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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1  Multiple Sklerose

1.1.1 Geschichte

Eine der ersten differenzierten Beschreibungen eines Falls von Multipler Sklerose (MS)
stammt aus dem Jahr 1840 vom schottischen Augenarzt William MacKenzie. Er berichtete
von einem 23-jahrigen Patienten, der unter Symptomen wie Sehstérungen, Lahmungen, Dy-
sarthrie und Harninkontinenz litt, die nach circa zwei Monaten eine spontane Remission
zeigten. Ungefihr zur gleichen Zeit verétfentlichten Robert Carshwell, ein britischer Profes-
sor der Anatomie und Jean Curveilhier, ein franzésischer Professor der Pathologie, Beschrei-
bungen und Zeichnung von verteilten Lisionen im zentralen Nervensystem (ZNS) ohne
diese jedoch als eigenstindiges Krankheitsbild zu sehen (Compston und Coles 2008). Als
Krankheit mit dem Namen /z sclérose en plague dissémineées definierte schlief3lich Jean-Martin
Charcot 1868 den Symptomkomplex unter Berticksichtigung bekannter Fille, eigener Fille
sowie pathologischer Befunde im ZNS (Compston 1988; Kumar et al. 2011). Er war es auch,
der den Begriff der ,,Charcot Trias* (Nystagmus, Intentionstremor, skandierende Sprache)
prigte und damit einen ersten Versuch unternahm, diagnostische Kriterien zu definieren.
Die Kriterien wurden Giber die Jahre standardisiert und verfeinert und so wird MS heute nach
den McDonald-Kriterien diagnostiziert, die mehrfach revidiert und modernisiert wurden
(McDonald et al. 2001; Milo und Miller 2014). Erste Therapieoptionen fiir die MS waren
Glukokortikoide (GC) und Adrenokortikotropin.

1.1.2 Epidemiologie

Weltweit leiden ungefihr 2,5 Millionen Menschen an der Erkrankung (Milo und Kahana
2010), die damit die am weitesten verbreitete Autoimmunerkrankung des ZNS ist (Berer und
Krishnamoorthy 2014; Reich et al. 2018). Dabei variiert die Privalenzrate von <5 Fille pro
100.000 in den Tropen oder Asien bis 100 - 200 Fille pro 100.000 in gemiBigten Klimazo-
nen. Fithrend dabei sind vor allem Staaten, deren Bevolkerung nordeuropiischen Ursprungs
ist, wie zum Beispiel die USA, Kanada oder Neuseeland. Auffillig ist, dass die Privalenz mit
der geografischen Breite steigt (Kurtzke 1995; Vukusic et al. 2007), dieses Gefille in den
letzten Jahren aber abnimmt (Koch-Henriksen und Sorensen 2011). Auch der Unterschied
der Inzidenz zwischen ethnischen Gruppen scheint abzunehmen, sodass sich beispielsweise

das Erkrankungsrisiko fur die US-afroamerikanische Bevélkerung langsam dem der weillen
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anndhert (Wallin et al. 2012; Langer-Gould et al. 2013). In Deutschland liegt die Privalenz
der MS bei circa 220.000 bis 230.000 (2015, ohne Privatversicherte). Frauen sind mit Raten
von 382 je 100.000 (Frauen) gegeniiber 167 je 100.000 (Ménner) circa 2,5 mal haufiger be-
troffen (2010, ohne Privatversicherte) (Petersen et al. 2014). Neu diagnostiziert wird MS je-
des Jahr bei 16 bis 18 pro 100.000 Versicherten. Auffillig ist eine Zunahme der Privalenz in
den letzten Jahren, insbesondere bei Frauen. Ob dies eine tatsichliche Zunahme der Erkran-
kungen widerspiegelt oder durch feinere Diagnostik bedingt ist, ist noch ungeklart (Milo und
Kahana 2010; Holstiege et al. 2017; Daltrozzo et al. 2018).

1.1.3 Atiologie

1.1.3.1 Genetik

Obwohl bis zu 100 Gene bekannt sind, die an der Entstehung der MS beteiligt sein kénnten
(Sawcer et al. 2014), wird sie nicht als klassische Erbkrankheit angesehen. Vielmehr scheint
es eine genetische Pradisposition fur die Erkrankung zu geben. Die Gene, die hierbei eine
Rolle spielen, stehen mehrheitlich mit dem Immunsystem in Zusammenhang. Dabei scheint
das buman lenkocyte antigen (HLA)-Allel DRB1*1501 den Hauptteil der Pradisposition auszu-
machen. In der Literatur werden weiterhin die Gene fiir die a-Ketten des Interleukin-2- und
des Interleukin (IL)-7-Rezeptors, das Gen fiir den Tumornekrosefaktor a (TNFa)-Rezeptor
TNFRSF1A, sowie andere Gene des Immunsystems genannt (Hohlfeld 2010). Immigrati-
onsstudien deuten jedoch darauf hin, dass die Rolle von externen Faktoren mindestens ge-
nauso entscheidend ist. So dhnelt das Risiko einer immigrierten Gruppe, an MS zu erkranken
dem der Bevolkerung des Immigrationslandes und nicht dem der der im Ursprungsland ver-
bliebenen, genetisch verwandten Bevélkerung, wenn die Migration vor einem Lebensalter
von circa 15 Jahren stattgefunden hat. Findet die Migration im hoheren Alter statt, gleicht
das Risiko dem der genetisch Verwandten im Ursprungsland. Dies spricht fiir externe Fak-
toren, die ihre Wirkung schon in jungen Jahren entfalten (Elian und Dean 1987; Zilber und
Kahana 1996, Milo und Kahana 2010).

1.1.3.2 Sonne und Vitamin D

Eine ausgeprigte negative Korrelation gibt es zwischen dem Risiko, an MS zu erkranken und
der Exposition gegeniiber Sonnen- bzw. UV-Strahlung (Ascherio und Munger 2007), was
sich mit dem bereits erwihnten Zusammenhang von MS-Privalenz und Breitengrad deckt.
Des Weiteren scheint Vitamin D eine protektive Wirkung beztiglich des Erkrankungsrisiko
zu haben (Munger et al. 2006; Salzer et al. 2012). Da UV-Strahlung eine entscheidende Rolle
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in der Synthese von Vitamin D spielt, ist die Sonne fir grof3e Teile der Bevélkerung die
Hauptquelle (Holick 2004). Somit kénnte Vitamin D ein mediierender Faktor zwischen Er-
krankungsrisiko und Sonneneinstrahlung sein. Diese Vermutung wird durch ein verminder-
tes Erkrankungsrisiko durch die suffiziente Aufnahme von Vitamin D tber die Nahrung
oder Supplementierung gestiitzt (Salvini et al. 1989; Munger et al. 2004; Badrnhielm et al.
2014; Cortese et al. 2015).

1.1.3.3 Hygienehypothese und Infektionen

Vertreter! der Hygienehypothese vermuten, dass Infektionen in der Kindheit zum Beispiel
mit Parasiten das Risiko an MS zu erkranken senken, indem sie die Ausbildung des Th1-Th2-
Gleichgewichts sowie die Reifung von regulatorischen T-Zellen mal3geblich beeinflussen
(Bach 2002; Sewell et al. 2002; Bufford und Gern 2005). In tropischen und subtropischen
Lindern bzw. Breitengraden, in denen diese Infektion vermehrt auftreten, ist das Risiko einer
MS-Erkrankung im Vergleich reduziert (Ascherio und Munger 2016). Umgekehrt scheint es
eine Verbindung zwischen bestimmten Infektionen und dem Erkrankungsrisiko fiir MS zu
geben. Ein viel genanntes Beispiel hierfur ist neben Mumps, Masern und Rételn (Compston
und Coles 2008) die Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus (EBV) (Warner und Carp 1981;
Levin et al. 2010). Nicht mit EBV infizierte Personen haben ein geringeres MS-Risiko als
solche, die seropositiv sind. Wie EBV pathophysiologisch mit MS zusammenhingt ist Ge-
genstand aktueller Forschung; diskutiert werden kreuzreagierende T-Zellen und Antikérper
(Ascherio und Munger 2016).

1.1.3.4 Rauchen

Rauchen verstirkt in einer dosisabhdngigen Form das Risiko, an MS zu erkranken (Villard-
Mackintosh und Vessey 1993; Hernan et al. 2001; Hernan et al. 2005; Thorogood und Han-
naford 2005), verschlechtert den Krankheitsverlauf (Wingerchuk 2012) und férdert den
Ubergang eines clinically isolated syndrome (CIS) in eine MS (Pauli et al. 2008), sowie den einer
relapsing remitting MS (RRMS) in eine sich chronisch verschlechternde secondary progressive MS
(SPMS) (Hernan et al. 2005; Healy et al. 2009).

Tn der votliegenden Arbeit wird aus Griinden der besseren Lesbatkeit bei Personenbezeichnungen auf die
gleichzeitige Verwendung weiblicher und mannlicher Sprachformen verzichtet. Entsprechende Bezeichnungen

gelten ausdricklich auch fiir nicht explizit erwihnte Geschlechteridentititen und stellen keine Wertung dar.
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1.1.3.5 Ernihrung und Darmmikrobiom

Ein vielbeachtetes Thema ist der Einfluss der Erndhrung auf das Mikrobiom des Darms bzw.
dessen Einfluss auf das Risiko, an MS zu erkranken (Berer et al. 2011; Yamamura und Miyake
2013). So hat sich die Inzidenz der MS-Erkrankungen in der epidemiologisch untersuchten
Provinz Tokachi im Norden Japans seit den 1980er Jahren bei Minnern vervier-, bei Frauen
sogar versechsfacht. Fir diese Entwicklung wird die weltweit in Mode kommende westliche
Erndhrung mit wenig Ballaststoffen und viel Milchprodukten verantwortlich gemacht. An-
dere Studien konnten zeigen, dass MS-Patienten typische Darmmikrobiome haben (Chen et
al. 2016; Tremlett und Waubant 2017; Prébstel und Baranzini 2018), die proinflammatorisch
wirken (Cekanaviciute et al. 2017). Weitere Faktoren wie Ubergewicht im Kindesalter (Mun-
ger et al. 2009; Hedstrém et al. 2012; Munger et al. 2013), Toxine oder frithe hormonelle
Reifung werden diskutiert (Reich et al. 2018).

1.1.4 Klinik

Patienten mit MS prisentieren sich primar haufig mit Symptomen wie Paristhesien, Taub-
heitsgefithl in den Extremititen, motorischer Schwiche, einseitigen Sehbeschwerden, Dip-
lopie, Geh- und Koordinationsstérungen oder Schwindel. Diese Symptome kénnen einzeln
oder in Kombination auftreten. Begleiterscheinungen koénnen Fatigue, Spasmen, Ataxie,
Nystagmus, neuropathischer Schmerz, Harndrang oder -verhalt, sexuelle Dysfunktion, De-
pression und andere emotionale Verinderungen, Hitzeintoleranz, das Lhermitte-Zeichen
(Parasthesien an Rumpf und Extremititen bei passiver Beugung des Kopfes nach vorne) und
kognitive Dysfunktion sein. Zur Einteilung in Schweregrade der Erkrankung wird die ,,Ex-
panded Disability Status Scale® (EDSS) verwendet, bei deren Erhebung die Funktionssys-
teme Pyramidenbahn, Kleinhirn, Hirnstamm, Sensorium, zerebrale Funktion, Sehstérungen
und Blasen- und Mastdarmstérungen getestet und die Resultate in einen Score von 0 (keine
Verinderung) bis 10 (Tod durch MS) verrechnet werden (O’Connor und Canadian Multiple
Sclerosis Working Group 2002).

Der Verlauf der MS beginnt mit einem einmaligen Auftreten von Symptomen, das als c/znically
zsolated syndrome (CIS) bezeichnet wird. Hierzu muss die typische rdumliche Dissemination
kernspintomographisch gegeben sein. Das wiederholte schubférmige Auftreten von Symp-
tomen und Lisionen im ZNS mit einer zusitzlichen zeitliche Dissemination sowie komplet-
ter oder inkompletter Remission der Symptome wird nach den McDonald-Kriterien als kli-

nisch manifeste RRMS definiert (Lublin 2014). Ein Schub wird hierbei als das akute Auftre-
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ten von neuem oder reaktiviertem neurologischen Defizit bezeichnet, das linger als 24 Stun-
den (h) andauert, in einem Abstand von grof3er als 30 Tagen zu einem vorausgegangenen
Schub auftritt und nicht durch das Uhthoff-Phinomen (Symptome durch Anderungen der
(Korper-) Temperatur) oder andere Ursachen wie z. B. Infektionen erklirbar ist. Auch das
wiederholte Auftreten von neuropsychiatrischen Symptomen, die linger als 24 h andauern,
koénnen als Schub betrachtet werden (Hemmer et al. 2021). Die RRMS geht spiter meist in
einen (sekundir) progressiven Verlauf (SPMS) Gber, fir den eine schleichende Zunahme der
Symptomatik und Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Patienten mit oder ohne
Schiibe kennzeichnend ist (Lublin 2014). 10-20% der Patienten hingegen leiden unter einer
nicht-remittierenden, von Anfang an (primir) progressiven Form der MS, der PPMS (Lublin
et al. 1996), deren Verlauf dem der SPMS gleicht. Man geht davon aus, dass die MS-Formen
verschiedene klinische Ausdriicke der gleichen Krankheitsentitit sind (Lassmann et al. 2012).
Die Symptomatik wird anfinglich durch die Entstehung von entziindlichen demyelinisieren-
den Plaques bestimmt (Confavreux et al. 2000), nach deren Akkumulation und Erschépfung
der Kompensation sich das Krankheitsbild dndert und in eine progressive Form iibergeht
(Confavreux et al. 2003; Leray et al. 2010). Dieser Ubergang findet meist im Alter von 35-50
Jahren statt, welches interessanterweise auch das typische Erkrankungsalter fiir eine primary
progressive MS (PPMS) ist (Confavreux und Vukusic 20006), sodass sich noch nicht geklirte
Unterschiede bzw. Zusammenhinge in der Pathogenese der verschiedenen Formen vermu-

ten lassen.

1.1.5 Pathogenese

MS zeichnet sich in der schubférmigen Phase durch Entziindung, fokale Plaques mit De-
und Remyelinisierung und glialen Narben der weillen Substanz des Hirns und des Ricken-
marks aus. Wahrend in dieser Phase neue aktive Lisionen entstehen, scheint die progressive
Phase der Erkrankung von der Expansion der bestehenden Lisionen und einer zunehmen-
den diffusen Schidigung der nicht fokal betroffenen Hirnsubstanz, der sogenannten normal
appearing white matter NAMW) und der grauen Substanz gezeichnet zu sein. Diese miindet in
eine Neurodegeneration und somit eine Atrophie des Hirns. In der progressiven Phase der
MS fallen des weiteren kortikale Lisionen auf, die durch von den Meningen ausgehenden
entziindlichen Infiltraten hervorgerufen werden (Allen et al. 2001; Kutzelnigg et al. 2005;
Wegner et al. 2006, Lassmann et al. 2007). Die bekannte Pathophysiologie der RRMS bietet
bisher mehr therapeutische Angriffspunkte (Hohlfeld und Wekerle 2004; Wiendl und Hohl-
feld 2009) als die der progressiven Verlaufsformen, was die Frequenz und die Schwere der

Schiibe effektiv behandelbar macht. In klinischen Studien zeigten die Medikamente, die zur
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Behandlung der RRMS eingesetzt werden keine Verbesserung bei PPMS. So beschrinkte
sich die Therapie lange Zeit hauptsichlich auf Symptomlinderung und Physiotherapie (Lass-
mann et al. 2012). Einen relativ neuen Ansatz in der Therapie der PPMS bietet die B-Zell-
depletion tber das Differenzierungsantigen CD20 mittels monoklonalen Antikérpern (Graf
et al. 2020).

Zwei Thesen zur Pathogenese der MS werden gegentibergestellt: die inside-out- und die outisde-
in-Hypothese. Erstgenannte geht davon aus, dass ein primér im ZNS stattfindender Prozess,
der in erster Linie Neurone betrifft (z.B. eine virale Infektion oder ein Trauma) in der Folge
zu einer Schidigung des Myelins bzw. der Oligodendrozyten fithrt, wodurch patrouillierende
Immunzellen aktiviert werden. Die gegentiberstehende owtisde-in-Hypothese wird durch ei-
nige Tiermodelle (z.B. die experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) mit Immunisierung)
gestutzt. Sie sicht eine antivirale oder autoimmune Reaktion von T- und B-Zellen in der
Peripherie, der eine Schidigung von Myelin und dadurch von Axonen nach Invasion in das
ZNS folgt, ursichlich (T'sunoda und Fujinami 2002). Die zentralnervosen Lisionen werden
durch ein komplexes Zusammenspiel von T-Zellen, B-Zellen, Antikérpern, Komplement-
faktoren und Zellen des angeborenen Immunsystems verursacht. Durch noch ungeklirte
Ursachen werden Mikroglia aktiviert, welche Oligendrozyten schiadigen bzw. zur Apoptose
dieser fihren. In der Folge kommt es zu einer gestorten Integritit der blood brain barrier (BBB)
(Kermode et al. 1990) und einer erhShten Gefil3permeabilitit (Absinta et al. 2015), die zu-
sammen mit der Ausschiittung von Chemo- und Zytokinen zu einer Immigration von T-
Zellen, B-Zellen und Monozyten fithrt (Barnett und Prineas 2004; Marik et al. 2007; Reijer-
kerk et al. 2008; Henderson et al. 2009).

Die Beteiligung der einzelnen Zellarten der Pathogenese der MS ist noch nicht endgiiltig
geklirt. Sowohl CD4"-T-Zellen, als auch CD8"-T-Zellen sind in Lisionen beobachtet wot-
den, ihre Rolle ist aber weiterhin umstritten (Babbe et al. 2000; Frisullo et al. 2008; Tzartos
et al. 2008; Frischer et al. 2009). Da es Hinweise auf eine Rolle von B-Zellen gibt (z.B. oli-
goklonale Banden im Liquor von Patienten) und gute Behandlungserfolge mit B-Zellen-
depletierenden Antikérpern (Rituximab (gff-label), Ocrelizumab) erreicht wurden, sind B-Zel-
len wieder mehr in den Fokus der Forschung gertickt (Palanichamy et al. 2014; Dendrou et
al. 2015; Michel et al. 2015; Wekerle 2017). Auch die Rolle von Monozyten und Makropha-
gen ist noch nicht komplett definiert. Lucchinetti et al. beschrieben vier verschiedene Lisi-
onspattern in Hirnbiopsien von MS-Patienten. Diese unterscheiden sich hinsichtlich Zusam-
mensetzung der Infiltrate, Beziechung zu Blutgefilen und Ausmal} des Verlustes von Oli-

godendrozyten. Dies legt nahe, dass MS eine heterogene Erkrankung sein konnte. Eine Ge-
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meinsamkeit der o.g. Pattern ist das Vorliegen von klassisch und alternativ aktivierten Mak-
rophagen neben den residenten Mikroglia (Lucchinetti et al. 2000; Prinz et al. 2011; Wong et
al. 2012; Miron et al. 2013; Vogel et al. 2013). In einer Studie wurde gezeigt, dass die Patterns
sich im Verlauf der Krankheit angleichen und bei allen Lisionsarten ein gemeinsamer Typ
der Dempyelinisierung vorliegt, der hauptsichlich durch mononukleire Zellen angetrieben
wird (Breij et al. 2008). Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass dabei ins ZNS immi-
grierte, von Monozyten abstammende Makrophagen eine wichtige Rolle spielen (Ajami et al.
2011; Yamasaki et al. 2014). Monozyten und Makrophagen lassen sich in Subpopulationen
einteilen, die pro- oder antiinflammatorische Eigenschaften besitzen (sieche Kapitel 1.3). In
Tierexperimenten zeigte sich, dass Monozyten und Makrophagen nicht nur Gewebeschaden
verursachen, sondern auch Entztindungsreaktionen abmildern und die Remyelinisierung in
den Lisionen beeinflussen (Ruckh et al. 2012; Miron et al. 2013). Zusammengenommen zei-
gen diese Erkenntnisse die wichtige Rolle von Monozyten bzw. Makrophagen in der Patho-

genese von MS und in potentiellen Therapiecoptionen (Mishra und Yong 2016).

1.1.6 Diagnostik

Die Diagnostik stiitzt sich auf die neurologische Untersuchung, klinische Tests sowie die
Analyse von Liquor und die Bildgebung mittels Magnetresonanztomographie (MRT). Bei
tber 90% der Patienten lassen sich im Liquor erhéhte Konzentrationen von Immunglobuli-
nen und zwei oder mehr oligoklonale Banden finden. Diese entstehen durch eine vermehrte
Antikérperproduktion der Klasse Immunglobulin G (IgG) durch wenige Plasmazellklone.
Durch Elektrophorese des Liquors und des Blutes im Vergleich kann der Schluss auf eine
Antikoérpersynthese im ZNS als Ausdruck zum Beispiel einer lokalen Entzindung gezogen
werden (Housley et al. 2015). Zu beachten ist, dass die Spezifitit dieser Diagnostik gering ist
und oligoklonale Banden auch durch Infektionen des ZNS entstehen kénnen. Biomarker,
die in der Zukunft eine Rolle in der Diagnostik der MS spielen kénnten und dabei unkom-
pliziert z.B. im Serum nachzuweisen sind, sind neurofilament light chains (Kuhle et al. 2016) und
nicht kodierende mzroRIN.A-Molekiile, die die Expression von Genen beeinflussen (Guerau-
de-Arellano et al. 2012). Weiterhin stiitzt sich die Diagnostik auf elektrophysiologische Un-
tersuchungen, die hiufig erhéhte Latenz von auditorisch, somatosensorisch und visuell evo-
zierten Potenzialen sowie verlingerte motorisch evozierte Potentiale als Zeichen der
Dempyelinisierung zeigen. Wichtig bei der Diagnostik ist der Ausschluss von Erkrankungen,
deren Symptomatik der von MS gleichen kénnen, wie zum Beispiel der Neuroborrelliose
oder einer Enzephalopathie im Rahmen einer HIV-Infektion. Mal3geblich stiitzt sich die Di-

agnostik auf die MRT, die den sensitivsten Test zur Entdeckung von MS-Lisionen und eine
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gute nicht-invasive Technik zum Verfolgen des Verlaufs der Krankheit fiir die Prognose oder
auch Studien darstellt. Mithilfe von Kontrastmittel, das in den Bereichen mit geschadigter
BBB bzw. erhéhter GefiBpermeabilitit ins Parenchym austritt, konnen die ZNS-Lisionen
sichtbar gemacht werden. Nach Ausschluss der Differentialdiagnosen wird die Diagnose MS
mithilfe der revidierten Diagnose-Kriterien nach McDonald gestellt (McDonald et al. 2001;
Milo und Miller 2014; Thompson et al. 2018). Wichtig fir die Erfullung der Kriterien ist die
zeitliche und rdumliche Dissemination (unterschiedliches Alter und raumliche Verteilung)
von im MRT sichtbaren Lisionen im ZNS, die scharf begrenzt und mindestens 3 mm grof3
sein, sowie drei der vier Barkhof-Kriterien (= 1 KM-aufnehmende Lision oder = 9 T2-hy-
perintense Lisionen; = 1 infratentorielle Ldsion; = 1 juxtakortikale Lasion; = 3 periventriku-
lire Lisionen) erfillen mussen (Okuda et al. 2009). Neuerdings kann das Vorliegen von oli-
goklonalen Banden im Liquor den MRT-Nachweis zeitlicher Dissemination ersetzen

(Thompson et al. 2018).

