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 Einleitung 
 

1.1 Multiple Sklerose 

Die Multiple Sklerose (MS), auch Encephalomyelitis Disseminata (ED) genannt, ist eine chronische 

entzündliche demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), die sehr heterogene, 

schubförmige oder progrediente klinische Manifestationen verursacht (Compston and Coles, 2002). 

Sie ist mit einer Prävalenz von 60 bis 100 auf 100 000 Einwohnern in Nordeuropa und Nordamerika 

(Noseworthy et al., 2000) die häufigste und klinisch relevanteste demyelinisierende Erkrankung, die 

im jungen Erwachsenenalter zu bleibender neurologischer Behinderung  führt. Die Forschung hat 

bisher nur einige Teilbereiche der Pathogenese dieser Erkrankung erkannt. Die Zusammenhänge und 

Abfolge bekannter Pathomechanismen sowie einzelne Aspekte in der inflammatorischen Kaskade sind 

weiterhin ungeklärt. Die existierenden Konzepte unterliegen ständiger Erneuerung und Erweiterung. 

1.1.1 Epidemiologie  

Der Erkrankungsgipfel liegt um das 30.Lebensjahr, wobei die MS immer häufiger auch bereits bei 

Kindern und Jugendlichen diagnostiziert wird (Ruggieri et al., 1999). Frauen sind häufiger  als Männer 

betroffen. Weltweit gibt es ca. 2,5 Mio. Menschen, die an MS erkrankt sind, in Deutschland werden 

100 000-120 000 Erkrankte geschätzt (Hein and Hopfenmuller, 2000). Die jährliche Inzidenz liegt bei 

ca. 3,5-5 pro 100 000 Einwohner (Flachenecker et al., 2005). 

1.1.2 Ätiologie 

Umwelt und genetische Faktoren beeinflussen maßgeblich die Erkrankungswahrscheinlichkeit 

(Compston and Coles, 2002). Die hohe Prävalenz der MS bei Kaukasiern im Vergleich zu Afrikanern 

und Asiaten spiegelt die Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund wider (Rosati, 2001).  

Basierend auf verschiedenen genomweiten Kopplungsanalysen und Assoziationstudien ist man heute 

übereinstimmend der Meinung, dass für das Erkrankungsrisiko eine große Anzahl unterschiedlicher 

Gene eine Rolle spielt (polygenetische Vererbung) (Compston, 1999). Versuche, die 

Krankheitsbestimmende Gene zu definieren, blieben bisher weitgehend erfolglos (Oksenberg et al., 

2001).  Neben den genetischen Faktoren belegten epidemiologische Studien den Einfluss von 
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Umweltfaktoren auf die Pathogenese der MS.  Fallhäufungen von MS, wie sie unter anderem auf den 

Färöer Inseln oder auf Island beobachtet wurden, gaben Anlass zu der Vermutung, dass es sich bei den 

Umweltfaktoren um infektiöse übertragbare Agentien, möglicherweise einen von mehreren 

verschiedenen Viren handelt (Kurtzke, 2000).  

1.1.3 Pathophysiologisches Modell 

Die wesentlichen Strukturmerkmale der MS sind fokale, scharf begrenzte Entmarkungsherde, die mit 

Entzündung, astrozytärer Gliose und variabler Axondestruktion assoziiert sind (Hemmer et al., 2003). 

Die Läsionen sind im ZNS zu finden und zeigen eine Prädilektion für die Sehnerven, den Hirnstamm, 

das Rückenmark, das Kleinhirn und periventrikuläre weiße Substanz. Der einer  MS-Läsion zugrunde 

liegenden Pathomechanismus ist  trotz intensiver Untersuchung in den letzten Jahren immer noch 

unvollständig verstanden. 

Das entzündliche Infiltrat der MS-Läsion besteht im wesentlichen aus T-Lymphozyten, wenigen B-

Lymphozyten und Plasmazellen sowie ausgedehnten Makrophagen-Mikroglia Ansammlungen 

(Kieseier et al., 2005). Die Entzündungsreaktion in der MS-Plaque ist mit einer Aufregulation 

verschiedener Zytokine assoziiert (Cannella and Raine, 1995), die ebenfalls im Liquor von MS-

Patienten mit aktiver Erkrankung gefunden werden (Link, 1998). Dazu zählen die Zytokine 

Interleukin-2 (IL-2), Interferon (IFN)-γ und Tumornekrosefaktor (TNF)-α. Daneben werden eine 

Reihe von Adhäsionsmolekülen, Histokompatibilitätsantigenen, Chemokinen, sowie Stressproteinen 

von aktivierten Endothelzellen in Läsionen exprimiert (Hartung et al., 1995). 

T-Zellen (CD4+ T-Helferzellen sowie CD8+ zytotoxische T-Zellen) spielen eine Schlüsselrolle bei der 

gerichteten Immunantwort gegen das ZNS. Initial wird eine Phase durchlaufen, in der die 

inflammatorischen Vorgänge im Vordergrund stehen. Klinisch entspricht dies der Abfolge von 

Schüben und Remissionen in den frühen Phasen der Erkrankung. Im Verlauf folgt eine zweite Phase, 

in dem Demyelinisierung und axonaler Schaden zunehmen, während die inflammatorischen 

Komponenten weniger Bedeutung zu haben scheinen („neurodegeneratives Stadium“). Klinisch 

entspricht dies dem Stadium der sekundär chronischen Progression (Hohlfeld, 1997), (Noseworthy et 
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al., 2000); (Hemmer et al., 2003). Prineas und Barnet (Barnett and Prineas, 2004) postulieren hingegen 

die Möglichkeit, dass die inflammatorischen Reaktionen ein sekundäres Ereignis darstellen. Demnach 

wird der programmierte Zelltod von Olygodendrozyten als initiales Ereignis bei der Entstehung einer 

neuen MS-Läsion angesehen, mit konsekutiver Aktivierung von Mikroglia, infolgedessen es 

möglicherweise zu einer Amplifizierung der Entzündung und zum Untergang von Myelin kommt 

(Trapp, 2004).  

Autoimmune T-Zellen, die bei jedem Individuum vorhanden sind, jedoch normalerweise 

immunologischen Kontrollmechanismen unterliegen, werden im peripheren Immunsystem, 

beispielsweise im Lymphknoten aktiviert. Welche Mechanismen beim MS-Kranken, aber nicht beim 

Gesunden zur pathologischen Aktivierung der T-Zellen führen, ist bislang unklar. Diskutiert wird auch 

„Molekulares Mimikry“. Dieses Modell besagt, dass ein Pathogen mit struktureller Ähnlichkeit zu 

Myelin-Antigenen in der Peripherie in der Lage ist, T-Zellen zu aktivieren, die dann die Blut-Hirn-

Schranke passieren können und körpereigenes Myelin als fremd erkennen (Wucherpfennig and 

Strominger, 1995).  

In einem anderen Modell wird postuliert, dass die Immunantwort sehr schnell und effektiv durch 

Superantigene induziert werden kann (Schiffenbauer et al., 1998). Diese stark immunogenen, durch 

Bakterien oder Viren produzierten Proteine werden nicht durch Antigen-präsentierende Zellen 

prozessiert, sondern sind in der Lage, direkt an den MHC (Haupthistokompatibilitätskomplex (von 

engl: Major Histocompatibility Complex)–Klasse-II-CD4+ Zell-Komplex zu binden. Andere 

Denkmodelle fokussieren auf ein relatives funktionelles Defizit in der Ausprägung so genannter 

regulatorischer T-Zellen sowie bei der T-Zell-Tolerisierung (Compston and Coles, 2002).  

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass in den MS-Läsionen vorwiegend CD8+ T-Zellen zu finden 

sind,  während in den Meningen und den gefäßnahen Regionen CD4+ T-Zellen dominieren (Babbe et 

al., 2000). Aktivierte CD4+ Zellen, die Myelin-Antigene erkennen, können gehäuft im blut von 

Patienten nachgewiesen werden. In vitro – Untersuchungen zeigten, dass CD8+ Zellen 

Olygodendrozyten direkt zytotoxisch schädigen können (Jurewicz et al., 1998) und  dies neben der 
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klassischen TH1-mediierten Entzündung eine zweite Möglichkeit darstellt, Olygodendrozyten-

schädigung und Entmarkung zu induzieren. 

 Die humorale Immunantwort durch B-Zellen in der MS zeigt sich in der erhöhten intrathekalen IgG-

Antikörper-Produktion und dem Nachweis Oligoklonaler Banden im Liquor, was für diagnostische 

Zwecke genutzt wird (Ritchie et al., 2004), (Monson et al., 2005). Bis heute ist allerdings die 

Antigenspezifität der oligoklonalen Banden unbekannt.  Die Pathogenese der Multiplen Sklerose ist in 

Abbildung 1.  schematisch dargestellt.  

Zusammenfassend sind  die T-Zellen  für die Initiation der Inflammation in der Immunpathogenese 

der MS verantwortlich. Die T-Zell-Aktivierung ermöglicht die Migration über die Blut-Hirn Schranke, 

ein Vorgang der durch eine komplexe Kaskade von Adhäsionsmolekülen, chemotaktischen Signalen 

und Migrationspromotoren gesteuert wird. Im ZNS findet eine lokale Reaktivierung von CD4+ als 

auch von zytotoxischen CD8+ T-Zellen statt (Babbe et al., 2000). Es kommt zur Freisetzung 

proinflammatorischer TH1-Zytokine und  zur Zerstörung der Myelinscheide durch verschiedene 

Typen von Entzündungszellen.  

Histopathologische Untersuchungen erbrachten Hinweise auf vier verschiedene Typen von 

Demyelinisierung bei Patienten mit MS. Die Muster der Demyelinisierung waren heterogen zwischen 

Patienten, aber verschiedene Läsionen desgleichen Patienten wiesen dasselbe Muster der 

Demyelinisierung auf (Lucchinetti et al., 2000). In den Typen I und II zeigte sich eine ausgeprägte 

entzündliche Komponente mit Infiltration der Läsionen mit T-Zellen und Monozyten-/Makrophagen.  

Im Typ II fand sich zusätzlich zu der T-Zell- und Monozyten-/Makrophageninfiltration der Nachweis 

von Komplementfaktoren und Immunglobulinen. In den Typen III und IV zeigten sich als typische 

Merkmale Störungen der Oligodendrozyten. Im Typ III wurden Zeichen der Oligodendrozyte-

napoptose gefunden sowie ein bevorzugter Verlust des myelinassozierten Glykoproteins (MAG). Der 

Typ IV zeichnete sich durch einen Untergang der Oligodendrozyten insbesondere in der periläsionalen 

weißen Substanz aus (Lassmann et al., 2003). Aufgrund dieser Heterogenität im histopathologischen 

Bild wurde postuliert, dass den einzelnen Typen verschiedene pathogenetische Mechanismen in der 

Läsionsentstehung zugrunde liegen. So wird angenommen, dass es sich bei den Typen I und II um eine 
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primär (autoimmun) entzündlich vermittelte Demyelinisierung handelt. Für die Typen III und IV wird 

eine primäre Schädigung der Oligodendrozyten vermutet. Die entzündliche Infiltration wird hier als 

Sekundärphänomen betrachtet. Das Konzept von Barnett und Prineas (Barnett and Prineas, 2004), dass 

die Oligodendrozytenschädigung ein  initiales Ereignis bei der Läsionsbildung darstellt, unterscheidet 

sich zunächst nicht von den pathogenetischen Mechanismen, die der Entstehung von Typ-III-Läsionen 

zugrunde gelegt werden. 

