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~The surest way to lose a reputation in neurology is to advocate a treatment for

multiple sclerosis." (H. Houston Merritt)
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Wegen der auch in der deutschsprachigen Literatur oft Ublichen Anwendungsweise

englischer Abkirzungen werden diese auch hier mit einem Hinweis auf die englische

Bedeutung verwendet.

Abkiirzung | Bedeutung Englische Bedeutung

Ag Antigen Antigen

APC Antigen prasentierende Zellen Antigen presenting cells

BDNF Vom Gehirn stammender neurotropher Brain derived neurotrophic factor
Faktor

CIITA-IV Klasse-II-Transaktivator-IV-Promoter Class II transactivator IV promoter

cop Copolymer-1 Copolymer-1

cpm B-Zerfalle pro Minute Counts per minute

EAE Experimentelle Autoimmune Experimental autoimmune
Enzephalomyelitis encephalomyelitis

EDSS Erweiterte Skala des Grades der Expanded Disability Status Scale
Behinderung

EDTA Ethylendiamintetraazetat Ethylenediaminetetraacetate

ELISA Enzym-verbundener Immunassay (Nachweis | Enzyme linked immunosorbent assay
von Zytokinen in Uberstanden)

ELISPOT Enzym-verbundener Immunassay (Nachweis | Enzyme linked immunospot assay
Zytokin sezernierender Einzelzellen)

FITC Fluoreszeinisothiozyanat Fluoresceineisothiocyanate

FTI Farensyltransferase-Inhibitor Farensyl transferase inhibitor

GA Glatiramerazetat Glatiramer acetate

GGTI Geranylgeranyltransferase-Inhibitor Geranylgeranyl transferase inhibitor

GTP Guanosintriphosphat Guanosinetriphosphate

HD Gesunde Kontrollperson Healthy donor

HLA Humanes Leukozytenantigen Human leukocyte antigen

HMG-CoA 3-Hydroxy-3-methylglutaryl- 3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
Coenzym A

ICAM Interzelluldres Adhdsionsmolekil Intercellular adhesfion molecule

IFN Interferon Interferon

Ig Immunglobulin Immunoglobulin

IL Interleukin Interleukin

1Vig

Intravendse Immunglobuline

Intravenous immunoglobulins
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LFA Leukozyten-Funktionsantigen Leukocyte function antigen

MBP Basisches Myelinprotein Myelin basic protein

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex Major histocompatibility complex

MMP Matrix-Metalloproteinasen Matrix metalloproteinases

MOG Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein Myelin oligodendrocyte glycoprotein

MRT Magnetresonanztomographie Magnetic resonance imaging

MS Multiple Sklerose Multiple sclerosis

MSFC Zusammengesetzte MS-Funktionsskala Multiple Sclerosis Functional Composite

MSTKG Multiple Sklerose Therapie Konsensus Multiple sclerosis therapy consensus
Gruppe group

NAA N-acetyl-aspartat N-acetyl aspartate

NK Natdrliche Killer (-Zelle) Natural killer (cell)

NO Stickstoffmonoxid Nitric oxide

n.d. Nicht durchgefiihrt Not determined

ns Nicht signifikant Not significant

0G Oligodendrozyt Oligodendrocyte

PBL Periphere Blutlymphozyten Peripheral blood lymphocytes

PE Phycoerythrin Phycoerithrin

PFA Paraformaldehyd Paraformaldehyde

PHA Phytohdmagglutinin Phytohemagglutinine

PMA Phorbol-12-myristat-13-azetat Phorbol-12-myristate-13-acetate

PML Progressive multifokale Leukenzephalopathie | Progressive multifocal

leukencephalopathy

PPMS Primér chronisch progredient verlaufende Primary progressive multiple sclerosis
Multiple Sklerose

PRMS Progredient verlaufende Multiple Sklerose Progressive relapsing multiple sclerosis
mit aufgesetzten Schiiben

PWM Pokeweed-Mitogen Pokeweed mitogen

RRMS Schubférmig verlaufende Multiple Sklerose Relapsing remitting multiple sclerosis

SI Stimulationsindex Stimulation index

SPMS Sekundar chronisch progredient verlaufende | Secondary progressive multiple sclerosis
Multiple Sklerose

TCR T-Zell-Rezeptor T-cell receptor

TdT Terminale Deoxynukleotidyltransferase (TdT) | 7erminal deoxynucleotide transferase

TGF Transformierender Wachstumsfaktor Transforming growth factor

TH T-Helfer (-Zelle) T helper (cell)

TNF Tumornekrosefaktor Tumor necrosis factor

TT Tetanustoxoid Tetanus toxoid
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TZL T-Zell-Linie T-cell line
VLA Sehr spat (exprimiertes) Antigen Very late antigen
ZNS Zentrales Nervensystem Central nervous system
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1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste zu bleibender Behinderung flihrende
neurologische Erkrankung des jlngeren Erwachsenenalters [3]. Seit Erst-
beschreibung der Erkrankung vor (ber 170 Jahren durch J. Cruveilhier (,,sclérose en
taches, en iles par masses disséminées") [4] haben sich die pathogenetischen
Konzepte kontinuierlich verandert. Insbesondere seit den 1990er Jahren konnten
hierbei bedeutende Fortschritte erzielt werden [5].
e Entziindung weist nicht nur destruktive, sondern auch neuroprotective
Eigenschaften auf (das Konzept der ,,neuroprotektiven Immunitat” [6]).
e Im Gegensatz zu friheren Theorien wird die Mehrheit der in MS-Lasionen
vorhandenen T-Lymphozyten durch CD8-positive Zellen gebildet [7].

e Axonaler Schaden ist verantwortlich fiir permanente Behinderung [8,9].

Parallel zu den neuen pathogenetischen Erkenntnissen wurde das therapeutische
Arsenal fur die Patienten erheblich erweitert.
e Zur Therapie der schubférmig verlaufenden MS stehen mehrere
immunmodulierende Wirkstoffe zur Verfiigung [10].
e Auch fir die Behandlung der sekundar chronisch progredienten MS liegen
Immuntherapien vor [10].
e Neue viel versprechende therapeutische Konzepte sind in Entwicklung
[5,11,12].

1.1.1. Epidemiologie

In Deutschland liegt die Pravalenz der MS bei 100/100000 Einwohner, insgesamt sind
also etwa 80000 Menschen an MS erkrankt. Weltweit sind mehr als eine Million
Menschen betroffen. Die soziokonomischen Kosten der MS liegen allein in

Deutschland jahrlich im Milliarden-Euro-Bereich [13].
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1.1.2. Atiologie und Pathogenese

Eine Vielzahl immunologischer Veranderungen werden bei MS beschrieben, was auf
eine zentrale Rolle des Immunsystems in der Pathogenese hinweist [14-16].
Immunantworten tragen zur Bildung und zum Erhalt der MS-Lasion bei [17]; auf der
anderen Seite wurden auch neuroprotektive Effekte der Neuroinflammation
beobachtet (“neuroprotektive Immunitat”) [6]. Parallel zur Entziindung im zentralen
Nervensystem werden als pathologische Hauptelemente auch Demyelinisierung (also
Entmarkung der die Axone umhillenden Markscheiden, die durch die
Oligodendrozyten gebildet werden) sowie eine Schadigung der Axone selbst

(Neurodegeneration) beschrieben [3,15].

Eine Ubersicht {iber das gegenwiértige pathogenetische Konzept der MS wird in
Abbildung 1 gezeigt [18]. Alle Menschen tragen T-Lymphozyten in sich, die fir
Antigene des Zentralen Nervensystems (ZNS) autoreaktiv sind. Bei Individuen mit
einer genetisch determinierten Suszeptibilitét flir MS (MS wird als polygenetische
Erkrankung angesehen [19,20]) kommt es durch bisher ungeklarte Mechanismen zu
einem ,Toleranzverlust® und =zu einer Aktivierung dieser autoreaktiven T-
Lymphozyten, moglicherweise durch so genanntes molekulares Mimikry, also
Kreuzreaktion zwischen ZNS-Autoantigenen und mikrobiellen Antigenen [21]. Diese
aktivierten ZNS-autoreaktiven T-Zellen sind in der Lage, auch eine intakte
Bluthirnschranke zu Uberwinden und das ZNS zu erreichen [22]. Hier werden sie
reaktiviert und sezernieren pro-entziindliche Mediatoren, was eine entziindliche
Kaskade ausldst, an der nicht nur T-Lymphozyten vom CD4" T-Helfer-Typ und
zytotoxischen CD8"-Typ [23], sondern auch B-Lymphozyten und Makrophagen
beteiligt sind. Folge ist die Zerstérung der Myelinschicht, die nach pathologischen
Gesichtspunkten insgesamt vier Mustern folgt [17]:

1. T-Zell- und Makrophagen-assoziierte Demyelinisierung;

2. Antikdrper-mediierte Demyelinisierung mit Komplementaktivierung;

3. Distale Oligodendrozytenschadigung mit Apoptose (programmiertem Zelltod)

der Oligodendrozyten;

4. Primare Oligodendrozytendegeneration.
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Parallel zu dieser autoaggressiven entzindlichen die Demyelinisierung
verursachenden Phase tritt axonaler Schaden auf, der fiir die irreversible
Behinderung verantwortlich ist. Axonaler Schaden wird bereits friih in der
Krankheitsentwicklung beobachtet und nimmt im weiteren Krankheitsverlauf eine
zunehmend dominierende Rolle ein [8,15,24,25]. Bisher ist es unklar, ob der axonale
Schaden Folge eines primaren aktiven Zerstorungsprozesses der Axone durch
Makrophagen oder zytotoxische CD8* T-Zellen ist oder ob er eine pathologische
Reaktion der Axone auf die Demyelinisierung ist [8]. Auch wird ein primar
neurodegenerativer Prozess als Ursache des axonalen Schadens bei MS mit
moglicherweise sekundarer Entziindung diskutiert [25]. Axonaler Schaden beginnt
mit einer erhdhten Membranpermeabilitdt mit konsekutiv erhdhtem Kalziumeinfluss.
Hierunter kommt es zu gestortem axonalen Transport und zu Verdnderung der
Zytoarchitektur mit Schwellung, Lappchenbildung und schlieBlich Kontinuitats-
unterbrechung [26].

Folgende Seite: Abbildung 1. Pathogenetisches Konzept der MS. Uber ihren T-Zell-Rezeptor ( 7-cell
receptor, TCR) werden pro-entziindliche T-Lymphozyten in der Peripherie durch fremde oder eigene
Antigene (Ag), die auf Antigen prasentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC; z.B.
Makrophagen) auf ihrem Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex) Klasse
II (MHC-II) prasentiert werden, aktiviert. Die aktivierten T-Lymphozyten migrieren zur
Bluthirnschranke, adhadrieren hier und penetrieren sie. Fir diesen Schritt sind Adhdsionsmolekiile,
Proteasen und Chemokine verantwortlich. Innerhalb des Zentralen Nervensystems (ZNS) werden die
T-Lymphozyten durch ZNS-Ag reaktiviert, die auf MHC-II durch andere APC, vor allem Mikroglia-
Zellen, prasentiert werden. Die reaktivierten T-Lymphozyten sezernieren pro-entziindliche Zytokine
wie Interferon (IFN)-y oder Interleukin (IL)-2 und verursachen eine Entziindung des ZNS durch die
Aktivierung von Makrophagen, anderen T-Zellen und B-Lymphozyten. Makrophagen und T-
Lymphozyten greifen die Myelinscheide der Oligodendrozyten (OG) an, indem sie zytotoxische
Mediatoren wie Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Sauerstoffradikale (O,) und Stickstoffmonoxid (NO)
freisetzen. B-Zellen differenzieren sich in Plasmazellen, die demyelinisierende Antikdrper sezernieren.
Diese konnen Makrophagen aktivieren und die Komplementkaskade initiieren, die schlieBlich zu

Zerstérungen der Myelinmembranen flihrt. Aus [18].
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1.1.3. Klinische Manifestation

Prinzipiell kann MS jeden Teil des ZNS betreffen und deshalb — dem Namen
entsprechend — zu multiplen, bei jedem Patienten unterschiedlichen, Kklinischen
Manifestationen flihren. Hauptsymptome sind Seh-, Gang-, und Koordinations-
stérungen, motorische und sensible Ausfdlle sowie Beeintrachtigungen der
Harnblasenentleerung. Auch kognitive Einschrankungen sowie Fatigue-Symptome
sind haufig. Die klinischen Verlaufsformen der MS wurden durch internationalen
Konsensus definiert [27]. Etwa 85 % der Patienten haben als Erstmanifestation einen
oder mehrere so genannte Schiibe (neurologische Stérung, die mehr als 24 Stunden
andauert) mit anschlieBender vollsténdiger oder unvollsténdiger Erholung. Diese
klinische Form wird schubférmig verlaufende MS genannt (relapsing-remitting MS,
RRMS). Uber einen Zeitraum von zehn Jahren verdndert sich der Verlauf in 50 %
dieser Patienten in einen graduell chronisch progredienten Verlauf mit oder ohne
aufgesetzte Schibe. Diese klinische Form wird sekunddr chronisch progredient
verlaufende MS (secondary progressive MS, SPMS) genannt. Etwa 10 % der
Patienten haben einen Verlauf, der von Anfang an progredient ist ohne schubférmige
Verschlechterungen, die priméar chronisch progredient verlaufende MS (primary
progressive MS, PPMS). Die seltenste Form (etwa 5 %) ist durch einen primar
progredienten Verlauf mit spater aufgesetzten Schiiben gekennzeichnet. Diese
klinische Form wird als progredient verlaufende MS mit aufgesetzten Schiiben

(progressive-relapsing MS, PRMS) bezeichnet.

1.1.4. Zusatzbefunde

Neben den klinischen Manifestationen liegen regelhaft eine Reihe Auffalligkeiten in
zusatzdiagnostischen Untersuchungen vor. Die wichtigste technische Untersuchung
bei MS ist die Magnetresonanztomographie (MRT), die neben AusmaB und Anzahl
entziindlicher Lasionen auch Aussagen Uber deren Aktivitat treffen kann (Abbildung
2) [28]. Auch lassen sich lokale (so genannte ,,b/ack holes" in der T1-Wichtung) und
globale (Atrophie) Prozesse axonalen Schadens erfassen. Einen weiterhin wichtigen

Stellenwert nehmen die visuell, akustisch, motorisch sowie somatosensibel evozierten
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Potenziale ein, die mit hoher Sensitivitat auch subklinische Beeintrachtigungen der
entsprechenden Bahnen (Sehbahn, Horbahn, Pyramidenbahn und Afferenzen)
messen konnen [29]. Die Liquoruntersuchung zeigt oft eine leichte Pleozytose und
Befunde einer Schrankenstérung sowie zu mehr als 95 % mit positiven oligoklonalen

Immunglobulin-Banden in der isoelektrischen Fokussierung den Hinweis auf eine

autochthone intrathekale Immunglobulin-Synthese [30].

Abbildung 2. MRT-Verdnderungen bei MS. (A) Konfluierende Lasionen in der T2-Wichtung. (B)
Lokaler axonaler Schaden (,,black holes" in der T1-Wichtung). (C) Kontrastmittel aufnehmende L&sion
in der T1-Wichtung als Zeichen aktiver Entziindung mit Bluthirnschrankenstérung. (D) Entwicklung

globalen axonalen Schadens (Hirnatrophie) eines MS-Patienten Uber fiinf Jahre.

1.1.5. Diagnosekriterien

Keiner der zusatzdiagnostischen Befunde ist spezifisch fiir MS, weshalb die Diagnose
anhand definierter Kriterien zu stellen ist. Gegenwartig glltig sind die

Diagnosekriterien nach McDonald, die 2005 Uberarbeitet wurden [31,32], in denen
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klinisch und/oder MRT-morphologisch sowohl drtliche als auch zeitliche Dissemination

vorliegen missen, um die Diagnose MS stellen zu kénnen.

1.2. Therapie der Multiplen Sklerose

Da MS als chronische Erkrankung eine chronische Behandlung erforderlich macht, ist
die optimale Behandlungsstrategie flir jeden einzelnen Patienten oft schwierig zu
treffen. Zur Vereinfachung der Therapieentscheidung liegen Empfehlungen der
Multiple Sklerose Therapie Konsensus Gruppe (MSTKG) der Arztlichen Beirdte der
deutschen, Osterreichischen und schweizerischen MS-Gesellschaften vor, die
regelmaBig aktualisiert werden und denen sich mittlerweile auch MS-Gesellschaften
anderer Lander angeschlossen haben [10,33-35]. Grundprinzip ist dabei ein
Stufenschema, anhand dessen je nach Wirksamkeit die Therapie verscharft werden
(,Eskalation™) oder auch bei klinischer Stabilisierung eine Deeskalation erfolgen kann
(Abbildung 3).

A

o Cyclophosphamid

g Eskalation

2

. Mitoxantron

S

o

[O)

£

3 Interferon-p / GA Basistherapie
Azathioprin IVIg?
Kortikosteroid-Puls Schubtherapie

Abbildung 3. Stufenschema der Therapie der MS nach MSTKG. Schiilbe werden mit einem
Kortikosteroid-Puls behandelt. Als immunmodulatorische Basistherapie stehen als Mittel der ersten
Wahl drei Interferon-p-Praparate und Glatiramerazetat (GA) zur Verfiigung. Mittel der zweiten Wahl
sind Azathioprin und intravendse Immunglobuline (IVIg). Ist eine Eskalation erforderlich, also bei
zunehmender Schwere der Erkrankung trotz Basistherapie, wird Mitoxantron empfohlen.
Cyclophosphamid dient als Reservemittel, falls trotz Mitoxantrons eine weitere Eskalation notwendig
wird. Aus [10].
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Lange Zeit standen in pharmakologisch-therapeutischer Hinsicht lediglich
Glukokortikosteroide zur Verfligung, die als erstes therapeutisches Standbein die
Schubdauer verkiirzen und die Schubintensitdt reduzieren. Langzeitmedikamente
konnten nur ,Off Label", also ohne Zulassung fiir diese Indikation, verschrieben
werden. Ein zweites, flr einen groBen Anteil der Betroffenen (vor allem in chronisch
progredienten Stadien) nach wie vor wichtigstes therapeutisches Standbein war und
ist die symptomatische Behandlung der MS [36]. Seit den 1990er Jahren hat sich als
drittes Standbein der pharmakologischen MS-Therapie die immunmodulierende bzw.
immunsuppressive Langzeittherapie mit den zugelassenen Wirkstoffen Interferon
(IFN)-Bp oder Glatiramerazetat bzw. mit Mitoxantron etabliert. Das Immun-
suppressivum Azathioprin ist in Deutschland ebenfalls fiir die Behandlung der MS
zugelassen, hat jedoch wegen relativ schwacher Evidenzlage gegeniiber den anderen
Medikamenten an Bedeutung verloren. Flir die immunmodulierend wirkenden
intravendésen Immunglobuline (IVIg), laut MSTKG Mittel der zweiten Wahl, liegt

gegenwartig keine Zulassung zur Behandlung der MS vor.

Neben den genannten drei pharmakologischen Therapiestrategien dirfen die nicht
pharmakologischen Ansatze nicht unerwahnt bleiben, die den Kernbestandteil der

Rehabilitation von MS-Patienten darstellen.

