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Zusammenfassung I

ZUSAMMENFASSUNG

Interferon (IFN) B-1a ist als Immunmodulator ein unverzichtbares Element der
Basistherapie der Multiplen Sklerose (MS). Neben den bisher bekannten
Wirkungsmechanismen wie der Immunmodulation sorgt ein neuer Aspekt, die
Neuroprotektion, fir viel Aufmerksamkeit. Eine entscheidende Rolle hat dabei
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), das von T-Lymphozyten sezerniert
wird und eine essenzielle Bedeutung beim neuronalen Uberleben sowie bei
Wachstum und Differenzierung neuer Neurone nach postinflammatorischer
Schadigung hat. Ziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis einer IFN B-1a-
induzierten Expression von BDNF, um die Hypothese einer Neuroprotektion
durch IFN B-1a zu unterstitzen. Hierzu wurde zunachst der Einfluss von IFN -
la auf /n vitro mitogen-aktivierte periphere Blutlymphozyten (PBL) von
gesunden Probanden untersucht. Es wurden Proliferationsanalysen mit
unterschiedlichen Konzentrationen angefertigt, um das T-Zellwachstum zu
erfassen, und anschlieBend wurde die BDNF-Expression mittels standardisierten
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) gemessen. Die Ergebnisse
zeigten eine konzentrationsabhangige Inhibition der PBL-Proliferation durch IFN
B-la. Gleichzeitig konnte eine Induktion der BDNF-Expression durch die
Anwesenheit von IFN pB-1la nachgewiesen werden. Die Hochstwerte wurden bei
mittleren Konzentrationen zwischen 1000 und 5000 IU/ml erreicht. Patienten
mit MS, die mit IFN B-la behandelt wurden, zeigten im Serum signifikant
niedrigere BDNF-Werte als unbehandelte MS-Patienten.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse daraufhin, dass IFN pB-la durch
Induktion der Expression von BDNF eine Neuroprotektion begiinstigen kann;

deren Bedeutung /n vivo bleibt jedoch offen.



Summary IT

Summary

Interferon B-1a as an immunmodulatory agent is an indispensable element of
the basic therapy in multiple sclerosis. In addition to the previously known
mechanisms of action such as immunmodulation a new aspect,
neuroprotection, attracts much attention. A decisive role in this process is
played by brain-derived neurotrophic factor (BDNF) which is secreted by T
lymphocytes. Furthermore, BDNF has an essential function in neuronal survival
as well as in growth and differentiation of hew neurons after postinflammatory
damage. The aim of this doctoral thesis was the detection of IFN B-1a-induced
expression of BDNF to undermine the hypothesis of IFN p-la-associated
neuroprotection. For this purpose, the influence of IFN B-la on in vitro
activated peripheral blood lymphocytes (PBL) from healthy donors was first
tested. Proliferation analyses were made at different concentrations to detect T-
cell growth. Afterwards BDNF expression was measured by standard ELISA. A
concentration-dependent inhibition of PBL proliferation by IFN B-1a was shown.
Furthermore, IFN B-la-induced BDNF expression could be detected. The
maximum values were achieved at medium concentrations between 1000 and
5000 IU/ml. Patients with MS treated with IFN B-1a exhibited significantly lower
BDNF serum levels than untreated MS patients.

In summary, the results suggest that IFN B-1a can promote neuroprotection by

inducing BDNF expression, but their importance /n vivo remains open.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose, auch bekannt als Encephalomyelitis disseminata, ist in
Europa und Nordamerika die hdaufigste Ursache flir neurologisch bedingte,
dauerhafte Behinderungen des jungen Erwachsenenalters. Es handelt sich
hierbei um eine chronisch entziindliche demyelinisierende Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), deren Pathogenese trotz langjahriger
Forschung noch immer weitgehend ungeklart ist. Erstmals beschrieben wurden
die Lasionen am Rickenmark Mitte des 19. Jahrhunderts durch R. Carswell und

J. Cruveilhier (Carswell, 1838; Cruveilhier, 1835).

1.1.1 Epidemiologie

Zur Erstmanifestation kommt es haufig im Alter zwischen 20-40 Jahren. Einen
Gipfel erreicht die Erkrankung im 30. Lebensjahr, aber auch bei immer mehr
Kindern und Jugendlichen wird die MS diagnostiziert (Ruggieri et al., 1999). Die
Verteilung zwischen Frauen und Mannern liegt bei 2.1:1 (Kotzamani et al.,
2012). In Deutschland wird die Pravalenz auf ca. 149 pro 100000 Einwohner
geschatzt (T. Hein and Hopfenmiiller, 2012), die Zahl der weltweit an MS

erkrankten Menschen liegt bei ca. 2.5 Millionen.

1.1.2  Atiopathogenese

Hinsichtlich der Ursache und Entstehung der MS sind noch viele Fragen

unbeantwortet. Fachleute sind sich aber einig, dass es sich bei dieser
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Erkrankung um einen chronisch entzindlichen Autoimmunprozess handelt,

dessen Genese multifaktoriell erklart wird.

Ein deutlich erkennbares Muster zeigt sich bei der Betrachtung der
geografischen Verteilung der MS. Die dazu bisher weit akzeptierte Theorie, die
Pravalenz folge in der ndrdlichen Hemisphare einem Nord-Sud-Gradienten, bzw.
in der sudlichen Hemisphdre einem Slid-Nord-Gradienten, wird seit einigen
Jahren von vielen Seiten angefochten (Koch-Henriksen et Sgrensen, 2010;
Pugliatti et al., 2002). AuBerdem wurde in einigen Populationen, die in Gebieten
mit einer hohen Pravalenz fiir MS lebten, eine relative ,Resistenz" gegenliber
MS nachgewiesen (u. a. die Maori in Neuseeland (Skegg et al.,, 1987), die
Hutterer und Einheimische in West-Kanada (McFarlin and Lachmann, 1989)).
Andere Thesen stellen ein infektidses Antigen (moglicherweise ein Virus), das in
maBigen Klimagebieten endemisch ist, als Ursache flr den Longitudinal-Effekt
(Miller et al., 1990) in den Vordergrund. Entscheidend ist jedenfalls eine
Interaktion zwischen genetischen Faktoren und Umwelteinflissen. Ein
Zusammenhang mit bakteriellen oder viralen Infektionen ist aber auch nicht

auszuschlieBen (Willer and Ebers, 2000).

Die MS folgt dem Vererbungsmuster einer polygenetischen Erkrankung
(Oksenberg et al., 2001). Betrachtet man die Verteilung innerhalb einer Familie,
so zeigt sich, dass die Vererbung zwar nicht ausschlaggebend flir die
Entwicklung der Erkrankung ist, aber genetische Faktoren in der Pradisposition
dennoch eine signifikante Rolle spielen. Das absolute Risiko liegt flr biologische
Verwandte ersten Grades 20 bis 40-mal hoher als fiir den Rest der Bevolkerung.
Geschwister oder Kinder unterliegen einem hoheren Risiko als Verwandte

zweiten und dritten Grades (Sadovnick et al., 1988). Hinzu kommt eine
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Konkordanzrate flr MS von 25-30 % bei monozygoten Zwillingen und 3-5 %
bei dizygoten Zwillingen im Vergleich zu einem allgemeinen Risiko von 0.1-0.4

% (Sadovnick and Ebers, 1993).

Unabhangige Untersuchungen des kompletten Genoms auf der Suche nach
einem oder mehreren verbunden Genlocus oder -loci flir MS bestétigten
bisherige Berichte Uiber die Verbindung zum humanen Leukozytenantigen (HLA)
DR2-Locus (Ebers et al., 1996; Sawcer et al., 1996). Eine vollstandige Erklarung
fur die Suszeptibilitdt flir MS ergibt sich hierdurch aber nicht, zumal
monozygote Zwillinge mit den gleichen genetischen Voraussetzungen immer
noch eine Diskordanz fuir MS von 70-75 % vorweisen. In dieser Hinsicht wurde
auch die Rolle anderer Gene, die in Verbindung mit MS stehen kdénnten,

untersucht (Chataway et al., 1998).

Im Gegensatz zu anderen entziindlichen Erkrankungen des ZNS zeichnet sich
die Pathologie der MS durch das Auftreten von multifokalen
Entmarkungsherden, axonaler Destruktion und Bildung reaktiver Gliose aus
(Hemmer et al., 2003; Lassmann et al., 2001). Pradilektionsstellen sind vor
allem die Sehnerven, der Hirnstamm, das Rlickenmark, das Kleinhirn und die

periventrikuldre weiBe Hirnsubstanz.

Eine zentrale Rolle im Krankheitsprozess spielt das Immunsystem. Verschiedene
Arbeiten konnten durch die Beschreibung unterschiedlicher Immunprozesse
diese Aussage untermauern (Hemmer et al., 2002; Hohlfeld, 1997). So finden
sich in den aktiven inflammatorischen Lasionen, neben wenigen B-Lymphozyten
und Plasmazellen, vor allem Infiltrationen von T-Lymphozyten und
Makrophagen. Die Initiierung der Inflammation geht vorrangig von den CD4* T-

1-Helfer (Th1)-Zellen aus. Ihre Differenzierung aus naiven T-Zellen (Th0-Zellen)
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wird durch Interferon (IFN)-y und Interleukin (IL)-12 stimuliert. Die
proinflammatorischen Produkte der Thil-Zellen, zu denen IFN-y, IL-2 und
Tumornekrosefaktor (TNF)-a zahlen, hemmen wiederum die Differenzierung
von CD4* T-2-Helfer (Th2)-Zellen aus naiven ThO-Zellen und damit die
Sezernierung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-
13 (Morel and Oriss, 1998). Nach Aktivierung durch eigene oder fremde
Antigene (Ag) in der Peripherie und anschlieBender Migration zur Blut-Hirn-
Schranke  (BHS) durchwandern die  T-Lymphozyten mithilfe von
Adhasionsmolekiilen, Proteasen und Chemokinen diese Barriere (Kieseier et al.,
1999). Im ZNS setzen die Thl-Zellen nach Reaktivierung durch ZNS-Ag die
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-2 frei und induzieren durch die
Aktivierung weiterer proinflammatorischer Zellen eine Entziindung mit
nachfolgender Destruktion der Myelinscheiden. Diese Immunantwort sowie das
Ansprechen auf eine Immuntherapie, aber auch die Krankheitsverldufe und
Veranderungen in der Magnetresonanztomographie (MRT) zeigen im
interindividuellen Vergleich groBe Unterschiede und kénnen durch das Prinzip
der Heterogenitat in der Pathogenese (Lassmann et al., 2001; Lucchinetti et al.,
2000) erklart werden. So konnte z. B. bei der Autopsie eines Patienten dasselbe
Muster der Demyelinisierung in allen aktiven Lasionen nachgewiesen werden.
Im Vergleich mit anderen MS-Patienten jedoch ergaben sich essentielle

Unterschiede (Lassmann et al., 2003).

Der Mechanismus der Demyelinisierung wurde bisher in vier Mustern

beschrieben (Lassmann et al., 2001).
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Muster 1: Makrophagen-vermittelte Demyelinisierung

Makrophagen setzen nach T-Zell-vermittelter Aktivierung zytotoxische
Mediatoren wie TNF-a, Sauerstoffradikale (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO)

frei und flhren zu einer Schadigung der Myelinscheide.

Muster 2: AntikOrper-vermittelte Demyelinisierung

Myelinspezifische Antikdrper werden von B-Lymphozyten (bzw. Plasmazellen)
sezerniert und filhren Uber die Aktivierung von Makrophagen und die

Aktivierung der Komplementkaskade zur Destruktion der Myelinscheiden.

Muster 3: Distale Oligodendrogliopathie und Apoptose

Distale Oligodendrozytendegeneration mit nachweislichem Verlust von
myelinassozierten Glykoproteinen (MAG) und anschlieBender Apoptose

(programmierter Zelltod).

Muster 4: Primdre Oligodendrozytendegeneration

Primare Oligodendrozytendegeneration in der perildsiondren weiBen Substanz,

gefolgt von nicht Apoptose-vermittelter Destruktion der Myelinscheide.

Neben Entziindung und Demyelinisierung tritt als drittes pathogenetisches
Element die Neurodegeneration in den Vordergrund. Der zunehmende
Axonschaden wird als pathogenetisches Korrelat der primdren oder sekundaren
chronischen Progredienz der Behinderung im Verlauf der MS angesehen. Im
Gegensatz zu friiheren Annahmen tritt die Neurodegeneration nicht erst spat im
Krankheitsverlauf auf, sondern bereits in frilhen und sogar sehr friihen Stadien.
Daher gilt es neue Therapieansatze zu finden, die sich neben der Hemmung der
Entziindungsreaktion auch gezielt auf die Neurodegeneration ausrichten. Es

wird davon ausgegangen, dass bisherige Behandlungsstrategien das langfristige
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Auftreten von neurologischen Behinderungen nicht verhindern kdnnen.

1.1.3 Diagnostik

Aufgrund der Mannigfaltigkeit der Symptome und Verwechselbarkeit mit
anderen Erkrankungen, wie z. B. Vaskulitiden, multiplen Schlaganfallen,
paraneoplastischen Syndromen, chronischen viralen oder rheumatischen
Hirnerkrankungen, Vitaminmangel, Lupus oder Enzephalitiden, kann die
Diagnosestellung nach Auftreten der ersten Symptome durchaus Monate bis
Jahre andauern. Ausschlaggebend sind eine griindliche Anamnese, die
korperliche und vor allem die klinisch-neurologische Untersuchung. AuBerdem
obligat ist der prazise Ausschluss von Differentialdiagnosen. Eine Empfehlung
von Klotz et al. zum Vorgehen bei Verdacht auf MS wird in

Abb. 1 geschildert.
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Klinische Prasentation

1. Klinischer oder 2. schleichend
anamnestischer progrediente

Krankheitsschub Entwicklung

| Labor!, Liquor, VEP, SSEP |

| MRT und fakultativ spinales | cMRT UND
MRT spinales MRT

Red flags:

Junger als 16, alter als 50, Familienanamnese einer
monogenetischen neurologischen Erkrankung,
rheumatologische Erkrankung, Kopfschmerzen,
epileptischer Anfall, beidseitige Optikusneuritis;
mehrsegmentale Myelitis (= 3 Segmente)

ortliche Dissemination klinisch Diagnose PP-MS wenn:
oder nach MRT erfullt* Progression Uber 1 Jahr
I UND 2 der 3 Kriterien:

a) ortl. Dissemination
zerebral (21 T2- Lasion in
mind. 1 MS-typischen ZNS-
Areal*)

b) 6rtl. Dissemination spinal
(=2 T2- Lasionen)

c) positiver Liquorbefund
*symptomatische
Hirnstamm-/ spinale
Lasionen zahlen nicht

zeitliche Dissemination klinisch
oder nach MRT erfillt**

10bligate Laboruntersuchungen:

CRP, GroRes Blutbild, Serumchemie, BZ, Vit. B12,
Borrelienserologie, Urinstatus

Fakultative Laboruntersuchungen:

Rheumafaktor, Anti-Phospholipid-Ak, Lupus-
Antikoagulans, ANA, ACE, ANCA, ENA, HIV- Serologie,
HTLV-1-Serologie, Lues-Serologie (TPHA), langkettige
Fettsauren (VLCFA); Methylmalonyl- Ausscheidung im
Urin,

genetische Diagnostik (CADASIL, SCA, M. Fabry)

Liquor:

unterstilitzende Befunde sind: 1.lymphozytare
Pleozytose

2.Nachweis oligoklonaler Banden 3.Intrathekale 1gG-

Synthese (Reiber-Schema)

‘ Andere Diagnosen ausgeschlossen!

' v

| RRMS | | PPMS

MRT: T2, Flair, T1 mit und ohne KM
* Kriterium der 6rtlichen Dissemination:
» 1 T2-Lasion* in mind. 2 von 4 Arealen
(infratentoriell, juxtakortikal, periventrikular, spinal*)
** Kriterium der zeitlichen Dissemination:
» simultaner Nachweis asymptomatischer Gd-
anreichernder und -nichtanreichernder Lasionen in einer
Untersuchung
ODER
» Nachweis einer neuen T2-Lasion und/oder einer Gd-
anreichernden Lasion in einem Follow-up-MRT
(unabhangig vom zeitlichen Abstand)
*symptomatische Hirnstamm-/spinale Lasionen zahlen

nicht

Abb. 1: Praktisches Vorgehen bei Verdacht auf MS: Empfehlungen in Deutschland

VEP: \Visuell evoziertes Potenzial, SSEP: Somatosensibel evoziertes Potenzial, MRT:

Magnetresonanztomographie, cMRT: Craniale Magnetresonanztomographie, PPMS: Primar
progrediente Multiple Sklerose, RRMS: Schubférmig remittierende Multiple Sklerose, CRP: C-
reaktives Protein, BZ: Blutzucker, Vit. B12: Vitamin B12, KM: Kontrastmittel, ANA: Antinuklearer
Antikorper, ACE: Angiotensin converting enzyme, ENA: Extractable nuclear antigen, HIV:
Humanes Immundefizienz-Virus, HTLV-1: Humanes T-lymphotropes Virus 1, TPHA: Treponema-
Pallidum-Hamagglutinations-Assay, VLCFA: Very long chain fatty acid, CADASIL: Cerebrale
autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie, SCA:
Spinozerebelldre Ataxie, M. Fabry: Morbus Fabry, Ig: Immunglobulin, Gd: Gadolinium.

Aus Klotz et al., 2011, mit freundlicher Genehmigung vom Springer-Verlag GmbH.

Die wichtigste technische Untersuchung ist die MRT. Mit ihr kdnnen nicht nur
Plaques und entziindliche Lasionen in unterschiedlichen Bereichen des ZNS
erkannt werden, sondern auch zwischen alten und neuen Ldsionen sowie ihrer
Aktivitat unterschieden werden. AuBerdem sehr aussagekraftig ist die Erfassung

visuell, akustisch, motorisch sowie somatosensibel evozierter Potenziale (VEP,
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AEP, MEP, SSEP). Die durch die Demyelinisierung verzdgert detektierten
Potenziale kdnnen in verschiedenen Anteilen des ZNS erfasst werden und damit
auch subklinische Beeintrachtigungen, die durch Kklinisch-neurologische
Untersuchungen nicht erkannt werden, nachweisen. Des Weiteren wird die
Diagnostik durch eine Liquoranalyse erganzt, um eine chronisch entziindliche
Atiopathogenese nachzuweisen. Etwa 60 % der Patienten weisen eine
lymphozytdre Pleozytose auf, die kleiner als 50/pl sein sollte (McDonald et al.,
2001); ca. 20-30 % der Patienten haben eine Schrankenfunktionsstérung
(Reiber, 1998). Bei 95 % der Patienten kommt eine intrathekale
Antikorpersynthese mit oligoklonalen Immunglobulin (Ig) G-Banden in der
isoelektrischen Fokussierung vor. Die Diagnose wird international einheitlich
nach den zuletzt 2010 lberarbeiteten McDonald-Kriterien gestellt (McDonald et
al., 2001; Polman et al., 2011, 2005), da keiner der Einzelbefunde spezifisch fir
MS ist (Tabelle 1). Demnach missen zur Diagnosestellung eine Kklinische
und/oder MRT-morphologische 6értliche und zeitliche Dissemination der flir MS

typischen Befunde vorliegen.