 In dem autoagressiven, inflammatorischen Stadium kommt es bereits früh zur Axonschädigung und 

zum Axonverlust (Trapp et al., 1999); (Kuhlmann et al., 2002). Die Mechanismen, die zur axonalen 

Schädigung bei der MS führen, sind im Detail noch unbekannt. Einige Untersuchungen zeigen eine 

Assoziation der Axonschädigung mit der Anzahl von Makrophagen und CD8+ T-Lymphozyten in den 

Läsionen (Bitsch et al., 2000). Experimentelle Untersuchungen legen eine Rolle von CD8+ T-

Lymphozyten bei der axonalen Schädigung nahe (Rivera-Quinones et al., 1998; Medana et al., 2001). 

In der oben genannten neuropathologischen Untersuchung zeigte sich auch eine gewisse Dissoziation 

zwischen aktiver Entmarkung und Axonschädigung. Die daraus resultierende Hypothese ist, dass die 

Destruktion von Myelin und Axonen durch unterschiedliche Mediatoren vermittelt wird. 

Die vorgestellten Konzepte deuten darauf hin, dass sowohl eine autoimmun entzündlich vermittelte 

Demyelinisierung als auch eine primäre Oligodendrozytenschädigung die Entstehung einer MS-Läsion 

auslösen können. Somit ist das Konzept der Läsionsauslösung ohne Entzündung zwar neu aufgegriffen, 

sollte aber nur als Bestätigung der seit einigen Jahren postulierten Heterogenität der Läsionsentstehung 

aufgefasst werden.  Offen bleibt weiterhin, wie es zu dem einen bzw. anderen Ereignis kommt, denn 

weder der Auslöser einer Oligodendrozytenapoptose, noch die initiale Aktivierung der 

Entzündungsreaktion sind bekannt. Bislang ist auch noch ungeklärt, ob die eine Form in die andere 

übergehen kann; die Daten sprechen aber dafür, dass es tatsächlich unterschiedliche 

pathophysiologische Entstehungsmechanismen von MS-Läsionen gibt (Trebst et al., 2006). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der MS-Pathogenese (Wiendl et al., 2004). Im systemischen 

Immunkompartiment erkennen autoreaktive T-Zellen (T) über ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) ein 

spezifisches (Auto-)Antigen (Ag), das über das Haupthistokompatibilitätsmolekül (MHC) und die 

gleichzeitige Präsentation kostimulatorischer Signale (CD28-B7, CD40-CD40L) auf der 

Zelloberfläche von antigenpräsentierenden Zellen (APC), wie beispielsweise Monozyten oder 

Makrophagen, präsentiert wird (dargestellt in A). Aktivierte T-Lymphozyten können die Blut-Hirn-

Schranke (BHS) überqueren, um in das zentrale Nervensystem (ZNS) zu gelangen (dargestellt in C). 

Im ZNS erfolgt eine Reaktivierung und Expansion von T-Zellen, die bei Mikroglia 

Zellen/Makrophagen (MF) eine vermehrte phagozytotische Aktivität, Produktion von Zytokinen, wie 

beispielsweise dem Tumornekrosefaktor (TNF)-α, Lymphotoxin (LT), und der Freisetzung toxischer 

Mediatoren, wie Stickoxid (NO), induzieren und somit die Demyelinisierung und axonale Schädigung 

vorantreiben. Autoantikörper (Abs), die die BHS überqueren oder im ZNS lokal von B-Lymphozyten 

oder Mastzellen (B*) produziert werden, tragen zu diesem Prozess bei. Die Bindung von Abs an 

Autoantigene aktiviert die Komplementkaskade, die zur Bildung des terminalen lytischen Komplexes 



  

7
 

(C5b-9) und der nachfolgenden Lyse der Zielstruktur führt (dargestellt in B und D). Die 

Aufregulierung von Na+- und Ca2+-Kanälen auf der Axonoberfläche, die Fehlfunktion von 

Mitochondrien und der Verlust trophischer Signale tragen zur axonalen Disintegration und 

Degeneration bei (dargestellt in E). Die entzündliche Reaktion wird durch antiinflammatorische 

Zytokine, wie beispielsweise Interleukin (IL)-10 oder dem transformierenden Wachstumsfaktor 

(TGF)-β, reguliert. Darüber hinaus induziert IL-2 einen programmierten Zelltod (Apoptose) bei 

enzephalitogenen T-Lymphozyten (dargestellt in F)  

 

1.1.4 Matrix-Metalloproteinasen 

Die gegen bestimmte Antigene des ZNS gerichteten T-Zellen nehmen nur einen sehr kleinen Teil des 

zirkulierenden Lymphozytenpools ein. Sie müssen nach ihrer Aktivierung in der Peripherie erst die 

BHS überwinden, um den Entzündungsprozess in Gang setzen zu können. Das morphologische 

Korrelat der BHS stellen das Kapillarendothel und perivaskuläre Strukturen wie die Membrana 

limitans gliae perivascularis dar (Engelhardt, 2003). Die Endothelzellen werden durch so genannte 

„Tight Junctions“ fest miteinander verbunden und sind für die Permeabilitätseigenschaften der BHS 

entscheidend. Die Membrana limitans gliae perivascularis wird von den Astrozytenfortsätzen gebildet. 

Zusammengenommen bewirken Tight Junctions und mehrschichtige dichte Interzellularkontakte 

zwischen den Endothelzellen, dass der Durchtritt mononukläerer Zellen, aber auch von Medikamenten 

und anderen Substanzen, in das Hirnparenchym erschwert ist.  

Heute ist bekannt, dass die Auswanderung immunkompetenter Zellen aus den Blutgefäßen über die 

BHS in das Gehirnparenchym hinein ein komplexer Vorgang ist. Bei der Multiplen Sklerose kommt es 

als Reaktion auf den entzündlichen Stimulus zu einer Hochregulierung von Chemokine (Taub et al., 

1995) und später Adhäsionsmolekülen. Die beiden Sunstanzen spielen eine besondere Rolle bei der 

Migration der immunkompetenten Zellen (Hartung et al., 1995) (siehe Abbildung 1 (C)). Außerdem 

um die Basallmembrane der Blut-Hirn Schranke zu durchdringen, bedienen sich die aktivierten T-

Zellen einer besonderen Klasse von Proteasen, der so genannten Matrix-Metalloproteinasen (Lindberg 

et al., 2001).  
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Die Familie Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) umfasst eine Gruppe strukturell verwandter 

zinkhaltiger Endoproteasen. Zu ihr zählen die Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysin, 

sowie die membranständige MMP (MT-MMP, für „membrane-type  MMP“). Derzeit sind mehr als 23 

unterschiedliche Metalloproteinasen bekannt.  Zur Wahrung der Übersichtlichkeit wurde eine 

Nomenklatur geschaffen, bei der, neben dem ursprünglichen Eigennamen, jeder einzelnen MMP eine 

entsprechende Nummer zugeordnet wurde (Tabelle 1). Strukturell gemeinsam ist all diesen eine 

Hämopexin-ähnliche Domäne, so wie der zur Aktivierung relevante „Cystein-Schalter“ (Kieseier et al., 

1999a; Hartung and Kieseier, 2000; Yong, 2005; Bar-Or et al., 2003). (Abb 2).   

 
Tabelle 1: Übersicht über die bekannten Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) 
 
Gruppe Enzym MMP Nr. 

Kollagenasen Interstitielle Kollagenase 
Neutrophile Kollagenase 
Kollagenase-3 
Kollagenase-4 

MMP-1 
MMP-8 
MMP-13 
MMP-18 

Gelatinasen Gelatinase A 
Gelatinase B 

MMP-2 
MMP-9 

Stromelysine Stromelysin-1 
Stromelysin-2 
Stromelysin-3 

MMP-3 
MMP-10 
MMP-11 

Matrilysin Matrilysin-1 
Matrilysin-2 

MMP-7 
MMP-26 

MT-MMP MT-1-MMP 
MT-2-MMP 
MT-3-MMP 
MT-4-MMP 
MT-5-MMP 
MT-6-MMP 

MMP-14 
MMP-15 
MMP-16 
MMP-17 
MMP-24 
MMP-25 

Andere Makrophagen-Metalloelastase 
Enamelysin 
Xenopus MMP 
RASI 1 

MMP-12 
MMP-20 
MMP-21 
MMP-19 

 
 

Während die MT-MMPs an der Zelloberfläche gebunden vorliegen, werden alle übrigen MMPs von 

einer Vielzahl verschiedener Zellen in den Extrazellularraum als latente Pro-Enzyme sezerniert und 

durch entsprechende proteolytische Schritte aktiviert (Birkedal-Hansen, 1995). 
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Die Regulation der MMP-Aktivität wird auf unterschiedlichen Ebenen streng kontrolliert (Ries and 

Petrides, 1995): auf der Ebene der Gentranskription, auf der Ebene der Sezernierung, oder auch 

extrazellulär durch spezifische Inhibitoren, den so genannten TIMPs (Visse and Nagase, 2003). 

Zahlreiche Zytokine wie z.B. Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-α (Gbadamosi et al., 2003, Unemori et al., 

1991), Interleukin-1 (Lyons et al., 1993), Transformations-Wachstumsfaktor (von engl: tumor growth 

factor  TGF)-β (Edwards et al., 1987) und Eicosanoide, insbesondere Prostaglandin E2 (Busiek et al., 

1995) können die MMP-Expression unmittelbar auf dem Tanskriptionsniveau regulieren.                                               

Ab

bildung 2: Die allgemeine Domänenstruktur der Matrixmetalloproteinasen (Lindberg et al., 2001). 

Alle Enzyme der MMP-Familie besitzen eine ähnliche Grundstruktur, welche aus mindestens drei 

Domäne besteht: 1) einer  Propeptidsequenz, welche bei Aktivierung gespalten oder entfernt wird, 2) 

einer N-terminalen katalytischen Domäne, welche die Zink-Bindungsstelle beinhaltet und 3) einer C-

terminalen, hemopexinähnlichen Domäne, welche die Bindung von TIMP (tissue inhibitors of 

metalloproteinases), verschiedenen Substraten und einen Teil der proteolytischen Aktivitäten 

Beeinflussen. Zusätzlich besitzen die Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) jeweils drei 

fibronektinähnliche Domänen, die erforderlich sind um Kollagen, Gelatin und Elastin zu binden und 

zu spalten. 

Zn2+

Propeptid Katalytischer Bereich– N’
Haemopexin-ähnlicher 

Bereich– C’

Fibronectin Typ II-
(optional) Verbindungs-

kette Membrankette
(optional)
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 MMPs können nahezu alle Bestandteile der extrazelulären Matrix (ECM), wie beispielsweise 

Kollagen, Elastin, Fibronektin oder Laminin abbauen (Chandler et al., 1997). Der Verdau 

extrazellulärer Matrixproteine ist ein wichtiger Schritt bei zahlreichen physiologischen als auch 

pathologischen Vorgängen, bei denen die Beteiligung von MMPs und ihrer Inhibitoren wichtig 

erscheint (Birkedal-Hansen, 1995). Zu den physiologischen Prozessen zählen beispielsweise die 

Angiogenese (Hiraoka et al., 1998), die Ovulation und der Knochenaufbau (Clark Ian M., 2001). 

Pathologische Vorgänge umfassen Entzündungsreaktionen, Osteoarthritis, Kornealulzeration, 

Tumorinvasion und Metastasierung (Woessner, Jr., 1994); (Giannelli et al., 1997); (Wilson et al., 

1997).  

1.1.5  Matrix-Metalloproteinasen bei EAE und MS 

Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist eine entzündliche Erkrankung des 

zentralen Nervensystems und wird häufig als Tiermodell zur Untersuchung möglicher pathogenetisch 

relevanter Mechanismen und deren therapeutischer Modulation bei der MS benutzt. Bei Nagetieren 

kann EAE aktiv durch die Injektion von Proteinen des zentralen Nervensystems oder durch Transfer 

aktivierter enzephalitogener T-Zellen induziert werden (Swanborg, 1995); (Wekerle, 1993)).   