1.2.1. Therapie des akuten Schubes

Glukokortikosteroide sind nach wie vor Mittel der ersten Wahl zur Behandlung von
Schilben mit dem Ziel, die Schubintensitdt und die Schubdauer einzudammen.
Intraven6se Gabe von 1000 mg Methylprednisolon an drei bis finf aufeinander

folgenden Tagen wird empfohlen [10].
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1.2.2. Symptomatische Therapie

Vor allem in fortgeschrittenen Stadien der MS, die mit axonalem Schaden
vergesellschaftet sind, steht die symptomatische Therapie im Vordergrund [37]. Auch
wenn hierdurch keine kausale Behandlung erfolgt, ist oftmals eine erhebliche
Verbesserung der Lebensqualitéit zu erzielen. Beispiele sind Spastik oder
Blasenentleerungsstérungen. Andere Symptome wie Ataxie oder Fatigue sind haufig
weniger gut medikamentés beeinflussbar. Kurzlich wurde eine ausflihrliche
Empfehlung der MSTKG verfasst [36]. Bei den meisten Symptomen greifen auch

nicht pharmakologische Behandlungen wie Physiotherapie oder Ergotherapie.

1.2.3. Immunmodulierende Langzeittherapie

Ziel von langzeittherapeutischen Strategien der MS ist neben der Verkiirzung und
Abmilderung von Schiiben sowie der Reduktion der Schubfrequenz ein positiver
Einfluss auf das Fortschreiten der Behinderung, also auf die Krankheitsprogression.
Immunomodulatoren unterdriicken im Gegensatz zu Immunsuppressiva das
Immunsystem nicht generell, sondern verschieben die Immunantwort von einem pro-
entzlindlichen Milieu (durch T-Helfer (TH)-1-Zytokine vermittelt), zu einem anti-
entziindlichen Milieu (durch TH-2-Zytokine vermittelt) [38].

Drei IFN-B-Praparate (IFN-Bla, Avonex® und Rebif®; IFN-p1b, Betaferon®) [39-41]
sowie Glatiramerazetat (Copaxone®) [42,43] weisen immunmodulatorische
Wirkungen auf und wurden in mehreren Plazebo-kontrollierten Studien untersucht.
Die Evidenzlage bezlglich ihrer Wirkung auf die Schubfrequenz und ihrer MRT-
Effekte ist hoch (Klasse-I-Evidenz). Fir die beiden IFN-Bla-Praparate wurde
auBerdem fir die Studiendauer ein signifikant verlangsamender Effekt auf die
Krankheitsprogression gezeigt [40,41]. Ob die immunmodulierende Behandlung
darliber hinaus spatere Behinderung verhindert, ist flir alle Praparate aus mehreren
Grunden weiterhin nicht sicher geklart, zumal Schubrate und Entziindung zu Beginn
der Erkrankung nur gering mit dem spateren Grad der Behinderung korrelieren [44].
Die Dauer der meisten Studien ist zu kurz, um anhaltende Veranderungen des

Behinderungsgrades zu messen. Langere Plazebo-kontrollierte Studien sind jedoch
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aus ethischen Griinden nicht realisierbar. Zusatzlich sind die Zielparameter zum
Erfassen des Grades der Behinderung, darunter in erster Linie Expanded Disability
Status Scale (EDSS) [45] und Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC) [46],
aufgrund ihrer jeweiligen Schwachen nicht unumstritten. MRT-Parameter sind zwar
bei der Beurteilung von Medikamentenwirkungen essenziell, deren Korrelation mit
der Krankheitsprogression befindet sich jedoch weiterhin in der Validierungsphase
[471].

1.2.4. Immunsuppressive Langzeittherapie

Immunsuppressiva sind Inhibitoren essenzieller Komponenten des Immunsystems,
die zu einer generalisierten immunologischen Funktionsstérung flihren. Die
erwunschten  anti-entzlindlichen  Effekte  werden  durch  unerwiinschte
Nebenwirkungen wie erhdhtes Tumor- oder Infektionsrisiko relativiert. Mitoxantron
(Ralenova®) steht in der Eskalation der Behandlung von Patienten mit aktiven
Formen schubférmig verlaufender oder sekundar chronisch progredienter MS an
vorderer Stelle [33,34] und weist mit Klasse-I-Evidenz Wirksamkeit bei diesen aktiven
Verlaufsformen auf [48,49].

1.2.5. Kinftige Therapieansatze

Die drei Standbeine der MS-Therapie haben in den letzten Jahren zu einer
erheblichen Verbesserung der Behandlungsmdglichkeiten der MS gefiihrt, in vielen
Fallen bleibt das Therapieergebnis jedoch weiterhin leider unbefriedigend. Schiibe
kdnnen oft nicht vollstandig verhindert werden (die Reduktion der Schubrate bei
allen zugelassenen Immunmodulatoren liegt nur bei etwa 30 %). Problematisch
bleibt darlGber hinaus die oft nicht aufzuhaltende Krankheitsprogression.
Schubbehandlung und immunmodulierende bzw. -suppressive Therapie beeinflussen
vornehmlich die entziindlichen Vorgange in der Pathogenese der MS. Nicht direkt
beeinflusst werden die Demyelinisierung sowie der axonale Schaden, der mit der
Behinderungsprogression korreliert [8,9]. Fir viele Patienten ist ein weiteres Problem
die parenterale Applikation der Immunmodulatoren mit teils lokalen oder

systemischen Nebenwirkungen.
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Neue Therapieansatze versuchen, die Defizite der gegenwartig zur Verfligung
stehenden Wirkstoffe zu reduzieren. Ubersichten {iber neue viel versprechende
therapeutische Konzepte werden in [5,11,12] wiedergegeben. Exemplarisch sollen

zwei Kandidaten diskutiert werden.

1.2.5.1. Adhasionsmolekiilantikdrper

Adhasionsmolekiile umfassen mehrere Molekiilfamilien, die fir im Prinzip alle
zelluldren Interaktionen von Bedeutung sind [50,51]. Hierzu zahlen u.a. die
Selektine, die Integrine und die Cadherine. Antikbrper gegen einzelne
Adhdasionsmolekiile kénnen wesentliche Schritte der MS-Pathogenese blockieren,
dabei in erster Linie die Lymphozytenmigration. In der Kklinischen Priifung an
vorderster Stelle steht Natalizumab [52], ein “humanisierter” monoklonaler
Antikdrper gegen a4-Integrin (Very late antigen, VLA-4). ,Humanisiert" bedeutet,
dass ein Maus-Antikdrper-Klon mit einem humanen Immunglobulinfragment
verbunden wird, um die Immunogenitat zu reduzieren [52]. Die Effektivitdt von
Natalizumab wurde in klinischen Phase-II-Studien gezeigt [53,54], und auch die
Einjahresdaten bisher gelaufener kontrollierter Phase-III-Studien von Natalizumab
bei schubférmig verlaufender MS waren viel versprechend. In einer Monotherapie-
Studie wurde die Schubfrequenz im Vergleich zu Plazebo um 66 % gesenkt. In einer
Kombinationsstudie mit Interferon-Bla, in der Patienten, bei denen unter
bestehender Therapie mit Avonex® ein oder mehrere Schiibe aufgetreten waren,
randomisiert wurden und zusatzlich Natalizumab oder Plazebo erhielten, reduzierte
Natalizumab im Vergleich zu Plazebo die Schubrate um 54 %. Seit November 2004
war Natalizumab in den USA zur Behandlung der schubférmig verlaufenden MS
zugelassen [55]. Leider musste das Medikament bereits Ende Februar 2005 vom
Markt genommen werden, da bei insgesamt drei behandelten Patienten als
Nebenwirkung eine schwere entziindliche ZNS-Erkrankung, die viral vermittelte
Progressive multifokale Leukenzephalopathie (PML), aufgetreten war. Gegenwartig
wird das Risikoprofil von Natalizumab evaluiert, um die Behandlungschance dieses

wirksamen Medikamentes bei MS zu beurteilen [56].
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1.2.5.2. Statine

Statine sind Hemmstoffe des bei der Bildung von Cholesterin notwendigen Enzyms 3-
Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym A (HMG-CoA)-Reduktase und werden seit fast
zwei Jahrzehnten weit verbreitet als Cholesterinsenker verschrieben. Das gut
bekannte Nebenwirkungsprofil der Statine ist gering und umfasst neben einem
dosisabhdangigen Transaminasenanstieg (ca. 2 %) auch eine dosisunabhdngige
Myopathie (ca. 0.5 %), die in sehr seltenen Fallen zu einer schweren Rhabdomyolyse

fihren kann.

Innerhalb kurzer Zeit sind mehrere Arbeiten erschienen, die belegten, dass Statine
bei der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem Tiermodell der
MS, das Ausbrechen der Krankheit verhinderten oder ihren Verlauf abmilderten sowie
die histopathologischen Veranderungen deutlich reduzierten [57-61]. Auf immuno-
logischer Ebene wurde jeweils beobachtet, dass Statine dabei zu einer Verschiebung
eines pro-entziindlichen zu einem anti-entzlindlichen Milieu beitragen, also immun-
modulierend wirken. In einer anderen Studie wurden die immunologischen Effekte
von Statinen auf menschliche Blutzellen /n vitro untersucht [62]. Auch hier wurde
Uberwiegend die bei der EAE beobachtete Verschiebung von pro-entziindlich nach
anti-entziindlich dokumentiert, teilweise fanden sich allerdings auch bei der MS
ungewiinschte pro-inflammatorische Effekte der Statine (Steigerung der Sekretion
von IFN-y und Interleukin (IL)-12). Im direkten Vergleich mit IFN-B1b hatten Statine
interessanterweise nicht nur dhnliche immunologische Wirkungen, sondern in der
Kombination sogar additive Effekte. Dies weist auf die Mdglichkeit einer

Kombinationstherapie der MS aus einem Immunmodulator mit einem Statin hin.

Inzwischen liegen auch Ergebnisse von zwei kleinen klinischen Studien Uber Statine
bei MS vor.
e In einer offenen Studie wurden sieben Patienten mit schubférmiger MS und
mindestens zwei Schiiben innerhalb von zwei Jahren fiir 12 Monate mit 20 mg
Lovastatin 1 x taglich per os behandelt. Ernsthafte Nebenwirkungen wurden

nicht beobachtet. Auch wenn es bei den wenigen Patienten unter der



Immunpharmakologie der MS 23

niedrigen Lovastatin-Dosis keine klinischen Veranderungen gab, so wurden
doch partielle MRT-Therapieeffekte beobachtet [63].

e In einer offenen einarmigen Studie wurden 28 Patienten mit schubférmig
verlaufender MS untersucht, die wahrend einer 3-monatigen Beobachtungs-
phase mit monatlichen MRT-Untersuchungen mindestens eine Kontrastmittel
anreichernde Ldasion (siehe Abbildung 2) aufwiesen. Diese Patienten
erhielten 80 mg Simvastatin 1 x taglich per os, die hochste zugelassene
Tagesdosis, fur sechs Monate. Serielle MRT-Untersuchungen in den Monaten
4, 5 und 6 zeigten eine signifikante Abnahme der mittleren Anzahl sowie des
mittleren Volumens der neuen Kontrastmittel aufnehmenden Lasionen um 44
% bzw. um 41 %. Klinische Veranderungen wurden nicht beobachtet, das

Medikament wurde gut vertragen [64].

Zur weiteren Evaluierung der Statine bei MS sind prospektive, Plazebo-kontrollierte
klinische Studien dringend erforderlich. Sie werden zeigen, ob die Cholesterinsenker
— entweder in Kombination mit einem etablieten immunmodulatorischen
Medikament oder alleine — eine neue wirksame Therapieoption bei MS darstellen
[65]. Gegenwatrtig ist bezliglich der klinischen Einschatzung von Statinen bei MS die
Evidenzlage aber noch erheblich zu schwach. Vor einer Therapieempfehlung sind
deshalb unbedingt die Ergebnisse dieser prospektiven kontrollierten Studien

abzuwarten.

Im Falle positiver Studienergebnisse waren die besonderen Vorteile eines Einsatzes
von Statinen bei MS:

e additive Effekte zu etablierten immunmodulierenden Medikamenten;

e orale Applikation;

e durch langjahrige Erfahrungen der etablierten Statine gut bekanntes, bis auf

die seltene Rhabdomyolyse relativ geringes Nebenwirkungsprofil.
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1.3. Wirkmechanismen von Therapeutika gegen Multiple Sklerose

1.3.1. Warum Wirkmechanismen?

Aus drei Grinden ist es von groBer Bedeutung, Kenntnisse uber die
Wirkmechanismen der gegen die MS eingesetzten Wirkstoffe zu besitzen:

1. Sinnvolle Kombinationen lassen sich herausarbeiten, indem synergistische
Effekte geférdert und sich behindernde Effekte vermieden werden. Ein
wesentlicher Punkt liegt auch in der Kenntnis toxischer Effekte, die in
moglichen Kombinationen addiert oder potenziert werden kdnnen.

2. Nur die Kenntnis der Wirkmechanismen erlaubt eine auf den individuellen
Patienten ,maBgeschneiderte®™ Therapiestrategie. @ Mit zunehmenden
Erkenntnissen (iber die Atiologie und Pathogenese der MS und ihrer
Heterogenitat wird einer ,individualisierten™ Patientenbehandlung zunehmende
Bedeutung beigemessen. Hierbei kann das Wissen (ber die Wirkmechanismen
der einzelnen Substanzen bei der Therapieentscheidung helfen. Auch werden
durch die Kenntnis der Wirkmechanismen sowohl die Begriindung der
Therapieverordnung flr den Arzt als auch Verstandnis und Compliance des
Patienten, das Medikament einzunehmen, gestarkt.

3. Durch die Kenntnis der Wirkmechanismen der einzelnen Wirkstoffe kdnnen
auch deren Defizite erkannt und durch wirksamere Nachfolgepraparate
reduziert werden. Auf diese Weise kann eine nachste Generation effektiver
Therapeutika gegen MS heranwachsen.

4. Ein zusatzlicher Vorteil der Kenntnis der Wirkmechanismen von Therapeutika
gegen MS liegt in der Definition relevanter gegeniber irrelevanten
Mechanismen. Gelingt diese Unterscheidung, so kann auch ein tieferes

Verstandnis der Pathogenese selbst gelingen.
1.3.2. Bisherige Kenntnisse
Uber die zugelassenen und viel versprechenden kiinftigen Therapeutika gegen MS ist

bereits eine Reihe von Wirkmechanismen bekannt. Eine Ubersicht wird in Tabelle 1

wiedergegeben [18,66].
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Tabelle 1. Wirkmechanismen laufender und méglicher kiinftiger Therapeutika gegen MS.

Wirkstoff Wirkmechanismen

Glukokortikosteroide 4 T-Lymphozyten-Aktivierung

I T-Lymphozyten-Proliferation

{ Produktion pro-entziindlicher Zytokine

T Produktion anti-entziindlicher Zytokine

J Adhésion neutrophiler Leukozyten an Endothelzellen
I Endothelzell-Aktivierung

Versiegelung der Bluthirnschranke

Apoptose autoreaktiver T-Lymphozyten

Interferon (IFN)-B { T-Lymphozyten-Proliferation

{ IFN-y-induzierte Hochregelung von MHC Klasse II
{ Produktion pro-entziindlicher Zytokine

T Produktion anti-entziindlicher Zytokine

I Monozyten-Aktivierung

{ Expression von Matrix-Metalloproteinasen (MMP)
I Oberflachen-exprimierte Adhédsionsmolekiile

1 Lésliche Adhésionsmolekiile

{ Migrationspotenzial von T-Lymphozyten

Glatiramerazetat (GA) Aktivierung und Toleranzinduktion in ZNS-Antigen-spezifischen T-
Lymphozyten (Prinzip des veranderten Peptidliganden)

Induktion GA-reaktiver regulatorischer T-Lymphozyten, die ein lokales
anti-entziindliches Milieu bilden (Bystander-Suppressionseffekt)

Sekretion neurotropher Faktoren durch GA-reaktive T-Lymphozyten

Mitoxantron Starkes Immunsuppressivum

{ Proliferation von Makrophagen, B- und T-Lymphozyten
T T-Suppressor-Funktionen

T Apoptose von B-Lymphozyten und anderen APC

T Nekrose von Immunzellen

4 Produktion pro- und anti-entziindlicher Zytokine

Adhésionsmolekiilantikérper | I Lymphozytenmigration

Statine Siehe Tabelle 2.

{ = inhibierender Effekt; T = verstirkender Effekt; APC = Antigen prasentierende Zellen; MHC =

Haupthistokompatibilitdatskomplex; ZNS = Zentrales Nervensystem.
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1.3.2.1. Interferon-B

Menschliches IFN-B ist ein von Fibroblasten produziertes und sezerniertes Polypeptid,
das nach Stimulation von praktisch allen Saugerzellen produziert werden kann. IFN-B
hat immunomodulierende Eigenschaften, antivirale und antiproliferative Effekte und
fordert die Zelldifferenzierung [67]. Die wesentlichen Effekte werden durch einen
transmembrandsen IFN-Rezeptor vermittelt, der eine Auf- oder Abregulierung von
Zielgenen einleitet [68,69]. Zu den beschriebenen Immuneffekten von IFN-B zdhlen
[67,70]:

e Suppression von T-Lymphozyten-Proliferation [71,72];

e Reduktion der IFN-y-induzierten Aufregulierung der Expression von Haupt-
histokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC) Klasse II
[73,74];

e Reduktion des Migrationspotenzials von T-Lymphozyten durch Herunter-
regulation von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) [75-77] und oberflachen-
gebundenen Adhdsionsmolekiilen [78] sowie Hochregulation I6slicher
Adhasionsmolekiile [77];

e Induktion der Produktion von TH-2-Zytokinen und Reduktion der Synthese von
TH-1-Zytokinen [79,80];

e Inhibition der Monozytenaktivierung [81].

1.3.2.2. Glatiramerazetat

Glatiramerazetat (GA) (Abbildung 4) ist das Essigsauresalz einer standardisierten,
randomisierten Mischung synthetischer Polypeptide. Nach subkutaner Gabe wird
Glatiramerazetat schnell in freie Aminosduren und kleine Oligopeptide degradiert. Aus
diesem Grund ist es wahrscheinlich, dass die wesentlichen immunologischen Effekte
im peripheren Immunsystem initiiert werden. Im Gegensatz zu den pleiotropen,
jedoch Antigen-unabhangigen immunologischen Effekten von IFN-B, basiert das
immunmodulierende Potenzial von Glatiramerazetat auf Immunzellen, die eine
Spezifitat fur basisches Myelinprotein (myelin basic protein, MBP) und wahrscheinlich
andere Myelinantigene aufweisen [67,82]. Die wesentlichen Mechanismen beruhen

auf:
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Aktivierung und Toleranzinduktion MBP-spezifischer T-Zellen durch die
Wirkung als veranderter Peptidligand [83];

Induktion GA-reaktiver anti-entziindlicher regulatorischer T-Zellen, die im ZNS
durch Bildung eines anti-entziindlichen Milieus einen lokalen so genannten

Bystander-Suppressionseffekt aufweisen [83-85].