Durch die neuen Kriterien und damit Vereinfachung ihrer Anwendung ist eine
noch friihzeitigere Diagnosestellung und damit auch schnellere Initiierung einer
immunmodulierenden Therapie mdglich, ohne dass es zu einer Verminderung
der diagnostischen Spezifitat und Sensitivitat kommt (Tur et al., 2008). So kann
der gleichzeitige Nachweis asymptomatischer Gadolinium (Gd) anreichernder
und nicht anreichernder Lasionen in der MRT-Untersuchung von Patienten mit
typischem Clinically isolated syndrom (CIS), also einmaligem Schubereignis, zur
Erfillung der revidierten Kriterien zur Diagnosestellung ausreichend sein

(Montalban et al., 2010; Rovira et al., 2009; Swanton et al., 2007). In der
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neuesten Revision der McDonald Kriterien von 2017 wird der Nachweis

oligoklonaler Banden im Liquor ebenfalls als Zeichen der zeitlichen

Dissemination anerkannt, was die Friihdiagnose der MS weiter erleichtert
(Thompson et al., 2017). Fir die Diagnose einer primar progredienten MS

(PPMS) (Tabelle 2) aber ist der Nachweis einer MS-typischen Liquorkonstellation

weiterhin bedeutsam (Polman et al., 2011).

Tabelle 1: McDonald-Kriterien 2010 der RRMS

Klinische Prasentation

Erforderliche Zusatzdiagnostik

>2 Schubereignisse und klinisch objekti-
vierbarer Nachweis >2 Lasionen oder
objektivierbarer Nachweis 1 Lasion plus
anamnestische Evidenz flr stattgehabtes
Schubereignis

Keine

>2 Schubereignisse und klinisch
objektivierbarer Nachweis 1 Lasion

Nachweis der 6rtlichen Dissemination durchist!
— 21 T2-Lasion in 22 MS-typischen Regionen
(periventrikuladr, juxtakortikal, infratentoriell,
spinal) ODER

— Nachweis einer weiteren klinischen
Manifestation in einer anderen Lokalisation

1 Schubereignis und klinisch objektivierbarer
Nachweis >2 Lasionen

Nachweis der zeitlichen Dissemination
durchist!

— gleichzeitigen Nachweis asymptomatischer
Gd-anreichernder und -nichtanreichernder
Lasionen ODER

— eine neue T2 und/oder Gd-anreichernde
Lasion im follow-uyp-MRT ODER

— zweites klinisches Ereignis




1. Einleitung 10

1 Schubereignis und klinisch objektivierbarer = Nachweis der 6rtlichen Dissemination durch

Nachweis 1 Lasion (klinisch-isoliertes — 21 T2-Lasion in =2 MS-typischen Regionen
Syndrom) (periventrikular, juxtakortikal, infratentoriell,
spinal) ODER

— Nachweis einer weiteren klinischen
Manifestation in einer anderen Lokalisation
PLUS

Nachweis der zeitlichen Dissemination durch
— gleichzeitigen Nachweis asymptomatischer
Gd-anreichernder und -nicht anreichernder
Lasionen ODER

— eine neue T2- und/oder Gd-anreichernde
Lasion im follow-up-MRT ODER

— zweites klinisches Ereignis

MS: Multiple Sklerose, Gd: Gadolinium, MRT: Magnetresonanztomographie.
Aus Klotz et al., 2011, mit freundlicher Genehmigung vom Springer-Verlag GmbH.

Tabelle 2: MS-Diagnose nach den McDonald-Kriterien bei PPMS

2005 2010

1. Klinische Progression iiber mindestens 1. Klinische Progression iiber mindestens

1 Jahr (prospektive oder retrospektive 1 Jahr (prospektive oder retrospektive

Evaluation) Evaluation)

2. PLUS 2 von 3 der folgenden Kriterien: 2. PLUS 2 von 3 der folgenden Kriterien:

a) Nachweis der ortlichen Dissemination a) Nachweis der ortlichen Dissemination

zerebral durch: =9 T2-Lasionen bzw. =4 zerebral durch =1 T2-L&sion in mindestens

T2-Lasionen plus pathologische VEPs einem der Areale periventrikuldr, juxtakortikal

b) Nachweis der 6rtlichen Dissemination oder infratentoriell

spinal durch =2 T2-spinale-Lasionen b) Nachweis der 6rtlichen Dissemination

c) Positiver Liquorbefund (Nachweis oli- spinal durch =2 T2-spinale-Lasionen?

goklonaler Banden in der isoelektrischen ¢) Positiver Liquorbefund (Nachweis

Fokussierung und/oder autochthone IgG- oligoklonaler Banden in der isoelektrischen

Synthese) Fokussierung und/oder autochthone IgG-
Synthese)

@ Symptomatische Hirnstamme-/spinale Lasionen zahlen nicht. VEP: Visuell evozierte Potenziale,
Ig: Immunglobulin. Aus Klotz et al., 2011, mit freundlicher Genehmigung vom Springer-Verlag
GmbH.

1.1.4 Klinische Manifestation der MS

In der Kklinischen Manifestation zeigt die MS eine groBe Variabilitdt an
neurologischen und psychiatrischen Symptomen. Die Symptome reichen

typischerweise von sensorischen Stérungen, unilateraler Optikusneuritis,
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Doppelbildern, Visusminderung, Parasthesien bis zu spastischen Paresen,
Extremitaten- und Gangataxie, Blasen- und Sexualfunktionsstérungen sowie der
haufig beschriebenen Fatigue. Seltener werden Aphasie, Apraxie, friihe
Demenz, Chorea und Rigiditdt beschrieben (McAlpine and Compston, 2005).
Etwa 50 % der Betroffenen sind 15 Jahre nach Beginn der Erkrankung aufgrund
schwerer Behinderung nicht in der Lage sich ohne Unterstiitzung
fortzubewegen (Noseworthy et al., 2000). Grundsachlich lassen sich vier
Stadien und Verlaufsformen unterscheiden (Abb. 2):

a) die schubférmige (relapsing remitting MS, RRMS),

b) die sekundar progrediente (secondary progressive MS, SPMS),

c) die primar progrediente (primary progressive MS, PPMS) und

d) die progredient schubférmige (progressive relapsing MS, PRMS)

Verlaufsform (Lublin et Reingold, 1996).

Zeit

Schubférmiger Verlauf

Sekundar progredienter Verlauf

Primér progredienter Verlauf

Progredient schubférmiger Verlauf

Schwere der Erkrankung/Grad der Behinderung

kL £

Abb. 2: Verlaufsformen der MS (nach Lublin and Reingold, 1996)
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Die RRMS, die sich durch wiederkehrende Schiilbe mit teilweiser oder
vollstandiger Remission kennzeichnet, ist mit ca. 80-90 % die haufigste Form
(Weinshenker et al., 1989). Als Schub wird das Auftreten neuer bzw. das
Wiederauftreten bereits bekannter Symptome definiert, die mehr als 24
Stunden anhalten und durch eine entziindliche Degeneration des ZNS
verursacht werden. Die Dauer und Schwere eines Schubes variiert von Patient
zu Patient, von Schub zu Schub, wie auch die Abstande zwischen den Schiiben
variieren. Nach durchschnittlich zehn Jahren nimmt der Verlauf bei ca. 50 %
der Patienten eine sekundar progrediente Form (SPMS) an. Diese wird durch
ein Fortschreiten der Erkrankung durch Progression der neurologischen
Dysfunktionen und unvollstdndiger Remission der Symptome beschrieben. Bei
nur 10 % der Patienten manifestiert sich die MS von Beginn an in einer primar
progredienten Form, bei der es zu einer fortschreitenden Verschlechterung der
Klinik ohne Schiibe kommt (Lublin and Reingold, 1996). Seltener ist die
progredient schubférmig verlaufende MS, die sich anfangs durch einen
progredienten Verlauf mit spateren aufgesetzten Schiiben kennzeichnet. In der
heutigen Nomenklatur bezeichnet man die Erstepisode einer MS als klinisch
isoliertes Syndrom (CIS, Clinically isolated syndrom). Diese kann mono- oder

multifokal auftreten.

Noch friiher als das CIS wird das so genannte RIS (radiologisch isoliertes
Syndrom) beobachtet, also wenn die (aus anderen Griinden durchgeflihrte)
MRT MS-typische Veranderungen zeigt ohne dass ein klinisches Ereignis

aufgetreten ist.

Um den Schweregrad einer Behinderung zu erfassen und flir die Progression

der Erkrankung einen Verlaufsparameter zu erhalten haben sich im Rahmen der
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Diagnostik international zwei Skalen durchgesetzt, die Expanded Disability
Status Scale (EDSS) (Kurtzke, 1983) und der Multiple Sclerosis Functional
Composite (MSFC) (Rudick et al.,, 2002). Die EDSS bestimmt die
Beeintrachtigung in acht Funktionssystemen des ZNS, wie z. B. Motorik,
Sensibilitéat, Kleinhirn, mentale Funktionen. Die Werte reichen von 0 (keine
neurologischen Defizite) bis 10 (Tod durch MS). Zur Ergéanzung hat sich in den
letzten Jahren der MSFC etabliert. Durch ihn werden die kognitiven und

funktionellen Fahigkeiten bestimmt.

1.1.5 Aktuelle Therapie

Die Mdglichkeit einer kausalen Therapie der MS gibt es aufgrund der
ungeklarten Pathogenese nach wie vor nicht. Prinzipiell kann die Behandlung in

vier Bereiche gegliedert werden:

a) Die Schubtherapie,
b) die verlaufsmodifizierende Immuntherapie (Langzeittherapie),
c) die symptomatische Therapie und

d) die funktionale Behandlung und Foérderung durch Rehabilitation.

Im akuten Schub ist zur Suppression der Entziindungsreaktion ein
Glukokortikosteroid-Puls Mittel der ersten Wahl. Empfohlen wird die intravendse
(i. v.) Gabe von 500-1000 mg Methylprednisolon an drei bis fiunf

aufeinanderfolgenden Tagen (Burton et al., 2012; Rieckmann et al., 2004).

Zur Vorbeugung weiterer Schiibe bzw. Verminderung der Schweregrade und
langfristigen Reduktion der Lasionsentstehung im ZNS und damit

akkumulierender Kklinischer Beeintrachtigungen im Sinne von bleibenden
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Behinderungen ist in der Langzeittherapie der MS eine optimale
Behandlungsstrategie notwendig. Die Multiple Sklerose Therapie Konsensus
Gruppe (MSTKG), die sich 1999 aus den Arztlichen Beirdten der deutschen,
Osterreichischen und schweizerischen MS-Gesellschaften zusammengeschlossen
hatte, verdéffentlicht zur Vereinfachung und Vereinheitlichung der Behandlung
regelmaBig Uberabeitete Empfehlungen. Fiir die Behandlung der RRMS wurde
ein Stufenschema erstellt, mittels dessen man auf der Grundlage einer
Basistherapie und dem Prinzip einer Eskalierungs- bzw. Deeskalierungstherapie
die Behandlung je nach Ergebnis verandern kann (MSTKG, 2008). Inzwischen
werden die Therapieempfehlungen nicht mehr von der MSTKG, sondern von
dem Krankheitsbezogenenen Kompetenznetz

Multiple Sklerose, KKNMS,

fortgefiihrt (Abb. 3).

Indikation cis RRMS! SPMS!
Le 1. Wahl 2. Wahl 3. Wahl mit ohne
% .g aufgesetzten aufgesetzte
z E -Alemtuzumab - Mitoxantron -Experimentelle Schiiben Schiibe
B -Fingolimod (-Cyclophosphamid)* :Verfahren
> -Natalizumab

Verlaufsmodifizierende Therapie

-Glatirameracetat

-Dimethylfumarat

-Interferon B-1a s.c.

-Mitoxantron

g -Interferon B-1a i.m. |-Glatirameracetat -Interferon B-1a s.c. i(-Cyclophosphamid)*
£ g|-Interferon B-1a s.c. |-Interferon B-1ai.m. -Mitoxantron
£ .g -Interferon B-1b s.c. |-Interferon B-1a s.c. (-Cyclophosphamid)*
‘23 "(‘;U -Interferon B-1b s.c.
5 -PEG-IFN B-1a s.c.
z > -Teriflunomid
S (-Azathioprin)?
(-Ivig)®
) %’_ 2. Wahl - Plasmaseperation
23
» £ [1. Wahl - Methylprednisolonpuls

Bei Versagen einer verlaufsmodifizierenden Therapie bei milder/moderater Verlaufsform einer MS werden diese Patienten wie eine aktive MS behandelt.

1Substanzen in alphabetischer Reihenfolge; die hier gewihlte Darstellung impliziert KEINE Uberlegenheit einer Substanz gegeniiber einer anderen innerhalb
einer Indikationsgruppe (dargestellt innerhalb eines Kastens)
2zugelassen wenn Interferon 3 nicht méglich oder unter Azathioprin-Therapie stabiler Verlauf erreicht
3Einsatz nur postpartal im Einzelfall gerechtfertigt, insbesondere vor dem Hintergrund fehlender Behandlungsalternativen
4zugelassen fur bedrohlich verlaufende Autoimmunkrankheiten, somit lediglich nur fulminante Falle als Ausweichtherapie vorzusehen, idealerweise nur
ausgewiesenen MS-Zentren

CIS: Clinically isolated syndrom, RRMS: Relapsing remitting MS, SPMS: Secondary-progressive MS, i.m.: Intramuskulér, s.c.: Subkutan, IVIg: Intravendse
Immunglobuline

Abb. 3: Stufentherapie der MS (nach KKNMS, 2014)
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In der Basistherapie sind als Immunmodulatoren fiinf Interferon-p-Praparate
(Rebif® und Avonex® (beides IFN B-1a), Betaferon® und Extavia® (beides IFN
B-1b), Plegridy® (pegyliertes IFN B-1a)) sowie zwei Glatiramerazetat-Praparate
(GA, Copaxone®, Clift®) als Mittel der ersten Wahl zugelassen. Die IFN-pB-
Praparate und Glatiramerazetat werden parenteral appliziert. 2013 und 2014
wurden mit Teriflunomid (Aubagio®) und Dimethylfumarat (Tecfidera®) zwei

orale Medikamente zur Basistherapie der schubférmigen MS zugefiigt.

Alle finf IFN-B-Praparate konnten in ihrer Effektivitdt, bezogen auf die
Reduktion der Schubfrequenz- und -starke, durch Evidenz-Klasse-I Studien
belegt werden (MSTKG, 2008). Nach neueren Kenntnissen wurden auBerdem
Betaferon®, Extavia® und Avonex® zur friihzeitigen Therapie von Patienten mit
CIS zugelassen. Weiterhin zeigte die dreijahrige BENEFIT Studie sowie die
Follow-up-Studie nach 11 Jahren anhand von Messungen des EDSS, dass
Patienten mit CIS erheblich von einer frihzeitigen Behandlung mit IFN-B

profitieren (Kappos et al., 2007, 2016).

Vergleichsstudien konnten in der Anwendung von GA und IFN-B-Prdparaten
keine bedeutenden Unterschiede in der Effektivitat feststellen (Haas and
Firzlaff, 2005; Khan et al., 2001). Bei Intoleranz oder Therapieversagen unter
IFN-B-Behandlung durch Auftreten von Neutralisierenden Antikdrpern (NAB)
besteht die Mdglichkeit einer Umstellung auf einen anderen Wirkstoff. Die
suppressive und protektive Wirkung von GA wurde bereits vor einigen Jahren
im Rahmen der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem
Tiermodel der MS, gezeigt (Sela, 1999; Teitelbaum et al., 1972; 1996). Seitdem
auch die positiven Effekte auf den Kklinischen Verlauf und die MRT-

morphologischen Hirnldsionen bei MS-Patienten belegt wurden, bekam GA 2001
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die Zulassung zur Behandlung der RRMS (Teitelbaum et al., 1997; Ziemssen et
al., 2001). Zur Therapie erhalten die Patienten entweder 20 mg taglich oder 40

mg dreimal wdchentlich subkutan.

Aufgrund der mangelnden Studienlage wird in Deutschland die Gabe von
Azathioprin als Immunsuppressivum weiterhin nur in zweiter Linie empfohlen
(MSTKG, 2008; KKNMS, 2014) . Bei Kontraindikationen oder Unvertraglichkeiten
der bisher erwahnten Vorgehensweisen kdnnen im so genannten off-labeF
Bereich, also ohne Zulassung fir diese Indikation, intravendse Immunglobuline
(IVlg) in Erwagung gezogen werden. Auch wenn die Qualitdt einer
Zulassungsstudie noch nicht erreicht wurde, wurde die Anwendung von 1IVIg
bereits durch wichtige Metaanalysen bekraftigt (Haas et al., 2005; Sorensen et
al., 2002). Dariliber hinaus ist bei Versagen der Basistherapie eine Verscharfung
(Eskalation) der Behandlung mit Mitoxantron (Ralenova®) méglich. Seit 2002
wurde das eigentlich als Zytostatikum verwendete Medikament auch zur
Behandlung der schubférmigen und sekundar progredienten MS (EDSS 3-6)
zugelassen und konnte in der Wirksamkeit, bezogen auf eine Schubreduktion
und eine Verlangsamung der Krankheitsprogression, durch mehrere Studien

belegt werden (Edan et al., 1997; Hartung et al., 2002).