Es gibt Hinweise, dass MMPs einen mannigfaltigen Beitrag zur Entstehung  der EAE leisten 

(Pagenstecher et al., 1998). Eine Vielzahl von Zellen, einschließlich aktivierter T-Lymphozyten, 

Makrophagen, Astrozyten und Mikroglia, sind in der Lage, MMPs zu exprimieren. Im Liquor von 

EAE erkrankten Tieren fanden sich erhöhte Spiegel der Gelatinase B (Kieseier et al., 1998); (Gijbels 

et al., 1992). Die intrazerebrale Injektion bzw. Induktion von Gelatinase A und B in vivo führten zu 

einem Abbau der extrazellulären Matrix sowie einer Öffnung der Blut-Hirn-Schranke ((Rosenberg et 

al., 1992), (Rosenberg et al., 1994)). Darüber hinaus zeigte sich, daß die transmembranöse Migration 

von T-Zellen einen durch Gelatinase-B-vermittelten Prozeß darstellt (Leppert et al., 1995). Da die 

Migration autoreaktiver T-Lymphozyten vom Blutstrom ins ZNS bei der Entstehung 

autoimmunvermittelter entzündlicher Demyelinisierung von grundlegender Bedeutung erscheint, 

wurde diese Beteiligung den MMPs eine strategisch entscheidende Rolle beimessen (Kieseier et al., 

1998).  Ein weiterer möglicher Angriffspunkt dieser Proteasen bei der Pathogenese entzündlicher 
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Erkrankungen des Nervensystems ist die Markscheide. In vitro-Experimente zeigten, dass MMPs bzw. 

Gelatinase A, Stromelysin-1, interstitiale Kollagenase, Matrilysin und Gelatinase B in der Lage sind, 

einzelne Proteinbestandteile des Myelins abzubauen und deshalb höchstwahrscheinlich zum Myelin-

Zerfall beizutragen (Chandler et al., 1997).  

In Untersuchungen, die das zeitliche Verteilungsmuster verschiedener MMPs während des gesamten 

klinischen Verlaufs der EAE analysierten, konnte gezeigt werden, dass MMPs nicht gemäß einer 

Alles-oder-Nichts-Regel antworten, sondern differenziert reguliert werden (Kieseier et al., 1998); 

(Clements et al., 1997). Insbesondere wurde eine signifikante Aufregulierung von Matrilysin und der 

Gelatinase B zum Zeitpunkt maximaler Erkrankung gefunden, was auf eine mögliche Schlüsselrolle 

dieser beiden MMPs bei der Pathogenese entzündlicher Erkrankungen des zentralen Nervensystems 

hinweist (Hartung and Kieseier, 2000). 

Zahlreiche Ergebnisse aus ex-vivo als auch in-vitro-Experimenten weisen klar auf eine mögliche 

pathogenetisch wichtige Rolle von MMPs bei entzündlichen und demyelinisierenden Erkrankungen 

des zentralen Nervensystems hin (Yong, 2005).  

Die Markscheide enthält eine Vielzahl verschiedener Proteine, die potentiell durch neutrale Proteasen 

verdaut werden können. Eine erhöhte Aktivität solcher Proteasen, insbesondere der Gelatinase B, 

konnte im Liquor von MS-Patienten während eines Krankheitsschubes nachgewiesen werden (Gijbels 

et al., 1992). Verschiedene Untersuchungen versuchten Gelatinase B innerhalb der MS Läsion zu 

lokalisieren. So konnte gezeigt werden, dass in demyelinisierenden Läsionen Gelatinase B sowohl von 

Astrozyten als auch von Makrophagen exprimiert wird. Gelatinase B-induzierende Zytokine wurden 

ebenfalls in aktiven MS-Läsionen gefunden, sowohl in perivaskulären Zellen als auch in aktivierter 

Mikroglia. Darüber hinaus fanden sich noch andere MMPs in MS-Plaques: Makrophagen exprimierten 

interstitielle Kollagenase, Gelatinase A und Stromelysin- 1. Die beiden letztgenannten konnten auch 

Astrozyten zugeordnet werden (Hartung and Kieseier, 2000), (Cuzner et al., 1996), (Maeda and Sobel, 

1996).  

Zahlreiche  Befunde deuten auf eine Beteiligung der MMPs bei der Störung der Blut-Hirn-Schranke 

hin. Erhöhte Gelatinase B-Spiegel im Liquor sind mit einer Blut-Hirn-Schranken-Störung assoziiert, 

wie durch Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) gezeigt werden konnte. Darüber hinaus führte die 



  

12
 

Behandlung mit hochdosiertem Methylprednisolon, einer die MMP-Transkription hemmenden 

Substanz, sowohl zu einer Verminderung der Gadolinium-aufnehmenden Läsionen als auch der 

Liquorspiegel der Gelatinase B (Rosenberg et al., 1996).  Aus der Vielzahl bekannter MMPs wurde 

insbesondere der Gelatinase A und B eine Rolle bei der Migration von T-Zellen durch die 

Basalmembran zugesprochen (Leppert et al., 1996). Stüve und Kollegen postulieren die Möglichkeit 

(Stuve et al., 1996), dass das verminderte Migrationsverhalten der T-Lymphozyten in vitro mit einer 

verminderten proteolytischen Aktivität von Gelatinase B korrespondieren könnte.  

Alle bisher erhobenen Befunde ergeben sich folgende Machanismen, durch die MMPs zur 

Pathogenense und Progression entzündlich demyelinisierender Erkrankungen des zentralen 

Nervensystems beizutragen scheinen: Förderung der T-Zell-Migration, Schädigung der Blut-Hirn-

Schranke, Abbau von Myelin und die Freisetzung des entzündungsfördenden Zytokins TNF-α  

(Hartung and Kieseier, 2000), (Kieseier et al., 1999c) 

.  

1.1.6 Klinik der MS 
 

Das klinische Bild der Multiplen Sklerose umfasst eine große Vielfalt an möglichen neurologischen 

und psychiatrischen Symptomen. Grundsätzlich kann bei der MS jeder zentrale Ausfall gefunden 

werden. Als typische Symptome gelten spastische Paresen, Extremitäten- und Gangataxie, zentrale 

Visusmindeung, Doppelbilder, Parästhesien, Dysarthrie sowie Blasen und Sexualstörungen. 

Andererseits gibt es  kein Symptom, das für die MS spezifisch wäre. In Kombination gelten sie als 

typisch für dieses Krankheitsbild. 

Der Krankheitsverlauf ist bei den meisten Patienten zu Beginn der Erkrankung schubförmig 

(„relapsing remitting MS“; RRMS). Bei etwa 10 % der Patienten verläuft die Krankheit von Beginn an 

chronisch-progredient („primary progressive MS“; PPMS). Primär schubförmige Erkrankungen gehen 

nach 10-20 jährigem Krankheitsverlauf in vielen Fällen in einen sekundär chronisch-progredienten 

Verlauf über („secondary progressive MS“; SPMS).  

Um den Verlauf und den Schweregrad der Erkrankung in einer Art Skalierung zu erfassen und die 

Vergleichbarkeit der Aussagen und Befunde herzustellen, hat sich international am verbreitesten die 
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Skala nach Kurtze, der Expanden Disability Status Scale (EDSS) für MS-Patienten durchgesetzt. Bei 

der Einstufung werden durch die verschiedene Systeme des ZNS hindurch Graduierungen für das Maß 

der funktionellen Behinderung angegeben. Die Skala rangiert von 0 (neurologisch unauffälig) bis 10 

(verstorben aufgrund der MS) (Schmidt R.M.Hoffmann F.A., 2006). 

 
1.1.7 Therapie der MS 

Da die Pathogenese der Multiplen Sklerose bisher nicht vollständig geklärt ist, gibt es auch noch keine 

kausale Therapie. Die Therapie der Multiplen Sklerose gliedert sich in drei Teilbereiche: die 

Akuttherapie der MS-Schubs, die langfristig angelegte immunmodulatorische Therapie mit dem Ziel 

der Einflussnahme auf den zukünftigen Krankheitsverlauf und die symptomatische Therapie, die 

darauf abzielt, Symptome, die durch die MS hervorgerufen wurden, zu mildern. Der Verlauf der MS 

spielt eine entscheidende Rolle dafür, welche Therapie gewählt werden muss. Die Schubtherapie mit 

Glukokortikosteroiden ist zurzeit die einzige etablierte Behandlung einer akuten Verschlechterung bei 

MS, für die auch Studien relativ guten Evidenzgrades vorliegen (Grauer et al., 2001).  

Zur immunmodulatorische Basistherapie (Tabelle 2) mit dem Ziel der Reduktion der Schubfrequenz 

und der Verhinderung der Akkumulation neurologischer Defizite im Krankheitsverlauf sollten 

vorzugsweise die drei Interferon-Präparate sowie Copaxone eingesetzt werden. Bei Unverträglichkeit 

dieser Substanzen oder Ablehnung einer parenteralen Therapie kann in zweiter Linie Azathioprin 

gegeben werden. Üblicherweise sollte der Einsatz von Mitoxantron im Rahmen einer 

Eskalationstherapie bei Patienten mit hochaktivem schubförmigen Verlauf und progredientem Verlauf  

bei Therapieversagen der immunmodulatorischen Basistherapie erwogen werden (Rieckmann and 

Toyka, 2002).  

 

Tabelle 2: Zugelassene Substanzen für die Immuntherapie der MS 

Substanz Handelsnahme Dosierung Zulassung Indikation 

Interferon-beta 1b Betaferon ®    250µg sc., 
jeden 2.Tag 

1995, 
1999  

RR, SP 

Interferon-beta 1a Avonex ® 30µg i.m., 
1x pro Woche 

1997     RR, CIS 

Interferon-beta 1a Rebif ®  
 

3 x 22µg/Woche,sc., 
3 x 44µg/Woche,sc. 

1998 RR 
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Glatirameracetat Copaxone ® 
 

20mg/Tag sc. 
 

2001 
 

RR 
 

Azathioprin Imurek ®  
 

2,5mg/kgKG, 
täglich p.o. 

2001 RR 
 

Mitoxantrone Ralenova ® 12mg/kgKG, 
i.v.alle 3 Monate  

2002 RR, SP 

 

 

1.2 Mitoxantron zur Therapie der MS 

1.2.1 Die Substanz Mitoxantron 

Mitoxantron - C22H28N4O6 •2HCL , Molekulargewicht von 517,4 kDa - ein vollsynthetisch 

hergestelltes Aminoanthracenedion (Abb. 3), ist ein Zytostatikum aus der Klasse der Anthracenedione 

und weist strukturelle Ähnlichkeiten zu den Anthracyclin-antibiotika Daunoribicin und Doxorubicin 

auf (Jeffery and Herndon, 2004). Dieses Medikament wurde  im Jahre 1970 entwickelt, wird seit 1979  

in der Onkologie eingesetzt und zeigt eine große Effektivität bei der Behandlung der verschiedenen 

malignen Erkrankungen wie z.B. bei dem Brustkrebs, metastasierten Prostatacarcinom, der Leukämie 

und der malignen Lymphomen (Shenkenberg and Von Hoff, 1986).  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Chemische Struktur von Mitoxantron 

Die Halbwerszeit von Mitoxantron wird, aufgrund der erheblichen Verteilung in verschiedenem 

Gewebekompartimenten, mit bis zu 25 h angegeben (Faulds et al., 1991). Die Ausscheidung erfolgt 

langsam sowohl renal als auch hepatobiliär. In pharmakologischen Studien an Affen zeigte sich, dass 

Mitoxantron nicht die intakte Blut-Hirn-Schranke zu überwinden vermag (Lenk et al., 1987). 