In den letzten Jahren sind mehrere Hinweise aufgekommen, dass GA auch

neuroprotektive Eigenschaften aufweisen kann. Die Evidenzlage in dieser Frage ist

jedoch noch schwach.

GA vermindert signifikant die Anzahl von mit axonalem Schaden
vergesellschafteten ,black holes® in Tl-gewichteten MRT-Untersuchungen
(siehe Abbildung 2) bei MS-Patienten [86].

Magnetresonanzspektroskopisch wurde ein hdheres N-acetyl-aspartat (NAA)-
Kreatin-Verhaltnis in GA-behandelten als in unbehandelten Patienten
gemessen [87].

GA-behandelte Patienten weisen langfristig eine geringere Hirnatrophie auf als
unbehandelte Patienten [88].

Humane aktivierte GA-reaktive T-Lymphozyten sezernieren den neurotrophen
Faktor BDNF (brain derived neurotrophic factor) [89]. Aktivierte T-Zellen mit
anderer Sperzifitat sezernieren ebenfalls BDNF, jedoch in niedrigeren
Konzentrationen [90].

Der Serumspiegel von BDNF ist in Patienten mit RRMS erniedrigt und wird
durch GA-Behandlung erhéht [91].

In einem EAE-Modell wurde gezeigt, dass GA-spezifische T-Zellen in das ZNS
migrieren und /n situ BDNF sezernieren [92,93].

In einem anderen EAE-Modell wurde eine Reduktion des axonalen Schadens
durch Behandlung mit GA beobachtet [94].
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Molekulargewicht: 4.7-11.0 kDa
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Abbildung 4. Eigenschaften von Glatiramerazetat (GA). GA ist das Essigsduresalz einer
standardisierten randomisierten Mischung synthetischer Polypeptide, die aus L-Glutaminsaure, L-Lysin,
L-Alanin und L-Tyrosin mit einem definierten molaren Verhaltnis von 0.14 : 0.34 : 0.43 : 0.09 und
einer durchschnittlichen Ldnge von 45 bis 100 Aminosduren gebildet werden. Eine Beispielsequenz

wird hier angegeben.

1.3.2.3. Mitoxantron

Neben seinen zytotoxischen Effekten wurden bei Mitoxantron (Abbildung 5)
immunsuppressive, antivirale und sogar antibiotische Eigenschaften beobachtet. Da
mehrere umschriebene immunologische Effekte bekannt sind [95], wurde spekuliert,
dass Mitoxantron auch immunmodulierend wirken kann [49,96]. Seit Jahrzehnten
bekannt, ist Mitoxantron ein potentes Immunsuppressivum, das die Proliferation von
Immunzellen hemmt [97-100]. Auch induziert es den programmierten Zelltod von B-
Lymphozyten [101]. Blutlymphozyten von MS-Patienten, die entweder vor oder
unmittelbar nach einer Mitoxantrongabe gewonnen wurden, zeigten eine erhdhte
Nekroserate nach Mitoxantron [102]. Ex wvivo Analysen des Zytokinprofils von
Immunzellen, die von MS-Patienten vor und unter Behandlung mit Mitoxantron
gewonnen worden waren, erbrachten nach sechs Monaten Behandlung einen Abfall
der IL-10-Expression in Monozyten (anti-entziindliches Zytokin) und einen Abfall der

IL-2-Rezeptor-p1-Expression (pro-entziindlich) in T-Lymphozyten [103].
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Molekulargewicht: 517.4 Da

HO O H-N-CHy,-CHy-NH-CH,-CH,-OH

s ol

O H-N-CH,-CH,-NH-CH,-CH,-OH

1,4-Dihydroxy-5,8-bis-[[2-[(2-hydroxyethyl)-
amino]-ethyl]-amino]-anthrachinon-
Dihydrochlorid (C22H28N406 . 2HC|)

Abbildung 5. Eigenschaften von Mitoxantron. Mitoxantron ist ein Anthrazendion-Derivat, das mit den
Anthrazyklinen Doxorubizin und Daunorubizin verwandt ist. Es interagiert mit dem Enzym

Topoisomerase-2 und verursacht Einzel- und Doppelstrangabbriiche durch Interkalierung der DNA.

1.3.2.4. Adhasionsmolekilantikdrper

Antikbrper gegen einzelne Adhdsionsmolekiile zielen spezifisch auf die

Lymphozytenmigration [104,105].
1.3.2.5. Statine

Die immunologischen Wirkmechanismen der Statine (Abbildung 6) sind noch
unklar, diskutiert werden HMG-CoA-Reduktase-abhangige Effekte [106,107] oder
auch direkte Einflisse auf Immunrezeptoren [108]. Auf diese Weise wird zum
Beispiel die Transkription von MHC Klasse II-Genen blockiert, indem Statine den sog.
Klasse-II-Transaktivator-IV-Promoter (CIITA IV) hemmen [58,109]. Die verminderte
MHC Klasse II-Expression inhibiert die Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten und
damit deren Mdoglichkeit, zu proliferieren und pro-entziindliche Zytokine zu
sezernieren. Eine Ubersicht der immunologischen Effekte der Statine wird in Tabelle

2 wiedergegeben.
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Abbildung 6. Eigenschaften der Statine. Als Beispiel wird Simvastatin dargestellt.

Tabelle 2. Immunologische Effekte von Statinen.

Effekte Referenz

d Expression und Sekretion proinflammatorischer Zytokine [58,110]
Verschiebung des Zytokinprofils von T-Helfer (TH)-1 nach TH-2 [58]

{ MHC-Klasse-II-Expression [58,62,109]
I Makrophagen-Proliferation [111,112]

J Expression von Adhésionsmolekiilen [62,113-115]
d Expression und Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) [62,112]
 Sekretion von Chemokinen [116]

J Expression von Chemokinrezeptoren [62]

I B-Lymphozyten-Aktivierung [117,118]

I T-Lymphozyten-Proliferation

[58-60,62,119]

I Lymphozyten-Migration

[60]

Neuroprotektion in einem Ischamie-Reperfusions-Modell

[115]

{ = inhibierender Effekt; MHC = Haupthistokompatibilititskomplex.
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1.4. Fragestellung

Aufgabe dieser Habilitationsarbeit ist es, das Wissen Uber die Wirkmechanismen
dreier Therapeutika gegen MS zu erweitern. Zum einen soll als Vertreter der
Immunmodulatoren Glatiramerazetat untersucht werden, zum zweiten als Vertreter
der Immunsuppressiva Mitoxantron. Drittens soll eine viel versprechende
Substanzgruppe mit realistischem Einsatzpotenzial untersucht werden, namlich die
Statine.

Angewandt wurden bei allen drei Wirkstoffen mehrere Methoden, die Phanotyp und
Funktion menschlicher Immunzellen /7 vitro untersuchten. Bei Glatiramerazetat
wurden dartber hinaus ex vivo Untersuchungen durchgefiihrt, d.h. immunologische
Medikamenteneffekte wurden zwischen unbehandelten und behandelten MS-

Patienten verglichen.



2.1

Material und Methoden

Patienten und Kontrollen
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Insgesamt drei Teilprojekte wurden durchgefiihrt, an denen nach Aufklarung und

Einwilligung jeweils unterschiedliche Probandengruppen teilnahmen. Tabelle 3 gibt

in einer Ubersicht die jeweiligen Charakteristika der Patienten und Kontrollen wieder.

Tabelle 3. Charakteristika der untersuchten MS-Patienten und gesunden Kontrollpersonen.

Teilprojekt Gruppe | Anzahl | Behandlung Geschlecht | Mittleres Alter | EDSS
Glatiramerazetat | MS 4 Keine fim = 2:2 32 1.0-3.5
(GA) MS — GA 6 Keine — GA fim = 6:0 36 1.0-2.5
MS-GA 15 GA fim = 12:3 34 1.0-6.0
MS-IFN-B 1 IFN-B fim = 1:0 35 4.0
HD 4 - fim = 2:2 31 -
Mitoxantron MS 15 Keine fim=11:4 36 0.0-4.5
MS-IFN-B 17 IFN-B fim =13:4 37 0.0-6.0
HD 9 - f:m = 5:4 31 -
Statine MS 8 Keine, IFN-B, GA | f:m = 5:3 33 0.0-5.5
HD 6 - fm =5:1 34 -

EDSS = Expanded Disability Status Scale [45]; HD = Gesunde Kontrollperson; IFN = Interferon.
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Die Herkunft der verwendeten Reagenzien wird in Tabelle 4 angegeben.

Tabelle 4. Verwendete Reagenzien.

Reagenz Herkunft (Firma) Oort

Annexin-V Trevigen Gaithersburg, USA
Anti-CD3-Antikorper (funktionell) NatuTec Frankfurt
Anti-HLA-DQ-Antikérper (funktionell) Immunotech Marseille, Frankreich

Anti-HLA-DR-Antikérper (funktionell)

American Type Culture Collection

Rockville, USA

Ciprofloxacin Bayer-Vital Leverkusen
Dexamethason Merck Darmstadt
Enzym-verbundene Immunassays Endogen Woburn, USA

(ELISAS)

Farensyltransferase-Inhibitor (FTI)-277 | Merck/Calbiochem Darmstadt
Fluvastatin Bayer Leverkusen
Fotales Kalberserum Gibco Gaithersburg, USA
Geranylgeranyltransferase-Inhibitor Merck/Calbiochem Darmstadt

(GGTI)-298

Glatiramerazetat (GA)

Teva Pharmaceutical Industries

Petah Tiqva, Israel

Glutamin

Gibco

Gaithersburg, USA

Humanes Serum der Blutgruppe AB

Blutspendedienst des Deutschen

Roten Kreuzes

Baden-Baden

Interleukin (IL)-2 Hoffmann-La Roche Nutley, USA
Ionomycin Sigma St. Louis, USA
Lovastatin Merck/Calbiochem Darmstadt
Lymphoprep® Axis-Shield Oslo, Norwegen
Maus IgG2a Isotyp (funktionell) NatuTec Frankfurt

[Methyl-*H]-Thymidin

Amersham Biosciences

Buckinghamshire, UK

Mevalonat

Merck/Calbiochem

Darmstadt

Mevastatin

Merck/Calbiochem

Darmstadt

Mitoxantron

Wyeth-Lederle

Newbridge, Irland

Monensin Sigma St. Louis, USA
Paraformaldehyd (PFA) Merck Darmstadt
Paramagnetische Partikel (Dynabeads®) | Dynal Oslo, Norwegen
Phorbol-12-myristat-13-azetat (PMA) Sigma St. Louis, USA

Phosphatpuffer (PBS)

PAA Laboratories

Pasching, Osterreich

Phytohamagglutinin (PHA)

Sigma

St. Louis, USA
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Fortsetzung Tabelle 4.

Reagenz Herkunft (Firma) Oort
Penicillin Gibco Gaithersburg, USA
Pokeweed Mitogen (PWM) Sigma St. Louis, USA
PPD (Tuberkulinderivat) Statens Serum Institut Kopenhagen,
Danemark
Propidiumjodid Sigma St. Louis, USA
RPMI 1640-Medium Gibco Gaithersburg, USA
Saponin Sigma St. Louis, USA
Simvastatin Merck/Calbiochem Darmstadt
Squalen Merck/Calbiochem Darmstadt
Streptomycin Gibco Gaithersburg, USA
Terminale Deoxynukleotidyltransferase | Trevigen Gaithersburg, USA
(TdT)
Tetanustoxoid (TT) Massachusetts Biologic Laboratories | Worcester, USA
Trypsin-Ethylendiamintetraazetat Gibco Gaithersburg, USA
(EDTA)

Samtliche Zellkulturen wurden mit RPMI 1640-Medium durchgefiihrt. Die Langzeit-
Kulturen (T-Zell-Linien, TZL) erhielten als Serumzusatz 5 % Hitze-inaktiviertes (1
Stunde Wasserbad, 56 °C) humanes Serum der Blutgruppe AB. Alle Kurzzeit-Kulturen
bis 7 Tage erhielten 5 % Hitze-inaktiviertes fotales Kalberserum. Zugesetzt wurden 2
mM Glutamin sowie als Kontaminationsprophylaxe 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin und 20 ug/ml Ciprofloxacin. Alle Zellkulturen wurden bei 37 °C in einer

5 % CO,-Atmosphare gehalten.

2.3. Zellkultur

Periphere Blutlymphozyten (PBL) wurden durch einen Zentrifugierungs-
Dichtegradienten aus mit Ethylendiamintetraazetat (EDTA) ungerinnbar gemachtem
Vollblut isoliert. Zur Isolation wurde Lymphoprep® mit einer Dichte von 1.077 g/ml

verwendet [1].
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2.3.1. T-Zell-Linien

Flr Langzeit-Kulturen wurden aus T-Lymphozyten TZL etabliert (Abbildung 7)
[120]. Hierzu wurden PBL (2 x 10°/Napf) mit GA (Chargennummern 242992997 und
242992899; 50 pg/ml), basischem Myelinprotein (MBP; 30 pg/ml), Tetanustoxoid
(TT; 2 pg/ml) oder dem Tuberkulinderivat PPD (protein purified derivative, 10 pug/ml)
inkubiert. IL-2 wurde jeden 3. bis 4. Tag in einer finalen Konzentration von 15 U/ml
hinzugefiigt. Nach zwei bis drei Wochen wurden autologe PBL gewonnen, mit 40 Gy
bestrahlt (Stabiloplan 2; Siemens, Erlangen) und als Antigen prasentierende Zellen
(antigen presenting cells, APC) eingesetzt. Diese bestrahlten APC (1 x 10°/Napf, pro
Probe der Primarkultur in zwei Napfen) wurden fiir eine Stunde entweder mit dem
jeweiligen Antigen (GA, MBP, TT oder PPD) oder ohne Antigen vorinkubiert. Jeder
Napf der Primarkultur wurde auf die zwei Napfe verteilt. Zundchst wurde die
Antigenreaktivitat mikroskopisch erfasst (Bildung von Proliferationsnestern im
Antigen enthaltenden Napf); anschlieBend wurden spezifische TZL mittels
Proliferationsassay (siehe 2.5.) ermittelt. Spezifische proliferative TZL wurden durch
IL-2 in einer finalen Konzentration von 30 U/ml expandiert und alle zwei bis drei
Wochen mit ihrem Antigen auf bestrahlten APC restimuliert. Kreuzreaktionen GA-
reaktiver TZL wurden mit folgenden Antigenen untersucht: MBP (finale
Konzentration: 30 pg/ml) war nach Standardmethoden aus menschlichem Gehirn
extrahiert worden [121]. Uberlappende Peptide des humanen MBP-Molekiils (10
HMg/ml) wurden automatisch synthetisiert (431A; Applied Biosystems, Foster City,
USA). Die extrazelluldre Domdne von humanem Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein (MOG; 15 pg/ml) sowie das Ratten-Astrozyten-Protein S1008 (15
HMg/ml) wurden rekombinant in £ coli exprimiert [122]. TT (2 pg/ml) und PPD (10
pg/ml) wurden kduflich erworben (siehe Tabelle 4). Als Positivkontrolle wurde das

Mitogen Phytohdamagglutinin (PHA; 10 pg/ml) verwendet.



Immunpharmakologie der MS 36

Tag 0 Tag 17 Tag 31

iAg ¢A9 iAg
Oe@ O Oe @ @ @@ |—p
©©© ©©© IL-2 ©©© @©@ -2 @©@ @©@ 1L-2

PB

Ag-
reaktive
T-Zelle

Abbildung 7. Gewinnung von T-Zell-Linien (TZL). Durch repetitive Restimulationen mit dem

jeweiligen Antigen (Ag) auf Antigen prasentierenden Zellen (antigen presenting cells, APC) werden
Antigen-reaktive T-Lymphozyten isoliert. Zwischen den Restimulationen, die alle zwei bis drei Wochen
durchgefiihrt wurden, wurden die TZL unspezifisch durch Interleukin (IL)-2 aktiviert [120].

2.3.2. PBL-Kurzkultur

Frisch isolierte PBL (1.5 x 10°/Napf) wurden in einer U-Boden-Platte mit PHA (10
Mg/ml) flr funf Tage inkubiert. Mitoxantron wurde in verschiedenen Konzentrationen
(0.02-2000 ng/ml) am vierten Tag hinzugefiigt, da die Inkubation mit Mitoxantron
fur die vollen finf Tage in einer Konzentration oberhalb 2 ng/ml den Zelltod
verursachte. Alternativ wurden PBL fir 48 Stunden mit PHA aktiviert und mit
Mitoxantron in den o0.g. Dosen behandelt. Unaktivierte PBL wurden nach 24 Stunden
bis funf Tagen analysiert. Simvastatin, Lovastatin, Mevastatin und Fluvastatin wurden
bei den flinftégigen Kurzkulturen in verschiedenen Konzentrationen (0.1-10 uM) an
den Tagen 0, 1 oder 4 hinzugefligt. Statine wurden in einem alternativen T-Zell-
Aktivierungssystem, namlich der Kostimulation mit funktionellen Anti-CD3-
Antikdrpern (0.1 pg/ml) sowie der mit 40 Gy bestrahlten Monozytenlinie THP-1
(freundliche Gabe von Frau Dr. A. Bierhaus, Universitit Heidelberg; 1 x 10*/Napf) als
zweitem Signal. Kontrollexperimente (Rescue-Experimente zur Neutralisierung von
Statin-Effekten) wurden mit Mevalonat (100 pM) oder Squalen (100 pM)
durchgefiihrt.  FTI-277  (Farensyltransferase-Inhibitor 277) und GGTI-298
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(Geranylgeranyltransferase-Inhibitor 298) wurden eingesetzt (je 10 pM), um im

direkten Vergleich mit den Statinen die Isoprenylierungswege zu blockieren.

2.3.3. B-Lymphozytenkultur

B-Lymphozyten wurden aus PBL durch negative Isolierung mittels Antikdrper-
beschichteter paramagnetischer Partikel (Dynabeads®) angereichert. Die Aktivierung
erfolgte fur funf Tage mit Pokeweed-Mitogen (PWM; 2 pg/ml). Mitoxantron wurde in
Konzentrationen von 0,2 bis 2000 ng/ml am vierten Tag hinzugefligt. Simvastatin,
Lovastatin und Mevastatin wurden in Konzentrationen von 0,1 bis 10 pM an den

Tagen 0 oder 4 hinzugefiigt.

2.3.4. Monozytenkultur

Monozyten wurden durch ihre Eigenschaft zu adharieren angereichert. Dazu wurden
PBL in 100-ml-Kulturflaschen fir zwei bis drei Stunden inkubiert. AnschlieBend
wurden die nicht adhdrenten Zellen (= Lymphozyten) entfernt, die adharenten Zellen
(= Monozyten) mit Phosphatpuffer (PBS) gewaschen und mit Trypsin-EDTA vom
Flaschenboden abgeldst und erneut gewaschen. Diese angereicherten Monozyten
wurden mit Mitoxantron (0,02-2000 ng/ml) flir 24 bis 48 Stunden inkubiert.

