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Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende
Autoimmunerkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) mit unklarer Atiologie. Es
existiert bisher keine kausale Therapie. Durch Inflammation, Demyelinisierung und
nachfolgender axonaler Schadigung und glidser Narbenbildung kommt es zu einer
Vielzahl mdoglicher neurologischer Symptome und fortschreitender Behinderung bei
variablem Krankheitsverlauf. Neben Lymphozyten spielen auch ZNS-ansassigen Zellen
wie Oligodendrozyten, Mikrogliazellen und Astrozyten eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der MS, wobei sie sowohl zum Entzindungsgeschehen als auch zu einer
neurosupportiven Atmosphare beitragen kdénnen. Das liquorgangige Purinanalogon
Cladribin ist seit 2017 in der verlaufsmodifizierenden Therapie der hochaktiven,
schubformig remittierenden MS (RRMS) zugelassen. Es reduziert nachweislich die
Schubrate sowie die Behinderungszunahme. Neben seiner gut beschriebenen
Wirkungsweise auf Lymphozyten liegen Hinweise darauf vor, dass Cladribin auch
daruber hinaus in der Lage zu sein scheint, ZNS-ansassige Zellarten, wie Mikrogliazellen
und Astrozyten, in ihrem Verhalten zu beeinflussen. Um maogliche, nicht-zytotoxische
Cladribin-induzierte Effekte auf Mikrogliazellen und Astrozyten zu untersuchen, erfolgte
im Rahmen dieses Dissertationsprojektes die Exposition primarer Mikrogliazellen und
Astrozyten neugeborener Wistar-Ratten mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Cladribin. Die Ergebnisse zeigten, dass Cladribin zeit- und konzentrationsabhangig die
mikrogliale und astrozytare Zellzahl reduziert und zudem die Proliferation von Astrozyten
hemmt. Cladribin flhrte in naiven Mikrogliazellen zur erhdhten Genexpression des
neurosupportiv wirkenden IGF-1, jedoch ohne Beeinflussung seiner Sekretion, sowie zur
Induktion der mit der Myelinphagozytose assoziierten Gene TREM2, MERTK und P2Y6.
Dies lasst vermuten, dass Cladribin in Mikrogliazellen zumindest langfristig einen
antiinflammatorischen, restaurativen Phanotyp induzieren kénnte. In Astrozyten fihrte
Cladribin in einer hohen Konzentration allerdings zu einer verringerten Genexpression
von IGF-1 und TGF-B. Zudem war die Genexpression, aber nicht Sekretion von IL-6,
erhoht. Ebenfalls induzierte Cladribin die Genexpression des Chemokins CXCL10. In
proinflammatorisch polarisierten Astrozyten erhdhte Cladribin die Genexpression von
IL-6, des neuroprotektiven PTX3 sowie des fir gliése Narbenbildung bedeutsamen
SOX9. Eine eindeutige Tendenz hinsichtlich pro- oder antiinflammatorischer Modulation
war in Astrozyten jedoch noch nicht zu erkennen. Diese Dissertationsarbeit untermauert
weiter die Annahme, dass Cladribin in der Lage zu sein scheint, direkten Einfluss auf
ZNS-ansassige Zellarten zu nehmen, und so mdglicherweise einen Teil seiner Wirkung
in der Therapie der RRMS entfaltet.



Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory, demyelinating autoimmune disease of
the central nervous system (CNS) with an unclear aetiology. There is currently no causal
therapy. Inflammation, demyelination and subsequent axonal damage and glial scarring
lead to a variety of possible neurological symptoms and progressive disability with
variable disease progression. In addition to lymphocytes, CNS-derived cells such as
oligodendrocytes, microglial cells and astrocytes also play an important role in the
pathogenesis of MS, whereby they can contribute both to the inflammatory process and
to a neurosupportive atmosphere. The liquid-sensitive purine analogue cladribine has
been approved for the course-modifying treatment of highly active relapsing-remitting
MS (RRMS) since 2017. It has been shown to reduce the relapse rate and the increase
in disability. In addition to its well-described mode of action on lymphocytes, there is
evidence that cladribine also appears to be able to influence the behaviour of
CNS-derived cell types such as microglial cells and astrocytes. In order to investigate
possible non-cytotoxic cladribine-induced effects on microglial cells and astrocytes,
primary microglial cells and astrocytes of newborn Wistar rats were exposed to different
concentrations of cladribine as part of this dissertation project. The results showed that
cladribine reduced the microglial and astrocytic cell number in a time- and
concentration-dependent manner and also inhibited the proliferation of astrocytes. In
naive microglial cells, cladribine led to increased gene expression of the neurosupportive
IGF-1, but without influencing its secretion, and to the induction of the genes TREM2,
MERTK and P2Y6, which are associated with myelin phagocytosis. This suggests that
cladribine may induce an anti-inflammatory, restorative phenotype in microglial cells, at
least in the long term. In astrocytes, however, cladribine at a high concentration led to
reduced gene expression of IGF-1 and TGF-B. In addition, gene expression, but not
secretion of IL-6, was increased. Cladribine also induced the gene expression of the
chemokine CXCL10. In pro-inflammatory polarised astrocytes, cladribine increased the
gene expression of IL-6, the neuroprotective PTX3 and SOX9, which is important for glial
scarring. However, a clear tendency towards pro- or anti-inflammatory modulation was
not yet recognisable in astrocytes. This dissertation further supports the assumption that
cladribine appears to be able to exert a direct influence on CNS-resident cell types and

thus possibly exerts part of its effect in the treatment of RRMS.
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1 Einleitung

1.1 Das humane Nervensystem

1.1.1 Uberblick iiber den Aufbau des Nervensystems, seine Zelltypen und

Myelinisierungsprozesse

Das Nervensystem ist das komplexeste Organsystem des menschlichen Kérpers und
zustandig fur die Aufnahme, Weiterleitung und Verarbeitung von Informationen sowie
die Planung und Ausfiihrung von Handlungen. Es lasst sich unterteilen in das zentrale
Nervensystem (ZNS), bestehend aus Gehirn und Rickenmark sowie in das periphere
Nervensystem (PNS), die Gesamtheit aller Neuronen und Gliazellen auf3erhalb des
ZNS. Funktionell eingeteilt werden sowohl ZNS als auch PNS in einen somatischen und
einen vegetativen Anteil (Jalosinski et al., 2008; Blandford et al., 2023). Makroskopisch
kénnen ZNS und PNS in graue und weille Substanz eingeteilt werden. Die graue
Substanz enthalt die Zellkérper der Neuronen, die weille Substanz die Nervenfasern.
Die Zellen des zentralen Nervensystems lassen sich einteilen in Neurone und Gliazellen
(Gowers, 1897). Ein Neuron besteht aus einem Zellkérper, Dendriten und einem Axon
(Gowers, 1897) und ist in der Lage, Reize in Form von Aktionspotentialen weiterzuleiten
und an andere Zellen Uber chemische oder elektrische Synapsen weiterzugeben. Alle
Zellen, die keine Aktionspotentiale weiterleiten oder generieren kdnnen, werden
Gliazellen genannt und lassen sich einteilen in Makroglia und Mikroglia (MG). Zu den
Makroglia, die neuroepithelialen Ursprungs sind (Rowitch & Kriegstein, 2010) zahlen
Astrozyten, Oligodendrozyten (OL) und deren Vorlauferzellen sowie Ependymzellen und
Radiarglia (Penfield, 1925). Mikroglia sind dagegen mesodermalen Ursprungs (Alliot et
al., 1999). Die Aufgaben der Gliazellen sind vielfaltig und umfassen neben der
Aufrechterhaltung der Gewebearchitektur auch Stoffwechsel- sowie Abwehrfunktionen
und die Ausubung neurosupportiver Aufgaben (Demmings et al., 2025). Innerhalb der
Gliazellen stellen Astrozyten die grofite Subpopulation dar und erfullen sowohl im
gesunden als auch im kranken Nervensystem zahlreiche Aufgaben, darunter die
Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) oder die gliése Narbenbildung, unter
Interaktion mit anderen Zellen des ZNS (Linnerbauer et al., 2020). Mikrogliazellen sind
als Teil des angeborenen Immunsystems durch die Elimination von Pathogenen an der
Aufrechterhaltung des gesunden Milieus innerhalb des ZNS beteiligt und nehmen durch
Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie Zytokinen oder Chemokinen Einfluss auf