Die zytotoxische Wirkung von Mitoxantron ergibt sich im Wesentlichen aus folgenden Mechanismen: 

durch Interkalation in die DNA, bevorzugt bei G-C-Basenpaaren, über eine Interaktion mit der 
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Topoisomerase-2, treten DNA-Strangbrüche auf, wodurch die Aktivität der RNA-Polymerase und 

damit das Zellwachstum in proliferierenden Geweben gehemmt wird (Faulds et al., 1991). Durch 

Metabolismus über die mikrosomale Cytochrom P 450-Reductase entstehen freie Radikale und 

Superoxidanionen, die zusätzlich einen direkten toxischen Einfluss auf die Zelle ausüben (Dollery, 

1991).  

Die Wirkweise von Mitoxantron auf das Immunsystem ist noch nicht vollständig verstanden. Zum 

einen zeigt es immunsuppressive Effekte auf Makrophagen, B-Lymphozyten, T-Helfer-Zellen und 

zytotoxische T-Zellen (Fidler et al., 1986a), zum anderen wirkt es immunmodulatorisch durch eine 

Verstärkung der Aktivität von T-Suppressor-Zellen (Fidler et al., 1986b). Es gibt Hinweise, dass 

Mitoxantron sowohl Apoptose (also den programmierten Zelltod) als auch die Nekrose von B-

Lymphozyten, Monozyten und dendritischen Zellen als Antigen präsentierender Zellen verursachen 

kann (Bellosillo et al., 1998); (Neuhaus et al., 2005).  

 

1.2.2 Vorklinische und klinische Erfahrungen 
 

In den 1980er Jahren konnten Ridge und Mitarbeiter zeigen, dass die Gabe von Mitoxantron im EAE-

Modell der Ratte sowohl das Auftreten von Lähmungen als auch die Enstehung charakteristischer 

histopathologischer Veränderungen verhinderte (Ridge et al., 1985). Interessanterweise ließ sich die 

Erkrankung auch durch mit Mitoxantron vorbehandelte T-Zellen nicht mehr übertragen, was einen 

hemmenden Effekt der Substanz auf T-Lymphozyten unterstreicht. Das Auftreten von Schüben konnte 

in entsprechenden Modellen verhindert oder abgeschwächt werden (Levine and Saltzman, 1986); 

(Lublin et al., 1987), so dass diese vorklinischen Studien einen potenziellen therapeutischen Effekt 

von Mitoxantron bei der MS nahe legten. 

1987 begann Gonsette (Gonsette et al., 1987) mit einer Pilotstudie. Es stellte sich nach Gabe einer 

initialen Dosis von 14 mg/m2  Körperoberfläche (KOF) alle 3 Wochen und dann alle 3 Monate für 2 

Jahre eine Stabilität bei 80% der so behandelten MS-Kranken mit vorher aktiv fortschreitender MS 

fest.  

1997 wurden die Daten der italienischen Mitoxantronstudie publiziert (Millefiorini et al., 1997), 51 

MS-Kranke wurden entweder mit 8 mg/m2 KOF  Mitoxantron oder Placebo über 12 Monate behandelt 
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und 24 Monate beobachtet. Es ergaben sich signifikante Unterschiede bezüglich der Schubrate (minus 

70% der Mitoxantrongruppe), darüber hinaus waren 63% der Mitoxantron behandelten Patienten, aber 

nur 23% der Patienten des Placeboarmes ohne Progression. 

Die französisch-britische Studie schloss (Edan et al., 1997) zur Klärung der Wirksamkeit von 

MItoxantron 42 Patienten mit aktiven Gadolinium-positiven MRT-Befunden ein. Primäres 

Zielkriterium war die Zahl Gadolinium-positiver Herde. Die Patienten erhielten entweder 20 mg/m2 

KOF Mitoxantron plus 1g Methylprednisolon monatlich oder nur 1g Methylprednisolon monatlich 

über 6 Monate. Der Unterschied bezüglich der Gadolinium-positiven Herden war hochsignifikant und 

die Mitoxantron behandelte Gruppe hatte sich in der Mehrzahl um einen Punkt in der EDSS-Skala 

verbessert. 

Letzlich hat die europäische MIMS-Studie (Mitoxantron in Multiple Sclerosis) zur Zulassung des 

Medikamentes zur MS-Therapie durch die Gesundheitsbehörden in Deutschland geführt (Hartung et 

al., 2002). Hierbei handelte es sich um eine randomisierte, placebokontrollierte, untersuchergeblindete 

Studie. 194 Patienten aus 17 Zentren Europas waren in dieser Studie eingeschlossen. Sie hatten einen 

schubförmig progredienten  oder sekundär chronischen Krankheitsverlauf (mit oder ohne Schübe) und 

eine dokumentierte Krankheitsaktivität in den 18 Monaten vor Beginn der Therapie. Mitoxantron 

wurde den Patienten in zwei randomisierten Gruppen mit unterschiedlichen Dosierungen (5 bzw. 12 

mg/m2 Körperoberfläche) über 2 Jahre lang alle 3 Monate (insgesamt 8 Infusionstermine) intravenös 

verabreicht. Eine dritte Gruppe erhielt ein Placebo. Im Ergebnis zeigte sich, das folgende 

therapeutischen Effekte, im Vergleich der Placebogruppe, deutlich wurden: leichte Verbesserungen 

oder eine langsameres Fortschreiten des Behinderungsstatus (EDSS), deutlich weniger Schübe, 

Verzögerung im Auftreten neuer Schübe, weniger neue aktive Läsionen im MRT. 

Auch 12 Monate nach Beendigung der Behandlung waren die therapeutischen Effekte von 

Mitoxantron noch offensichtlich. 

Aufgrund dieser Daten ist Mitoxantron für die Therapie rasch-progredienter MS-Verläufe unter dem 

Handelsnamen Ralenova ®  im Dezember 2002 in Deutschland  zugelassen worden. Nach Empfehlung 

der deutschsprachigen internationalen MS-Therapie-Konsensus-Gruppe (MSTKG) sollte Mitoxantron 

vor allem bei Patienten mit hochfrequent schubförmigem Verlauf und schlechter Remissionstendenz 
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bzw. bei sekundär-progredientem Verlauf mit rascher Progression (≥1 EDSS-Punkt/Jahr) eingesetzt 

werden (Rieckmann and Toyka, 2002). 
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2 Fragestellung 

 Grundlage dieser Arbeit ist die Frage nach dem Einfluss von Mitoxantron auf die Migrationsfähigkeit 

mononukleärer Zellen aus dem peripher-venösen Blut (PBMCs). Die Arbeit wurde in zwei folgende 

Hauptexperimente gegliedert: als erstes wurde der ex vivo Effekt von Mitoxantron auf die 

Migrationsfähigkeiten mononukläerer Zellen von MS-Patienten untersucht,  anschließend wurde die in 

vitro Wirkung dieses Präparats auf die Migration oben genannter Zellen von der gesunden Probanden 

erforscht. Das Migrationsverhalten von PBMCs wurde in einem in vitro Migrationsassay über eine 

artifizielle BHS beobachtet. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsteile waren ausschlaggebend für die weiteren Ziele der Arbeit: die 

Korrelation zwischen der reduzierten Migrationsfähigkeit von PBMCs und der MMP-Expression zu 

finden und die Rolle der MMPs bei der Zellmigration zu verifizieren.  
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3 Material und Methode 

3.1 Ex vivo Untersuchungen 

3.1.1 Charakteristik der MS-Patienten 

Venöses Blut wurde von 11 MS Patienten aus der neurologischen Klinik des Universitätsklinikums 

Düsseldorf mit deren Zustimmung unmittelbar vor und nach der Mitoxantron-Infusion in Röhrchen 

mit EDTA (als Antikoagulant) abgenommen.  Die Untersuchungen wurden von der Ethik-

Kommission des Universitätsklinikums genehmigt.  Bei allen Patienten wurde bereits eine Multiple 

Sklerose anhand  der McDonald-Kriterien diagnostiziert. Von denen waren 9 Patienten  mit sekundär 

progredienter und 2 mit schubförmiger MS. Die detaillierte Charakteristik der Patienten ist in Tabelle 

3 erfasst.  

Aus dem Blut der MS-Patienten wurde durch Dichtegradienten-Zentrifugation über Ficoll- Paque™ 

Plus PBMCs gewonnen.  

 

Tabelle 3: Charakteristik der MS-Patienten 

Patienten   MS-Form   Alter Geschlecht    EDSS Kum.MX.Dos 
K-G     SPMS     35         M      5,5          130 
S-D     RRMS     22         W      5,0          19 
D-D     RRMS     25         M      3,5          24 
S-H     SPMS     49         W      6,5          20 
H-H     SPMS     54         W      6,5          111 
R-O     SPMS     50         W      5,0          19 
U-D     SPMS     42         W      5,0          16 
D-S     SPMS     39         M      6,5          72 
S-M     SPMS     49         M      5,0          42 
K-H     SPMS     43         M      6,0          20 
K-A     SPMS     43         W      6,0          80 
Mean ± SD SP:RR = 2:9 41 ± 10 W:M = 6:5 5,5 ± 0,9      42 ± 37 
 

Kum. MX. Dos: kumulative Dosis von Mitoxantron (mg/m2) KOF.  EDSS: Expanded Disability Status 

Score 

 

3.1.2 Isolierung von PBMCs 

4 ml venöses Blut vor und nach der ex vivo Mitoxantrongabe wurde   mit gleichem Volumen PBS 

(phosphatgepufferte Salzlösung mit Standardzusammensetzung), bestehend aus 0,2 g KCL, 8,0 g NaCl, 
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1,42 g Na2HPO4 und 1,38 gNaH2PO4-H2O (Wang et al., 1984), gemischt, in 50 ml Falcon-Tubes im 

nächsten Schritt vorsichtig auf 8ml Ficoll-Paque überschichtet und 45min  bei 1500 rpm (+18°C) 

zentrifugiert.  

Daraufhin wurden die PBMCs, die sich in der Interphase zwischen Gradient und Plasmaüberstand 

gesammelt haben, mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette in einem Zentrifugenröhrchen (15 mL) 

vorsichtig abgesaugt, mit Waschmedium (RPMI-1640 Medium mit 10 % FCS) aufgefüllt und 10 min 

bei 1500 rpm zentrifugiert (1. Waschgang). Danach wurde der Überstand mit Hilfe einer 

Pasteurpipette, die mit einer Saugflasche verbunden war, abgesaugt.  Das Zellpellet im Konus des 

Zentrifugenröhrchens wurde mit Waschmedium resuspendiert und 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert 

(2. Waschgang).  Die langsameren Zentrifugationsschritte beim Waschen der Zellen bewirken die 

Sedimentation der mononukleären Zellen, wobei die in der Zellkultur unerwünschten Thrombozyten 

im Überstand verbleiben;  Nach dieser Zentrifugation wurde das Zellpellet mit nur soviel 

Zellkulturmedium mit 10 % Serum resuspendiert, dass eine deutliche Trübung erhalten blieb, d.h. eine 

Zahl von einer Million Zellen pro mL nicht unterschritten wurde.  Daraus wurde 10µl Zellsuspension 

entnommen,  mit  10 µl Trypan-Blau verdünnt und von dieser Verdünnung  10 µl in die mit einem 

Deckglas versehene Neubauer® - Zählkammer (Scherf Präzision, Meiningen, Deutschland) gegeben. 

Es wurden alle vier Quadranten mit ihren je 16 Feldern ausgezählt und die allgemeine Zellzahl 

bestimmt. Außerdem ermöglichte das Trypanblau die Markierung der toten Zellen, die sich aufgrund 

der erhöhten Membranpermeabilität blau färbten. Ihr Anteil betrug i.d.R. unter 1 %. 

