere neurologische Erkrankung zu
erklaren sind. Kernspintomographische und elektrophysiologische Zusatzbefunde sowie die
Liquoranalyse mit dem fir die Multiple Sklerose typischen Nachweis oligoklonaler Banden sind
sehr wichtig zum Beweis der raumlichen und zeitlichen Dissemination, besonders wenn die
Diagnose nach den McDonald-Kriterien nach nur einem klinischen Ereignis gestellt wird (Polman
et al. 2005).
Differentialdiagnostisch von der MS abzugrenzen ist die akute und/oder rezidivierende
demyelinisierende Enzephalomyelitis (ADEM) (Menge et al. 2005), wahrend die Neuromyelitis
optica (NMO) durch den Nachweis der hochspezifischen Aquaporin-Antikérper ein gut definiertes
Krankheitsbild darstellt und nach den modifizierten Kriterien von Wingerchuk diagnostiziert wird
(Pittock et al. 2006, Wingerchuk et al. 1999). Weitere Differentialdiagnosen sind systemische

Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lupus erythematodes (SLE), Sarkoidose und Morbus
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Behcet sowie in speziellen Fallen ZNS-Lymphome oder Leukoenzephalopathien, z.B. die
Cerebrale  Autosomal Dominante  Arteriopathie mit  Subkortikalen  Infarkten  und
Leukenzephalopathie (CADASIL) und die Adrenoleukodystrophie. Viral oder bakteriell verursachte
Erkrankungen mit ahnlichen Symptomen, wie z.B. Lues, humanes Immundefizienz-Virus (HIV) und

Borreliose, kdnnen serologisch ausgeschlossen werden.

Der Krankheitsverlauf wird mit verschiedenen Evaluationsskalen quantifiziert. Die Expanded
Disability Status Scale (EDSS), welche von Kurtzke (1983) etabliert wurde, ist am weitesten
verbreitet und gibt Auskunft Uber den Grad der Behinderung. Zur Quantifizierung weiterer
Funktionsbereiche hat sich der Multiple Sclerosis functional Composite Score (MSFC) etabliert
(Cutter et al. 1999, Schwid et al. 2000). Keine der Skalen berticksichtigt die Krankheitsdauer. Der
MSSS (Multiple Sclerosis Severity Score) verwendet EDSS und Krankheitsdauer, um eine
Aussage Uber den Schweregrad der MS zu einem bestimmten Untersuchungszeitpunkt zu treffen
(Roxburgh et al. 2005). Fur die Bestimmung des MSSS wurde eine Verteilungskurve fir eine
grofle Gruppe von MS-Patienten erstellt, die den EDSS in Abhangigkeit von der Krankheitsdauer
darstellt. Der MSSS gibt an, in welcher Perzentile des Vergleichskollektivs sich ein einzelner
Patient befindet.

1.2. Therapieprinzipien

Die Therapie der MS kann man in zwei Gruppen einteilen: die akute Schubtherapie und die
verlaufsmodifizierende Therapie, welche stufenartig in Basistherapien und Eskalationstherapien
unterteilt wird.

Als Therapie im akuten Schub gilt die dreitdgige Hochdosistherapie mit je 1g Methylprednisolon als
Goldstandard (Goodin et al. 2002). Uber eine Vielzahl von Mechanismen, u.a. die Abdichtung der
Bluthirnschranke, die veranderte Expression von Zelloberflachenmolekiilen und entzindlichen
Mediatoren sowie Uber Apoptose der T-Zellen, werden die akute Entziindungsreaktion (Gold et al.
2001) und somit auch die akut aufgetretenen, neurologischen Symptome zurlickgedrangt.
Therapeutische Plasmapherese ist bei Patienten mit antikdrper- und komplement-assoziierter
Gewebezerstdrung, bei denen die Steroidtherapie versagt hat, sehr effektiv. Bei Patienten mit

anderen Schadigungsmustern wirkt diese Form der Therapie nicht (Keegan et al. 2005).

Zur verlaufsmodifizierenden Basistherapie der MS stehen derzeit in erster Linie verschiedene

Interferon-p-Praparate (IFN) und Glatirameracetat zur Verfiigung.
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INF-p ist ein Zytokin, welches Uber multiple Mechanismen die Immunreaktion bei der MS
verandert (Rieckmann et al. 2004). So beeinflusst es u.a. die Durchlassigkeit der Blut-Hirn-
Schranke (BHS). Von Boutros et al. wurde bereits 1997 bewiesen, dass INF-$ die nerve growth
factor (NGF)-Produktion von Astrozyten stark induziert. INF-f hat blockierende Effekte gegenlber
dem pro-inflammatorischen  Zytokin INF-y, reduziert die Expression verschiedener
Aktivierungsmarker auf Immunzellen und verbessert die Suppressorfunktion von T-Zellen.
AuRerdem induziert IFN-p Th2-Zytokine wie IL-10, senkt die Migrationsrate von Monozyten
(Seguin et al. 2003) und Th1- aber nicht von Th2-Lymphozyten (Prat et al. 2005) durch
menschliche Hirnendothelzellen und vermindert die Induktion I&slicher Adhasionsmolekile (Avolio
et al. 2003). Zur immunmodulatorischen Therapie der RR-MS und der SP-MS sind sowohl
Interferon-p 1a (Avonex®, Rebif®), als auch Interferon-p 1b (Betaferon®) zugelassen. Dabei
entspricht Interferon-g 1a dem naturlichen Zytokin, wahrend bei Interferon-g 1b zwei Aminosauren
durch Deglykosylierung modifiziert wurden.

Glatirameracetat (GLAT) (Copaxone®), urspringlich Copolymer-1 (COP 1) genannt, ist ein

synthetisches Oligopeptid, bestehend aus den vier Aminosauren L-Glutaminsaure, L-Lysin, L-
Alanin und L-Tyrosin in zufalliger Mischreihenfolge und unterschiedlicher Ladnge. GLAT moduliert
die Antigenprasentation, induziert die Produktion von Th2-Lymphozyten (Prat et al. 2005, Hohlfeld
& Wekerle 2004), verstarkt die Produktion von IL-4, IL-6 und IL-10 und férdert die
Neurotrophinsekretion durch T-Zellen (Hohlfeld & Wekerle 2004).

Azathioprin (Imurek®), ein Purinanalogon, wird heute nur noch als Reservepraparat verwendet.
Durch Blockierung der RNA- und DNA-Synthese, hemmt Azathioprin die Vermehrung von B- und
T-Zellen. Azathioprin findet vor allem Anwendung bei der Koinzidenz mit anderen
Autoimmunerkrankungen, bei Unvertraglichkeit der primaren Basistherapeutika, bei Ablehnung
von Spritzentherapien und als Mittel der Wahl bei der NMO.

Intravendse Immunglobuline (Ig) werden in Einzelfdllen ebenfalls als Reservetherapeutikum
eingesetzt. Die polyvalenten 7S-Immunglobuline neutralisieren die von Komplement vermittelten
Effekte, hemmen die Uberschiellende Komplementaktivierung und erhdhen die Katabolie von
pathogenem 1gG. Aufierdem konnten sie inhibitorische Antikérper unwirksam machen und
vermindern die Produktion von proinflammatorischen Mediatoren (Stangel et al. 1999).

Bei anhaltender Krankheitsaktivitdt unter Behandlung mit den primaren Basistherapeutika oder in
Ausnahmefallen bei initial hochaktiver MS steht seit wenigen Jahren Natalizumab zur Verfligung.
Natalizumab (Tysabri®) ist humanisierter Antikbrper gegen Alpha-4-Integrin, einen Bestandteil des
VLA-4-Molekils. Durch die Blockade des Alpha-4-Integrins auf der Oberflache von Leukozyten
wird die Transmigration Uber die Blut-Hirn-Schranke inhibiert. Zusatzlich ist vermutlich die

Leukozytenwanderung im ZNS zu den Axonen hin behindert.
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Die momentane anti-inflammatorische, immunmodulatorische oder immunsuppressive
Therapie ist im Anfangsstadium der MS zumindest teilweise effektiv. Aber je weiter die Krankheit
zum chronisch progredienten Verlauf hin fortgeschritten ist, desto weniger profitieren die Patienten
von dieser Therapie (Noseworthy et al. 2000).

Zur Eskalationstherapie bei rascher Behinderungsprogredienz dient Mitoxantron, ein synthetisches
Anthrazendionderivat. Es bewirkt Uber eine Interaktion mit der Topoisomerase-2 Einzel- und
Doppelstrangbriiche und fuhrt so zur Inhibition der Nukleinsauresynthese. Es inhibiert die T-Zell-

Proliferation, induziert Apoptose in B-Zellen und deaktiviert Makrophagen (Chan et al. 2005).

1.3. Pathogenese

1.3.1. Immunmechanismus

Die Pathogenese der MS-Erkrankung ist multifaktoriell. Lange wurde lediglich den CD (cluster of
differentiation) 4+-T-Zellen eine tragende Rolle zugeschrieben. Doch mittlerweile hat sich der
allgemeine Denkansatz zur Pathogenese der MS hin zu Th17- und B-Zellen verlagert.
Autoreaktive, naive T-Zellen wandern durch die BHS. Hier treffen sie auf antigenprasentierende
Zellen (APZ). APZs, wie z.B. dendritische Zellen, Monozyten oder Makrophagen, erkennen
Pathogene und prasentieren sie den T-Zellen. Uber den MHC Il (Major Histocompatibility Complex
II) -TZR (T-Zellrezeptor)-Komplex verbindet sich die APZ mit der naiven CD4+-T-Zelle und Uber
den MHC I-TZR-Komplex mit der CD8+-T-Zelle (Abb.1.1).

Verbunden mit dem MHC II-Molekul auf APZs, werden die CD4+-T-Zellen zur Proliferation und
unter dem zusatzlichen Einfluss von Immunglobulinen zur Polarisation angeregt. So veranlasst IL-
12 die Polarisation von naiven CD4+-T-Zellen zu Th1-Zellen, IL-4 die Polarisation zu Th2-Zellen
und steht die CD4+-T-Zellen unter dem Einfluss von IL-6, IL-21 und transforming growth factor
(TGF-B), dann polarisiert sie zu einer Th17-Zelle. Unterhalten wird die TH17 von IL-23 (Kimura
2007). TGF-p in Kombination mit Retinolsdure veranlassen eine Polarisation der CD4+-T-Zelle hin
zu einer regulatorischen T-Zelle (Treg). Diese produziert IL-10 und TGF-f und kann somit
regulatorisch auf die Produktion von TH17 einwirken. MS-Patienten fehlt die Fahigkeit Treg-
Antworten und —Kontrollen zu beherrschen (Haas et al. 2005). Somit fehlt auch die Kontrolle tber
die TH 17-Tellen, welche unter Anwesenheit von IL-23 IL-17 produzieren. |L-17 unterbricht
zusammen mit IL-22 die BHS und ermdglicht es den Th17-Zellen dber die BHS ins ZNS zu
gelangen. Th 17-Zellen wird somit eine tragende Rolle in der Pathogenese der MS zugeschrieben
(Tzartos et al. 2008).
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TH1-Zellen sezernieren unter anderem IL-15, IFN-y und Tumornekrosefaktor a (TNFa). IFN-y
und TNFa wirken auf Makrophagen, welche toxische Makrophagenprodukte, wie NO, O,, TNFa
und Exotoxine ausschitten. AuRerdem aktivieren Makrophagen Uber TNFa CD8+-T-Zellen, die
Uber MHC I-Molekile direkt an Oligodendrozyten binden und somit auch schadigen kdénnen.
CD8+-T-Zellen ist es des Weiteren mdglich, Axone zu durchtrennen und die GefalRpermeabilitat zu
steigern (Kasper & Shoemaker 2010). Sie erhéhen die Permeabilitdt der Gefalde, die sie als
Zellinfiltrate umgeben, und bilden sogenannte Plaques. Hauptsachlich finden sich Plaques um die
Seitenventrikel und den Corpus Callosum herum, im Kortex und in der subkortikalen weifl’en
Masse, im Sehnerv und dem Hirnstamm, sowie durchgehend im Rickenmark.

Th2-Zellen sezernieren unter anderem IL-4, -6, und -13 und aktivieren B-Zellen zur Produktion von
Antikdrpern. Follikel von B-Lymphozyten sammeln sich in den Meningen an und unterhalten dort
eine humorale Immunantwort, die es vermag die intrathekale Antikdrperproduktion zu veranlassen

und den benachbarten Kortex zu schadigen (Magliozzi et al. 2007).
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Abb. 1.1: MS-Immunpathologie

Autoreaktive T-Zellen wandern Uber die BHS. Hier treffen sie auf APZ, die ihnen ein putatives MS-Antigen
Uber den MHC II-TZR-Komplex prasentieren und die CD4+-T-Zelle somit aktivieren und zur Proliferation
anregen. Unter der Anwesenheit verschiedener Immunglobuline oder Wachstumsfaktoren polarisiert die
CD4+-Zelle in vier Subtypen: Th1, Th2, Treg und Th17. Die regulatorische T-Zelle (Treg) sezerniert ihrerseits
TGF-R und unterstitzt so die Polarisation von CD4+-T-Zellen zu Th17-Zellen. Th17-Zellen sezernieren 1I-17,
was auf die BHS wirkt, so dass T-Zellen leichter die BHS passieren konnen. Th1-Zellen sezernieren unter
anderem TNFa, was die Makrophagen ebenfalls zur Sekretion von TNFa anregt. TNFa vermag
Oligodendrozyten direkt anzugreifen oder aktiviert die zytotoxischen CD8+-T-Zellen, welche Gber den MHC
I-TZR-Komplex an den Oligodendrozyten angreifen kénnen. Makrophagen sezernieren auch NO, was einen
reversiblen Erregungsleitungsblock an den Axonen herbeifiihren kann. Th2-Zellen sezernieren II-4, -6 und -
13 und aktivieren so B-Zellen, die antikdrpervermittelt Oligodendrozyten angreifen.
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1.3.2. Entziindung als zweischneidiges Schwert

Mit einer Entzindungsreaktion wird meist etwas Krankhaftes, Zerstdrerisches assoziiert. So
werden auch im Rahmen der MS-Erkrankung eine Reihe von inflammatorischen
Entziindungsmediatoren diskutiert, die zur Gewebsschadigung in MS-Lasionen beitragen. Hierbei
liefert das Zytokin TNFa die Uberzeugendsten Daten zur Krankheitsaktivitat (Beck et al. 1988,
Sharief & Hentges 1991, Rieckmann et al. 1995, Monteyne & Sindic 1998). Eine grofle Menge an
TNFa wird sowohl bei der MS als auch bei der EAE von aktivierten T-Zellen, welche das ZNS
infiltrieren, produziert (Olsson 1995). Die Expression von TNFa kann in aktiven MS-L&sionen
immunzytochemisch gezeigt werden: vorherrschend in Astrozyten, in aktivierter Mikroglia und in
das ZNS infiltrierenden Makrophagen (Hofman et al. 1989, Selmaj et al. 1991, Selmaj et al. 1991).
Neben der fuhrenden Rolle im Ablauf der inflammatorischen Kaskade kommt TNFa ebenso eine
direkt toxische Wirkung flr Oligodendrozyten zu (Selmaj & Raine 1988, Zajicek et al. 1992,
D'Souza et al. 1995). Auflerdem ist es TNFa moglich, zusammen mit IL-1 und IFN-y die
induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) zu aktivieren, ein anderes zytotoxisches
Effektormolekdl.