Entziindungsreaktionen im ZNS (Hanisch, 2002). Oligodendrozyten bilden mit ihren
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Zellmembranen die lipidreichen Myelinscheiden um die Axone der Neuronen des ZNS
(De Robertis et al., 1958) und stellen eine heterogene Zellpopulation mit Unterschieden
sowohl in ihrer Morphologie als auch in ihren Funktionen dar (Weng et al., 2025).
Oligodendrozyten entstehen aus Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (OVZ), welche u.a.
in der ventrikularen Zone des Rickenmarks sowie des Gehirns ihren Ursprung haben
und von dort aus das ZNS besiedeln (Wang et al., 2023). Die Migration wird dabei
gesteuert durch Wachstumsfaktoren, Chemokine und Proteine der Extrazellularmatrix
(Bradl & Lassmann, 2010). Morphologisch unterscheiden sich Oligodendrozyten
abhangig von ihrem Ursprungsort sowie weiteren Einflussfaktoren wie ihrem Alter oder
ihrer Verortung innerhalb des ZNS und dem Zustand ihrer Umgebung (entzindlich oder
nicht entzindlich) (Seeker & Williams, 2022). Aus OVZ-Pools entwickeln sich auch im
adulten Gehirn durch Proliferation und Zellteilung neue, reife, myelinbildende
Oligodendrozyten (Kuhn et al., 2019). Das von den Oligodendrozyten gebildete Myelin
bildet eine Isolationsschicht um die Axone und ist essenziell flr eine rasche Weiterleitung
von Aktionspotentialen zwischen Neuronen (Bunge, 1968). Dabei erfolgt die
saltatorische Erregungsweiterleitung zwischen myelinisierten Abschnitten und den
dazwischen liegenden, unmyelinisierten Ranvier-Schnirringen (Ranvier, 1871). Zudem
spielt Myelin eine bedeutende Rolle im Rahmen von Stoffwechselprozessen sowie der
Energiegewinnung von Nervenzellen und hat zudem auch immunmodulatorische
Funktionen (Kuhn et al., 2019). Aufgrund ihres geringen Gehaltes an Antioxidantien
zeigen Oligodendrozyten eine hohe Anfalligkeit flr oxidativen Stress und sind daher im
Rahmen von entziindlichen Vorgangen im ZNS besonders gefahrdet (Kuhn et al., 2019).
Vermittelt durch unterschiedliche Pathomechanismen (s. Abschnitt 1.2.6) kommt es im
Rahmen der Multiplen Sklerose (MS) zur Demyelinisierung und einer Zerstérung der
Oligodendrozyten (Lucchinetti et al., 2000), dem charakteristischen histopathologischen
Merkmal dieser Erkrankung (Saxena et al., 2008). Hierbei kommt es zusatzlich zu einer
Aktivierung ruhender Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, die daraufhin beginnen zu
proliferieren, in Bereiche der Demyelinisierung zu migrieren und als reife
Oligodendrozyten eine neue, dinnere Myelinschicht zu bilden (Franklin & Ffrench-
Constant, 2017). Dieser Prozess wird als Remyelinisierung bezeichnet und gestaltet sich

im Kontext der MS insuffizient.