 

3.2 In vitro Mitoxantron-Behandlung von PBMCs 

3.2.1 Isolierung von PBMCs aus dem venösen Blut der gesunden Probanden 

Es wurde venöses Blut von fünf  gesunden Probanden (1 Frau und 4 Männer, Durchschnittsalter = 

31±6 Jahre), ohne aktuelle oder frühere immunmodulatorische Behandlung,  in  EDTA Röhrchen 

abgenommen und daraus PBMCs, wie oben beschrieben, isoliert. 
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3.2.2 In vitro Mitoxantrongabe 

1×106/ ml Zellen aus den PBMCs wurden mit 10 µM Mitoxantron (Wyeth, Münster, Deutschland) in 

vitro behandelt und  für eine Stunde im Brutschrank bei 37 °C mit 95 % iger Luftfeuchtigkeit unter 5 

% iger CO 2- Begasung inkubiert. Die Dosis des Medikaments entsprach  den von Chan et al 

publizierten Angaben. Diese  Menge von Mitoxantron zeichnet sich durch die Effektivität bei der in 

vitro  Behandlung und außerdem ist in vitro  Äquivalent der den Patienten ex vivo gegebene 

Mitoxantrondosis (Chan et al., 2005). 

 

3.3 Migrationsassay 

Die Migration von PBMCs vor und nach der ex vivo bzw. in vitro Mitoxantron-Behandlung wurde in 

einem in vitro Migrationsassay (modifiziert nach Stüve (Stuve et al., 1997) ) erfasst.  

3.3.1 Aufbau 

Der Migrationsassay wurde in einer Chemotaxis-Kammer durchgeführt. Diese Doppelkammer oder 

Boyden Chamber besteht aus zwei Teile: aus einer Polystirolplatte (untere Kammer) und einem 

Einsatz (obere Kammer). Die Einsätze (Abb.4) sind mit Fibronektin beschichteten 

Polyethyleneterephthalat- Membranfilter (Durchmesser -10,5 mm und Porengröße 3 µm) ausgestattet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4 : Schematische Darstellung eines Migrationsassays. P: Polystirolplatte. E: Einsatz mit 

Filter. M: Medium mit 10 % FCS. Z: Zellen im 2,5 % FCS Medium. F: mit Fibronektin beschichtete 

Filter. 

 



  

22
 

3.3.2 Durchführung 

600µl  Medium (RPMI 1640-Medium plus 10 % FCS) wurde in die untere Kammer gegeben. Die 

isolierten PBMCs vor und nach der in vitro bzw. ex vivo Mitoxantron-Behandlung wurden auf eine 

Konzentration von 6×105 Zellen/ml eingestellt, im  Medium (RPMI 1640-Medium mit 2,5 %  FSC) 

aufgenommen und in die obere Kammer übertragen. Der Konzentrationsunterschied des FCS 

enthaltenden Mediums zwischen der unteren und oberen Kammer diente als ein Chemotaktischer 

Gradient für die PBMCs. Als Alternative waren dem Medium in der unteren Kammer zur Atraktion 

der Zellen rekombinantes menschliches RANTES (CCL5) und MCP-1(CCL2, beide R&D Systems, 

Wiesbaden, Deutschland) zugesetzt worden. Die Chemokine wurden in PBS mit 0,1%  BSA (bovine  

serum Albumin) gelöst und in einer Endkonzentration von 100 ng/ml dem RPMI-1640 Medium 

zugegeben (Stuve et al., 1997).  Der  Migrationsassay wurde für 90 min im Brutschrank inkubiert 

(37°C, 5% CO2). 

 

3.3.3 Auswertung 

Nach der Inkubationszeit wurden die PBMCs von beiden Kammern (obere und untere) gesammelt, 

mittels Trypan-Blau-Färbung visualisiert und unter Lichtmikroskop in der Neubauer-Zählkammer 

ausgezählt. Da es bekannt ist, dass Mitoxantron den Zelltod verursacht, war es sehr wichtig mit der 

Hilfe des Trypan-Blau die Vitalität der Zellen zu bestimmen.  

Um das Migrationsverhalten der verschiedenen Subpopulationen von PBMCs beurteilen zu können, 

wurde die Durchflußzytometrie verwendet. 

 

3.4 Durchflußzytometrie  

3.4.1 Durchführung 
 

Es wurden jeweils 100µl der Zellsuspension von oberer und unterer Kammer des Migrationsassays  

vor und nach ex vivo bzw. in vitro  Mitoxantronbehandlung in eine spezielle Mikrotiterplatte gebracht 

(96- Loch- Mikrotiterplatte, runder Boden, BD) und in dieser für  4 min bei 1200rpm zentrifugiert. 

Der Überstand wurde dekantiert. Anschließend begann die Inkubation mit den Antikörpern. 
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Wir verwendeten kommerziell erhältliche Antikörper der Firma Becton Dickinson - monoklonale 

Antikörper gegen CD4, CD8, CD14 und CD19. Tabelle 4 zeigt die jeweilige Antikörper-Fluorochrom-

Kombination sowie die PBMC-Subpopulationen, die mit diesen Antikörpern detektiert werden 

könnten. 

 

Tabelle 4. Bei der durchflußzytometrischen Messung verwendete Antikörper 

Antikörper Konjugiertes Fluorochrom Antigen/Zellen Spezifität 
Anti-human CD4                    PE          T-Helper-Zellen 
Anti-human CD8                    PerCP          Zytotoxische T-Zellen 
Anti-human CD14                    FITC          Monozyten 
Anti-human CD19                    APC          B-Lymphozyten 

 

PE: Phycoerythrin; PerCP: peridinichlorophylprotein; FITC: fluoresceinisothiocyanat; APC: Allophy-

cocyanin 

 

Nach der Zugabe von 5 µl  einer Antikörper-Ausgangslösung (ca. 1µl je Antikörper aufgelöst in PBS), 

wurden die Zellen 30 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden sie 1-mal mit PBS gewaschen, für 4 min 

bei 1200rpm zentrifugiert, abschließend mit 140 µl PBS resuspendiert und durchflußzytometrisch 

analysiert. 

 

3.4.2 Auswertung 
 
Für die computergestützte Datenauswertung wurde das Programm CellQuest (BD) verwendet. Um die 

Reinheit der Zellen zu dokumentieren wurden die Messergebnisse als Punktdiagramm (Dot Plot) in 

einem Koordinatensystem dargestellt. Nach dem Setzen eines Gates auf die Zielpopulation 

(Lymphozyten bzw. Monozyten) wurde die Fluoreszenz in einem Schaubild dargestellt. Mit Hilfe der 

Software konnte dann die Häufigkeit der Punktverteilungen in den einzelnen Quadranten berechnet 

werden. 
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3.5 Gelatinzymographie 

Es ist bekannt, dass Matrixmetalloproteinasen an der Migration der immunkompetenten Zellen aktiv 

beteiligt sind. Aus diesem Grund, wurden in den Überständen von PBMCs vor und nach 

Mitoxantrontherapie die proteolytische Aktivität von MMPs mittels Gelatinzymographie bestimmt. 

 

3.5.1 Durchführung 

Zur Vorbereitung gehört das gründliche Reinigen von Glasplatten und Spacern mit Ethanol. Die 

Glasplatten zwischen die das Gel später gegossen wurde, wurden mit Spacern auf 1mm Abstand 

gehalten und mit Schraubklemmern fixiert, bevor sie in die Halterung gesetzt wurden. Als nächstes 

wurde das Trenngel nach folgendem Schema angesetzt: 

Trenngel (10%): 

Aqua bidest                         4 ml 

1,5M Tris pH 8,8                2,5 ml 

SDS 10%                            0,1 ml 

Gelatine 0,1%                     0,1 ml 

Bisacrylamid 30% 19:1      3,3 ml 

APS 10%                            0,1 ml 

TEMED 4 µl 

 

Das Trenngel wurde vorsichtig in die Gelkammer eingefüllt. Es wurde mit 1ml Buthanol 

überschichtet, um das Gel vor dem Austrocknen zu schützen und eine saubere Phasengrenze zu 

gewährleisten. Nachdem es für mindestens 20 min polymerisiert war, konnte das Sammelgel 

angesetzt werden: 

Sammelgel (5%):   

Aqua bidest                            2,1 ml 

1 M Tris pH 6,8                     0,38 ml 

SDS 10%                                0,03 ml         

Bisacrylamid 30% 19:1          0,5 ml 
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APS 10%                                0,03 ml 

TEMED 3 µl 

  

Danach wurde das überstehende Buthanol abgegossen und das Sammelgel eingefüllt. In das 

Sammelgel wurde ein Gelkamm eingesetzt, der die Taschen formte. in die später die Proben 

eingefüllt wurden. Während das Sammelgel für 30 min polymerisierte, wurde der Probenpuffer 

(Tris Glycin SDS Sample Buffer, Invitrogen) angesetzt. Die Überstände von PBMCs vor und 

nach in vitro bzw. ex vivo Mitoxantron Behandlung wurden aus dem Freezer genommen, 

aufgetaut, 1:1 mit Probenpuffer verdünnt, und nach abgeschlossener Polymerisation in die 

Taschen des Gels eingefühlt. Außerdem wurden Marker für MMP-2  und MMP-9 einzeln in 

zwei Geltaschen gegeben. Nach dem vollständigen Beladen des Gels wurden alle Taschen mit 

Elektrophoresepuffer überschichtet. Die Elektrophorese erfolgte bei 1,30 V und dauerte ca. 1,5 

Stunden bis die Bromphenol-Lauffront den unteren Gelrand erreicht hatte. Wenn die Gel-

Elektrophorese beendet war, wurden die Glasplatten mit einem Spatel vorsichtig voneinander 

getrennt. Das Gel wurde danach folgendermaßen behandelt: 

• 30 min im 100 ml 1×Renaturating Buffer langsam geschüttelt 

• 30 min im 100 ml 1×Developing Buffer langsam geschüttelt 

• 18 Stunden in 100 ml 1×Developing Buffer bei 37°C inkubiert 

• 6 Stunden mit Coomassie Blue bei RT gefärbt (schütteln) 

• kurz in 1×Gel Drying Solution gegeben 

• zwischen Cellophan-Folien über Nacht getrocknet 

 

3.6 Bestimmung der Expression von MMP-9  

Die Ergebnisse der oben beschriebenen Untersuchungen haben den weiteren Ablauf der Arbeit 

beeinflusst. Als nächstes war die Frage nach der Expression von MMP-9 auf mRNA-Ebene zu 

klären. Aus diesem Grund wurde quantitative PCR (qPCR)-Analyse durchgeführt, aber als 

erstes wurde aus PBMCs vor und nach in vitro bzw. ex vivo Mitoxantrongabe RNA isoliert. 

 



  

26
 

3.6.1 RNA–Isolierung aus PBMCs  

Die RNA aus PBMCs wurde mit Hilfe des Trizol RNA Isolation Reagens (Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA) nach dem Herstellerprotokol isoliert. 

2×106  Zellen aus gesamten PBMCs vor und nach in vitro bzw. ex vivo Mitoxantron-

Behandlung wurden in ein Eppendorf vereinigt und 5 min bei 7000 rpm, 4°C zentrifugiert. 