Wie TNFa kann auch iNOS mRNA und die Proteinexpression in Mitten aktiv geschadigter MS-
Lasionen nachgewiesen werden, hier besonders in Makrophagen und Mikroglia (Bagasra et al.
1995, De Groot et al. 1997). AulRerdem lasst sich ein Anstieg von stabilen Reaktionsprodukten von
NO in der zerebrospinalen Flussigkeit und maoglicherweise auch im Serum von MS-Patienten
erkennen (Johnson et al. 1995, Yamashita et al. 1997, Giovannoni et al. 1997). Die Produktion von
NO konnte in der Zellkultur von MNZ bei MS-Patienten im akuten Schub nachgewiesen und durch
Lipopolysaccharide (LPS) vermehrt werden (Sarchielli et al. 1997). Zudem ist es NO mdglich
reversibel die Erregungsleitung an Axonen zu blockieren (Redford et al. 1997). In in vitro-
Versuchen wurde bereits gezeigt, dass NO neurotoxisch ist (Golde et al. 2002). Aber noch viel
bedeutender war die Entdeckung, dass NO axonale Degeneration hervorruft, wenn die Axone
hochfrequent stimuliert werden (Smith et al. 2001). Folglich kénnte NO nicht nur verschiedene
Symptome im akuten Schub verursachen sondern auch an der beobachteten axonalen
Schadigung mitwirken.

Obwohl die Zytotoxizitat der Entziindung bei der MS bereits gut untersucht ist, wurde bisher immer
noch kein deutlicher Zusammenhang zwischen inflammatorischer Aktivitdt und dem
Behinderungsgrad von MS Patienten gefunden (Confavreux & Compston 2006).

Inmitten einer Entzindung entstehen jedoch auch neue Wachstumsfaktoren. Neuroprotektive
Effekte der Entziindung wurden bereits bei ZNS-Trauma (Moalem et al. 1999, Hammarberg et al.
2000) und auch bei der Rickenmarksschadigung (Hauben et al. 2000) entdeckt. Hinzu kommen
immer mehr positive Effekte der Inflammation auf die Remyelinisierung. Wahrend die Depletion

von Makrophagen (Kotter et al. 2001) oder T-Zellen (Bieber et al. 2003) die Remyelinisierung nach
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Lysolecithin-induzierter Demyelinisierung vermindert, wird die Remyelinisierung durch
Schaffung einer entziindlichen Umgebung mittels Lasion (Foote & Blakemore 2005) oder auch
durch Injektion von Zymosan zusammen mit Oligodendrozyten-Vorlauferzellen-Transplantaten in
die Retina (Setzu et al. 2006) geférdert. Undifferenzierte Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
umgeben MS-Lasionen (Scolding et al. 1998, Wolswijk 1998). So dienen sie als Quelle fir Zellen,
die remyelinisierend auf nackte Axone wirken kdnnen (Chandran et al. 2008). Durch den Nachweis
von BDNF-Expression in Leukozyten, war es Kerschensteiner et al. (1999) zum ersten Mal méglich
einen solchen Mechanismus der ,protektiven Immunitat im Menschen nachzuweisen. Schrittweise
wurde auch die Expression von Neurotrophin-3 (NT3) und verschiedenen anderen Neurotrophin-
Rezeptoren in menschlichen PMZ gezeigt (Besser & Wank 1999). BDNF und sein Rezeptor
gp145trkB wurden immunhistochemisch in MS-Lasionen nachgewiesen (Stadelmann et al. 2002).
Von Ziemssen et al. (2002) wurde eine Verstdrkung der BDNF-Sekretion in T-Zellen nach der
Stimulation mit Glatiramerazetat, eines der immunmodulatorischen Medikamente zugelassen flr
die Therapie bei der schubférmig remittierenden (RRMS) MS, nachgewiesen.

Diverse Studien Gber BDNF bei Patienten mit Multipler Sklerose zeigen kontroverse Ergebnisse. In
den Studien an Patienten mit RRMS wurden entweder die BNDF mRNA oder die Protein-
Expression sowohl von frisch isolierten als auch von kultivierten mononuklearen Zellen untersucht.
AulRerdem wurde die BDNF-Konzentration im Serum, im Plasma und in der cerebrospinalen
Flissigkeit (CSF) an RRMS Erkrankten erforscht. Die Studienergebnisse zeigten entweder
herabgesetzte (Azoulay et al. 2005, Azoulay et al. 2008, Lalive et al. 2008, Comini et al. 2009)
erhohte (Gielen et al. 2003, Petereit et al. 2003, Liguori et al. 2009) oder gleichbleibende
(Sarchielli et al. 2002) BDNF-Werte wahrend der klinisch stabilen Phase. Im akuten Schub
dagegen stiegen die BDNF-Wertniveaus bei MS Patienten ohne immunmodulatorische Therapie
deutlich an (Sarchielli et al. 2002, Sarchielli et al. 2007, Caggiula et al. 2005). Patienten, die mit
IFN-B, einem bewahrten immunmodulatorischen Medikament bei RRMS, behandelt wurden,
schienen BDNF vermehrt zu exprimieren (Lalive et al. 2008, Azoulay et al. 2009).

Ein anderes Neurotrophin hat die Aufmerksamkeit durch eine Studie, welche die unterschiedlichen
MmRNA-Expressionen im Kortex von MS Patienten untersuchte, auf sich gezogen. Dutta et al.
fanden 2007 heraus, dass die Expression von neun Genen, die mit dem CNTF-Signalweg in
Verbindung gebracht werden, erhéht war unter anderem der CNTF-Rezeptor a und CNTF aus
Neuronen im unverletzten Kortex. Die Autoren weisen darauf hin, dass die Rolle des CNTF-
Sekretionsweges mdglicherweise darin besteht, die Schadigung der Axone und der weilden
Substanz zu kompensieren. CNTF ist wichtig flir die Differenzierung von Oligodendrozyten und
Neuronen (Barres et al. 1993, Arakawa et al. 1990, Sendtner et al. 1992). In einzelnen Fallen ist es
CNTF mdglich, den TNFa-induzierten Untergang von Oligodendrozyten zu reduzieren (D'Souza et
al. 1996, Barres et al. 1992, Louis et al. 1993). Des Weiteren wird CNTF in Schwann Zellen in der
Peripherie und in Astrozyten im ZNS exprimiert (Oppenheim et al. 1991, Stdéckli et al. 1991,
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Sleeman et al. 2000). Patienten mit einer entziindlichen Krankheit des Nervensystems, MS-
Patienten eingeschlossen, zeigen eine CNTF-Erhéhung im CSF (Massaro et al.1997). Die in vivo-
Expression von CNTF durch periphere mononukledren Zellen (MNZ) wurde bisher noch nicht
nachgewiesen. Zu den Eigenschaften von CNTF zahlt es, der Degeneration von axotomierten
Neuronen vorzubeugen und auch motorische Defizite bei Mausen mit verschiedenen
neuromuskularen Schwachen abzumildern (Sendtner et al. 1990, Clatterbuck et al. 1993,
Mitsumoto et al. 1994, Curtis et al. 1993, Sendtner et al. 1992). Bei Mausen, denen CNTF fehlt,
resultierte eine MOG (Myelin oligodendrocyte glycoprotein)-induzierte experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE) mit einer schwereren axonalen Schadigung, einer héheren Zahl von
apoptotischen Oligodendrozyten und einer reduzierten Proliferation von
Oligodendrozytenvorlauferzellen, begleitet von einem friheren Auftreten der Symptome und einem
héheren Behinderungsgrad (Linker et al. 2002). Kontinuierliche intraperitoneale Gabe von
rekombinantem CNTF bei Mausen mit MOG-induzierter EAE schitzte Oligodendrozyten und
Neurone durch Verdichtung der BHS und durch Abschwachung der Entzindung im ZNS.
AuRerdem wurde die Zahl der Oligodendrozytenvorlauferzellen erhéht (Kuhlmann et al. 2006).
Eine Mutation, welche die Inaktivierung des CNTF-Gens im Menschen bewirkt, wurde bereits 1994
von Takahashi entdeckt (Takahashi et al. 1994). Diese Mutation beeinflusst nicht die Anfalligkeit
an MS zu erkranken (Hoffmann et al. 2002), aber sie wurde mit einem friheren Ausbruch und
einem verstarkten Krankheitsgrad in einer deutschen Kohorte in Verbindung gebracht (Giess et al.
2002).

1.4. Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Expression von proinflammatorischen Effektoren und
trophischen Faktoren in humanen Lymphozyten von Patienten mit MS im akuten Schub sowie
deren Beeinflussung durch immunmodulatorische Behandlung zu untersuchen. Es wurden
einerseits zwei Faktoren gewahlt, die, wie oben beschrieben, als wichtige Effektoren der
Gewebsschadigung durch die akute Entziindung diskutiert werden. Dabei wurde fir TNFa schon
eine erhdhte Expression der mRNA mittels Real-Time-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) und
des Proteins mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) beschrieben, so dass an
diesem Zytokin unsere Messmethode validiert werden konnte. In dieser Arbeit wurde die
Expression von induzierbarer Stickstoffmonoxid-Synthetase (iNOS) durch in vivo stimulierte
Leukozyten getestet, zumal die Produktion von Stickstoffmonoxid fur stimulierte humane
mononukledre Zellen in Kultur bereits gezeigt wurde. Da Entziindungszellen aber auch wichtig fur

die Stimulation der endogenen Regeneration sind und diese vermutlich zeitig im akuten
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Schubgeschehen am effizientesten angestoRen wird (Eltayeb et al. 2007), testeten wir die
Expression von BDNF und CNTF. Fir BDNF ist die Expression in humanen Leukozyten schon gut
dokumentiert. Wir wahlten CNTF, welches die Regeneration geschadigter Axone und die
Remyelinisierung férdert und, wie oben beschrieben, in MS-Lasionen eine wichtige Rolle zu
spielen scheint. Fir CNTF war die Expression in humanen mononukledren Zellen wahrend der
Durchflihrung dieser Arbeit noch nicht bekannt. Als Kontrolle fir Proteine, deren Expression durch
Immunmodulation verandert werden sollten, testeten wir zudem die Expression von MHC-

Molekdulen.

Mit dieser Studie sollte die Frage beantwortet werden, ob immunmodulatorische Substanzen
proinflammatroische Botenstoffe im akuten Schub vermindern kdnnen ohne dabei gleichzeitig die

Sekretion trophischer Faktoren zu reduzieren.

1.5. Methodenwahl

Um die Expression der oben genannten Faktoren zu untersuchen, wahlten wir die Methode der
Durchflusszytometrie (Fluorescence-assisted cell sorting, FACS). Diese erlaubt eine hoch
quantitative Analyse der Expression bezogen auf einzelne Zellen oder Zellpopulationen, wie die

folgende Beschreibung verdeutlicht:

Die zu untersuchende Zellsuspension wird durch den vom FACS Gerat (FACS Calibur, Becton
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) aufgebauten Druck durch die 50-100um groRe Offnung einer
Kapillare gedrickt. Die Kapillare verjingt sich nach oben hin. Dort, wo die Zellsuspension die
Kapillare verlasst, trifft sie auf die vorbeistromende Tragerflissigkeit. So wirken Scherkrafte auf die
Zellen, die dazu fuhren, dass die Zellhaufen zerrissen werden und die Zellen hiernach einzeln den
Laserstrahl passieren.

Die Zellen werden zunachst gezahlt. Gleichzeitig wird das auf die Zellen treffende Laserlicht
gestreut und die Fluorochrome werden zur Lichtemission angeregt (Fluoreszenz). Dabei ist der
Forward Scatter (FSC) ein MaR fir das Volumen der Zelle, die den Laserstrahl passiert. Der FSC
ergibt sich aus der Streulichtmenge, die in einem kleinen Winkel von der Ausgangsrichtung des
Laserstrahls abgelenkt wird. Eine orthograde Streuung des Laserstrahls wird durch die Granularitat
der Zellen bewirkt. Aus der Starke dieser orthograden Streuung lasst sich der Side Scatter (SSC)
als Mal} der Granularitat einer Zelle bestimmen.

Fluorchrome sind chemische Verbindungen, die durch einen Laser definierter Wellenlange

angeregt werden und als Reaktion Licht einer héheren Wellenlange emittieren.
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Fluoreszenzfarbstoff Absorption (nm) Emission (nm)
FITC (grun) 488 525
Alexa 546 (rot) 546 573

Tab. 1.1: Fluorochrome

Das emittierte Licht wird sowohl durch dichromatische Spiegel als auch durch spezielle Farbfilter
separiert. Dabei trifft das Licht einer bestimmten Wellenldnge auf einen spezifischen
Photodetektor. Von unterschiedlichen Photodetektorplatten wird das Lichtsignal aufgefangen und
in elektrische Impulse umgewandelt. Dabei werden die Zellen, wie bereits oben beschrieben, nach
PartikelgroRe (FSC), Granularitat (SSC) und nach emittiertem Licht der Fluoreszenzfarbstoffe von
den unterschiedlichen Detektoren aufgefangen. Ein an das Messgerat angeschalteter Computer
verrechnet anschlieRend alle eingehenden Daten.

Je nach Farbesignal kdnnen, wie bereits erwahnt qualitative und quantitative Analysen Uber eine
niedrige, intermediare oder hohe Oberflachenexpression von Oberflachenproteinen einzelner
Zellen gemacht werden. Dies ermdglicht die Zuordnung zu Populationen, in diesem Fall CD3,
CD14 und CD19 (mit Hilfe der Cell-Quest-Pro-Software (Becton Dickinson)). Dadurch werden
Stimulationsartefakte, wie z.B. nach Magnet-assistierter Zelltrennung (MAZT) vermieden (Givan
1993). Die FACS-Methode erlaubt eine spezifische, hochsensitive, quantitative und auf die
einzelne Zelle bezogene Bestimmung der Proteinexpression, wahrend die in anderen Arbeiten
haufig verwendeten ELISAs zwar ebenfalls recht spezifisch und sensitiv sind, aber entweder an
Zelllysat oder am Uberstand in vitro kultivierter Zellen durchgefiihrt werden. Westernblots von
Zelllysaten sind ebenfalls relativ sensitiv und spezifisch, aber deutlich schwieriger exakt zu
quantifizieren. Quantitative RT-PCR-Methoden sind zwar hochspezifisch und sensitiv, lassen aber

keine direkten Rickschlisse auf die Proteinkonzentration zu.
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Abb. 1.2: Schema des FACS-Calibur

Die zu untersuchende Zellsuspension wird mit Druck durch die Offnung einer Kapillare gedriickt. Die
Zellhaufen werden zerrissen. Anschlielend passieren sie einzeln den Laserstrahl und werden gezahlt. Das
emittierte Licht wird sowohl durch dichromatische Spiegel als auch durch spezielle Farbfilter separiert. Von
Photodetektorplatten wird das Lichtsignal aufgefangen und in elektrische Impulse umgewandelt. Dabei
werden die Zellen nach PartikelgréRe (FSC), Granularitdit (SSC) und nach emittiertem Licht der
Fluoreszenzfarbstoffe unterschieden. Ein an das FACS-Gerat angeschalteter Computer verrechnet
anschliefiend alle eingehenden Daten.