1.1.2 Mikrogliazellen: Beschreibung und Funktionen im gesunden ZNS
Mikrogliazellen, die ortsansassigen Makrophagen des ZNS und Teil des angeborenen
Immunsystems, sind an vielfaltigen Prozessen innerhalb des gesunden und kranken

ZNS beteiligt und wurden durch den spanischen Mediziner Pio del Rio Hortega



erstbeschrieben (del Rio-Hortega, 1932). Ihre Hauptaufgabe ist die Aufrechterhaltung
der Homodostase des ZNS. Der Anteil von Mikrogliazellen an der Gesamtzellzahl des
ZNS betragt 10-15 % (Orihuela et al., 2016). Sie haben ihren Ursprung in myeloischen
Vorlauferzellen des Dottersacks und besiedeln wahrend der frihen Embryogenese,
bevor sich die Blut-Hirn-Schranke schlie3t, das ZNS (Alliot et al., 1999). Mikrogliazellen
sind eine Zellpopulation, die in der Lage ist, sich standig durch Apoptose und proliferative
Prozesse zu erneuern, sowohl im gesunden als auch im kranken ZNS (Askew et al.,
2017). Im gesunden ZNS befinden sich Mikrogliazellen in einem ruhenden Zustand und
uberwachen das sie umgebende Milieu mit Hilfe ihres Sensoms (Hickman et al., 2013).
Dabei bilden sie diinne Zellauslaufer und migrieren durch das Parenchym, standig auf
der Suche nach Agenzen, die die Homobostase des ZNS bedrohen (Hickman et al.,
2018). Hierfur stehen Mikrogliazellen in einem engen Austausch mit allen Zellarten des
ZNS (Liddelow et al., 2017; Marinelli et al., 2019). So beeinflussen Mikrogliazellen in
engem Zusammenspiel mit Neuronen die synaptische Plastizitat und somit die normale
Funktionsfahigkeit des ZNS indem sie u.a. an der Eliminierung nicht-funktionsfahiger
Synapsen (Borst et al., 2021) oder hemmender Bestandteile der Extrazellularmatrix
(Nguyen et al., 2020) beteiligt sind. Mikrogliazellen sekretieren im gesunden, adulten
ZNS das Peptidhormon Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), welches unter anderem die
oligodendrogliale Reifung fordert und somit im Kontext der MS

Remyelinisierungsprozesse vermittelt (Lovett-Racke et al., 1998; Miron et al., 2013).

1.1.3 Astrozyten: Beschreibung und Funktionen im gesunden ZNS

Astrozyten bilden mit 80 % den grofiten Anteil der Gliazellen im ZNS, haben eine
Stiutzfunktion und sind neben der Bildung der Blut-Hirn-Schranke entscheidend an
neuronalen Signal- und Stoffwechselwegen beteiligt (Allen & Barres, 2009). Astrozyten
sind Zellen ektodermalen und neuroepithelialen Ursprungs und entstehen aus
astrogliaren Vorlauferzellen, die wahrend der Embryogenese und postnatal das ZNS
besiedeln und pra- sowie postnatal durch Zellteilung das dichte Netzwerk aus Astrozyten
bilden (Verkhratsky et al., 2021; Zheng et al., 2022). Charakteristisch ist dabei die
Ausbildung von langen Zytoplasmaauslaufern, durch die die Astrozyten mit anderen
Zellen, insbesondere Neuronen, in Kontakt stehen (Krzisch et al., 2015). Je nach
Lokalisation im ZNS zeigen sie dabei Unterschiede in ihrer Morphologie. So finden sich
in der weillen Substanz Astrozyten vom fibrillaren Typ mit schlanken
Zytoplasmafortsatzen, in der grauen Substanz Astrozyten vom protoplasmatischen Typ
mit kurzen und verzweigten Zytoplasmafortsdtzen (Andriezen, 1893). Neben den