2.4. Durchflusszytometrie

2.4.1. Expression von Oberflachenmarkern

Zur phanotypischen Charakterisierung mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen
mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten monoklonalen Antikérpern gefarbt (Tabelle 5).
Dazu wurden 1 x 10° TZL oder PBL in PBS gewaschen und fiir 20 Minuten bei 4 °C in
einer V-Boden-Platte mit den markierten Antikdrpern inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden sie mit 1 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert und entweder
unmittelbar analysiert oder bis zur Analyse bis 7 Tage bei + 4 °C im Dunkeln

asserviert. Mit einem FACScalibur-Gerat (Becton Dickinson, San Jose, USA) wurden
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die Daten von 5000 bis 10000 Zellen erfasst und die jeweilige relative

Fluoreszenzintensitdt ausgewertet.

Tabelle 5. Verwendete monoklonale Antikorper zur Durchflusszytometrie.

Antikorper Farbstoff Firma Oort

CCR5 Unkonjugiert | Becton Dickinson San Jose, USA
CCR6 Unkonjugiert | Becton Dickinson San Jose, USA

CD3 FITC DAKO Hamburg

CD3 PE Becton Dickinson San Jose, USA

CDh4 PE Becton Dickinson San Jose, USA

CD8 FITC DAKO Hamburg

CD8 PE Becton Dickinson San Jose, USA
CD11a FITC PharMingen Hamburg

CDh14 FITC Becton Dickinson San Jose, USA
CD19 FITC Becton Dickinson San Jose, USA
CD20 PE Becton Dickinson San Jose, USA
CD27 FITC Becton Dickinson San Jose, USA
CD45R0O FITC Becton Dickinson San Jose, USA
CD45RA PE Becton Dickinson San Jose, USA
CD64 FITC Medarex Annandale, USA
CD69 FITC Becton Dickinson San Jose, USA
CD80 FITC Becton Dickinson San Jose, USA
CD86 FITC PharMingen Hamburg

CXCR3 Unkonjugiert | Becton Dickinson San Jose, USA
CXCR4 Unkonjugiert | Becton Dickinson San Jose, USA
HLA-DR FITC PharMingen Hamburg

ICAM-1 FITC Becton Dickinson San Jose, USA
IFN-y FITC PharMingen Hamburg

IL-4 PE PharMingen Hamburg

Maus IgG1 Isotyp FITC Immunotech Marseille, Frankreich
Maus IgG1 Isotyp PE Becton Dickinson San Jose, USA
Maus IgG2a Isotyp | Unkonjugiert | Cymbus Chandlers Ford, USA
Maus IgG2b Isotyp | Unkonjugiert | Cymbus Chandlers Ford, USA
TCR VB2 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB3 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB3.1 Unkonjugiert | T-Cell Diagnostics Woburn, USA
TCRVB5.3 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
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Fortsetzung Tabelle 5.

Antikérper Farbstoff Firma Ort

TCR VB5a Unkonjugiert | T-Cell Diagnostics Woburn, USA

TCR VB5b Unkonjugiert | T-Cell Sciences Cambridge, USA
TCR VB6.7 Unkonjugiert | T-Cell Diagnostics Woburn, USA

TCR VB7 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB7.1 Unkonjugiert | Labgen Frankfurt

TCR VB8 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB9 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB11 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCRVB12 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB13.6 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB14 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCRVB16 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB17 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB18 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCRVB20 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB21.3 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB22 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
TCR VB23 Unkonjugiert | Immunotech Marseille, Frankreich
VLA-4 FITC Becton Dickinson San Jose, USA
Ziege-anti Maus IgG | FITC Jackson ImmunoResearch | West Grove, USA

FITC =
Adhasionsmolekiil 1; IFN = Interferon; IgG = Immunglobulin G; IL = Interleukin; PE = Phycoerythrin;

Fluoreszeinisothiozyanat; HLA = Humanes Leukozytenantigen; ICAM-1 = Interzelluldres

TCR = T-Zell-Rezeptor; VLA-4 = Very late antigen-4 = o4-Integrin.

2.4.2. Intrazelluldre Expression von Zytokinen

Das Zytokinprofil der TZL wurde 8-10 Tage nach Restimulation in Abwesenheit
lebender APC untersucht, bei PBL-Kurzkultur nach insgesamt finf Tagen. Die TZL
(1x10°/Napf) wurden mit Phorbol-12-myristat-13-azetat (PMA, 2.5 ug/ml) und
Ionomycin (250 ng/ml) fiir drei Stunden inkubiert, darunter die letzten zwei Stunden
in Anwesenheit des Proteinsekretionsblockers Monensin (2 nmol/ml). AnschlieBend
wurden die T-Lymphozyten mit PBS gewaschen, mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und
mit 0.1 %
monoklonalen Antikérpern gegen IL-4 (einem TH-2-Zytokin) oder IFN-y (einem TH-1-

Saponin-PBS permeabilisiert. Mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten
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Zytokin) und ihren entsprechenden Isotypenkontrollen wurden die fixierten und
permeabilisierten Zellen gefarbt (20 Minuten, 4 °C), gewaschen, im Dunkeln
asserviert und mit einem FACScalibur-Gerat ausgewertet. Hierzu wurden die Daten
von jeweils 5000 Zellen ausgewertet (Abbildung 8). Um das vorherrschende
Zytokinprofil jeder TZL zu bestimmen, wurde folgender Algorithmus angewendet: nur
solche lymphoiden Zellen, die entweder flir IFN-y, IL-4 oder flir beide Zytokine positiv
waren, also eine hohe relative Fluoreszenzintensitat aufwiesen, wurden als ,aktiviert
eingestuft". Sofern eine einfach positive Fraktion a) die Mehrheit mindestens 50 %
aller "aktivierter" Zellen stellte, b) mindestens 20 % héher war als die andere einfach
positive Fraktion, und c) aus mindestens 100 Einzelereignissen bestand, wurde die
TZL entsprechend als "TH-1" (IFN-y) oder "TH2" (IL-4) eingestuft. Alle Gbrigen TZL

wurden als "THO" eingestuft.

& o
5 | WHA-M1-COP2 & "I WHA-M1-COP2
£y et K
2y /) g i
e : $H
- AR ‘? i
0 S :
P o aw e se e - T S E] ol
Forward scatter Isotype control FITC
Twami-core | wai-coP13 TWaM-CoPIS |
w 187 8.7 Q7.7 2e.5| ‘iss.4 26.8
34 Fi
S R EE S : :
é.-_’:ﬁ 82.6 | | & ae| | 13.8 |
S T © e T oy = Ty g :_i' T T = 13 e
IFN-y FITC
THI THO TH2

Abbildung 8. Bestimmung des Zytokinprofils durch intrazellulare Durchflusszytometrie. T-
Lymphozyten wurden aktiviert, fixiert, permeabilisiert und mit Antikdrpern gegen Interleukin (IL)-4
und Interferon (IFN)-y gefarbt. Oben links: Lymphoide Zellen wurden markiert und analysiert, um tote
Zellen auszuschlieBen. Oben rechts: Isotypenkontrollen. Unten: Zytokinprofil von drei reprasentativen
T-Zell-Linien (TZL). Die jeweils entweder einfach positiv oder doppelt positiv gefarbten Zellen wurden
als ,aktiviert" angesehen. Die Zahlen geben die jeweiligen prozentualen Anteile der drei Gruppen
wieder. Die Zuordnung nach TH-1, TH-0 und TH-2 der einzelnen TZL wurde nach dem im Text
beschriebenen Algorithmus durchgefiihrt. Aus [1]. GA-reaktive TZL wurden ,COP-reaktive TZL"

genannt (Copolymer-1 ist der friihere Name von GA).
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2.5. Proliferationsmessung

Zur Analyse der Zellproliferation wurden Kurzkulturen angelegt oder Antigen-
spezifische TZL flr 48 Stunden mit APC restimuliert. 16-18 h vor Beendigung der
Inkubation wurde [Methyl->H]-Thymidin (0.5 uCi pro Probe) hinzugefiigt. Die Zellen
wurden auf Nitrozellulosefilter geerntet, und der Einbau von [Methyl]-*H-Thymidin in
die DNA wurde mittels Szintillationszahlung gemessen (Packard BioScience, Meriden,
USA). Nur TZL mit mehr als 500 p-Zerfallen pro Minute (bei Restimulation mit ihrem
Antigen auf APC) und einem minimalen Stimulationsindex (SI) von 3.0 wurden als
Antigen-spezifisch eingestuft. Der SI ist der Quotient aus der Zahl der B-Zerfélle pro
Minute bei Antigenstimulation und der Zahl der p-Zerfalle pro Minute bei TZL-Kontakt
mit den APC, jedoch ohne Antigen.

Zur Bestimmung der MHC-Restriktion wurden blockierende monoklonale Antikdrper
gegen HLA-DR und HLA-DQ eingesetzt, die mit den APC flir 45 Minuten in einer
finalen Konzentration von 20 pg/ml vorinkubiert wurden, bevor das Antigen

hinzugefligt wurde.

Fir funktionelle Experimente mit Mitoxantron wurden entweder die TZL oder die APC
separat mit Mitoxantron flir 24 Stunden vorinkubiert, mit PBS gewaschen und

anschlieBend mit dem Antigen fiir weitere 48 Stunden koinkubiert.

2.6. Zelltodmechanismen

Apoptotische Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie durch den Einsatz
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Annexin-V detektiert. Annexin-V bindet selektiv an
Phosphatidylserin, das auf der Oberflache friiher apoptotischer Zellen exponiert wird
[123]. Zusatzlich wurde die DNA-Fragmentierung als weiteres Kennzeichen der
Apoptose ermittelt, indem in die DNA inkorporierte Biotin-markierte Nukleotide durch
das Enzym Terminale Deoxynukleotidyltransferase (TdT) mittels Durchflusszytometrie
detektiert wurden [124]. Der nekrotische Zelltod wurde durch die intrazelluldre

Aufnahme von Propidiumjodid (2 pg/ml) gemessen.
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2.7. ELISA

Die Sekretion von IFN-y und IL-4 wurde mittels standardisiertem Enzym-
verbundenen Immunassay (ELISA) gemessen. Hierzu wurden die Uberstinde der
Proliferationsassays der Experimente mit den TZL verwendet. Zytokin-
Konzentrationen von mindestens zwei Standardabweichungen Uber dem
Hintergrundsignal wurden als positiv eingestuft. Nach Angaben des Herstellers lag

die Sensitivitat bei < 2 pg/ml (sowohl IFN-y als auch IL-4).

2.8. Statistik

Bei der Bestimmung des Zytokinprofils der TZL wurde folgender Algorithmus
angewendet: Jede TZL erhielt eine Zahl, namlich -1 flr TH-1 TZL, O fir TH-0 TZL

sowie +1 fur TH-2 TZL. Fur jedes Individuum wurde dann ein

“Praferenzintensitatsindex (I)” nach folgender Formel berechnet:

(+1) x N(TH-2) + (0) x N(TH-0) + (-1) x N(TH-1)

N(tH-2) + N(TH-0) + N(TH-1)

N(tH-2), NetH-0) UNd NeTh-1) reprasentierten die Anzahl der TH-2-, TH-0- und TH-1-TZL,
die aus einem Individuum zu einem definierten Zeitpunkt isoliert worden waren. I =
+1 wiirde beispielsweise bedeuten, dass alle TZL eines Donors vom TH-2-Typ sein
wirden. Auf diese Weise beschreibt die Variable “I” den relativen Anteil der TH-1- (I
< 0) bzw. der TH2-TZL (I > 0), und zwar unabhangig von der absoluten Zahl der
TZL pro Donor. Die Kovarianz wurde mit dem ANCOVA-Test analysiert.

Bei den Ubrigen Experimenten wurde das Signifikanzniveau mittels zweiseitigem
Student-£-Test ermittelt (*p<0.05, **p<0.01).
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3. Ergebnisse
3.1. Glatiramerazetat
3.1.1. Isolation und Charakterisierung GA-reaktiver TZL: keine

Kreuzproliferation mit MBP

Insgesamt wurden aus 3031 Ansatzen 721 GA-reaktive TZL isoliert (23.8 %),
darunter 160 TZL von unbehandelten MS-Patienten, 300 TZL von GA-behandelten
MS-Patienten und 90 TZL von gesunden Kontrollpersonen. Zusatzlich wurden 171
TZL nach Beginn der GA-Therapie von zuvor unbehandelten MS-Patienten gewonnen.
Alle GA-reaktiven TZL zeigten eine proliferative Antwort auf GA (mittlerer SI 78.2,
medianer SI 44.7, Spannweite 3.0-1826), aber keine der untersuchten TZL hatte eine
signifikante proliferative Antwort (SI > 3.0) auf MBP, MBP-Peptide, MOG, S100B oder
TT, also weder auf die untersuchten Myelin-Antigene noch auf Kontrollantigene
(Abbildung 9). Umgekehrt zeigten 31 MBP-reaktive TZL (davon 25 TZL von zwei
unbehandelten MS-Patienten und sechs TZL aus zwei gesunden Kontrollpersonen)
eine proliferative Antwort auf MBP, jedoch nicht auf GA (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Proliferation GA- und MBP-reaktiver TZL. Die Inkorporation von [Methyl-*H]-Thymidin
wurde nach Prasentation verschiedener Antigene durch autologe APC gemessen (Angabe in Counts
per minute (cpm = B-Zerfdlle pro Minute)). Die Ergebnisse stammen aus einem reprasentativen
Experiment. Aus [1]. MBP = basisches Myelinprotein; MOG = Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein;
PHA = Phycohdmagglutinin; S100 = Astrozytenprotein S100; TT = Tetanustoxoid.
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In einer Untergruppe der TZL wurden weitere phanotypische Untersuchungen
durchgefiihrt, auch bezliglich ihrer MHC-Restriktion und Expression der variablen B-
Kette ihrer T-Zell-Rezeptoren ( 7-cell receptor, TCR). Zwei von 40 untersuchten TZL
waren je zur Halfte vom CD4" und vom CD8* Typ, die anderen 38 TZL waren
mehrheitlich CD4" (im Mittel 87.4 % aller Zellen, Median 93.4 %). Alle von zwolf
untersuchten TZL waren beziglich ihres MHC HLA-DR-restringiert (49-99 %
Inhibierung durch einen Anti-HLA-DR-Antikdrper im Vergleich zu 3-12 % Inhibierung
durch einen Anti-HLA-DQ-Antikorper. Die variable VB-Kette ihrer TCR (untersucht in
zehn TZL) war sehr heterogen. Exprimiert wurden die Ketten VB3, VB5, VB6, VB7,
VB8, VB9, VB11, VB13, VB14, VB16, VB17 und VB20.

3.1.2. Querschnittstudie: das Zytokinprofil GA-reaktiver TZL ist bei GA-
behandelten MS-Patienten vornehmlich TH-2, bei unbehandelten MS-

Patienten und gesunden Kontrollpersonen vornehmlich TH-1

In 693 der 721 GA-reaktiven TZL wurden mittels intrazelluldrer Durchflusszytometrie
die Zytokinprofile ermittelt. Die TZL waren meist zwei oder drei Mal mit GA auf APC
restimuliert worden und wiesen einen proliferativen SI von > 3.0 auf. Um einen
Einfluss durch Kulturbedingungen zu minimieren, wurden die TZL gleichen
Bedingungen unterworfen. Alle TZL wurden 8-10 Tage nach der letzten
Restimulierung untersucht, um die Prasenz lebender APC auszuschlieBen; die letzte
Aktivierung mit IL-2 erfolgte durchgehend zwei bis drei Tage vor der
durchflusszytometrischen Untersuchung. Longitudinale Vergleichs-untersuchungen
einzelner TZL (insgesamt neun Linien) zeigte ein Uberwiegend stabiles Zytokinprofil:
sieben der neun Linien blieben bis zu ihrer 16. Restimulation bei ihrem Zytokinprofil,
lediglich zwei von ihnen verschoben ihr Zytokinprofil von TH-1 (3. Restimulation )
nach TH-0 (8.-11. Restimulation).

Um diese Methode zu validieren, wurde die GA-induzierte Sekretion von IFN-y und
IL-4 im Uberstand von 164 TZL durch ELISA gemessen. Praktisch alle der
untersuchten TZL (98 %) wiesen eine entsprechend nachweisbare GA-induzierte

Zytokinsekretion auf.
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Abbildung 10 zeigt die Zytokinprofile aller 693 untersuchten GA-reaktiven TZL.
Wenn man die drei Gruppen vergleicht (GA-behandelte MS-Patienten vs.
unbehandelte MS-Patienten vs. gesunde Kontrollpersonen), erbrachte die
Kovarianzanalyse einen signifikanten Effekt [F(2, 29) = 10.26, Signifikanz von F =
0.001]. Die Kovariable ,Alter" spielte offensichtlich keine Rolle. Der mittlere
Praferenzintensitatsindex in GA-behandelten MS-Patienten (I = +0.23) war positiv
(entspricht einem Uberwiegen von TH-2) und signifikant hoher als der in
unbehandelten MS-Patienten (I = —0.42) und in unbehandelten Kontrollpersonen (I
= -0.65), die beide negativ sind (Uberwiegen von TH-1) (Kontrasttest, p < 0.05).
Wenn man die beiden unbehandelten Gruppen zusammennimmt und den mittleren
Praferenzintensitatsindex (I = —0.48) mit dem der GA-behandelten MS-Patienten (I =
+0.23) vergleicht, so sind nach ANCOVA auch hier signifikante Unterschiede zu
finden [F(1, 29) = 20.40, Signifikanz von F < 0.0001]. Die Ergebnisse weisen auf
eine Verschiebung des Zytokinprofils von TH-1 (GA-reaktive TZL von unbehandelten
MS-Patienten und gesunden Kontrollpersonen) in Richtung TH-2 hin (GA-reaktive TZL
von GA-behandelten MS-Patienten).