Als Alternative in der Eskalierungstherapie empfiehlt die MSTKG auBerdem den
Einsatz von Natalizumab, einem “humanisierten” monoklonalen Antikérper
gegen o4-Integrin unter dem Handelsnamen Tysabri® (Tubridy et al., 1999).
Nach einer 2003 erfolgreich abgeschlossenen Phase-II-Studie (Miller et al.,
2003) wurden zwei Phase-III-Studien mit positiven Ergebnissen verdffentlicht
(Polman et al., 2006; Rudick et al.,, 2006). Nur drei Monate nach der

Markteinfihrung 2004 wurde der Verkauf jedoch unterbrochen, nachdem bei
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drei behandelten MS-Patienten die Progressive multifokale Leukenzephalopathie
(PML, eine schwere entziindliche Erkrankung des ZNS) diagnostiziert wurde.
Nach umfangreichen Sicherheitstberpriifungen wird inzwischen die Anwendung
von Natalizumab nach individueller PML-Risikoeinschatzung bei einem schweren
Verlauf der RRMS oder bei anhaltender Krankheitsaktivitdt unter Behandlung

mit einer Basistherapie empfohlen (MSTKG, 2008).

Ebenso nur bei der hochaktiven Form der RRMS oder nach erfolgloser IFN-
Therapie zugelassen ist Fingolimod (Gilenya®), eines der ersten oralen
immunmodulatorischen Therapeutika, das seit 2011 im Handel ist. In zwei
Phase-III-Studien konnte eine signifikante Reduktion der jahrlichen Schubrate
im Vergleich zum Placebo sowie einem i. m.-IFN B-la-Praparat nachgewiesen
werden (Cohen et al.,, 2013; Devonshire et al.,, 2012). Wegen moglicher
kardialer Nebenwirkungen wird die Ersteinnahme unter kardialer Uberwachung

empfohlen.

Zwei weitere neue, seit 2013 zugelassene MS-Therapeutika sind Teriflunomid
(Aubagio®) und Alemtuzumab (Lemtrada®). Teriflunomid wirkt Gber Hemmung
der Pyrimidin-Synthese proliferationsinhibierend auf Immunzellen (Warnke et
al., 2013). Neben einer Reduktion der Schubrate konnte in zwei Phase-III-
Studien (TEMSO, TOWER) auch eine Verlangsamung der
Behinderungsprogression unter der Gabe von 14 mg Teriflunomid pro Tag p. o.
bestatigt werden (Warnke et al., 2013), so dass Teriflunomid bereits in der
Basistherapie der RRMS zur Verfligung steht. Das Behandlungsschema unter
Alemtuzumab, einem monoklonalen Anti-CD52-Antikdrper, weicht deutlich von
den bisherigen Behandlungsschemata ab. Als Eskalationsalternative bei RRMS

sind in der 1. Phase der Therapie die i. v.-Gabe von 12 mg Alemtuzumab an
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funf aufeinanderfolgenden Tagen sowie in der 2. Phase nach 12 Monaten 12
mg Alemtuzumab an drei aufeinanderfolgenden Tagen vorgesehen (Cohen et

al., 2012).

2016 erfolgte die Zulassung eines weiteren Medikamentes fiir RRMS,
Daclizumab (Zinbryta®), ein monoklonaler Antikérper gegen CD25 (Rezeptor
des proinflammatorischen IL-2). 2017 wurde diese Zulassung wegen eines
Todesfalles durch akutes Leberversagen auf die Eskalationstherapie der RRMS

eingeschrankt.

Ein weiterer Wirkstoff zur Behandlung der aktiven RRMS Cladribin (Mavenclad®)
kam 2017 auf den Markt. Auch hier ist die Medikamentengabe ungewdhnlich,
da sie nur an je einer Woche der ersten beiden Monate im ersten Jahr und an

je einer Woche der ersten beiden Monate im zweiten Jahr erfolgt.

Ocrelizumab (Ocrevus®) ist als monoklonaler Antikdrper gegen das B-
Lymphozyten-Oberflachenmolekil CD20 gerichtet und wurde 2018 zugelassen.
Neben einer Wirksamkeit bei RRMS sind erstmals belastbare Studiendaten
hinsichtlich einer Verlangsamung der Behinderungsprogression bei PPMS

vorhanden.

Tabelle 3: Zugelassene Medikamente fiir die Immuntherapie der MS

Wirkstoff Handelsname Dosierung Anwendung Indikation Zulassung
Alemtuzumab Lemtrada® 12 mg 1. Phase5di.v., RR 2013

2. Phase (12

Monate spéter) 3 d

i.v.
Azathioprin Imurek® 2.5 mg/kg KG  taglich p. o. RR 2001
Cladribin Mavenclad® 3.5mg/kgKG 4 Phasena5d RR 2017

kumulativ p. 0. Monat 1, 2,

13, 14
Daclizumab Zinbryta® 150 mg 1x monatlich s. c. RR 2016
Dimethylfumarat Tecfiidera® 240 mg 2x taglich p. o. RR 2013
Fingolimod Gilenya® 0.5mg taglich p. o RR 2011

Glatiramerazetat Copaxone® 20 mg bzw. téglich s. c. bzw. RR 2001
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40 mg 3x/Woche s. c. 2014
Glatiramerazetat Clift® 20 mg téglich s. c. RR 2016
Interferon B-1a Avonex® 30 ug 1x/Woche i. m. CIS, RR 1997
Interferon B-1a Plegridy® 125 g alle 2 Wochen s. c. RR 2014
Interferon p-1a Rebif® 22/44 ug 3x/Woche s. c. RR 1998
Interferon p-1b Betaferon® 250 pg alle 2 Tage s. c. RR, SP 1995
Interferon B-1b Extavia® 250 ug alle 2 Tage s. c. RR, SP 2010
Mitoxantron Ralenova® 12 mg/kg KG alle 3 Monate i. v. RR, SP 2002
Natalizumab Tysabri® 300 mg alle 4 Wochen i. v. RR 2006
Ocrelizumab Ocrevus® 600 mg alle 6 Monate i. v. RR, PP 2018
Teriflunomid Aubagio® 14 mg taglich p. o. RR 2013

MS: Multiple Sklerose, mg: Milligramm, kg: Kilogramm, KG: Kérpergewicht, pug: Mikrogramm, p.
0.: Peroral, s. c.: Subkutan, i. m.: Intramuskuldr, i. v.: Intravends, RR: Relapsing remitting, SP:

Secondary progressive, PP: Primary progressive, CIS: Clinically isolated syndrome.

Neben der Schubtherapie und der verlaufsmodulierenden Langzeittherapie
spielt die symptomatische Therapie eine wichtige Rolle in der Behandlung. Ihr
Ziel ist die Linderung bzw. Beseitigung von Krankheitssymptomen, die
funktionelle Fahigkeiten der erkrankten Patienten und deren Lebensqualitat
beeintrachtigen (MSTKG, 2004). Die ausschlaggebenden Symptome sind vor
allem Spastik, Ataxie, Schmerzen/Dysasthesien, Blasenstérung und Fatigue.
Neben der symptomorientierten medikamentdsen Therapie haben die
physiotherapeutische Behandlung und die multidisziplindre Rehabilitation
insbesondere durch den Einfluss auf die Langzeitergebnisse einen hohen
Stellenwert im Therapiekonzept. So kénnen z. B. die Verbesserungen der
Mobilitat, die Wiedererlangung der Koordination und Kraft und die Erhaltung
der vorhanden funktionellen Fahigkeiten, aber auch der routinierte Einsatz von
Hilfsmitteln, den Patienten in kleinen Schritten wieder zur Selbststandigkeit und
Selbstbestimmung in ihrem alltédglichen Leben verhelfen. Diese ,Autonomie®

tragt eine groBe Bedeutung in Definition der Lebensqualitat.
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1.2 Interferon p-1a

Interferone sind Zytokine, die als Antwort auf eine virale Infektion oder andere
Pathogene zu einer antiviralen, antiproliferativen und immunmodulatorischen
Aktivitat des Immunsystems flihren. Die ersten Anwendungen in der Therapie
der MS gingen auf die Theorie zuriick, dass rezidivierende oder anhaltende
Krankheitsaktivitdt in Verbindung mit einer Viruspersistenz oder -latenz im ZNS
zu bringen sind (Jacobs et al., 1981; Knobler et al., 1984; Panitch et al., 1987).
Heutzutage sind zwei Formen von rekombinantem IFN-B, namlich IFN pB-1a und

IFN B-1b, in der MS-Behandlung zugelassen.

IFN B-la ist ein Glykoprotein aus 166 Aminosduren, das hauptsachlich von
Fibroblasten synthetisiert wird, praktisch aber auch nach Stimulation von allen
anderen Saugerzellen produziert werden kann. Als rekombinantes humanes IFN
B-1a wird es von gentechnisch veranderten Ovarialzellen chinesischer Hamster
sezerniert und ist im Gegensatz zu IFN B-1b identisch mit der im Menschen
natirlich vorkommenden Form. Seit 1998 in der subkutanen Applikationsform
fur die Therapie der RRMS zugelassen, wird es MS-Patienten 3x wochentlich als

subkutane Injektion in den Dosen 22 g oder 44 g verabreicht.

In der Peripherie beeinflusst IFN-B die Antigenprasentation durch Modulierung
der Expression von Molekilen, die hierzu notwendig sind. Es blockiert die IFN-y-
induzierte Expression von Haupthistokompatibilitatskomplex Klasse II-Molekilen
(MHC-II) auf Antigen prasentierenden Zellen (Antigen presenting cell; APC)
(Arnason et al., 1996; Lu et al., 1995). AuBerdem konnte bei MS-Patienten eine
Umkehr der erhdhten Expression von kostimulierenden CD80-Molekiilen auf B-

Lymphozyten nachgewiesen werden (Geng et al., 1997). Zusatzlich kann es die
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T-Zellaktivierung durch Verdnderung des Kostimulationsweges auf der Ebene
der dendritischen Zellen (DC, dendritic cells) unterbrechen (Huang et al., 2001).
IFN-B hemmt die T-Zellproliferation (Noronha et al., 1993) und induziert die
Expression anti-apoptotischer Proteine mit der Folge Zelltod zu verhindern
(Sharief et al., 2001). Auch die Reduktion von T-Lymphozyten, die reaktiv auf
basische Myelinprotein (MBP, myelin basic protein) sind, konnte auf eine
Behandlung mit IFN-p zurlickgefihrt werden (Zang et al., 2000). Des Weiteren
hemmt es die Sekretion proinflammatorischer Mediatoren wie IFN-y und TNF-a
(Noronha et al., 1993) und stimuliert die Produktion antiinflammatorischer
Zytokine wie IL-10 und IL-4 (Rudick et al., 1998). Im ZNS initiiert IFN-B eine
Suppression der Expression von Adhdsionsmolekiilen, Chemokinen,
Chemokinrezeptoren und Matrix-Metalloproteasen, und fihrt zu einer
Stabilisierung der BHS und damit Reduktion der Migration von Immunzellen ins

ZNS (Leppert et al., 1996; Sellebjerg and Sgrensen, 2003).

1.3 Neurotrophe Faktoren und Brain-derived neurotrophic factor

1.3.1 Neurotrophe Faktoren

Die Neurotrophen Faktoren (NF) bilden eine Familie aus strukturverwandten
Proteinen, die essentiell fir die Entwicklung des ZNS und des peripheren
Nervensystems sind. Neben dem Einfluss auf das neuronale Uberleben
regulieren die NF zahlreiche neuronale und glidre Funktionen wie das
Wachstum von Axonen und Dendriten, die Bildung synaptischer Strukturen, die

zur neuronalen Plastizitat essentiell ist, und die Expression von
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Neurotransmittern (Lewin et Barde, 1996; Lu, 2004). Dariber hinaus
beeinflussen viele NF Immunzellen in ihrer Funktion, wie z. B. in der Migration,
Aktivierung, Differenzierung und lokalen Antigenprasentation (Fligel et al.,

2001; Schuhmann et al., 2005). Die NF werden in drei Gruppen eingeteilt.

1. Nerve growth factor (NGF)-assoziierte NF oder auch Neurotrophine:
NGF, BDNF, Neurotrophin (NT)-3 und NT-4/5

2. Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)-Familie: GDNF,
Neuroturin, Artemin und Persephin (Airaksinen and Saarma, 2002)

3. Neuropoetische Zytokine: Giliary neurotrophic factor (CNTF) und

Leukemia inhibitory factor (LIF) (Ip, 1998)

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf BDNF. Daneben wurden auch NT-3 und

LIF untersucht.

1.3.2 Brain-derived neurotrophic factor

BDNF ist ein Protein aus der Gruppe der Neurotrophine, das nicht nur seinem
Namen entsprechend im Gehirn vorkommt, sondern auch im gesamten ZNS, in
der Retina, in den Motoneuronen, den Nieren, der Prostata und im
menschlichen Speichel zu finden ist. BDNF wird ein supportiver Effekt auf das
Uberleben von Neuronen im Rahmen traumatischer oder postinflammatorischer
Schadigungen sowie auf das Wachstum und der Differenzierung neuer Neurone

zugeschrieben (Pencea et al., 2001).

Neben den neuronalen Zellen wird BDNF auch durch verschiedenen Zellen des
peripheren Immunsystems wie CD4* wund CD8* T-Lymphozyten, B-

Lymphozyten, Monozyten und Mikrogliazellen exprimiert (Kerschensteiner et al.,
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1999). Nach Antigen vermittelter Stimulation wird die Expression von BDNF
durch Th1l-Zellen und Th2-CD4* Zelllinien, die fir Myelin-Autoantigene wie z. B.
MBP und Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) spezifisch sind,
gesteigert (Kerschensteiner et al., 1999; Ziemssen et al., 2002). Zusatzlich zur
protektiven Wirkung auf neuronale Zellen konnte eine Zunahme der
Oligodenrozytenproliferation und Myelinisierung nachgewiesen  werden
(McTigue et al., 1998). In den Hirnldasionen von Patienten mit akuter
disseminierter Enzephalomyelitis (ADEM) und Patienten mit MS wurden
auBerdem inflammatorische Zellen gefunden, in denen ebenfalls die Expression
von BDNF nachgewiesen werden konnte (Kerschensteiner et al., 1999;
Stadelmann et al., 2002). BDNF bindet mit hoher Affinitdt am gp145-
Tyrosinkinase-Rezeptor B (gp145trkB), der auf neuronalen Zellen exprimiert
wird (Bothwell, 1995), sowie mit niedriger Affinitdat am p75-Rezeptor, den es
sich mit den anderen Neurotrophinen teilt. Stadelmann et al. beschrieben
weiterhin, dass der gpl145trkB-Rezeptor auf MS-Ldsionen angrenzenden
Neuronen und in reaktiven Astrozyten innerhalb der Plaques nachgewiesen
werden konnte (Stadelmann et al., 2002). BDNF entsteht, wie auch die anderen
NF, durch proteolytische Spaltung aus Prakursor-Proteinen, den
Proneurotrophinen, die wiederum vorzugsweise am p75-Rezeptor binden und
Uber diesen den Zelltod vermitteln (Abb. 4) (Hohlfeld et al., 2007). Bislang ist
jedoch unklar, ob die anti-apoptotische oder die pro-apoptotische Aktivitat
Uberwiegt und unter welchen physiologischen Bedingungen beide beglinstigt

werden (Hohlfeld et al., 2007).
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Abb. 4: BDNF im Prozess der autoimmunen Demyelinisierung

Autoreaktive T-Zellen werden in der Peripherie aktiviert, (iberqueren die BHS und ebnen den
Weg fiir die anschlieBende Infiltration des ZNS durch Monozyten/Makrophagen und B-Zellen.
Alle Lymphozytensubpopulationen sind in der Lage im aktivierten Zustand BDNF zu produzieren.
Zusatzlich wird BDNF im ZNS durch Neuronen und Astrozyten sezerniert. BDNF wirkt vermutlich
neuroprotektiv Uber die Bindung an seinem TrkB-Rezeptor auf Axonen und Oligodendrozyten.
Durch Bindung am TrkB-Rezeptor auf Astrozyten induziert es die Produktion von
Stickstoffmonoxid und die daraus folgende sekunddre neuronale Degeneration. BDNF kann
auBerdem an TrkB-Rezeptoren binden, die durch Immunzellsubpopulationen exprimiert werden.
Das Ergebnis dieser Interaktion ist aber bislang unklar. Aus Liihder et al., 2013, mit freundlicher
Genehmigung vom Springer-Verlag GmbH.

BHS: Bluthirnschranke, M®: Monozyt/Makrophage, TrkB-Rezeptor: Tyrosinkinase-Rezeptor B, T:
T-Lymphozyt, p75: p75-Rezeptor, BDNF: Brain-derived neurotrophic factor, B: B-Lymphozyt,
OL: Oligodendrozyt, NO: Stickstoffmonoxid, ZNS: Zentrales Nervensystem.

1.3.3 Leukemia inhibitory factor

LIF ist ein neuropoetisches Zytokin aus der Familie der NF. Seinem Namen
entsprechend kann es die terminale Differenzierung myeloisch leukamischer

Zellen induzieren. Daneben sind bis heute eine Breite an weiteren Funktionen
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bekannt, wie der stimulierende Effekt auf die Bildung von Thrombozyten, die
Proliferation von hamatopoetischen Zellen, der Einfluss auf den Knochenbau,
die neuronale Differenzierung, die Embryogenese und die Stimulation von
Akute-Phase-Proteinen (Hilton, 1992; Metcalf, 2003). Im Serum von Probanden
mit einem gesunden Nervensystem ist LIF nicht messbar (Slaets et al., 2010).
Hingegen wurde eine erhdhte Expression von LIF bei Patienten in
unterschiedlichen Situationen von neuronalem Stress, wie Nervenverletzungen,
Ischdamien, Rilickenmarksverletzungen und auch in MS-Lasionen bestatigt
(Banner et al., 1997; Dowsing et al., 2001; Kurek et al., 1998; Vanderlocht et
al., 2006). Im MS-Maus-Modell EAE ist auBerdem nachgewiesen worden, dass
LIF die autoimmuninduzierte Demyelinisierung und den Verlust von
Oligodendrozyten limitiert (Butzkueven et al., 2002, 2006) und den Prozess der
Selbsterneuerung neuronaler Stammzellen beglnstigt (Bauer and Patterson,

2006; Mashayekhi and Salehi, 2011).