1.6. Studiendesign

Es wurden MNZ von MS-Patienten im akuten Schub untersucht, der durch den behandelnden
Neurologen festgestellt wurde. Hierzu wurde den Patienten 3 malig je 40ml Blut abgenommen.
Zum ersten mal noch bevor die Patienten die Schubtherapie von 1g Methylprednisolon intravenés
('i.v.) Uber drei Tage erhielten (Tag 1). Zum zweiten Mal wurde einen Tag nach der drei-tagigen
i.v.-Therapie (Tag 4), zum dritten Mal wurde 30 Tage nach Schubbeginn (Tag 30) Blut
abgenommen. Aus dem peripheren Blut wurden MNZ isoliert und immunhistochemisch gegen die
Zelloberflachenproteine CD3, CD14 und CD19 und MHC |, sowie die gegen intrazellular
exprimierten Proteine CNTF, BDNF, TNFa und iNOS gefarbt. Die Fluoreszenzintensitat wurde
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mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Die Daten wurden in Bezug auf die
immunmodulatorische Behandlung, Alter, Geschlecht und Krankheitsdauer der Patienten
ausgewertet.
Die vorliegende Arbeit sollte zum Verstandnis der Pathophysiologie der MS beitragen, indem sie
naheren Aufschluss Uber die Balance zwischen immunmodulatorischen und trophischen Faktoren

gibt, die mdglicherweise dariber entscheiden, ob eine Lasion regeneriert oder weiter degeneriert.

DO D4 D30

Abb. 1.3: Studiendesign

X = Zeitpunkt des Schubbeginns

A = Zeitraum bis zur Schubtherapie

B = Zeitraum der Methylprednisolontherapie

C = Zeitraum nach der Methylprednisolontherapie

DO = Tag der Schubdiagnose. Zeitpunkt der ersten Blutenthnahme.

D4 = Tag 4 nach der dreitdgigen Methylprednisolontherapie. Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme.
D30 = 30 Tage nach der Schubdiagnose. Zeitpunkt der dritten Blutentnahme.
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2. Material und Methoden
2.1. Patienten

21.1. Einschlusskriterien fiir das Patientenkollektiv

Von Oktober 2004 bis Januar 2006 wurden 16 Patienten (davon acht Frauen) der MS-Ambulanz
der Klinik fur Neurologie Il (jetzt Neurologische Klinik) des Universitatsklinikums Magdeburg in die
Studie eingeschlossen. Funfzehn Patienten befanden sich in einer klinisch klar schubférmigen
Krankheitsphase der diagnostisch gesicherten Multiplen Sklerose, 1 Patientin zeigte einen
Ubergang =zur sekundar-chronisch progredienten Phase mit Schiben Es wurden die
Diagnosekriterien nach McDonald (McDonald et al. 2001) und Polman (Polman et al. 2005) zu
Grunde gelegt. Bei allen Patienten wurde ein akuter Schub durch den betreuenden Arzt der MS-
Ambulanz laut der Definition der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie ( www.dgn.org ) klinisch
verifiziert. Die Symptome bestanden mindestens 24 Stunden und der letzte Schub lag mindestens
30 Tage zurlck. Das Alter der MS-Kranken lag zwischen 21 und 47 Jahren, das durchschnittliche
Alter betrug 33 Jahre. Sie kamen zur dreitdgigen i.v.-Schubtherapie mit Methylprednisolon in die
Ambulanz. Funf Patienten erhielten zusatzliche Dosen Methylprednisolon zwischen D4 und D30,
da sie sich in einem sehr aktiven Krankheitsabschnitt befanden, wie in Tab.3.1 beschrieben. Die
Patienten wurden entweder mit Rebif® (Rebif ® 44ug: Interferonf-1a, 44ug s.c. dreimal
wochentlich), Betaferon® (Betaferon®: Interferonf-1b, 8 mlU s.c. jeden zweiten Tag), Avonex®
(Avonex®: Interferonp-1a, 30ug i.m. einmal woéchentlich) therapiert wurden oder erhielten gar
keine Basistherapie zu Teil wurde, wie in Tab.3.1 beschrieben. Die Krankheitsdauer wurde vom

ersten dokumentierten klinischen Schub an bemessen.

2.1.2. Untersuchungsmaterial und Studienablauf

Nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung wurden dreimal max. 40ml Blut von den 15
Patienten abgenommen. Die Entnahme und Verwendung des Patientenblutes wurde im Voraus
durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg genehmigt.

Der behandelnde Arzt in der MS-Ambulanz evaluierte den klinisch akuten Schub, bestimmte den
aktuellen Behinderungsgrad mittels EDSS und entschied Uuber eine dreitagige i.v.
Methylprednisolon-Therapie, mit je 1g Methylprednisolon (aufgeldst in einer 500ml Infusion mit

0,9%igem NaCl) pro Tag (DO0). Die erste Blutabnahme erfolgte am darauf folgenden Tag vor der
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ersten Kortisongabe (D1). Die zweite Entnahme von max. 40ml Blut fand einen Tag nach der
dritten Infusion statt (D4). Weitere Termine zur Blutabnahme (D30) wurden mit
Wiedervorstellungen im Rahmen der MS-Therapie, verbunden.
Jede Blutentnahme erfolgte durch Venenpunktion mit Hilfe von vier 10ml BD Vacutainern™
(Preanalytical Solutions Belliver Industrial Estate, Plymouth, UK). Jedes der vier Blutréhrchen
enthielt 170 I.U. Low dose Heparin, so dass die Antikoagulation des Blutes gewahrleistet war.
Schnellstmdglich wurden die in Raumtemperatur belassenen, blutgeflllten Vakutainer ins Labor

gebracht.

2.2, Einschlusskriterien und Untersuchungsmaterial des

Probandenkollektivs

Zu den 16 Patienten wurden die 15 freiwillige und gesunde Probanden, in Alter und Geschlecht zu
den MS-Kranken passend, ausgesucht. Nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung wurde den
Freiwilligen ebenfalls max. 40ml Venenblut abgenommen. Entnahme und Verwendung des
Probandenblutes wurde ebenfalls im Voraus durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg genehmigt.

Schnellstmdglich wurden die in Raumtemperatur belassenen, blutgeflllten Vakutainer ins Labor

gebracht.

2.3. Isolierung der MNZ aus dem peripheren Blut

Die gesamte MNZ-Isolierung fand unter sterilen Bedingungen statt.

Mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS; Phosphate buffered saline) w/o (ohne) Ca®*, Mg
(PBS-DULBECCO (1x), BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland) wurden die 40ml heparinisierten
Blutes auf ein Gesamtvolumen von 60ml aufgefillt. Diese 60ml mit PBS verdlinnten Blutes wurden
vorsichtig Uber 30ml Ficoll Separating Solution (BIOCHROM AG, Berlin, Deutschland) geschichtet.
Ficoll verfigt Uber eine hdhere Dichte als Lymphozyten und Monozyten und Uber eine geringere
Dichte als Erythrozyten und Thrombozyten. Bei der anschlieRenden Zentrifugation (ROTANTA/TR,
Hettich) (30 Minuten, 18 °C, 1540 rpm, 490g, Beschleunigung 60, ohne Bremse) entstand ein
Gradient. Am Boden setzten sich Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten ab. Darlber blieb
die Ficoll-Trennschicht unverandert. Direkt auf der Ficollschicht lagerten sich Lymphozyten und

Monozyten ab und bildeten die Interphase, einen so genannten Zellrasen. Oberhalb dieser
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Zellschicht befand sich das Blutserum (Abb.2.1). Die Zellen wurden aus der Interphase
extrahiert und in PBS resuspendiert. Anschlielend wurde das Pellet einmal zentrifugiert
(ROTANTA/TR, Hettich) (10 Minuten, 18°C, 1380rpm, 400g, Beschleunigung 0, ohne Bremse).
Daraufhin wurden die Zellen weitere dreimal in PBS gewaschen und zentrifugiert (Centrifuge 5804,
eppendorf) (10 Minuten, Raumtemperatur (RT), 1350 rpm, Beschleunigung 9, Bremse 9). Die
gewaschenen mononuklearen Zellen wurden in 1ml PBS aufgenommen und die Zellzahl mittels
Neubauer-Zahlkammer (NeubauerCE, Marienfeld, Deutschland) bestimmt. Von dem
Blutserumuberstand wurden 5-7ml (bei -20°C) eingefroren, um zu einem spateren Zeitpunkt noch

einmal Nachmessungen anstellen zu kénnen.

-

Blutserum

2

Interphase
e FiCOllschicht

Erythrozyten,
Thrombozyten

Abb. 2.1: Dichtegradientenzentrifugation von peripher entnommenem, venésen Blut in Ficoll

24. CNTF-RT-PCR

Zunachst wurden periphere mononukleare Zellen wieder, wie bereits unter 2.1.2. beschrieben, von
gesunden Probanden aus Venenblut gewonnen. AnschlieBend wurde die mRNA (messenger
RNA) mit Hilfe der NucleoSpin® RNA II-Kits (Macherey-Nagel, U.S.A.) aus den MNZ extrahiert.
Die Extraktion erfolgte gemall dem Herstellerprotokoll. Hiernach wurde die Amplifikation der
MRNA mittels PCR durchgefihrt. Dabei wurde das Access RT-PCR-Kit (Promega, Madison, WI,
U.S.A.) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Einréhrchen-System sowohl fur die reverse

Transkription als auch flr die Amplifikation mittels PCR. Als Primer dienten die handelslblichen
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CNTF- und beta-Aktin Primerpaare (Promega Cat. No G5770 and G5740, entsprechend).

Obwohl diese eigentlich hergestellt wurden, um die entsprechende Sequenz in Ratten-mRNA zu

finden, binden sie auch die Zielsequenz beim Menschen, da diese in diesem Bereich vollkommen
identisch mit der Sequenz der Ratten ist: der CNTF 5 Primer bindet an die Basenpaare 145 bis
169, der CNTF 3'Primer bindet an den komplementaren Strang, der Basenpaare 313 bis 289.
Jeweils 1ug mRNA wurde untersucht und die Primer wurden in einer Konzentration von 50 pmol
verwendet. Die Denaturierung der RNA wurde nach 2 Minuten bei 94°C herbeigefuhrt. Das
anschlieBend verwendete System greift auf die Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transkriptase
(AMV RT) des AMV fur die Erststrang-DNA-Synthese zurtick und fur die Zweitstrang-Synthese der
cDNA und der DNA-Ampilfikation verwendet es die thermostabile Tfl-DNA-Polymerase des
Thermus flavus. Ein Master-Mix bestehend aus AMV/Tfl (Reaktionspuffer, dNTP-Mix
(Desoxyribonukleosidtriphosphat)(10mM von jeder dNTP), MgSO, (25mM), AMV Rev
Transkriptase (5u/pl) und Tfl-DNA-Polymerase wurde laut dem Herstellerprotokoll zur
denaturierten RNA/Primer Vorlage hinzugegeben. Nach 45 Minuten bei 48°C war die reverse
Transkription abgeschlossen. AnschlieRend wurde die AMV-RT fiur 2 Minuten bei 94°C inaktiviert.
Zur Synthese des Zweitstranges und zur PCR Amplifikation wurden 40 Durchldufe benétigt, nach
folgendem Schema: 94°C fir die Dauer von 30 Sekunden, 65°C fur die Dauer von 1 Minute, 68°C
fur die Dauer von 1 Minute und beendet durch einen Durchlauf bei 68° C fur eine Dauer von 7
Minuten. Gestoppt wurde die gesamte Reaktion im Kuihlschrank bei 4°C und die

Reaktionsprodukte wurden auf einem 3%igen Agarosegel analysiert.

2.5. Fixierung und Antikorperinkubation der MNZ

Nachdem 2x10° Zellen fiir jede Probe in eine Vertiefung der 96-Well Cell Culture Cluster
(COSTAR® 3799) pipettiert und zentrifugiert (MULTIFUGE 3 S-R, Heraeus) (Raumtemperatur, 1
Minute, 1500rpm, Beschleunigung 9, Bremse 9) worden waren, fand der erste Farbeschritt statt.
Der erste Farbeschritt bestand aus der Oberflachenantikdrperfarbung mit 15 - 20 pl (Tab.2.1) anti-
human Cluster of differentation (CD; Oberflachenmarker) 3-,CD 14- und CD 19-Flurescein
isothiocyanate (FITC). Um den Anteil der T-Helferzellen zu bestimmten, wurde CD 3 verwendet.
Der Antikdrper gegen CD 14 erfasste den Anteil der Monozyten und CD 19 den Anteil der B-
Lymphozyten. Nun wurde die 96-Well-Platte® bei Raumtemperatur fir 30 Minuten abgedeckt, da
die CD-FITC-Antikorper lichtempfindlich sind. Um die Erkennung der Oberflachenantigene zu
gewahrleisten, musste die Oberflachenfarbung vor Fixierung und Permeabilisierung durchgefihrt

werden.
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Als nachstes wurden die Proben dreimal gewaschen. Beim Waschvorgang wurden die Zellen
zunachst zentrifugiert (MULTIFUGE 3 S-R, Heraeus) (Raumtemperatur, 1 Minute, 1500rpm,
Beschleunigung 9, Bremse 9), der Uberstand abgeschuittelt und anschlieRend die Zellen wieder in
PBS resuspendiert. Nach dem dritten Waschen wurden die Zellen in 2%igem PFA (SIGMA; P-
6148, Steinheim, Germany) /PBS fir eine halbe Stunde lichtgeschutzt auf Eis fixiert.

Nach der Fixation wurden die Zellen wieder einmal in PBS gewaschen. Danach wurden sie 30
Minuten in 90%igem Methanol (Carl ROTH, Karlsruhe, Germany) lichtgeschitzt auf Eis
permeabilisiert, so dass die Antikbrper gegen intrazelluldre Proteine in die Zelle gelangen konnten.
Wahrend der Permeabilisation wurden die Antikérperverdiinnungen fir die intrazelluldre Farbung
vorbereitet (Tab.2.1). Die Verdinnung erfolgte mit 4% fétalem Kalberserum (FCS; fetal calf serum)
(PAN™, BIOTECH GmbH) in PBS. FCS diente zum Blocken unspezifischer Antikérperbindungen.
Nach dem dreimaligen Waschen der permeabilisierten Proben folgte die Inkubation mit den
primaren Antikdrpern fur 30 Minuten unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur.