1.1.7 Therapie

Zur Wahl bei der Therapie der MS stehen verschiedene Substanzen, die immunsuppressiv
oder immunmodulatorisch wirken. Zu nennen sind Interferon-g (IFNR), ein Immunmodu-
lator, der seine Wirkung in T-Zellen und der BBB entfaltet (Dhib-Jalbut und Marks 2010)
sowie das vielfaltig wirkende Glatirameracetat. Weiterhin gibt es verschiedene monoklonale
Antikérper, hierunter Natalizumab, der Integrine auf Leukozyten blockiert, Alemtuzumab,
der zu einer Depletion von T- und B-Zellen fihrt und der B-Zellen-depletierende Antikorper
Ocrelizumab (eine Weiterentwicklung des gff-labe/ verwendeten Rituximab). Auch das klassi-
sche Chemotherapeutikum Mitoxantron kann eingesetzt werden. Kleinmolekulare Wirk-
stoffe, die bei der Therapie der MS eine Rolle spielen, sind Fingolimod, das die Evasion von
Lymphozyten aus lymphoiden Organen ins Blut verhindert, das antiinflammatorisch und
antioxidativ wirkende Dimethylfumarat, Teriflunomid, das in den Pyrimdinstoffwechsel ein-
greift und die Teilung von T-Zellen vermindert und Dalfampridin, ein neuroprotektiver Ka-
liumkanalblocker. Bis auf Ocrelizumab sind die Witkstoffe fur RRMS, nicht aber fur die
progressiven Formen der MS zugelassen und reduzieren die Wahrscheinlichkeit des Auftre-
tens von neuen Lisionen, klinischen Rezidiven und fihren damit zu einer Verzégerung des
Fortschreitens der Behinderung. Eine der ersten Optionen fiir die Therapie der bisher
schlecht behandelbaren PPMS stellt das oben genannte Ocrelizumab dar, das auch bei der
Behandlung dieser Form der MS Erfolge zeigt (Montalban et al. 2017; Graf et al. 2020). Eine

weitere neue Therapiemdglichkeit konnte die Immunoablation mit autologer Stammzell-
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transplantation darstellen, die zur Depletion der autoreaktiven Zellen und einer Implemen-
tierung eines ,,neuen® adaptiven Immunsystems fithrt (Muraro et al. 2017). Eine der iltesten
(Milligan et al. 1987), aber noch immer verwendeten Optionen stellen GC, speziell Methyl-
prednisolon (MP) dar, die zur Abschwichung und Verkiirzung von akuten Schiiben, sowie
als Intervalltherapie bei Kontraindikation anderer Medikamente trotz fehlender Hinweise auf
einen langfristen positiven Effekt weiterhin Teil der medikamentésen Therapie sind (McDo-

nald et al. 2001; Berkovich 2013).

1.2  Glukokortikoide

Nach der erstmaligen Isolation aus der Nebenniere in den 1930er Jahren und der darauffol-
genden Erméglichung ihrer Synthese wurden GC eines der ersten Immunsupressiva der
Schulmedizin. Thre ausgeprigten antientziindlichen und immunsuppressiven Wirkungen
werden topisch und systemisch bei einer Vielzahl von entziindlichen Erkrankungen genutzt,
darunter Rheumatoide Arthritis, MS, Asthma, Graft-versus-host-disease, Lymphome oder Ent-
zindungen der Haut (Granner et al. 2015). Trotz der Entwicklung von neueren Immunsup-
pressiva, die die Haufigkeit und die Schwere von Schiuben in MS reduzieren kénnen, wird
auch heute noch die Gabe von GC zur Behandlung von akuten Schiiben praktiziert (Berko-
vich 2013). Zu beachten bei der Therapie mit GC sind ihre diversen Nebenwirkungen, die
sich vor allem bei hohen Dosen oder Langzeitbehandlung zeigen. Hierzu geh6ren Osteopo-
rose, Hypertonie, Hyperglykimie und Diabetes, Muskelatrophie, Stammfettsucht, Odeme,
Wachstumsverzégerung, gastrointestinale Beschwerden sowie Auswirkungen auf die Psyche
der Patienten (Caplan et al. 2017). Ein weiteres beobachtetes Phinomen ist die Resistenz
gegen eine GC-Therapie, die den Behandlungserfolg bisweilen einschrinkt (Barnes und
Adcock 2009). GC entfalten ithre Wirkung durch die Bindung an die intrazelluliren GC-Re-
zeptoren Typ-1 (Mineralkortikoidrezeptor, MR) und Typ-2 (Glukokortikoidrezeptor, GR).
Der MR wird weniger ubiquitir als der GR exprimiert. Das im physiologischen Zustand im
Korper vor allem vorliegende GC ist endogenes Cortisol. Da seine Affinitdt zum MR jedoch
genauso grof3 ist wie die von Aldosteron, wird es in den Zielgeweben von Aldosteron durch
das Enzym 11-3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 (11-3-HSD II) inaktiviert, um dort
eine reine Aldosteronwirkung zu erzielen. Interessanterweise exprimieren auch Zellen der
myeloiden Reihe den MR, jedoch keine 11-8-HSD II. Dies ldsst vermuten, dass GC hier auch
tber den MR Wirkungen entfalten. Passend dazu konnte im Tiermodell der MS, der Expe-
rimentellen EAE) gezeigt werden, dass ein &nock-out des MR spezifisch in myeloiden Zellen
den Verlauf lindert, was eine potentielle Rolle fiir MR-Antagonisten impliziert (Montes-Co-

bos et al. 2017). Der GR liegt im Zytoplasma gebunden an das Hitzeschockprotein Hsp90
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vor. Dieses wird bei Bindung eines Liganden verdringt, worauthin der Rezeptor in den Kern
transloziert. Als Homodimer bindet der Rezeptor an glucocorticoid response elements (GRE) der
DNA, wodurch abhingige Gene vermehrt exprimiert werden (Transaktivierung). Ein zwei-
ter Wirkungsmechanismus ist die sogenannte Transrepression, bei der ein aktiviertes Rezep-
tormonomer die Transkription von Genen, die von den Transkriptionsfaktoren nuclear factor
"kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB), Aktivator-Protein-1 (AP-1) und weiteren
abhingig sind, hemmt. Die Effekte der GC beinhalten die Beeinflussung von Uberleben,
Differenzierung, Migration und andere Funktionen von verschiedensten Zelltypen. Neben
dem beim Menschen hauptsichlich wirkenden endogenen Kortisol gibt es eine Reihe von
synthetischen, therapeutisch eingesetzten GCs, die sich in ihrer mineralo- und glukokortikoi-
den Wirkung sowie ihrer Potenz unterscheiden (Buttgereit et al. 1999). Auch fir das Immun-
system spielen endo- und exogene GC eine entscheidende Rolle (Reichardt et al. 2001). Sie
induzieren Apoptose von T-Zellen, stabilisieren die Barrierefunktion der BBB und vermin-
dern die Expression von Rezeptoren der interzelluliren Kommunikation und Adhisionsmo-
lekillen (Elovaara et al. 1998; Schweingruber et al. 2012). Des Weiteren wurde gezeigt, dass
GC die Expression (Rhen und Cidlowski 2005) und die Signalwege von C-X-C-chemokine receptor
4 (CXCR4) in T-Zellen (Schweingruber et al. 2014) verstirken, diese im perivaskuliren Raum
fixiert werden und so eine Ablenkung der T-Zellen vom Ort der Entziindung im ZNS be-
wirkt wird. Neben T-Zellen beeinflussen GC auch Zellen des mononukledren Phagozyten-
systems: Sie fithren zu einer Verminderung der zirkulierenden Monozyten und unterdriicken
die Freisetzung von Zytokinen (Joyce et al. 1997, Steer et al. 1997). Im Tiermodell (EAE)
wurde gezeigt, dass der Verlauf der Krankheit durch eine Behandlung mit liposomal verkap-
selten GC verbessert werden kann (Schweingruber et al. 2011). Eine weitere Studie zeigte,
dass MP in PEGylierten Liposomen und in freier Form zu einer verminderten Akkumulation
von Makrophagen und Mikoglia im Parenchym des ZNS bei an EAE erkrankten Médusen
zur Polge hatte (Lee et al. 2014). Hierbei Gbertraf der verkapselte Wirkstoff das freie MP weit
in seiner Effizienz. Auch insgesamt weisen neuere Studien darauf hin, dass modifizierte Dar-
reichungsformen der Gabe der klassischen freien GC iiberlegen sind. Eine mogliche Technik
hierbei ist zum Beispiel die oben genannte Verkapselung der GC in PEGylierten Liposomen
oder in hybriden Nanopartikeln, welche die Probleme der gleichmifB3igen Verteilung der GC
in allen Geweben oder ihre kurze Halbwertszeit vermindern und so bei geringerer Dosis zum
gleichen Erfolg fihren (Lithder und Reichardt 2017). Fur die Entfaltung der Wirkung von in
Partikel eingebundenen GC ist Phagozytose notwendig, zu der Zellen des mononukleiren

Phagozytensystems im Gegensatz zu T-Zellen fihig sind. So wurde der symptommildernde



1 Einleitung 11

Effekt der GC-Partikel von Schweingruber et al. auf eine Repression von proinflammatori-
schen Eigenschaften der Makrophagen und die verstirkte Expression von Genen, die mit
dem regulatorischen Makrophagentyp M2 assoziiert sind, zuriickgefihrt (Schweingruber et
al. 2011; Fischer et al. 2019). Die Wirkung der GC wurde hier also tiber Zellen des mono-
nukledren Phagozytensystems vermittelt, was die wichtige Rolle von Monozyten bzw. Mak-

rophagen in der Pathogenese und Therapie der EAE unterstreicht.

1.3 Monozyten in MS

Monozyten sind neben Makrophagen, dendritic cells (IDC) und ihren Vorliufern im Knochen-
mark (KM) Teil des mononukleiren Phagozytensystems (Yona und Gordon 2015). Dieses
System spielt eine wichtige Rolle in der Homdostase, zum Beispiel beim Entfernen von Zell-
trimmern und beim Induzieren sowie Terminieren einer Immunantwort (Davies et al. 2013;
Wynn et al. 2013; Ginhoux und Jung 2014). Wihrend Monozyten lange Zeit nur als Vorlaufer
fiir Makrophagen gesehen wurden, wei3 man inzwischen, dass die Populationen der Gewe-
bemakrophagen schon vor der Geburt gebildet werden und sich - mit nur minimaler Unter-
stitzung durch Monozyten - selbst am Leben erhalten (Ginhoux et al. 2010; Hashimoto et
al. 2013; Yona et al. 2013; Mass et al. 2016). Vielmehr stellen Monozyten neben ihrer Proge-
nitorfunktion eine eigene Gruppe von Effektorzellen der angeborenen Immunitit dar (Ser-
bina et al. 2008). Monozyten machen beim Menschen ungefihr 10% der zirkulierenden Leu-
kozyten aus. Sie entstehen im KM tber mehrere Zwischenstufen aus himatopoetischen
Stammzellen. Thre Entwicklung ist unter homdéostatischen Bedingungen abhingig vom macro-
phage colony stimulating factor (M-CSF) (Hamilton 2008), unter entziindlichen Bedingungen auch
vom granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (Gasson 1991). Nach ihrer Freiset-
zung ins Blut zirkulieren sie 1-2 Tage; werden sie in dieser Zeit nicht in ein Gewebe rekrutiert,
werden sie apoptotisch und aus der Zirkulation entfernt (Italiani und Boraschi 2014). Beim
Menschen sind bislang drei verschiedene Subpopulationen von Monozyten bekannt, die
nach der Expression von CD14, CD16, CCR2 und C-X3-C-chemokine receptor 1 (CX3CRy) ein-
geteilt werden: die klassische (CD14™", CD16, CCR2") Subpopulation macht circa 85% der
zitkulierenden Monozyten aus, die intermediire (CD14"" CD16"") und die nicht-klassische
(CD14, CD16"", CX3CR1") zusammen etwa 15% (Ziegler-Heitbrock et al. 2010; Wong et
al. 2012). Klassischen Monozyten werden proinflammatorische Eigenschaften zugeschrie-
ben, nicht-klassischen antiinflammatorische (Wong et al. 2012). Details der humanen Sub-
populationen werden in Tabelle 1 dargestellt. Fiir Miuse sind zwei Subpopulationen be-

schrieben (Geissmann et al. 2003), die in Rezeptorexpression und Eigenschaften denen der
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humanen ihneln: Ly6C" CCR2" CX;CR,™ (klassisch) und Ly6C"” CCR2™ CX3CR™ (nicht-
klassisch).

Tabelle 1: Humane Monozytenpopulationen

~

@ -

rd

klassisch intermediir nicht-klassisch

(inflammatorisch) (regulatorisch)
Marker CD14++ CD14++ CD14

CD16- CD16* CD16**
Chemokinrezeptor CCR2™ CCR2 CCR2

PLOT | xRy CX5CRy* CX3CR
Schnelle Rekrutierung zu Ar.l.tlgenp.rozesswr.ung und - Kontroll; der N
. - prasentation, reactive oxygen Endothelintegritit,

Funktion Entziindung und . . . .

Verletzune. Phagozytose species (ROS)-Produktion, Stimulation der T-

& gO%Y Angiogenese Zellproliferation

Bei Menschen sind drei Monozytensubpopulationen bekannt, die sich hinsichtlich ihrer Chemokinrezeptorex-
pression und ihrer Funktion unterscheiden. Die Definition der Subpopulationen wird nach den Markern CD14
und CD16 vorgenommen. In Tabelle 1 sind definierende Charakteristika von humanen Monozyten zusammen-

gefasst. Basierend auf Wong et al. 2012.

Man geht davon aus, dass Monozyten bei Nagern (Sunderkétter et al. 2004; Yrlid et al. 20006;
Varol et al. 2007; Yona et al. 2013; Thomas et al. 2016) und Menschen (Shi und Pamer 2011,
Patel et al. 2017) das KM als klassische verlassen und sich wihrend ihrer Verweildauer im
Blut zu intermedidren und schlieBlich nicht-klassischen Monozyten entwickeln. Die Rekru-
tierung aus dem KM in das Blut sowie zum Ort der Entziindung oder Verletzung erfolgt bei
Maus und Mensch tber den CC-chemokine ligand 2 (CCL2), dessen Rezeptor CC-chemokine receptor
Hpe 2 (CCR2) nur von klassischen Monozyten exprimiert wird (Serbina und Pamer 2006; Shi
und Pamer 2011; Patel et al. 2017). Unter homdostatischen Bedingungen hingegen kommen
klassische Monozyten im Tierversuch ihrer Versorgerrolle nach und ersetzen residente von
Monozyten abgeleitete Zellen (Varol et al. 2009; Tamoutounour et al. 2013; Bain et al. 2014;
Guilliams et al. 2014), wihrend nicht-klassische mithilfe von Amphocyte function-associated anti-
gen 1 (LFA-1, CD11a) (Auffray et al. 2007) und CX;3CR; (Geissmann et al. 2003), dessen
Ligand CX;CL; hauptsichlich von Endothelzellen exprimiert wird (Bazan et al. 1997), das
GefiBsystem kontrollieren. Uber LFA-1 und seinen Ligand snsercellular adhesion molecule 1 (1-
CAM-1) funktioniert neben der Bindung an Antigen-prasentierende Zellen auch die Adha-
sion von Monozyten am Endothel und das sogenannte ¢raw/ing als Vorstufe der Extravasa-
tion von Immunzellen (Meerschaert und Furie 1994; Hmama et al. 1999; Auffray et al. 2007).

Weitere Adhisionsmolekiile, die eine Rolle in der Funktionalitit von Monozyten spielen,
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sind CD226, auch bekannt als DNAX Accessory Molecule-1 (DNAM-1), und very late antigen-4
(VLA-4). CD226 ist ein Adhdsionsmolekil, das von inflaimmatorischen Monozyten expri-
miert wird (Vo et al. 2016). Es ist einer der Hauptbindungspartner von CD155 (poliovirus
receptor PVR), das auf Endothelzellen vorkommt und mit dessen Bindung die Transmigra-
tion durch endotheliale Verbindungen reguliert wird (Reymond et al. 2004). VLA-4 wird auf
Monozyten und Lymphozyten exprimiert und ist der Bindungspartner des endothelialen va-
scular cell adbesion protein 1 (VCAM-1, CD1006) (Elices et al. 1990; Raine 1994). Die Diapedese
von Monozyten wird tber die Bindung dieser beiden Liganden bewerkstelligt (Meerschaert
und Furie 1994). Neben den oben genannten Monozytensubtypen ist der sogenannte glucocor-
ticoid induced monocyte erwihnenswert, der bei Maus und Mensch unter Behandlung mit GC
nachgewiesen wurde. Er zeichnet sich durch eine hohe Migrationsfahigkeit, Produktion von
antiinflammatorischen Zytokinen und antioxidativen Mediatoren, hohe Phagozytosefihig-
keit und Lebensdauer aus (Ehrchen et al. 2007; Varga et al. 2008).

In Tierversuchen wird mithilfe der EAE unter anderem versucht, die Rolle von Monozyten
bei neuroinflammatorischen Erkrankungen besser zu verstehen. Bisher zeigte sich, dass pro-
inflammatorische Monozyten kurz nach der Immunisierung mit Myelinpeptiden aus dem
KM emigrieren und im Blut akkumulieren, bevor sie das ZNS infiltrieren (King et al. 2009;
Mildner et al. 2009). Die Transmigration in das ZNS erfolgt zeitgleich mit dem Auftreten der
klinischen Manifestation von MS und ist entscheidend fiir die Schwere der Symptomatik
(Ajami et al. 2011; Mishra et al. 2012). Hierzu passend konnte gezeigt werde, dass eine Blo-
ckierung der Monozytenrekrutierung die Progression einer EAE aufhalten kann (Mildner et
al. 2009; Ajami et al. 2011). Bei humanen Patienten konnten im Vergleich zu gesunden Pro-
banden vermehrt Monozyten gefunden werden, die die proinflammatorischen Zytokine
IL-12 und IL-6 produzieren (Kouwenhoven et al. 2001). Deren Auftreten korrelierte zusitz-
lich mit dem von aktiven Lisionen im MRT (Makhlouf et al. 2001), was eine entscheidende

Rolle von Monozyten in beiden Erkrankungsentititen impliziert.

1.4  Von Monozyten zu Makrophagen

Im Falle einer Extravasation von Monozyten kénnen diese weiter zu Makrophagen differen-
zieren (monocyte derived macrophages, MDM) (Hashimoto et al. 2013). Makrophagen sind sehr
anpassungsfahige Zellen, deren Funktion und Form durch ein lokales Zytokinmilieu beein-
flusst wird (Cassetta et al. 2011; Biswas et al. 2012; Bashir et al. 2016). Unter Makrophagen
sind mehrere Subtypen bekannt, die sich in Oberflichenmarkern, Zytokinproduktion und
biologischer Funktion unterscheiden. Makrophagen lassen sich unter anderem in die Sub-

gruppen M1 und M2 einteilen, auch ,,Polarisierung® genannt. Die M1-Polarisierung von
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Makrophagen wird durch Lipopolysaccharide (LPS) allein oder in Kombination mit Th1-
Zytokinen wie Interferon y (IFNy) oder GM-CSF ausgelost. Diese Makrophagen haben pro-
inflammatorische Eigenschaften und produzieren dementsprechend Zytokine wie 1L-183,
IL-6, 1L-12, IL-23 und TNFa. Sie sind in der Erregerabwehr involviert und in der Lage,
Zellproliferation zu unterbinden (MacMicking et al. 1997). Uber die Produktion von reactive
oxcygen species (ROS) bekampfen M1-Makrophagen koérperfremde Pathogene sowie Tumorge-
webe, wodurch jedoch auch gesundes korpereigenes Gewebe geschidigt und Geweberepa-
ratur bzw. Wundheilung gestort werden kann (Mantovani et al. 2004; Murray und Wynn
2011; Sica und Mantovani 2012; Locati et al. 2013; Murray et al. 2014; Murray 2017). Die
M2-Polarisierung von Makrophagen wird durch Th2-Zytokine wie IL-4 oder IL-13 ausge-
16st. M2-Makrophagen weisen anti-inflammatorische und immunregulatorische Eigenschaf-
ten auf und produzieren Zytokine wie 1L-10 und transforming growth factor § (TGFB). M2-Mak-
rophagen haben ausgeprigte Kapazititen zur Phagozytose, Entfernung von Zelltrimmern
und apoptotosischen Zellen, Gewebereparatur und -umbau (Mantovani et al. 2013), Wund-
heilung, Angiogenese und férdern Fibrose (Kurowska-Stolarska et al. 2009; Murray und
Wynn 2011; Sica und Mantovani 2012; Jetten et al. 2014; Braga et al. 2015). Durch ihre Ei-
genschaften sind sie in der Lage, die durch M1-Makrophagen entstehenden Gewebeschaden
einzudimmen und den Ort der Entziindung von Uberresten zu befreien. Allerdings fithren
M2-Charakteristika auch zu einer Férderung von Tumorentstehung und -wachstum (Qian
und Pollard 2010; Ruffell et al. 2012; Porta et al. 2015; Schultze und Schmidt 2015; Belgiovine
et al. 2016) sowie Th2-typischen Immunreaktionen wie allergische Entziindungen der Luft-
wege (Kurowska-Stolarska et al. 2009). Wie oben beschrieben wird Monozyten, nachdem sie
lange Zeit nur als Vorldufer von Makrophagen gesehen worden waren, inzwischen eine ei-
gene Rolle im Immunsystem zugeordnet. Auch erkennt man Parallelen zwischen den Mo-
nozyten- und den Makrophagensubpopulationen: Es gibt Anzeichen dafiir, dass klassische
Monozyten zu M1-Makrophagen differenzieren, nicht-klassische zu M2-Makrophagen (Auf-
fray et al. 2007; Italiani und Boraschi 2014; Olingy et al. 2017).