1.3.4 Neurotrophin 3

NT-3, ebenfalls aus der Familie der NF, wurde in den 1990er Jahren nach BDNF
und NGF als drittes Protein dieser Familie zugeordnet (Hohn et al., 1990;
Maisonpierre et al.,, 1990). Zu seinen Funktionen zahlen neben der
Begiinstigung des Uberlebens und der Differenzierung bereits existierender
Neurone auBerdem die Induktion des Wachstumes und der Differenzierung
neuer Neurone. Es wird hauptsachlich von Neuronen, T- und B-Lymphozyten
sezerniert (Kalinowska-Lyszczarz et al., 2011). McTigue et al. postulierten, dass
NT-3 im Bereich spinaler Verletzungen ebenso wie BDNF die Bildung von neuen

Oligodendrozyten herbeifiihrt (McTigue et al., 1998).
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1.3.5 Effekte von MS-Therapeutika auf neurotrophe Faktoren

Um zu kléren, ob die Neurodegeneration, die bereits in frilhen Stadien der MS
auftritt, therapeutisch beeinflussbar ist, wurde die Induktion von NF,
insbesondere BDNF, durch etablierte MS-Medikamente in den Focus

genommen.

Eines dieser Medikamente ist Glatirameracetat (GA), ein Essigsauresalz, das aus
einem Gemisch synthetischer Polypetide besteht. Unter taglichen subkutanen
GA-Injektionen konnten die Schubfrequenz sowie die auch im MRT
nachweisliche Entstehung aktiver Hirnlasionen bei Patienten mit RRMS reduziert
werden (Filippi et al., 2001). Auch konnte mittels MRT eine Verzégerung der
Entstehung von Hirnatrophien und die Entwicklung von permanenten axonalen
Schaden aus aktiven Ldsionen, den sog. ,black holes", dokumentiert werden
(Filippi et al., 2001; Rovaris et al., 2005). Zur Frage der neuroprotektiven
Wirkung von GA rlickte bereits in der Arbeit von Azoulay et al (Azoulay et al.,
2005) die Induktion von BDNF durch GA in den Vordergrund. In diesem
Zusammenhang wurden zum einen in Seren von Patienten mit RRMS
erniedrigte  BDNF-Werte nachgewiesen. Zum anderen zeigte sich eine
Normalisierung der BDNF-Werte bei RRMS-Patienten unter GA-Behandlung.
Dieser Effekt, und damit die Beteiligung von BDNF bei protektiven
Mechanismen gegen neuronale Degeneration, ist auf die erhdhte Sekretion von
BDNF durch periphere Blutlymphozyten (PBL) und die Wirkung GA-spezifischer
T-Lymphozyten auf die Produktion von BDNF zurilickzuflihren (Ziemssen et al.,

2002).

Nicht ganz einheitlich stellt sich die Studienlage tber den Einfluss von IFN B-1a



1. Einleitung 27

auf BDNF dar. In einigen Publikationen wurde kein Zusammenhang zwischen
IFN B-la und einer Induktion von BDNF gesehen (Caggiula et al., 2006;
Petereit et al., 2003). Demgegentiber zeigten andere Arbeiten eine von IFN B-
1la abhangige erhéhte Sekretion von BDNF (Hamamcioglu and Reder, 2007).
Auch diese Arbeit befasst sich liber die Bestimmung von BDNF im Serum von
IFN B-la-behandelten RRMS-Patienten und gesunden Kontrollgruppen mit dem

Thema der neuroprotektiven Wirkung von IFN B-1a.

14 Zytokine

14.1 Interferon-y

IFN-y ist ein proinflammatorisches Glykoprotein aus 143 Aminosauren, das wie
auch IFN-B zur Familie der Interferone gehdrt und eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung des Immunsystems spielt. Im Gegensatz zu IFN-B, das mit IFN-a,
IFN-® und IFN-t zur Klasse I der Interferone gehort, ist IFN-y wegen seiner
abweichenden Struktur und eines eigenen Rezeptors der alleinige Vertreter der
Klasse II-Interferone. IFN-y ist ein wichtiger Bestandteil in der unspezifischen
(angeborenen) und spezifischen (erworbenen) Immunabwehr des Menschen. Es
hat antivirale, immunmodulatorische und antitumorale Eigenschaften. Neben
den CD4* Thil-Zellen, CD8* zytotoxischen Lymphozyten und natlrlichen
Killerzellen (NK-Zellen) wird es auch von B-Lymphozyten und APC sezerniert
(Carnaud et al.,, 1999; Frucht et al., 2001; Yoshimoto et al., 1998). Die
Sekretion von IFN-y durch NK-Zellen und APC ist wahrscheinlich in der

Frihreaktion des Immunsystems gegen Infektionen von Bedeutung, wahrend
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die T-Lymphozyten vor allem in der spezifischen Immunreaktion die
Hauptquelle fir IFN-y darstellen (Frucht et al., 2001). Zu den physiologischen
Funktionen gehort die Makrophagenaktivierung, wodurch direkt mikrobielle und
antitumorale  Mechanismen ebenso wie eine Hochregulation der
Antigenprozessierung und -prasentation in Gang gesetzt werden (Schroder et
al., 2004). Ferner fuhrt die Stimulation von CD4* ThO-Zellen zu Thi-Zell-
Differenzierung. Diese wiederum sezernieren (ber eine positive Rlickkopplung
weiter IFN-y. Kontrolliert wird die Produktion von IFN-y Gber Zytokine (wie IL-
12 und IL-18), die von APC ausgeschittet werden. Eine hemmende Wirkung
auf die Produktion von IFN-y haben IL-4, IL-10, der transformierender
Wachstumsfaktor-p (TGF-B) und Glukokortikosteroide (Fukao et al., 2000,

2001; Sen, 2001).

1.4.2 Interleukin 2

In den 1970er Jahren war IL-2 das erste Interleukin, das als solches identifiziert
und charakterisiert wurde (Gordon and Maclean, 1965; Kasakura and
Lowenstein, 1965). Aus 133 Aminosduren bestehend ist es am Wachstum und
der Differenzierung von T- und B-Lymphozyten beteiligt und foérdert dariiber
hinaus die Proliferation und zytolytische Funktion von NK-Zellen (Garcia-Tuidn
et al., 2003). Im Thymus ist IL-2 auBerdem flir die Reifung regulatorischer T-
Lymphozyten (T-reg-Zellen) verantwortlich. T-reg-Zellen supprimieren, durch
Hemmung der IL-2-Produktion in autoreaktive Zellen, die Fahigkeit von T-
Lymphozyten korpereigene Antigene zu erkennen bzw. auf diese zu reagieren,
und dammen auf diesem Weg Autoimmunitdt ein (Sakaguchi et al., 2008;

Shevach, 2009). In den zerebralen Lasionen von MS-Patienten konnte eine
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weite Verbreitung von IL-2 nachgewiesen werden (Sivieri et al., 1998).

1.4.3 Interleukin 4

IL-4 ist ein antiinflammatorisches Zytokin, dessen Hauptquelle Th2-Zellen und
Mastzellen sind. Es induziert die Differenzierung der ThO-Zellen zu Th2-Zellen
und fihrt Gber eine positive Rlickkopplung zur Steigerung der Sezernierung von
IL-4 und hemmt gleichzeitig die Produktion von Th1-Zellen, Makrophagen, IFN-
v und IL-12 aus DC (Morel and Oriss, 1998). Ferner ist IL-4 durch Stimulierung
bereits aktivierter B-Lymphozyten der Ausléser flir einen Immunglobulin-
Klassenwechsel (class switch) von IgM hin zu IgE und IgG (Holter et al., 1992).
Im Rahmen einer Infektion oder Entziindung hat es eine entscheidende Rolle in
der Verlagerung einer unspezifischen in eine spezifische Immunreaktion. Seit
dem Nachweis von IL-4 in chronischen und aktiven MS-Lasionen wird versucht,
den Einfluss IL-4 auf die Pathogenese oder das AusmaB der MS zu ergriinden
(Cannella and Raine, 1995). So konnte bereits im Tierversuch gezeigt werden,
dass der Ausbruch der EAE bei Mausen durch die Anwesenheit von IL-4

verhindert wird (Racke et al., 1994).

144 Interleukin 10

IL-10 ist ein antiinflammatorisches Zytokin, das aus 178 Aminosauren besteht
und eine wichtige Rolle in der Vorbeugung (berschieBender
Entziindungsreaktionen und Gewebsschadigungen spielt. Heute ist bekannt,
dass IL-10 sowohl von Zellen der spezifischen als auch der unspezifischen

Immunabwehr synthetisiert werden kann. Die Hauptquelle sind Monozyten,
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eher weniger Th2-Lymphozyten, T-reg-Zellen, Mastzellen und B-Lymphozyten.
IL-10 hemmt durch aktivierte Monozyten und Makrophagen die Produktion u. a.
von IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, Granulocyte macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF), Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF),
Macrophagen colony-stimulating factor (M-CSF), TNF, LIF und Platelet-
activating factor (PAF) (Moore et al., 2001). Weiterhin verhindert es wahrend
einer Entzlindungsreaktion die Rekrutierung von Monozyten, DC, Neutrophilen
und T-Lymphozyten, in dem es die Expression der, die Rekrutierung
induzierenden, Chemokine hemmt (de Waal Malefyt et al., 1991; Kasama et al.,
1994; Moore et al.,, 2001). AuBerdem sind neben einer Verminderung der
Antigenprasentation von Makrophagen und DC (Enk et al., 1993) eine Inhibition
der Expression von MHC-II wie CD54 (ICAM-1), CD80 (B7) und CD86 (B7.2) auf
Monozyten sowie die daraus folgende Induktion dieser Molekile durch IL-4
oder IFN-y beschrieben worden (Moore et al., 2001). Van Boxel-Dezaire et al.
berichteten von einer Hochregulation von IL-10 bei MS-Patienten innerhalb
einer Remissionsphasen und einer Herunterregulation zum Zeitpunkt erneuter
Schibe (van Boxel-Dezaire et al., 1999). Im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen war die basale Expression von IL-10 bei MS-Patienten

nachweislich erniedrigt (van Boxel-Dezaire et al., 1999).

145 Interleukin 13

Eine wichtige Rolle in der Pathogenese allergischer Erkrankungen hat IL-13. IL-
13 ist ein Glykoprotein, das hauptsachlich von CD4* Th2-Lymphozyten
sezerniert wird. Neuere Untersuchungen wiesen auBerdem auf eine IL-13-

Produktion durch NK-Zellen, Mastzellen, Basophile und Eosinophile hin (Krause
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et al., 2006; Skowron-Zwarg et al., 2007).

Zu den Wirkungsmechanismen von IL-13 zdhlen vor allem die
Herunterregulation der Makrophagenaktivitat, die Induktion der Differenzierung
von Monozyten und die Initilerung des Immunglobulin-Klassenwechsel, ahnlich
wie auch bei IL-4 in Richtung IgG und IgE (McKenzie et al., 1993). Des
Weiteren hemmt IL-13 Makrophagen und Monozyten in der Produktion von
proinflammatorischen Mediatoren, wie Prostaglandine, ROS, IL-1, IL-6, IL-8,
TNF-o und IL-12 (de Vries, 1998; Doherty et al., 1993; Endo et al., 1996). Ein
anderer wichtiger Aspekt ist der Einfluss auf nicht hamatopoetische Zellen, wie
z. B. Endothelzellen, glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Epithelzellen
(Hershey, 2003). Es induziert in Endothelzellen das vaskuldre
Zelladhasionsmolekil (VCAM)-1, das wichtig flir die Rekrutierung von
Eosinophile ist, hemmt die Proliferation und die cholinerg induzierte Kontraktion
von glatten Muskelzellen /n vitro und induziert die Synthese von Kollagen-Typ I

in humanen Hautfibroblasten (Hershey, 2003).

1.5 Fragestellung

Es ist bekannt, dass im Rahmen einer MS die Neurodegeneration mit der
Progression der Behinderung korreliert (Hemmer et al.,, 2002). In diesen
Prozess kann IFN B-1a durch Immunmodulation eingreifen und das AusmaB der

korperlichen Behinderung nachhaltig beeinflussen.

Ziel dieser Arbeit ist es den Wirkungsmechanismus von IFN B-la unter dem

Aspekt der Neuroprotektion zu untersuchen. Hierzu wurde zum einen die
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direkte Wirkung von IFN B-1a auf periphere Blutlymphozyten (PBL) gesunder
Probanden /n vitro untersucht. AuBerdem erfolgte die Bestimmung von BDNF
als wichtiges Neurotrophin im Rahmen ischamischer, entzlindlicher oder
traumatischer neuronaler Schadigung. BDNF wurde dazu mittels
standardisiertem enzymverbundenem Immunadsorptions-Assay (ELISA) in den
Ubersténden von PBL-Kurzkulturen gesunder Probanden, die in vitro mit IFN B-
1a in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt worden waren, quantifiziert.
Neben den /n vitro Analysen sollte die Frage beantwortet werden, wie sich die
Transkription und Sekretion von BDNF /n vivo widerspiegeln wirde. Zu diesem
Zweck wurden die Seren zweier MS-Patientengruppen (mit IFN B-1a behandelte
und unbehandelte Patienten) mittels standardisiertem ELISA-Verfahren

miteinander verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Kontrollen

Flr die ex vivo Analysen wurden nach Aufkldrung und Einwilligung 12 Patienten
mit schubférmig verlaufender MS (davon sechs unbehandelte und sechs mit IFN
B-1a behandelte) sowie 15 gesunde Probanden ausgewahlt. Zwischen den
beiden Patientengruppen gab es keine signifikanten Unterschiede. Es handelte
sich hierbei um sieben weibliche und flinf mannliche Patienten. Tabelle 4 gibt in
einer Ubersicht die jeweiligen Charakteristika der Patientengruppen wieder.

Unter den gesunden Probanden befanden sich sieben Frauen und acht Manner.

Tabelle 4: Charakteristika der MS-Patienten und gesunden Probanden

unbehandelte mitIFN p-1a gesunde
Patienten behandelte Patienten Probanden
Anzahl 6 6 15
Geschlecht [w:m] 3:3 4:2 7:8
Mittleres Alter [Jahre] 38.5 41.0 29.2
MS-Form RR RR -
Mittlere Erkrankungs-
dauer [Jahre] >7 6.0 i
Mittlere EDSS 1.9 2.2 -
Mittlere Behandlungs- i 25 i

dauer [Jahre]

w: weiblich, m: mannlich, MS: Multiple Sklerose, EDSS: Expanded Disability Status Scale
(Kurtzke, 1983) IFN: Interferon, RR: Relapsing remitting.
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2.2

Reagenzien und Medien

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien und Medien

Produkt Herkunft Oort

BSA Albumin Fraktion V Roth Karlsruhe
Concanavalin A Sigma Steinheim
Ciprofloxacin Bayer Leverkusen
Ethylendiamintetraazetat Gibco Gaithersburg, USA
Fotales Kalberserum (FCS) Gibco Gaithersburg, USA

Glatirameracetat

Teva Pharmaceutical

Petah Tigva, Israel

Industries

Lymphoprep® Axis-Shield Oslo, Norwegen
[Methyl-*H]-Thymidin Amersham Biosciences Buckinghamshire, UK
Penicillin Gibco Paisley, UK
Phorbol-12-myristat-13-azetat Calbiochem Darmstadt
Phosphatpuffer PAA Laboratories Pasching, Osterreich
Phytohamagglutinin Calbiochem Darmstadt
Rebif® (Interferon p-1a) Merck/Serono Darmstadt
RPMI Medium 1640/L-Glutamin Gibco Paisley, UK
Streptomycin Gibco Paisley, UK
Trypanblau 0.08 % Sigma Aldrich Steinheim
Tween 20 Sigma Aldrich Steinheim

2.3 ELISA Kits

Tabelle 6: Verwendete ELISA Kits
ELISA Kit Herkunft Oort

ChemiKine™ NT-3 Sandwich ELISA Kit
DuoSet® ELISA human BDNF
DuoSet® ELISA human IFN-y

Quantikine® human IL-2

Chemicon® International
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems

Temecula, USA
Abingdon, UK
Abingdon, UK
Wiesbaden-Nordenstadt
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Quantikine® human IL-4
Quantikine® human IL-10
Quantikine® human IL-13

Quantikine® human LIF

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems

Wiesbaden-Nordenstadt
Wiesbaden-Nordenstadt
Wiesbaden-Nordenstadt
Wiesbaden-Nordenstadt

2.4 Material und Gerate

Tabelle 7: Verwendetes Material und Gerate

Produkt Herkunft Oort

96 Well Platte BD Bioscience Heidelberg

BD Falcon® Zentrifugenréhrchen 15, 50 m BD BioScience Heidelberg
Eppendorf Zentrifuge Eppendorf AG Hamburg
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr Ochsenhausen
Gefrierschrank (-80 °C) Heraeus Instruments Hanau
Inkubator (+37 °C) Heraeus Instruments Hanau
Kihlschrank (+4 °C) Liebherr Ochsenhausen
Lichtmikroskop Carl Zeiss Mikroskopie Jena
MULTISKAN® EX PRIMARY EIA V. 2.3 Thermo Fisher Vantaa
ELISA-Reader Scientific Oy Finnland
Neubauer® Zahlkammer Scherf Prazision Meiningen
Primary EIA, Cutoff and Cubic spline Thermo Fisher Vantaa,
calculation programs Scientific Oy Finnland
Spritzenvorsatzfilter Minisart® 0.2 pm Sartorius Gottingen
Standard Reaktionsgefai3 Eppendorf Hamburg
Sterile Werkbank Heraeus Instruments Hanau

Szintillationszahler

Zentrifuge

Packard BioScience

Meriden, USA

Heraeus Instruments Hanau
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2.5 Vorbereitung der Medien und Puffer

Zubereitung der 10x phosphatgepufferten Salz (PBS)-Stammldsung

80.0 g NaCl (137 mM), 2.0 g KCI (27 mM), 2.0 g KH2PO4 (43 mM) und 11.5 g
Na;HPO47H>0 (14 mM) wurden in 1000 ml H,O aufgeldst. Die Losung wurde
mit 1 N HCl auf pH 7.2 eingestellt, mit einem Minisart-Filter (0.22 pm)

sterilfiltriert und im Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

Zubereitung der 1x PBS-Gebrauchslosung

10x PBS wurde in einem Verhdltnis von 1:10 mit Aqua dest. (destilliertem

Wasser) gemischt und auf pH 7.2 eingestellt.

Zubereitung des RPMI Mediums

500 ml RPMI 1640 Medium wurden zur Kontaminationsprophylaxe mit Penicillin

1 %, Streptomycin 1 % und Ciprofloxacin 1 % versetzt.