Anschlielend erfolgte die Inkubation mit Sekundarantikérpern, welche in 4% FCS an die primaren
Antikdrper binden und durch ihre Fluoreszenz-Markierung das Farbesignal erzeugen.

An die Farbung mit den Sekundarantikérpern schlossen sich zum letzten Mal drei Waschgange in
PBS an. Hiernach wurden die Zellen nach dem letzten Zentrifugieren in FACS-Rd&hrchen (Becton
Dickinson) aufgenommen und konnten nun im Durchflusszytometer (Fluorescence Activated Cell
Sorting, FACS - Gerat (FACS-Calibur, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)) untersucht

werden, wie unter 2.7 beschrieben.
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Antikérpername

Verdinnung

Firma, Stadt /Land

CD 3 FITC-conjugated mouse

anti-human monoclonal antibody

10-20u1/2x10°

Zellen

BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA, USA

CD 14 FITC-conjugated mouse

anti-human monoclonal antibody

10-20u1/2x10°

Zellen

BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA, USA

CD 19 FITC-conjugated mouse

anti-human monoclonal antibody

10-20u1/2x10°

Zellen

BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA, USA

Rabbit polyclonal anti-PAG 1/250 Von Vaclav Horejsi, (Insitute of Molecular
Genetics, Academy of Science of the
Czech Republik, Prague) zur Verfigung
gestellt.

Rabbit anti-Brain Derived | 1/100 Chemicon International (jetzt Millipore),

Neurotrophic Factor polyclonal | 10ug/mL Temecula, California, USA

antibody

Rabbit anti-human Ciliary | 1/50 Chemicon International, Temecula,

Neurotrophic Factor 0,5ug/mL California, USA

Rabbit polyclonal to TNF a | 1/50 Abcam, Cambridge, UK

ab6671 1mg/mi

AK gegen induzierbare NO- | 1/200 Biomol (SA-200) (jetzt ENZO-Life

Synthetase Sciences)

MHC | 11 Klon-W6/32 von Dr. Jon Lindquist (Institut

Hybrid-Uberstand of Immunology, Otto-von-Guericke

Universitdt Magdeburg, Germany) zur
Verfligung gestellt.

MHC 1 1/50 Klon-L 243 +NaNj3 von Dr. Jon Lindquist

aufgereinigter
Hybrid-Uberstand

(Institut of Immunology, Otto-von-Guericke

Universitdt Magdeburg, Germany) zur

Verfligung gestellt.

Alexa Fluor®546 goat anti-rabbit | 1/200 Molecular Probes, Eugene/Oregon, USA
IgG (H+L) highly cross absorbed | 2mg/mL
Alexa Fluor®546 goat anti- | 1/200 Molecular Probes, Eugene/Oregon, USA
mouse IgG (H+L) highly cross | 2mg/mL

absorbed

Tab.2.1: Antikorper , die zur Farbung der mononuklearen Blutzellen benutzt wurden.
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2.6. FACS-Analysen

Die Durchflusszytometrie wurde am FACS-Calibur (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
mittels Cell-Quest-Pro Software durchgefihrt. Messungen wurden anhand der Bereiche der
lebenden Zellen kalkuliert (Gate1). Nacheinander erfolgte die Setzung der Messbereiche:
Zunachst fur die Signalintensitdt anhand des sekunddren Antikdrpers alleine (Gate 2 fur
Sekundarantikérper Anti Rabbit und Gate 3 fir Sekundarantikérper Anti Mouse). Fir die Proben,
bei denen eine Zweifachfarbung mit Sekundar- und Oberflachenantikérper (CD 3, CD 14, CD 19)
vorgenommen wurde, wurde anhand der doppelt gefarbten Probe Sekundarantikérper Anti Rabbit
plus CD 3-FITC-Oberflachenantikdrper ein letztes Gate 4 gesetzt. Um die sekundar gefarbten
Zellen zu messen, wurde die Fluoreszenz des Alexa-546-Antikbrpers gemessen. Das
Hintergrundrauschen in doppelt gefarbten Proben mit Sekundarantikérper und CD 14- und CD19-
FITC war relativ hoch, daher wurden auch die Abweichungen der Lokalisation des Maximums

(peak channel shift) angegeben.

2.7. Immunzytochemie

Das 12-Felder-Glaschen (Marienfeld, SUPERIOR, Laboratory Glassware) wurde zweimal in
doppelt destilliertem Wasser gespllt, so dass sich der blaue Farbstoff, der dazu dient, die
adhasive Wirkung des Felder-Glaschens zu schitzen, herunterléste. Danach wurde das
Glasblattchen einmal in PBS (GIBCO™, DULBECCO'S, w/o NaHCO3, Cat.No.:21300-058,
Paisley, Scotland, UK) gewaschen. Da nur 1,5x10° /20ul Zellen pro Feld gebraucht wurden, aber
ein Volumen von 20yl auf jedes Feld aufgetragen werden musste, wurde die Zellsuspension mit
PBS auf 20ul Volumen aufgeflllt und anschlieRend auf die Felder pipettiert. Die Zellen wurden
ebenso wie unter 2.1.2. beschrieben von gesunden Probanden gewonnen. AnschlieRend wurden
die Zellen fir 10 Minuten bei vier Grad Celsius in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen in PBS, wurden die Zellen fir eine Stunde in 20yl CD-
Oberflachenantikdrper inkubiert und anschlielend wurden die Glaschen drei Mal je funf Minuten in
PBS gewaschen. Im folgenden Arbeitsschritt wurden die Zellen mit 1%igem PFA (SIGMA; P-6148,
Steinheim, Germany) in PBS 20 Minuten fixiert, gefolgt von einmaligem Waschen fir finf Minuten
in PBS. An dieser Stelle war es mdglich, die Proben fir ca. 24 Stunden in PBS bei 4° C zu

belassen.
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Hierauf folgte die finf minttige Permeabilisation mit Triton x 100 (Packard 6008084, United
technologies PACKARD, S.A. Zurich, Schweiz) mit anschlielenden dreimaligen Waschen in PBS
fur jeweils funf Minuten.

Hiernach wurde mit einprozentigem bovinen Serumalbumin (BSA) (AURION BSA-CTM, Aurion,
Wageningen, Holland) fur die Dauer von 15 Minuten geblockt. Nach 15 Minuten wurde das BSA
vorsichtig mit einem Saugsystem abgezogen. Nun wurde Primarantikérper in BSA in den gleichen
Verdinnungen wie bei der FACS-Farbung auf die Felder pipettiert, dort bei Raumtemperatur fur
eine Stunde belassen und anschliel3end wieder dreimal fir je 5 Minuten in PBS gewaschen.

Nun wurden die Zellen wiederum fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem Zweitantikérper in
einprozentigem BSA inkubiert und wieder dreimal fur jeweils finf Minuten in PBS gewaschen.
Nach Abschluss der Farbevorgdnge wurde zunachst Einbettmedium (Einbettmedium: 2,45ml
glycerin for fluorescent microscopy (Merck 1.04095), 2,45ml Vectashield, 10mg Dabbco (=1,4
diazabicyclo-octano, Sigma D-2522) in 100ul PBS (pH 8,9)) um die Felder herum aufgetragen,
anschlieRend ein Deckglaschen aufgebracht und dieses mit Nagellack luftdicht abgeschlossen.

Als letztes wurde das Deckglas beschriftet und bei vier Grad Celcius gelagert.

2.8. Statistische Methoden

Um die Varianzen zu vergleichen, wurde der F-Test verwendet. Datenpaare wurden mit Hilfe von
T-Tests analysiert (ungepaart, zweiseitig). AuRerdem wurde die Welch's Korrektion fir die
ungleichen Varianzen angewandt. Als Mindestlevel fir die statistische Signifikanz in einem
zweiseitigen Test, wurde 5% gewahlt. Wo notwendig, zum Beispiel beim Vergleich von Patienten-
gegeniuber Probandendaten, wurde die Bonferroni-Korrektur fir mehrfaches Testen angewandt.
Zum Vergleich der Expressionen von BDNF, CNTF, TNFa und iNOS wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Dieser wurde auch angewandt, als der MSSS mit
in die Berechnungen einfloss.

Alle statistischen Tests wurden mit der GraphPadPrism®5 Software berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenrekrutierung

Uber einen Zeitraum von eineinhalb Jahren wurden 16 Erwachsene mit RRMS im akuten Schub
und 15 gesunde Probanden im Alter und Geschlecht passend zu den Patienten untersucht. Dabei
handelte es sich um acht Frauen und acht Manner (Tab.3.1). Das Altersmittel betrug 33,8 (21-47)
Jahre, die durchschnittliche Erkrankungszeit 9,4 Jahre (4-17) (Standardabweichung (SD) 1,17).
Die durchschnittliche Zeit nach Schubbeginn betrug bei der ersten Blutabnahme 10,03 Tage (SD
2,4).

Funf der Patienten waren zum Untersuchungstermin ohne Therapie, einer von ihnen hatte friiher
eine Behandlung mit Copaxone- und Mitoxantron erfahren. Sieben Patienten wurden zum
Untersuchungstermin mit Interferon-p1a (Rebif®), einer mit Interferon-p1a (Avonex®) und zwei mit
Interferon-g 1b (Betaferon®) behandelt.

Ziel der Arbeit war es, aufzuzeigen, in wie weit die trophischen Faktoren, BDNF und CNTF, durch
die immunmodulatorische Therapie beeinflusst werden. AuRerdem sollte gezeigt werden, wie sich
die proinflammatorischen Faktoren TNFa und iINOS im akuten Schub beziehungsweise unter
immunmodulatorischer Therapie verhalten. Es galt herauszufinden, ob immunmodulatorische
Substanzen proinflammatorische Botenstoffe im akuten Schub rechtzeitig vermindern kénnen

ohne dabei die Sekretion trophischer Faktoren zu reduzieren.
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Patient Alter Geschlecht | Basistherapie | Erkrankungsdauer | Tage bis | MSSS
(Jahre) in Jahren Schubtherapie
1* 43 M Rebif 44ug 17 8 3,0
2* 23 M Keine 14 4 0,5
28 M Keine 14 5 4,3

4 24 M Avonex- 5 4 0,3
5 29 W Rebif 44ug 4 31 4,3
6** 46 W Keine 12 14 6,9
7 21 M Rebif 44ug 4 14 4,3
8 46 M Rebif 44ug 8 4 6,1
9 25 M Rebif 44ug 5 7 1,3
10 31 W Rebif 44ug 10 15,5 1,5
11* 36 w Betaferon 12 2 6,0
12* 26 M Betaferon 4 4 6,2
13* 47 W Rebif 44ug 14 7 5,2
14 31 W Rebif 44ug 8 4 4,6
15 44 W Keine 15 7 5,1
16 41 W Keine 4 30 1,5
Mittelwert | 33,8 8 W; 8M 8x Rebif 44ug | 9,4 10,03 3,8

1x Avonex:

2x Betaferon

5x Keine

Tab.3.1: Charakteristika der rekrutierten Patienten
* Patienten, die additional Kortison erhielten zur Basisschubtherapie von 1g/Tag fir die Dauer von 3 Tage
** Patientin Nr.6 befand sich in der sekundar chronisch progredienten Form der MS

3.2, Etablierung der FACS-Farbungen

Zur Analyse der zu untersuchenden Faktoren wurde die FACS-Analyse ausgewahlt, da es mit
dieser Methode madglich ist die Zellen qualitativ und quantitativ zu untersuchen. Fur die Farbungen
an fixierten und permeabilisierten Zellen wurden hochspezifische Antikérper verwendet. Diese
Antikérper wiesen sowohl eine gut dokumentierte Immunreaktivitat in der Immunhistochemie als
auch keine Kreuzreaktivitit mit verwandten Proteinen auf. Um die passende
Antikdrperkonzentration zu bestimmen, wurde auf die Herstellerangaben fiir die Immunhistochemie
zuruckgegriffen und diese in Test-Versuchen optimiert. Somit konnte die deutlichste Verschiebung
der Fluoreszenzintensitat in der FACS-Messung erzielt werden. Zunachst wurden die

Antikérperverdinnungen an MNZ gesunder Probanden optimiert. Als Negativkontrollen diente zum
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Einen eine Farbung mit der aufgereinigten Immunglobulin G-Fraktion aus normalem
Kaninchenserum zur Kontrolle der Spezifitat der Primarantikérper, zum Anderen die jeweiligen
Sekundarantikérper als Kontrolle fur deren unspezifische Bindung an die Zellen. Als
Positivkontrolle diente die Farbung gegen PAG, ein ubiquitdr exprimiertes intrazellulares
Transmembranadapterprotein.

Abb. 3.1. zeigt das Signal fir ungefarbte Zellen und die Hintergrund-Fluoreszenzintensitat nach
Inkubation mit dem Fluoreszenz-markierten Anti-Kaninchen-Zweitantikérper. Die Inkubation mit
dem aufgereinigten Kaninchen-Immunglobulin aus normalem Kaninchenserum und nachfolgender
Inkubation mit Fluoreszenz-markierten Anti-Kaninchen-Zweitantikbrper zeigt keine weitere

Erh6hung der Fluoreszenzintensitat.
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Abb. 3.1: Spezifizitatskontrolle fur den Primarantikorper

MNZ von freiwilligen Versuchspersonen wurden entweder mit dem Sekundarantikérper Anti-Rabbit (Alexa
Fluor®546 Ziegen IgG) oder mit aufgereinigtem Rabbit-lgG aus normalem Kaninchenserum mit einer
Konzentration von 0.4 pg/ml gefarbt. AnschlieRend folgte die Inkubation mit Fluoreszenz-markiertem
Antikaninchen-Zweitantikdrper mittels 4% FCS zur initialen Blockung und wahrend der Inkubation mit dem
Antiserum. Die FACS-Profile Uberschneiden sich.
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Abb.3.2 zeigt die Hintergrund-Fluoreszenzintensitat von mit Sekundarantikdrper inkubierten Zellen

sowie die deutlich erhdhte Fluoreszenzintensitat der gegen PAG gefarbten Positiv-Kontrolle.
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Abb. 3.2: Kontroll-FACS-Profile
FACS—Profile von MNZ gesunder Probanden ungefarbt, nur mit Sekundarantikdrper allein inkubiert (Anti-
Rabbit-Alexa 546) sowie mit der Positivkontrolle Rabbit-anti-PAG.

Ausgehend von den fur fluoreszenzmikroskopische Visualisierung empfohlenen Konzentrationen
testeten wir verschiedene Verdinnungen flr TNFa, iINOS, BDNF und CNTF und wahiten die
Konzentration mit der besten detektierbaren Erhdhung der Fluoreszenzintensitat (Abb.3.3-3.7).