Folgende Seiten: Abbildung 10. Zytokinprofil GA-reaktiver TZL. Rot = TH-1; grau = TH-0; griin =
TH-2; Algorithmus siehe Text. Jeder Balken reprasentiert eine TZL. Die Dauer der GA-Behandlung in
Monaten ist angegeben. (A) Gesunde Kontrollpersonen. (B) Unbehandelte MS-Patienten. (C)
Querschnittstudie: GA-behandelte MS-Patienten. (D) Langsschnittstudie: MS-Patienten vor und unter
GA-Behandlung. (E) Langsschnittstudie:  GA-behandelte MS-Patienten im  Verlauf. (F)
Praferenzintensitatsindex (I) aller untersuchten Personen (Berechnung: siehe Text). Links: (o)
unbehandelte MS-Patienten und (A) gesunde Kontrollpersonen; rechts: () GA-behandelte MS-
Patienten. I < 0 zeigt eine Verschiebung des Zytokinprofils in Richtung TH-1 an, I > 0 eine
Verschiebung in Richtung TH-2, und zwar unabhdngig von der absoluten Anzahl der TZL pro
untersuchter Person. (1) Mittlerer Praferenzintensitdtsindex + Standardabweichung unbehandelter
und GA-behandelter Personen. Die Linien zeigen die intra-individuellen Veranderungen vor und unter
GA-Behandlung. Aus [1].
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(A) Gesunde Kontrollpersonen

WH CH cB \'A'

CH-COP1
WH-COP2 CB-COP4
CB-COP5
CB-COP6

WH-COP6

CB-COP20

CB-COP21

VV-COP14

CH-COP16 CB-COP25

CB-COP26

WH-COP19

WH-COP22

WH-COP23 ~ CB-COP32
CB-COP34
WH-COP25 CB-COP35

ThO
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(B) Unbehandelte MS-Patienten

SSt HK AZ HM SwW

SSt-COP2

SSt-COP4
SSt-COP5
SSt-COP6
SSt-COP8 AZ-COP10

SSt-COP16
SSt-COP17

AZ-COP16
AZ-COP17

SSt-COP22

(C) GA (COP)-behandelte MS-Patienten (Querschnitt)

BG UB us SH BS
Monat 36 Monat 27 Monat 18 Monat 15 Monat 1

UB-M27-COP1 SH-M15-COP1 BS-M1-COP1
US-M18-COP2

BG-M36-COP3 BS-M1-COP3

BG-M36-COP4 UB-M27-COP9 US-M18-COP5 BS-M1-COP4
BG-M36-COP5 US-M18-COP6 BS-M1-COP5
BS-M1-COP6

BG-M36-COP7 US-M18-COP8 BS-M1-COP8
BG-M36-COP8 BS-M1-COP9
BG-M36-COP9
BG-M36-COP10 BS-M1-COP11
BG-M36-COP11

BG-M36-COP13

BG-M36-COP15 BS-M1-COP16

BG-M36-COP16
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(C) GA (COP)-behandelte MS-Patienten (Querschnitt, Fortsetzung)

KR
Monat 1
KR-M1-COP1
KR-M1-COP2
KR-M1-COP3

KR-M1-COP6
KR-M1-COP7
KR-M1-COP8
KR-M1-COP9
KR-M1-COP10
KR-M1-COP11

KR-M1-COP13
KR-M1-COP14

RD
Monat 1

RD-M1-COP2
RD-M1-COP3

RD-M1-COP5
RD-M1-COP6
RD-M1-COP7
RD-M1-COP8
RD-M1-COP9
RD-M1-COP10
RD-M1-COP11
RD-M1-COP13
RD-M1-COP14
RD-M1-COP15
RD-M1-COP16
RD-M1-COP17
RD-M1-COP18

RM
Monat 1

RM-M1-COP5
RM-M1-COP6
RM-M1-COP7
RM-M1-COP8

RM-M1-COP10

1B
Monat 1

(D) MS-Patienten vor GA (COP)-Behandlung

Cs

CS-COP3

CS-MOP14
CS-COP15

GJ

GJ-COP4
GJ-COP8

GJ-COP18

WHa

WHa-COP2

WHa-COP6

HC

HC-COP1
HC-COP2

HC-COPS8
HC-COP11
HC-COP12
HC-COP13
HC-COP14
HC-COP15
HC-COP16
HC-COP17

HC-COP21
HC-COP22
HC-COP23

HC-COP24

HC-COP26

1B-M1-COP5
1B-M1-COP8
IB-M1-COP9
IB-M1-COP13
IB-M1-COP14
IB-M1-COP16

MB
Monat 1
MB-M1-COP2

MB-M1-COP7

MB-M1-COP9
MB-M1-COP10

MB-M1-COP12
MB-M1-COP14
MB-M1-COP15
MB-M1-COP17
MB-M1-COP18

ThO

Y 4

SZ-COP1

SZ-COP3
SZ-COP5

SZ-COP15

SZ-COP18
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(D) MS-Patienten unter GA (COP)-Behandlung (Fortsetzung)

CS GJ WHa HC Y4 LN
Monat 1 Monat 1 Monat 1 Monat 1 Monat 1
CS-M1-COP1 WHa-M1-COP1 HC-M1-COP2

SZ-M1-COP2
SZ-M1-COP3

CS-M1-COP3
CS-M1-COP4 GJ-M1-COP5

CS-M1-COP5 WHa-M1-COP5 HC-M1-COP8
CS-M1-COP6 HC-M1-COP9
CS-M1-COP7 WHa-M1-COP7 HC-M1-COP10 SZ-M1-COP7
WHa-M1-COP8 SZ-M1-COP8
HC-M1-COP12 SZ-M1-COP9
HC-M1-COP13 SZ-M1-COP10
WHa-M1-COP11 HC-M1-COP14 SZ-M1-COP11
WHa-M1-COP12 HC-M1-COP15
WHa-M1-COP13 HC-M1-COP16 SZ-M1-COP13
CS-M1-COP15 WHa-M1-COP14

CS-M1-COP16 GJ-M1-COP33
CS-M1-COP17 WHa-M1-COP16
CS-M1-COP18

HC-M1-COP4

SZ-M1-COP5

CS-M1-COP9
CS-M1-COP10
CS-M1-COP11
CS-M1-COP12

SZ-M1-COP15

SZ-M1-COP17
WHa-M1-COP18

CsS
Monat 2 WHa-M1-COP20
WHa-M1-COP21

CS-M2-COP3

CS-M2-COP5 WHa-M1-COP25

Gl WHa-M1-COP26
Monat 3
CS-M2-COP8 GJ-M3-COP1
CS-M2-COP9 WHa
CS-M2-COP10 Monat 3
CS-M2-COP11 GJ-M3-COP4 WHa-M3-COP5
CS-M2-COP12
WHa-M3-COP8
CS WHa-M3-COP10
Monat 6 GJ-M3-COP9 WHa-M3-COP11

GJ-M3-COP10 WHa-M3-COP13
CS-M6-COP2 GJ-M3-COP11 WHa-M3-COP15
WHa-M3-COP16

CS-M6-COP4

CS-M6-COP6
CS-M6-COP7
CS-M6-COP8
CS-M6-COP9
CS-M6-COP10
CS-M6-COP11
CS-M6-COP12
CS-M6-COP13
CS-M6-COP14
CS-M6-COP15
CS-M6-COP16
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(E) GA (COP)-behandelte MS-Patienten (Langsschnitt)

MC BK RR RO AF
Monat 1 Monat 1 Monat 1 Monat 1 Monat 1
BK-M1-COP5 RR-M1-COP2 RO-M1-COP2

MC-M1-COP2
RR-M1-COP12

RO-M1-COP10 AF-M1-COP5
BK RR RO-M1-COP12 AF-M1-COP6

Monat 2 RO-M1-COP13

AF
Monat 8
RO AF-M8-COP1
Monat 6
MC BK RR-M2-COP8 AF-M8-COP3
Monat 6 Monat 6 RO-M6-COP2 AF-M8-COP4

RO-M6-COP3
RR
Monat 9

RO-M6-COP5 AF-M8-COP8
RO-M6-COP6 AF-M8-COP9

MC-M6-COP8 RR-M9-COP2
RR-M9-COP3 RO-M6-COP8
RR-M9-COP4 RO-M6-COP9
RR-M9-COP5
MC RR-M9-COP6 AF-M8-COP14
Monat 9 RO-M6-COP12
MC-M9-COP1 RR-M9-COP8 AF-M8-COP16
BK-M6-COP12 RR-M9-COP9 RO AF-M8-COP17
RR-M9-COP10 Monat 9 AF-M8-COP18
RR-M9-COP11 RO-M9-COP1 AF-M8-COP19
BK-M6-COP15 RR-M9-COP12 RO-M9-COP2
RR-M9-COP13 RO-M9-COP3

RR-M9-COP14

.~ MC-M9-COP8  BK-M6-COP18 = RR-M9-COP15
MC-M9-COP9 RR-M9-COP16 RO-M9-COP6
RR RO-M9-COPS8

Monat 12 RO-M9-COP9
RO-M9-COP10
RR-M12-COP2 RO-M9-COP11

MC-M9-COP13

MC-M9-COP15

RO-M9-COP13
RO-M9-COP14
RR-M12-COP6 RO-M9-COP15
RR-M12-COP7 RO-M9-COP16
RR-M12-COP8
RR-M12-COP9
RR-M12-COP10 RO-M9-COP20
RO-M9-COP21

RR-M12-COP13

RR-M12-COP15
RR-M12-COP16
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(F) Praferenzintensitatsindex
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Patienten

3.1.3. Langsschnittstudie: das Zytokinprofil GA-reaktiver TZL vor und unter
GA-Behandlung ist heterogen

Insgesamt sechs MS-Patienten wurden longitudinal beobachtet, also vor Beginn der
GA-Behandlung sowie im Verlauf zu verschiedenen Zeitpunkten (Abbildung 10D).
Insgesamt waren die Verlaufe der Zytokinprofile sehr heterogen. TZL von einem
Patienten (GJ) hatten vor Behandlung ein ausgeglichenes Zytokinprofil (I = —0.08;
TH-0), welches sich bereits nach einem Behandlungsmonat nach TH-2 verschob (I =
+0.92); nach drei Behandlungsmonaten war das Zytokinprofil wieder bei TH-0 (I = —
0.10). Ein anderer Patient (CS) behielt ein TH-1-Profil von vor der GA-Behandlung (I
= —0.38) bis zum zweiten Behandlungsmonat (I = -0.42) und verschob es am
sechsten Behandlungsmonat in Richtung TH-2 (I = +0.19). Vier weitere Patienten
(WHa, HC, SZ und LN) verschoben ihr Zytokinprofil nicht bis zum ersten bis dritten
Behandlungsmonat.
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Auch die Zytokinprofile von GA-behandelten MS-Patienten im Verlauf waren sehr
heterogen und zeigten Verschiebungen in beide Richtungen (sowohl von TH-1 nach
TH-2 als auch umgekehrt; Abbildung 10E).

Die Verschiebung des Zytokinprofils in Richtung TH-2 in GA-behandelten MS-
Patienten war spezifisch fir GA-reaktive TZL. Als Kontrollen wurden sieben PPD- und
funf TT-reaktive TZL von zwei GA-behandelten Patienten mit untersucht (Abbildung
11). Wahrend die 31 GA-reaktiven TZL dieser Patienten nur vom TH-0- oder vom
TH-2-Typ waren, waren die PPD- bzw. TT-reaktiven TZL, die zum selben Zeitpunkt

isoliert worden waren, ausschlieBlich vom TH-1-Typ.

_{CS-M61COPS les-me-proe | Tes-me-rT1
o 1791 12.8| %eo.5 1 ?l* 5.4 13.5
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tr —_ ” L o !'l a N _':
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Abbildung 11. Zytokinprofil GA-, TT- und PPD-reaktiver TZL. Die drei TZL wurden von einem GA-
behandelten Patienten isoliert. Die Zahlen reprasentieren prozentuale Anteile der einzelnen
Quadranten im Vergleich zur Gesamtzahl der aktivierten Zellen. Die Zuordnung nach TH-1, TH-0 und

TH-2 der einzelnen TZL wurde nach dem im Text beschriebenen Algorithmus durchgefiihrt. Aus [1].

3.1.4. Zytokinsekretion GA-reaktiver TZL nach Kreuzstimulation mit MBP

Wie bereits erwahnt (siehe 3.1.1.), zeigte keine der GA-reaktiven TZL eine
proliferative Antwort auf MBP und umgekehrt. Friihere Beobachtungen im EAE-
Modell hatten ebenfalls gezeigt, dass GA-reaktive TZL von GA-behandelten Mdusen
keine MBP-induzierte Proliferation aufwiesen [84], doch wurde beobachtet, dass
einige dieser GA-reaktiven TZL insofern durch MBP kreuzstimulierbar waren, als sie
IL-4 sezernierten. Aufgrund dieser Befunde wurde untersucht, ob auch humane GA-

reaktive TZL durch Stimulation mit MBP zur Zytokinsekretion angeregt werden
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kdnnen. In der Tat wiesen einige GA-reaktive TZL eine Kreuzstimulation durch MBP
auf, indem sie niedrige durch ELISA messbare Mengen von IL-4 und IFN-y (abhangig
von ihrem vorherrschenden Zytokinprofil) sezernierten. Insgesamt 111 GA-reaktive
TZL wurden auf IL-4-Sekretion und 53 TZL auf IFN-y-Sekretion Uberprift. Von diesen
zeigten 9/111 (8.1 %) und 8/53 (15.1 %) TZL eine MBP-induzierte Sekretion von IL-
4 bzw. IFN-y auf signifikantem Niveau, d.h. mehr als zwei Standardabweichungen
Uber dem Hintergrund. Die Quelle der TZL spielte dabei keine Rolle (behandelte oder
unbehandelte MS-Patienten, gesunde Kontrollpersonen) (Abbildung 12). Auf der
anderen Seite sezernierte eine von sieben getesteten MBP-reaktiven TZL IL-4 nach
Restimulation mit GA (5.5 pg/ml gegeniiber 0 pg/ml ohne Antigen). Zusatzlich
wurden zwolf GA-reaktive TZL beziiglich ihrer Kreuzreaktion mit MOG Uberprift. Zwei
von diesen produzierten in der Tat IFN-y (27.0 pg/ml mit MOG vs. 3.7 pg/ml ohne
Antigen bzw. 18.1 pg/ml mit MOG vs. 3.3 pg/ml ohne Antigen).
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Abbildung 12. Proliferation und Zytokinsekretion GA-reaktiver TZL nach Kreuzstimulation durch MBP.
Die linke vertikale Achse (graue Balken) zeigt die Proliferation, wahrend die rechte vertikale Achse
(schwarze Balken) die durch ELISA aus den Uberstinden der identischen Experimente gemessene
Zytokinsekretion zeigt. Oben: IL-4-Sekretion durch eine TH-2 GA-reaktive TZL. Unten: IFN-y-Sekretion
durch eine TH-O GA-reaktive TCL. *Zytokinkonzentration > 2 Standardabweichungen {iber dem
Hintergrundsignal. Die Sensitivitadt der ELISA-Tests liegt bei < 2 pg/ml. Die Ergebnisse stammen aus

einem reprasentativen Experiment. Aus [1].

3.2. Mitoxantron

3.2.1. Antigen-spezifische und -unspezifische Proliferation wird durch

Mitoxantron inhibiert

Mitoxantron inhibierte die Proliferation PHA-aktivierter PBL dosisabhdngig, aber
unabhangig von der Herkunft der PBL, also unabhangig davon, ob die PBL von IFN-

B-behandelten oder unbehandelten  MS-Patienten oder von gesunden
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Kontrollpersonen stammten (Abbildung 13A). Auch die Proliferation PWM-
aktivierter B-Lymphozyten wird dosisabhangig von Mitoxantron inhibiert, und zwar zu
Dosen, die vergleichbar mit denen sind, die die PBL-Proliferation inhibieren
(signifikant ab 20 ng/ml; Abbildung 13B).
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Abbildung 13. Einfluss von Mitoxantron auf die Lymphozyten-Proliferation. (A) PBL wurden mit PHA
fir 5 Tage stimuliert und mit Mitoxantron an Tag 4 behandelt. Die Proliferation wird als relativer
Prozentsatz gegeniiber der durch PHA-Stimulation induzierten Proliferation ohne Mitoxantron-
Behandlung angegeben. Jeder Wert reprasentiert den Mittelwert + Standardabweichung von n=15
IFN-B-behandelten MS-Patienten (schwarze Balken), n=12 unbehandelte MS-Patienten (gestreifte
Balken) und n=6 gesunde Kontrollpersonen (HD; weiBe Balken). (B) B-Lymphozyten-Proliferation. B-
Zellen wurden aus PBL durch paramagnetische Partikel gegen (Nicht-B-Zellen) angereichert und mit
Pokeweed-Mitogen (PWM) aktiviert. Die Proliferation wird als die mittlere Zahl der p-Zerfélle (counts
per minute, cpm) + Standardabweichung eines reprasentativen Experimentes angegeben. Hierbei
wurde der B-Lymphozytenanteil auf 44.2 % der lymphoiden Zellen angereichert. Das Signifikanzniveau
wurde durch den zweiseitigen Student-£-Test ermittelt, indem unbehandelte Zellen (0 ng/ml) mit
Mitoxantron-behandelten Zellen verglichen wurden (*p<0.05; **p<0.01).

Die Antigen-spezifische Proliferation von TZL wurde ebenfalls inhibiert (Abbildung
14A), allerdings wurde interessanterweise bereits bei 10-fach geringeren Dosen (ab
2 ng/ml) das Signifikanzniveau erreicht. In einem funktionellen Experiment wurden
zum einen die autologen APC (entweder isolierte B-Lymphozyten, Monozyten oder
bestrahlte PBL), zum anderen die TZL selbst mit Mitoxantron vorinkubiert,
anschlieBend gewaschen und dann fiir 48 Stunden koinkubiert. Die Mitoxantron-

Vorbehandlung der APC erbrachte eine signifikant hdhere inhibierende Wirkung auf
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die TZL-Proliferation als die Vorbehandlung der TZL selbst. Hieraus wird abgeleitet,
dass APC gegeniber T-Lymphozyten eine héhere Mitoxantron-Suszeptibilitat besitzen
(Abbildung 14B).
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Abbildung 14. Einfluss von Mitoxantron auf Antigen-spezifische T-Zell-Proliferation. (A) TZL mit
Reaktivitdt gegen Tetanustoxoid (TT, n=2) oder Glatiramerazetat (GA, n=9) wurden mit ihrem
jeweiligen Antigen (Ag) auf bestrahlten autologen Antigen prasentierenden Zellen (antigen presenting
cells, APC) stimuliert. Die Inkubation mit oder ohne Mitoxantron erfolgte (iber 48 Stunden. Die
Proliferation wird als mittlere Zahl der p-Zerfalle (cpm) + Standardabweichung eines reprasentativen
Experimentes angegeben. Mit TT ist die Hintergrund-Proliferation ohne Ag gewoéhnlich hoch. (B) Zur
funktionellen Untersuchung wurden entweder die TZL als Effektorzellen oder die APC separat mit
Mitoxantron fiir 24 Stunden vorinkubiert, anschlieBend gewaschen und dann mit GA fiir weitere 48
Stunden koinkubiert. Die Proliferation wird als mittlere Zahl der p-Zerfélle (cpm) + Standard-
abweichung eines reprasentativen Experimentes angegeben. Bei niedrigeren Konzentrationen (2-20
ng/ml) inhibierte Mitoxantron die Proliferation signifikant effektiver, wenn es mit den APC vorinkubiert
wurde. Zweiseitige Student-¢-Tests verglichen (i) Mitoxantron-unbehandelte TZL mit und ohne Ag
(jeweils die ersten beiden Sdulen), und (ii) Mitoxantron-unbehandelte Ag-stimulierte TZL (jeweils die
zweiten Sdulen) mit den jeweiligen Mitoxantron-behandelten TZL (Saulen drei bis sechs; *p<0.05;
**p<0.01).

3.2.2. Mitoxantron hat keinen signifikanten Einfluss auf Oberflachenmarker

und die Expression intrazellularer Zytokine

Sowohl in PHA-stimulierten PBL, in fiir fiinf Tage unstimuliert gelassenen PBL als

auch in PBL oder isolierten Monozyten, die fur 24 Stunden kultiviert worden waren,
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wurden weder die Oberflachenexpression von Aktivierungsmarkern und Adhasions-
molekiilen noch die intrazelluldre Produktion von IL-4 und IFN-y durch Mitoxantron

wesentlich beeinflusst (Tabelle 6).

Tabelle 6. Phanotypische Effekte von Mitoxantron.