Zubereitung des FCS-Mediums 5 %

25 ml fotales Kalberserum (FCS) (inaktiv) in 475 ml RPMI 1640 Medium/L-
Glutamin  wurden zur Kontaminationsprophylaxe mit Penicillin 1 %,
Streptomycin 1 % und Ciprofloxacin 1 % versetzt. Die Lésung wurde mittels
Minisart-Filter (0.22 pm) sterilfiltriert. Die Inaktivierung des FCS erfolgte im

Vorfeld in einem Hitzebad bei 53.5 °C fiir 30 min.

2.5.1 Kurzkultur aus peripheren Blutlymphozyten

Fir alle Kulturen wurde RPMI 1640-Medium mit 2 mM L-Glutamin und 5 %
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hitzeinaktiviertem FCS verwendet. Weiterhin wurden zur
Kontaminationsprophylaxe 100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin und 200
Hg/ml Ciprofloxacin zugesetzt. Alle Zellkulturen wurden bei 37 °C in einer 5 %
COz-Atmosphare gehalten. Alle Versuche wurden unter einer sterilen Werkbank

durchgefiihrt.

2.5.2 Zellgewinnung mittels Zentrifugierungs-Dichtegradienten

Das in Ethylendiamintetraazetat (EDTA)-Monovetten frisch gewonnene vendse
Vollblut der Probanden wurde in 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt und mit
einem PBS-Puffer in einem Verhaltnis von 1:2 (1:2 = je ein Teil) aufgeflllt. In
einem weiteren Zentrifugenrohrchen wurden 15 ml Lymphoprep® mit einer
Dichte von 1,077 g/ml vorgelegt und das Blut/PBS-Gemisch vorsichtig mit einer
Pipette aufgeschichtet (Abb. 5). Durch 45-minitige Zentrifugation (1800
Umdrehungen/min ohne forcierte Dezeleration) bei 18 °C wurden die
Erythrozyten und Thrombozyten durch Sedimentation (entsprechend ihrer
Dichte) von den mononukledaren Zellen getrennt. Diese stellten sich als eine
Interphase zwischen der Lymphoprep®-Phase und der Plasma-Phase dar. Nach
Entfernen des Uberstandes konnte die Interphase vorsichtig mit einer Pipette
abgenommen, in ein weiteres Zentrifugenrdéhrchen lberfihrt und mit dem PBS-
Puffer in einem Verhaltnis von 1:2 aufgeflllt werden. Die so gewonnenen PBL
wurden anschlieBend durch erneute Zentrifugation (1600 Umdrehungen/min
mit voller Dezeleration) bei 4 °C fiir 20 min gewaschen, der Uberstand entfernt

und verworfen und das Zellpellet in 5 ml FCS-Medium aufgenommen.



Vollblut mit
PBS 1:2 Thrombozyten/

Plasma

1800 Une drahungan/min
45 min bef 18T Mononukleére Zellen

Lymphoprep® . Lymphoprep®
Crsthramban

Abb. 5: Zellgewinnung im Zentrifugationsréhrchen

Vollblut/PBS-Gemisch wurde auf 15 ml Lymphoprep® aufgelegt und 45 min mit 1800
Umdrehungen/min bei 18 °C zentrifugiert.
PBS: Phosphate buffered saline, min: Minute.

2.5.3 Zahlung der Lymphozyten

Zur Bestimmung der Zahl vitaler Zellen wurde der Zellsuspension ein
Probevolumen (20 ul) enthommen und in einem Verhaltnis von 1:10 mit 0.08 %
Trypan-Blau verdlinnt. Trypan-Blau fiihrte in den abgestorbenen Zellen zu einer
Zellkernfarbung und ermdglichte auf diesem Weg eine unter dem
Lichtmikroskop sichtbare Unterscheidung von den vitalen Zellen. Zur
Standardisierung der Auszahlung wurde eine Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0.1
mm; 0.0025 mm?) verwendet und ein Mittelwert ermittelt. Die genaue Zellzahl

berechnete sich folgendermalBen.

Gesamtzellzahl (ml) = n x VF x 10 x V

(ml: Milliliter, n: Mittelwert der Zellen, VF: Verdliinnungsfaktor, V: Gesamtvolumen)

Die Zellzahl wurde auf 1.5 x 10* Zellen/100 pl eingestellt.
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2.5.4 Plattenvorbereitung, T-Zellaktivierung und Inkubation

Zunachst wurden die frisch isolierten PBL (1.5 x 10%/100 pl/Well) in eine U-
Boden-Platte mit 96 Wells Ulberfihrt. Den PBL wurde nach Aktivierung mit
Concanavalin A (ConA, 5 pl/ml) bzw. ohne Aktivierung IFN B-la in
unterschiedlichen Konzentrationen (0-20000 IU/ml) zugefligt. Zur Optimierung
der Aktivierung wurden im Vorfeld drei Mitogene miteinander verglichen, ConA,
Phytohamagglutinin (PHA) und Phorbol-12-myristat-13-azetat (PMA). Aufgrund
der unter ConA besten Ergebnisse wurde flir die weiteren Versuche ConA
verwendet. Nach der Praparation der Platten wurden die Zellen im
Warmeschrank bei 37 °C in einer 5 %igen CO.-Atmosphare inkubiert. Nach vier
Tagen wurden die Suspensionen pro Gruppe je in einem sterilen Eppendorf
ReaktionsgefaB zusammengefasst und mit 1400 Umdrehungen/min flir 4 min
zentrifugiert. Der Uberstand und das feuchte Pellet wurden voneinander

getrennt und bei -21 °C tiefgefroren.

2.6 Proliferationsmessungen

Die Proliferation von Zellen erfolgt proportional zur DNA-Neusynthese. Infolge
dieser Tatsache konnte durch Messung des Einbaus von radioaktiv markiertem
Thymidin die Proliferation der Lymphozyten verfolgt werden. Zur Analyse wurde
bei der Plattenvorbereitung der Lymphozyten-Kurzkulturen pro Gruppe ein
Triplett fur die Proliferation angesetzt. 16-18 Stunden vor Beendigung der
Inkubation der gesamten Kurzkultur wurden die Tripletts mit [Methyl-3H]-

Thymidin (0.5 pCi pro Probe) versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen auf
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einen Nitrozellulosefilter geerntet und der Einbau von [Methyl-3H]-Thymidin in
die DNA mittels Szintillationszédhlung ermittelt. Die gemessene Radioaktivitat

wurde als cpm (Counts per minute, B-Zerfélle pro Minute) ausgegeben.

2.7 Gewinnung von Serum aus humanem Frischblut

Die Seren wurden aus Frischblut der 12 MS-Patienten gewonnen. Dazu wurde
das Patientenblut direkt in einem Serum-Roéhrchen abgenommen und zur
Forderung der Gerinnung 3 Stunden in liegender Position bei Raumtemperatur
gelagert. AnschlieBend wurde das Blut fir 10 min mit 1200 Umdrehungen/min
zentrifugiert, der Uberstand (hier: Serum) vorsichtig in ein ReaktionsgefaB

abpipettiert und bei -21 °C eingefroren.

2.8 Quantifizierung von Neurotrophinen und Zytokinen mittels

ELISA

2.8.1 ELISA Prinzip

Zur Bestimmung der Expression von Neurotrophinen bzw. Zytokinen durch T-
Lymphozyten wurden enzymverbundene Immunadsorptions-Assays (ELISA)
durchgefihrt. Die zu untersuchenden Proben wurden aus den Zellliiberstanden
der PBL-Kurzzeitkulturen 13 gesunder Spender sowie aus 12 Patientenseren
gewonnen. Es wurde ausschlieBlich das Verfahren des mehrschichtigen

(Sandwich-) ELISA angewandt. Bei dieser Technik werden zwei Antikdrper
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eingesetzt, die beide spezifisch an das nachzuweisende Zytokin binden.

Je nach Fragestellung wurden verschiedene Neurotrophine/Zytokine (BDNF,
IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, LIF, NT-3) in den Uberstinden aus den
Proliferationsmessungen der PBL bzw. den Patientenseren untersucht. Die
Herstellerangaben dienten bei jedem ELISA-Verfahren als Vorlage. Zum
grundsatzlichen Aufbau eines Versuches gehorte eine Standardreihe in
doppelter  Ausfiihrung mit sieben definierten  Neurotrophin/Zytokin-
Konzentrationen, mit deren Hilfe zur Ermittlung der Probenkonzentrationen eine
Kalibrierungskurve erstellt wurde. Die zu untersuchenden Proben wurden
(verdinnt/unverdlinnt) ebenfalls als Duplikate getestet. Nach Abschluss jedes
Verfahrens wurde eine Extinktion bei einer Wellenlange von 450 nm (540 nm

Referenzfilter) fotometrisch im ELISA-Reader gemessen.

Bis auf geringe Unterschiede sind die einzelnen ELISA vom Aufbau und der
Durchfiihrung fast identisch. Im Folgenden werden die einzelnen ELISA

genauer beschrieben.

2.8.2 BDNF-ELISA aus Patientenseren/Uberstinden der PBL

Kurzkulturen

Vorbereitung:

Als Proben wurden entweder die Ubersténde aus den PBL-Kurzkulturen oder die

Patienten-Seren verwendet.

PBL-Kurzkultur: Uberstand im Duplikat unverdiinnt und mit bovinem
Serum Albumin (BSA) in 1:5 Verdlinnung

Patientenseren: Serum im Duplikat mit BSA in 1:10 und 1:100
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Verdiinnung

Waschpuffer: 0.05 % Tween®20 in PBS; 0.05 ml Tween®20 in
1000 ml 1x PBS pH 7.2-7.4

Reagenzverdlinner: 1 % BSA in PBS; 1 g BSA in 100 ml PBS, pH 7.2-7.4

Stopplésung: 2 N HxS04

Folgende Reagenzien waren im DuoSet® ELISA human BDNF enthalten und

wurden wie unten beschrieben weiterverarbeitet.

Fanger-Antikorper: Monoklonaler Maus anti-humaner BDNF-Antikdrper
mit 1 ml PBS zu einer Konzentration von 360 ug/ml
rekonstituiert; Verdinnung mit PBS zu einer
Arbeitskonzentration von 2 ug/ml

BDNF-Standard: BDNF-Standard mit 0.5 ml BSA zu einer
Konzentration von 230 ng/ml rekonstituiert;
Verdlinnung mit BSA zu einer Arbeitskonzentration
von 2500 pg/ml

Standardreihe: Vorlegen von 220 pl BSA in sechs fortlaufend
nummerierte ReaktionsgefaBe; 220 pl des BDNF-
Standards in das erste ReaktionsgefaB Uberflihren
und resuspendieren; Transfer von 220 pl aus dem
ersten in das zZweite ReaktionsgefaB,
resuspendieren; Fortfihren der Verdinnung in
gleicher Weise; Ausgangs-Standard (2500 pg/ml)
dient als Standard mit der hdchsten Konzentration;
BSA als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 2500, 1250, 625, 312.5,
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156.25, 78.125, 39.0625, 0 (Abb. 6)

Detektionsantikorper: Biotinylierter polyklonaler Maus anti-humaner BDNF
Antikdrper mit 1 ml Reagenz-Verdiinner zu einer
Konzentration von 4.5 pg/ml  rekonstituiert;
Verdiinnung mit dem Reagenz-Verdiinner zu einer
Arbeitskonzentration von 25 ng/ml

Streptavidin-HRP: 1 ml Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiertes
Streptavidin mit BSA in 1:200 Verdiinnung

Substratlésung: 1:1 Mixtur aus Farblésung A (H202) und Farblésung

B (Tetramethylbenzidin)

0 0 by 0 B @
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v v v v v v

220 pl BSA 220 pl BSA 220 pl BSA 220 pl BSA 220 pl BSA 220 pl BSA vorgelegt

y
4
4
4
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b b & &
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Standardreihe [pg/ml] 2500 1250 625 312.5 156.25 78.125 39.0625

Abb. 6: Standardreihe zum Erstellen einer Kalibrierungskurve
Anfertigung einer ELISA-Standardreihe nach Herstelleranweisung.

pl: Mikroliter, BSA: Bovines Serumalbumin, pg: Pikogramm, ml: Milliliter.

Tag 1:

Pro Well wurden 100 pl der Fanger-Antikérper mit einer Konzentration von 2.0
Hg/ml auf eine 96-Well Mikrotiterplatte aufgetragen, die Platte mit einer Folie
abgeklebt und bei Raumtemperatur tber Nacht inkubiert.

Tag 2:

Die Flissigkeit in den Wells wurde aspiriert und verworfen, die Mikrotiterplatte
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dreimal mit einem Waschpuffer (400 ul/Well) aus einer Spritzflasche gewaschen
und auf FlieBpapier vorsichtig trocken geklopft. AnschlieBend wurde die Platte
pro Well mit 300 pl des Reagenz-Verdiinners geblockt, die bis dahin freien
Bindungsstellen an der Platte auf diesem Wege gesattigt und flir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde erneut dreimal gewaschen und
trocken geklopft. Im ndchsten Schritt wurden 100 pl jeder Probe und jedes
Standards in die Wells pipettiert, die Mikrotiterplatte mit einer adhasiven Folie
abgeklebt und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die an die Platte
angebundenen Antikérper verbanden sich in dieser Phase mit den in den
Proben vorhandenen Antigenen (hier: BDNF). Durch Wiederholung des
Waschvorganges (s. 0.) wurden nicht gebundene Antigene von der Platte

entfernt.

AnschlieBend wurde jedem Well 100 pl des Detektionsantikdrpers in einer
Konzentration von 25 ng/ml zugefiihrt, so dass dieser nach Abkleben der Platte
mit einer neuen adhasiven Folie wahrend einer zweistlindigen Inkubation bei
Raumtemperatur an das Antigen binden konnte. Es folgte ein erneuter
Waschgang in bekannter Vorgehensweise. AnschlieBend wurden jedem Well
100 pl mit HRP konjugiertem Streptavidin zugegeben, wodurch es zu einer
Kopplung an die Detektionsantikérper kam. Wiederum wurden die Platten
gewaschen, die (berschiissigen Detektionsantikérper entfernt und eine
Substratlésung mit 100 pl pro Well zugefiigt. Durch die HRP in der
Substratlésung wurde die Reduktion von H>O katalysiert, woraufhin die
freigewordenen Protonen das vorher farblose Tetramethylbenzidin in sein
blaues Endprodukt oxidierten. Nach 20-minttiger Inkubation in Dunkelheit

wurde die Farbreaktion durch Zugabe einer Stopplésung mit 50 pl/Well und
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damit Einsetzen eines Farbumschlages von blau auf gelb beendet. Die

Auswertung wurde im ELISA-Reader durchgeflihrt.

2.8.3 IFN-y ELISA aus Patientenseren/Uberstinden der PBL

Kurzkulturen

Vorbereitung:

Die Vorbereitungen erfolgten wie beim BDNF-ELISA beschrieben.

Folgende Reagenzien waren im DuoSet® ELISA human IFN-y enthalten und

wurden wie unten beschrieben weiterverarbeitet.

Fanger-Antikorper: Monoklonaler Maus anti-humaner IFN-y Antikdrper
mit 1 ml PBS zu einer Konzentration von 720 ug/ml
rekonstituiert; Verdinnung mit PBS zu einer
Arbeitskonzentration von 4 ug/ml

IFN-y Standard: IFN-y Standard mit 0.5 ml Reagenz-Verdiinner zu
einer Konzentration von 30 ng/ml rekonstituiert;
Verdiinnung mit dem Reagenz-Verdiinner zu einer
Arbeitskonzentration von 1000 pg/ml

Standardreihe: Vorlegen von 220 pl Reagenz-Verdiinner in sechs
fortlaufend nummerierte ReaktionsgefaBe; 220 i
des IFN-y Standards in das erste Reaktionsgefa
Uberflihren und resuspendieren; Transfer von 220 pl
aus dem ersten in das zweite Reaktionsgefal3,
resuspendieren; Fortfihren der Verdinnung in
gleicher Weise; Ausgangs-Standard (1000 pg/ml)

dient als Standard mit der hdchsten Konzentration;
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Reagenz-Verdlinner als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 1000, 500, 250, 125, 62.5,

31.25, 15.625, 0

Detektionsantikorper: Biotinylierter polyklonaler Ziegen anti-humaner IFN-
y-Antikdrper mit 1 ml Reagenz-Verdlinner zu einer
Konzentration von 18 ug/ml  rekonstituiert;
Verdiinnung mit dem Reagenz-Verdiinner zu einer

Arbeitskonzentration von 100 ng/ml

Streptavidin-HRP: 1 ml HRP konjugiertes Streptavidin mit BSA in 1:200
Verdiinnung
Substratlésung: 1:1 Mixtur aus Farblésung A (H202) und Farblésung

B (Tetramethylbenzidin)

Durchfiihrung:

Die Versuchsdurchfiihrung war identisch mit der des BDNF-ELISA.

2.8.4 IL-2 ELISA aus Uberstinden der PBL-Kurzkulturen

Vorbereitung:

Probe: Uberstdnde im Duplikat mit dem Probenverdiinner
RD1A in 1:10 Verdiinnung

Folgende Reagenzien waren im Quantikine® human IL-2 ELISA-Kit enthalten

und wurden wie unten Dbeschrieben weiterverarbeitet. Die 96-Well

Mikrotiterplatte war bereits mit einem monoklonalen Maus anti-IL-2 Antikdrper

beschichtet.

Probenverdiinner: Gebrauchsfertig
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Waschpuffer:

Detektions-Antikdrper:

Substratlésung:

Kalibrierungslésung:

IL-2 Standard:

Standardreihe:

Stopplésung:

Durchfiihrung:

Losen der Kristallisierungen  durch leichtes
Schwenken bei Raumtemperatur; 1:25 Verdlinnung
mit Aqua dest.