Anti-MHCI wurde als Hybridom-Kulturiberstand unverdiinnt verwendet (Abb. 3.8).
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Abb. 3.3: Optimierung der TNFa-Farbung

FACS —Profile von MNZ gesunder Probanden ungefarbt, nur mit Sekundarantikérper inkubiert (hier Anti-
Kaninchen-Alexa 546= 2nd Rabbit) sowie mit der angegebenen Konzentration von Anti-TNFa-Antiserum
gefarbt.
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Abb. 3.4: Optimierung der iNOS-Farbung

FACS—Profile von MNZ gesunder Probanden ungefarbt, nur mit Sekundarantikdrper inkubiert (hier Anti-
Kaninchen-Alexa 546= 2nd Rabbit) sowie mit der angegebenen Konzentration von Anti-iINOS-Antiserum
gefarbt.
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Abb. 3.5: FACS-Profile fiir eine BDNF-Farbung
FACS—Profile von MNZ gesunder Probanden ungefarbt, nur mit Sekundarantikdrper inkubiert (hier Anti-
Rabbit-Alexa 546) sowie mit der angegebenen Konzentration von Anti-BDNF-Antiserum gefarbt.
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Abb. 3.6: FACS-Profile fiir eine CNTF-Farbung
FACS —Profile von MNZ gesunder Probanden ungefarbt, nur mit Sekundarantikérper inkubiert (hier Anti-
Rabbit-Alexa 546) sowie mit der angegebenen Konzentration von Anti-CNTF-Antiserum gefarbt.
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Abb. 3.7: FACS-Profile der MHCI-Farbung
FACS—Profile von MNZ gesunder Probanden ungefarbt, nur mit Sekundarantikorper inkubiert (hier Anti-
Maus-Alexa 546= 2nd Mouse) sowie mit Hybridom-Uberstand des Klons W32/6.
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Abb. 3.8: FACS-Profile der MHC lI-Farbung

FACS—Profile von MNZ gesunder Probanden ungefarbt, nur mit Sekundarantikdrper inkubiert (hier Anti-
Maus-Alexa 546= 2nd Mouse) sowie mit aufgereinigtem Immunglobulin aus Hybridom-Uberstand des Klons
L224 gefarbt.

Bei Farbung mit dem Antikérper gegen MHC Il (Abb.3.8) ist eine diskrete Verschiebung der
maximalen Fluoreszenzintensitat flr die Hauptpopulation sowie eine geringe Zellzahl mit héherer
Fluoreszenzintensitat zu sehen. Dies ist wohl darauf zurickzufihren, dass MHC Il nur auf
antigenprasentierenden Zellen exprimiert ist. Aufgrund der geringen Zahl gefarbter Zellen wurde

die MHC II-Farbung nicht an allen Patienten durchgefihrt.

3.3. Expression von CNTF und BDNF in MNZ

Mit Hilfe der RT-PCR konnte die spezifische Expression von CNTF aus peripheren MNZ im
peripheren Venenblut von gesunden Probanden nachgewiesen werden (Abb.3.9). Das erwartete
PCR-Produkt der CNTF-spezifischen Primer mit einer Ldnge von 168 Basenpaaren konnte sowohl
aus mRNA von MNZ als auch als Positivkontrolle genutztem humanen Hirngewebe amplifiziert
werden. Das 285 Basenpaare lange PCR-Produkt der -Actin-Primer konnte ebenfalls sowohl aus
MNZ als auch aus humanem Hirngewebe amplifiziert werden. Die p-Actin Bande diente als

Ladekontrolle fur die eingesetzte mRNA-Menge.
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H,0 MNZ Gehirn

Abb. 3.9: Vergleiche der Expression von CNTF und BDNF in MNZ. RT-PCR.

Aus humanen peripheren mononukledren Blutzellen wurde mRNA isoliert. Die 168bp-Bande zeigte die
CNTF mRNA-Expression sowohl in diesen peripheren Blutzellen als auch in der post mortem menschlichen
Gehirnzelllinie, die als Kontrolle diente. Parallel durchgeflihrte Kontrollreaktionen ohne reverse Transkriptase
ergaben keinerlei PCR-Produkte. Somit war die RNA-Praparation frei von Kontamination mit genomischer
DNA. RT-PCR fiir Beta-Actin zeigte die Beladung des Gels.

In der Immunzytochemie konnte durch ein Anti-CNTF-Antiserum ein gepunktetes intrazellulares
Farbemuster gezeigt werden. CNTF besitzt kein Signalpeptid und ist im Zytoplasma lokalisiert. Das
Farbemuster von CNTF, welches in (Abb.3.10) gezeigt wird, stimmt mit dem zytoplasmatischen
Muster, welches von Dutta et al. (2007) in humanem Gehirn gezeigt wurde, Uberein. Die BDNF-
Farbung mittels Antiserum, welches in der FACS-Analyse verwendet wurde, zeigt ebenfalls ein
gepunktetes Farbemuster. Dies entspricht dem von Kerschensteiner et al. (1999) und Stadelmann
et al. (2002) beschriebenen Farbemuster. Die Farbung gegen den zytoplasmatischen Teil des
transmembranen Adapterproteins PAG diente als Positivkontrolle fir die gelungene
Permeabilisation (Abb.3.10).

anti-CNTF anti-BDNF
anti-PAG Sek.-AK anti-rabbit

Abb. 3.10: Vergleiche der Expression von CNTF und BDNF in MNZ. Immunzytochemie.
Immunzytochemie von fixierten und permeabilisierten peripheren mononukledre Blutzellen, welche ein
punktiertes intrazelluldres Farbemuster fur CNTF zeigt, dhnlich dem Farbemuster von BDNF. Die deutliche
Farbung des zytoplasmatischen Teils von PAG (Phosphoprotein assoziiert mit glykophospholipid-
angereicherten Mikrodomé&nen) zeigt die erfolgreiche Permeabilisation. Als Negativkontrolle diente die
alleinige Farbung des Sekundarantikérpers.
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Als Nachstes wurde ein Protokoll zur immunzytochemischen Farbung und FACS-Analyse
von peripheren mononuklearen Zellen unter der Verwendung des gleichen CNTF-Antiserum, das
auch in der Immunzytochemie gezeigt wurde, etabliert. Als Immunogen flir dieses
Kaninchenimmunserum diente rekombinantes humanes CNTF. Vom Hersteller wurde
beschrieben, dass dieses Serum auch die CNTF-Aktivitat in der Zellkultur hemmt und damit das
CNTF-Protein in seiner nativen Konformation erkennen kann. Wie bereits in Abb. 3.6 gezeigt,
wurde eine deutliche Verschiebung der maximalen Fluoreszenzintensitat nach Farbung von MNZ
mit Anti-CNTF-Antiserum hervorgerufen.

Abb.3.11 zeigt eine Doppelfarbung mit Hilfe populationsspezifischer Marker: CD3 fir T-Zellen,
CD14 flr Monozyten und CD19 fir B-Zellen und somit die gemessene Expression in allen drei
Zelltypen. Die Proben mit CD14- und CD19-Farbung wiesen ein hohes Hintergrundrauschen auf,
was moglicherweise auf die Oberflachenexpression von Fc-Rezeptoren zurickzuflhren ist.
Aufgrund dieses Rauschens waren die Mittelwerte dieser Proben weniger verldsslich als die
Proben mit der CD3-Oberlachenfarbung.

Beim Vergleich der Abb.3.11 und Abb.3.12 wurden die BDNF- und CNTF-positiven Zellen einander
gegenubergestellt. Es wurde deutlich, dass die CNTF- ebenso wie die BDNF-Expression in T-
Zellen gesunder Probanden gering, aber dennoch deutlich messbar ist. In den Doppelfarbungen
mit Anti-CD19 und —CD14 konnten erhdhte CNTF-Werte in B-Zellen und Monozyten dokumentiert
werden. Dagegen konnten die héchsten BDNF-Expressionen in Monozyten und mittlere Werte in

B-Zellen gefunden werden.
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Abb. 3.11: Vergleiche der Expression von CNTF und BDNF. Doppelfarbung CNTF.

Doppelféarbung mit Anti-CNTF-Antiserum und Antikérpern gegen CD3, CD 14 und CD 19, um die jeweilige
Expression in allen drei MNZ Subpopulationen in unterschiedlichen Niveaus zu zeigen. Es werden die
mittlere Fluoreszenzintensitat und die Verschiebung der maximalen Fluoreszenzintensitat (peak channel
shift) gezeigt.
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Abb. 3. 12: Vergleiche der Expression von CNTF und BDNF. Doppelfarbung BDNF.

Doppelféarbung mit anti-CNTF-Antiserum und Antikérpern gegen CD3, CD14 und CD19, um die jeweilige
Expression in allen drei MNZ Subpopulationen in unterschiedlichen Niveaus zu verdeutlichen. Es werden die
mittlere Fluoreszenzintensitat und die Verschiebung der maximalen Fluoreszenzintensitat (peak channel
shift) gezeigt.

3.4. CNTF-, BDNF-, TNFa- und iINOS-Expression bei Patienten mit
Multipler Sklerose

Um die Expression von CNTF, BDNF, TNFa und iINOS zu messen, wurde eine intrazellulare
Farbemethode mit Antikdrpern gegen TNFa, iNOS, BDNF und CNTF etabliert, wie unter 3.2.
beschrieben. Zur Quantifizierung wurde die FACS-Analyse genutzt. Somit konnte die intrazellulare
Konzentration der getesteten Proteine in frisch isolierten, peripheren mononuklearen Zellen ex vivo
gemessen werden, ohne durch Kultivierungsartefakte beeinflusst zu werden. Mit Hilfe dieser
Analyse konnte gezeigt werden, dass die Expression von TNFa in MS-Patienten im akuten Schub
im Vergleich zu gesunden Probanden (Abb.3.13 A) um 52% gesteigert ist. Diese Wertsteigerung
war signifikant (p=0,0497). Uberraschender Weise blieben die TNFa-Werte auch nach dreitagiger
Kortisontherapie hoch (+34% im Vergleich zu gesunden Probanden), am Tag 30 waren die TNFa-
Expressionswerte nur noch 12% hdher. Ein &hnlicher Trend lies sich auch beim Vergleich der
iINOS-Werte von MS-Patienten mit Werten von Gesunden zeigen. Jedoch waren die
Veranderungen mit 17% hdheren Werten am Tag 1 im Vergleich zu den Gesunden (Abb.3.13 B),
deutlich geringer als bei TNFa. Unmittelbar nach der Steroidtherapie lies sich bei iINOS, ebenso
wie bei TNFa, keine Reduktion der intrazellularen Proteinkonzentration am Tag 4 messen. CNTF
zeigte am Tag 1 eine hohe Varianz im Vergleich zu den Probanden und im Mittel keine erhéhten
Werte, jedoch war nach der dreitdgigen Methylprednisolongabe die intrazellulare Konzentration um
86% hoher als die Werte der Gesunden. Dieser Anstieg war signifikant (p=0,0457). Am Tag 30
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waren die Konzentrationen von CNTF bei Patienten und Probanden wieder anndhernd gleich
(Abb.3.13 C).
Fir BDNF konnten flr keinen der Analysezeitpunkte quantitative Unterschiede zwischen MS-
Patienten und Probanden gefunden werden (Abb.3.13 D). Auch fir MHCI, welches als potentiell
durch Immunmodulation beeinflussbares Genprodukt als Kontrolle diente, waren keine
Expressionsunterschiede nachweisbar (Abb.3.13 E).
Interessanterweise war zu sehen, dass Patienten- und Probandendaten eine ahnliche Varianz bei
iINOS, BDNF und MHC | zeigten, wohingegen Unterschiede in den Varianzen fir TNFa und CNTF
zwischen Patienten und Gesunden deutlich wurden. Dies konnte darauf hinweisen, dass entweder
die MS selbst und/oder die MS-Therapie zu unterschiedlichen Wertniveaus dieser beiden Faktoren

fuhren.
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Abb. 3.13: Expression von TNFa, iNOS, CNTF, BDNF und MHC | bei Patienten mit MS
MNZ wurden von MS-Patienten isoliert, welche sich im akuten Schub befanden. Das Blut wurde am Tag 1
(D1) unmittelbar vor einer dreitdgigen intravenésen Methylprednisolonbehandlung, am Tag 4 (D4) -einen Tag
nach der Prednisolontherapie- und am Tag 30 (D30, Basiswert) nach der ersten Blutentnahme
abgenommen. Periphere mononukledre Zellen von gesunden Probanden, die im Alter und Geschlecht zu
den Patienten passten, wurden als Kontrollen analysiert. Es wurde eine immunzytochemische Farbung an
fixierten und permeabilisierten Zellen vorgenommen. Zur Farbung dienten Antisera gegen A) TNFa, B)
iINOS, C) CNTF, D) BDNF. Die Charakterisierung des CNTF-Antiserum (bzw. aller Antikérper am Anfang
dieses Kapitels) wurde bereits in Abb.3.10 gezeigt. Die Oberflachenfarbung fir E) MHC | wurde sowohl vor
der Fixierung als auch vor der Permeabilisation ausgefihrt. Gezeigt werden die mittleren
Fluoreszenzintensitaten +/- dem Standardfehler. Der F-Test zeigte ungleiche Varianzen zwischen Patienten
und Gesunden bei TNFa und CNTF. Students T-Test (zweiseitig, ungepaart) mit der Welch- Korrektur fir
ungleiche Varianzen lies bei Patienten im Vergleich zu Probanden einen signifikanten Anstieg sowohl von
TNFa am D1 (p<0,05) als auch von CNTF am D4 (p<0,05) erkennen.
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Analysen der Leukozytenoberflachenmarker CD3, CD19 und CD14 fur T-, B-Zellen und

Monozyten zeigten, dass die Therapie mit Kortikosteroiden einen Einfluss auf die Verteilung der

Leukozytensubpopulationen hatte, welche mit der MNZ-Praparation isoliert wurden. Die CD3-
positiven T-Zellen waren von 59 auf 45% reduziert, wahrend CD14-positive Makrophagen von 5,4
auf 15,6% anstiegen und sich die CD 19-positiven B-Zellen von 6,3 auf 10,6% erhdéhten. Es lies
sich kein Unterschied zwischen den Werten an Tag 1 von Patienten und den Messungen von
gesunden Probanden feststellen. Das lasst darauf schlieBen, dass der akute Schub selbst zu
keiner Veranderung der Leukozytensubpopulationen fiihrte.  Doppelfarbungen  mit
populationsspezifischen Oberflachenmarkern und Anti-BDNF und Anti-CNTF zeigten, dass die
Veranderungen, die in Abb. 3.13 fir alle MNZ gezeigt wurden, sich auch in den CD3-positiven
Zellen zeigen. Allerdings war die erhdhte Expression an Tag 4 nicht signifikant, evtl. aufgrund der
relativ geringen Patientenzahlen. Ein dhnlicher Aufwartstrend wie fir CNTF wurde fur BDNF in den
CD 3-positiven T-Zellen gezeigt, wenn auch noch weniger deutlich als die Werterhéhung bei
CNTF. Daher waren diese Werte fur BDNF ebenfalls nicht signifikant (Abb. 3.14 A und B). Es kann
also davon ausgegangen werden, dass die Expressionsdaten der gesamten MNZ vor allem die

Expression in CD3-positiven T-Zellen reprasentieren.
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Abb. 3.14: Glukokortikoidbehandlungseffekt auf Leukozytensubpopulationen