1.5 Zytokine und ihre Rolle bei ZNS-Entziindungen

1.5.1 Zytokine, Chemokine und deren Beeinflussung durch GC

Chemokine sind Zytokine, die zur Chemotaxis (gerichtete Zellwanderung) anregen. Chemo-
kine, die auf Makrophagen und Monozyten wirken und in der Pathogenese der MS eine Rolle
spielen, sind CCL2, CCL5 und C-X3-C-chemokine ligand 1 (CX3CL1, Fractalkin) (Shi und Pamer
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2011). CCL2 ist ein proinflammatorisches Chemokin, das klassische Monozyten zum Ort
der Entziindung dirigiert (Mahad und Ransohoff 2003). Mehrere Autoren beschreiben ein
reduziertes Level von CCL2 im Liquor bei an MS erkrankten Patienten im Vergleich zu Pa-
tienten mit nicht-entziindlichen neurologischen Erkrankungen. Patienten im akuten Schub
zeigen hierbei ein geringeres CCL2-Level im Liquor als solche ohne akuten Schub. Verant-
wortlich gemacht wird ein Uberwiegen von Th1-Zytokinen, welches im Zusammenhang mit
dem Auftreten eines akuten Schubes steht (Serensen et al. 1999; Franciotta et al. 2001; Soren-
sen et al. 2001; Mahad et al. 2002). Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit MP
das CCL2-Level erhoht (Serensen et al. 2001). CCL5, ebenfalls ein proinflaimmatorisches
Chemokin, tragt dazu bei, Lympho- und Monozyten zum Ort der Entziindung zu dirigieren
(Trebst et al. 2001). Mehrfach wurde festgestellt, dass die CCL5-Level bei Patienten mit MS
sowohl in stabilen Stadien, als auch im Schub in Liquor (Szczucifski und Losy 2011; Mori et
al. 2016) und Serum (Rentzos et al. 2010) erhoht sind. Ebenso weil3 man, dass eine Therapie
mit MP zu keiner Senkung dieser Level fithrt (ebenda). CX;CL; ist ein Chemokin, das vor
allem von Endothelzellen exprimiert wird. In seiner I6slichen Form hat es eine chemoattrak-
tive Wirkung auf Monozyten und Lymphozyten, in seiner membrangebundenen Form ver-
mittelt es die Adhidsion eben dieser Zellen (Bazan et al. 1997) an der Gefidlwand tber zwei
Wege. Zum einen hat die Bindung eine eigene adhisive Kapazitit, zum anderen fihrt sie zu
einer vermehrten Expression von Integrinen (Goda et al. 2000). So wird das crawlen von Mo-
nozyten im Gefil3system bewerkstelligt. IL.-18 wird hauptsichlich von Monozyten als Ant-
wort auf Aktivierung produziert (Hsi und Remick 1995) und entfaltet seine proinflaimmato-
rische Wirkung vielerorts. Es bewirkt einen Anstieg der Kérpertemperatur, der Akute-Phase-
Proteine und von IL-6 im Blut, eine vermehrte Freisetzung von neutrophilen Granulozyten
und Thrombozyten aus dem KM und erhoht dariiber hinaus die Freisetzung von Kortisol
aus der Nebennierenrinde. Die Rolle von IL-1§ fiir den Verlauf einer MS verdeutlicht sich
in verschiedenen Erkenntnissen: der Verlauf einer EAE bei IL-1R- oder IL-1B3-defizienten
Miusen ist milder als in Kontrollen (Schiffenbauer et al. 2000; Sutton et al. 2006; Lévesque
et al. 2016), bei MS-Patienten sind erhéhte Spiegel in ZNS-Lisionen, im Blut und im Liquor
zu finden (Lin und Edelson 2017) und erhéhte Konzentrationen von IL-18 fithren durch die
Induktion von Apoptose via Aktivierung von p53 zu Neurodegeneration (Rossi et al. 2014).
Weiterhin ist bekannt, dass Dexamethason (Dex) iz vitro u.a. die Expression von IL-18 in
humanen Monozyten senkt (Amano et al. 1993). TNFa wird von Monozyten und Makro-
phagen ausgeschiittet. Als proinflaimmatorisches Molekiil hat es viele Funktionen, wie die

Erh6hung der Korpertemperatur und des Kortisolspiegels, Induktion von Apoptose, Stimu-
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lation von der Migration von neutrophilen Granulozyten und der Phagozytose in Makropha-
gen. Die Sekretion von TNFa wird durch GC in Monozyten und Makrophagen supprimiert
(Joyce et al. 1997; Steer et al. 1997; Reichardt et al. 2001). ICAM-1 wird neben Endothelzel-
len, wo es der Adhision von Leukozyten dient, auch von Antigen-prisentierenden Zellen
(APC) exprimiert. Hier spielt es eine wichtige Rolle bei der Interaktion von APC und T-
Zellen, indem es tber die Bindung an LFA-1 auf T-Zellen eine /ow affinity-Bindung eingeht,
die die Interaktion zwischen dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem Major Histocompatibility
Complex MHC)-Klasse-1I-Komplex der APC einleitet. Die Expression von ICAM-1 ist bei
MS-Patienten stirker als bei gesunden Probanden ausgeprigt (Cannella und Raine 1995; Elo-
vaara et al. 2000). Colony stimulating factor 2 receptor subunit alpha (CSF2RA) ist eine Untereinheit
des Rezeptors fir GM-CSF, der von Zellen der myeloischen Reihe exprimiert wird. GM-
CSF ist ein proinflammatorisches Zytokin, das unter entziindlichen Bedingungen die Ent-
wicklung von mononukleiren Phagozyten (Burgess und Metcalf 1980; Gasson 1991) und die
M1-Polarisierung von Makrophagen férdert (Mantovani et al. 2002; Fleetwood et al. 2007).
Des Weiteren spielt es eine entscheidende Rolle in der Entwicklung von EAE und MS
(Rasouli et al. 2015; Ifergan et al. 2017). Miuse, die GM-CSF-defizient sind, besitzen eine
Resistenz gegen die Induktion einer EAE, genauso wie Mause mit einem Knockout des GM-
CSF-Rezeptors (McQualter et al. 2001). Es wurde beobachtet, dass bei Miusen unter der
Gabe von GM-CSF Kklassische (CD11b*/Ly6C™) Monozyten vermehrt in die Zirkulation
freigesetzt werden (King et al. 2009) und so periphere myeloide Zellen und nicht etwa

Mikroglia als zentrale Responderzellen von GM-CSF agieren (Codarri et al. 2013).

1.5.2 Chemokinrezeptoren auf Monozyten und die Wirkung von GC auf ihre

Expression

Passend zu den jeweiligen Chemokinen werden von Zielzellen Rezeptoren exprimiert. CCR2
ist auf klassischen Monozyten und von MS-Lisionen infiltrierenden Makrophagen zu finden
(Serensen et al. 1999; Simpson et al. 2000; Geissmann et al. 2003; Sunderkétter et al. 2004
Dal-Secco et al. 2015). Durch seine Liganden CCL2 und CCL7 werden Monozyten aus dem
KM rekrutiert und zum Ort der Entziindung gelenkt (Tsou et al. 2007). CX;CR; wird in
Miusen vor allem von residenten (CX;CR;"/Ly6C) Monozyten, deren Vertreter im huma-
nen System die nicht-klassischen (CX;CR,"/CD16""/CD14) sind, exprimiert. (Auffray et
al. 2007). CX;CR; hat eine tragende Rolle in der Hémostase von Monozyten und verhindert
Apoptose (Landsman et al. 2009). Die Interaktion zwischen dem Rezeptor und seinem Lig-
anden CX;CLy, der vor allem von Endothelzellen exprimiert wird (Bazan et al. 1997), ist

auflerdem an der Adhision von Monozyten an der Gefillwand beteiligt (Goda et al. 2000).
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CCR5 wird unter anderem von Monozyten exprimiert (D’Ambrosio et al. 2003) und ist bei
der Rekrutierung von Makrophagen zum Ort der Entziindung involviert (Balashov et al.
1999; Serensen et al. 1999; Simpson et al. 2000). CCR5 wurde in MS-Plaques nachgewiesen
(Balashov et al. 1999; Serensen et al. 1999; Trebst et al. 2001; Jalonen et al. 2002) und ein
kurzfristiger supprimierender Effekt von MP auf die Expression von CCR5 auf CD14" Mo-
nozyten ist bekannt (Elovaara et al. 2006). CXCR4 wird von Monozyten exprimiert (Loet-
scher et al. 1994; Nagasawa et al. 1994; Bleul et al. 1996) und ist Uber seinen Liganden
CXCL12 an der Navigation von Monozyten in Gewebe beteiligt (Sallusto et al. 1998).

1.6 Zielsetzung

In vorangegangenen Versuchen der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass GC T-Zellen — eben-
falls Akteure in der Pathogenese der MS — in ihrer Migrationsfihigkeit beeinflussen. Eine
Verstirkung der Expression und der Signalwege der CXCR4-C-X-C-chemokin 12 (CXCL12)-
Achse durch GC in T-Zellen fthrt zu einer Fixierung der Zellen im perivaskuliren Raum im
ZNS und somit zu einer Ablenkung der Zellen vom Ort der Entziindung (Schweingruber et
al. 2014). Weiterhin wurde gezeigt, dass Monozyten und Makrophagen eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der MS spielen (Makhlouf et al. 2001; Mildner et al. 2009; Ajami et al.
2011; Mishra et al. 2012) und dass eine Verschiebung des M1/M2-Polarisierungsgleichge-
wichts zugunsten M2 zu einer Linderung einer EAE fihrt (Mikita et al. 2011). Liposomal
verkapselte, vor allem in Phagozyten wirkende GC sind in der Lage, den regulatorischen M2-
Makrophagentyp zu induzieren und so den Verlauf einer EAE zu attenuieren (Schweingru-
ber et al. 2011). Dabei tibertreffen sie freie GC in ihrer Wirksamkeit (Lee et al. 2014). Es ist
bekannt, dass es eine enge Verbindung zwischen klassischen Monozyten und M1-Makropha-
gen sowie zwischen nicht-klassischen Monozyten und M2-Makrophagen gibt (Auffray et al.
2007; Italiani und Boraschi 2014; Olingy et al. 2017). GC fithren bei Maus und Mensch zu
der Induktion von sog. glucocorticoid stimulated monocytes, die nicht der Einteilung in klassisch,
intermedidr und nicht-klassisch zuzuordnen ist (Ehrchen et al. 2007; Varga et al. 2008) und
M2-, also anti-inflammatorische Charakteristika besitzen. Zusammengenommen fithrte dies
zu der Frage, ob GC — hier aufgrund der téglichen Praxis in der Klinik in Form von MP —

auch die Migration von Monozyten bei neuroinflammatorischen Prozessen beeinflussen.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Motilitit von Monozyten von gesunden Pro-
banden und MS-Patienten gegen inflaimmatorische und nicht-inflammatorische Chemokine
unter der Behandlung mit MP 7 vitro und 7n vivo mithilfe von Migrationsassays untersucht
werden. Dariiber hinaus sollen Monozyten von verschiedenen Probandengruppen vergli-

chen werden, wobei sich folgende Fragestellungen ergeben:

e Wie unterscheiden sich Monozyten von gesunden Probanden von denen von MS-Pa-
tienten hinsichtlich Chemokinrezeptorexpression und Subpopulationen?

e Wie unterscheiden sich Monozyten von MS-Patienten, die zum Zeitpunkt der Un-
tersuchung an einem akuten Schub litten von denen ohne Schub in dieser Hinsicht?

e Wo liegen die Unterschiede zwischen Monozyten von MS-Patienten, die sich in ver-
schiedenen Stadien der Erkrankung befinden bzw. an verschiedenen Formen von

MS leiden?

Hierzu werden in einem ersten Schritt Monozyten von gesunden Probanden isoliert und drei
Stunden 7z vitro mit MP inkubiert. Weiterhin erfolgt eine Isolation und eine dreistiindige I7-
vitro-Inkubation auch von Monozyten von MS-Patienten. Da die klinische Wirkung einer
MP-Therapie in MS meist schon innerhalb von 24 h eintritt und sich bisher wenige Studien
mit den kurzfristigen Effekten von GC auf Monozyten beschiftigten, werden auflerdem vor
und 24 h nach einer intravendsen Gabe von MP als Therapie Monozyten von Patienten
isoliert. Mit den an den verschiedenen Zeitpunkten isolierten Zellgruppen werden anschlie-
Bend Transmigrationsassays gegen die oben besprochenen Chemokine CCL2, CCL5 und
CX;5CL; durchgefihrt. Weitere Eigenschaften der Zellen im Sinne der Expression von Zyto-
kinen, Chemokinrezeptoren und Markern fiir die Einteilung in Subpopulationen der Mo-
nozyten werden mithilfe der qrtPCR und des Durchflusszytometers bestimmt. So sollen Er-
kenntnisse dartiber gewonnen werden, wie sich MP auf die Motilitit von Monozyten aus-
wirkt und ob sich der Therapieerfolg der GC mit einer Anderung der Taxis der Monozyten

oder einer Anderung ihrer Subpopulationsverteilung begriinden lisst.
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2 Material und Methoden

2.1  Gerite, Materialien, Puffer und Lésungen

Tabelle 2: Gerite

Produkt

Hersteller

7500 Real Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, USA

Arium 611 Reinstwassetsystem

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Axiovert 35 Mikroskop

Zeiss, Jena, Deutschland

BD FACSCanto™ II

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD LSR II Cell Analyzer

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Capsulefuge PMC-060

TOMY Digital Biology, Tokyo, Japan

Zentrifuge 5417 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge 5804 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

ChemilLux Imager

Intas Science Imaging Instruments, Gottingen,
Deutschland

Electrophoresis Power Supply EPS 301

GE Healthcare Life Sciences, Chalfont St. Giles,
England

Gel Imager

Intas Science Imaging Instruments, Gottingen,
Deutschland

Heizblock Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

HeraCell 240 Brutschrank

Haraeus Instruments, Hanau, Deutschland

HeraSafe Sterilbank

Haraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Mastercycler Gradient PCR-Cycler

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mini-PROTEAN Tetra Cell SDS-Gelkammer

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Multifuge 4KR

Haraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Pipettierhilfe PipetBoy Multipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Power Pac Basic Netzanschluss

Bio-Rad Laboratories, Hercules USA

RS 225 A X-Ray Box

Gulmay Medical, Cambetley, GroBbritannien

SE 600 Ruby Standard Vertical Unit

GE Healthcare Life Sciences, Chalfont, St. Giles,
England

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA

Sigma 2-5 Zentrifuge

SIGMA Laborzentrifugen, Osterode,
Deutschland

Analysewaage TE612

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Telaval 31

Zeiss, Jena, Deutschland

Primo Star Mikroskop

Zeiss, Jena, Deutschland

Vortex-Genie 2

Bender und Hopstein, Ziirich, Schweiz

Kiihlschrank/Tiefkiihltruhe: Liebherr
Gastroline/ Comfort/Premium

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3, Deutschland

Pipette eppendorf Reference, research (plus)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Gilson pipetman

Gilson, Inc., Middleton, USA

Thermo Scientific™ Nano Drop™

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts

EasySep™ Magnet

StemCell Technologies, Kéln, Deutschland
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Tabelle 3: Software

Produkt Hersteller

FlowJo Tree Star Inc., Ashland, USA

Image] Wayne Rasband (frei verfiigbar)

AB 7500 Applied Biosystems, Foster City, USA
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
FACSDiva BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Tabelle 4: Puffer und Losungen

Produkt

Zusammensetzung

1% Agarosegel

1% Agatose in TAE-Puffer; 0,1 pg/mL
Ethidiumbromid

RPMI Medium 1640 (1x) + GlutaMAX™ 500mL

Gibco® life technologies™, Darmstadt,
Deutschland

BSA-Lésung

PBS/Tween, 5% BSA + 0,01% NaN;

FACS-Puffer

PBS (pH 7,2) + 0,1% BSA + 0,01% NaNj

0,8% NaCl; 0,02% KCI; 0,29% NaZHP()4x 12

PBS Hz(); 0,02% I(HZP()4

PBS/BSA PBS; 0,1% BSA

TAE 40 mM Tris-Acetat + 1 mM EDTA
Migrationsmedium RPMI, 0,5% fettfreies BSA
Inkubationsmedium RPMI, 0,5% fettfreies BSA

Detachement Buffer

PBS, 2mM EDTA

Recommended Medium fiir EasySep

PBS, ImM EDTA, 2% FCS

Tabelle 5: Chemikalien

Produkt Hersteller

Agarose Carl-Roth, Katlsruhe, Deutschland
BSA Carl-Roth, Katlsruhe, Deutschland
BSA fettfrei Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
DNA-Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
EDTA Carl-Roth, Katlsruhe, Deutschland
Ethanol Carl-Roth, Katlsruhe, Deutschland
Ethidiumbromid Carl-Roth, Katlsruhe, Deutschland
FCS Invitrogen, Carlsbad, USA

Ketamin Medistar, Ascheberg, Deutschland
Lymphoptrep™ Axis Shield, Norwegen

NaCl Carl-Roth, Katlsruhe, Deutschland
NaNj3 Carl-Roth, Katlsruhe, Deutschland
Orange G Sigma Aldrich, St. Luis, USA
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Produkt

Hersteller

RPMI Medium

Invitrogen, Carlsbad, USA

SDS Serva, Heidelberg, Deutschland
Xylazin Ecuphar, Greifswald, Deutschland
Hepatin 25.000 LE./5mL ROTEXMEDICA GmbH, Trittau, Deutschland

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Falcons (15 mL./50 mL)

Greiner bio-one, Kremsmiunster, Osterreich

Platten (96-well)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Transwell® 24-well Platten

Corning Life Sciences, Acton MA, USA

Transwell® 24-well Platten mit 12 Sieben
(5 um), Nr.: 3527

Corning Life Sciences, Acton MA, USA

ReaktionsgefiBle (1,5 mL/2 mL)

Greiner bio-one, Kremsmiunster, Osterreich

Rundbodentéhrchen (5 mL)

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

Spritzen (ImL/2mL/5mL/10mL)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Braun 100 Sterican® 20Gx23/4“ und 27G

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Zellkulturschalen (10x2 cm)

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschand

cellstar (5/10/25mL) fiir Multipette

Greiner bio-one, Kremsmiunster, Osterreich

Zellsiebe EASY strainet™ 40um

Greiner bio-one, Kremsmiunster, Osterreich

Nitril® NextGen® Handschuhe

Rosner-Mautby Meditrade GmbH, Kiefersfelden,
Deutschland

Multifly®-Kaniile fur S-Monovette® inkl.
Multiadapter, Nr.2, griin, 80 mm

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschand

S-Monovette 9mL LH

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschand

Pipettenspitzen 1000pL/10puL

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschand

Pipettenspitzen 100uL

Greiner bio-one, Kremsmiunster, Osterreich

Cell Scraper

SPL Life Sciences Co., Ltd., Korea

Parafilm ,,u*

Pechiney Plastic Packages, Chicago, USA

Spin-Away™ Siule

Zymo-Research, Orange, USA

Collection Tube™

Zymo-Research, Orange, USA

Zymo-Spin™ IIICG Siule

Zymo-Research, Orange, USA

Tabelle 7: Enzyme und Kits

Produkt

Hersteller

Easy Sep™ Human Monocyte Enrichement Kit

StemCell Technologies, Kéln, Deutschland
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Produkt Hersteller
DNAse I Roche, Grenzach, Deutschland

GeneScan 400 HD®

Applied Biosystems, Foster City, USA

Taq-Poymerase

Genaxxon, Ulm, Deutschland

Quick-RNA™ Mini Prep

Zymo-Research, Orange, USA

RNeasy® MiniKit

Quiagen, Hilden, Deutschland

iScript™ Reverse Transkriptase Kit

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Proteinase K

Applichem, Gatersleben, Deutschland

SYBR-Green Powermix

Applied Biosystems, Foster City, USA

Primer fiir qrtPCR (siche Tabelle 7)

metabion GmbH, Planegg/Steinkirchen,
Deutschland

Tabelle 8: Antikérper

Produkt

Hersteller

Anti-Human CD14-PE/Cy7
Klon: HCD14

BioLegend, Niederlande

Anti-Human CD16-APC/Cy7
Klon: 3G8

BioLegend, Niedetlande

Anti-Human CD192 (CCR2)-PerCP/Cy5.5

Klon: K036C2

BioLegend, Niederlande

Anti-Human CX3CR1-FITC
Klon: 2A9-1

BioLegend, Niederlande

Tabelle 9: Chemokine

Produkt Hersteller

rh CCL2 ImmunoTools, Germany
rh CX;CL, ImmunoTools, Germany
rh CCL5 ImmunoTools, Germany
rm CCL2 ImmunoTools, Germany
rm CX;CLy ImmunoTools, Germany
rm CCL5 ImmunoTools, Germany
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2.2 Tiere, Probanden und Patienten

Fir die Etablierung der Experimente wurden Monozyten aus Milz und Blut von Miusen

verwendet. Hierbei handelte es sich um Miuse des Stammes C57/Bl16. Die an unseren Stu-

dien zu humanen Monozyten teilnehmenden Probanden und Patienten wurden im Vorfeld

tber die Risiken der Blutentnahme aufgeklirt und gaben mithilfe eines Aufklirungsbogens

und einer Erklirung schriftlich ihr Einverstindnis zum Mitwirken. Auch die Einwilligung
der Ethikkommission wurde im Vorfeld eingeholt (Ethikantrag Az. 1/7/14). Eine Auflistung

der an der Studie beteiligten Probanden und Patienten findet sich in Tabelle 10 und 11.

Tabelle 10: An der Studie teilnehmende gesunde Probanden

Alter

Geschlecht

29

23

22

26

41

40

29

27

22
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Tabelle 10 zeigt die Auflistung der gesunden Probanden, die an der Studie zur votliegenden Arbeit teilnahmen.

Auf ein ausgewogenes Verhiltnis von weiblichen und minnlichen Teilnehmern wurde geachtet.
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Tabelle 11: An der Studie teilnehmende Patienten

a) RRMS
Dauer Monate seit
Alter  Geschlecht au EDSS Therapie letzter MP- Schub
(Jahre)
Gabe
1 24 W 1 2,5 Fingolimod 1-2 ja
2 | 44 A\ 3 1 Copaxone - ja
3 |47 A\ 1 2 Glatirameracetat 3 ja
4 | 38 W 4 2,5 IFNB - ja
5 | 44 M 7 3 Fingolimod - ja
6 |43 M 20 4 IFNB 3 ja
7 | 42 M 1 2,5 DMF 11 ja
8 |25 M 6 2,5 - - ja
9 |49 M 1 3 - 1,5 ja
10 | 44 M 4 1 Teriflunomid - ja
1 | 47 M 6 3 IFNB 2 ia
12 | 24 A\ 4 3 - 2 Wochen ja
b) SPMS
D Monate seit
Alter  Geschlecht AUCt " EDSS  Therapie letzter MP- Schub
(Jahre)
Gabe
1 41 M 12 Intervall MP 3 nein
2 |54 W 41 Intervall MP 3 nein
3 |60 A\ 34 - Jahr 2010 nein
c) SPMS mit Schiiben
Dauer Monate seit
Alter  Geschlecht au EDSS Therapie letzter MP- Schub
(Jahre)
Gabe
1 |55 A\ 3 5 Copaxone 3 ja
2 |55 A\ 28 6,5 Copaxone 3 ja
3 |65 M 45 6,5 - 3 ja
4 |52 M 7 4 - - nein
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d) PPMS
Dauer Monate seit
Alter Geschlecht (Jahte) EDSS ‘Therapie letzter MP- Schub
Gabe
1 66 W 10 5 Intervall MP 3 nein
2 60 W 14 4,5 - 4 nein
3 50 W 14 4 Intervall MP 3 nein
4 54 W 11 6,5 - 3 nein
5 35 W 15 7,5 - 4 nein
6 65 M 7 6,5 Intervall MP 6 nein
7 58 W 11 4 Intervall MP 3 nein
8 69 M 18 6 Intervall MP 3 nein

Tabelle 11 a-d zeigt eine Auflistung aller Patienten, die an der Studie zur vorliegenden Arbeit teilnahmen. Als
Charakteristika der Patienten wurde das Alter, das Geschlecht, die Dauer der Erkrankungin Jahren, die aktuelle
EDSS vor MP-Applikation, anderweitige Therapien, die verstrichene Zeit seit der letzten MP-Gabe in Monaten
und die Aktivitit der Erkrankung im Sinne eines Schubes gewihlt. Je nach Zellzahl flossen die Proben der
Patienten in die Studie der Migration und/oder der Analyse der Obetflichenexpression von Chemokintezep-

toren und Markerproteinen ein. Die Auflistung der Patienten ist nach MS-Form geordnet.