Polyklonaler IL-2 Antikérper konjugiert an HRP,
gebrauchsfertig

1:1 Mixtur aus Farblésung A (H202) und Farblésung
B (Tetramethylbenzidin)

Kalibrierungslésung RD5, gebrauchsfertig

IL-2 Standard mit 5 ml 1x Kalibrierungslésung RD5
zu einer Konzentration von 2000 pg/ml rekonstituiert
Vorlegen von 500 pl 1x Kalibrierungslésung RD5 in
sechs fortlaufend nummerierte ReaktionsgefaBe;
500 pl des 1IL-2 Standards in das erste
ReaktionsgefaB Uberflihren und resuspendieren;
Transfer von 500 pl aus dem ersten in das zweite
ReaktionsgefaBB, resuspendieren; Fortflihren der
Verdiinnung in gleicher Weise; Ausgangs-Standard
(2000 pg/ml) dient als Standard mit der hdchsten
Konzentration; Kalibrierungslésung als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 2000, 1000, 500, 250, 125,

62.5, 31.25, 0

2 N H>SO4

Die Abdeckfolie wurde von der beschichteten 96-Well Mikrotiterplatte entfernt
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und 100 pl Proben-Verdiinner jedem Well zugeftihrt. AnschlieBend wurden 100
Ml jeder Probe und jedes Standards (in doppelter Ausfertigung) in die Wells
pipettiert, die Mikrotiterplatte mit einer adhasiven Folie abgeklebt und zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die an der Platte angebundenen
Antikdrper verbanden sich in dieser Phase mit den in den Proben vorhandenen
Antigenen (IL-2). Daraufhin wurde die Flissigkeit in den Wells aspiriert und
verworfen, die Mikrotiterplatte dreimal mit einem Waschpuffer (400 pl/Well)
gewaschen und auf FlieBpapier vorsichtig trocken geklopft. Danach wurden
jedem Well 200 ul des konjugierten Detektions-Antikdrpers zugegeben und die
Platte nach Abkleben mit einer adhdasiven Folie fur 2 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Waschvorgang wurde in bekannter
Vorgehensweise wiederholt. Im ndachsten Schritt wurde jedem Well 200 pl
Substratlésung zugefiigt und die Platte 20 min in Dunkelheit inkubiert.
AnschlieBend wurde die im BDNF-ELISA beschriebene Farbreaktion durch
Zugabe der Stopplésung mit 50 pl/Well und damit Einsetzen eines
Farbumschlages von blau auf gelb beendet. Die Auswertung des Versuches
erfolgte im ELISA-Reader. Laut Herstellerangaben lag die Sensitivitat flir IL-2 im

verwendeten Kit bei <7 pg/ml.

2.8.5 IL-4 ELISA aus Uberstinden der PBL-Kurzkulturen

Probe: Uberstdnde im Duplikat mit dem Probenverdiinner
RD1-32 in 1:10 Verdiinnung

Folgende Reagenzien waren im Quantikine® human IL-4 ELISA-Kit enthalten

und wurden wie unten Dbeschrieben weiterverarbeitet. Die 96-Well

Mikrotiterplatte war bereits mit einem monoklonalen Maus anti-IL-4 Antikdrper
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beschichtet.

Probenverdiinner:

Waschpuffer:

Detektions-Antikdrper:

Substratlésung:

Kalibrierungslésung:

IL-4 Standard:

Standardreihe:

Stopplésung:

Ldsen der Ausfallung durch Mischen

Losen der Kristallisierungen  durch leichtes
Schwenken bei Raumtemperatur; 1:25 Verdlinnung
mit Aqua dest.

Polyklonaler IL-4 Antikérper konjugiert an HRP,
gebrauchsfertig

1:1 Mixtur aus Farblésung A (H202) und Farblésung
B (Tetramethylbenzidin)

20 ml der 5x Kalibrierungslésung RD5L mit 80 ml
Aqua dest. zu 1x Kalibrierungslésung verdiinnt

IL-4 Standard mit 1 ml 1x Kalibrierungslésung RD5L
zu einer Konzentration von 2000 pg/ml rekonstituiert
Vorlegen von 500 pl 1x Kalibrierungslésung RD5L in
sechs fortlaufend nummerierte ReaktionsgefaBe;
500 pl des 1IL-4 Standards in das erste
ReaktionsgefaB Uberflihren und resuspendieren;
Transfer von 500 pl aus dem ersten in das zweite
ReaktionsgefaBB, resuspendieren; Fortflihren der
Verdiinnung in gleicher Weise; Ausgangs-Standard
(2000 pg/ml) dient als Standard mit der hdchsten

Konzentration; Kalibrierungslésung als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 2000, 1000, 500, 250, 125,
62.5, 31.25, 0

2 N H>SO4
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Durchfiihrung:

Die Vorgehensweise war mit Ausnahme der Proben-/StandardgréBe identisch
mit der des IL-2 ELISA. Statt 100 ul wurde als Volumen 50 pl jeder Probe bzw.
jedes Standards verwendet. Laut Herstellerangaben lag die Sensitivitat flir IL-4

im verwendeten Kit bei <10 pg/ml.

2.8.6 IL-10 ELISA aus Uberstinden der PBL-Kurzkulturen

Vorbereitung:

Probe: Uberstidnde im Duplikat mit 1x Kalibrierungsldsung
RD5C in 1:10 Verdiinnung

Folgende Reagenzien waren im Quantikine® human IL-10 ELISA-Kit enthalten

und wurden wie unten Dbeschrieben weiterverarbeitet. Die 96-Well

Mikrotiterplatte war bereits mit einem monoklonalen Maus anti-IL-10 Antikorper

beschichtet.

Waschpuffer: Lédsen der  Kristallisierungen  durch leichtes
Schwenken bei Raumtemperatur; 1:25 Verdlinnung
mit Aqua dest.

Detektions-Antikdrper: Polyklonaler IL-10 Antikdrper konjugiert an HRP,
gebrauchsfertig

Substratlésung: 1:1 Mixtur aus Farblésung A (H202) und Farblésung
B (Tetramethylbenzidin)

Kalibrierungslésung: 20 ml der 5x Kalibrierungslésung RD5C mit 80 ml
Aqua dest. zu 1x Kalibrierungslésung verdiinnt

IL-10 Standard: IL-10 Standard mit 5 ml 1x Kalibrierungslésung

RD5C zu einer Konzentration von 500 pg/ml
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Standardreihe:

Stopplésung:

Durchfiihrung:

rekonstituiert

Vorlegen von 500 pl Kalibrierungslésung RD5C in
sechs fortlaufend nummerierte ReaktionsgefaBe;
500 pI des IL-10 Standards in das erste
ReaktionsgefaB Uberflihren und resuspendieren;
Transfer von 500 pl aus dem ersten in das zweite
ReaktionsgefaBB, resuspendieren; Fortflihren der
Verdiinnung in gleicher Weise; Ausgangs-Standard
(500 pg/ml) dient als Standard mit der hdchsten
Konzentration; Kalibrierungslésung als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 500, 250, 125, 62.5, 31.25,

15.625, 7.8125, 0

2 N H>SO4

Die Vorgehensweise war mit wenigen Veranderungen identisch mit der des IL-2

ELISA. Statt 100 pl wurden 200 pl als Probe-/Standardvolumen verwendet.

AuBerdem lag die Inkubationszeit nach Zugabe des Detektions-Antikorpers bei

1 Stunde und nach Zugabe der Substratlosung bei 30 min. Laut

Herstellerangaben lag die Sensitivitat flr IL-10 im verwendeten Kit bei <3.9

pg/ml.

2.8.7 IL-13 ELISA aus Uberstinden der PBL-Kurzkulturen

Vorbereitung:

Probe:

Uberstdnde im Duplikat mit 1x Probenverdiinner
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RD1W in 1:10 Verdinnung
Folgende Reagenzien waren im Quantikine® human IL-13 ELISA-Kit enthalten
und wurden wie unten beschrieben weiterverarbeitet. Die 96-Well

Mikrotiterplatte war bereits mit einem monoklonalen Maus anti-IL-13 AntikGrper

beschichtet.
Probenverdiinner: Gebrauchsfertig
Waschpuffer: Lédsen der Kristallisierungen  durch leichtes

Schwenken bei Raumtemperatur; 1:25 Verdlinnung
mit Aqua dest.

Detektions-Antikdrper: Polyklonaler IL-13 Antikdrper konjugiert an HRP,
gebrauchsfertig

Substratlésung: 1:1 Mixtur aus Farblésung A (H202) und Farblésung
B (Tetramethylbenzidin)

Kalibrierungslésung: Kalibrierungslésung RD5R, gebrauchsfertig

IL-13 Standard: IL-13 Standard mit 5 ml 1x Kalibrierungsldsung
RD5R zu einer Konzentration von 4000 pg/ml
rekonstituiert

Standardreihe: Vorlegen von 500 pl 1x Kalibrierungslésung RD5R in
sechs fortlaufend nummerierte ReaktionsgefaBe;
500 plI des IL-13 Standards in das erste
ReaktionsgefaB Uberflihren und resuspendieren;
Transfer von 500 pl aus dem ersten in das zweite
ReaktionsgefaBB, resuspendieren; Fortflihren der
Verdiinnung in gleicher Weise; Ausgangs-Standard

(4000 pg/ml) dient als Standard mit der hdchsten
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Konzentration; Kalibrierungslésung als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 4000, 2000, 1000, 500, 250,

125, 62.5, 0

Stopplésung: 2 N HxSO4

Durchfiihrung:

Die Versuchsdurchflihrung war bis auf wenige Veranderungen identisch mit der
des IL-2 ELISA. Die Inkubationszeit nach Zugabe der Substratlésung betrug 30
min. Laut Herstellerangaben lag die Sensitivitat fur IL-13 im verwendeten Kit

bei <32 pg/ml.

2.8.8 LIF ELISA aus Uberstinden der PBL-Kurzkulturen

Vorbereitung:

Probe: Uberstédnde im Duplikat mit 1x Kalibrierungsldsung
RD5-5 in 1:10 Verdlinnung

Folgende Reagenzien waren im Quantikine® human LIF ELISA-Kit enthalten und

wurden wie unten beschrieben weiterverarbeitet. Die 96-Well Mikrotiterplatte

war bereits mit einem monoklonalen Maus anti-LIF Antikdrper beschichtet.

Probenverdiinner: Gebrauchsfertig

Waschpuffer: Lédsen der Kristallisierungen  durch leichtes
Schwenken bei Raumtemperatur; 1:25 Verdlinnung
mit Aqua dest.

Detektions-Antikdrper: Polyklonaler LIF Antikdrper konjugiert an HRP,
gebrauchsfertig

Substratlésung: 1:1 Mixtur aus Farblésung A (H202) und Farblésung
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B (Tetramethylbenzidin)

Kalibrierungslésung: Kalibrierungsldsung RD5R, gebrauchsfertig

LIF Standard: LIF Standard mit 5 ml 1x Kalibrierungslésung RD5-5
zu einer Konzentration von 2000 pg/ml rekonstituiert

Standardreihe: Vorlegen von 500 pl 1x Kalibrierungslésung RD5-5 in
sechs fortlaufend nummerierte ReaktionsgefaBe;
500 pl des LIF Standards in das erste
ReaktionsgefaB Uberflihren und resuspendieren;
Transfer von 500 pl aus dem ersten in das zweite
ReaktionsgefaBB, resuspendieren; Fortflihren der
Verdiinnung in gleicher Weise; Ausgangs-Standard
(2000 pg/ml) dient als Standard mit der hdchsten
Konzentration; Kalibrierungslésung als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 2000, 1000, 500, 250, 125,

62.5, 31.25, 0

Stopplésung: 2 N HxSO4

Durchfiihrung:

Die Vorgehensweise war bis auf wenige Veranderungen identisch mit der des
IL-2 ELISA. Als Probe-/Standardvolumen wurden 200 pl verwendet. Die
Inkubationszeit flir den Detektionsantikdrper betrug 1 Stunde. Laut
Herstellerangaben lag die Sensitivitat flir LIF im verwendeten Kit bei <8 pg/ml.

2.8.9 NT-3 ELISA aus Uberstinden der PBL-Kurzkulturen

Vorbereitung:

Probe: Uberstidnde im Duplikat mit 1x Kalibrierungsldsung
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RD5-5 in 1:10 Verdlinnung
Folgende Reagenzien waren im ChemiKine™ NT-3 Sandwich ELISA-Kit
enthalten und wurden wie unten beschrieben weiterverarbeitet. Die 96-Well

Mikrotiterplatte war bereits mit einem monoklonalen Schaf anti-NT-3-Antikérper

beschichtet.

Waschpuffer: 1:10 Verdinnung mit Aqua dest.

Detektions-Antikdrper: Biotinylierter, polyklonaler Maus anti-human NT-3
Antikdrper mit dem Probenverdinner in 1:1000
Verdiinnung

Streptavidin: HRP konjugiertes Streptavidin und Probenverdiinner
in 1:1000

Substratlésung: 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin

NT-3 Standard: NT-3 Standard mit Aqua dest. zu einer
Konzentration von 2000 pg/ml rekonstituiert

Standardreihe: Vorlegen von 225 pl Probenverdlinner in das erste

von sieben fortlaufend nummerierte
ReaktionsgefaBe und 150 pl in die restlichen sechs
GefaBe; 75 pl des NT-3 Standards in das erste
ReaktionsgefaB Uberflihren und resuspendieren;
Transfer von 150 pl aus dem ersten ins zweite
ReaktionsgefaBB, resuspendieren; Fortflihren der
Verdiinnung in gleicher Weise; Probenverdinner
dient als Null-Standard

Standardreihe [pg/ml]: 500, 250, 125, 62.5, 31.25,

15.625, 7.8125, 0
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Stopplésung: 2 N HxSO4

Durchfiihrung:

Die Versuchsdurchflihrung war bis auf einer 15 statt 20-minttigen Farbreaktion
in Dunkelheit identisch mit der des IL-2 ELISA. Laut Herstellerangaben lag die

Sensitivitat fir NT-3 im verwendeten Kit bei <15.6 pg/ml.

2.9 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte und Standardabweichung des Mittelwerts
dargestellt. Zur Beurteilung der Inhibition der BDNF-Expression durch IFN B-1a
/n vivo wurden die beiden Patientengruppen mittels zweiseitigem Student-T-
Test verglichen. Die Testergebnisse werden als p-Wert angeben. Das

Signifikanzniveau liegt bei p<0.05 (=signifikant).
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3. Ergebnisse

3.1 Proliferationsmessungen

3.1.1 Erhohte Proliferation durch mitogene Zellaktivierung in vitro

Um einen geeigneten T-Zellaktivator fiir die folgenden Versuchsreihen zu
finden, wurden die Mitogene PHA, PMA und ConA in mehreren Experimenten
miteinander verglichen. Dazu wurden aus den PBL-Kurzkulturen gesunder
Probanden nach Vviertdgiger Inkubation Proliferationsanalysen (n=9)
durchgefihrt. Die Proliferation wurde mittels Szintillationszahlung ermittelt und
in p-Zerfallen pro Minute (cpm, Counts per minute) ausgedriickt. Die nicht
aktivierten PBL zeigten nach 4 Tagen eine geringe proliferatorische Aktivitat mit
Werten im Bereich zwischen 440-1380 cpm. Im Vergleich hierzu lag der
Stimulationsindex (SI) flir PHA und PMA durchschnittlich bei 5.6 bzw. 6.9 (Abb.
7). Der SI ist der Quotient aus der Zahl der B-Zerfdlle pro Minute nach
Stimulation und der p-Zerfalle pro Minute ohne Zellaktivierung. Eine signifikant
héhere Proliferation wurde durch die T-Zellaktivierung mit ConA hervorgerufen
(Abb. 8). Die p-Zerfélle pro Minute unter ConA lagen zwischen 13500-62200.
Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgte in allen weiteren Experimenten die T-

Zellaktivierung durch ConA (5 pg/ml).
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Abb. 7: Steigerung der Proliferation durch mitogene T-Zellaktivierung

Die Proliferation aus n=9 Versuchen wurde hier durch den mittleren Stimulationsindex (SI)
dargestellt. SI ist der Quotient aus der B-Zerfalle pro Minute nach Stimulation und der p-Zerfalle
pro Minute ohne Zellaktivierung. Die T-Zellaktivatoren PHA, PMA und ConA wurden in Bezug auf
eine Kontrolle (nicht aktivierte PBL) miteinander verglichen. Alle Proliferationsmessungen
wurden mit frisch isolierten PBL gesunder Probanden durchgefiihrt. Durch ConA und PHA
aktivierte T-Zellen zeigten eine signifikant hdhere Proliferation.

PHA: Phytohdamagglutinin, PMA: Phorbol-12-myristat-13-azetat, ConA: Concanavalin A, pg:
Mikrogramm, ml: Milliliter, ng: Nanogramm, *: Stimulation im Vergleich zu Saule 1 signifikant
hoher.
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Abb. 8: Proliferation mitogenaktivierter T-Lymphozyten in vitro
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PBL gesunder Probanden blieben ohne Aktivierung (1. Saule) oder wurden mit PHA, PMA oder
ConA (Saulen 2-4) aktiviert. Der Einbau von [Methyl-*H]-Thymidin in die DNA wurde mittels
Szintillationszahlung gemessen. Die Proliferation wird als mittlere Zahl der B-Zerfdlle +
Standardabweichung eines reprasentativen Experimentes angegeben. Die aktivierten T-Zellen
zeigten eine signifikant héhere Proliferation.

Cpm: Counts per minute, PHA: Phytohamagglutinin, pg: Mikrogramm, ml: Milliliter, PMA:
Phorbol-12-myristat-13-azetat, ng: Nanogramm, *: Proliferation in Bezug zu Saule 1 signifikant
hoher.

3.1.2 IFN p-1a inhibiert in hoheren Konzentrationen die PBL-

Proliferation

IFN B-l1a fuhrte dosisabhdngig zur Hemmung der PBL-Proliferation. Nach der
Zellaktivierung mit 5 pg/ml ConA wurden PBL mit IFN B-1a in unterschiedlichen
Konzentrationen behandelt. In den ersten Versuchsreihen wurden die
Konzentrationen 10, 100, 1000 und 10000 IU/ml verwendet. Zur Kontrolle
erfolgte jeweils zeitgleich eine Untersuchung mit nicht aktivierten Zellen unter
identischer IFN p-la Gabe. Die Ergebnisse lieBen erkennen, dass unter
zunehmender IFN B-1a Konzentration die Proliferation der PBL abnahm (Abb.
9). Ein deutlicher Sprung zeigte sich zwischen 1000 und 10000 IU/ml. Hier sank
die Zahl der p-Zerfélle fast um 50 % im Vergleich zu den aktivierten Zellen
ohne IFN B-la. Bei den nicht aktivierten Kontrollen wirkte sich dieser Effekt

schwacher aus.
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Abb. 9: Inhibition der Proliferation /jn vitro durch Interferon 3-1a

Frisch isolierte PBL verblieben inaktiviert (1. Saule) oder wurden mit 5 pg/ml ConA aktiviert
(Séulen 2-6). IFN B-la wurde in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugegeben. Die
Proliferation wurde mittels Szintillationszéhlung gemessen und als mittlere Zahl der p-Zerfalle +
Standardabweichung eines reprasentativen Experimentes angegeben.