A) MNZ und Kontrollen wurden einer Doppelféarbung mit Anti-BDNF oder Anti-CNTF und jeweils Anti-CD3, -
CD14, -CD19 unterzogen. AnschlieRend wurden die mittleren Fluoreszenzintensitaten der FACS-Analysen
gegeneinander aufgetragen, wobei die Wachstumsfaktoren auf der Y-Achse und Oberflachenmarkern auf
der X-Achse ihren Platz fanden. Die Daten wurden mit Hilfe einer Quadranten-Analyse untersucht. Im
oberen und unteren rechten Quadranten befindliche Zellen wurden zusammengezahlt als CD3/CD4/CD 19
[high] deutlich positive Zellen. Gezeigt werden alle Mittelwerte von allen Patienten/ Kontrollen +/- SEM
(Standardfehler). Der Students T-Test zeigte eine deutliche Abnahme der CD 3 [high] exprimierenden Zellen
am D4 im Vergleich zu D1 (p=0,02); eine deutliche Zunahme sowohl von CD14 [high] exprimierenden Zellen
am D4 im Vergleich zu D1 (p=0,0003) als auch von CD 19 [high] exprimierenden Zellen am D4 verglichen
mit D1 (p=0,03). Es wurde kein deutlicher Unterschied zwischen Patienten am D1 und gesunden Kontrollen
unter Berlcksichtigung der Leukozytensubpopulationen gefunden. B) Gezeigt werden hier die mittleren
Fluoreszenzintensitdten von FACS-Analysen aus Farbungen mit Anti-CNTF und Anti-BDNF der CD3-
positiven Zellen. Die Mittelwerte von CD14- und CD19-positiven Zellen konnten, aufgrund zu hohen
Hintergrundrauschens des Sekundarantikdrpers und vermutlich auch aufgrund der Fc-Rezeptoren auf der
Oberflache von B-Zellen und Makrophagen, nicht evaluiert werden.
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3.5. Der Einfluss der Interferonf-Therapie

Um die Begleiteffekte der Immunmodulation durch hochdosierte INF-3-Therapie sowohl wahrend
des akuten Schubes als auch fiur die Grundwerte zu bestimmen, wurde das Patientenkollektiv
stratifiziert. Dabei wurde unterschieden zwischen jenen Patienten, die hochdosiert IFNf (entweder
Interferon-p 1a (Rebif®) 44 ug 3x/Woche oder Interferon- 1b (Betaferon®) 8 MIU jeden zweiten
Tag) (n=10) und Patienten die zum Untersuchungszeitpunkt keine immunmodulatorische Therapie
erhielten. Der Patient, dem Interferon-pf 1a (Avonex®) als immunmodulatorische Therapie zum
Untersuchungszeitpunkt zuteil wurde, wurde in die Interferon-Stratifizierung nicht aufgenommen.
Bei Patienten ohne immunmodulatorische Therapie zeigte sich flr die TNFa-Konzentrationen
leicht reduzierte Werte an D4 nach Methylprednisolon-Therapie und an D30, bei den IFNf-
behandelten Patienten an D30, statistisch waren diese Abwartstrends aber in den beiden
Patientengruppen nicht signifikant, was madglicherweise auf die relativ kleine Anzahl an
untersuchten Patienten zuriickzufihren ist (Abb.3.15 A).

Fir iINOS =zeigten sich an Tag 4 ebenfalls etwas reduzierte Werte in Patienten ohne
immunmodulatorische Therapie im Vergleich mit INF-B-behandelten Patienten. Am Tag 30 war
diese Reduktion signifikant (p=0,004) hoch (Abb.3.15 B).

Fir CNTF wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen
gemessen, moglicherweise aufgrund der geringen Patientenzahl (Abb.3.14 C). Die erhéhten Werte
fur CNTF an Tag 4 nach Methylprednisolon wurden jedoch nur in den Patienten ohne
immunmodulatorische Therapie deutlich. Das lasst darauf schlieBen, dass dieser
Glukokortikoideffekt durch die IFN-p-Therapie maskiert wurde. Bei diesen Untersuchungen fiel auf,
dass Patienten ohne immunmodulatorische Therapie am Tag 30 geringere BDNF-Werte aufwiesen
als die Patienten mit IFN-B-Therapie (p=0,002). Am Tag 1 und Tag 4 waren die Werte von
Patienten ohne immunmodulatorische Therapie den Werten der Patienten mit Therapie gleich
(Abb.3.15 D ). Das kénnte darauf hinweisen, dass IFN-B-behandelte Patienten eine erhéhte BDNF-
Expression zwischen akuten Schiben zeigen. Jedoch ist keine zusatzlich erhdhte Ausschittung
von BDNF wahrend eines akuten Schubes zu verzeichnen.

Die MHC I-Expression war bei Patienten mit INF-3-Therapie héher als bei Patienten ohne diese
Therapie. Dies entsprach unseren Erwartungen und diente infolgedessen als Bestatigung der
korrekten Stratifizierung (Abb.3.15 E).
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Abb. 3.15: Effekte der hoch-dosierten IFN-f-Therapie bei MS-Patienten innerhalb der
Expressionsniveaus von TNFa, iNOS, CNTF, BDNF und MHC |

Die Patienten wurden anhand ihrer Therapie in zwei Gruppen aufgeteilt: entweder erhielten sie keine
immunmodulatorische Therapie oder sie erhielten hoch-dosiert INF-R. Dabei wurden die Expressionen, die
bereits in Abb.3.12 gezeigt wurden, erneut einzeln im Hinblick auf die Therapie analysiert. Gezeigt werden
die Ergebnisse fir die Antikrper A) TNFa, B) iNOS, C) CNTF, D) BDNF und E) MHC |. Zur statistischen
Analyse wurde der Student’s T-Test (zweiseitig, ungepaart) mit Welch's Korrektur flr ungleiche Varianzen
herangezogen.
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3.6. Korrelation von TNFa- und BDNF-Werten wahrend des akuten
Schubes

Wir spekulierten, dass TNFa eine Rolle bei der vermehrten Expression von BDNF spielt. Daher
stellten wir die einzelnen TNFa-Werte in Abhangigkeit der jeweiligen BDNF-Werte dar und fanden
eine signifikant positive Korrelation am Tag 1 (Pearson r=0,73, p=0,001) (Abb.3.16). Die lineare
Regressionsanalyse wurde mit R?=0,54 angewendet. Fiir Tag 4 nach Kortisontherapie und Tag 30
wurde keine Korrelation gefunden. Um zu testen, ob es Hinweise dafir gibt, dass BDNF an der
Regulation von iNOS beteiligt ist, wurden die individuellen BDNF-Werte in Abhangigkeit von den
jeweiligen iINOS-Werten aufgezeichnet (Abb.3.16). Hier wurde eine schwache Korrelation flr Tag
30 (Pearson r=0,64, p=0,01) deutlich. Nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur fir mehrfache
Tests (18 Vergleiche in Abb.3.16 und Abb.3.17) wurde jedoch deutlich, dass diese Korrelation
nicht signifikant war.

Als die TNFa- und iNOS-Expressionen in Abhangigkeit voneinander dargestellt (Abb.3.16) wurden,
zeigten sich schwache Korrelationen fir Tag 4 (Pearson r=0,6, p=0,02) und Tag 30 (Pearson
r=0,56, p=0,03). Nach Korrektur fir mehrfaches Testen waren die Korrelationen wiederum nicht

signifikant.
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Abb. 3.16: Korrelation der individuellen Expression von BDNF und TNFa im akuten Schub

Es wurden die Expressionsniveaus (mittlere Fluoreszenzintensitat) von BDNF eines jeden Patienten denen
von TNFa und iNOS gegeniibergestellt. Untersucht wurden die Werte an den Entnahmetagen D1, D4 und
D30. Aulierdem wurden die iNOS-Expressionen auch denen von TNFa gegeniibergestellt. Wahrend eines
akuten Schubes (D1) korrelierten die BDNF-Werte mit den TNFa-Expressionen (Pearson r=0,73, p=0,001).
BDNF- und iINOS-Konzentrationen zeigen eine leichte Korrelation am D30 (Pearson r=0,64, p=0,01), iNOS
und TNFa korrelieren leicht am D4 (Pearson r=0,60, p=0,02) und am D30 (Pearson r=0,56, p=0,03). Um die
korrelierenden Datensatze darzustellen, wird die lineare Regressionkurve mit der 95% Konfidenzbande
gezeigt.

40



Ergebnisse

&0 &0 5 60
S04 &0 . .
w 40 . T 401 * » ; 40 . . -
Z 0 ‘.Q . g 0 H o . o '. o .
D20 f= MDe o, o o 20{ « >
101 » 10 . “
0 . , ot - : o4 - -
40 80 120 0 40 80 120 0 40 80 120
CNTF CNTF CNTF
60 60 60
L
.
= 40 - 401 * N ® 40
w * . L - w *.
= = . . = L
=20 &°* = 20 =20 -
A eged L ‘2 “ .
0 - . o4 - : o4 - .
40 80 120 0 40 80 120 0 40 80 120
CNTF CNTF CNTF
80 1201 80
40 * g * 40 .
ee . .
w0 . 0 40 0w o .
o : w o - ..
Z 201 by o ~ . Z201
o M = 20 o* - . — e . -
. . .
10 10 & 10{ »
0 0+ 0
0 40 80 120 0 40 80 120 0 40 20 120
CNTF CNTF CNTF

Abb. 3.17: Keine Korrelation der individuellen Expression von BDNF/CNTF, CNTF/TNFa und
CNTF/iNOS

Es wurden die Expressionsniveaus (mittlere Fluoreszenzintensitat) von CNTF eines jeden Patienten denen
von BDNF, TNFa und iNOS gegenulbergestellt. Untersucht wurden die Werte an den Entnahmetagen D1, D4
und D30. Es wurde keine Korrelation gefunden.

3.7. Individuelle Werte fiir TNFa-, iNOS-, CNTF- und BDNF-Werte

korrelieren mit dem Schweregrad der Erkrankung

Des Weiteren wurde die Frage gestellt, ob es eine positive Korrelation zwischen der Expression
der proinflammatorischen, potentiell zytotoxischen Faktoren TNFa und iINOS mit dem
Schweregrad der MS oder eine negative Korrelation mit der Expression von Neurotrophinen aus
peripheren Immunzellen gibt. Fir beide Korrelationen wurde der Multiple Sclerosis Severity Score
(MSSS) jedes Patienten in Abhangigkeit seines individuellen Expressionslevels von BDNF, CNTF,
TNFa, iINOS und MHC | zu den drei Messzeitpunkten (Tag1, Tag 4, Tag 30) dargestellt. Es

konnten keine Korrelationen gefunden werden (Abb.3.18).
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Abb. 3.18: Individuelle Wertniveaus von BDNF, CNTF, TNFa, iNOS und MHC | zeigen keine
Korrelation mit dem MSSS

Es wurden die Expressionsniveaus (mittlere Fluoreszenzintensitat) von BDNF, CNTF, TNFa, iNOS und MHC
I am D1, D4 und D30 eines jeden Patienten den MSSS-Werten gegenibergestellt. Es konnte bei keinem der
Patienten eine Korrelation gefunden werden.

Zusatzlich konnte ebenfalls keine Korrelation zwischen der Expression proinflammatorischer und

neurotrophischer Mediatoren und dem Alter der Patienten festgestellt werden (Abb.3.19).
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Abb. 3.19: Keine Korrelation der Expression von BDNF,CNTF, TNFa, iNOS und MHC | mit dem Alter
der Patienten

Es wurden die Expressionsniveaus (mittlere Fluoreszenzintensitat) von BDNF, CNTF, TNFa, iNOS und MHC
| dem Alter der Patienten gegenubergestellt. Untersucht wurden die Werte an den Entnahmetagen D1, D4
und D30. Es wurden keine Korrelationen gefunden.
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Beziglich der Krankheitsdauer </ > 5 Jahre (Abb.3.20) zeigte sich fir CNTF ein Trend zu
hoherer Expression an D1 und D4 flr Patienten mit langerer Krankheitsdauer, der nicht signifikant
war. Jedoch sind in dieser Gruppe die Patienten ohne immunmodulatorische Therapie
Uberreprasentiert (4/10 gegenuber 1/6 in der Gruppe mit kirzerer Krankheitsdauer). Der Effekt
kénnte also indirekt sein, da diese Patienten zumindest an D4 auch einen Trend zu hoherer CNTF-
Expression zeigten. Bei Analyse nach dem Geschlecht (Abb.3.21) zeigte sich interessanterweise
ein Trend zu erhéhter iINOS-Expression an D1 und D4 bei den mannlichen Patienten, der aber,

vermutlich aufgrund der niedrigen Patientenzahlen, nicht signifikant war.
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Abb. 3.20: Vergleich von BDNF, CNTF, TNFa, iNOS und MHC | anhand der Krankheitsdauer.

Gezeigt werden FACS-Analysen, wie bereits in Abb.3.12. Es werden BDNF, CNTF, TNFa, iNOS und MHC |
von Patienten mit einer Krankheitsdauer von Uber funf Jahren denen mit einer Krankheitsdauer von unter
funf Jahren gegenibergestellt. Bei einer Krankheitsdauer von Uber flinf Jahren zeigte sich bei CNTF ein
Trend zu horen Werten an D4.
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Abb. 3.21: Vergleich von BDNF, CNTF, TNFa, iNOS und MHC | an den Tagen D1, D4 und D30,

stratifiziert nach Geschlecht.

Gezeigt werden FACS-Analysen, wie bereits in Abb.3.12 gezeigt. Es werden BDNF, CNTF, TNFa, iNOS und
MHC | von Patienten nach dem Geschlecht stratifiziert an den Tagen D1, D4 und D30 gegeniibergestellt.

46



Diskussion

4. Diskussion

Die derzeit zugelassenen immunmodulatorischen Behandlungen gegen MS zielen darauf ab, die
klinisch und radiologisch feststellbare Aktivitdt zu reduzieren. Dabei sollt die Therapie praventiv
Neurone und Oligodendrozyten schitzen. Die Entdeckung der Expression von Wachstumsfaktoren
in humanen Leukozyten (Kerschensteiner et al. 1999, Besser & Wank 1999) inspirierte Studien
zum reparativen Potential der Entziindung. In Tierexperimenten wurde gezeigt, dass der Transport
exogener (Maier et al. 2004, Kuhimann et al. 2006) und endogener Neurotrophine durch
Immunzellen (Hammarberg et al. 2000) zum Ort der Entziindung die Reparatur von entzindlich
bedingten Schadigungen foérdert. Erfolgreiche MS-Therapien werden proinflammatorische und
zytotoxische Mediatoren effektiv supprimieren missen, wahrend die reparativen Prozesse erhalten
oder sogar gefordert werden.