Danach wurde der Überstand abgesaugt und auf das Pellet 500 µl Trizol gegeben, vorgetext 

und 5 min bei RT inkubiert. Als nächster Schritt wurde 100 µl Chloroform zugegeben, 

vorgetext und 2 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde die ganze Mischung 15 min bei 

10000 rpm, 4 ° C zentrifugiert. Nachher wurde die farblose Phase abpipetiert und in ein neues 

Eppendorf überführt (ca. 200 µl), 250 µl Isopropanol und 1µl Glycocen zugegeben, vorsichtig 

gemischt und über Nacht bei -80° C gelagert. Am nächsten Tag wurden die Zellen 15 min bei 

10000 rpm, 4 °C zentrifugiert,  der Überstand abgesaugt und 500 µl RNAse free EtOH 

zugegeben. Abschließend wurden die Proben 5 min bei 7000 rpm, 4 °C zentriefugiert, EtOH 

wurde so gut wie möglich abgesaugt und der Rest wurde abgedampft. RNA-Pellet wurde in 20 

µl DEPC-H2O  aufgenommen. 

 

3.6.2 Konzentrationbestimmung von RNA 

Konzentration und Reinheit der RNA wurden durch die photometrische Messung der optischen 

Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260nm durch das Programm des Photometers 

automatisch umgerechnet und bestimmt. Für unsere Experimente waren nur die OD-Werte 

zwischen 0,1 und 1 aussagekräftig. 

 

3.6.3 Reverse Transkription 

Bei der Reversen-Transkriptase-Reaktion wurde mit Hilfe des Enzyms TaqMan Reverse 

Transkriptase (RT) von  Biosystems (AB) aus RNA nach dem Herstellerprotokol  eine DNA –

Kopie (cDNA)  angefertigt. 
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Die Anzahl der Ansätze ergab sich aus der Anzahl der Proben plus zwei Kontrollansätzen. Ein 

Kontrollansatz war RNA-frei, der andere RT-frei. Sämtliche Schritte wurden auf Eis ausgeführt. 

Das hier angegebene Protokoll  galt für RNA-Proben mit einer Konzentration von 1µg/µl.  

Sämtliche Reagenzien wurden unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut, gut gemischt und kurz 

abzentrifugiert. Für den Mastermix wurden die folgenden Reagenzien (Menge jeweils pro 

Ansatz) in der unten beschriebenen Reihenfolge in einem 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen 

zusammengegeben: 

RT-Buffer 2 µl 

dNTP 4 µl 

H2O 6,7 µl 

RNAse-Inhibitor 0,4 µl 

Random Hexal  

M gCl2 

1 µl 

4,4 µl 

An dieser Stelle musste die Menge 19,5 µl für den RT-freien Kontrollansatz entnommen 

werden. Bei der Zugabe der RT musste beachtet werden, dass sich die Anzahl der Ansätze um 

eins reduziert hat. 

RT 0,5 µl 

Alles wurde noch einmal gut gemischt und zu je 19 µl auf die vorbereiteten und beschrifteten 

500 µl Eppendorf-Röhrchen verteilt. Zum zweiten Kontrollansatz (RNAfrei) wurden  nun statt 

der RNA-Probe 1 µl H2O hinzugegeben und zum RT-freien Kontrollansatz 0,5 µl H2O anstatt 

der RT. 

Jetzt wurden die RNA-Proben zu den Ansätzen zupipettiert (1µg). Zur RT-freien Kontrolle 

wurde eine gesichert positive RNA-Probe hinzugegeben. Die Proben wurden noch einmal gut 

gemischt und in ein PCR-System (GeneAmp PCR System 9700) gestellt. Das Gerät wurde 

folgenderweise Programmiert: 10 min/ 25°C, 30 min/48°C, 5min/95°C. Nach der RT wurde 

umgeschrieben cDNA auf 20 µl mit RNase- freiem Wasser verdünnt. Anschließend folgte die 

quantitative-PCR Analyse. 
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3.6.4 Quantitative PCR (qPCR) 

Die in der reversen Transkription hergestellte cDNA wurde zur Erstellung des 

Expressionsprofils von MMP9 durch qPCR untersucht. Für jede untersuchende Probe wurde 

ein zweifacher Reaktionsansatz aus TaqMan Polymerase, MMP-9 spezifischen Primern (AB) 

und cDNA in eine 96-Lochplatte pipettiert und anschließend in einem ABI PRISM 7000 (AB) 

System analysiert, wobei als Referenz das Hauskeeping-Gen 18S diente.  

  

3.7 Inhibition von MMPs in vitro 

Um den inhibitorischen Effekt von Mitoxantron mit der Wirkung eines MMP-Inhibitors zu 

vergleichen wurden die folgenden Untersuchungen durchgeführt. 2×106 PBMCs /ml von 

gesunden Probanden wurden in vitro mit 0,5 µM EDTA-als MMP-Inhibitor behandelt (Jung et 

al., 1998); (Zeng et al., 2005). Nach der EDTA-Gabe wurden die Zellen bei 37°C für eine 

Stunde inkubiert. Die Untersuchung der Migrationsfähigkeiten der behandelten und nicht 

behandelten Zellen wurde im oben beschriebenen in vitro  Migrationsassay durchgeführt. 

 

3.8 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung in dieser Arbeit erhobenen Daten erfolgte mit der Hilfe des 

Softwareprogramms Statgraphics Plus 5,0. Zur Analyse der Migration von PBMCs wurde die 

Zellzahl in der oberen und unteren Kammer vor und nach Mitoxantrongabe mittels Wilcoxon –

Test für Paardifferenzen verglichen. Das Signifikanzniveau lag bei p≤0,05 (=signifikant), bzw. 

p≤0,005(=hoch signifikant). Die Ergebnisse sind als Mittelwert und Standardabweichung des 

Mittelwerts dargestellt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Effekt der in vivo Mitoxantronbehandlung  

Die allgemeine Migrationsfähigkeit  immunkompetenter Zellen aus dem venösen Blut der MS-

Patienten war  nach der i.v. Verabreichung von Mitoxantron  deutlich vermindert (p = 0,002).  Die 

Werte wurden als Prozentzahl der migrierten Zellen angegeben. Wie aus Abb. 5. ersichtlich, betrug der 

Mittelwert der mittels Neubauer- Kammer unter Lichtmikroskop gezählten, im unteren Kammer der 

Migrationsassay migierten Zellen vor der Mitoxantrongabe 20 %. Im Gegensatz dazu, nahm die 

Migration von PBMCs nach der Applikation von Mitoxantron um 18% ab. 
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Abbildung 5: Migration von PBMCs vor und nach ex vivo Mitoxantronbehandlung. Die Migration 

von PBMCs war deutlich vermindert nach der Mitoxantron-Behandlung. Die Zahl der migrierten 

Zellen wurde unter dem Lichtmikroskop bestimmt (** p<0,005). 
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In Abb.6. ist die Prozentzahl der migrierten PBMCs aus dem Blut der allen an diesem Experiment 

beteiligten 11 MS-Patienten vor und nach der Mitoxantrontherapie als Punktdiagramm dargestellt. 
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Abbildung 6: Die Prozentzahl der migrierten PBMCs aus MS-Patienten vor und nach Mitoxantron-

therapie  

 

Um den Einfluss von Mitoxantron auf das Migrationsverhalten der unterschiedlichen Zellpopulationen 

zu bestimmen, wurden die zu untersuchenden PBMCs mit entsprechenden Antikörper gefärbt und 

mittels der Durchflußzytometrie analysiert (Abb 7). Bei der Untersuchung ergab sich, dass 

Mitoxantron die Migration der einzelnen Zelpopulationen in unterschiedlichem Ausmaß beeinflusste. 

Die graphisch dargestellten Ergebnisse (Abb. 8) zeigen, dass CD14+ Monozyten nach 

Mitoxantrongabe deutlich schlechter migrierten (p= 0,003), als CD4+ bzw. CD8+ T-Lymphozyten.  
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Das Migrationsverhalten der CD4+ und CD8+ Lymphozyten war zwar nach der Mitoxantrongabe auch 

signifikant vermindert, aber es ließ sich keine deutliche Differenz zwischen den verminderten 

Migrationsfähigkeiten beider Subpopulationen beobachten. Der Effekt von Mitoxantron auf die 

Migrationsfähigkeit der B- Lymphozyten war wegen der sehr niedrigen Zahl in der unteren Kammer, 

sowohl vor als auch nach der Mitoxantrongabe  migrierten CD19+ Zellen nicht nachweisbar (Abb. 8). 

Die Betrachtung aller an der vorliegenden Studie teilnehmenden MS-Patienten zeigte, dass 

Mitoxantron unabhängig von der MS-Verlaufsform (RRMS oder SPMS), der Krankheitsdauer, des 

ermittelten EDSS-Scores, des Patientenalters die Migration der immunkompetenten Zellen inhibierte.  

Es bestand  keine signifikante Korrelation auch zwischen dem Effekt von Mitoxantron und der den 

Patienten verabreichten kumulativen Dosis des Medikaments. 

7% 40% 1% 4%

 

Abbildung 7: FACS-Analyse der Zellmigration vor und nach ex vivo Mitoxantrongabe. Vor 

Mitoxantrongabe migrierten 7 % der CD4+ T-Lymphozyten und 40 % der CD14+ Monozyten (A), nach 

der Mitoxantrongabe (B) nahm die Migration von T-Lymphozyten um 6 % und die Migration der 

Monozyten um 36 % ab. 

A B
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Abbildung 8: Migrationsverhalten verschiedener Zellpopulationen vor und nach ex vivo Mitoxantron-

gabe. CD14+ Monozyten migrierten nach der Mitoxantrongabe deutlich schlechter (**p<0,005) als 

CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten (*p<0,05). Die Zahl der migrierten CD19+ B-Lymphozyten war zu 

niedrig (nicht detektierbar - n.d.) 

 

4.2 In vitro Effekt von Mitoxantron 

Nachdem der inhibitorische Effekt von Mitoxantron auf Migration von PBMCs ex vivo bewiesen 

worden war, wurde zunächst untersucht, ob die in vitro Mitoxantrongabe auch die gleiche Wirkung 

auf das Migrationsverhalten der Zellen ausüben konnte. Demnach konnte gezeigt werden, dass die 

Migration von PBMCs aus dem venösen Blut aller fünf untersuchten gesunden Probanden zu einer 

deutlichen Verminderung nach der in vitro Applikation von Mitoxantron unterlag (Abb. 9). 
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Abbildung 9: Migrierte PBMCs [%] vor und nach in vitro Mitoxantrongabe 

 

 Die Mitoxantrongabe bewirkte, dass gegenüber unbehandelten Zellen der Prozentsatz der 

Zellmigration von im Mittel 27 % auf 4 % zurückging (Abb. 10). 
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Abbildung 10: Migration von PBMCs vor und nach in vitro Mitoxantronbehandlung. Die Prozentzahl 

der migrierten PBMCs sank nach Mitoxantron von 27 % auf 4 % (**p<0,005). 

 

Der prominente Effekt von Mitoxantron auf CD14+ Monozyten ließ sich mittels FACS Analyse 

nachweisen (Abb. 11). Bei einer Wellenlänge von 635 bis  670 nm war die Autofluoreszenz von 

Mitoxantron zu sehen (Abb. 12) Diese Beobachtung gab uns die Möglichkeit zu beweisen, dass alle 

untersuchten Zellpopulationen Mitoxantron inkorporierten. 
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Abbildung 11: Migration von CD4+ T-Lymphozyten und CD14+ Monocyten vor und nach in vitro 

Mitoxantrongabe (Beispiel einer FACS-Analyse). Nach in vitro Gabe von Mitoxantron war die 

Migration von CD14+ Monocyten signifikant reduziert (von 37 % auf 4 %), im Gegensatz dazu 

unterlag die Migration von CD4+ T-Lymphozyten keiner deutlichen Verminderung (von 3% auf 2,5%). 