Cpm: Counts per minute, IFN: Interferon, IU: International Unit, ml: Milliliter, *: Proliferation in
Bezug zu Saule 1 signifikant héher, **: Proliferation in Bezug zu Saule 2 signifikant niedriger.

Die Versuchsreihe wurde weiterentwickelt und in den folgenden Experimenten
zwei zusatzlich zu untersuchende IFN B-1a Konzentrationen (5000 und 20000
IU/ml) verwendet. Wiederholt zeigte sich eine Hemmung der PBL-Proliferation
durch IFN B-l1a vor allem in den hdheren Konzentrationen (5000 bis 20000
IU/ml) (Abb. 10). In der Stimulationsindexkurve (Abb. 11) dargestellt fiel der SI
ab 5000 IU/ml IFN B-1a auf ca. 15 bei einem Ausgangswert von ca. 26 nach T-

Zellaktivierung ohne IFN B-1a Gabe.
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Abb. 10: Inhibition der Proliferation Jin vitro durch IFN B-la in hoéheren
Konzentrationen

Frisch isolierte PBL verblieben inaktiviert (1. Saule) oder wurden mit 5 pg/ml ConA aktiviert
(Séulen 2-7). IFN B-la wurde in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugegeben. Die
Proliferation wurde mittels Szintillationszdhlung gemessen und als mittlere Zahl der p-Zerfalle +
Standardabweichung eines reprasentativen Experimentes angegeben.

Cpm: Counts per minute, IFN: Interferon, IU: International Unit, ml: Milliliter, *: Proliferation in
Bezug zu Saule 1 signifikant héher, **: Proliferation in Bezug zu Saule 2 signifikant niedriger.
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Abb. 11: Stimulationsindexkurve der Inhibition der Proliferation durch IFN B-1a

Das Proliferationsdiagramm aus Abb. 10 ist hier durch den Stimulationsindex (SI) eines
reprasentativen Experimentes dargestellt. SI ist der Quotient aus der pB-Zerfélle pro Minute nach
Stimulation und der B-Zerfdlle pro Minute ohne Zellaktivierung. Als T-Zellaktivatoren wurde



3. Ergebnisse 62

ConA (5 pg/ml) verwendet. Alle Proliferationsmessungen wurden mit frisch isolierten PBL
gesunder Probanden durchgefiihrt.

IFN: Interferon, IU: International Unit, ml: Milliliter, *: Stimulation in Bezug zu Sadule 1
signifikant hdher, **: Stimulation in Bezug zu Saule 2 signifikant niedriger.

Durch die Erhdhung der Konzentrationsschritte auf 50000 und 100000 IU/ml
IFN B-1a wurde die Tendenz zur weiteren Verstarkung der Hemmung deutlich
(Abb. 12). Der SI fiel um 42-48 % seines Ausgangswertes (T-Zellaktivierung

ohne IFN p-1a Gabe).
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Abb. 12: Inhibition der Proliferation /in vitro durch IFN B-1a in hoheren
Konzentrationen

Frisch isolierte PBL verblieben inaktiviert (1. Saule) oder wurden mit 5 pg/ml ConA aktiviert
(Séulen 2-9). IFN B-la wurde in unterschiedlichen Konzentrationen hinzugegeben. Die
Proliferation wurde mittels Szintillationszéhlung gemessen und als mittlere Zahl der p-Zerfalle +
Standardabweichung eines reprasentativen Experimentes angegeben.

Cpm: Counts per minute, IFN: Interferon, IU: International Unit, ml: Milliliter, *: Proliferation in
Bezug zu Saule 1 signifikant héher, **: Proliferation in Bezug zu Saule 2 signifikant niedriger.
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3.2 Expression von BDNF

3.2.1 IFN B-la-induzierte Expression von BDNF

Um die Expression von BDNF durch PBL zu messen, wurden Uberstinde aus
PBL-Kurzkulturen gesunder Probanden untersucht. Die T-Zellen wurden in vitro
mit ConA (5 pg/ml) aktiviert (Abb. 13), oder verblieben ohne Aktivierung (Abb.
14), und wurden anschlieBend mit IFN p-1a in den Konzentrationen 100, 1000,
5000, 10000 und 20000 IU/ml behandelt, bzw. verblieben unbehandelt. In
jeder Probe konnte BDNF nachgewiesen werden. Eine deutliche Induktion der
Expression wurde insbesondere in den mittleren Konzentrationen (1000 und
5000 IU/ml) verzeichnet. Durch IFN p-la Konzentrationen unter 1000 IU/ml

und Uber 5000 IU/ml wurde eine geringere Expression von BDNF induziert.
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Abb. 13: IFN p-1a induzierte Expression von BDNF durch aktivierte T-Zellen

Humane PBL wurden mit ConA (5 pg/ml) aktiviert und IFN B-la in unterschiedlicher
Konzentration hinzugefiigt. Eine deutliche Zunahme der BDNF-Konzentration zeigte sich vor
allem im mittleren Bereich der IFN B-la Gabe (Sdulen 3-4), hier durch ein reprasentatives
Experiment dargestellt. Die BDNF-Konzentration wurde mittels Standard-ELISA ermittelt.

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IFN: Interferon, IU:
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International Unit, *: Induktion in Bezug zu Saule 1 signifikant niedriger, **: Induktion in Bezug

zu Saule 1 signifikant hoéher.
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Abb. 14: IFN p-1a induzierte Expression von BDNF durch nicht aktivierte T-Zellen
Humane PBL wurden mit IFN B-1a in unterschiedlicher Konzentration behandelt. Eine deutliche
Zunahme der BDNF-Konzentration zeigte sich vor allem ab einer IFN B-1a Konzentration von
5000 IU/ml, hier durch ein reprdsentatives Experiment dargestellt. Die BDNF Konzentration
wurde mittels Standard-ELISA ermittelt.

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IFN: Interferon, IU:

International Unit, *: Induktion in Bezug zu Sdule 1 signifikant héher.

3.2.2 Kinetik der BDNF-Expression in vitro

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Kinetik der BDNF-Expression
untersucht. Hierzu wurde eine PBL-Kurzkultur nach bekannter Vorgehensweise
vorbereitet und in dreifacher Ausfertigung angelegt. Nach 1 Tag, nach 2 Tagen
und nach 4 Tagen wurden die Uberstinde jeweils gepoolt und bei -20 °C
eingefroren. AnschlieBend erfolgte eine Erfassung der BDNF-Expression mittels
Standard-ELISA (Abb. 15). Bei den mit ConA (5 pg/ml) aktivierten T-Zellen
wurde nach 1 Tag unabhangig von der /n vitro IFN B-l1a Behandlung eine
gleichmaBig niedrige BDNF-Expression gemessen. Am 2. Tag konnte ein leichter

Anstieg der Expression Uber alle Konzentrationen hinweg festgestellt werden.
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Nach 4 Tagen war die Tendenz zu einer weiteren Zunahme der Expression

besonders im mittleren Bereich der IFN p-1a Konzentrationen erkennbar.
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Abb. 15: Kinetik der BDNF-Expression durch aktivierte T-Zellen unter IFN 3-1a Gabe
in vitro

Uberstinde aus PBL-Kurzkulturen (Dauer: 1 Tag, 2 Tage, 4 Tage) mit aktivierten (5 pg/ml
ConA) und IFN B-1a behandelten T-Zellen wurden einem Standard-ELISA unterzogen. Nach 4
Tagen zeigte sich eine dosisabhdngige Expression von BDNF mit einer Zunahme vorrangig im
Bereich der mittleren IFN B-la Konzentrationen (Tag 4, Saulen 3-4), hier durch ein
reprasentatives Experiment dargestellt.

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IFN: Interferon, IU:

International Unit.

Bei den nicht aktivierten T-Zellen schlug sich dieser Effekt dhnlich nieder. Erst
nach 4 Tagen konnte eine Zunahme der BDNF-Expression gemessen werden
und dann wiederum Uberwiegend durch die Anwendung der Konzentrationen

1000 und 5000 IU/m (Abb. 16).
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Abb. 16: Kinetik der BDNF-Expression durch nicht aktivierte T-Zellen unter IFN (-
1a-Gabe in vitro

Uberstande aus PBL-Kurzkulturen (Dauer: 1 Tag, 2 Tage, 4 Tage) mit IFN p-1a behandelten
und nicht aktivierten T-Zellen wurden einem Standard-ELISA unterzogen. Nach 4 Tagen wurde
eine dosisabhdngige Expression von BDNF mit Zunahme vorrangig im Bereich der mittleren IFN
B-la Konzentrationen (Tag 4, Saulen 3-4) festgestellt. Dargestellt durch ein reprasentatives
Experiment.

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IFN: Interferon, IU:

International Unit.
3.3 Expression verschiedener neurotropher Faktoren und
Zytokine

Fir die Quantifizierung verschiedener NF und Zytokine mittels Standard-ELISA
wurden die Uberstinde aus den PBL-Kurzkulturen gesunder Probanden
ausgewahlt (n=3). Der Versuchsaufbau war fiir jede dieser drei Kurzkulturen
identisch. Untersucht wurden /n vitro mit ConA (5 pg/ml) aktivierte, bzw. nicht
aktivierte T-Lymphozyten, die ebenfalls /n vitro mit IFN p-la in den
Konzentrationen 100, 1000, 5000, 10000, 20000 IU/ml behandelt wurden bzw.
unbehandelt verblieben. Aus der Gruppe der NF wurden BDNF, LIF und NT-3,

unter den Zytokinen IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 und IL-13 ausgesucht. Flir jeden
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ELISA wurde eine Platte mit den gesamten Uberstdnden der drei Probanden

angesetzt.

Die Ergebnisse werden in der Tabelle 8 als Mittelwerte aus n=3 Experimenten
zusammengefasst. Wie auch die vorangegangenen Versuche gezeigt hatten,
induzierten insbesondere die mittleren IFN p-la Konzentrationen die
Hdchstwerte fiir die Produktion von BDNF (3944 pg/ml fir nicht aktivierte T-

Zellen und 4222 pg/ml fur aktivierte T-Zellen).

Im Gegensatz dazu wurden durch den NT-3 ELISA zwar in allen Uberstinden
vergleichbar hohe Neurotrophin-Konzentrationen nachgewiesen, allerdings
erreichten die Proben ohne IFN B-la die Maximalwerte flr NT-3. Durch die
Zugabe von IFN B-1a ging die Expression von NT-3 durch T-Lymphozyten leicht
zurtick (Abb. 17). Die Werte lagen fir die nicht aktivierten Proben bei 2665-
3589 pg/ml und flr die aktivierten zwischen 2149 und 2702 pg/ml. Im
Vergleich der Ergebnisse mit und ohne T-Zellaktivierung prasentierten die nicht

aktivierten T-Lymphozyten eine um 19-25 % hdéhere NT-3 Produktion.
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Abb. 17: Abnahme der NT-3 Expression unter IFN $-1a Behandlung in vitro
Langsamer Abfall der NT-3 Expression durch T-Lymphozyten /n vitro mit Zunahme der IFN B-1a
Konzentration. Die Quantifizierung erfolgte mittels Standard-ELISA. Dargestellt wurden die
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Mittelwerte aus drei Experimenten.

NT: Neurotrophin, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IFN: Interferon, IU: International Unit.

Der IL-13 ELISA fiel ebenfalls positiv aus. In allen Proben wurde IL-13
nachgewiesen. Ohne Aktivierung lagen die Werte im Bereich zwischen 1950 und
2470 pg/ml, nach erfolgter Aktivierung zwischen 2083 und 2740 pg/ml.
Wiederholt konnten die Héchstwerte in den Uberstinden ohne IFN B-1a Zusatz
gemessen werden. Die Sekretion von IL-13 wurde dhnlich wie bei NT-3 durch
die Anwesenheit von IFN p-la gehemmt (Abb. 18). Der Vergleich der
Ergebnisse mit und ohne T-Zellaktivierung zeigte hingegen eine um 5-11 %

hohere Sekretion von IL-13 durch die aktivierten T-Zellen.
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Abb. 18: Expression von IL-13 durch T-Zellen unter der Gabe von IFN B-1a in vitro
Die Inhibition der Expression von IL-13 steigt mit zunehmender IFN B-la Konzentration. Die
Quantifizierung von IL-13 durch T-Lymphozyten erfolgte mittels Standard-ELISA. Dargestellt
wurden die Mittelwerte aus drei Experimenten.

IL: Interleukin, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IFN: Interferon, IU: International Unit.

Die Sekretion von LIF, IL-2 und IL-4 lag sowohl bei den aktivierten als auch bei
den nicht aktivierten Proben unter der Nachweisgrenze des jeweiligen Zytokin-

ELISA. GleichermaBen verhielten sich die nicht aktivierten Proben. Auch hier
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war das jeweilige Zytokin nicht nachweisbar. Im Gegensatz dazu sezernierten
die T-Lymphozyten nach Aktivierung mit ConA reichlich IFN-y (1694-5180
pg/ml). Eine Inhibition der IFN-y Sekretion konnte durch Steigerung der IFN f-

1a Dosierung erreicht werden (Abb. 19).
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Abb. 19: IFN-y Expression unter der Gabe von IFN 3-1a

PBL wurden mit ConA (5 pg/ml) aktiviert und IFN B-la in unterschiedlicher Konzentration
hinzugefiigt. Es zeigt sich eine deutliche Reduktion der IFN-y Expression mit Zunahme der IFN
B-1a Konzentration. Die IFN-y Konzentration wurde mittels Standard-ELISA ermittelt. Dargestellt
wurden die Mittelwerte aus drei Experimenten.

IFN: Interferon, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IU: International Unit
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Tabelle 8: Expression Neurotropher Faktoren und Zytokine in vitro
Neurotropher | 1FN B-1a [IU/mI]
Faktor/
Zytokin 0 100 1000 5000 10000 | 20000
| [pg/ml]
c BDNF 1347 £23 1296 +£193 | 1281 £153 |3944+2397|2067 +£618 | 1834 +448
% LIF 245 30 |234 £18 |235 £32 |219 12 |223 16 |221 =6
E NT-3 3589 £92 3285287 3212 £55 |2982 +£175 (2825 +£182 |2665 +60
g IFN-O 71 x22 |70 22 |71 16 |73 +14 |84 +26 |58 <18
:qé IL-2 453 +23 |453 £25 (460 +29 |455 £62 (445 +32 |466 =*44
% IL-4 251 6 255 +£8 236 £29 |228 26 |251 13 |195 +£25
% IL-10 105 +36 |82 42 |83 +43 (87 <£12 |87 <£8 79 48
Z| IL-13 2470 £191 |2096+123 | 2043 +£220 (2073 £325 |1950 +£298 | 1956 £83
BDNF 1150 £534 | 731 £137 |3554+2160 (4222 £871 |1338 £6 1928 +927
| LIF 317 £68 |291 £55 [281 +50 [260 44 (246 +28 |265 =40
% NT-3 2702+1337|3479+57 |3419 £99 |3214+1314 3019 £170 |2754 £50
lN; IFN-O 51805087 |4692+2797|5900+1864 | 2883 +£331 |1694+1342 | 3141 +454
@ IL-2 416 +68 (442 +£65 |440 +43 (469 +64 (406 =8 466 +79
:QE) IL-4 253 +5 275 £10 |256 +3 |250 £33 |266 +15 [236 =8
g IL-10 205 93 |164 +£37 |172 £76 |154 +£81 |198 +£25 (213 +£22
IL-13 2740 £120 | 2286 £119 {2233 £98 |2186 +251 (2140 £125 |2083 £174
Pg: Pikogramm, ml: Milliliter, IFN: Interferon, IU: International Unit, BDNF: Brain-derived

neurotrophic factor, LIF: Leukemia inhibitory factor, NT: Neurotrophin, IL: Interleukin.

3.4

3.4.1

Vergleich unbehandelte und behandelte MS-Patienten

Inhibition der BDNF-Expression durch IFN p-1a /in vivo

Zur Quantifizierung der BDNF-Expression nach einer in vivo Behandlung mit IFN

B-la wurden die Seren von 12 Patienten mit RRMS miteinander verglichen.

Sechs der Patienten standen unter einer Therapie mit IFN p-la und sechs

waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme unbehandelt. Die durchschnittliche

Behandlungsdauer der ersten sechs Patienten lag bei 2.5 Jahren. Vier dieser
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Patienten erhielten 22 pg IFN B-1a s. c. 3x pro Woche, die verbliebenen zwei
Patienten erhielten 44 pg IFN B-1a s. c. 3x pro Woche. Zweiundzwanzig ug
entsprechen 6x 10° IU. Die Seren aus beiden Patientengruppen wurden einem
BDNF Standard-ELISA unterzogen. Der BDNF-Serumspiegel der behandelten
Patienten war signifikant niedriger (p<0.001) als der der unbehandelten
Patienten (Abb. 20). Es konnte also keine erhéhte Induktion der Expression von
BDNF durch eine INF p-la-Behandlung nachgewiesen werden. Der Mittelwert
im Serum lag bei den unbehandelten Patienten bei 21601 pg/ml und bei den

behandelten bei 16615 pg/ml.

p <0.001
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Abb. 20: BDNF Serumspiegel von MS-Patienten, unbehandelt und unter IFN B-la
Therapie

Der BDNF Serumspiegel von n=6 unbehandelten und n=6 mit IFN pB-1a behandelten Patienten
mit RRMS wurde mittels Standard-ELISA gemessen. Die Signifikanz wurde mit einem
zweiseitigen Student-T-Test berechnet.

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, p: Signifikanzwert, IFN:

Interferon.
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3.4.2 IFN-y Serumspiegel von MS-Patienten im Vergleich

Fir den Nachweis von IFN-y im Serum unbehandelter und behandelter MS-
Patienten wurden dieselben Patientengruppen (n=12), wie in Kapitel 3.4.1
beschrieben, untersucht. Durch den IFN-y-Standard-ELISA konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen unbehandelten Seren und mit IFN B-1a
behandelten Seren festgestellt werden (Abb. 21). Der Mittelwert fir IFN-y lag
bei den unbehandelten Patienten bei 4.562 pg/ml und bei den behandelten bei
4.279 pg/ml.

p <0.46
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Abb. 21: IFN-y Serumspiegel von MS-Patienten, unbehandelt und unter IFN (-1a
Therapie

Der IFN-y Serumspiegel von n=6 unbehandelten und n=6 mit IFN p-1a behandelten Patienten
mit RRMS wurde mittels Standard-ELISA gemessen. Die Signifikanz wurde mit einem
zweiseitigen Student-T-Test berechnet.