Um diesen Fragen naher auf den Grund zu gehen, wurde in dieser Arbeit die Balance
proinflammatorischer und neuroprotektiver Mediatoren in mononuklearen Zellen von MS-Patienten
im akuten Schub naher untersucht. Es wurden Verdnderungen der Proteinexpression direkt nach
intravendser Methylprednisolontherapie mit Basiswerten verglichen. Zusatzlich wurden Patienten,
die mit INF-g behandelt wurden, mit Patienten ohne immunmodulatorische Therapie verglichen.
Um Zellkulturartefakte zu vermeiden und um ein moglichst realitdtsgetreues Bild einer in vivo—
Stimulation von Leukozyten zu erreichen, wahlten wir die durchflusszytometrische Analyse von
direkt ex vivo isolierten, intrazellular gefarbten MNZ. So war es uns mdglich, quantitativ

hochwertige Ergebnisse auf Einzelzellniveau zu erzielen.

4.1. CNTF-Expression in humanen Leukozyten und Erhohung der CNTF-
Expression wahrend eines akuten Schubes nach Glukokortikoid-

Therapie

In unseren Versuchen zeigten wir mit Hilfe der RT-PCR, der Immunzytochemie und der
Durchflusszytometrie, dass CNTF in humanen Leukozyten exprimiert wird. So bewiesen wir die
Expression in Gesunden und konnten im Verlgeich dazu erhéhte CNTF-Expressionen von MS-
Patienten am Tag 4 nach Kortisontherapie im akuten Schub nachweisen. CNTF ist ein potentes
Neurotrophin, welches das Uberleben von Neuronen nach Axotomie unterstiitzt (Sendtner et al
1990, Clatterbuck et al. 1993). Es wurde bereits in experimentellen Modellen primar degenerativer
Erkrankungen beschrieben (Mitsumoto et al. 1994, Sendtner et al. 1992, Anderson et al. 1996). In
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einem ZNS-Autoimmunitats-Modell, der MOG (35-55) - induzierten EAE, zeigten CNTF-

knockout-Mause frihere Symptome und eine progrediente Behinderung (Linker et al. 2002). Die

Injektion von rekombinantem CNTF fiihrte zu einer verbesserten Remyelinisierung durch eine
Zunahme von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen in MOG-induzierter EAE (Kuhlmann et al. 2006).
In einem Rattenmodell der Optikusneuritis konnte rekombinantes CNTF die Degeneration von
Retinaganglienzellen verhindern (Maier et al. 2004). Im Menschen wird die Verteilung des CNTF
dadurch behindert, dass es nur schwer die BHS passieren kann. Das kénnte Gberwunden werden,
indem CNTF intrathekal appliziert wirde, was aber zu starken Nebenwirkungen des hoch
dosierten exogenen CNTF flhren kann (Kuhimann et al. 2006). Daher scheint es ein wesentlich
eleganterer Weg zu sein, die natlrliche Expressionsmenge des CNTF in aktivierten T-
Lymphozyten und Makrophagen, welche in das entzindete ZNS einwandern, zu erhdhen. Es
gelang uns nachzuweisen, dass CNTF von T-Zellen, Monozyten und B-Zellen exprimiert wird. In
den letzteren Populationen scheint die Expression hdoher zu sein. Somit ist die Expression von
CNTF der Expression von BDNF in Leukozyten sehr &hnlich. Die héchste BDNF-Konzentration
konnte in Monozyten nachgewiesen werden, die Konzentration in T-und B-Lymphozyten war etwas
geringer. Eine Unterscheidung der T-Zellen in CD4+ und CD8+ fand in dieser Versuchsreihe nicht
statt. Kerschensteiner et al. (1999) untersuchten aufgereinigte Subpopulationen nach langerer
Kultur und fanden die hdochste Expression in CD4+ T-Zellen. Wir fanden dagegen die héchste
BDNF-Ausschittung in Monozyten zusatzlich zu einer deutlichen Expression von BDNF in T-
Zellen, was mit den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen (Stadelmann et al. 2002, Schulte-
Herbriggen et al. 2005) Gbereinstimmte.

Wahrend die CNTF-Expression von MS-Patienten untersucht wurde, fiel eine erhéhte Varianz der
CNTF-Werte zum Zeitpunkt des akuten Schubes auf. Dies lasst die Spekulation zu, dass die
Entzindung in manchen Patienten einen Effekt auf die CNTF-Konzentration hat. Nachdem die
Patienten drei Tage lang intravents mit Methylprednisolon therapiert worden waren, zeigte sich
eine signifikant erhdhte CNTF-Konzentration im Vergleich zu gesunden Probanden. Zunachst
fragten wir uns daher, ob sich die Steroidtherapie auf die relative Verdnderung bestimmter
Leukozyten-Subpopulationen auswirkt. Wahrend T-Zellen nach der dreitdgigen Methylprednisolon-
Therapie deutlich von 58,5% auf 45,3 % abnahmen, stieg die Zahl der Monozyten von 5,4% auf
15,6% und die der B-Zellen von 6,3% auf 10,6% aller Zellen an. Die verringerte Zahl der T-Zellen
ist vermutlich auf Apoptose zuriickzufiihren (Leussink et al. 2001). Dagegen scheint die erhéhte
Prozentzahl an Monozyten und B-Zellen ein relativer Effekt der Erniedrigung der T-Zellen zu sein.
Im Vordergrund steht somit der Abfall der prozentualen Anteile der T-Lymphozyten. Zusatzlich
kénnte die geminderte Transmigration zum ZNS als Folge der Steroidtherapie die eben
beschriebenen Effekte unterstiitzen. In den drei Subpopulationen war die relative Zellverteilung am
Tag 1 der Patienten gleich der Verteilung der gesunden Probanden, damit ist eine tatsachliche

Differenz der Expressionswerte ursachlich fur die erhéhte Varianz unter den MS-Patienten. Die
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Auswirkungen des Methylprednisolon kdnnten teilweise durch die erhdhte Anzahl an
Monozyten in MNZ hervorgerufen werden. Als wir uns auf die Farbung von CD3+-Zellen
beschrankten, konnten wir aber einen ahnlichen, wenn auch weniger deutlichen Trend hin zu
erhohten CNTF-Werten nach Methylprednisolon-Therapie feststellen. Sowohl die hdhere
Expression des Neutrophins in T-Zellen als auch eine Zunahme der hoch-CNTF-exprimierenden
Makrophagen, kdnnte vielversprechende neuro- und oligodendrozyten-schitzende Effekte nach
therapeutischer Intervention mit Glukokortikoiden erzielen.

Interessanterweise wurde bei dem Vergleich von Patienten mit INF-R-Therapie gegenuber
Patienten ohne immunmodulatorische Therapie nur bei den Patienten ohne Therapie der Effekt
der Kortikosteroide gesehen. Das lasst darauf schliefen, dass INF-R separate Effekte auf die
CNTF-Expression hat und mit Glukokortikoid-Effekten interferiert. Diese Interaktionen sollten
weiter erforscht werden, um das neuroprotektive Potential von INF-3 zu férdern.

Zeitgleich mit dieser Arbeit publizierten Jones et al. (2010) die Expression von CNTF, platelet-
derived growth factor (PDGF) und Basic fibroblast growth factor (FGF2) zusammen mit BDNF in
humanen Leukozyten. Sie zeigten, dass Patienten, die mit dem Lymphozyten-depletierenden
monoklonalen  Antikérper  Alemtuzumab  behandelt wurden, in der Phase der
Lymphozytenrekonstitution deutlich mehr Neurotrophine sezernierten. Dieser Effekt wurde durch in
vitro Stimulation mit Myelin-Basischem Protein (MBP) fir CNTF, PDGF und BDNF verstarkt. Jones
et al. (2010) zeigten weiterhin, dass die Sekretionsprodukte von MBP-stimulieten MNZ der
Alemtuzumab-behandelten Patienten trophische Effekte fir Neurone in vitro hatten und das
Uberleben und die Differenzierung von Oligodendrozytenvorlauferzellen unterstiitzten. Sie
analysierten die Sekretion von kultivierten MNZ und konnten kein CNTF-Protein in MS-Patienten
vor Alemtuzumab-Behandlung detektieren, obwohl sie CNTF mRNA sowohl in diesen Patienten
als auch in gesunden Probanden nachwiesen. Unsere Studie komplementiert diese Ergebnisse,
indem wir mittels einer hoch-sensitiven FACS-Analyse CNTF Protein-Expression in direkt ex vivo
isolierten MNZ von MS-Patienten und gesunden Probanden zeigen. Interessanterweise zeigt
sowohl unsere als auch die Studie von Jones et al. (2010) eine Steigerung der CNTF-Menge nach
immunmodulatorischer Behandlung. Wie oben beschrieben, bewirken Glukokortikoide eine maRige
Depletion der Lymphozyten durch Apoptose. Man kdnnte daher spekulieren, dass die erhdhte
CNTF-Expression eine dahnliche homoostatische Regulation wie in den Alemtuzumab-behandelten

Patienten darstellt.
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4.2. BDNF-Erhohung in INF--behandelten Patienten

Von den Neurotrophinen, die in humanen mononuklearen Zellen exprimiert werden, wurde BDNF
bisher bei MS-Erkrankten am Besten charakterisiert. Zur BDNF-Expression in MS-Patienten
wahrend der Remission gibt es unterschiedliche Ergebnisse. Zum einen ist das wahrscheinlich auf
den Einschluss von MS-Patienten mit subklinischer Krankheitsaktivitdt oder unterschiedlicher
immunmodulatorischer Therapie zum anderen auf teilweise unterschiedliches biologisches
Analysematerial zurlickzufihren. Es wurde bereits gezeigt (Lalive et al. 2008), dass BDNF-Werte
im Serum nicht mit Werten aus Extraktionen von frisch isolierten MNZ korrelieren.
Durchflusszytometrie-Analysen des BDNF wurden von Ziemssen et al. (2002) etabliert. Zum
Nachweis des BDNF wurden T-Zell-Klone mit PMA+lonomycin-.stimuliert und mit dem
intrazellularen Transportinhibitor Monensin A behandelt. In der vorliegenden Arbeit wurde die
BDNF-Expression in peripheren mononuklearen Zellen ex vivo ohne zusatzliche Stimulation
untersucht. Die BDNF-Expression in gesunden Kontrollpersonen und Patienten ist in unserer
Studie gut messbar, aber wir fanden keinen Unterschied zwischen der BDNF-Konzentration von
Patienten in einem akuten Schub, nach hoch dosierter intravendser Kortikosteroid-Therapie oder
im schubfreien Intervall gefunden. Allerdings ist ein Unterschied messbar, wenn die Patienten nach
Therapie stratifiziert werden. Patienten, welche hoch dosiert INF-f erhielten, zeigten an allen drei
Messzeitpunkten hohere BDNF-Werte im Vergleich zu Patienten, die keine immunmodulatorische
Therapie erhielten. Patienten ohne immunmodulatorische Therapie zeigen vergleichbare Werte im
akuten Schub und direkt nach Glukokortikoidtherapie, aber signifikant niedrigere Basiswerte.
Vergleicht man nun diese Basiswerte nach 30 Tagen mit den Werten von gesunden Probanden,
dann fallt auf, dass MS-Patienten ohne Therapie niedrigere Werte am Tag 30 aufweisen.
Tatsachlich wurde dies auch von anderen Forschungsgruppen kirzlich nachgewiesen (Azoulay et
al. 2005, Azoulay et al. 2008, Lalive et al. 2008, Comini et al. 2009) und scheint auf einen Defekt in
der CD40-abhangigen Stimulation zurlckzufihren zu sein. INF-f stellt sowohl die CD 40-
Expression in MS-Patienten, als auch die CD40-abhangige BDNF-Expression wieder her (Azoulay
et al. 2009). Diese Ergebnisse stimmen mit unseren und denen von Lalive et al. (2008) Uberein. Es
wurden vergleichbare BDNF-Werte bei mit INF-p-behandelten Patienten und gesunden Kontrollen
gezeigt (Lalive et al. 2008). Erhdhte BDNF-Werte wurden in MNZ von Patienten im akuten Schub
in homogenen Gruppen von entweder unbehandelten Patienten (Sarchielli et al. 2002, Caggiula et
al. 2005, Comini et al. 2009) oder immunmodulatorisch therapierten Patienten nachgewiesen. Die
Behandlung erfolgte entweder mit INF-3, Glatirameracetat oder intravenésen Immunglobulingaben
(Sarchielli et al. 2007). Wir sahen lediglich einen Trend hin zu erhéhten BDNF-Werten bei
Patienten ohne immunmodulatorische Therapie. Im Gegensatz zu Sarchielli et al. (2007) konnte

dieser Effekt hier bei IFN-B-therapierten Patienten nicht. Ob ein zusatzlicher Anstieg der BDNF-
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Expression im akuten Schub auch bei Patienten, die mit INF- behandelt wurden, méglich ist,
sollte an Hand einer ex vivo-Studie von MNZ mit einer héheren Anzahl von Patienten untersucht
werden. Es ist wichtig an dieser Stelle zu erwahnen, dass Kortikosteroide die BDNF-Werte bei
INF-p-behandelten Patienten oder Patienten ohne immunmodulatorische Therapie nicht
beeinflusst haben. Dies stimmt mit den Arbeiten von (Sarchielli et al. 2002) Gberein. All diese
Ergebnisse verdeutlichen die unterschiedlichen Regulationswege, die die Expression der beiden
Neurotrophine CNTF und BDNF beeinflussen. Im Einklang mit dieser Hypothese fanden (van
Winsen et al. 2005) wir keine Korrelation zwischen den Expressionsniveaus von CNTF und BDNF

in den einzelnen Patienten.

4.3. TNFa-Erhéhung im akuten Schub

In Ubereinstimmung mit friiheren Studien zeigten unsere durchflusszytometrischen Analysen eine
erhdohte TNFa-Expression im akuten Schub von MS Patienten. TNFa ist ein gut etablierter Marker
fur die Krankheitsaktivitat (Rieckmann et al. 1995). In vorhergehende Studien wurde ein Abfall von
TNFa im Serum und verringerte mRNA-Mengen nach akuter Schubbehandlung mit intravenésem
Methylprednisolon beschrieben (Spuler et al. 1996, Pitzalis et al. 1997, Kahl et al. 2002). Diese
Studien zeigten aber nicht, ob der Abfall von TNFa auf die Herunterregulation der Expression in
bestimmten Zellen oder vielleicht auf die Reduktion von TNFa-exprimierenden T-Lymphozyten
zuruckzufuhren ist. Unerwarteter Weise zeigte sich in dieser Studie, dass die Methylprednisolon-
Therapie keinen wesentlichen Effekt auf die TNFa-Expression hat. Es zeigte sich lediglich ein
leichter Trend zu erniedrigten TNFa-Werten nach intravendser Methylprednisolongabe bei
Patienten, die keine immunmodulatorische Basistherapie erhielten. Moéglicherweise waren die
Effekte bei Patienten ohne immunmodulatorische Therapie aufgrund der geringen Anzahl der
untersuchten Patienten nicht signifikant. Alternativ kdnnte auch eine herabgesetzte Sensitivitat
gegeniuber Glukokortikoiden bei Patienten mit schubférmiger MS die fehlende TNFa-Reduktion
erklaren. IFN-f kann die Glukokortikoidsensitivitdt noch weiter herabsetzen (van Winsen et al.
2005). Das unterstitzt unsere Daten, die =zeigen, dass es nach intravenéser
Methylprednisolontherapie bei IFN-B-behandelten Patienten zu keinem TNFa-Abfall kommt.