strukturellen Funktionen wie der Bildung der Blut-Hirn-Schranke und ihrer Stitzfunktion,



sind Astrozyten von Bedeutung im Stoffwechsel und in der Aufrechterhaltung der
Homoostase von Neuronen sowie in der Modulierung der synaptischen Plastizitat. So
kontrollieren sie beispielsweise die extrazellulare Kaliumkonzentration (Hertz, 1965;
Walz, 2000) und sind am Glutamatstoffwechsel beteiligt (Hansson & Rénnback, 1995),
wodurch sie zur normalen neuronalen Funktion beitragen. In ihrer Zellmembran tragen
sie das Transmembranprotein Aquaporin-4 (AQP4) (Nielsen et al., 1997), Uber welches
sie Einfluss nehmen auf den Wasserhaushalt sowie Migrationsvorgange innerhalb des
ZNS (Nagelhus & Ottersen, 2013). Des Weiteren ist bekannt, dass Astrozyten auch
immunologische Funktionen Ubernehmen und an der Pathogenese von entzindlichen
und nicht-entzindlichen Erkrankungen des ZNS beteiligt sind (Karve et al., 2016;
Guerrero-Garcia, 2020).

1.2 Multiple Sklerose

1.2.1 Definition

Multiple Sklerose ist eine chronisch-entziindliche, demyelinisierende
Autoimmunerkrankung des ZNS, deren Ursache bis heute ungeklart ist. Kennzeichnend
fur die MS ist eine chronische Neuroinflammation, die schlief3lich zur Zerstérung von
Myelinscheiden und nachfolgend, Uber die Schadigung von Axonen, zur irreversiblen
Neurodegeneration flhrt. Die hierdurch entstehenden, multiplen fokalen Lasionen
kénnen im gesamten ZNS auftreten und, abhangig von ihrer Lokalisation, zu einer
Vielzahl unterschiedlicher neurologischer Symptome und zu Behinderungen

unterschiedlichen Ausmalfes fiihren.

1.2.2 Epidemiologie

Die weltweite Pravalenz betragt rund 2,8 Millionen Menschen, wobei der Anteil an
weiblichen Erkrankten mit 69 % deutlich Gber dem Anteil der mannlichen Betroffenen
liegt (The Multiple Sclerosis International Federation, 2020). Mégliche Grinde hierfur
konnten beispielsweise in Unterschieden in der Zusammensetzung und Funktionsweise
des Immunsystems von Mannern und Frauen, aber auch in der abweichenden
Exposition gegentber Umweltfaktoren zwischen den Geschlechtern, wie beispielsweise
Medikamenten oder Kosmetika, liegen (Greer & McCombe, 2011). Betrachtet man die
Pravalenz von MS in unterschiedlichen Landern, so fallen deutliche Unterschiede auf.
Deutschland liegt im weltweiten Vergleich mit einer Pravalenz von 303 pro 100000 an

zweiter Stelle, wahrend die Pravalenz in anderen europaischen Staaten wie Portugal
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oder der Ukraine bei unter 100 pro 100000 liegt (The Multiple Sclerosis International
Federation, 2020). In der weltweiten Pravalenz zeigt sich, abhangig von den
Breitengraden, eine niedrige Prdvalenz am Aquator, die dann mit zunehmender
Entfernung vom nullten Breitengrad ansteigt (The Multiple Sclerosis International
Federation, 2020). MS kann sich grundsatzlich in jeder Altersstufe manifestieren, wobei
das mittlere Erkrankungsalter weltweit bei 32 Jahren liegt und mindestens 1,5 % der
betroffenen Patient*innen Kinder und Jugendliche unter 18 Jahren sind. (The Multiple
Sclerosis International Federation, 2020). Somit gehort MS zu den haufigsten Grinden
fur eine Behinderung bei jungen Menschen und flhrt durch die daraus resultierende
lange Zeitspanne, in der die Patient*innen mit der Erkrankung leben, zu erheblichen
Beeintrachtigungen in der Lebensplanung der Betroffenen (World Health Organization,
2008).