IFN: Interferon, pg: Pikogramm, ml: Milliliter, p: Signifikanzwert.
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4, Diskussion

Einer der Grundpfeiler in der Therapie der MS ist die Immunmodulation mit
IFN-B-Préparaten. Auch wenn in den letzten Jahren neue Alternativen zur
Behandlung zugelassen wurden, ist IFN B-1a aus der Basistherapie der MS nach
wie vor nicht wegzudenken. Es verlangsamt erwiesenermafBen die Progression
korperlicher Behinderungen, reduziert die Schubrate und senkt die MRT-
morphologische Entziindungsaktivitat (Rizvi and Agius, 2004). In einer der
jungeren Studien (CARE-MS I), bei der IFN B-la als Kontrollmedikament
untersucht wurde, konnte unter der Behandlung mit 44 ug IFN p-1a 3x/Woche
eine Reduktion der jahrlichen Schubrate um 39 % registriert werden. 59 % der
Patienten dieser Studie blieben lUber zwei Jahre schubfrei (Cohen et al., 2012).
Dieser Effekt lieB sich auch durch entsprechende Bildgebung bestdtigen. So
hatten innerhalb der Studie 42 % der Patienten keine neuen oder sich
vergroBernden T2-hyperintensenn Lasionen, 73 % keine neuen Gd-
anreichernden Lasionen und 69 % keine neuen T1-hypointensen Lasionen. Eine
genaue Erkldrung dieser Effekte oder eine Klarheit Uber das vollsténdige
Wirkungsprinzip von IFN p-1a gibt es bis heute nicht. Im Vordergrund der
Kenntnisse standen bislang neben der Induktion antiinflammatorischer Zytokine
wie IL-4 und IL-10 (Rudick et al., 1998) und der Hemmung der Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie IFN-y und TNF-o. (Noronha et al., 1993) die
antiproliferatorische Wirkung auf T-Lymphozyten sowie die Stabilisierung der
BHS und damit Hemmung der Migration von Immunzellen in das ZNS (Leppert
et al., 1996; Sellebjerg and Sgrensen, 2003). Auch in der vorliegenden Arbeit

konnte in den Proliferationsmessungen eine deutliche Hemmung des T-
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Zellwachstums unter der /n vitro Behandlung mit IFN p-la gezeigt werden.
Insbesondere bei der Anwendung der hoheren Konzentration (ab 5000 IU/ml)
lag die Proliferation der T-Lymphozyten um fast 50 % niedriger als die der
unbehandelten Zellen. Diese Ergebnisse decken sich mit den Aussagen friiherer
Arbeiten von Noronha et al., die 1993 eine antiproliferative Wirkung von IFN B-
la in den Konzentrationen ab 1000 IU/ml nachwiesen. Im Rahmen der
vorliegenden  Arbeit erfolgten weitere  Proliferationsmessungen  mit
Konzentrationen bis maximal 100000 IU/ml. Wiederum konnte eine

zunehmende Inhibition des T-Lymphozytenwachstums nachgewiesen werden.

Seit einigen Jahren werden im Zusammenhang mit der Immunmodulation auch
neuroprotektive Effekte von Medikamenten diskutiert, die insbesondere auf die
Produktion neurotropher Faktoren zuriickgefihrt werden. In diesem
Zusammenhang konnte wiederholt der positive Einfluss von BDNF auf das
neuronale Uberleben und das Wachstum dendritischer Zellen (Binder and
Scharfmann 2004; Hauben et al. 2000) sowie die Induktion des Nachwachsen
und der Regeneration von Axonen (Marini et al., 2004) belegt werden.
Stadelmann et al. berichteten in ihren Arbeiten auBerdem von einer
zunehmenden BDNF-Immunreaktivitdat in MS-Lasionen, reaktiven Astrozyten
und Zellen des Immunsystems, wie T-Lymphozyten und Makrophagen, und
verschiedenen Neuronenarten des ZNS (Stadelmann et al., 2002). Bereits 2005
stellten Caggiula et al. die Hypothese auf, dass IFN B-1a als Immunmodulator
Uber eine Steigerung der NF-Synthese eine indirekte Wirkung auf die
Remyelinisierung ausiben kann. Ihre Studie konnte zeigen, dass MS-Patienten
unter einer IFN p-la Therapie im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine

signifikant hdéhere BDNF-Produktion vorweisen (Caggiula et al., 2006). Im
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Widerspruch dazu stehen die Arbeiten von Petereit et al. und Sarchielli et al. Sie
bezogen Stellung gegen einen Einfluss von IFN B-1a auf die BDNF-Expression /in

vitro und in vivo (Petereit et al., 2003; Sarchielli et al., 2007).

Wie auch durch die Untersuchungen von Sarchielli und Kollegen zeigten, die u.
a. die Expression von BDNF durch PBL von MS-Patienten unter Therapie mit IFN
B-1a gemessen haben, stitzt sich auch die vorliegende Arbeit auf den Nachweis
der neuroprotektiven Wirkung von BDNF (Sarchielli et al., 2007), induziert
durch den Einfluss von IFN B-1a auf T-Lymphozyten. In diesem Zuge erfolgten
Analysen zur Quantifizierung der BDNF-Expression durch PBL unter/ohne IFN B-
la Behandlung /in vitro. Bereits in den ersten Versuchen zeigte sich eine
durchgehende basale Ausschiittung von BDNF sowohl durch aktivierte als auch
nicht aktivierte - also naive - Zellen. Hier konnte, wie auch schon durch
vorhergegangen Untersuchungen bekraftigt (Caggiula et al., 2005; Sarchielli et
al., 2002, 2007), kein signifikanter Unterschied durch eine Aktivierung der PBL
nachgewiesen werden. Die /n vitro Behandlung der T-Lymphozyten mit IFN (-
1a induzierte nachweislich die Expression von BDNF. Interessant war vor allem,
dass durch die mittleren Konzentrationen 1000 und 5000 IU/ml die Expression
noch weiter gesteigert werden konnte. Die Ergebnisse bestarken die
Hypothese, dass IFN p-la dosisabhangig Uber die Induktion von BDNF
neuroprotektiv wirken kann, jedoch nicht in sehr niedrigen und sehr hohen

Konzentrationen.

Aufgrund der in vivo Analysen der BDNF-Serumspiegel von MS-Patienten
erhartet sich die Annahme, dass die IFN B-1a-Dosis in der Expression von BDNF
eine entscheidende Rolle spielt. Urspriinglich hdher erwartete BDNF-Werte

konnten durch die ELISA-Untersuchungen allerdings nicht bestatigt werden. Fir
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die /in vivo Analyse wurden die BDNF-Serumspiegel von MS-Patienten, die
durchschnittlich bereits 2.5 Jahre 3x/Woche 22 bzw. 44 pg IFN B-1a erhalten
hatten, mit den Serumspiegeln von Patienten ohne Therapie verglichen.
Erwartet wurden, entsprechend der Arbeit von Azoulay, erhdéhte BDNF-
Serumlevel unter den mit IFN B-la behandelten Patienten (Azoulay et al.,
2005). Die Serumwerte der unbehandelten Patienten lagen in der vorliegenden
Untersuchung jedoch entgegen der Annahme signifikant hoéher (p<0.001) als

die der behandelten.

Neben der Expression von BDNF wurde bereits in einigen bekannten Arbeiten
auch der Einfluss von IFN B-1a auf andere NF untersucht. In der vorliegenden
Arbeit wurden erganzend NT-3 und LIF betrachtet. NT-3 wird @hnlich wie dem
BDNF ein begiinstigender Einfluss auf das neuronale Uberleben und die
Differenzierung dieser, sowie die Regeneration der Neuronen im Rahmen von
spinalen Verletzungen zugesprochen (McTigue et al., 1998). Weiterhin wurde
belegt, dass Neurotrophine MHC-II-Molekile in  Mikrogliazellen und
kostimulierenden Molekiilen herunterregulieren (Neumann et al., 1998; Wei and
Jonakait, 1999). Zusatzlich kdnnen sie die Migration von Monozyten Uber die
BHS regulieren, eine Balance in der Freisetzung von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen herstellen (Fligel et al., 2001) und die
Entstehung neuer Hirnldsionen unterdriicken. Ahnlich wird auch die Wirkung
von LIF beschrieben. Neben einer Limitierung der autoimmunen
Demyelinisierung und des Oligodendrozytenverlust (Butzkueven et al., 2002,
2006) wurde auch der positive Einfluss auf die neuronale Regeneration (Bauer
and Patterson, 2006) nachgewiesen. Caggiula und Kollegen untersuchten

deshalb in ihren Untersuchungen 2005 neben BDNF u. a. auch die Expression
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von NT-3 bei MS-Patienten unter IFN B-la-Therapie. In ihren Ergebnissen
demonstrierten sie eine durch IFN B-la induzierte Expression mehrerer
Neurotrophine (NGF, GDNF, NT3 und NT4) und schlussfolgerten daraus
teilweise die klinische Wirksamkeit des IFN (Caggiula et al.,, 2006). Die
Quantifizierungsanalysen der vorliegenden Arbeit kdnnen diese Aussage
allerdings nicht unterstitzen. Es wurde zwar eine hohe Expression von NT-3
durch sowohl aktivierte als auch nicht aktivierte PBL nachgewiesen, jedoch
konnte keine wesentliche Induktion in Anwesenheit von IFN p-1a beschrieben
werden. Im Gegenteil, es wurde eher ein leichter Rlickgang der Expression
beobachtet, bei den aktivierten PBL ebenso wie den nicht aktvierten. Zu
erwdhnen ist jedoch auch, dass es entscheidende Unterschiede in der
Untersuchungsmethodik gab. Im Gegensatz zu Caggiula wurden in dieser Arbeit
zur Ermittlung der NT-3 und LIF Konzentrationen /n vitro behandelte PBL von
gesunden Probanden verwendet. Es liegen also keine Daten von MS-Patienten

vor. Ein wichtiger Aspekt, der nicht auBer Acht gelassen werden kann.

Beim ELISA-Verfahren fir LIF lagen die Werte sowohl bei den aktivierten als
auch den nicht aktivierten PBL unterhalb der Nachweisgrenze. Diese Daten
stimmen mit den bisherigen Erkenntnissen Uberein, dass LIF im Serum von

gesunden Probanden nicht messbar ist (Slaets et al., 2010).

Wie in Kapitel 1 bereits beschrieben wird nach heutiger Kenntnis ein Teil des
Pathomechanismus der MS Uber die Aktivierung einer proinflammatorischen
Immunreaktion und die daraus resultierende Destruktion der Myelinscheide
erklart. Eine wichtige Rolle hierbei spielen IFN-y und die daran gekoppelte
Aktivierungskaskade proinflammatorischer Zellen (Kieseier et al., 1999; Morel

and Oriss, 1998). IFN-y reguliert MHC-II-Molekile auf Endothelzellen und
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Astrozyten hoch und bereitet diese auf eine Antigenprasentation vor (Lapierre
et al., 1988; Massa et al., 1987). AuBerdem kann es die Transkription von TNF-
o steigern und mit diesem synergistisch eine Immunreaktion modulieren
(Lapierre et al., 1988). Schon vor einigen Jahren wurde TNF-a in MS-Lasionen
nachgewiesen und auBerdem bestdtigt, dass TNF-o. /n vitro Myelin- und
Oligodendrozytenschadigung vermittelt (Selmaj et al., 1991). Daher ist ein
Ansatz in der Anwendung von IFN B-1a die Antagonisierung bzw. Hemmung der
Synthese von IFN-y. Noronha und Kollegen konnten bereits 1993 eine Inhibition
der IFN-y Expression in Anwesenheit von IFN B-1a verzeichnen. Die damals /n
vitro verwendete IFN pB-1a Konzentration betrug 1000 IU/ml. Der Effekt lieB sich
sowohl in den Proben von MS-Patienten als auch den der gesunden
Kontrollpersonen nachweisen (Noronha et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit
fielen die Ergebnisse ahnlich aus. In der /n vitro Untersuchung der gesunden
Kontrollgruppe konnte ebenfalls erst nach einer T-Zellaktivierung der Einfluss
von IFN B-la demonstriert werden. Mit Steigerung der IFN p-la-Dosis zeigte
sich auch deutlich die Inhibition der IFN-y-Expression. In der Vergleichsanalyse
von MS-Patienten, die unter IFN B-1a-Therapie standen bzw. zum Zeitpunkt der
Untersuchung unbehandelt waren, konnte die inhibierende Wirkung von IFN B-
1a allerdings nicht bestdtigt werden. Beide Patientengruppen hatten einen mit
der gesunden Kontrollgruppe vergleichbar hohen IFN-y Serumspiegel, ein
Unterschied zwischen den behandelten und den nicht behandelten Patienten

konnte aber nicht dargestellt werden.

Erganzend wurde auch die Produktion von IL-2 untersucht. IL-2 ist u. a. am
Wachstum und der Differenzierung von T- und B-Lymphozyten beteiligt. Bei MS

wurde in einigen Studien eine Inhibition der IL-2-Sekretion durch PBL in
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Anwesenheit von IFN-B beobachtet (Noronha et al., 1993; Rep et al., 1996).
Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werde.
Zwar wurden die PBL, wie auch in der Arbeit von Noronha und Kollegen, mit
ConA aktiviert, die Sekretion von IL-2 lag jedoch unterhalb der Nachweisgrenze
der Standard-ELISA. Ein Einfluss durch IFN B-1a konnte also nicht Uberprift

werden.

Ein weiteres Zytokin, das in dieser Arbeit untersucht wurde, ist IL-13, ein von
Th2-Zellen sezerniertes Interleukin mit zentraler Funktion im Bereich
antiinflammatorischer Reaktionen. Neu sind die Erkenntnisse u. a. von Shin et
al, durch die IL-13 auch eine neuroprotektive Wirkung zugesprochen wird (Shin
et al., 2004). Rossi und Kollegen postulierten genauer noch, dass IL-13
vulnerable Neuronen schitzt und neuronalen Verlust verhindert (Rossi et al.,
2011). In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Produktion von IL-13 durch
PBL gesunder Probanden in Anwesenheit von IFN B-la gemessen. Eine
Induktion der Expression durch die /n vitro Gabe von IFN B-la konnte jedoch
nicht belegt werden. Im Gegenteil, sowohl bei den aktivierten als auch den
nicht aktivierten Zellen konnte eine signifikante Abnahme (p<0.005) der IL-13-
Produktion mit steigender IFN B-1a-Konzentration verzeichnet werden. Hierzu
passend konnten Arbeiten von Kvarnstrom et al. ebenfalls keinen positiven
Effekt auf IL-13 bei MS-Patienten unter IFN pB-la Therapie registrieren

(Kvarnstrom et al., 2013).

Wie auch IL-13 zahlen IL-4 und IL-10 zu den Zytokinen vom Th2-Typ und somit
zu den antiinflammatorischen Mediatoren des Immunsystems. Beide Zytokine

haben eine direkte oder indirekte (lUber die Herunterregulation der IL-12-
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Produktion durch Monozyten) inhibierende Wirkung auf die Differenzierung von
CD4* T-Zellen zu Thi-Zellen und kénnen auBerdem die Synthese von IFN-y
einschranken (Del Prete et al., 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, in wieweit die Anwesenheit von IFN B-1a die Produktion von IL-4
und IL-10 beeinflusst. Die Ergebnisse der ELISA fir IL-4 (aus Proben von
gesunden Probanden) lagen sowohl mit als auch ohne IFN B-1a unterhalb der
Nachweisgrenze. IL-10 war in den nicht aktivierten Proben ebenfalls nicht
messbar. In den aktivierten Proben konnten niedrige IL-10 Werte gemessen
werden ohne einen Einfluss von IFN B-1a zu zeigen. Rep et al. wiesen in den
Proben von MS-Patienten einen Anstieg der IL-10 Sekretion durch PBL nach, ein
Einfluss auf die IL-4 Sekretion wurde hingegen nicht bestatigt (Rep et al.,
1996). Andere Studien berichteten von einer Reduktion von IL-4 (Kvarnstrom et
al., 2013; Schluep et al., 1999) unter einer IFN B-1a-Therapie oder auch einem

Anstieg (Rudick et al., 1998).

Insgesamt zeigen die vorliegenden Messungen im Vergleich zur vorliegenden
Literatur teils bestdtigende, teils widerlegende Ergebnisse. Der antiproliferative
und immunmodulierende Einfluss von IFN p-la wurde unterstiitzt, der
neuroprotektive Effekt tiber BDNF nur /n vitro und in einer bestimmten mittleren
IFN p-la-Konzentration. Ein /in vivo Effekt auf BDNF wurde in signifikantem
MaBe ebenfalls nachgewiesen, allerdings in umgekehrter Richtung im Vergleich

zu der aus den /n vivo Daten erhobenen Hypothese.

Weitere Untersuchungen sind zur Kldrung der Frage eines neuroprotektiven

Effektes von IFN B-1a Gber BDNF und andere Neurotrophine notwendig.
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5. Schlussfolgerung

Neben den bisher bekannten Wirkungsmechanismen, einschlieBlich der
Verlagerung einer proinflammatorischen, Thl-gerichteten Immunantwort in
Richtung einer antiinflammatorischen Th2-Reaktion und der Modulation des
Immunsystems, ware vor allem die neuroprotektive Wirkung von IFN B-1a ein
entscheidender Aspekt fiir den Einsatz in der MS-Behandlung. IFN B-1a wirde
sich damit von anderen zur Verfigung stehenden MS-Medikamenten deutlich

abheben.

IFN B-1a inhibiert /n vitro sowohl in mitogen-aktivierten als auch naiven PBL

dosisabhangig die T-Zellproliferation.

IFN B-la induziert /n vitro sowohl in mitogen-aktivierten als auch nicht

aktivierten PBL in einer mittleren Dosis die BDNF-Expression.

In vivo lagen die BDNF-Serumwerte von unbehandelten MS-Patienten
signifikant hoher als die der Patienten unter IFN B-1a Therapie (p<0.001). Die
Dosis von IFN p-la ist damit entscheidend fir eine BDNF-vermittelte

neuroprotektive Wirkung.

IFN B-1a flhrt /n vitro zu einer Hemmung der IFN-y Sekretion durch mitogen-
aktivierte PBL. In vivo konnte eine IFN p-la vermittelte Reduktion von IFN-y
dagegen nicht bestatigt werden. Die Serumwerte von MS-Patienten mit RRMS
unter IFN p-la-Therapie unterschieden sich nicht signifikant von denen der
unbehandelten Patienten. Wieder stellt sich die Frage bezliglich einer optimalen

IFN B-1a Dosis.
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