Interessanterweise korrelierten in unserer Studie die TNFa-Mengen individueller Patienten mit den
BDNF-Werten zum Zeitpunkt des akuten Schubes. Die Werte nach Steroidtherapie oder nach 30
Tagen korrelierten dagegen nicht. Es konnte bereits in vitro gezeigt werden (Schulte-Herbrliiggen
et al. 2005), dass TNFa die BDNF-Expression induzieren kann. Au3erdem wurde bereits eine
schwache Korrelation zwischen TNFa- und BDNF-mRNA bei MS-Patienten in der schubférmig-

rezidivierenden Krankheitsphase nachgewiesen (Gielen et al. 2003). Eine TNFa-abhangige
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Stimulation der BDNF-Expression kénnte — zumindest teilweise - im akuten Schub wichtig

sein, wahrend unter Glukokortikoidtherapie und nach 30 Tagen beziehungsweise im schubfreien
Intervall der MS mdglicherweise zusatzliche Faktoren die BDNF-Konzentration beeinflussen.
Es wurden schwache Korrelationen zwischen iINOS-Konzentrationen nach intravendser
Methylprednisolontherapie und wahrend des schubfreien Intervalls gefunden aber keine
Korrelationen im akuten Schub. Zusammen mit anderen Zytokinen kann TNFa die iNOS-
Expression in vitro induzieren. Dagegen ist in menschlichen Zellen moéglicherweise nicht TNFa,
sondern IL-1 das ausschlaggebende Zytokin bei der iNOS-Expression, besonders im akuten
Schub (Liu et al. 1996).

44. Leichter Anstieg von iNOS bei IFN--behandelten Patienten

Die Sekretion von NO durch humane Leukozyten wurde lange kontrovers diskutiert. Letztendlich
wurde die NO-Produktion in kultivierten MNZ nach Stimulation mit LPS nachgewiesen (Sarchielli et
al. 1997). Soweit es uns bekannt ist, ist die vorliegende Arbeit die erste Studie, welche die
Konzentration des iINOS-Proteins direkt ex vivo im Menschen analysiert. Da iNOS konstitutionell
aktiviert ist und seine Aktivitat nicht, wie andere NOS-Isoformen durch Calcium reguliert ist, ist die
Proteinmenge direkt proportional zum produzierten NO. Obwohl ein leichter Trend zu einem
Anstieg von iINOS beobachtet wurde, konnte keine klare Hochregulation gesehen werden.
Médglicherweise gibt es hier einen Zusammenhang zwischen der Uberwiegenden Expression von
iNOS in Monozyten und deren relativ geringem Beitrag zur gesamten Zellzahl. In Untersuchungen
von MNZ aus Steroid-behandelten MS Patienten wurde in vitro gezeigt, dass die NO-Produktion
nach Lipopolysaccharid (LPS)-Stimulation abnimmt (Sarchielli et al. 1997). Weiter wurde
beschrieben, dass Glukokortikoide die iINOS-Protein-Konzentration verringern und gleichzeitig in
vitro neuroprotektiv wirken (Golde et al. 2003). In unserer Analyse der MNZ, welche direkt ex vivo
isoliert worden waren, sahen wir keinen Abfall des iINOS-Proteins nach der Behandlung mit
Kortikosteroiden (D4). Offensichtlich obliegt die Stimulation der MNZ in vivo sehr viel komplexeren
Mechanismen, als die Aktivierung der MNZ in vitro mittels LPS; ihr kann nicht ausreichend durch
Glukokortikoide entgegengewirkt werden. Alternativ sind diese Ergebnisse wiederum auf die
herabgesetzte Sensitivitat der MS-Patienten gegenlber Glukokortikoiden zurtickzuflihren.

Als wir allerdings die Ergebnisse nach IFN-B-Therapie stratifizierten, fanden wir einen Anstieg der
iINOS-Expression im schubfreien Intervall von mit IFN-f behandelten MS-Patienten. Die
Konsequenzen dieser Hochregulation sind unklar, da NO sowohl zytotoxisch als auch
immunmodulatorisch wirken kann (Smith & Lassmann 2002). Es wurde bereits gezeigt, dass IFN-f

IFN-y hochregulieren kann (Petereit et al. 2003), (Hamamcioglu & Reder 2007). IFN-y kann
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zusammen mit anderen Zytokinen iNOS in humanen Zellen induzieren. Weiter kénnte BDNF,
welches im schubfreien Intervall bei IFN-B-behandelten MS Patienten erhdht ist, direkt oder
indirekt an der iINOS-Hochregulation mitwirken (Klécker et al. 1999). Tatsachlich fanden wir eine
leichte Korrelation zwischen BDNF und iNOS im schubfreien Intervall, die allerdings nach
Korrektur fur multiple Testungen keine Signifikanz erreichte. Unsere Studie zeigt zwei scheinbar
gegensatzliche Effekte von IFN-fB: die Hochregulation von BDNF und iNOS. Hier sollte noch
getestet werden, ob BDNF in der Lage ist, Neurone und Oligodendrozyten gegen die Schadigung
durch hohe Mengen NO zu schitzen und demzufolge als Gegengewicht gegenlber potentiell

schadigenden Effekten von IFN-$ zu dienen.

4.5. IFN-B erhoht die MHC I-Sekretion

Interferone haben sich evolutionar als Mediatoren der antiviralen Abwehr herausgebildet. Virus-
Antigene werden durch MHC | Molekule den CD8+-T-Zellen prasentiert. Die Hochregulation von
MHC | durch IFN-B ist gut bekannt (Leeuwenberg et al. 1987). Bei MS Patienten in dieser Studie
kénnte der robuste Effekt der IFN-3-Behandlung auf die Oberflachenexpression von MHC | jedoch
auf eine wesentlich effektivere Prasentation der Autoantigene gegeniber den CD 8+-T-Zellen
hinweisen. CD 8+-T-Zellen korrelieren gut mit axonaler Schadigung in MS-Lasionen (Bitsch et al.
2000). Das Fehlen funktionaler MHC I-Molekile verstarkte andererseits die Gewebeschadigung in
einem EAE-Modell in f2-Mikroglobulin-defizienten Mausen (Linker et al. 2005). Therapie mit IFN-f3
kann die T-Zellreaktivitat in MS-Patienten reduzieren, obwohl die immunmodulatorischen
Wirkungen noch nicht gut verstanden werden (Zafranskaya et al. 2007). Dieser inhibitorische
Effekt kdnnte teilweise durch die Induktion und Verstarkung von regulatorischen T-Zellen zustande
kommen (Namdar et al. 2010, Korporal et al. 2008). Es muss noch naher untersucht werden, ob
der Effekt der IFN-B-Therapie auf die MHC |-Expression direkt fur die verbesserte homdostatische

Proliferation in regulatorischen T-Zellen verantwortlich ist.
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4.6. Expression von proinflammatorischen und neurotrophen
Mediatoren wahrend der spateren Phase der schubformig-

rezidivierenden MS

Waéhrend ihres natirlichen Verlaufes verandert sich die MS bei 65% der Patienten von einer
schubférmig-rezidivierenden hin zu einer sekundar progressiven Form. Als pathologisches Korrelat
wird hierbei die mangelnde Reparatur der geschadigten Axone und des Myelins angesehen. Die
Entzindung scheint sich zu einer differenzierteren Immunantwort mit relativ intakter
Bluthirnschranke hin zu verandern (Compston & Coles 2008). In Anbetracht der unterschiedlichen
Krankheitsdauer der Patienten in unserer Kohorte untersuchten wir, ob die Krankheitsdauer die
Expression der proinflammatorischen und neurotrophen Mediatoren beeinflusst. Ein ,burn out*
entzindlicher Aktivitdt oder eine Reduktion des trophischen Potential der Leukozyten waren
mdglich. Allerdings zeigten Patienten in unserer Kohorte keinen Unterschied zwischen der
Expression von TNFa, iNOS, MHC I, CNTF und BDNF in peripheren Leukozyten von Patienten,
die weniger als funf Jahre an MS erkrankt waren und Patienten, die bereits mehr als finf Jahre an
MS litten. Durch die Analyse des natlrlichen Verlaufes der MS konnten sowohl Kremenchutzky et
al. 2006 als auch Confavreux und Vukusic 2006 hervorheben, dass das Erkrankungsalter eine
wesentlich  wichtigere Rolle spielt, als die Krankheitsdauer, um einen bestimmten
Behinderungsgrad zu erreichen. Aus diesem Grund testeten wir, ob sowohl das Erkrankungsalter
mit der Expression von Neurotrophinen als auch mit proinflammatorischen Faktoren korreliert.
Einen solchen Effekt konnten wir nicht nachweisen.

Um herauszufinden, ob proinflammatorische und neurotrophe Immunantworten mit dem Grad der
Behinderung korrelieren, stellten wir die Expressionsniveaus von TNFa, iNOS, CNTF und BDNF
von individuellen Patienten ihrem MSSS gegeniber. Der MSSS ist, wie bereits in der Einleitung
erlautert, eine Messgrofie fur die Krankheitsschwere (Roxburgh et al. 2005). Hier fanden wir keine
Korrelation. Das bedeutet, dass Werte eines einzelnen Schubes keinen Rickschluss auf den Grad
der Behinderung zulassen. Ein wesentlich komplexeres Zusammenspiel von zahlreichen Faktoren,
wie zum Beispiel intraindividuelle Unterschiede der Expressionsniveaus, Frequenz und Dauer
eines Schubes, sowie intrinsische Anfalligkeit gegenlber schadigenden Prozessen sind
wahrscheinlich nétig, um den Behinderungsgrad zu definieren. Eventuell kdnnte die Untersuchung
einer einzigen Gadolinium-anreichernden L&sion zusammen mit Markern fir die strukturelle
Schadigung, wie zum Beispiel MRT und Magnetresonanzspektroskopie (MRS) neben der
Expression unserer proinflammatorischen und neurotrophischen Mediatoren bessere

Informationen Uber individuelle reparationsvermittelnde Faktoren liefern.
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4.7. Schlussfolgerungen

Wir zeigten in dieser Studie, dass Leukozyten nicht nur eine Quelle fir BDNF sind, sondern auch
CNTF exprimieren. CNTF ist ein Wachstumsfaktor, der fir das neuronale Uberleben und die
Oligodendrozytendifferenzierung wichtig ist. Nun muss n&her untersucht werden, welche Rolle das
von Leukozyten exprimierte CNTF fir den Schutz von Zellen im ZNS gegen entzindliche
Schadigungen hat. Die CNTF-Expression weist eine wesentlich héhere Varianz bei MS Patienten
im akuten Schub auf und die Mittelwerte steigen nach intravenéser Methylprednisolontherapie an.
Steroidtherapie kénnte also eine neuroprotektive Funktion erfillen. Wir bestatigen eine erhéhte
BDNF-Expression bei Patienten, die mit IFN-f im schubfreien Intervall behandelt wurden. Ein
Trend zu erhéhten BDNF-Niveaus wahrend eines Schubes ist allerdings nur bei Patienten ohne
eine immunmodulatorische Therapie sichtbar. So kénnen wir postulieren, dass die Signalwege, die
fur eine erhdhte BDNF-Expression im akuten Schub verantwortlich sind, durch IFN- verandert
sein kénnten. Ein Anstieg von TNFa im akuten Schub, den wir in unserer Arbeit auch
demonstrieren konnten, und der sich etwas weniger deutlich bei Patienten mit IFN-B-Therapie
zeigte, kénnte in dem Prozess der Hochregulation von BDNF eine Rolle spielen. Wir fanden eine
signifikante Korrelation zwischen TNFa und BDNF in individuellen Patienten wahrend - jedoch
nicht nach — eines akuten Schubes. Interessanterweise erhéhte die IFN-B-Therapie auch die
Expression von iNOS bei MS-Patienten im schubfreien Intervall und kénnte sich so auch auf die
Reduktion von iNOS durch Glukokortikoide auswirken. Da NO sowohl immunmodulatorisch als
auch toxisch gegenitber Neuronen und Oligodendrozyten wirken kann, sollten die Folgen der
iNOS-Hochregulation durch IFN-f weiter untersucht werden. Weiterhin sollte den Interaktionen von
IFN-f- und Kortikosteroid-Therapie flr die Balance zwischen proinflammatorischen und Reparatur-
vermittelnden Faktoren mehr Aufmerksamkeit geschenkt werden um regenerative Prozesse

therapeutisch zu unterstitzen.

55



Diskussion

5. Zusammenfassung

Multiple Sklerose, eine Autoimmunerkrankung des Zentralnervensystems, stellt die haufigste
Ursache primar neurologischer Behinderung bei jungen Erwachsenen dar. Entziindungszellen
schadigen Oligodendrozyten und Neurone, aber die therapeutische Suppression der Entziindung
hemmt mdglicherweise die Reparatur. In dieser Arbeit wurde die Komplexitat schadigender versus
regenerationsunterstitzender Faktoren wahrend des akuten Schubes und deren Beeinflussung
durch Immunmodulation ndher untersucht. In direkt ex vivo isolierten mononukledren Zellen von
MS-Patienten im akuten Schub wurden die intrazellularen Expressionsniveaus von
proinflammatorischen Mediatoren, dem Tumornekrosefaktor a (TNFa) und der induzierbaren
Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS), sowie der Neurotrophine cliary neurotrophic factor (CNTF) und
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) mittels FACS-Analyse untersucht. So konnte die
Expression des fur Oligodendrozyten und Neurone wichtigen Wachstumsfaktors cliary
neurotrophic factor (CNTF) in menschlichen Leukozyten gezeigt werden. Bei MS-Patienten im
akuten Schub unterscheiden sich die Werte im Vergleich zu gesunden Probanden, nach
Kortikosteroid-Therapie stiegen sie deutlich an. CNTF kann der schadigenden Wirkung von TNFa
auf Oligodendrozyten entgegenwirken. Wir bestatigten hier, dass TNFa im akuten Schub erhéht
ist. Weiter fanden wir heraus, dass entgegen unseren Erwartungen weder die Expression von
TNFa noch von iNOS nach Kortikosteroidgabe reduziert waren. Dies weist moglicherweise auf
eine geringere Glukokortikoidsensitivitdt bei MS-Patienten hin. Zusatzlich zeigten wir erhéhte
BDNF-Werte unter immunmodulatorischer Therapie mit IFN-B. Daneben erhdht IFN-f auch die
Expression von iNOS und MHC |. Dies unterstreicht das immunmodulatorische Potential von IFN-
. Wir zeigten auch Interaktionen der Glukokortikoid- und der IFN-pB-Therapie, die ndher untersucht
werden muissen, um Neuroprotektion und die Remyelinisierung durch immunmodulatorische

Therapie zu optimieren.
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