2.3  Zellbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von Monozyten aus Miusen

Die Euthanasie der Maus erfolgte tierschutzgerecht durch CO,. Sofort nach dem Tod er-
folgte die Punktion des Herzens mit einer Kanitile (27G) und einer mit 10 uL. Heparin vor-
gefiillten Spritze. Das Blut wurde auf mehrere 0,5 mL Eppendorff-Gefille verteilt. Im An-
schluss wurde die Milz pripariert, mithilfe des Stempels einer 2 mL Spritze durch ein 100 um
Sieb in einen 50 mL Réhrchen gedrickt. Das Sieb wurde mehtfach mit PBS/ bovine serum
albumin (BSA) gespilt und das Réhrchen 5 min bei 300xg zentrifugiert. Hiernach wurde der

Uberstand abgezogen und in PBS resuspendiert. Im Anschluss erfolgte die Himolyse.

2.3.2 Isolierung von Monozyten aus humanem Spenderblut

Nach Abnahme von circa 40mL Vollblut in Lithium-Heparin-Réhrchen wurde es im Ver-
hiltnis 1:1 mit PBS-Ethylendiamintetraacetat (PBS-EDTA) 1 mM verdunnt. In einem 50 mL
Falcon wurden danach zwei Teile Blut vorsichtig auf einen Teil Lymphoprep”™ geschichtet.
Die Zentrifugation im Anschluss erfolgte bei 4 °C und 800 x g fiir 25 Minuten mit langsamer
Rotationsbeschleunigung (4) und Bremse 0. Ein Schema der sich durch die Zentrifugation

bildenden Schichtung der Blutbestandteile ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Plasma

Leukozytenwolke

Erythrozytenpellet —— v

Abbildung 1: Schichtung der Blutbestandteile des Lymphoprep®-Gradienten Der Falcon

Lymphoprep®

mit Vollblut und Lymphoprep® wird bei 800 x g und 4 °C fiir 25 min zentrifugiert. Dabei sammelt sich am
Boden des Falcons das Erythrozytenpellet und zwischen Plasma und Lymphoprep® die Leukozytenwolke, die
mit einer Kaniile aspitiert wird. Basierend auf: product information sheet des Easy Sep™ Human Monocyte Enti-
chement Kit und Béyum 1968.

Nach der Zentrifugation fanden sich die Leukozyten als triilbe Wolke zwischen Lympho-
prep® und dem iiberstehenden Plasma. Mit einer 2 ml. Spritze und einer langen Kaniile
(20Gx23/4%) wurden die weilen Blutzellen nun abgezogen, bis an der Grenze zwischen
Lymphoprep® und Plasma kein Schleier mehr zu erkennen war. Die in einem weiteren 50 mL.
Falcon gesammelte Zellsuspension wurde nun mit PBS-EDTA 1 mM aufgefillt und bei 4 °C
und 300 x g fur 10 Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt diente dazu, eventuell mit aufgezo-
genes Lymphoprep” zu verdiinnen und auszuwaschen. Nach der Zentrifugation war das

Leukozytenpellet fertig zur Verwendung (Abb.1).

2.3.2.1 Quantifizieren der Leukozyten

Fir ein optimales Ergebnis beim Aufreinigen der Monozyten wurde eine Zellsuspension mit
der Konzentration 5 x 10" Zellen pro ml. benétigt; hierzu wurde das Leukozytenpellet in
500 uL Recommended Medium (PBS, 1mM EDTA, 2% fetal calf serum (FCS)) resuspendiert
und ein 1:100 verdinntes Aliquot in einer Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt. Formel zur
Berechnung der absolut enthaltenden Zellzahl:

[gezihlte Zellen]/4 x 10" Zellen/mL x 100 x 0,5 mL

AnschlieBend wurde die Konzentration eingestellt.
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2.3.2.2 Isolierung von Monozyten aus dem Leukozytenpool via EasySep™

Wir testeten zwei Methoden zur Isolierung von Monozyten. EasySep™ stellte sich als der
Adhision in Petrischalen (Bennet et al. 1966, Bennet et Breit 1994) tiberlegen heraus, sodass
EasySep™ in allen folgenden Experimenten verwendet wurde. Bei EasySep™ handelt es sich
um ein negatives Zellisolierungsverfahren, bei dem tetramere Antikérper als Bindeglied zwi-
schen einer Zelle und einem magnetischen Partikel fungieren, diesen Komplex in einem star-
ken Magneten halten und so am Ausfluss hindern. Hierfiir sind verschiedene Antikérper-
cocktails verfiighar. So konnen alle aufler den gewiinschten Zellen - hier Monozyten - von

Antikérpern erfasst und am Magneten fixiert werden (Abb. 2 und 3).

Zelle

Magnetic Particle mit
Dextranbeschichtung

N/
o\

Tetramerer Antikdrper-Komplex:
Anti-Antigen + Anti-Dextran

Abbildung 2: Schema der Funktionsweise des EasySep™-Zellseparationskit I Easy
Sep™ bietet verschiedene, fertig gemischte Kits mit Mischungen aus tetrameren Antikérpern zur Zellseparation
an. Die bivalenten Antikérper binden Dextran und Antigene, die von den zu eliminierenden Zellen exprimiert
werden. So vermitteln sie die Bindung zwischen mit Dextran beschichteten magnetische Partikel und den Zel-
len, die entfernt werden sollen. Basierend auf: product information sheet des EasySep™ Human Monocyte Enti-

chement Kit.

Nachdem eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 5x10" Zellen pro mL hergestellt
und diese in ein 5 mL Rundbodenréhrchen transferiert worden war, wurden 50 plL pro mL
Zellsuspension hinzugeben und fir 10 Minuten bei 8 °C inkubiert. Nach Ablauf der Zeit
wurden 50 pL. pro mL Zellsuspension der 30 Sekunden lang gevortexten Magnetic Particles
hinzugegeben und 5 Minuten bei 8 °C inkubiert. Hiernach wurde das Volumen auf 2,5 mL
mit Recommended Medium (PBS, ImM EDTA, 2% FCS) aufgefillt, zwei- bis dreimal vor-
sichtig gemischt und das Réhrchen im EasySep®-Magenten platziert. Nach 2,5 Minuten bei
Raumtemperatur wurde der Inhalt in einer gleichmiBigen Bewegung abgegossen und in ei-

nem Rundbodenréhrchen aufgefangen. Die Monozyten befanden sich nun im Réhrchen,
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alle anderen Zellen blieben im Magneten fixiert. Im Anschluss erfolgte eine Waschung mit

mit RPMI gewaschen (4 °C, 300xg, 6 Minuten) und waren gebrauchsfertig.

Abbildung 3: Schema der Funktionsweise des EasySep™-Zellseparationskit IT Wihrend
der Inkubationszeit von 2,5 min werden die Komplexe aus magnetischen Partikeln, bivalenten Antikérpern
und zu eliminierenden Zellen an der Wand des Réhrchens magnetisch fixiert. Beim anschlieBenden Entleeren
verbleiben die Komplexe im Rundbodenthrchen, wihrend die Zellen, die isoliert werden sollen, aufgefangen

werden. Basierend auf: product information sheet des EasySep™ Human Monocyte Entichement Kit.

2.3.3 Inkubation mit Methylprednisolon

Fir die Inkubation wurden die Zellen in 1mL RPMI, 0,5% fettfreies BSA suspendiert wur-
den diese ohne und mit MP in einer Konzentration von 10° mol/mL MP bei 37 °C fiir drei
Stunden inkubiert. Nach drei Stunden wurden die Monozyten einmal mit RPMI gewaschen
(4 °C, 300 x g, 6 Minuten) und waren nun fiir die weitere Verwendung geeignet. Im Falle der
Patienten wurden Monozyten vor (A-Probe) und 24h nach einer IVMP Therapie mit 1 g MP
(B-Probe) isoliert. Die A-Probe wurde wie oben behandelt, die B-Probe nur 3 h ohne MP

inkubiert.

2.3.4 Durchflusszytometer

Sowohl zur Zihlung von Zellen zum Auswerten der Migrationsassays als auch zur Bestim-
mung ihrer Figenschaften wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Um die die Zellpro-
ben zu firben, wurden je 10° bis 10° Zellen in Suspension in ein 5 mI. Rundbodenréhrchen
transferiert, auf 4 mL mit FACS-Puffer (PBS (pH 7,2) + 0,1% BSA + 0,01% NaN3) aufge-
fillt, dann pelletiert (1500 U/min, 5 min). Nach Abschiitten des Uberstandes wurden die
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Zellen im Restvolumen resuspendiert (circa 100 bis 200 uL)) und mit 20 L eines vorher vor-
bereiteten titrierten Antikérpercocktails versetzt. Nach 20 Minuten Inkubation bei 4 °C,
wurde das Rundbodenréhrchen mit FACS-Puffer gefillt und erneut gewaschen
(1500 U/min, 5 min), um nicht gebundenen Antikérper zu entfernen. Das verwendete
Durchflusszytometer war ein FACSCanto™ 11 von BD Biosciences, die dazugehérige Soft-
ware FACSDiva™ von selbiger Firma. Zur Auswertung wurde die Software FlowJo (Tree

Star Inc., Ashland, USA) verwendet.

2.3.5 Migration mit Transwell®

Der Einfluss von Methylprednisolon auf die Motilitit von Monozyten wurde mithilfe von
Migrationsassays mit Sieben (Transwell®) untersucht. In Versuchen mit Monozyten von an-
deren Autoren (Varga et al. 2008; Jalosinski et al., 2008) und unserer Arbeitsgruppe wurden
Siebe mit einer Porengrofie von 5 um Durchmesser verwendet, sodass auch fiir unsere Ver-

suche diese GréBe gewiahlt wurde. Ein Schema des Aufbaus eines Transmigrationsassays ist

in Abbildung 4 dargestellt.

Abbildung 4: Transmigrationsassay mit Transwell®-Sieben Dic Zellsuspension wurde in cin
Siebchen pipettiert, in die Kammer darunter verschiedene Chemokine (links). Bei einem Ansatz wurde die

Zellsuspension direkt in die Kammer pipettiert (rechts). Diese diente spiter als Referenz bei der Auswertung

der anderen Ansitze. Basierend auf: product information sheet zu Transwell® von Corning Life Sciences.

Zur Vorbereitung wurde das Migrationsmedium (RPMI + 5% fettfreies BSA) mit Chemokin
versetzt. Nach Titrationsversuchen konnten die besten Ergebnisse mit 10 ng/mL fiir CCL2
und CCL5, mit 1 ng/mL fiir CX;CL; erreicht werden. Unter das Sieb wurden 600 pL Mig-
rationsmedium pipettiert, in das Sieb 100 uL der in Migrationsmedium suspendierten Zellen.
Pro Ansatz wurden 500.000 Zellen (im Vorfeld optimiert) benétigt; je nach Menge der ge-
wonnenen Zellen wurde so die Anzahl der moglichen Ansitze gewihlt. In einen Ansatz pro
Zellprobe (,,Referenzwert) wurden die Zellen direkt in das Medium pipettiert (500 pL
plus 100 puLL Zellsuspension) und kein Sieb platziert (Abb. 4); so konnten die in den anderen
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Ansitzen gewanderten Zellen als Anteil an diesen 100% dargestellt werden (siche Auswer-
tung).

Der Effekt des MPs auf die Wanderungsfahigkeit der Monozyten wurde bei gesunden Pro-
banden nach drei Stunden Inkubationszeit (37 °C) mit und ohne MP gemessen, bei an MS
erkrankten Patienten an Tag 1 nach drei Stunden Inkubation mit und ohne MP (A-Probe)
und an Tag 2 (nach Hochdosis MP-Behandlung, B-Probe) nach drei Stunden Inkubation
ohne MP. Nach ciner Stunde (im Vorfeld etabliert) Inkubationszeit (37 °C) wurde die Mig-
ration gestoppt. Das Medium unter dem Sieb wurde abgezogen, in 5mL Rundbodenrohr-
chen gesammelt und durch 600 pLL Detachement Buffer (PBS, 2mM EDTA) ersetzt. Die
Siebchen wurden wieder in das Well gesetzt, sodass auch Monozyten, die das Sieb passiert,
jedoch auf der Unterseite desselben fixiert blieben, mit erfasst wurden. Nach 45 Minuten
Detachement wurde der Boden eines jeden Wells mit einem Cell Scraper vorsichtig bearbei-
tet, um die haftenden Monozyten in Suspension zu bringen. Der Detachment Buffer wurde
mit den suspendierten Zellen abgezogen und in den oben erwihnten Rundbodenréhrchen
gesammelt. In die Réhrchen wurde je 100 uL. der vorher gut aufgemischten Suspension mit
APC"-Beads gegeben, die als Referenz fur die Zellzihlung dienten. Danach wurde mit
FACS-Puffer auf 4 mL aufgefiillt und bei 1500 U/min fur funf Minuten zentrifugiert. Hiet-
nach erfolgte eine zweimalige Auswertung jeder Probe. Das Gating fiir Monozyten und Be-

ads in Flow]Jo ist exemplarisch in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: FACS-Gatingstrategie fiir Monozyten und APC*-Beads Die Abgrenzung der
Monozyten etfolgte im forard scatter (FSC)/ sideward scatter (SSC)-Fenstet, die Defintion det Beads im APC-Fens-

ter. Eigener Screenshot aus FlowJo (Tree Star Inc.).
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Hierbei diente der Ansatz ohne Sieb (Referenzwert) als ,,100% migriert®, so dass die gewan-
derten Zellen in einem Ansatz mit Sieb anteilig daran dargestellt werden konnten. Der Aus-

wertungsalgorithmus ist in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Auswertung des Migrationsassays

Ansatz Zellzahl | Beadzahl | Zellen/Bead mean % Migration
Referenzwert A B A/B ((A/B)+(AN’/B%))/2 =X
A B’ AN/B
Ansatz C D C/D (C/D)y+(C/D)/2=Y
mit Sieb C D’ C/D Y /Xx100

Jede Probe wurde zweifach analysiert, um Messfehler zu minimieren. Es wurde der Quotient aus der gemesse-
nen Zellzahl und der gemessenen Zahl der Beads gebildet (Zellen/Bead), dieser Wert mit der zweiten Messung
zu einem Mittelwert verrechnet. Die so berechneten Werte der Probe (Y) wurden anteilig am Referenzwert (X)

in Prozent dargestellt.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolation von mRNA

Fir die Extraktion von RNA wurde das Isolationskit ,,QuickRNA Mini Prep® von Zymo
Research verwendet. Im ersten Schritt wurden die Zellen bei 500 x g fiir 8 Minuten pelletiert,
im Anschluss das tiberstehende Medium abgezogen. Der Zellaufschluss erfolgte mit dem
mitgelieferten Lysis Buffer. Das Pellet wurde mit 300 pLL von diesem und Auf- und Abpipet-
tieren gelost. Das Lysat wurde fiir eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit (gilt fir alle
folgenden Zentrifugationen) geklirt, der Uberstand auf eine Spin-Away™-Siule gegeben und
fir eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde in einer mitgelieferten Collection Tube
gesammelt und die Sidule verworfen. In diesem Schritt wurde der gré3te Teil der genomi-
schen DNA entfernt. Der Durchfluss (ca. 300 uL) wurde 1:1 mit Ethanol (99,8%) vermischt
und anschlieBend auf eine Zymo-Spin™ IIICG Siule in einem Collection Tube gegeben.
Nach der Zentrifugation (30 s) wurde der Durchfluss verworfen und 400 uL Prep Buffer auf
die Sidule gegeben. Nach der Zentrifugation (30 s) wurde der Durchfluss verworfen und
700 uL. Wash Buffer auf die Sdule gegeben. Nach erneuter Zentrifugation (30 s) wurde der
Durchfluss verworfen und 400 uL. Wash Buffer auf die Siule gegeben, danach fiir zwei Mi-
nuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde die Saule in einem 1,5 mL Reaktionsgefal3 platziert
und mit 30 ul. RN Ase-freiem Wasser benetzt. Nach einer Inkubationszeit von einer Minute

wurde fiir 30 s zentrifugiert. Der Durchfluss enthielt nun RNA, welche gebrauchsfertig war.
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Nach der Isolation wurde eine Konzentrationsbestimmung mittels NanoDrop® und eine

Qualititsbestimmung mittels PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese durchgefiihrt.

2.4.2 Quantifizierung der RNA mittels NanoDrop®

Die Konzentration der RNA in den einzelnen Proben wurde mit einem Spektrometer ana-
lysiert. Verwendet wurde ein NanoDrop® ND2000. Eine Einheit auf der Absorptionsskala
entspricht 40 pg ssSRNA und RNA hat bei circa A = 260 nm sein Absorptionsmaximum. Die
Konzentration der complemantary RNA (cCRNA) kann demenstprechend mit
cRNA [ug/mL] = A260x40

berechnet werden. Im Programm wird ein Absorptionsspektrum von 220 bis 350 nm darge-
stellt. In der Probe enthaltenes Protein oder Lésungsmittel fihren zu verstirkten Absorpti-
onen auf anderen Wellenlingen als A = 260 nm. Uber den Absorptionsquotient A260/A280
kann eine Verunreinigung det RNA bestimmt werden. Fir reine RNA sollte A260/A280

zwischen 1,9 und 2,1 liegen.

2.4.3 cDNA-Synthese mittels reverser Transkriptase

Die Produktion von complementary DNA (cDNA) aus der isolierten RNA fiir die folgenden

™

PCR erfolgte mithilfe des iScript
RNA oder maximal 15,75 uL, 4 uL 5x iScript Mix und 0,25 pLL Reverse Transkriptase (RT)

Reverse Transcriptase Kit von Bio-Rad. Maximal 1 pg

wurden in einem Volumen von 20 plL angesetzt. Die Menge der eingesetzten RNA-Losung
berechnete sich durch die vorher mit NanoDrop® bestimmte Konzentration, sodass in jedem
Ansatz etwa die gleiche Menge RNA enthalten war. Wenn weniger als 15,75 uL. RNA-L6-
sung zur Verfugung stand, wurde mit H,0 auf dieses Volumen aufgeftllt. Durch 5 min In-
kubation bei 25 °C lagerten sich die im iScript Mix enthaltenden Random Primer an die RNA
an; die cDNA-Synthese durch die RT erfolgte fiir 30 min bei 42 °C. Nach Ablauf der Zeit
wurde die Reaktion durch Denaturierung des Enzyms bei 85 °C (5 min) gestoppt. Die Qua-
litit des cDNA Produktes wurde dann in einer PCR und anschlieBender Gelelektrophorese

Uberprift. Hierfiir wurde ein Primer eines housekeeping genes (hier GAPDH) verwendet.

2.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Sowohl um die Qualitit der cDNA aus dem vorangegangenen Schritt, als auch die Qualitéit
der Primer fiir die qrtPCR zu bestimmen, wurde eine klassische PCR durchgefiihrt. Das Pro-

tokoll hierzu ist in Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 13: Protokoll der Taq-PCR

1 ul cDNA Annealing: 25 °C, 5 min

0,5 uL Primermix (10 uM) Elongation (30x): 42 °C, 30 min
0,2 uLL Taq-Polymerase Denaturierung: 85 °C, 5 min
19,8 ul H,O

2,5uL 10x  Puffer S

2,5uL Desoxynukleosidtriphosphat

Tabelle 13 gibt einen Uberblick {iber die Bestandteile und die Zyklusbedingungen der Taq-PCR.

Nach der PCR wurde das Produkt auf ein 1%-Agarosegel aufgetragen.

2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Mithilfe einer Gelelektrophorese wurde die DNA auf ihre Qualitit hin untersucht. Die
GroBle der Nukleinsiuren kann mithilfe einer DNA-Ladder ungefihr zugeordnet werden.
Hierfir wurde ein 1%iges Agarosegel vorbereitet (5 g Agarose und 50 pl. Ethidiumbromid-
16sung auf 500 mL TAE). Zum Testen der Qualitit der isolierten RNA wurde eine Gelelekt-
rophorese (220 mA,130 V, 12 min) durchgefithrt und darauf geachtet, ob sich zwei eindeu-
tige Banden darstellen lieBBen, die die RNA der eukaryotischen 40S- und 60S-Untereinheiten
der Ribosomen darstellten.

Zum Testen der Qualitit der Primerprodukte und der mit iScript™ RT hergestellten cDNA
wurde eine Test-PCR (s.0.) durchgefiihrt. Hierbei wurden verschiedene Primer mit einer Re-
ferenz-cDNA (behandelt und unbehandelt) oder mehrere Ansitze mit neu aus RNA herge-
stellter cDNA mit GAPDH als housekeeping gene inkubiert. AnschlieBend wurde eine Gel-
elektophorese (220 mA, 130 V, 35 min) durchgefithrt und darauf geachtet, dass sich eine
abgrenzbare Bande darstellen lie3, deren Grofie (vergleiche mit DNA-Ladder) im Bereich

der erwarteten Produktgrée lag.

2.4.6 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Quantitativen Real Time Polymerase Kettenreaktion (qrtPCR) wurde die aus der zu
untersuchenden RNA hergestellte cDNA verwendet (Tabelle 14). In jedem Elongationszyk-
lus interkaliert ein Farbstoff (hier SYBR-Green) in die neu entstehende doppelstringige
DNA. Der DNA-SYBR-Green-Komplex absorbiert blaues Licht bei Amw = 494 nm und
emittiert grines Licht bei Amx = 521 nm, welches nach einer jeden Elongationsphase analy-

siert wird. Je nach vorliegender Menge an urspringlich vorliegender cDNA wird nach einer
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gewissen Anzahl an Zyklen (Ct-Wert) einen den die Hintergrundfluoreszenz signifikant tber-
steigenden Intensititsschwellenwert erreicht, der zur spiteren Analyse der Genexpression
herangezogen wird. Neben den Zielgenen wurde immer noch ein housekeeping gene analysiert.
Housekeeping genes sind Gene, die von einer etwaigen Behandlung nicht beeinflusst werden,
damit in allen Zellen gleich exprimiert werden und so als Referenz dienen kénnen. Da man
davon ausgehen muss, dass aus jeder Zellprobe eine andere Menge cDNA gewonnen wurde,
wurden die Ergebnisse in Relation zu dem housekeeping gene gesetzt (siehe ,,Auswertung®).