 

Abbildung 12: Autofluoreszenz von Mitoxantron nach in vitro Applikation 

 

Die Migration von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten wies keine signifikante Minderung nach der in 

vitro Mitoxantrongabe auf. Die Zahl der migrierten B-Lymphozyten war sowohl vor als auch nach in 

vitro Mitoxantrongabe zu niedrig für die weitere Analyse (Abb. 13). 
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Abbildung 13: Migrationsverhalten unterschiedlicher Zellpopulationen vor und nach in vitro 

Mitoxantrongabe. Die Migration von CD14+ Monozyten wies nach der Mitoxantronbehandlung eine 

signifikante Minderung auf (**p<0,005). Die Reduktion der Migration von CD4+ und CD8+ T-

Lymphozyten war nicht signifikant (n.s.). Die Zahl der migrierten CD19+ B-Lymphozyten war sowohl 

vor als auch nach der Mitoxantrongabe zu niedrig (n.d.). 

 

4.3 Mitoxantron  und MMP-Aktivität 

Entsprechend dem heutigen Kenntnisstand spielen  die MMPs aufgrund ihrer Bindegewebe- und 

Basalmembran-degradierenden Eigenschaften eine wichtige Rolle bei der Zellmigration.  Das 

reduzierte Migrationsverhalten von PBMCs nach der Mitoxantrongabe erweckte die Frage nach dem 

Einfluss des Medikaments auf die MMP-Expression. Aus diesem Grund wurde die proteolytische 
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Aktivität von MMP-2 und MMP-9 in  Zellüberständen der MS-Patienten und  der gesunden Probanden 

mittels Gelatin-Zymographie vor und nach Mitoxantrongabe ermittelt.  

Die erste Bande lag  bei ca. 92 kD  und entsprach dem MMP-9 Standard, die zweite lag  bei ca. 72 kD 

und präsentierte MMP-2.  

Es war  offensichtlich, dass  MMP-9 und MMP-2 in allen untersuchten Proben vor der 

Mitoxantrongabe gleichmäßig und konstant vorhanden waren. Aber im Gegensatz dazu, zeigte sich 

nach der in vitro bzw. ex vivo Applikation von Mitoxantron die deutliche Verminderung der 

proteolytischen Aktivität von MMP-9 in allen Zellüberständen. Die Reduktion der Aktivität von 

MMP-2 variierte dagegen in Vorkommen und Ausprägung in den Überständen von PBMCs nach der 

ex vivo bzw. in vitro Mitoxantrongabe (Abb. 14). 
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Aufgrund der in dieser Versuchsreihe erlangten Ergebnisse stellte sich heraus, dass das verminderte 

Migrationsverhalten von PBMCs nach der Applikation von Mitoxantron, tatsächlich, zu einer 

verminderten Expression von MMPs korrespondierte. 

 

 

 

 

           A                                                             B 
 
Abbildung 14: Proteolytische Aktivität von MMPs vor und nach in vitro (A) bzw. ex vivo (B) Mito-

xantronbehandlung in dem Kulturüberständen von PBMCs. Die Proteolytische Aktivität von MMP-9 

war deutlich vermindert nach der Mitoxantrongabe. Die Reduktion der Aktivität von MMP-2 (72 kD) 

variierte dagegen in Vorkommen und Ausprägung. 
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4.4 Mitoxantron und MMP-9 - Expression  

Die ausgeprägte Reduktion der proteolytischen Aktivität von MMP-9 nach der Mitoxantrongabe  hatte 

einen entscheidenden Einfluss auf die weiteren Experimente. Zunächst wurde der Effekt von 

Mitoxantron auf das Expressionsverhalten von MMP-9 auf mRNA Ebene untersucht. Wegen der 

niedrigen Zahl von PBMCs aus dem Patienten Blut, war es unmöglich bei allen elf Patienten das 

Expressionsmuster von MMP-9 prä und post Mitoxantronbehandlung zu bestimmen. Es wurden nur 

fünf Proben analysiert. Die niedrige Zahl der Proben beschränkt die Aussagekraft der  statistischen 

Signifikanz. Die Expression von MMP-9 auf mRNA ebene wurde auch vor und nach der in vitro  

Mitoxantrongabe in  PBMCs untersucht (n=5). 

Die RNA aus PBMCs vor und nach Mitoxantrongabe wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und in 

einer so genannten Q-PCR eingesetzt. Zum Ausgleich der Schwankungen zwischen den eingesetzten 

RNA-Mengen wurde zudem eine Q-PCR für die Referenzgene 18S durchgeführt, auf deren Wert die 

Expression anderer Gene  normiert wurden, bevor ein Vergleich der einzelnen Proben (PBMCs vor 

und nach Mitoxantronbehandlung) untereinander stattfand.  

Die Ergebnisse wiesen auf die deutliche Abnahme der MMP-9 Expression auf mRNA Ebene nach der 

Mitoxantronbehandlung hin. Außerdem zeigte sowohl ex vivo als auch in vitro Gabe von Mitoxantron 

den gleichen inhibitorischen Effekt auf MMP-9 Expression (Abb. 15). 
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Abbildung 15: Abnahme der MMP-9 Expression auf mRNA Ebene nach Mitoxantrontherapie 

(qPCR). ∆Ct- Treshhold Cycle. 
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4.5 Migration von PBMCs nach MMP-Inaktivierung  

Zur Verifikation der Ergebnisse über Korrelation zwischen der reduzierten  Migrationfähigkeit der 

Zellen und der verminderten Expression von MMPs, wurden die folgenden Untersuchungen 

durchgeführt. Um die extrazelulären MMPs zu inaktivieren,  wurde der unspezifische MMP-Inhibitor 

EDTA eingesetzt. 

EDTA ist ein Chelatbildner mit Metallionen und entzieht auf diese Weise die für Aktivität von MMPs 

notwendigen Metallionen und hemmt das aktive Zentrum. 

Die aus dem venösen Blut der gesunden Probanden isollierten PBMCs wurden mit EDTA behandelt 

und deren Migrationsverhalten vor und nach der Gabe des MMP-Inhibitors in einem in vitro 

Migrationsassay erfasst. 

Auch hier konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen dem Migrationsverhalten von 

PBMCs und der MMP-Aktivität bestand. Bereits nach der EDTA-Gabe ging die Zellmigration 

deutlich zurück.  Die prozentzahl der unbehandelt migrierten PBMCs betrug 7 %.Im Gegensatz dazu 

die unspezifische Inaktivierung von MMPs verursachte die Verminderung der migrierten Zellzahl  bis 

zum 2 %( Abb. 16). 
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Abbildung 16: Migration von PBMCs vor und nach EDTA-Gabe in vitro.Die Migration von 

BMCs sank nach der EDTA-Gabe von 7 % auf 2 % (*p<0,05). 
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5 Diskussion 

Die pathogenetischen Konzepte sowie die therapeutischen Möglichkeiten der MS befinden sich seit 

einigen Jahren in grundlegendem Wandel. Der rasante Zuwachs der Therapiemöglichkeiten wird 

unterstützt durch die neuen Erkenntnisse über die Pathomechanismen der demyelinisierenden 

Erkrankung. Trotz dieser Fortschritte ist die MS bis heute nicht heilbar und das Ziel einer 

nebenwirkungsarmen und hocheffizienten Therapie bislang nicht erreicht.  

Traditionell ist also für die meisten der angewandten Therapiestrategien die entzündliche Natur der 

MS-Läsionen der rationale Hintergrund. Bei den pathogenetischen Hypothesen und Konzepten haben 

inzwischen jedoch verschiedene Paradigmenwechsel stattgefunden (Kieseier et al., 2005). 

Nach dem heutigen Erkenntnisstand stellt die Einwanderung immunkompetenter Zellen aus dem 

Gefäßsystem über die Blut-Hirn-Schranke in das Gehirnparenchym hinein einen immunpatho-

genetisch relevanten Mechanismus dar. Aus diesem Grunde zeichnet sich jedes Medikament, das die 

Eigenschaften besitzt, diesen wichtigen Prozess zu modulieren, durch die klinische Effektivität in der 

Therapie der Erkrankung aus. Ein gutes Beispiel dafür ist die Substanz – Natalizumab, die durch die 

Inhibition des Adhäsionsmoleküls VLA-4 die Transmigration der entzündlichen Leukozyten über 

BHS verhindert. Aufgrund der guten Ergebnisse verschiedenen Studien (Miller et al., 2004) besitzt 

dieses Medikament ein hohes Potenzial ein festes Element in der Basistherapie der MS zu werden. 

Mitoxantron ist seit etwa drei Jahren zur Behandlung schwer verlaufender Formen der schubförmigen 

MS zugelassen und hat zunehmend Bedeutung auch in der Therapie der sekundär chronisch 

progredient verlaufenden MS. Die Zulassung beruht auf dem Wirksamkeitsnachweis von Miotxantron 

in der so genannten MIMS-Studie (Hartung et al., 2002). Nach dem immunmodulatorischen 

Stufenschema der deutsch-österreichisch-schweizerischen Multiple Sklerose Therapie konsensus 

Gruppe (MSTKG) wird Mitoxantron gegenwärtig in der Therapieeskalation eingesetzt, d.h wenn die 

Medikamente der ersten Wahl, die drei Interferon-beta Präparate sowie Glatiramerazetat, keine 

ausreichende Wirkung zeigen.  

Mitoxantron wird unter Berücksichtigung der Kontraindikationen wie z.B. kardiale Vorerkrankungen 

im Allgemeinen gut vertragen. Von den möglichen Nebenwirkungen muss man besonders auf 

Dosisabhängige Kardiotoxizität achten: Hierunter versteht man die schon früher in der 
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Krebsbehandlung mit Mitoxantron beobachtete Herzschädigung, die jenseits einer kumulativen Dosis 

von etwa 160 mg/m2 Körperoberfläche deutlich häufiger auftrat als unterhalb diese Dosis. Aus diesem 

Grund wurde zu Sicherheit die Lebensgesamtdosis bei MS zunächst auf 140mg/m2 Körperoberfläche 

begrenzt, wobei diese Dosis vor wenigen Monaten aus formalen Gründen auf 100mg/m2 

Körperoberfläche weiter reduziert wurde (DMSG). Kardiologische Nebenwirkungen können bei 

Mitoxantron allerdings auch bei niedrigen Dosen auftreten und wurden auch mehrere Jahre nach 

Beendigung einer Mitoxantron-Behandlung beobachtet. Neben dieser möglichen Nebenwirkung muss 

noch Therapie-Induzierte Leukämie, Infertilität, erhöhtes Infektionsrisiko erwähnt werden (Spindler et 

al., 2003). 

Da Mitoxantron schon seit einigen Jahrzehnten in der Krebsbehandlung im Einsatz ist, liegen bereits 

Kenntnisse über den Wirkmechanismus vor. Mitoxantron ist eine starke immunsuppressiv wirkende 

Substanz, die in der Lage ist sowohl Zellapoptose als auch Zellnekrose zu induzieren (Bellosillo et al., 

1998). Dieses Medikament interkaliert in die DNA und bewirkt über eine Interaktion mit der 

Topoisomerase-2 Einzel- und Doppelstrangbrüche (Smith, 1983).  Außer immunsupressive Wirkung 

werden auch immunmodulatorische Effekte dieses Medikaments diskutiert wie z.B. inhibitorischer 

Effekt auf die Sekretion der proinflammatorischen Marker wie z. B. IFN-γ, TNF-α und IL-2 (Chan et 

al., 2005). 

Trotz großer wissenschaftlicher Forschungsaktivitäten ist der letztlich therapierelevante Effekt des 

Medikaments bei der MS  noch offen.  