Marker PHA- Unstimulierte Unstimulierte Unstimulierte
stimulierte PBL PBL Monozyten
PBL

Inkubationsdauer 5 Tage 5 Tage 24 Stunden 24 Stunden
Lebende Zellen® | 97.8+1.6 99.4+0.9 99.7+0.3 89.5+4.7

M| 96.4+29 |ns| 96.0+4.0 |ns| 97.0+0.7 |ns| 122+9.3 |**
Annexin-V | 1.7+0.6 1.1+04 6.0 + 2.0 3.2+0.6

M| 34+ 1.7 |ns 0.8+0.0 ns 7.3+0.8 ns 2.8+29 ns
CD3 | 84.8+6.3 73.6 +24.7 67.4 +8.3 0.1+0.1

M| 83.1+6.3 |ns| 77.7+259 |ns| 758+5.3 ns 0.3+0.2 ns
CD4 & | 48.7 £ 14.9 43.1+17.9 36.4 + 10.5 n.d.

M| 56.8+20.1 ns| 576+7.9 |ns| 324+56 |ns
CD8 | 31.8+13.8 19.2+7.3 31.6 +4.7 n.d.

M| 23.6 + 10.8 | ns 183+7.1 ns| 38.2+0.5 ns
CD19 | 49+3.3 7.5+35 72+24 n.d.

M| 47+2.7 |ns 43+3.6 ns 9.3+£3.6 ns
CD20 %) n.d. n.d. 9.9+2.9 n.d.

M 124+4.1 |ns
CD27 | 44.6 +22.1 24.3+22.9 58.0 + 6.1 n.d.

M| 41.2+186 |ns| 30.4+23.0 |ns| 63.8+404 |ns
CD45RO | 765+12.1 39.1+84 38.4+79 n.d.

M| 70.8+10.8 |ns| 43.6+8.9 ns| 46.4+14.8 |ns
CD45RA | 14.1+8.4 41.1+4.2 50.6 + 11.9 n.d.

M| 16.2+85 |ns| 34.5+6.5 *| 3461116 |ns
CD69 | 54+9.3 0.7+1.2 146 +6.3 96.4 + 0.9

M| 11.3+16.0 |ns 1.7+24 ns| 256+159 |ns| 97.8+1.0 |ns
CD14 %) n.d. n.d. 1.1+0.8 89.5 +8.9

M 1.7+0.6 ns| 92.2+10.6 |ns
CD64 %) n.d. n.d. 25+0.6 88.4+ 0.5

M 4.2+0.9 ns 87.8+6.2 ns
CD80 %) n.d. n.d. 3.2+3.9 94.4 + 6.5

M 11.2+7.7 ns| 959+4.7 ns
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Fortsetzung Tabelle 6.

Marker PHA- Unstimulierte Unstimulierte Unstimulierte
stimulierte PBL PBL Monozyten
PBL
Inkubationsdauer 5 Tage 5 Tage 24 Stunden 24 Stunden
CD86 %) 7.2 1.7 7.8+3.0 95.2+2.2
M 5.8 3.0 14.0 £+ 4.5 ns| 96.8+3.4 ns
HLA-DR | 54+3.7 6.3+1.3 15.2+5.9 96.6 + 4.0
M| 6.2+3.2 |ns 45+1.8 ns 19.7+6.4 ns| 99.0+0.2 ns
CD11a %) n.d. n.d. 979+ 04 84.5+9.0
M 97.3+0.3 ns 89.5+2.0 ns
VLA-4 | 88.6+5.5 68.6 + 8.7 85.5+9.4 29.3+9.2
M| 87.3+6.7 |ns| 60.5+248 |ns| 889+35 |ns| 283%73 |ns
ICAM-1 @|31.0+20.3 24+21 49+2.2 80.6 £ 6.0
M| 29.3+21.1 |ns 3.8+0.8 ns| 12.7+13 |**| 77.7+58 |ns
IL-4 | 6.7+3.6 n.d. 3.8+1.0 n.d.
M| 71+33 |ns 26+04 ns
IFN-y @ 0.3+0.2 n.d. 9.7+4.7 n.d.
M| 0.2+0.2 |ns 84+7.2 ns

? Propidiumjodid-negative Zellen. & = ohne Mitoxantron; M = Mitoxantron 200 ng/ml; ns = nicht
signifikant; n.d. = nicht durchgefiihrt. *p<0.05; **p<0.01. Die Ergebnisse werden als Mittelwert +
Standardabweichung von bis zu 11 Experimenten (5-Tages-Protokoll) bzw. 8 Experimenten (24-
Stunden-Protokoll) angegeben (%). PBL von n=4 IFN-B-behandelten MS-Patienten, n=5

unbehandelten MS-Patienten und n=6 gesunden Kontrollpersonen wurden untersucht.

3.2.3. Mitoxantron verursacht apoptotischen Zelltod in niedrigen und

nekrotischen Zelltod in hohen Konzentrationen

Mittels Fluoreszenzfarbstoff-markiertem Annexin-V als friihem Marker fur Apoptose
und Propidiumjodid als Marker nekrotischen Zelltodes wurden die Effekte von
Mitoxantron auf Zelltodmechanismen untersucht. Es erschien, dass Mitoxantron einen
zweifach gerichteten Zelltodmechanismus aufweist, abhangig von der Konzentration
(Abbildung 15): Bei /n vitro Dosen unter 20 ng/ml war Apoptose vorherrschend,
wahrend bei Dosen uber 200 ng/ml der nekrotische Zelltod verursacht wurde. Der
direkte Vergleich lymphoider Zellen mit Monozyten desselben Spenders zeigte eine

héhere Empfindlichkeit der Monozyten gegeniiber dem Mitoxantron-induzierten
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Zelltod. Wahrend sich bei 20 ng/ml 16 % der Lymphozyten und 20 % der Monozyten
im friihen apoptotischen Stadium befanden, waren 0 % der Lymphozyten und 19 %
der Monozyten Propidiumjiodid-positiv, d.h. waren bereits der spaten Apoptose
unterzogen worden oder sogar dem nekrotischen Zelltod (Abbildung 15A). Bei
héheren Mitoxantron-Dosen waren die Prozentsdtze der Annexin-V/Propidiumjodid
doppelt positiven (also spat apoptotischen oder nekrotischen) Monozyten weit héher
als die der entsprechenden Lymphozyten (Abbildung 15A). Passend zu diesen
Beobachtungen zeigte die phanotypische Untersuchung eine Reduktion der
Propidiumjodid-negativen, also lebenden Monozyten von 90 % (ohne Mitoxantron)
auf 12 % (200 ng/ml Mitoxantron), ohne dass ihr Phanotyp selbst beeinflusst wurde
(Tabelle 6), als Hinweis auf eine hohere Suszeptibilitdt von Monozyten als
Lymphozyten gegeniiber dem Mitoxantron-induzierten Zelltod. Interessanterweise
wurde allein durch die Kultur der Monozyten (also bereits ohne Mitoxantron) ein
hoher Prozentsatz apoptotischer Zellen induziert, sowohl was Annexin-V betrifft als
auch die durch TdT gemessene DNA-Fragmentierung (Abbildung 15B). Monozyten
scheinen also per se im Vergleich zu Lymphozyten eine hohere Suszeptibilitat

gegenliber apoptogenen Signalen aufzuweisen.

Folgende Seite: Abbildung 15. Zelltodmechanismen bei Mitoxantron. (A) PBL wurden fiir 48 Stunden
mit PHA stimuliert, davon die letzten 18 Stunden in Anwesenheit von Mitoxantron oder Dexamethason
1 uM als Positivkontrolle inkubiert. Frithe Apoptose wurde durch Annexin-V gemessen, Nekrose wurde
durch die Aufnahme von Propidiumjodid erfasst. Die Ergebnisse stammen aus einem reprasentativen
Experiment. Oben links: Definition lymphoider und monozytoider Zellen. Andere ,dot plots": Annexin-
V-Bindung vs. Aufnahme von Propidiumjodid. Die Zahlen reprasentieren % lymphoide/monozytoide
Zellen. Dexamethason induziert Apoptose (die Annexin-V*/Propidiumjiodide® Zellen befinden sich
bereits in der spaten apoptotischen Phase). (B) PBL, angereicherte B-Lymphozyten oder Monozyten
wurden fiir 24 Stunden mit Mitoxantron koinkubiert. Die DNA-Fragmentierung wurde durch den TdT-
Assay (siehe Text) gemessen und der Expression von CD3, CD20 und CD14 gegeniibergestellt. Die

Ergebnisse stammen aus einem reprasentativen Experiment. Aus [2].
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Die am meisten ausgepragten Effekte wurden bei der hdchsten eingesetzten /n vitro
Dosis, namlich 2000 ng/ml, gesehen. Nach einer 48-stiindigen Kultur mit PHA war es
zu nekrotischem Zelltod bei praktisch allen Lymphozyten und Monozyten gekommen,
wobei das Verhaltnis Annexin-V-negativer und -positiver Zellen bei Lymphozyten und
Monozyten invers war (75 : 21 in Lymphozyten vs. 25 : 75 in Monozyten; Abbildung
15A). In einer 24-stiindigen Kultur ohne Mitogen war durch TdT messbare DNA-
Fragmentierung in 11 % der CD3" T-Lymphozyten und in 30 % der CD20" B-
Lymphozyten festzustellen (Abbildung 15B). Monozyten wurden durch Mitoxantron
in dieser Hochstdosis vollstandig desintegriert, was sich durch den Verlust der CD14-
Expression zeigte (Abbildung 15B), was bei der 10-fach niedrigeren Dosis von 200
ng/ml nicht der Fall war (Abbildung 15B, Tabelle 6).
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3.3. Statine

3.3.1. Statine reduzieren die Proliferation von T-Lymphozyten, aber nicht

die von B-Lymphozyten

Statine reduzierten dosisabhdngig die Proliferation PHA-aktivierter T-Lymphozyten.
Bei nur 24-stiindiger Inkubation (von Tag 4 bis Tag 5) waren die Statine ohne
Einfluss auf die Proliferation. Wurden die Statine an Tag 0 oder Tag 1 hinzugefiigt,
so wurde die T-Lymphozyten-Proliferation inhibiert (Abbildung 16A). Im Gegensatz
hierzu war die Proliferation PWM-aktivierter B-Lymphozyten von Statinen gleicher
Dosis nicht beeinflusst, auch nicht bei 5-tagiger Inkubation (Abbildung 16A).

Unabhangig von der Herkunft der PBL (MS-Patienten oder gesunde Kontrollpersonen)
inhibierten alle drei untersuchten Statine die Proliferation PHA-aktivierter PBL, wobei
das lipophile Simvastatin am potentesten war, gefolgt von Lovastatin und dem
hydrophilen Mevastatin (Abbildung 16B).

Folgende Seite: Abbildung 16. Einfluss der Statine auf die Lymphozyten-Proliferation. (A) Vergleich
zwischen T- und B-Lymphozyten. PBL (hellblaue Saulen) und angereicherte B-Lymphozyten
(dunkelblaue Saulen wurden mit PHA bzw. mit PWM aktiviert und mit Lovastatin fiir 24 Stunden (links)
oder 96 Stunden (rechts) behandelt. Nach 96 Stunden wurden die Zellen fiir weitere 16 Stunden mit
[Methyl-*H]-Thymidin markiert. Die Ergebnisse stammen aus einem repréasentativen Experiment. (B)
PBL von n=8 MS-Patienten (geschlossene Symbole) und n=6 gesunden Kontrollpersonen (offene
Symbole) wurden mit PHA aktiviert und mit verschiedenen Konzentrationen von Simvastatin (schwarze
Rauten), Lovastatin (dunkelblaue Quadrate) oder Mevastatin (hellblaue Dreiecke) inkubiert. Die
Proliferation wird als Prozentsatz der PHA-induzierten Proliferation ohne Statin-Behandlung

angegeben.
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3.3.2. Die T-Lymphozyten-Proliferation wird durch Inhibierung der

Isoprenylierung gehemmt

Um die Wirkungsweise von Statinen genauer einzugrenzen, wurden mehrere
Kontrolluntersuchungen  durchgefiihrt.  Zunachst wurden Intermediate des
Cholesterinbiosyntheseweges /n vitro hinzugefiigt, um die Effekte der Statine
vollstdndig oder teilweise aufzuheben (so genannte Rettungs- oder Rescue-
Experimente). Mevalonat, das Produkt der HMG-CoA-Reduktase, konnte die
Inhibierung der T-Lymphozyten-Proliferation auch der Statin-Hochstdosis (10 pM)
vollstandig aufheben (Abbildung 17). Squalen als wichtiges Intermediat zur
Cholesterinsynthese selbst, jedoch distal von den flir die Isoprenylierung
notwendigen Intermediaten, war nicht in der Lage, die Inhibierung der T-

Lymphozyten-Proliferation durch Statine zu verhindern (Abbildung 17).

Um Effekte der Statine auf die Isoprenylierung zu untersuchen, wurden
Isoprenylierungs-Inhibitoren eingesetzt. FTI-277 konnte die Proliferation partiell
inhibieren, GGTI-298 jedoch nicht, ein Hinweis, dass die Farnesylierung von

Proteinen zur T-Lymphozyten-Proliferation beitragt (Abbildung 17).
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Abbildung 17. Kontrollexperimente: Statine und Proliferation. In einem T-Zell-Aktivierungssystem mit
funktionellen Anti-CD3-Antikérpern und der bestrahlten Monozytenlinie THP-1 als zweitem Signal
wurden Kontrollexperimente durchgefiihrt (Inkubationsdauer 5 Tage). Fluvastatin hatte in niedrigsten
Dosen (0.1-0.2 pM; lila und linker hellblauer Balken) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
(graublauer Balken) verstarkende Effekte auf die PBL-Proliferation. In héheren Dosen (2-10 yM) nahm
die Proliferation ab. Mevalonat (100 uM) hob die Proliferations-Inhibition durch Fluvastatin (10 pM)
vollstandig auf (gelber vs. rechter hellblauer Balken), wahrend Squalen (100 uM; violetter Balken)
keine Wirkung hatte. FTI-277 (Farensyltransferase-Inhibitor 277; hellgriiner Balken) inhibierte die
Proliferation partiell, wahrend GGTI-298 (Geranylgeranyltransferase-Inhibitor 298; dunkelgriiner

Balken) ohne Wirkung war. Die Ergebnisse stammen aus einem reprasentativen Experiment.

3.3.3. Statine beeinflussen Oberflachenmarker in aktivierten, aber nicht in

nicht aktivierten T-Lymphozyten

Die Expression verschiedener Oberflachenmarker, die mittels Durchflusszytometrie
gemessen wurde, wurde durch Statine in PHA-aktivierten T-Lymphozyten teilweise
deutlich beeinflusst (Abbildung 18A), bei statistischer Auswertung bis zu einer
Konzentration von 1 pg/ml allerdings mit wenigen Ausnahmen (CD3" PBL) nicht
signifikant (Tabelle 7). Der prozentuale Anteil von CD45RO*-Zellen (aktivierte und
so genannte Memory-T-Lymphozyten) wurde durch die Prasenz der Statine

dosisabhdngig vermindert, wohingegen der Prozentsatz der CD45RA*-Zellen
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(ruhende T-Lymphozyten) vermehrt wurde (Abbildung 18B). Im Gegensatz zu
diesem Befund war das CD45RO*/CD45RA™-Verhéltnis in nicht aktivierten T-
Lymphozyten praktisch unverandert. Hohere Statin-Dosen (1 pM) ndherten das
CD45R0O*/CD45RA"-Verhaltnis PHA-aktivierter Zellen dem von nicht aktivierten Zellen
an (Abbildung 18B). Weitere Aktivierungsmarker, Adhdsionsmolekiile und
Chemokinrezeptoren wurden durch die Anwesenheit der Statine /n vitro beeinflusst
(Abbildung 18A, Tabelle 7), wiederum vornehmlich in PHA-aktivierten Zellen.
Global betrachtet scheint sich der Phanotyp Statin-behandelter aktivierter T-
Lymphozyten demjenigen nicht aktivierter T-Lymphozyten anzunahern (Abbildung

18B), was auf einen , deaktivierenden™ Effekt von Statinen hinweist.
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Abbildung 18. Phanotypische Effekte der Statine. (A) PBL wurden fiir 5 Tage mit PHA aktiviert
(links) oder unaktiviert belassen (rechts). Lovastatin wurde in verschiedenen Konzentrationen
hinzugefligt. Verschiedene Oberfldchenmarker wurden mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die
Ergebnisse stammen aus einem reprasentativen Experiment. (B) PBL von drei Individuen wurden
PHA-aktiviert oder unaktiviert belassen. Simvastatin wurde in verschiedenen Konzentrationen
hinzugefiigt. Nach 5 Tagen wurden die Zellen beziliglich der Expression von CD45RO (dunkelblaue
Symbole) und CD45RA (hellblaue Symbole) mittels Durchflusszytometrie untersucht.



Tabelle 7. Phanotypische Effekte von Lovastatin.
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Marker Gruppe PHA-stimulierte | Signifikanz | Nicht stimulierte |Signifikanz
PBL PBL
5 Tage 5 Tage

Lebende %) 98.6 £ 1.2 99.2+1.1
Zellen® Lovastatin 1 uM 97.5+23 ns 99.2+1.2 ns
CD3 %) 87.0+ 2.7 79.7 +4.5

Lovastatin 1 uM 78.6 +7.3 * 81.2+4.3 ns
CD4 %) 49.0 + 14.7 43.1 + 14.7

Lovastatin 1 uM 55.9+13.3 ns 45.4 + 15.1 ns
CD8 %) 31.9+14.0 19.2+7.3

Lovastatin 1 yM 20.0 + 6.5 ns 205+7.3 ns
CD19 % 50+3.7 6.6 +2.9

Lovastatin 1 uM 51+25 ns 58+23 ns
CD27 %] 41.2 +16.3 23.9+22.1

Lovastatin 1 uM 28.2+11.0 ns 27.2 +22.3 ns
CD45R0O %) 75.8 +13.1 43.0+7.9

Lovastatin 1 uM 60.8 £ 15.4 ns 41.0 £ 3.2 ns
CD45RA %) 15.2+8.6 40.9 +4.6

Lovastatin 1 yM 25.6 + 16.6 ns 40.9+5.0 ns
CD69 %) 22.2+5.9 24+0.8

Lovastatin 1 uM 28.2+7.5 ns 24+1.3 ns
CD86 % 7.2 1.7

Lovastatin 1 uM 10.4 1.0
VLA-4 %] 88.6 + 5.5 68.6 + 8.7

Lovastatin 1 uM 91.2+3.6 ns 64.2+11.4 ns
ICAM-1 %] 31.0+20.3 24+2.1

Lovastatin 1 uM 28.4 + 18.5 ns 43+49 ns
CCR5 %) 9.4+3.6 48+1.9

Lovastatin 1 yM 41+0.2 ns 4.6 +4.8 ns
CCR6 %) 83.8+3.4 829+1.9

Lovastatin 1 uM 81.8+3.1 ns 77.7 £2.2 ns
CXCR3 % 86.7 + 2.0 77.4+10.3

Lovastatin 1 uM 80.0+7.0 ns 79.7+11.0 ns
CXCR4 %] 75.5+3.6 84.0+3.3

Lovastatin 1 uM 76.0 + 2.5 ns 85.7+3.9 ns
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? Propidiumjiodid-negative Zellen. @ = ohne Antigen; ns = nicht signifikant. *p<0.05. Die Ergebnisse
werden als Mittelwert + Standardabweichung von bis zu 6 Experimenten angegeben (% lymphoide
Zellen). PBL von n=2 IFN-B-behandelten MS-Patienten, n=2 unbehandelten MS-Patienten und n=2
gesunden Kontrollen wurden analysiert. Parallele Experimente mit Simvastatin und Mevastatin zeigten

vergleichbare Ergebnisse.