Der Effekt des MP auf die Expression bestimmter Gene der Monozyten wurde bei gesunden
Probanden nach drei und 20 Stunden Inkubationszeit (37 °C) mit und ohne MP gemessen,
bei an MS erkrankten Patienten an Tag 1 nach drei Stunden Inkubation mit und ohne MP

und an Tag 2 (nach Hochdosis MP Behandlung) nach drei Stunden Inkubation ohne MP.

Tabelle 14: Protokoll der qrtPCR mit SYBR-Green

1 ul cDNA Annealing: 25 °C, 5 min
11ul  H2O Elongation (50x): 42 °C, 30 min
12,5 ul. SYBR-Green Denaturierung: 85 °C, 5 min

0,25 ul. Primermix (10uM)

Tabelle 14 gibt einen Uberblick tiber die Bestandteile und die Zyklusbedingungen der qrtPCR.

2.4.7 Primerwahl

Die Primer, die bei einer PCR verwendet werden, haben einen entscheidenden Einfluss auf
Effektivitit und Spezifitit. Deshalb miissen sie sorgfiltig ausgewihlt werden. Die ausgewihl-
ten Primer sind zwischen 18 und 20 Basenpaare lang, haben einen GC-Anteil von 50 bis 60
Prozent und eine Schmelztemperatur (Tm) zwischen 59 und 60 °C, wobei die Tm des foward
und des reverse Primers nicht zu sehr differieren sollten. Die Primer wurden mithilfe des primer
designing tools von NCBI ausgewihlt und bei metabion GmbH (Planegg/Steinkirchen,

Deutschland) bestellt. Tabelle 15 bietet einen Uberblick iiber die verwendeten Primer.
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Tabelle 15: Verwendete Primersequenzen

Gen Primersequenz

Fwd.: 5" - CCT CCT GTT CGA CAG TCA GC

Human GAPDH Rev.: 5~ ACG ACC AAA TCC GTT GAC TCC
. LPRT Fwd.: 5" - CCT GGC GTC GTG ATT AGT GA
uman Rev.: 5" - CGA GCA AGA CGT TCA GTC CT
. CCR2 Fwd.: 5" - ACC AGT CAA CTG GAC CAA GC
uman Rev.: 5" - GAA AAA GGC TTC TGA ACT TCT CCC
. CCRS Fwd.: 5" - TGG CAT AGT ATT CTG TGT AGT GGG
uman Rev.: 5" - GAG AAT AGA TCT CTG GTC TGA AGG T
Fwd.: 5" - CCA GGC CGT GGA CTT AAA CC
Human CX3CR1 Rev.: 5" - GAT CCA TGG TGA AGG CCC CA
Human CXCRA Fwd.: 5" - GCA GCA GGT AGC AAA GTG AC
uma Rev.: 5 - TGA AGT GTA TAT ACT GAT CCC CTC C
Human CD163 Fwd.: 5" - GGC TTG CAG TTT CCT CAA GA
uma - Rev.: 5" - AGC TGA CTC ATG GGA ATT TTC TG
. VCAMI Fwd.: 5" - GTC AAT GTT GCC CCC AGA GA
uman Rev.: 5" - TGC CTG CTC CAC AGG ATT TT
Human ICAMI Fwd.: 5" - AGC TTC GTG TCC TGT ATG GC

Rev.: 5" - GAC ACT TGA GCT CGG GCA AT

Fwd.: 5" - GAG GAG GAA GGG ACA CCG A
Rev.: 57 - TCT CAA AAG GGA TCT CCC AGG

Fwd.: 5" - CAA CGT GGA CAC TGA GAG CG
Rev.: 5" - ACC CACTAG GAG CCATCG G

Fwd.: 5" - TGT TGT AGC AAA CCC TCA AGC

Human LFA-1 (CD11a)

Human VLA4 (CD19d)

Human TNFo Rev:5 - ATG AGG TAC AGG CCC TCT GAT
Human 10 Fwd: 5 - TTG CTG GAG GAC TTT AAG GGT T
uman IL.- Rev.: 5" - TCA CAT GCG CCT TGA TGT CT
Human 1115 Fwd: 5 - AAC AGG CTG CTC TGG GAT TC
uman IL.- Rev.: 5" - AGT CAT CCT CAT TGC CAC TGT
Human (D226 Fwd: 5 - CAG TGA CCA AGA GGG TGT TGA

Rev.: 5" - ACT GTT TGA AAG GCT GGT TCT TG

2.4.8 Vorbereitung der Primer

Die Primer wurden lyophilisiert geliefert. Es erfolgte ein Losen in salzfreiem Wasser, sodass
eine Konzentration von 10 pg/mL entstand. Fir den Einsatz wurde eine gemeinsame 1:10
Verdunnung der Primer hergestellt (je 5 ulL des forward und des reverse Primers, 40 uL destil-
liertes H,O)

2.4.9 Auswertung mittels AA-Ct-Methode

Bei der AACt-Methode wird die Differenz aus dem houskeeping gene als Referenz und dem
untersuchten Gen gebildet (ACt). Im nichsten Schritt wird die Differenz der ACt-Werte der
Gene der Kontroll- und behandelten Gruppen gebildet (AACt). Mit der Formel: n-fache
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Expression (Kontrolle/Behandelt) =2 **“ kann die Expression als Verhiltnis dargestellt

werden. Der Auswertungsalgorithmus ist in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Auswertungsalgorithmus der qrtPCR

Probe Ct-Wert Ct-Wert  [ACt AACt Relative Expression
(Referenz) | (Probe)

Kontrolle | X A A-X A-X)—-(A-X) 2-AACt= 1

Behandelt | X* B B-X B-X)-A-X) 2-MACt= p

Tabelle 16 gibt einen Uberblick tiber den Auswertungsalgorithmus mit den in der qrtPCR ermittelten Ct-Wer-
ten. Bei Kontrollen und Behandelten wird die Differenz der Ct-Werte des houseeeping gene und dem zu unter-
suchenden Gen gebildet. Die anschlieend berechnete Differenz der ACt-Werte von Kontrollen und Behan-

delten fithrt iiber 2-24Ct = n zur relativen Expression (n).

Nach abgelaufener PCR wird vom Programm eine Schmelzkurvenanalyse durchgefithrt. Da-
bei wird die Temperatur sukzessive erhoht und die vorliegende DNA aufgeschmolzen,
wodurch SYBR-Green freigesetzt wird. Die dadurch entstehende Anderung der Fluoreszenz
wird detektiert. Aufgrund der gréfleren Linge haben korrekte PCR-Produkte eine héhere
Schmelztemperatur als Primer-Dimere; somit kann per Schmelzkurve die Linge der Pro-

dukte und damit die Spezifitit des Ergebnisses ermittelt werden.

2.5 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism durchgefiihrt. Die longitudinal be-
obachteten Gruppen (vor und nach Behandlung ohne und mit MP) wurden mit einem ge-
paarten t-Test oder mit repeated mesurements one-way ANOVA mit Newman-Kenls Multiple Com-
parison Test verglichen, da es sich um dieselben Probanden und Patienten bzw. deren Zellen
handelte. Beim Vergleich der Daten von Probanden und Patienten bzw. verschiedenen Pa-
tientengruppen wurde ein ungepaarter t-Test oder one-way ANOVA mit Newman-Keuls Mul-
tiple Comparison Test verwendet. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. P-Werte
>0,05 wurden als nicht signifikant gewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit *

(p<0,05), ** (p<0,01) oder *** (p<0,001) gekennzeichnet.
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3  Ergebnisse

Mithilfe der in dieser Arbeit durchgefithrten Experimente sollte untersucht werden, inwie-
fern MP als therapeutisch eingesetztes GC zu den antiinflammatorischen Eigenschaften von
Monozyten beitrigt und ob dabei analog zu T-Zellen auch die Beeinflussung der Motilitéit
von Monozyten eine Rolle spielt. Dabei wurde neben der In-vitro-Behandlung von Monozy-
ten von gesunden Probanden und MS-Patienten der Zeitraum von 24 h nach einer intrave-
nésen MP-Applikation bei MS-Patienten fokussiert, da eine klinische Verbesserung der
Symptomatik meist schon in diesem Zeitraum eintritt. Monozyten wurden von gesunden
Probanden und MS-Patienten, die sich zu einer regelmiBigen MP-Applikation bzw. mit aku-
tem Schub vorstellten, isoliert und 7z vitro mit MP behandelt. 24 h nach der intravendsen
Gabe von MP wurden von denselben Patienten erneut Monozyten isoliert.

Im Mittelpunkt der Arbeit stand die Chemotaxis der Monozyten gegen Chemokine, die in
der Pathogenese der MS eine Rolle spielen. Des Weiteren legten wir den Fokus auf die Ex-
pression von Markern, die bei der Definition der Monozytensubpopulationen (CD14, CD16,
CCR2, CX;CRy) verwendet werden, um einen Riickschluss auf pro- und antiinflammatori-
sche sowie adhisive Eigenschaften der Zellen zu gewinnen. Da vergleichbare Versuche in
der Arbeitsgruppe bisher hauptsichlich mit T-Zellen durchgefiihrt worden waren, bestand

der erste Teil der Arbeit im Etablieren der Experimentalparameter.

3.1 Etablierung der experimentellen Bedingungen des
Transmigrationsassays
Fir die Etablierung der Boyden-Chamber-Assays bedienten wir uns des Mausmodells. Ver-

wendet wurden aus Milz und Blut von Wildtypmausen des Stammes C57/BI6 isolierte Mo-

nozyten.

3.1.1 Dauer des Migrationsassays

Fir die Analyse der migratorischen Aktivitit von Monozyten wurden Migrationsassays ver-
wendet, bei denen Monozyten aus der oberen Kammer einer Transwell®-Platte durch ein
Sieb in die untere, mit CCL2, CCL5 oder CX;CL; versehene, Kammer wandern. Zur Opti-
mierung der Experimentalbedingungen wurden zundchst verschiedene Laufzeiten getestet.
Erfahrung in der Arbeitsgruppe bestand mit T-Zellen und Peritonealmakrophagen, mit de-
nen Migrationsassays mit 3 h Dauer durchgefiihrt worden waren, sodass wir diese Dauer in

die Etablierung einschlossen. Da die spiteren Experimente mit Monozyten von humanen
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Probanden mit CCL2 begonnen werden sollten, wurde fir die Etablierung dieses Chemokin
verwendet.
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601

50-
40-
304

% Migration
% Migration

201
104

o

0 50
CCL2 ng/mL CCL2 ng/mL

Milz 3h

% Migration

—
c T
0

50

CCL2 ng/mL

Abbildung 6: Festlegung der Dauer der Migrationsassays Monozyten aus Blut und Milz von
Miusen wurden isoliert. Im Anschluss wurde ein Migrationsassay gegen 50 und 150 ng/mL CCL2 dutchge-
fihrt. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu einer standar-
disierten Menge APC-positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten an den pro

Ansatz eingesetzten Monozyten dargestellt. N = 1.

Die ersten Migrationsassays zeigten, dass Monozyten aus dem Blut aktiver waren als Mo-
nozyten aus der Milz. Bei einer Assaylaufzeit von 3 h ergab sich im Gegensatz zu aus Milz
isolierten Monozyten (Abb. 6 C) kein Unterschied zwischen spontaner und gerichteter Mig-
ration (Abb. 6 A). In einem Pilotversuch mit humanen Monozyten konnte die Annahme,
dass 3 h zu lang fiir aus dem Blut isolierte Monozyten sei, bestitigt werden; hier wanderten
ca. 90% der Zellen spontan durch das Sieb (Daten nicht gezeigt). Fiir weitere Versuche set-
zen wir daher fiir aus dem Blut isolierten Monozyten eine Laufzeit von 1 h und fiir Monozy-

ten aus der Milz 3 h an (Abb. 6 B).
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3.1.2 Zellzahl

Parallel zu oben genannten Versuch testeten wir verschiedene Zellkonzentrationen fiir die
Migrationsassays. In der Fachliteratur wurden 250.000 Zellen pro Ansatz verwendet (Rami-
rez et al. 2008), sodass wir diese Zellzahl in die Versuchsetablierung einschlossen. Als Che-
mokin verwendeten wir CCL2 in einer Konzentration von 50 ng/mL (Ramitez et al. 2010),

da wir eine eigene Titration noch nicht durchgefiihrt hatten.
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Abbildung 7: Effekt der Zellzahl pro Ansatz auf die migratorische Kapazitit muriner

Monozyten Die Isolierung der Monozyten etfolgte aus der Milz von Miusen. Im Anschluss wurde ein

Migrationsassay (Dauer 3 h) gegen 50 ng/ml. CCL2 durchgefithrt. Pro we// wurden 250.000 Zellen oder
500.000 Zellen angesetzt. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation
zu einer standardisierten Menge APC-positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozy-
ten an den pro Ansatz eingesetzten Monozyten dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels ungepaar-
tem t-Test. N = 2. P-Werte tber 0,05 wurden als nicht signifikant bewertet. Signifikante Unterschiede sind mit
** (p<0,01) gekennzeichnet.

In den Ansitzen mit 500.000 Zellen konnten wir eine signifikant stirkere Chemotaxis bei
vergleichbarer Spontanmigration nachweisen (Abb. 7). So wurden fur die kommenden Ver-
suche entgegen den vorgeschlagenen 250.000 Monozyten pro Ansatz aus der Fachliteratur

500.000 Zellen verwendet.
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3.1.3 Chemokinkonzentrationen

Zur Titration der Chemokinkonzentrationen fiir die Migrationsassays wurden Vorschlige
aus der Literatur herangezogen. Fur CCL2 fand sich 10 ng/mIL (Mahad et al. 2006; Tei et
al. 2013), fur CCL5 2,5 ng/ml (Jalosinski et al. 2008) und fiir CX3CL1 10 ng/mlL (Tei et
al. 2013). Zur Optimierung der Experimentalbedingungen fiir unsere Assays wurden weite
Konzentrationen getestet.
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Abbﬂdung 8: Titration von CCL2 im murinen System Die Isolierung der Monozyten erfolgte

aus der Milz von Miusen. Im Anschluss wurde ein Migrationsassay (Dauer 3 h) gegen 10, 20 und 50 ng/mL
CCL2 durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu
einer standardisierten Menge APC-positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten

an den pro Ansatz eingesetzten Monozyten dargestellt. N = 2-4.
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Abbildung 9: Titration von CCL2 im humanen System Monozyten wurden aus Vollblut eines

gesunden Probanden isoliert. Im Anschluss wurde ein Migrationsassay (Dauer 1 h) gegen 10, 20 und 50 ng/mL
CCL2 durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu
einer standardisierten Menge APC-positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten

an den pro Ansatz eingesetzten Monozyten dargestellt. N = 2.
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Abbildung 10: Titration von CCL5 im humanen System Monozyten wurden aus Vollblut eines
gesunden Probanden isoliert. Im Anschluss wutde ein Migtrationsassay gegen 0, 2,5 und 10 ng/ml CCL5
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu einer
standardisierten Menge APC-positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten an den

pro Ansatz eingesetzten Monozyten dargestellt. N = 1.
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Abbildung 11: Titration von CX;CL; im humanen System Monozyten wurden aus Vollblut von
gesunden Probanden isoliert. Im Anschluss wurde ein Migrationsassay gegen 1, 2,5 und 10 ng/mL CX3CL;
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durchflusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu einer
standardisierten Menge APC-positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten an den

pro Ansatz eingesetzten Monozyten dargestellt. N = 1-6.

Die schon von anderen Autoren verwendete Konzentration fir CCL2 zeigte auch in unse-
rem Experimentsetting sowohl fiir murine (Abb. 8) als auch humane Monozyten (Abb. 9)
die besten Ergebnisse, sodass diese weiter verwendet wurden. Fur CCL5 erreichten wir das
optimale Ergebnis mit 10 ng/mL (Abb. 10), fur CX5CL; mit 1 ng/mL (Abb. 11), sodass mit
diesen Konzentrationen weitergearbeitet wurde. Als endgtiltige Parameter fir die Migration-
sassays mit aus Blut isolierten Monozyten ergaben sich: 1 h Migration bei 37 °C mit 500.000

Zellen pro Ansatz und 10 ng/mL fir CCL2 und CCL5 und 1 ng/mL fir CX5CL,.
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3.2 Gesunde Probanden
Nach der Festlegung der verschiedenen Experimentalparameter im Tiermodell und deren
Verifizierung mit humanen Zellen wandten wir uns humanen Probanden zu, deren Monozy-

ten weiter charakterisiert und spiter mit Monozyten von MS-Patienten verglichen werden

sollten.

3.21 Der Einfluss von MP auf die Migration von Monozyten gesunder Probanden

In der folgenden Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob eine Behandlung von Monozy-
ten mit MP einen Einfluss auf deren migratorische Aktivitit hat. Hierzu wurden Monozyten

aus dem Vollblut der Probanden isoliett und 7 vitro mit MP inkubiert.
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Abbildung 12: Einfluss von MP auf die Migration von Monozyten gesunder Proban-

den gegen CCL2, CCL5 und CX;CL; Von gesunden Probanden isolierte Monozyten wurden iiber
3 h bei 37 °C mit 100 M MP behandelt. Als Kontrolle wurde ein weiterer Ansatz Monozyten in Inkubations-
medium ohne MP tber die gleiche Dauer inkubiert (Kontrolle). Im Anschluss wurde eine Migration gegen
CCL2 (10 ng/mL), CCL5 (10ng/mL) odet CX3CL; (1 ng/mlL) durchgefithrt. Die Auswertung etfolgte durch-
flusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu einer standardisierten Menge APC-positiver Beads.
Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten an den pro Ansatz eingesetzten Monozyten darge-
stellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. N = 7-27. P-Werte iiber 0.05 wurden als nicht

signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit * (p<<0,05) gekennzeichnet.
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Die In-vitro-Behandlung mit 10° M MP fiir 3 h vor Durchfithrung des Migrationsassays
fihrte zu einem signifikanten Anstieg der Chemotaxis gegen CCL2 (Abb. 12 A) und einem
tendenziellen Anstieg der Chemotaxis gegen CCL5 und CX;CL; (Abb. 12 B und C) gegen-
tber dem unbehandelten Kontrollansatz. Die Chemotaxis gegen CCL2 und CCL5 war stir-
ker als die spontane Migration; die Chemotaxis gegen CX;CL; war vergleichbar mit der Spon-

tanmigration, welche durch die Behandlung mit MP nicht wesentlich beeinflusst wurde.

3.2.2 Analyse der Expression von Chemokinrezeptoren auf der Zelloberfliche und

ihrer mRINA

Im Anschluss wurde die Frage adressiert, ob die in den vorangegangenen Versuchen beo-
bachtete verstirkte Chemotaxis durch eine durch MP induzierte Verinderung der Chemo-
kinrezeptorexpression bedingt wird. Hierfiir erfolgte eine Isolation von Monozyten aus
dem Vollblut von gesunden Probanden mit anschlieBender Inkubation mit MP und Ana-

lyse im Durchflusszytometer.
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3.2.2.1 Die Behandlung von Monozyten gesunder Probanden mit MP 7# vitro hat keinen

Einfluss auf die Subpopulationsverteilung oder Chemokinrezeptorexpression
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Abbildung 13: Einfluss von MP auf die Subpopulationsverteilung von Monozyten ge-
sunder Probanden Monozyten wurden aus gesunden Probanden isoliert und iiber 3 h bei 37 °C
mit 106 M MP behandelt. Als Kontrolle wurde ein weiterer Ansatz Monozyten in Inkubationsmedium ohne
MP iber die gleiche Dauer inkubiert. Im Anschluss wurde eine Analyse per Durchflusszytometer durchgefihrt.
Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. N = 6-20. Die Daten werden als Anteil der Marker-
positiven Monozyten an der Gesamtzahl aller gezihlten Monozyten dargestellt. P-Werte tiber 0,05 wurden als

nicht signifikant bewertet (n.s.).
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Die Monozytensubpopulationen wurden durch die Iz-vitro-Behandlung mit MP tber 3 h
nicht beeinflusst. Es war keine Zu- oder Abnahme der CCR2"- oder CX;CR;"-Monozyten-
subpopulationen (Abb. 13 A) bzw. der nach CD14 und CD16 definierten Subpopulationen
(Abb. 13 B) zu verzeichnen. Bei beiden Gruppen war eine dhnliche Streuung der Ergebnisse
zu beobachten. Auch die MFI als Maf3 fir die Expressionsdichte der Chemokinrezeptoren
CCR2 und CX;CR; wurde durch die dreistiindige Ir-vitro-Behandlung mit MP nicht beein-
flusst. So dnderte sich die Expression der Chemokinrezeptoren bei keiner der Monozyten-
subpopulationen (Daten nicht gezeigt).

Insgesamt betrachtet induzierte die dreistiindige In-vitro-Behandlung der Monozyten mit MP
eine verstirkte Chemotaxis, die allerdings nicht auf einer verstirkten Oberflichenexpression

der Chemokinrezeptoren basierte.

3.2.2.2 Die Behandlung von Monozyten gesunder Probanden mit MP hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Expression der mRNA von den weiter untersuchten
Chemokinrezeptoren

Um zu untersuchen, ob ein Einfluss auf die Rezeptorexpression vorhanden und die dreistiin-

dige Inkubation mit MP lediglich zu kurz war, um sich in Proteinform an der Zelloberfliche

niederzuschlagen, wurde im néchsten Schritt durch mRNA-Analysen mittels qrtPCR unter-

sucht. Als Zeitpunkte fir die Isolation der mRNA legten wir 3 h und 20 h fest. So wurde die

Vergleichbarkeit zu den Zellanalysen im Durchflusszytometer (Inkubation mit MP fir 3 h)

und die Einordnung in einen zeitlichen Zusammenhang gewihrleistet.
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Abbildung 15: Der Einfluss von MP auf die mRNA-Expression von Chemokinrezep-

toren von Monozyten gesunder Probanden Isolierte Monozyten von gesunden Probanden wurden
tber 3 h bzw. 20 h bei 37 °C mit 10 M MP behandelt. Als Kontrolle wurde ein weiterer Ansatz Monozyten
in Inkubationsmedium ohne MP tber die gleiche Dauer inkubiert. Im Anschluss wurde mRNA isoliert und
eine qrtPCR durchgefiihrt. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. N = 3-5. Die Daten wer-
den als Vielfaches des Wertes bei 3 h Inkubation ohne MP dargestellt. P-Werte tber 0,05 wurden als nicht
signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit * (p<<0,05) gekennzeichnet.