Es ist von großer Wichtigkeit, den Wirkmechanismus von Mitoxantron zu verstehen. Hintergrund ist 

das Ziel, Nachfolgepräparate zu entwickeln, die mit geringeren Nebenwirkungen eine gleiche oder 

bessere Wirkung erreichen. Auch können Erkenntnisse über sinnvolle und nicht sinnvolle 

Kombination mit Mitoxantron gewonnen werden. Idealerweise kann durch die Kenntnis des 

Wirckmechanismus der Einsatz von Mitoxantron bei MS denjenigen Patienten „angepasst“ werden, 

die am meisten von Mitoxantron profitieren.   

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Wirkung von Mitoxantron auf die 

Migrastionsfähigkeit immunkompetenter Zellen in einem in vitro Migratrionsassay. PBMCs von MS-

Patienten, sowie von gesunden Probanden wurden von und nach ex vivo bzw. in vitro 
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Mitoxantrongabe über mit Fibronektin beschichtete Filter zur Migration gebracht. Die früheren 

Erfahrungen zeigten, dass Fibronektin einen starken Stimulator der Zellmigration in einem in vitro  

Migrationassay darstellt und aus diesem Grund für in vitro Experimente erfolgreich eingesetzt werden 

kann (Stuve et al., 1997). Aufgrund dieser Ergebnisse haben wir uns für oben genanntes Model 

entschieden. 

Unsere Experimente ergaben, dass der FCS Gradient und die folgenden Chemokine - CCL5 (Rantes) 

bzw. CCL2 (MCP-1) die Zellmigration im gleichen Maß beeinflussten, deshalb verwendeten wir 

letztendlich den Konzentrationsunterschied von FCS in oberer und unterer Migrationskammer als 

chemotaktischer Gradient. Damit versuchten wir die physiologischeren Bedingungen für die Zellen 

wiederherzustellen.  

Mitoxantron hemmte Migrationsfähigkeiten aller untersuchten immunkompetenter Zellen. Die ex vivo 

Miotxantrongabe reduzierte die Zahl der migrierten Zellen, den unbehandelten Zellen gegenüber, von 

20% auf 2%. Nach der in vitro Mitoxantrongabe wurde jedoch die Prozentzahl der Migration von 27% 

auf 4% gesenkt. Interessanterweise konnten wie  die Autofluoreszenz von Mitoxantron bei FACS 

Analyse detektieren. Aus dieser Betrachtung zogen wir eine Schlussfolgerung, dass alle untersuchten 

Zellen das Medikament inkorporierten.  

Durchlußzytometrie gab uns die Möglichkeit den Effekt des Medikaments auf verschiedene 

Zellpopulationen zu analysieren. CD14+Monozyten waren empfindlicher bezüglich der hemmenden 

Wirkung von Mitoxantron. Die Reduktion ihrer Migrationsfähigkeit war am meisten ausgeprägt. 

Es ließ sich zeigen, dass Mitoxantron die Migration von T Lymphozyten auch signifikant unterdrückte. 

Aber es gab kein Unterschied zwischen den inhibierten Migrationsfähigkeiten von CD4+ und CD8+ T-

Lymphozyten, als Hinweis dafür, dass das Medikament auf beide Subpopulationen die gleiche 

Wirkung ausübte. 

In unserem Experiment konnte nicht gezeigt werden, welche Wirkung Mitoxantron auf die 

Migrationsfähigkeiten von B-Lymphozyten hat. Die Zahl der migrierten CD19+ B-Lymphozyten war 

sowohl vor als auch nach ex vivo  bzw. in vitro Mitoxantrongabe so niedrig, dass keine weitere 

Analyse erlaubte. Da das Medium keine zur Attraktion dieser Zellen benötigten Chemokine wie z.B 

CXCL12 (SDF-1) oder CXCL13 (BCL-1) enthielt, höchstwahrscheinlich, war der chemotaktische 
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Gradient nicht stark genug um ihre Migration zu initiieren. Weitere Untersuchungen sind erforderlich 

um diese Frage zu klären.  

Aufgrund im ersten Abschnitt dieser Arbeit durchgeführter Experimente können wir die folgende 

Schlussfolgerung ziehen: Mitoxantron inhibiert die allgemeinen Migrationsfähigkeiten der 

immunkompetenten Zellen über die Fibronektin Filter in einem in vitro Migrationsassay aber hat 

keinen spezifischen Effekt auf die verschiedenen Zellpopulationen. Die inhibitorische Wirkung des 

Medikaments ex vivo ist nach der in vitro Applikation des Medikaments auch reproduzierbar. Dazu 

muss man erwähnen, dass die Reduktion der Migration der CD4+ und CD8+ T- Lymphozyten aus den 

gesunden Probanden nach der in vitro Mitoxantrongabe statistisch nicht signifikant war (p=0,07). Aber 

unserer Meinung nach, hier spielte die niedrigere Zahl (n=5) der in vitro Experimenten eine Rolle.  

Die von uns untersuchten Patienten hatten unterschiedliche Krankheitsdaten. Aber interessanterweise 

die inhibitorische Wirkung von Mitoxantron korrelierte weder mit der Krankheitsdauer noch mit der 

Schwere der MS-Erkrankung. Sogar bei der unterschiedlichen kumulativen Dosis von Mitoxantron 

hatte das Medikament einen ausgeprägten Einfluss auf die Zellmigration.  

In der Literatur sind Hinweise zu finden, dass  MMPs wichtige Mediatoren in der Pathogenese 

entzündlich-demyelinisierender Erkrankungen darstellen. Ihnen kommt entscheidende Bedeutung bei 

den Mechanismen der Zellmigration, Zerstörung der Blut-Hirn-Schranke, Demyelinisierung und 

Zytokinaktivierung zu (Hartung and Kieseier, 2000), So zeigt sich in Tiermodellen, dass MMPs 

verschiedene Schlüsselrollen in den zur Demyelinisierung führenden Effektorkaskaden einnehmen, 

insbesondere jedoch über eine Schädigung der Blut-Hirn-Schranke wirken. Experimentelle Daten bei 

der EAE wiesen erhöhte mRNA Expressionen von einigen MMPs bzw. MMP-9 nach, die mit der 

Krankheitsaktivität korellierten und somit die pathogenetischen Relevanz dieser Proteasen nahe legen 

(Clements et al., 1997; Kieseier et al., 1998). Aus der Vielzahl bekannter MMPs wurde insbesondere 

der MMP9 und MMP2 eine Rolle bei der Migration von T-Zellen durch die Basalmembran 

zugesprochen (Leppert et al., 1995). Deshalb untersuchten wir die Expression dieser zwei Gelatinasen 

vor und nach  ex vivo bzw. in vitro Mitoxantrongabe. Die Ergebnisse zeigten eine unwesentliche 

Verminderung der proteolytischen Aktivität von MMP-2 und eine deutliche Aktivitätsreduktion von 

MMP-9. Außerdem war die MMP-9 Expression auf mRNA-Ebene nach der Mitoxantrongabe 
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vermindert.  Die Verifikationsversuche mit dem unspezifischen MMP Inhibitor EDTA, haben gezeigt, 

dass das reduzierte Migrationsverhalten von PBMCs, tatsächlich, mit der verminderten Expression 

von MMPs korrelierte. Aufgrund dieser Datenlage ist es wahrscheinlich, dass der inhibitorische Effekt 

von Mitoxantron auf die Migrationsfähigkeit der immunkompetenten Zellen, teilweise, mit seiner 

inhibitorischen Wirkung auf MMP-Aktivität korespondiert.   

Arbeiten der letzten Jahre zeigen, dass durch selektive Inhibition bestimmter MMPs möglich ist, die 

Inflammation und die demyelinisierung im EAE-Modell zu verringern und sogar zu verhindern. 

Mittlerweile ist ein breites Spektrum von MMP-Inhibitoren entwickelt worden und in verschiedenen 

In-vivo-Modellen und Knock-out Mäusen mit positiven Ergebnissen getestet worden (Kieseier et al., 

1999b). 

Dürch ihre chelatbindenden Eigenschaften können z.B. Tetrazykline und chemisch modifizierte 

Tetrazykline die Aktivität von MMPs blockieren. Eine Behandlung mit Monocyclin bei der EAE 

zeigte eine deutliche positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufs und der Inflammation (Popovic et 

al., 2002). 

Kernbeobachtung unserer Arbeit lautet: Mitoxantron inhibiert die Migration der entzündlicher Zellen 

und dieses reduzierte Migrationsverhalten korrespondiert zu einer verminderten Expression von 

Matrixmetalloproteinasen, insbesondere von MMP-9. Damit stimmen unsere Ergebnisse mit den oben 

erwähnten Hypothesen, in denen MMPs als möglichen therapeutischen Ansatzpunkt für die MS 

darstellen, überein. 

Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass Interferon-beta transmigratorische Fähigkeiten von PBMCs 

effektiv moduliert und seine Wirkung durch die Hemmung entzündlicher Läsionen bei der MS 

vermittelt. Mittels MRT konnte gezeigt werden, dass diese Substanz die Störung der Blut-Hirn-

Schranke signifikant verringert. Diese Hypothese über einen möglichen Wirkmechanismus von 

Interferon-beta wird durch Befunde unterstützt, denen zufolge dieses Zytokin die Produktion von 

MMPs in Lymphozyten im gleichen Ausmaß wie deren Migrationsfähigkeit vermindert; (Stuve et al., 

1996; Hartung and Kieseier, 1996; Yong et al., 1998).  

Wegen des unterschiedlichen Ablaufs der Untersuchungen kann man die Wirkung von Interferon-beta 

und Mitoxantron miteinander nicht vergleichen, aber aus oben genannten und von uns beobachteten 
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Ergebnisse lässt sich folgern, dass die Hemmung der MMP-Aktivität und darüber hinaus die 

Reduktion transmigratorischer Fähigkeiten immunkompetenter Zellen, ein Mechanismus zu sein 

scheint, über den die beiden Substanzen ein weiteres Voranschreiten der Erkrankung bei MS zu 

reduzieren vermögen.   
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6 Zusammenfassung 

Bei der Multiplen Sklerose (MS) stellt die Einwanderung immunkompetenter Zellen aus dem 

Gefäßsystem über die Blut-Hirn-Schranke (BHS) in das Gehirnparenchym hinein einen 

immunpathogenetisch relevanten Mechnismus dar. Mitoxantron wird zur Therapie der MS erfolgreich 

eingesetzt, die Wirkung dieses Präparates auf immunkompetente Zellen ist jedoch nur unvollständig 

geklärt. Wir untersuchten daher den Effekt von Mitoxantron auf die Migrationsfähigkeit 

mononukleärer Zellen aus dem peripher-venösen Blut (PBMCs) über eine artifizielle BHS. Dazu 

wurden PBMCs vor und nach Therapie mit Mitoxantron von 11 MS-Patienten isoliert, zur Migration 

über Fibronektin, einem Hauptbestandteil der Basalmembran zerebraler Endothelzellen, in einem in 

vitro Assay gebracht und anschließend mittels Durchflusszytometrie analysiert. Es zeigte sich, dass die 

allgemeine Migrationsfähigkeit immmunkompetenter Zellen nach Mitoxantrongabe vermindert ist, 

einzelne Zellpopulationen aber unterschiedlich betroffen sind. CD14+ Monozyten migrierten deutlich 

schlechter als CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten. Die in vitro Behandlung von PBMCs gesunder 

Kontrollpersonen ergab gleiche Ergebnisse und zeigte, dass auch die migrierende Restzellpopulation 

Mitoxantron inkorporierte. Das verminderte Migrationsverhalten korrespondierte zu einer 

verminderten Expression von Matrix Metalloproteinasen in den Zellüberständen. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Mitoxantron die Migrationsfähigkeit immunkompetenter Zellen zu 

beeinflussen vermag. Dieser Wirkmechanismus ist möglicherweise bei der klinischen Effektivität 

dieser Substanz von Bedeutung. 
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