4.1.
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Diskussion

Glatiramerazetat

Die Analyse einer groBen Anzahl GA-reaktiver TZL zeigte, dass sich das Zytokinprofil
der GA-reaktiven TZL von TH-1 vor Behandlung nach TH-2 unter GA-Behandlung

verschob. AuBerdem reagierten etwa 10 % der GA-reaktiven TZL auf MBP durch

Zytokinsekretion, wenn auch nicht durch Proliferation. Beide Befunde passen gut zu

friiheren EAE-Daten [84,125]. Auch wurde praktisch zeitgleich zur Originalpublikation

der

hier dargestellten Daten [1] von zwei weiteren Arbeitsgruppen die

Zytokinverschiebung von TH-1 nach TH-2 beschrieben [83,85]:

Duda und Kollegen untersuchten TZL, die nach einem Kurzzeit-Protokoll
isoliert worden waren [85]: PBL wurden in Anwesenheit von GA inkubiert und
an den Tagen 5 und 7 jeweils mit einem PHA-freien T-Zell-
Stimulationsmedium (,, T-Stim"“) unspezifisch aktiviert. An Tag 12 wurden die
GA-stimulierten Zellen mit bestrahlten autologen PBL als APC restimuliert
sowie mittels Proliferationsassay deren Spezifitat tberpriift. Das Zytokinprofil
wurde sowohl durch ELISA als auch durch eine verwandte Methode, dem so
genannten ELISPOT (enzyme linked immunospot assay; Nachweis einzelner
Zytokin-sezernierender Zellen), untersucht. Unter GA-Behandlung reduzierte
sich die Sekretion des TH-1-Zytokins IFN-y signifikant, wahrend das TH-2-
Zytokin IL-5 einen Trend zum Anstieg zeigte [85].

Gran und Kollegen untersuchten ebenfalls Kurzzeit-TZL, die mit einer
ahnlichen Methode generiert worden waren (Inkubation von PBL mit GA,
unspezifische Aktivierung durch IL-2 an Tag 8, Restimulation mit GA auf
bestrahlten PBL als APC an Tag 15, Kontrolle der Spezifitat durch
Proliferationsassay, Untersuchung des Zytokinprofils durch ELISA). Auch Gran
und Kollegen zeigten in diesen GA-reaktiven TZL die Reduktion der Sekretion
von IFN-y und die parallele Induktion der Sekretion von IL-4 und IL-5 /n vitro
[83].
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Bereits zuvor waren in GA-behandelten MS-Patienten erhéhte Serumtiter des anti-
entziindlichen Zytokins IL-10 sowie eine erh6hte mRNA-Expression fiir IL-4 und
Transformierenden Wachstumsfaktor ({ransforming growth factor, TGF)-B, beides

ebenfalls anti-entzlindliche Zytokine, beschrieben worden [126].

Ein wichtiger technischer Aspekt ist die Analyse des Zytokinprofils GA-reaktiver TZL
durch intrazelluldre Durchflusszytometrie. Hierdurch konnte das Zytokinprofil jeder
einzelnen Linie quantifiziert und jedem einzelnen Donor ein Praferenzintensitatsindex
zugeordnet werden, der sich auf einer kontinuierlichen Skala von —1 (100 % TH-1
TZL) bis +1 (100 % TH-2 TZL) erstreckt. Parallele Untersuchungen mittels ELISA in
einem Teil der TZL waren konsistent mit den durchflusszytometrischen Daten. Auch
wenn die beobachtete Zytokinverschiebung vor allem in der Querschnittstudie, also
dem Direktvergleich behandelter und unbehandelter Individuen, signifikant ist, ergibt
auch die Langsschnittstudie Hinweise auf eine Verschiebung von TH-1 nach TH-2
unter GA-Behandlung. Einzelne Patienten wiesen jedoch auch unter GA-Behandlung
durchaus ein TH-1-Profil auf oder entwickelten ein solches im Verlauf der Behandlung
(Abbildung 10). Diese Beobachtung passt zu der klinischen und MRT-gestiitzten
Erfahrung, dass GA einige Monate zur vollen Wirksamkeit benétigt [43,127].

Die vorliegenden Daten erlauben noch nicht zu beantworten, ob die dokumentierte
GA-induzierte TH-2-Zytokinverschiebung mit klinischen und MRT-Daten korreliert.
Eine wichtige Frage in diesem Zusammenhang ist die, ob eine Zytokinverschiebung /in
vitro zur Differenzierung klinischer ,Responder® von ,Nonrespondern® erlaubt, eine
aus klinischen und ékonomischen Gesichtspunkten sehr wichtige Frage. Im Vorfeld
der Therapieplanung bei MS feststellen zu kdénnen, ob die langjahrige Gabe eines
Medikamentes auch den gewiinschten Effekt bringen wird, ware natirlich von
groBem Vorteil. Einen wichtigen Ansatz hierzu zeigen die Untersuchungen von Farina
und Kollegen [128,129]: Sie entwickelten einen kombinierten Test aus
Proliferationsassay und ELISPOT-Assay bezliglich IFN-y- und IL-4-sezernierender PBL
nach /in vitro Stimulation verschiedener Konzentrationen von GA und stellten drei
Kriterien einer GA-,Response" auf [128]:

1. Reduzierte PBL-Proliferationsrate nach Stimulation mit GA in GA-behandelten

Patienten;
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2. In vitro Aktivierung von IFN-y-sezernierenden PBL bei hohen GA-
Konzentrationen (100 pg/ml);
3. In vitro Aktivierung von IL-4-sezernierenden PBL bei mehreren GA-

Konzentrationen (12.5 bis 100 pg/ml).

In einer prospektiven Studie mit 15 klinischen GA-,Respondern™ und neun GA-
»«Nonrespondern® (unveranderte oder erhdhte Schubrate oder Entwicklung einer
SPMS unter laufender Therapie mit GA, geplanter Therapieabbruch mit GA) war
feststellbar, dass dreizehn der 15 ,Responder® zwei der drei immunologischen
~Response"-Kriterien aufwiesen, aber nur zwei der neun ,Nonresponder®, ein klar
signifikanter Unterschied [129]. Diese interessanten Daten weisen darauf hin, dass
die klinische Wirksamkeit von GA mit immunologischen Parametern korrelieren kann.
MRT-Parameter wurden bisher noch nicht untersucht. Wertvoll waren weitere
Untersuchungen, ob solche immunologischen Parameter auch im Vorfeld einer
geplanten Therapie mit GA oder zumindest kurzzeitig nach Therapiebeginn (z.B. nach
drei bis sechs Monaten) bezliglich der Aussage einer Wirksamkeit verwendbar sein

werden.

Der Mechanismus der nun von mehreren Gruppen gezeigten TH-2-Verschiebung
bleibt unbekannt. In Frage kommen Verdanderungen auf zelluldrer Ebene
(Verschiebung des Zytokinprofils einzelner Zellen) oder ganzer Zellpopulationen (z.B.
klonale Expansion antiinflammatorischer TH-2 T-Lymphozyten). Prinzipiell sind APC in
der Lage, die Entwicklung von T-Helfer-Zellen zu beeinflussen [130]. Da GA subkutan
appliziert wird, kénnen die dendritischen Langerhans-Zellen der Haut als lokale APC
eine Rolle spielen. In der Tat ist die Fahigkeit der Langerhans-Zellen bekannt, eine
TH-2-Antwort zu induzieren [131,132]. Wichtige zusatzliche Hinweise auf die
Wirkung von GA auf APC geben Weber und Kollegen [133]. Sie untersuchten die
Effekte von GA auf die Aktivierung von Monozyten, professionelle APC, in vitro
(Expression Aktivierungs-assoziierter Oberflachenmarker sowie Sekretion von TNF-a)
und zeigten, dass die Monozyten-Aktivierung durch GA inhibiert wird. In einer ex vivo
Untersuchung wurden Monozyten aus GA-behandelten MS-Patienten in Vergleich zu

solchen aus unbehandelten MS-Patienten oder gesunden Kontrollpersonen mit
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Lipopolisaccharid (LPS) /n vitro aktiviert. Auch hier zeigte sich eine Inhibierung der

Monozyten-Aktivierung durch die GA-Behandlung [133].

Etwa 10 % der GA-reaktiven TZL kreuzreagierten auf MBP durch Zytokinsekretion,
jedoch nicht durch Proliferation. Diese Beobachtung stimmt mit dhnlichen Befunden
im EAE-Modell iberein [84,125]. Aharoni und Kollegen isolierten GA-reaktive TZL aus
Mausen, die mit GA immunisiert worden waren. Diese T-Lymphozyten wiesen ein
klares TH-2-Zytokinprofil auf und sezernierten nach Stimulation mit GA die anti-
entziindlichen Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10, jedoch nicht die pro-entziindlichen
Zytokine IL-2 und IFN-y. Einige der GA-reaktiven TZL der Mduse wiesen die
Kreuzreaktion mit MBP auf, wieder nur mit Zytokinsekretion, jedoch nicht mit
Proliferation [84].

Aus den insgesamt gewonnenen Erkenntnissen resultiert ein hypothetisches
Szenario, wie GA bei MS und EAE wirken koénnte (Abbildung 19): Die tagliche
subkutane Applikation von GA induziert — wahrscheinlich tber den Einfluss von GA
auf die APC — GA-reaktive anti-inflammatorische T-Lymphozyten vom TH-2-Typ.
Diese werden durch die chronische Stimulation durch GA aktiviert und dadurch in die
Lage versetzt, die Bluthirnschranke zu durchqueren [22]. Innerhalb des ZNS werden
die GA-reaktiven T-Lymphozyten mit Produkten des physiologischen Myelin-Umsatzes
konfrontiert, die auf lokalen APC prasentiert werden. Ein Teil der GA-reaktiven T-
Lymphozyten reagiert auf MBP (und mdglicherweise andere Myelin-Antigene wie
MOG) durch Sekretion von TH-2-Zytokinen, was zu einem lokalen anti-entzlindlichen
Milieu (,,Bystander-Suppressionseffekt™) flhrt [82,84,134].
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Abbildung 19. Hypothetischer Wirkmechanismus von Glatiramerazetat. Siehe Text.

Die Kernergebnisse der Untersuchungen mit Glatiramerazetat sind:

GA induziert eine Zytokinverschiebung von einem pro-entziindlichen Milieu
(TH-1) in ein anti-entziindliches Milieu (TH-2).
Etwa 10 % der GA-reaktiven T-Lymphozyten kreuzreagieren mit Myelin-

Antigenen durch Zytokinsekretion, jedoch nicht durch Proliferation.

Mehrere Fragen bleiben bezliglich des Wirkmechanismus von GA offen:

Sind anti-entzlindliche GA-reaktive T-Lymphozyten auch wirklich in GA-
behandelten MS-Patienten nachweisbar?

Korrelieren die immunologischen Befunde mit klinischen und MRT-Befunden?
Gibt es Biomarker flr eine ,,Response" auf GA?

Weisen GA-reaktive T-Lymphozyten wirklich neuroprotektive Effekte auf?
Welches sind die molekularen Mechanismen? Wie kann ein heterogenes

Peptidgemisch wie GA definierte, Antigen-spezifische Effekte ausiiben?

Bezliglich einiger dieser Fragen gibt es bereits erste Antworten, die jedoch zunachst

Gegenstand kontroverser Diskussion sind [134]. GA-reaktive T-Lymphozyten

sezernieren zwar in der Tat den neurotrophen Faktor BDNF [89-91], doch ist diese

BDNF-Sekretion nicht GA-spezifisch. Die Frage der Neuroprotektion durch GA lasst
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sich nur durch prospektive Studien mit etablierten Markern flir Neurodegeneration

(z.B. Hirnatrophie) sicher beantworten.

4.2, Mitoxantron

Mitoxantron inhibierte dosisabhangig sowohl die Antigen-unspezifische Proliferation
aktivierter PBL als auch die Antigen-spezifische Proliferation. Die Quelle der PBL
spielte keine Rolle, d.h. es bestanden keine Unterschiede zwischen unbehandelten
MS-Patienten, IFN-B-behandelten MS-Patienten oder gesunden Kontrollpersonen.
Diese Ergebnisse Uberraschen insofern, als IFN-B antiproliferative Effekte auf
mehrere Zelltypen aufweist, weshalb ein additiver Effekt mit der antiproliferativen
Wirkung von Mitoxantron zu erwarten ware. Zwei Uberlegungen resultieren aus
diesen Befunden:

1. Synergistische Effekte einer mdglichen Kombinationstherapie aus Mitoxantron
und IFN-B auf das Proliferationsverhalten enzephalitogener T- und B-
Lymphozyten werden durch die vorliegenden Daten nicht gestlitzt.

2. Antiproliferative Effekte von Mitoxantron sind nicht spezifisch fiir die Krankheit
MS. Positive klinische Effekte auch in anderen neoplastischen und

entzindlichen Erkrankungen kénnen hierdurch erklart werden.

Die Signifikanzanalyse zeigte, dass Mitoxantron auf das Proliferationsverhalten
verschiedener Leukozytenpopulationen unterschiedliche inhibitorische Effekte
aufweist. Der proliferationshemmende Effekt von Mitoxantron auf Mitogen-, also
Antigen-unspezifisch aktivierte T- und B-Lymphozyten war gegeniiber dem auf
Antigen-spezifisch aktivierte T-Lymphozyten signifikant geringer (Abbildung 13).
Dieser Befund kdnnte die Tatsache mit erklaren, dass Mitoxantron in klinischen
Studien zwar einen signifikanten Effekt auf die Schubrate und Krankheitsprogression
bei MS aufweist, jedoch keine generelle Immunsuppression mit entsprechenden

Nebenwirkungen zeigt [48].

Die Antigen-spezifische TZL-Proliferation wurde bereits bei Mitoxantron-
Konzentrationen signifikant inhibiert, die 10-fach niedriger waren als die

Konzentrationen mit signifikanter Inhibition Antigen-unspezifischer T- und B-
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Lymphozyten-Proliferation (Abbildung 14A). Funktionelle Untersuchungen zeigten,
dass dieser Effekt auf der hemmenden Wirkung von Mitoxantron auf die APC beruht
(Abbildung 14B). Insgesamt kann zusammengefasst werden, dass die
antiproliferative Mitoxantron-Suszeptibilitdt von zwei Faktoren abhangt, namlich

1. dem Typ der Zielzelle;

2. der Starke des Stimulus.

Phanotypische Untersuchungen erbrachten nur marginale Einfllisse von Mitoxantron
in Dosen, die bereits sehr effektiv waren, die Proliferation zu inhibieren. In T- und B-
Lymphozyten verbleiben sowohl die Oberflachenexpression von Aktivierungsmarkern
als auch die intrazelluldre Expression von Zytokinen praktisch unverandert (Tabelle
6). Diese Befunde sind zundchst schwierig zu erkldren, zumal einer der starksten
Effekte von Mitoxantron bei MS die Unterbrechung neuer MRT-Aktivitdt darstellt
[135,136], welche mit der Verminderung von T-Zell-Migration und -Aktivierung
einhergeht [137]. Spekuliert wird, dass andere Aktivierungsmarker als die getesteten
mit den MRT-Effekten von Mitoxantron zusammen hangen. Auch spielt der Zeitpunkt
der /n vitro Gabe von Mitoxantron eine Rolle: bei den flinftagigen Kurzkulturen wurde
Mitoxantron erst an Tag 4 hinzugefigt, da eine langere Inkubationsdauer bereits in
niedrigen Dosen zu hohen Zelltodraten fiihrte. Durch diese relativ spate Zugabe von
Mitoxantron zu bereits seit vier Tagen PHA-aktivierten PBL kénnen mdglicherweise
nur noch eingeschrankte phanotypische Effekte erfolgen. Andererseits werden auch
in 24-stiindigen Kurzkulturen mit Prdasenz von Mitoxantron flr die gesamte

Inkubationsdauer keine wesentlichen phanotypischen Effekte erreicht.

In T- und B-Lymphozyten scheinen die Mitoxantron-induzierten Zelltodmechanismen
auf Apoptose bei niedrigeren Konzentrationen und auf Nekrose bei hdheren
Konzentrationen zu beruhen. Chan und Kollegen verglichen in einer ex vivo Studie
die Mitoxantron-Wirkung auf den Zelltod von Lymphozytensubgruppen und
beobachteten eine vorherrschende Suszeptibilitdt CD19-positiver B-Lymphozyten
[102]. In Monozyten fand sich hier nekrotischer Zelltod bereits bei niedrigeren
Konzentrationen (Abbildung 15). Zusatzlich weist die Anwesenheit apoptotischer
Monozyten allein unter Zellkulturbedingungen, d.h. bereits ohne Mitoxantron, auf die

besondere Fragilitat dieses Zelltyps hin.
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Frihere pharmakokinetische Studien in der Onkologie erbrachten maximale
Serumkonzentrationen von Mitoxantron zwischen 308 und 839 ng/ml und biologische
Halbwertzeiten zwischen 38.4 und 71.5 Stunden bei intravenésen Dosen von 12-15
mg/m? Korperoberflache [138-140]. Umgerechnet liegen innerhalb der ersten 3.9 bis
5.4 Halbwertzeiten oder 8.6 bis 11.8 Tage nach der Infusion die maximalen
Mitoxantron-Serumkonzentrationen héher als 20 ng/ml, wahrend im Anschluss, also
ungefahr 80 Tage bei dreimonatiger Applikation, die Serumkonzentrationen unterhalb
20 ng/ml liegen. Es bleibt unklar, ob der hauptsachliche Einfluss von Mitoxantron bei
MS auf kurzzeitigen immunsuppressiven Effekten durch Inhibition der Proliferation
von Immunzellen beruht [97,98]. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung
weisen auf zusatzliche immunologische Effekte bei niedrigeren Mitoxantron-
Konzentrationen hin, also auch im spateren Verlauf nach der Applikation. Passend
hierzu ist die Beobachtung, dass klinische Effekte noch bis zu einem Jahr nach

Beendigung einer Mitoxantron-Therapie festzustellen waren [141].