Tatsdchlich lieB sich fiir die proinflammatorischen Chemokinrezeptoren CCR2 und CCR5
(Abb. 15 A und B) die Tendenz zu einer verstirkten Expression durch die Inkubation mit
MP an beiden gemessenen Zeitpunkten (3 und 20 h) feststellen. Umgekehrt zeigte sich fur
CX5CRy (Abb. 15 C) die Tendenz zu einer Verringerung der mRNA-Expression. Auch die
Inkubation selbst zeigte eine Wirkung: Wihrend die Expression der mRNA fiir CCR2 in den
unbehandelten Proben an den Zeitpunkten 3 h und 20 h vergleichbar war, wurde sie fir
CCR5 tendenziell verstirkt, fiir CX5CRy vermindert. Eine Signifikanz wurde nicht erreicht.
Die Expression des Rezeptors CXCR4 wurde durch die Dauer der Inkubation vermindert,
an beiden Zeitpunkten zeigte sich aber eine signifikante Verstirkung der Expression durch

MP (Abb. 15 D).
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3.2.3 Weiterfithrende Analyse von Genexpression auf mRNA-Ebene

Neben der Chemotaxis haben Monozyten weitere Funktionen, die fir die Erfillung ihrer
Aufgaben im Immunsystem eine wichtige Rolle spielen. Hierzu zéihlt unter anderem die Ex-
pression von Adhisionsmolekilen, die fir ihre Extravasation oder ihre Bindung zu anderen
Zellen essentiell sind oder die Sekretion von proinflaimmatorischen Zytokinen. So untersuch-
ten wir den Effekt von MP auf die Expression der monozytentypischen Adhisionsmolekiile
CD226 (DNAM-1), VLA-4 und LFA-1 (CD11a) und die Expression von TNFo und IL-18.
Weiterhin untersuchten wir die Expression von CSFR2A und ICAM-1. CSF2RA ist ein Teil
des Rezeptors fiir GM-CSF, das eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von MS spielt.
ICAM-1 wird von Endothelzellen, wo es der Adhision von Leukozyten dient sowie von
Antigen-prisentierenden Zellen exprimiert. Hier spielt es eine wichtige Rolle bei der Prisen-

tation von prozessierten Antigenen, iiber die eine Reaktion von T-Zellen induziert wird.

3.2.3.1 Die In-vitro-Behandlung isolierter Monozyten von gesunden Probanden mit MP

senkt die Expression von Adhdsionsmolekiilen
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Abbildung 16: Der Einfluss von MP auf die mRNA-Expression von Adhisionsmole-

kiilen von Monozyten gesunder Probanden Isolierte Monozyten von gesunden Probanden wut-
den iiber 3 h bzw. 20 h bei 37 °C mit 10-¢ M MP behandelt. Als Kontrolle wurde ein weiterer Ansatz Monozyten

in Inkubationsmedium ohne MP tber die gleiche Dauer inkubiert. Im Anschluss wurde mRNA isoliert und
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eine qrtPCR durchgefiihrt. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. N = 7-9. Die Daten wer-
den als Vielfaches des Wertes bei 3 h Inkubation ohne MP dargestellt. P-Werte tiber 0,05 wurden als nicht
signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit * (p<<0,05) oder ** (p<<0,01) gekennzeichnet.

Die PCR zeigte eine tendenzielle Verminderung der Expression von CD226 bei 3 h und 20 h
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (Abb. 16 A), fir LFA-1 eine tendenzielle
nach 3 h und eine signifikante Verminderung nach 20 h in mit MP behandelten Monozyten
(Abb. 16 B). Die Expression von VLA-4 wurde durch die Behandlung nach 3 h tendenziell
verstarkt, nach 20 h jedoch tendenziell verringert (Abb. 16 C). Die Inkubationsdauer selbst
fihrte zu einer Verringerung der Expression von LFA-1 und VLA-4. Fir ICAM-1 zeigte die
PCR eine Verminderung der Expression in mit MP behandelten Monozyten. Der Effekt war
nach 3 h signifikant, nach 20 h nur tendenziell ausgeprigt. Die Inkubationsdauer fithrte zu

einer insgesamt geringeren Expression von ICAM-1 nach 20 h (Abb. 16 D).

3.2.3.2 Die In-vitro-Behandlung isolierter Monozyten von gesunden Probanden mit MP

hat einen Einfluss auf die Expression von proinflammatorischen Zytokinen

Die Produktion von IL-18 und TNFux zdhlt zu der inflammatorischen Aktivitit von Mo-
nozyten, die zu Neurodegenration fithren kann. GC supprimieren die Sekretion von IL-1§
und TNFa in Monozyten und Makrophagen. CSF2RA ist Teil des Rezeptors fiir GM-CSF,
ein proinflammatorisches Zytokin, das unter entziindlichen Bedingungen die Entwicklung
von mononukledren Phagozyten férdert und eine Schlisselrolle in der Pathogenese von
EAE und MS spielt. Dass GC in vielen Zellen die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen senken, ist bekannt. Hieran wurde angekniipft und untersucht, ob das auch fir

humane Monozyten in unserem Experimentsetting galt.
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Abbildung 17: Der Einfluss von MP auf die mRINA-Expression von proinflammatori-

schen Zytokinen von Monozyten gesunder Probanden Isolierte Monozyten von gesunden
Probanden wurden tiber 3 h bzw. 20 h bei 37 °C mit 10-°M MP behandelt. Als Kontrolle wurde ein weiterer

Ansatz Monozyten in Inkubationsmedium ohne MP tber die gleiche Dauer inkubiert. Im Anschluss wurde
mRNA isoliert und eine qrtPCR durchgefithrt. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. N = 7.
Die Daten werden als Vielfaches des Wertes bei 3 h Inkubation ohne MP dargestellt. P-Werte tiber 0,05 wurden
als nicht signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit * (p<<0,05) gekennzeichnet.

Die PCR zeigte eine signifikante Verminderung der Expression von IL-13 nach 3 h Inkuba-
tion und eine tendenzielle Verminderung der Expression von IL-13 nach 20 h (Abb. 17 A),
von TNFa nach 3 hund 20 h (Abb. 17 B) und eine tendenzielle Verstirkung der Expression
von CSF2RA nach 3 h und 20 h in mit MP behandelten Monozyten (Abb. 17 C). Die Inku-
bation selbst fithrte zu einer Verringerung der Expression von IL-183, von TNFa, wihrend
sie auf die Expression von CSF2RA keinen Einfluss hatte.

Zusammengefasst konnten wir bei Monozyten von gesunden Probanden eine signifikante
Steigerung der Chemotaxis gegen CCL2 und eine tendenzielle Steigerung der Chemotaxis
gegen CCL5 durch die In-vitro-Therapie mit MP feststellen. Diese beruhte allerdings weder
auf einer verstirkten Oberflichenexpression von Chemokinrezeptoren, noch auf einer An-
derung der Subpopulationsverteilung. Auf mRNA-Ebene konnten wir eine tendenzielle Ver-
stirkung der Expression von CCR2 und CCR5, eine tendenzielle Suppression der Expression
von CX3CRy, sowie einen geringen Einfluss auf Adhasionsmolekiile, proinflammatorische

Zytokine sowie CSF2RA beobachten.
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3.3 Patienten

Monozyten von MS-Patienten vor (A-Probe) und 24 h nach einer intravendsen MP-Therapie
(B-Probe) wurden isoliert. Die A-Probe wurde wie die Monozyten gesunder Probanden ohne
und mit MP, die B-Probe ohne MP fiir je 3 h inkubiert und anschlieBend einem einstiindigen
Migrationsassay zugefithrt bzw. durchflusszytometrisch analysiert. So sollten die Erkennt-
nisse aus den vorangegangenen Experimenten mit Monozyten gesunder Probanden auf MS-
Patienten tibertragen und mit diesen verglichen werden. Die Patienten wurden tiber die neu-
rologische Ambulanz der Universititsmedizin Goéttingen rekrutiert und waren verschiedenen
Alters, Geschlechts und unterschieden sich zum Teil in der Form der MS (RRMS, SPMS,
PPMS), der Erkrankungsdauer und ihrer Therapie (siche Tabelle 1). Patienten, die sich im
Rahmen eines akuten Schubs prisentierten, erhielten das MP zur Kupierung des Schubes.
An einer progressiven Form der MS erkrankte Patienten erhielten die MP-Therapie in einem
regelmifBigen Intervall um die Progredienz der Symptome zu verlangsamen. Auf eine Ana-
lyse der mRINA-Expression zum Vergleich mit gesunden Probanden wurde im Rahmen die-
ser Arbeit aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit von Probenmaterial von Patienten nach

einigen Pilotversuchen verzichtet (Daten nicht gezeigt).

3.3.1 Vergleich von gesunden Probanden und Patienten

Analog zu gesunden Probanden untersuchten wir bei an MS erkrankten Patienten den Ein-
fluss einer MP-Therapie auf die Chemotaxis threr Monozyten. Die Zellen wurden wie bei
den Gesunden 3 h i vitro behandelt, um eine Vergleichbarkeit zu den Experimenten mit
gesunden Probanden zu gewihrleisten. Zusitzlich zu der A-Probe wurden die gleichen Ver-
suche mit einer nach 24 h entnommenen B-Probe durchgefihrt. So sollte der Effekt einer
In-vivo-MP-Therapie nachvollzogen werden, welche haufig schon in den ersten 24 h eine
deutliche Regredienz der Symptome bewirkt. Nach Erhebung der Daten verglichen wir in
einem ersten Schritt die Ergebnisse der Transmigrationsassays der nicht mit MP behandelten

Proben von gesunden Probanden und Patienten.
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3.3.1.1 Monozyten von MS-Patienten zeigen eine stirkere Migration gegen CCL2, CCL5
und CX3CL1 als solche von gesunden Probanden
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Abbildung 18: Migrationsraten von unbehandelten Monozyten von Gesunden und

MS-Patienten im Vergleich Monozyten wurden aus gesunden Probanden und an MS etkrankten Pati-
enten isoliert, aufgereinigt und 3 h kontrollinkubiert. Im Anschluss wurde je ein Migrationsassay (1 h) gegen
CCL2 (10 ng/mL), CCL5 (10 ng/mL) und CX3CL; (1 ng/mlL) durchgefiihrt. Die Auswertung etfolgte durch-
flusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu einer standardisierten Menge APC-positiver Beads.
Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten an den pro Ansatz eingesetzten Monozyten darge-
stellt. Die statistische Analyse etfolgte mittels ungepaartem t-Test. N = 9-23. P-Werte tiber 0,05 wurden als

nicht signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit * (p<<0,05) gekennzeichnet.

Der Vergleich zeigte, dass Monozyten von MS-Patienten konstitutionell eine stirkere
Chemotaxis aufweisen als solche von gesunden Probanden. Der Unterschied war signifikant
fir die Chemokine CCL2 und CX;CL; (Abb. 18 B und D) und tendenziell fir CCL5

(Abb. 18 C) ausgeprigt. Die spontane migratorische Aktivitit der Monozyten der beiden

Gruppen unterschied sich nicht (Abb. 18 A).
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3.3.1.2 MS-Patienten und gesunde Probanden unterscheiden sich in den

Monozytensubpopulationen
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Abbildung 19: Der Anteil der verschiedenen Subpopulationen an der Monozytenge-
samtpopulation bei unbehandelten Proben von gesunden Probanden und MS-Pati-
enten Monozyten wurden aus gesunden Probanden und an MS erkrankten Patienten isoliert, aufgereinigt und
3 hkontrollinkubiert. Im Anschluss erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse. Die Daten werden als Anteil
der Marker-positiven Monozyten an der Gesamtzahl aller gezdhlten Monozyten dargestellt. Die statistische
Analyse erfolgte mittels ungepaartem t-Test. N = 10-21. Signifikante Unterschiede sind mit ** (p<<0,01) oder

*EE (p<0,0001) gekennzeichnet.
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Bei der Betrachtung der Subpopulationen fiel ein bei den Patienten grélerer Anteil an
CCR2'- und an klassischen Monozyten auf (Abb. 19 A und C). Der Anteil von CX3CR1"-
sowie von intermedidren und nicht-klassischen Monozyten fiel bei den Patienten geringer
aus als bei den Gesunden (Abb. 19 B, D und E). Insgesamt zeigten die Monozyten der ge-
sunden Probanden eine grof3e interindividuelle Streuung in den Anteilen der verschiedenen
Monozytensubpopulationen, die bei den Patienten nicht vorhanden war. In der Dichte der
Chemokinrezeptoren auf der Zelloberfliche (MFI) zeigten sich hingegen keine Unter-

schiede zwischen Gesunden und Patienten (Daten nicht gezeigt).
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3.3.2 Der Einfluss der MP-Therapie auf die Migration von Monozyten

AnschlieBend untersuchten wir analog zu gesunden Probanden die Auswirkung der In-vitro-
MP-Therapie auf Monozyten von MS-Patienten. Im Rahmen der IVMP-Behandlung der Pa-
tienten wurde 24 h nach der Applikation des MP eine zweite Probe genommen und so die

Auswirkung der In-vivo-Applikation von MP untersucht.

3.3.2.1 Die In-vitro-Behandlung von Monozyten von MS-Patienten mit MP und deren

IVMP Therapie hat Auswirkungen auf die Chemotaxis von Monozyten
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Abbildung 20: Einfluss von MP auf die Migration von Monozyten an MS-Patienten

gegen CCL2, CCL5 und CX;CL; Monozyten wurden aus an MS erkrankten Patienten isoliert und
tber 3 h bei 37 °C ohne und mit 106 M MP behandelt (A und A-MP). Parallel ethielten die Patienten eine
IVMP Therapie. Nach 24 h wurden erneut Monozyten isoliert und 3 h Inkubation kontrollinkubiert (B). Im
Anschluss wurde je ein Migrationsassay (1 h) gegen CCL2 (10 ng/mL), CCL5 (10 ng/mL) und CX;CL;
(1 ng/mL) durchgefuhrt. Die Auswertung etfolgte dutchflusszytometrisch dutch Zihlen der Zellen in Relation
zu einer standardisierten Menge APC-positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozy-
ten an den pro Ansatz eingesetzten Monozyten dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels ome-way A-
NOVA mit Newman-Keuls Multiple Comparison Test. N = 11-16. P-Werte tiber 0,05 wurden als nicht signifikant
bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit * (p<0,05), ** (p<<0,01) oder *** (p<<0,001) gekennzeichnet.

Die In-vitro-Behandlung der Monozyten von MS-Patienten fiihrte — wie bei gesunden Pro-

banden — zu einer Verstirkung der Chemotaxis. Der Effekt war signifikant fur CCL2
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(Abb. 20 A), fur CCL5 (Abb. 20 B), tendenziell fur CX;CL; ausgepragt (Abb. 20 C). Die bei
Patienten durchgefihrte intravenése MP-Therapie verstirkte die Chemotaxis in einem gré-
Beren Ausmal als die Iz-vitro-Behandlung. Die Spontanmigration wurde weder durch MP 7#
vitro noch in vivo beeinflusst.

Um zu untersuchen, ob die Anderung der Migration durch MP auf sich in der Polarisierung
der Monozyten oder in einer verinderten Chemokinrezeptorexpression niederschlug, schlis-

selten wir erneut nach Subpopulationen auf. Des Weiteren analysierten wir die Expression

von CCR2 und CX3CR; Zelloberfliche unter MP.
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3.3.2.2 Die Behandlung mit MP fiihrt zu keiner Anderung der Subpopulationen oder der

Chemokinrezeptorexpression
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Abbildung 21: Der Einfluss von MP in vitro und in vivo auf die Monozytensubpopu-

lationen von MS-Patienten Monozyten wurden aus an MS erkrankten Patienten isoliert und iiber 3 h
bei 37 °C ohne und mit 10-¢ M MP behandelt (A und A-MP). Die Patienten erhielten parallel eine IVMP The-
rapie. Nach 24 h wurden erneut Monozyten isoliert und diese fiir 3 h kontrollinkubiert (B). Im Anschluss
erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse. Die Daten werden als Anteil der Matrker-positiven Monozyten
an der Gesamtzahl aller gezihlten Monozyten dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels one-way A-
NOVA mit Newman-Kenls Multiple Comparison Test. N = 13-20. P-Werte iiber 0,05 wurden als nicht signifikant

bewertet (n.s.).
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Abbildung 22: Die Oberflichenexpression von CCR2 und CX;CR; auf Monozyten der

verschiedenen Subtypen bei gesunden Probanden und an MS-Patienten Monozyten wut-
den aus an MS erkrankten Patienten isoliert und tiber 3 h bei 37 °C ohne und mit 100 M MP behandelt (A und
A-MP). Die Patienten erhielten parallel eine IVMP Therapie. Nach 24 h wurden erneut Monozyten isoliert und
diese fiir 3 h kontrollinkubiert (B). Im Anschluss erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse. Die Daten
werden als Mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels one-way A-
NOVA mit Newman-Kenls Multiple Comparison Test. N = 15-22. P-Werte tiber 0,05 wurden als nicht signifikant

bewertet (n.s.).

Die Therapie mit MP fiihrte bei In-vitro- und In-vivo-Anwendung zu keiner signifikanten An-
derung der nach CD14 und CD16 (Abb. 21 C, D, E) definierten Monozytensubpopulationen
oder der Expression von CCR2 und CX;CR; (Abb. 21 A und B, Abb. 22 A und B).

Fir die Migration der Monozyten entlang eines CCL2-Gradienten, gegen das die Monozyten
die eindeutigste Chemotaxis zeigten und das in entziindlichen Reaktionen eine Schlisselrolle
spielt, wurde zusitzlich das Verhalten von Monozyten von Patienten unter akutem Schub
und ohne Schub aufgeschlisselt. Hierdurch sollte tiefergehend untersucht werden, ob even-
tuelle Unterschiede zwischen Patientengruppen durch die gemeinsame Betrachtung ver-
schleiert werden. Da inzwischen angenommen wird, dass RRMS, SPMS und PPMS keine
separaten Krankheitsentititen sind (Lassmann et al. 2012) und sich bei der Analyse der Daten
von Migration und Subpopulationen nach Auftrennung in Formen der MS keine eindeutigen
Erkenntnisse ergaben (Daten nicht gezeigt), nahmen wir eine Einteilung nach Aktivitit der
Krankheit (mit und ohne aktiven Schub) vor. In die Gruppe der Patienten mit Schub fielen
alle Patienten, die der intravenésen MP-Therapie aufgrund einer akuten Verschlechterung
der Symptome zugefiihrt worden waren. Diese waren alle an RRMS leidenden Patienten so-
wie solche, die an einer SPMS mit erneuten akuten Schuben litten. Die Gruppe der Patienten
ohne akuten Schub wurde gebildet aus Patienten, die der intravenésen MP-Therapie in re-
gelmiBigen Abstinden zugefihrt wurden (MP-Intervalltherapie), ohne dabei eine akute Ver-
schlechterung der Symptome zu verspiiren. Diese Gruppe schloss alle Patienten mit PPMS

und SPMS ohne Schiibe ein.
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3.3.2.3 Monozyten von MS-Patienten, die an einem akuten Schub leiden, zeigen eine

starkere Chemotaxis als von solchen ohne Schub
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Abbildung 23: Die migratorische Aktivitit von Monozyten bei MS-Patienten mit und

ohne akuten Schub Monozyten wurden aus an MS erkrankten Patienten mit und ohne akuten Schub
isoliert und tiber 3 h bei 37 °C ohne und mit 106 M MP behandelt (A und A-MP). Parallel erhielten die Pati-
enten eine IVMP Therapie. Nach 24 h wurden erneut Monozyten isoliert und 3 h Inkubation kontrollinku-
biert (B). Im Anschluss wutde je ein Migrationsassay gegen CCL2 (10 ng/mL) dutchgefiihrt. Die Auswertung
erfolgte durchflusszytometrisch durch Zihlen der Zellen in Relation zu einer standardisierten Menge APC-
positiver Beads. Die Daten werden als Anteil der gewanderten Monozyten an den pro Ansatz eingesetzten
Monozyten dargestellt. Die statistische Analyse der unbehandelten Proben erfolgte mittels ungepaartem t-
Test, die der Patientenproben untereinander mittels one-way ANOVA mit Newman-Kenls Multiple Comparison
Test. N = 6-12. P-Werte iber 0,05 wurden als nicht signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind
mit * (p<<0,05) und ** (p<<0,01) gekennzeichnet.

Monozyten von Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung an einem akuten Schub
litten, zeigten eine stirkere Chemotaxis gegen CCL2 (Abb. 23 B) bei dhnlicher Spontanmig-
ration (Abb. 23 A). Die Monozyten beider Gruppen reagierten auf die Behandlung mit MP
gleichgerichtet mit einer Steigerung der Chemotaxis. Insgesamt war der Effekt 7z vivo ausge-
prigter als der der In-vitro-Therapie. Der Unterschied war signifikant fur die Zunahme der
Chemotaxis gegen CCL2 von Monozyten von Schubpatienten. Die Spontanmigration wurde

bei beiden Gruppen weder durch die I7-vitro- noch die In-vivo-Therapie beeinflusst.
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3.3.2.4 Monozyten von MS-Patienten mit oder ohne akuten Schub unterscheiden sich nicht
in ihren Monozytensubpopulationen und die Therapie mit MP vergroBert den
Anteil an klassischen Monozyten bei Patienten ohne akuten Schub stirker
Zusitzlich zu der Momentaufnahme bei Patienten mit und ohne akuten Schub sollte genauer
betrachtet werden, wie sich Monozyten von Patienten beider Gruppen unter der Therapie
mit MP verhalten, um zu analysieren, ob die Verstirkung der Chemotaxis mit einer Verschie-

bung der Monozytensubpopulationen oder der Chemokinrezeptorexpression zusammen-

hing.
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Abbildung 24: Die Oberflichenexpression von CCR2 auf Monozyten von MS-Patien-
ten Monozyten wurden aus an MS erkrankten Patienten mit und ohne akuten Schub isoliert und tiber 3 h bei
37 °C ohne und mit 10 M MP behandelt (A und A-MP). Die Patienten erhielten parallel eine IVMP Therapie.
Nach 24 h wurden erneut Monozyten isoliert und diese fir 3 h kontrollinkubiert (B). Im Anschluss erfolgte
eine durchflusszytometrische Analyse. Die Daten werden als Anteil der Marker-positiven Monozyten an der
Gesamtzahl aller gezihlten Monozyten bzw. als Mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) dargestellt. Die statisti-
sche Analyse erfolgte mittels one-way ANOVA mit Newman-Kenls Multiple Comparison Test. N = 4-12. P-Werte
tber 0,05 wurden als nicht signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind ** (p<<0,01) gekennzeich-

net.
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Abbildung 25: Der Einfluss eines der IVMP-Therapie auf die Monozytensubpopula-

tionen von MS-Patienten mit und ohne akuten Schub Monozyten wurden aus an MS erkrank-
ten Patienten mit und ohne akuten Schub isoliert und iiber 3 h bei 37 °C ohne und mit 10-¢ M MP behandelt
(A und A-MP). Die Patienten erhielten parallel eine IVMP Therapie. Nach 24 h wurden erneut Monozyten
isoliert und diese fiir 3 h kontrollinkubiert (B). Im Anschluss erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse.
Die Daten werden als Anteil der Marker-positiven Monozyten an der Gesamtzahl aller gezihlten Monozyten
datgestellt. Die statistische Analyse der Gruppen unter der Therapie mit MP erfolgte mittels one-way ANOV A
mit Newman-Keuls Multiple Comparison Test, die der A-Proben der beiden Gruppen mittels ungepaartem t-Test.
N = 4-12. P-Werte tber 0,05 wurden als nicht signifikant bewertet (n.s.). Signifikante Unterschiede sind mit
** (p<0,01) gekennzeichnet.

Vor der Therapie mit MP unterschieden die beiden Patientengruppen sich nicht in ihren
Subpopulationen oder der Expression von CCR2. Patienten, die an einer progressiven Form
der MS erkrankt waren, reagierten passend zu der oben beobachteten stirker zunehmenden
Chemotaxis auf die Therapie mit MP mit einer Zunahme der CCR2"-Monozytenfraktion
(Abb. 24 A). Bei Patienten, die zu Zeitpunkt der Untersuchung an einem akuten Schub litten,
konnte eine solche Zunahme nicht beobachtet werden. Die MP-Therapie hatte bei beiden
Gruppen kein Einfluss auf die Oberflichenexpression von CCR2 (Abb. 24 B). Passend zu
der Entwicklung der CCR2"-Subpopulation fihrte die MP-Therapie zu einer Zunahme der
klassischen Subpopulation und einer nicht signifikanten Abnahme der nicht-klassichen
Subpopulation bei Patienten, die an einer progressiven Form der MS erkrankt waren. Hierbei
war der Effekt der In-vivo-Therapie stirker ausgeprigt als der der In-vitro-Therapie. Bei
Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung an einem akuten Schub litten, kam es zu

keiner signifikanten Verdnderung der Subpopulationen (Abb. 25 A, B und C).
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Zusammengefasst beobachteten wir bei Monozyten von unbehandelten MS-Patienten eine
stirkere Chemotaxis gegen die Chemokine CCL2, CCL5 und CX;CL; als bei gesunden Pro-
banden bei vergleichbarer Spontanmigration. Weiterhin zeigten Patienten einen gréBeren
Anteil an klassischen bzw. CCR2-positiven und einen geringeren an intermedidren und nicht-
klassischen bzw. CX;CR;-positiven Monozyten. Wahrend bei den gesunden Probanden eine
grof3e interindividuelle Streuung der Subpopulationsanteile zu beobachten war, war diese bei
den Patienten weniger ausgeprigt. Wie bei den gesunden Probanden fiihrte die Behandlung
mit MP zu einer verstirkten Chemotaxis gegen die Chemokine CCL2, CCL5 und CX;CL..
Dabei war der Effekt der In-vivo-Therapie stirker ausgeprigt als der der In-vitro-Therapie.

Exemplarisch dargestellt fur CCL2, das eine Schlisselrolle bei der Chemotaxis im Rahmen
von entziindlichen Prozessen spielt und fur das der Effekt am eindeutigsten ausfiel, konnte
gezeigt werden, dass Monozyten von MS-Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung
an einem akuten Schub litten, eine ahnliche Spontanmigration, jedoch eine stirkere
Chemotaxis aufwiesen als Monozyten von Patienten ohne akuten Schub. In beiden Gruppen
wurde die Chemotaxis gegen CCL2 durch die Therapie mit MP verstirkt. Unter der Behand-
lung mit MP kam es bei Patienten, die an einer progressiven Form der MS litten, zu einer
VergroBerung der CCR2' bzw. CD147"/CD16-Monozytenfraktion bei gleicher MFI. Diese
Verinderung blieb bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung an einem akuten
Schub litten aus. Dennoch zeigte diese Gruppe eine insgesamt stirkere Chemotaxis gegen
CCL2, was den Einfluss anderer die Migration von Monozyten beeinflussender Faktoren

neben der Chemokinrezeptorexpression impliziert.
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4 Diskussion

4.1 Monozytensubpopulationen und -migration von gesunden
Probanden und MS-Patienten im Vergleich

Unsere Experimente zeigten, dass sich Monozyten von unbehandelten MS-Patienten in der
Spontanmigration nicht von Monozyten von gesunden Probanden unterscheiden. Allerdings
tiel auf, dass die Chemotaxis der Monozyten von unbehandelten Patienten gegen die Che-
mokine CCL2 und CX;CL; signifikant und gegen CCL5 tendenziell stirker war als die der
unbehandelten Monozyten von gesunden Probanden. Weiterhin zeigten wir, dass Patienten
einen groferen Anteil an klassischen bzw. CCR2*-Monozyten, sowie einen kleineren Anteil
an intermedidren und nicht-klassischen bzw. CX3CR;"-Monozyten als gesunde Probanden
haben. Wihrend sich die Monozytenaktivitit von Patienten mit RRMS, SPMS und PPMS
nicht eindeutig unterschied, konnten wir feststellen, dass Monozyten von Patienten, die zum
Zeitpunkt der Untersuchung an einem akuten Schub litten (RRMS und SPMS mit Schiiben)
in threr Chemotaxis gegen CCL2 aktiver waren, als die von Patienten, die zum Zeitpunkt der
Untersuchung schubfrei waren (PPMS und SPMS ohne Schibe). In ihrer Spontanmigration
unterschieden sie sich nicht. Beim Vergleich der Subpopulationen und Rezeptorexpression
von Monozyten von Patienten unter Schub und ohne Schub konnten wir keinen Unterschied
beobachten, sodass die beobachtete verstirkte Chemotaxis von unbehandelten Monozyten
von Patienten unter Schub nicht auf eine Verschiebung der Monozytensubpopulationen zu-
ruckzufthren war.

Verschiedene Mechanismen kommen als Ursache fiir die Unterschiede in den Monozyten-
subpopulationen zwischen Gesunden und Patienten in Frage. Zum einen konnte eine ver-
stirkte Rekrutierung von Monozyten aus dem KM verantwortlich sein: Die Entwicklung von
Monozyten beginnt im KM mit einem Pool von klassischen Monozyten, die auf einen Ent-
zindungsreiz (CCL2 (Serbina und Pamer 2006; Shi und Pamer 2011; Patel et al. 2017) und
GM-CSF (Gasson 1991; Serbina et al. 2008)) hin ins Blut rekrutiert werden und im Kreislauf
einer stufenweisen Entwicklung von klassischen zu nicht-klassischen Monozyten unterliegen
(Shi und Pamer 2011; Patel et al. 2017). Bei Nagern (Shi et al. 2011; Griseri et al. 2012; Heidt
et al. 2014) sowie Menschen (Patel et al. 2017) ist bekannt, dass sich der Anteil an klassischen
Monozyten unter akuten und chronischen (Serbina et al. 2008) peripher- oder systemisch-
entziindlichen Bedingungen vergrofert. Der Grund hierfiir ist nach den Autoren die erhGhte

Freisetzung von ,,jungen, CCR2"- Monozyten aus dem KM.
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Auch im Modell EAE konnte beobachtet werden, dass die Zahl an CCR2"- und Ly6C*-
Monozyten nach einer Immunisierung von C57BL/6-Miusen mit myelin oligodendrocyte glyco-
protein (MOG) rapide ansteigt (Mishra et al. 2012). So ist es nachvollziehbar, dass MS-Patien-
ten héhere Monozytenzahlen im Blut (Tombul et al. 2011) und einen hoheren Anteil an
klassischen, neu aus dem KM emigrierten Monozyten vorweisen. Die Annahme, dass bei MS
ein erthohter CCL2-Serumspiegel zu einer verstirkten Emigration von Monozyten aus dem
KM fihrt, kann jedoch nicht ohne Weiteres gemacht werden. So zeigten verschiedene Stu-
dien erhohte (Iatlori et al. 2002), erniedrigte (Scarpini et al. 2002) oder gleiche (Franciotta et
al. 2001; Bartosik-Psujek und Stelmasiak 2005) CCL2-Serumspiegel bei MS-Patienten im
Vergleich zu Gesunden.

Des Weiteren ist bekannt, dass an MS erkrankte Patienten héhere Level von GM-CSF im
Liquor als Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen haben (Perrella et al. 1993;
Mellergard et al. 2010). Erhohte cerebrospinal fluid-(CSF)-Level von GM-CSF wurden auch bei
Patienten unter Schub im Vergleich zu stabilen Patienten beobachtet (Carrieri et al. 1998).
GM-CSF als proinflammatorisches Zytokin férdert den Austritt von Monozyten aus dem
KM (Gasson 1991), die Expression von CCR2 auf Monozyten (Dabritz et al. 2015) und fithrt
zu einer Verstirkung der Spontanmigration und Chemotaxis gegen CCL2 von Monozyten
vitro (Vogel et al. 2015). So kénnte GM-CSF zu den Unterschieden in Subpopulationen und
Chemotaxis zwischen gesunden Probanden und Patienten sowie zur verstirkten Chemotaxis
bei Patienten mit Schub gegentiber Patienten ohne Schub beigetragen haben. Die von uns
beobachtete tendenziell vermehrte Expression des GM-CSF-Rezeptors in Monozyten von
Gesunden unter MP fugt sich hier ein und koénnte die gesteigerte Migrationsfahigkeit von
mit MP behandelten Monozyten mitbegriinden. Vogel et al. (2015) nehmen als Grund fur
die durch GM-CSF verstirkte Migration eine gesteigerte Produktion von TNFa an. Bei MS-
Patienten konnten erhéhte Level von TNFa im Vergleich zu gesunden Probanden nachge-
wiesen werden (Uysal et al. 2014). Dieses stort die Integritit der BBB (Wiggins-Dohlvik et
al. 2014) und fihrt zu einer verstirkten Expression von endothelialem ICAM-1 und VCAM-
1, welche essentielle Rezeptoren fiir die Transmigration von Monozyten sind. Die Rolle von
TNFu ist jedoch kontrovers diskutiert. So wurde auch eine Inhibition der Chemotaxis von
Monozyten gegen CCL2 beobachtet, die auf einer Reduktion der Expression von CCR2 be-
ruhte (Weber et al. 1999). Vogel et al. (2015) machen vor allem Veridnderungen im Endothel
als Ursache fur die verstirkte Migration der Monozyten verantwortlich. In unseren Migrati-
onsassays wurden Transwell-Siebe ohne endothelial coating verwendet, sodass der Vergleich der
Ergebnisse schwerfillt. Jedoch konnte die Steigerung der Migration durch GM-CSF in einer

weiteren Studie auch in Migrationsassays ohne Endothelbeschichtung nachgewiesen werden
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(Dibritz et al. 2015), sodass wie oben angedeutet auch Charakteristika der Monozyten selbst
zu Unterschieden in der Migration beitragen miissen. Infrage kommen hier neben der Ex-
pression von Chemokinrezeptoren zum Beispiel auch Unterschiede im Zytoskelett der Mo-
nozyten.

In einer zwischenzeitlich erschienenen Publikation (Waschbisch et al. 2016) wurde gezeigt,
dass es sich bei den in einem Migrationsassay gewanderten Monozyten fast ausschlieBlich
um klassische Monozyten handelt. In der vorliegenden Arbeit wurde in den Assays nicht
nach Subpopulationen unterschieden, sodass die bei MS-Patienten beobachtete stirkere
Chemotaxis in den Transmigrationsassays durch die groBere klassische, CCR2"-Subpopula-
tion hervorgerufen worden sein kénnte. Einschrinkend muss dabei erwidhnt werden, dass
die Unterschiede zwischen den Monozytensubpopulationen von gesunden Probanden und
Patienten nicht so ausgeprigt waren, dass sie als einzige Erklirung fir die Unterschiede in
der Chemotaxis ausreichten, zumal die Monozyten keine Differenzen in der Intensitit der
Oberflichenexpression (MFI) der Chemokinrezeptoren zeigten. Dass die Chemotaxis von
Monozyten also nicht mit der Rezeptordichte auf ihrer Oberfliche korreliert, suggeriert, dass
dies nicht die einzige GréBe ist, die Chemotaxis bedingt. Die Beobachtung, dass Monozyten
von MS-Patienten stirker gegen CX5CL; wanderten, obwohl ihre CX;CR;"-Subpopulation
kleiner war als bei den gesunden Probanden und sich die Gruppen nicht in der MFI von
CX;CRy unterschieden, stiitzt diese These weiter.

Eine weitere Erklirung fir die bei MS-Patienten groBere Fraktion an CD14"- und damit
geringere Fraktion von CD16"-Monozyten liefert die Beobachtung, dass bei Mausen bis zu
ein Drittel der zirkulierenden Ly6C" -Monozyten, die den humanen nicht-klassischen Mo-
nozyten entsprechen, aus an Endothel adhdrenten Monozyten bestehen (Catlin et al. 2013).
Dieser Anteil wird durch inflammatorische Konditionen noch vergréBlert (Ancuta et al.
2004). Auch in Migrationsassays machen CD16"-Monozyten den GroBteil der am Sieb ad-
hirenten Monozyten (Waschbisch et al. 2016) aus. So konnten die konstitutionellen entziind-
lichen Bedingungen der MS-Patienten dazu gefuhrt haben, dass weniger CD16"-Monozyten
im Blut flottierten und dementsprechend bei der Blutentnahme nicht erfasst wurden.
Waschbisch et al. (2016) zeigten zusitzlich, dass die bei Patienten kleinere CD16"-Subpopu-
lation nicht nur relativ durch ein gréBere klassische CD16-Subpopulation zustande kommt,
sondern auch die absolute Zahl von CD16"-Monozyten bei den unbehandelten Patienten im
Blut geringer ist, als bei Gesunden. Die Autoren nehmen als Grund hierfir eine Transloka-
tion dieser Monozyten in das ZNS an, deren Aufgabe dort die Orchestrierung immunologi-
scher Prozesse sei. Zu erwihnen ist hierbei, dass intermediire Monozyten auch im CSF von

gesunden Probanden zu finden sind, wo sie mehr als 50% der Monozyten ausmachen. Dies



4 Diskussion 65

unterstreicht ihre Rolle in der immunologischen Uberwachung des ZNS. Waschbisch et al.
zeigten weiterhin, dass die Behandlung der MS-Patienten einen Einfluss auf den Anteil an
CD16"-Monozyten hat. So beobachteten sie eine geringere Fraktion bei unbehandelte Pati-
enten, wihrend behandelte Patienten je nach Therapieoption einen normalen (Natalizumab,
Fingolimod) bis erhohten (IFNB) Anteil an CD16"-Monozyten aufwiesen. In der votliegen-
den Arbeit wurden die Patienten parallel zu der Therapie mit MP mit Copaxone, Glatira-
meracetat, Rituximab, IFN, Fingolimod, Teriflunomid oder Dimethylfumarat behandelt.
Aufgrund zu geringer Fallzahlen konnten wir die Ergebnisse fiir die einzelnen Medikamen-
tengruppen nicht reproduzieren, jedoch eine geringere CD16"-Fraktion uber alle Patienten
gemittelt beobachten.

Zu erwihnen ist, dass der Anteil der CD16"-Monozyten bei MS-Patienten ambivalent dis-
kutiert wird. Andere Autoren (Gjelstrup et al. 2018) berichten von einem grofleren Anteil
von CD16"-Monozyten bei MS-Patienten als bei Gesunden, was unseren Ergebnissen und
denen von Waschbisch et al. widerspricht. Die Autoren beziehen sich ebenfalls auf Wasch-
bisch et al. und machen Unterschiede im Patienten- und Kontrollkollektiv fiir die Abwei-
chung verantwortlich. So betrachteten Waschbisch et al. neu diagnostizierte, tatsichlich un-
behandelte MS-Patienten als ,,unbehandelt”, wihrend Gjelstrup et al. Patienten, die seit min-
destens einem Monat keine MP-Therapie und im Rahmen der Probenentnahme keine wei-
tere Therapie bekommen haben, als ,,unbehandelt” einstuften. Des Weiteren betrachteten
Waschbisch et al. ausschlieBlich RRMS-Patienten, Gjelstrup et al. RRMS und PPMS Patien-
ten. In der vorliegenden Arbeit bestand das Patientenkollektiv aus Patienten, die an RRMS,
SPMS oder PPMS erkrankt waren und zum Teil neben ihrer MP-Therapie anderweitig be-
handelt wurden (siche oben).

Im Vergleich mit weiteren Arbeiten sowie innerhalb der vorliegenden Arbeit gilt es auch, den
moglichen Einfluss des Alters und der Erkrankungsdauer der Patienten und der gesunden
Probanden zu erwihnen: Einer SPMS geht definitionsgemil} eine RRMS voraus. In der vor-
liegenden Arbeit war damit die Erkrankungsdauer der SPMS im Mittel linger (Median = 24,5
Jahre) als bei PPMS (Median = 12,5 Jahre) oder RRMS (Median = 4 Jahre), wihrend sie bei
Waschbisch et al. fiir die unbehandelten Patienten 0,5 Jahre (Median) und bei den behandel-
ten Patienten 6—7 Jahre (Median) betrug. In der vorliegenden Arbeit litten MS-Patienten, die
sich mit Schub prisentierten, im Mittel kiirzer (Median = 4 Jahre) unter der Erkrankung als
Patienten, die an einer progressiven, schubfreien Form der MS litten (Median = 14 Jahre).
Auch das Lebensalter der Patienten und der gesunden Probanden konnte eine Rolle gespielt
haben. Das der Patienten mit Schiiben lag im Mittel (Median) bei 44 Jahren, das der Patien-

ten ohne Schiibe im Mittel (Median) bei 58 Jahren und das der gesunden Probanden im
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Mittel (Median) bei 28 Jahren. Insgesamt ldsst sich nicht ausschlieSen, dass die Heterogenitit
des Patienten- bzw. Probandenkollektivs auch im Vergleich mit dem bei Waschbisch et al.
nicht niher definierten Kontrollkollektivs Auswirkungen auf die Ergebnisse hatte, die wir im

Rahmen dieser Arbeit nicht in Ganze nachvollziehen konnten.

4.2 Der Einfluss von MP auf Monozyten

Im Rahmen der der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer In-vitro- und In-vivo-Be-
handlung mit MP auf Monozyten untersucht. Dabei stand die Charakterisierung der Mo-
nozytensubpopulationen und ihrer Eigenschaften im Fokus. In unseren Experimenten
fihrte MP (3 h in vitro) bei gesunden Probanden zu einer signifikanten Verstirkung der
Chemotaxis gegen CCL2 und zu einer tendenziellen Verstirkung der Chemotaxis gegen
CCL5 und CX;CL;, die spontane migratorische Aktivitit wurde hingegen nicht beeinflusst.
Bei Patienten fithrte MP (3 h 7z vitro und 24 h 7n vivo) zu einer signifikant verstirkten Chemota-
xis gegen CCL2, CCL5 und einer tendenziell verstirkten Chemotaxis gegen CX3CL;. Auch
hier wurde die Spontanmigration der Monozyten durch MP nicht beeinflusst. Wahrend die
dreistindige Ir-vitro-MP-Therapie keinen Einfluss auf die Subpopulationen und die Oberfla-
chenexpression der Chemokinrezeptoren hatte, konnten wir eine Tendenz zur verstirkten
Expression der mRNA von CCR2 und zur verminderten Expression der mRNA von
CX;CR; unter MP feststellen. Dies bedeutet, dass MP auch die Synthese dieser Proteine be-
einflussen kénnte. In der durchflusszytometrischen Analyse der Monozyten von Patienten
konnte allerdings weder nach 3 h In-vitro- und 24 h In-vivo-MP-Therapie ein Unterschied in
Rezeptorexpression (MFI und Fraktion) und Subpopulationen festgestellt werden. Hier
konnte in weiteren Studien ein spiterer Zeitpunkt zur durchflusszytometrischen Analyse er-
ginzt werden, um den Einfluss vom MP auf die Rezeptorexpression weiter zu verifizieren.

Zur detaillierten Betrachtung wurde das Patientenkollektiv in der Auswertung der Migrati-
onsassays und der Durchflusszytometrie am Beispiel CCL2 nach Aktivitdt der MS aufgeteilt.
Hier fiel auf, dass die Monozyten von Patienten, die an einer progressiven Form der MS
litten, mit einer VergroBerung der CD14™"/CD16-, CCR2"-Subpopulation auf die In-vivo-
MP-Therapie reagierten. Bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung an einem
akuten Schub litten, hatte die MP-Therapie keinen Einfluss. Die Monozyten von Patienten
beider Gruppen reagierten auf die Therapie mit MP mit einer Zunahme der Chemotaxis;
dabei blieb die der Patienten mit progressiver MS stets geringer als die der Patienten mit
akutem Schub. Welche Ursachen dies hat, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht
eruiert werden. Bei kleiner Stichprobe und bisher fehlender Bestitigung durch weitere Stu-

dien sind hier Folgeexperimente notwendig.
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Neben der funktionellen Messung der Chemotaxis und der Analyse von CD14 und CD16
als Einteilungskriterien fir Monozytensubpopulationen untersuchten wir weitere Marker auf
mRNA-Ebene: CXCR4 ist als Rezeptor fiir CXCL12 (SDF-1) an der Navigation von T-Zel-
len und Monozyten durch Gewebe unter homdostatischen als auch unter entziindlichen Be-
dingungen beteiligt (Nagasawa et al. 1994; Bleul et al. 1996). Die dreistindige I7-vitro-Thera-
pie mit MP fihrte zu einer Erhohung der mRNA-Level von CXCR4, was fiir CD4"-T-Zellen
(Wang et al. 1998) aber auch Monozyten (Caulfield et al. 2002) schon bekannt war, sodass
sich unsere Ergebnisse hier gut anschlieBen. Die Verstirkung der Expression von CXCR4
und der abhingigen Signalkaskaden unter GC wird von einigen Autoren als wichtiger Pro-
zess in der Homoostase des Immunsystems sowie in der therapeutischen Anwendung von
GC angesehen. Sie fihrt dazu, dass T-Zellen im perivaskuliren Raum fixiert werden, ihre
Rekrutierung verhindert wird und die verstirkte Expression von CXCR4 somit dazu beitrigt,
die Immunantwort zu terminieren (Miller et al. 2013). In der qrtPCR zeigten sich unter
In-vitro-Behandlung mit MP auflerdem die Tendenz zur verstirkten mRNA-Expression von
CSF2RA. Der Rezeptor fiir GM-CSF wird u. a. von myeloiden Zellen exprimiert, spielt eine
wichtige Rolle in der Pathogenese von EAE und MS und wird als therapeutisches Ziel dis-
kutiert (Rasouli et al. 2015; Ifergan et al. 2017). Die expressionsférdernde Wirkung durch
GC (Dex) wurde schon 1994 (Hawrylowicz et al. 1994) beschrieben. Unter Berticksichtigung
der therapeutischen Wirkung von GC in MS und der Indizien aus Tierversuchen, die eine
zentrale Rolle der GM-CSF/CSF-Rezeptot-Interaktion in der Pathogenese von EAE und
MS vorschlagen (Rasouli et al. 2015; Ifergan et al. 2017), erscheint die Verstirkung der Ex-
pression von CSF2RA durch MP zunichst kontraintuitiv. Jedoch ist die migrationsférdernde
Wirkung von GM-CSF bekannt (Vogel et al. 2015), sodass eine Induktion seines Rezeptors
zu einer erhéhten Empfinglichkeit gegentiber GM-CSF fihren, damit die Motilitit von Mo-
nozyten steigern konnte und sich die Ergebnisse dieser Arbeit gut einreihen. Fest steht in
jedem Falle, dass eine Blockade von GM-CSF oder CSF2RA in der Therapie von MS in der
Zukunft therapeutische Méglichkeiten, zum Beispiel mit dem monoklonalen anti-GM-CSF
Antikérper MOR103/GSK3196165, bietet (Klinische Studie NCT01517282 durch Motpho-
Sys AG, Constantinescu et al. 2015). Die mRNA-Analyse von Adhisionsmolekiilen auf Mo-
nozyten, die bei der Anheftung an der Gefilwand und bei der Diapese durch diese beteiligt
sind, zeigte keine eindeutige Anderung unter der In-vitro-Behandlung mit MP. Um Aussagen
zur tatsichlichen Funktion dieser Adhdsionsmolekiile treffen zu kénnen, kénnte in weiter-
fihrenden Studien neben der hier untersuchten mRNA-Expression auch eine durchflusszy-

tometrische Analyse ihrer Oberflichenexpression durchgefithrt werden.
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Die Expression von ICAM-1, das auf Zellen des Immunsystems eine wichtige Rolle bei der
Ausbildung der immunologischen Synapse hat (Most et al. 1992), wird durch die In-vitro-
Therapie mit MP vermindert. Es ist bekannt, dass der Kontakt mit Plastikoberflichen in
Monozyten zu einer verstirkten Expression von ICAM-1 fihrt (idem), was auch in der im
Rahmen der Arbeit durchgefiihrten qrtPCR zu erkennen ist. Eine Behandlung der Monozy-
ten mit MP ldsst diese Verstirkung der Expression allerdings geringer ausfallen, was im Tier-
versuch schon beobachtet wurde (Tailor et al. 1997). Die relative Reduktion der Expression
von ICAM-1 durch MP koénnte ein Indiz fiir eine herabgesetzte Kapazitit der Monozyten
zur Antigenprisentation und somit eine entziindungshemmende Komponente darstellen.
Ein Einfluss von GC auf weitere Marker, die inflammatorische Eigenschaften von Monozy-
ten anzeigen, ist bekannt und wurde auch in unserem Experimentalsetting bestitigt. So zeigte
die qrtPCR eine Suppression der Expression von IL-13 durch MP in Monozyten von gesun-
den Probanden. Ein vergleichbarer Effekt durch eine In-vitro- Behandlung mit Dex wurde
schon 1992 beschrieben (Amano et al. 1993). Auch im vorliegenden Patientenkollektiv
wurde die die Expression von IL-1§ hemmende Wirkung von MP nachgewiesen (Fischer et
al. 2019). Weiterhin ist auch die Verringerung der mRNA-Level von TNFx unter MP-Be-
handlung sind bekannt (Joyce et al. 1997; Steer et al. 1997; Reichardt et al. 2001). Zu beachten
ist, dass alle Analysen von mRNA im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur bei gesunden
Probanden durchgefithrt worden sind; dies erschwert den Vergleich mit Patienten und ldsst
keine eindeutige Aussage zu, ob sich die entsprechenden Parameter bei Patienten unter einer
Therapie mit MP gleich verhalten.