Als Schlussfolgerung der Untersuchungen mit Mitoxantron kann festgehalten werden,
dass Mitoxantron eine zytotoxische Substanz ist, die verschiedene Zelltypen mit
verschiedenen Suszeptibilitdten und Fragilitdten trifft. In den Proliferationsassays
(Abbildung 13, 14) konnte die dosisabhangige Verminderung der Proliferation
schlicht darauf beruhen, dass weniger Zellen [Methyl-*H]-Thymidin in ihre DNA
einbauen, weil sie dem Zelltod unterliegen. Phanotypische Untersuchungen (Tabelle
6) zeigten lediglich marginale Effekte, was neben der kurzen Inkubation mit
Mitoxantron auch darauf beruhen koénnte, dass in der Durchflusszytometrie tote
Zellen nicht analysiert werden. Zusammengefasst kdnnen die vorliegenden Befunde
davon abhdngen, ob die Zielzellen von Mitoxantron sterben oder nicht, was auf einen
Wirkmechanismus von Mitoxantron hinweist, der auf Zytotoxizitdt mit selektiven
Zielzell-Suszeptibilitaten beruht und nicht auf spezifisch immunmodulatorischen

Eigenschaften. Abbildung 20 zeigt die hypothetischen Wirkorte von Mitoxantron.
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Die Kernergebnisse der Untersuchungen mit Mitoxantron sind:

e Mitoxantron inhibiert die Proliferation von Immunzellen abhangig von der
Mitoxantron-Dosis.

e Mitoxantron inhibiert die Proliferation von Immunzellen abhangig von der Art
der Zielzelle. Die Suszeptibilitdt von Antigen prasentierenden Zellen gegentiber
der Wirkung von Mitoxantron ist am gréBten.

e Mitoxantron weist /n vitro nur marginale phanotypische Effekte in Immunzellen
auf.

e Mitoxantron induziert Apoptose in niedrigeren und Nekrose in hdheren

Konzentrationen.

Folgende Fragen bleiben beziiglich des Wirkmechanismus von Mitoxantron offen:
e Wie erklart sich die erhdhte Suszeptibilitat bestimmter Zellpopulationen
gegenuber Mitoxantron?
e Wie induziert Mitoxantron Apoptose? Welches sind die molekularen
Mechanismen?
e Welcher Zelltodmechanismus ist vorherrschend — Apoptose oder Nekrose?

e Besitzt Mitoxantron doch auch immunmodulatorische Eigenschaften?

4.3, Statine

Vergleichbar mit Mitoxantron inhibierten die Statine die Proliferation von PHA-
aktivierten PBL dosisabhangig (vgl. Abbildung 13 und Abbildung 16). Erneut
spielte die Herkunft der PBL keine Rolle (MS-Patienten mit oder ohne
immunmodulatorische Behandlung oder gesunde Kontrollpersonen). Einen Einfluss
auf den Grad der Proliferationshemmung hatte die Lipo- bzw. Hydrophilitét des
Statins: das lipophile Simvastatin war am potentesten, gefolgt von Lovastatin und
dem hydrophilen Mevastatin, vergleichbar zu friiheren /n vitro Untersuchungen [62].
Hieraus resultiert die wichtige Frage, welches Statin flir einen eventuellen Einsatz bei
MS optimal erscheint und welche Dosis erforderlich ist [62,119]. Der fir die MS
optimale Statin-Kandidat bleibt zunachst anhand des EAE-Modells zu definieren und

anschlieBend in kontrollierten Studien bei MS zu Uberpriifen.
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Viele in vitro Studien weisen den systematischen Fehler auf, dass Effekte bei hohen
Wirkstoffkonzentrationen beobachtet werden, die fiir einen Einsatz am Menschen /in
vivo nicht erreicht werden kénnen oder jenseits der Toxizitdtsgrenze liegen. Fir die
zur Behandlung der Hypercholesterinamie zugelassenen Statine ist eine maximale
Tagesdosis von 40-80 mg erlaubt, in der Regel werden 10-20 mg taglich verabreicht.
In einer Plazebo-kontrollierten Studie bei 67 Patienten mit Hypercholesterinamie
ohne entziindliche Zusatzerkrankung, die fir sechs Monate entweder 20 mg
Lovastatin oder Plazebo erhielten, wurden eine Reihe immunologischer Marker
untersucht (Absolutzahlen von Lymphozytensubgruppen und Natirlichen Killerzellen
(NK-Zellen), T-Zell-Proliferation, zytotoxische NK-Zell-Aktivitdt, IL-2-Produktion):
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren festzustellen
[142]. Auf der anderen Seite wurden in EAE-Modellen klare klinische und
pathologische Effekte in Dosen von 1 mg/kg Koérpergewicht gesehen, was beim

Menschen einer Tagesdosis von 80 mg entspricht [58].

Interessanterweise wurden B-Lymphozyten (im Gegensatz zu Mitoxantron, vgl.
Abbildung 13 und Abbildung 16) durch Statindosen, die einen klaren anti-
proliferativen Effekt auf T-Lymphozyten zeigten, nicht in ihrer proliferativen Aktivitat
beeinflusst. Die Ursachen einer erhdhten Suszeptibilitdt von T-Lymphozyten
gegenuber Statinen als B-Lymphozyten bleiben zu klaren. Bei Mitoxantron kénnen die
anti-proliferativen Eigenschaften auf dessen zytotoxische Effekte zurlickzufiihren sein
(vgl. 4.2.). Statine fiihrten dagegen bei Konzentrationen bis 10 pM (also mit
maximaler Hemmung der T-Lymphozyten-Proliferation) nicht zu apoptotischem oder
nekrotischem Zelltod (Tabelle 7, nicht gezeigte Daten). Auch weist das
Nebenwirkungsprofil aller zugelassenen Statine auch in Héchstdosen (bis 80 mg pro
Tag) keine immunologischen Veranderungen mit Krankheitswert auf, wie z.B. eine
erhohte Infektionsrate [143].

Die Proliferationsuntersuchungen und phanotypischen Befunde weisen auf eine
Verhinderung der T-Lymphozyten-Aktivierung hin (Abbildung 18). Wie erwahnt,
bleiben B-Lymphozyten unbeeinflusst, auch werden die phanotypischen

Charakteristika nicht aktivierter T-Lymphozyten nicht verandert. Noch zu klaren
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bleibt, ob es sich um eine (wahrscheinlichere) Verhinderung der Aktivierung oder
alternativ um eine “Deaktivierung” handelt, also um eine Rickbildung bereits

eingeleiteter molekularer Prozesse.

Das gegenwartige Konzept der molekularen Wirkung der Statine beruht auf drei
Standbeinen, davon sind die ersten beiden Mevalonat-abhdngig und das dritte
Mevalonat-unabhangig [106-108,144].

1. Inhibierung der Isoprenylierung;

2. Desintegrierung von cholesterinhaltigen Lipid-Mikrodomanen;

3. Direkte Blockade von Leukozyten-Funktionsantigen (LFA)-1.

Die Mevalonat-Abhdngigkeit bezieht sich auf die eigentliche Wirkung der Statine, die
Hemmung des Enzyms HMG-CoA-Reduktase, des Schliisselenzyms des
Cholesterinbiosyntheseweges (Abbildung 21). Da Mevalonat das Produkt der HMG-
CoA-Reduktase ist, konnen die meisten Effekte der Statine durch Mevalonat

aufgehoben werden, d.h. diese Effekte sind Mevalonat-abhangig.
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Abbildung 21. Hypothetischer Wirkmechanismus der Statine. Siehe Text. P = Phosphatrest; C = Zahl

der Kohlenstoffatome.

Durch die Inhibierung von Mevalonat hemmen Statine auch weitere
Zwischenprodukte des Cholesterinbiosyntheseweges, die bei der posttranslationalen
Modifizierung (,Isoprenylierung") einer Vielzahl von Proteinen eine wichtige Rolle
spielen [106]. Farnesylpyrophosphat und sein Derivat Geranylgeranylpyrophosphat
bilden Lipidanlagerungen fiir so genannte kleine Guanosintriphosphat (GTP)-
bindende Proteine wie Ras, Rac und Rho. Erst durch die Lipidanlagerung kénnen
diese Molekile vom Zytoplasma aus in die Plasma- und Zellmembranen eingebaut
werden und spezifische Aufgaben in den zelluldren Bereichen Struktur, Motilitat,
Sekretion, Differenzierung und Proliferation austiben. Diese Vorgdange kdnnen durch
Statine inhibiert werden (Abbildung 21). Hierdurch lasst sich die beobachtete
Inhibition der T-Lymphozyten-Aktivierung gut erklaren. Auch passt zu diesem
Konzept die Beobachtung, dass der Isoprenylierungs-Inhibitor FTI-277 einen partiell
inhibierenden Effekt auf die T-Lymphozyten Proliferation zeigte (Abbildung 17), ein
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Hinweis, dass die Farnesylierung von Proteinen (z.B. Ras) zur T-Lymphozyten-
Proliferation beitréagt. Der Isoprenylierungs-Inhibitor GGTI-298, der auf die
Geranylgeranylierung von z.B. Rho einwirkt, war im vorliegenden humanen T-
Lymphozyten-Aktivierungs-Modell nicht effektiv. In der EAE haben Greenwood und
Kollegen dagegen einen inhibierenden Effekt von Lovastatin auf die Lymphozyten-

Migration Uber die Hemmung der Rho-Isoprenylierung gezeigt [60].

Der zweite, allerdings kontrovers diskutierte, Mevalonat-abhangige Effekt von
Statinen ist die Desintegrierung von cholesterinhaltigen Lipid-Mikrodomanen, den so
genannten lipid rafts" [144,145] (Abbildung 21). Diese Mikrodomanen sind Areale
der zelluldaren Plasmamembran mit einer lokalen Anreicherung von Cholesterin und
Glycosphingolipiden [146,147]. Die immunologische Besonderheit der ,lipid rafts"
liegt in der hohen lokalen Konzentration zellularer Signalmolekiile und immunologisch
wichtiger Molekiile wie MHC Klasse II, die praktisch durch deren gegenseitige Nahe
interagieren kdnnen [148,149]. Statine sind in der Lage, die Lipid-Mikrodomanen zu
desintegrieren und somit die nahe beieinander liegenden Signal- und
Immunmolekiile ,auseinanderzusprengen®, was einen inhibierenden Effekt auf
zelluldre Funktionen hat [144,145]. Der Nachweis von Statin-Effekten auf die ,lipid

rafts" in der EAE steht allerdings noch aus.

Weitz-Schmidt und Kollegen haben einen dritten, Mevalonat-unabhangigen Effekt
von Statinen beschrieben, namlich die direkte Blockade des Adhadsionsmolekiils LFA-1
(Abbildung 21) [108,114]. Auch dieser Effekt muss in der EAE noch Uberprift

werden.

Eigene Untersuchungen geben erste Hinweise auf einen mdglichen vierten, erneut
Mevalonat-abhangigen Wirkmechanismus der Statine. Dolichol ist ein weiteres
Nebenprodukt des Cholesterinbiosyntheseweges und ist als Kohlenhydratquelle
essentiell bei der so genannten N-Glykosylierung intrazelluldrer Proteine [150]. Durch
die Inhibierung von Dolichol akkumulieren Vorformen der Proteine im
endoplasmatischen Retikulum und kdnnen ihre Wirkung nicht entfalten [150,151].
Erste Ergebnisse zeigten, dass Statine die N-Glykosylierung des Molekiils CD147

inhibieren und zu der Expression niedrig glykosylierter Formen fiihren (nicht
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publizierte Daten). CD147 hat die Eigenschaft, die Aktivitdt der Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 abhdngig von seinem Glykosylierungsstatus zu
beeinflussen: in niedrig glykosylierter Form wird die Aktivitat von MMP-2 und -9
gehemmt, wahrend sie in hoch glykosylierter Form geférdert wird [152]. Statine
hemmen die Aktivitdt von MMP-2 und -9 und damit auch die T-Lymphozyten-
Aktivierung (nicht publizierte Daten).

Insgesamt liegen Daten Uber mehrere (,pleiotrope") Wirkmechanismen der Statine
vor, die die Aktivierung von bei EAE und MS enzephalitogenen T-Lymphozyten
hemmen. Hieraus resultieren gute Griinde fiir die Notwendigkeit kontrollierter
klinischer Studien mit Statinen bei MS.

Die Kernergebnisse der Untersuchungen mit den Statinen sind:

e Statine inhibieren die Proliferation und Aktivierung von T-Lymphozyten in
Abhangigkeit von der Dosis und der Art des Statins.

e Statine halten T-Lymphozyten in einem nicht aktivierten Zustand.

e Die Proliferation von B-Lymphozyten wird durch Statine nicht beeinflusst.

e Statine wirken auf mehrere Arten, vornehmlich Uber Intermediate des

Cholesterinbiosynthesestoffwechsels.

Folgende Fragen bleiben bezliglich des Wirkmechanismus der Statine offen:
e Welches Statin ist das ,,optimale™ zur mdglichen Behandlung der MS?
e Welche Dosis ist erforderlich?
e Haben Statine aufgrund ihrer pleiotropen Effekte auch unerwiinschte

Wirkungen in der Pathogenese der MS?

4.4. Schlussfolgerungen und Aussichten

Im Bereich der Immuntherapien der MS hat es in den letzten Monaten und Jahren
vor allem zwei Entwicklungen gegeben. Zum einen liegen bei den seitens der MSTKG
empfohlenen und gegenwartig eingesetzten  immunmodulierenden  und

immunsuppressiven Therapien zunehmend Erkenntnisse Uiber Langzeitwirkungen und
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-nebenwirkungen vor. Zum anderen stehen mdglicherweise (abhangig von den
Ergebnissen kontrollierter Studien) weitere Alternativen zur Verfliigung. Insgesamt
sind die Aussichten auf eine deutliche Erweiterung des therapeutischen Spektrums

bei MS sehr glinstig.

Der Kenntnisstand Uber die Wirkmechanismen der aktuell zugelassenen, aber auch
der kiinftigen Kandidaten, steigt ebenfalls schnell. In naher Zukunft wird das Thema
.Differenzialtherapie®™ auch bei der MS zunehmende Bedeutung haben. Da die MS in
klinischer und pathologischer Hinsicht mehrere voneinander unterschiedliche
Subentitaten umfasst [17], wird die Auswahl der Behandlungsstrategie fir jeden
einzelnen MS-Patienten durch das Wissen Uiber den jeweiligen Pathomechanismus
sowie die Kenntnisse Uber die entsprechend optimale Therapie oder
Therapiekombination beeinflusst werden. Das klare Ziel ist eine ,maBgeschneiderte®

Immuntherapie jedes individuellen Patienten mit MS.

Immuntherapie alleine wird mittelfristig nicht ausreichen. Mit den gegenwartig zur
Verfligung stehenden drei pharmakologischen Standbeinen der MS-Behandlung
(Schubbehandlung durch Glukokortikosteroide, symptomatische Therapie und
immunmodulatorische bzw. immunsuppressive Langzeittherapie) ist zwar in den
letzten Jahren eine deutliche Verbesserung der therapeutischen Mdglichkeiten gegen
die MS erreicht worden; eine alle MS-Patienten zufrieden stellende Therapieauswahl
liegt jedoch weiterhin nicht vor. Prinzipiell ist das therapeutische Konzept gegen MS
kiinftig Gber immunologisch wirksame Medikamente hinaus deutlich zu erweitern.
Ziel ist eine Beeinflussung auch der Demyelinisierung und des axonalen Schadens
[12,153].

Da nicht nur die MS in ihrer Pathogenese zum Teil eine neurodegenerative
Erkrankung darstellt [8], sondern auch viele andere wichtige Erkrankungen wie
Morbus Parkinson oder Morbus Alzheimer, ist die Suche nach neuroprotektiven oder
gar neuroregenerativen Therapieansatzen eine sehr groBe Herausforderung fir viele
Forschungsdisziplinen [154,155]. Leider sind viel versprechende Ansdtze in naher

Zukunft nicht zu erwarten.
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Gegenwartig kann aus den Kenntnissen der Wirkmechanismen der zur Verfligung
stehenden Therapeutika gegen MS eine Strategie gewonnen werden, geeignete
Kombinationen einzusetzen. Beispielsweise weisen die vorliegenden Befunde auf
synergistische Effekte von IFN-B und Statinen hin [62]. Im EAE-Modell wurden auch
hohe synergistische Effekte zwischen GA und Statinen beobachtet [156], weshalb

kontrollierte Studien in diesen Bereichen sicher sinnvoll sind.

Wie oben genannt, wird durch die vorliegenden Daten eine mogliche Kombination
aus IFN-p und Mitoxantron nicht gestltzt (siehe 4.2.). Auch wird anhand der
vorliegenden Wirkmechanismus-Daten eine Kombination aus GA und Mitoxantron
eher zurlickhaltend beurteilt, da die im Mittelpunkt der Wirkung von GA stehenden
GA-reaktiven T-Lymphozyten wahrscheinlich durch Mitoxantron in ihrer Aktivierung
gehemmt werden. Auf der anderen Seite kdnnten sequenzielle Therapieansatze mit
zunachst Mitoxantron und im Anschluss IFN-B oder GA eine verniinftige Option fir
diejenigen Patienten darstellen, die aufgrund der kumulativen Gesamtdosis nicht

mehr mit Mitoxantron behandelt werden diirfen [49].

Die Kenntnis der Wirkmechanismen aktueller und moglicher kiinftiger
Therapieansatze gegen MS soll schlieBlich erlauben, die ndachste Generation von
Therapeutika zu entwickeln, die bei hoherer Wirksamkeit ein geringeres

Nebenwirkungsprofil aufweisen sollen.



Immunpharmakologie der MS 87

5. Zusammenfassung

Die Therapie der Multiplen Sklerose (MS) beruht auf drei Standbeinen: der
Behandlung des akuten Schubes mit Glukokortikosteroiden, der symptomatischen
Therapie  sowie der immunmodulatorischen  oder  immunsuppressiven
Langzeittherapie. In der letztgenannten Gruppe stehen in Deutschland gegenwartig
drei Substanzklassen zur Verfligung, Interferon-p (drei Praparate), Glatiramerazetat
und Mitoxantron. Eine weitere potenzielle Kandidatengruppe zur Immuntherapie der
MS - von denen der Nachweis klinischer Wirksamkeit in kontrollierten Studien noch
aussteht — bilden die Statine, die so genannten HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, die
immunmodulatorische Wirkungen besitzen. Die Wirkmechanismen dreier Substanzen
gegen MS wurden an menschlichen Immunzellen /7 vitro untersucht, namlich

Glatiramerazetat, Mitoxantron und der Statine.

Glatiramerazetat (GA) induziert GA-reaktive T-Lymphozyten, die in der Lage sind, im
Zentralen Nervensystem durch lokale Zytokinsekretion ein anti-entziindliches Milieu

zu bilden.

Mitoxantron wirkt auf verschiedene Immunzellen suppressiv, indem es
dosisabhangig zwei Arten des Zelltodes verursacht, namlich Apoptose bei niedrigeren
und Nekrose bei hdheren Konzentrationen. Die Empfindlichkeit gegenliber den
Mitoxantron-Wirkungen ist bei Antigen prasentierenden Zellen héher als bei T- oder

B-Lymphozyten.

Statine verhindern die Aktivierung von T-Lymphozyten — ohne ihren Zelltod
auszulésen — auf mehrere molekulare Arten, in erster Linie liber Zwischenstufen des

Cholesterinbiosyntheseweges.

Ziel ist, durch die Kenntnis der Wirkmechanismen der einzelnen Therapeutika bei
paralleler Kenntnis der Pathogenese der MS das Therapiekonzept fiir den einzelnen
Patienten individuell anzupassen und neue Generationen von Substanzen mit

besserer Wirksamkeit zu entwickeln.
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