Fiar CCR2 unter Kortisoleinfluss wurde bei gesunden Probanden eine erhéhte Expression
von mRNA in peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) 12 h nach der Behandlung beschrie-
ben (Yeager et al. 2016). Yaeger et al. konnten allerdings auch eine verstirkte mRNA-Ex-
pression von CX;CR; nachweisen, die in unseren Versuchen durch MP ceher vermindert
wurde. Zu beachten ist hierbei, dass die Autoren die mRNA von PBMNC analysierten und
sich erst bei der Oberflichenexpression auf Monozyten fokussierten. Hier konnte eine ver-
stirkte Expression von CCR2, jedoch keine von CX;CR; nachgewiesen werden. Dass die
Wirkung sich bei unseren Versuchen auf die mRNA-Ebene beschrinkt und sich nicht auf
der Zelloberfliche niederschligt, konnte der kurzen Dauer der Inkubation (3 h) vor der
durchflusszytometrischen Analyse geschuldet sein, wofiir die Ergebnisse der tber 24 h 7 vivo
behandelten Patienten sprechen.

GC induzieren einen anti-inflammatorischen Monozytenphinotyp bei Mausen und Men-

schen (Ehrchen et al. 2007; Varga et al. 2008), der in der Lage ist, nach einem Transfer in



4 Diskussion 69

erkrankte Miuse unter Beibehaltung dieses Phinotyps eine schon aktive Entziindungsreak-
tion zu bremsen (Varga et al. 2014). Es konnte gezeigt werden, dass dieser anti-inflammato-
rische Monozytentyp Charakteristika der M2-Polarisierung aufweist, die fiir den therapeuti-
schen Erfolg von entscheidender Bedeutung ist (Schweingruber et al. 2011; Montes-Cobos
et al. 2017). Auch im vorliegenden Patientenkollektiv wurde die M2-polarisierende Wirkung
von GC nachgewiesen. Typische M2-assoziierte Gene wie Arginase 1 (ARG1), IL-10,
CD163 und CD206 wurden unter der Therapie mit MP vermehrt exprimiert, wihrend
M1-assoziierte Gene wie IL-18 wie auch bei gesunden Probanden vermindert exprimiert
wurden (Fischer et al. 2019).

Die Therapie eines akuten Schubes mit MP zeichnet der schnelle Wirkungseintritt aus. Schon
innerhalb von 24 h wird hiufig eine Besserung der Symptomatik bemerkt, sodass kurzfristige
Effekte auf die o.g. Polarisierung oder Motilitit von Monozyten eine entscheidende Rolle
spielen kénnten. Studien, die diesen Zeitraum auf zellulirer Ebene untersuchten, gibt es nur
wenige. So wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der intravendsen Therapie mit MP
auf Monozyten innerhalb von 24 h beobachtet. Ziel war es zu untersuchen, ob die in diesem
Zeitraum erreichte Remission der Symptome im Zusammenhang mit einem Einfluss der
Therapie mit einer verinderten Motilitit von Monozyten steht. Vorangegangene Arbeiten
hatten gezeigt, dass GC T-Zellen in ihrer Migrationsfihigkeit beeinflussen. Eine Verstirkung
der Expression und der Signalwege der CXCR4-CXCL12-Achse durch GC in T-Zellen fithrt
zu einer Fixierung der Zellen im perivaskuldren Raum im ZNS und somit zu einer Ablenkung
der Zellen vom Ort der Entziindung (Schweingruber et al. 2014). Weiterhin wurde gezeigt,
dass Monozyten eine wichtige Rolle in der Pathogenese der MS spielen (Makhlouf et al. 2001;
Mildner et al. 2009; Ajami et al. 2011; Mishra et al. 2012) und dass liposomal verkapselte, vor
allem in Phagozyten wirkende GC in der Lage sind, den Verlauf einer EAE zu attenuieren
(Schweingruber et al. 2011). Zusammengenommen mit der Beobachtung, dass verkapselte
GC freie GC in ihrer Wirksamkeit tibertreffen (Lee et al. 2014), fihrte dies zu der Frage, ob
GC analog zur Motilitit von T-Zellen auch die von Monozyten beeinflussen und dies in dem
Zeitraum von 24 h, in dem die Wirkung der Therapie eintritt.

In der Literatur ist sowohl fir Miuse (Varga et al. 2008) als auch Menschen (Ehrchen et al.
2007) beschrieben, dass GC die spontane migratorische Kapazitit von Monozyten verstir-
ken, was in unseren Versuchen nicht reproduziert werden konnte. Allerdings behandelten
die Autoren die isolierten Monozyten tiber zwei Tage mit GC (Dex bzw. Fluticason) und
arbeiteten mit einer Versuchsdauer von 4 h fir die Migrationsassays. Bei unseren Titrations-
versuchen zur Dauer der Migration im Vorfeld hatte sich gezeigt, dass schon 3 h zu lang

sind, um bei aus dem Blut isolierten Monozyten einen Unterschied zwischen spontaner und
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chemotaktischer Migration zu sehen. So wurden die Zellen in der vorliegenden Arbeit tiber
3 h in vitro mit MP bzw. 24 h in vivo behandelt und nur 1 h im Migrationsassay belassen. Die
von uns beobachtete Chemotaxis férdernde Wirkung von GC wurde inzwischen auch von
anderen Arbeitsgruppen belegt: so wurde nachgewiesen, dass humane Monozyten unter er-
hohten Kortisolspiegeln eine stirkere Chemotaxis gegen CCL2 aufweisen (Yeager et al.
2016). Die Autoren berichten unter anderem von erhohten mRNA-Leveln von CCR2 und
CX;5CR; und einer erhéhten Oberflichenexpression von CCR2, nicht aber von CX3CRy; al-
lerdings traten diese Verianderungen erst nach 12 h Behandlung auf und die Zellmotilitit
wurde 18 h nach der Behandlung gemessen. In unseren Experimenten war eine verstirkte
Chemotaxis schon festzustellen, als es noch keine messbare Verstirkung der Oberflichen-
expression von Chemokinrezeptoren gab (nach 3 h MP 7 vitro). Dies konnte darauf hindeu-
ten, dass MP Effekte hat, die ihre Wirkung unmittelbarer entfalten. Weiterhin wurde die
Chemotaxis bei Patienten mit und ohne akuten Schub nach 24 h verstirkt, obwohl eine Zu-
nahme der CCR2*-Fraktion nur bei Patienten ohne akuten Schub zu beobachten war, sodass
die gesteigerte Motilitit auch einen anderen Hintergrund haben kénnte.

Es wurde nachgewiesen, dass Dex die Motilitit von T-Zellen herabsetzt (Muller et al. 2013).
Die Effekte schlugen sich schneller als durch De-novo-Genexpression moglich und auch nach
Hemmung von Transaktivierung und -repression in den Eigenschaften der Zellen nieder,
was einen direkten Einfluss von Dex auf das intrazelluldre signalling bzw. das Zytoskelett na-
helegt. Dass GC durch eine Wirkung auf das Zytoskelett jedoch auch mobilisierend wirken
koénnen, wurde in einer weiteren Studie beobachtet. Die Autoren zeigten, dass Dex die Mo-
tilitdit und damit die Metastasierungsfihigkeit von Melanomzellen durch eine Férderung der
Aktivitit der Rho-associated protein kinase (ROCK) 1 und 2 verstirkt (Huang et al. 2017).
Weiterhin wurde beobachtet, dass M2-Makrophagen auf die Aktivierung mit CCL2 im Ge-
gensatz zu M1-Makrophagen mit der Bildung von Filopodia reagieren und eine stirkere
Chemotaxis gegeniiber inflammatorischen Chemokinen zeigen (Vogel et al. 2014). Da wie
bereits aufgefithrt, GC zur Induktion eines Subtyps von Makrophagen fithren, der M2-Cha-
rakteristika innehat, kénnte dies eine weitere Erklarung fir die Verstirkung der Chemotaxis
durch MP darstellen. Insgesamt betrachtet scheinen GC die Expression bzw. die Aktivitit
von Proteinen zu beeinflussen, die mit dem Zytoskelett assoziiert sind. Auf diese Weise
konnten GC eine verstirkende Wirkung auf die Motilitit von Monozyten haben, ohne dass
ein direkter Zusammenhang mit einer vermehrten Expression von Chemokinrezeptoren be-

steht.
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Ins ZNS rekrutierte Monozyten haben unter anderem eine neuroprotektive Funktion. Bella-
vance et al. zeigten im Mausmodell, dass CX3CR;"-Monozyten bei durch ins Gehirn appli-
zierte Kainsdure ausgeloster Exitotoxizitit in Lage sind, die Degeneration der Neurone zu
begrenzen. Bei CX3CRi-defizienten Mdusen war dieser Effekt nicht zu beobachten (Bellava-
nce et al. 2015). Man nimmt inzwischen an, dass CD16"- bzw. CX;CR;"-Monozyten in ihren
Charakteristika M2-polarisierten, immunregulatorischen Makrophagen nahestehen, bzw.
nach Extravasation zu diesen differenzieren (Auffray et al. 2007; Italiani und Boraschi 2014;
Olingy et al. 2017). CCL2 stimuliert in M2-Makrophagen das Zytoskelett und fihrt zu ver-
starkter Motilitit (Vogel et al. 2014). GC induzieren einen Monozytentyp, der antiinflamma-
torische und immunregulatorische Eigenschaften und M2-Charakteristika aufweist (Ehrchen
et al. 2007; Varga et al. 2008). Zusammengenommen mit unseren Erkenntnissen zur
Chemotaxis von Monozyten unter MP kénnten GC also eine immunregulatorische Polari-
sierung von Monozyten mit nachfolgender verstirkter Rekrutierung dieser Monozyten ins
das ZNS und Limitierung der entziindlichen Reaktion verursachen. Dass, wie von Vogel et
al. beobachtet, ein proinflammatorisches Chemokin die Chemotaxis von immunregulatori-
schen Zellen fordert, konnte ein kérpereigen vorgesehenes Feedback zur Terminierung einer
Entziindungsreaktion darstellen. Insgesamt betrachtet scheinen GC diese evolutionir vorge-
sechene ,,Bremse® von Entziindungsreaktionen zu verstirken und somit mehr immunmodu-

latorisch als nur -suppressiv im klassischen Sinne zu wirken.

4.3 Allgemeines

Bergh et al. sowie Waschbisch et al. zeigten, dass der Monozytenpool von MS-Patienten sich
je nach Therapie verschieden zusammensetzen kann (Bergh et al. 2004; Waschbisch et al.
2016). Die Patienten, die an den Studien zu dieser Arbeit teilnahmen, wurden aulerhalb ihrer
Schitbe mit MP im dreimonatigen Intervall, Fingolimod, IFN, Glatirameracetat, Dimethyl-
fumarat, Teriflunomid oder Rituximab behandelt. Die Auswertung unserer Daten gruppiert
nach Therapien (Daten nicht gezeigt) lie3 aufgrund zu kleiner Probandenzahlen pro Gruppe
keine eindeutigen Aussagen zu. Es wurde beobachtet, dass der Kontakt mit verschiedenen
Plastikoberflichen bei der Inkubation von Makrophagen Auswirkungen auf deren Polarisie-
rung hat (Rostam et al. 2016). Analog koénnte es bei der Inkubation von Monozyten dhnliche
Effekte geben. Da wihrend der gesamten Versuche die gleichen Gefil3e fiir alle Zellen ver-
wendet wurden, kann allerdings davon ausgegangen werden, dass diese Auswirkung bei allen
untersuchten Zellen vergleichbar ist. Selbiges gilt fir die Isolation von Monozyten aus Voll-
blut. In einigen Reviews wird die Moglichkeit besprochen, dass verschiedene Isolationstech-

niken zu Verschiebungen der Subpopulationen fithren kénnten (Wong et al. 2012; Italiani
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und Boraschi 2014). Mukherjee et al. zeigten, dass die Isolierung via Dichtegradient zu einer
Verminderung von klassischen und einer Zunahme von nicht-klassischen Monozyten und
zu einer verstirkten Expression von CD14 und CD16 auf klassischen Monozyten fithrt
(Mukherjee et al. 2015). Auch hier gilt, dass die Isolation der Monozyten in allen Fillen mit
der gleichen Technik durchgefithrt wurde, sodass davon auszugehen ist, dass die Ergebnisse
in sich konsistent sind.

Die Rolle von Monozyten wird aktuell revidiert. Wahrend man lange davon ausgegangen ist,
dass Monozyten die Vorliufer der in den Geweben ansissigen Makrophagen sind, nimmt
man inzwischen an, dass die Makrophagenpools der Gewebe sich schon embryonal bilden
(Ginhoux et al. 2010) und — mit minimalem Input von Monozyten — autonom bestehen
bleiben (Soucie et al. 2016), sodass Monozyten eine selbststindigere Aufgabe im Immunsys-
tem ibernehmen. Viele Ver6ffentlichungen aus den letzten Jahren nehmen diese Unterschei-
dung noch nicht vor und fassen beide Zellgruppen und Versuchsergebnisse zusammen, so-
dass eine Differenzierung von Erkenntnissen nicht immer eindeutig moglich und die Folge
der Unterschiede zwischen Gesunden und Probanden, sowie der Einfluss von MP auf Mo-
nozyten, ihre Abkémmlinge und deren Differenzierung (z.B. M1- und M2-Makrophagen)
nicht genauer zu erfassen war. Ein dhnliches Problem bringt die Nomenklatur: wihrend
manche Publikationen Monozyten und Makrophagen getrennt betrachten, definieren andere
Monozyten, die in Gewebe einwandern per se schon als Makrophagen (Ziegler-Heitbrock
2015). Ein weiteres Problem stellte die Verfiigbarkeit von Probanden- und Patientenmaterial
dar. Bei zum Teil geringer Monozytenausbeute aus den Blutentnahmen konnten nicht in
jedem Versuchsdurchlauf alle Versuchansitze, insbesondere in den Migrationsassays, be-
stiickt werden. Vornehmlich im Falle der Patienten konnte bisweilen nur die A- oder die B-
Probe verwertet werden. Durch die bei vielen Prozessschritten fragile Methode mussten
nicht selten Werte exkludiert werden. Zusammen resultierte dies in differierenden Proben-
zahlen und einer Verkleinerung der Stichprobe. So ist in Teilen der Auswertung eine Ten-
denz erkennbar, zum Erlangen einer Signifikanz wire allerdings eine Ausweitung der Pro-
benzahl nétig.

In einer Folgearbeit kénnte an die erhobenen Ergebnisse angekntipft und Migrationsassays
mit Monozyten aus (un-)behandelten MS-Patienten durch mit Endothel beschichtete Trans-
well-Siebchen durchgefiihrt werden. In diesem Rahmen konnten die oben besprochenen
Adhisionsmolekiile neben der Analyse der Expression ihrer mRNA auch durchflusszyto-
metrisch und funktionell untersucht werden. Ein weiterer Anknipfungspunkt wire die
durchflusszytometrische Analyse von CXCR4 nach In-vitro- und In-vivo-Behandlung mit MP,

um hier die Parallelen zum Einfluss von MP auf T-Zellen zu ziehen. In unseren Analysen
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der mRNA-Expression sowie den Transmigrationsassays wurde nicht nach Monozytensub-
populationen unterschieden. Inzwischen zeichnet sich ab, dass die verschiedenen Gruppen
von Monozyten unterschiedlich auf die Behandlung mit MP reagieren. Daher sollten Analy-
sen der Migration und der mRNA-Expression verbunden mit einer Sortierung der Monozy-
ten nach Subpopulationen vorgenommen werden. Weiterhin erfordert die Rolle von
GM-CSF weitere Forschung, dessen Einfluss auf Monozyten noch nicht befriedigend geklirt
ist. Denkbar wire eine In-vitro-Stimulation mit GM-CSF mit anschlieBender Migration gegen
die in unserer Arbeit verwendeten Chemokine in einem Vergleich mit unbehandelten Zellen.
So koénnte die sich derzeit abzeichnende wichtige Rolle von GM-CSF in der Pathogenese
von MS weiter untersucht werden. Vorangegangene Versuche von anderen Autoren hatten
gezeigt, dass verkapselte GC, zu deren Aufnahme Phagozytose notwendig ist, einen vielfach
hoheren Effekt auf Monozyten und Makrophagen hat als freie GC. Weiterfithrend kénnte
ein Vergleich der in dieser Arbeit ethobenen Daten aus Migration, Chemokinrezeptor- und
Adhisionsmolekiilexpression sowie Subpopulationsverteilung unter der Behandlung mit ver-
kapselten GC erfolgen, welche bis heute allerdings nicht im humanen Setting zugelassen sind
und man somit auf Iz-vitro-Versuche mit humanen Zellen limitiert wire. Ein weitergehend
interessanter Ansatz wire eine Liquorpunktion von MS-Patienten vor und 24 h nach einer
Applikation von MP, die die von Waschbisch et al. beobachtete Translokation von Monozy-
ten in das ZNS bei MS-Patienten in einen Zusammenhang mit der MP-Therapie bringen
wiurde. Mit einer entsprechenden Analyse M2-typischer Marker konnte unsere These, dass
MP zu einer verstarkten Migration von anti-inflammatorischen Monozyten in das ZNS ver-

starkt wird, Gberprift werden.
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5 Zusammenfassung

Glukokortikoide (GC) als Therapeutika der Multiplen Sklerose (MS) werden schon seit lan-
gem erfolgreich angewandt; dennoch ist ithre Auswirkung auf verschiedene Zelltypen weiter-
hin nicht erschopfend untersucht. Weitere Grundlagenforschung ist notwendig, um die
Wirkstoffe weiter zu entwickeln und die klinische Anwendung zu optimieren. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden Monozytensubpopulationen von gesunden Probanden und
MS-Patienten im unbehandelten und mit Methylprednisolon (MP) behandelten Zustand ana-
lysiert. Wir fokussierten uns dabei auf die Chemotaxis, die Chemokinrezeptorexpression der
Monozyten und die Verteilung ihrer Subpopulationen. Diese Faktoren stellen wichtige Cha-
rakteristika von Monozyten bei der Erfullung ihrer Aufgabe dar und erlauben Riickschliisse
auf die pathogenetische Rolle von Monozyten in der MS und die Funktionsweise von MP
als Therapeutikum. GC fiihren zu einer Reduktion von inflammatorischen Eigenschaften in
Monozyten und zu einer Induktion des bekannten regulatorischen Zellphinotyps M2. Zu
Beginn kontraintuitiv war unsere Beobachtung, dass MP die Chemotaxis gegen proinflamm-
atorische Chemokine steigert. Zwar kam es zu einer signifikanten Zunahme der klassischen
und CCR2"-Subpopulation bei Patienten, die an einer progressiven Form der MS litten. Ins-
gesamt reichte diese jedoch nicht aus, um den Effekt zu erkliren. Eine Verschiebung der
nach CD14 und CD16 bzw. CCR2 und CX3CR1 definierten Subpopulationen Richtung re-
gulatorischer Monozyten konnten wir nicht beobachten; die M2-Polarisierung zeigte sich
jedoch in dem von uns betrachteten Zeitraum anhand der Expression anderer typischer Mar-
ker in spiteren Analysen unserer Arbeitsgruppe. So ist es wahrscheinlich, dass GC weitere
Einflisse auf Monozyten haben, die zu der gesteigerten Chemotaxis fithren. Infrage hierbei
kommen Effekte auf Signalkaskaden oder das Zytoskelett. Im Vorfeld wurde gezeigt, dass
M2-polarisierte Makrophagen gegen CCL2 motiler sind, als M1- oder MO-Makrophagen. Zu-
sammengenommen mit der Beobachtung, dass die CCL2-Level im Liquor in Remission ho-
her sind als im akuten Schub, kénnte dies bedeuten, dass M2-polarisierte Makrophagen und
Monozyten in Phasen der Remission zum Ort der Entziindung gelenkt werden, wo sie den
Heilungsprozess unterstitzen. Die auBerdem beobachtete Erh6hung des CCL2-Levels unter
der Therapie mit MP sowie unsere neu erthobenen Daten deuten darauf hin, dass dieser evo-
lutionir angelegte Vorgang durch MP unterstiitzt wird, indem zum einen die inflammatori-
schen Eigenschaften von myeloiden Zellen im Rahmen einer M2-Polarisierung reduziert
werden und zum anderen die zielgerichtete Chemotaxis gegen CCL2 gefoérdert wird. So wird
die Terminierung einer Entziindungsreaktion bzw. eine Verstirkung von Heilungsprozessen

z.B. im Rahmen einer MS begiinstigt.
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