1.2.3 Atiologie

Trotz intensiver Forschung bleibt die Atiologie der MS weiterhin unklar. Es wird
angenommen, dass ein multifaktorielles Zusammenspiel von Umwelteinflissen und
genetischen Faktoren die Entstehung der Erkrankung begunstigt (Goodin et al., 2021),
jedoch wurde bis heute kein kausaler Faktor identifiziert. Verschiedene virale Infektionen
werden mit der Pathogenese der MS assoziiert (Makhani et al., 2016). So wird ein
moglicher Zusammenhang zwischen einer Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus (EBV)
und der Entstehung von MS schon lange diskutiert (Warner & Carp, 1981). Das
Erkrankungsrisiko fir MS scheint nach vorausgegangener EBV-Infektion 32-fach erhoht,
was zu der Annahme filhrt, dass es sich bei EBV um einen entscheidenden Ausloser
von MS handeln kénnte (Bjornevik et al., 2022). Neben der Rolle als potenzieller Trigger
der MS, wird EBV auch eine mdgliche Rolle als Driver zugeschrieben (Soldan &
Lieberman, 2023). Ebenfalls sind humane endogene Retroviren (HERVs) mit der
Entstehung und/oder dem Fortschreiten der MS assoziiert. Hierunter sind die starksten
Assoziationen flr das humane endogene Retrovirus der Familie W (HERV-W) und im
Speziellen fur sein Hillprotein HERV-W Env beschrieben (Perron et al., 1989; Brudek et
al., 2009). In vitro Studien in myelinisierten Ko-Kulturen sowie in vivo Studien in einem
transgenen Mausmodell, welches die im erkrankten ZNS vorherrschende HERV-W Env
Aktivitat abbildete, zeigten, dass HERV-W Env u.a. Uber die Beeinflussung von
Mikrogliazellen zur Demyelinisierung und axonaler Schadigung beitragt (Kremer et al.,
2019) sowie Uber Effekte auf Oligodendrozyten Myelinisierungsprozesse beeintrachtigt
und zur Aktivierung von Mikrogliazellen und Astrozyten fuhrt (Gruchot et al., 2023).

Neben HERV-W Env und EBV scheinen weitere Viren in der Pathogenese der MS von
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Bedeutung zu sein, darunter das Varizella-Zoster-Virus (VZV) (Maple et al., 2024), das
Herpes-simplex-Virus 1 (HSV1) (Koros et al., 2014) sowie das humane Herpesvirus 6
(HHV®6) (Grut et al., 2024). Abgesehen von den genannten viralen Einflissen, scheinen
Umwelteinflisse einen Beitrag zur Krankheitsatiologie der MS zu leisten. So stellt
beispielsweise ein Mangel an Vitamin D einen Risikofaktor fir die Entstehung von MS
dar (Goldberg, 1974). Es konnte gezeigt werden, dass Personen mit einem hohen
Serumspiegel an 25-Hydroxy-Vitamin-D eine geringere Wahrscheinlichkeit hatten, an
MS zu erkranken, als Personen mit niedrigen Serumspiegeln (Munger et al., 2006). Eine
verminderte Exposition gegenlber Sonnenlicht scheint das Risiko an MS zu erkranken
zu erhOhen (Hedstrom et al., 2020), eine mogliche Erklarung fur die unterschiedliche
Pravalenz der MS abhangig vom Breitengrad. So konnten Migrationsstudien zeigen,
dass Migrant*innen, die zum Zeitpunkt der Migration unter 15 Jahre alt waren, das
Erkrankungsrisiko des  Migrationslandes annahmen, wahrend erwachsene
Migrant*innen das Erkrankungsrisiko des Heimatlandes behielten (Dean, 1967; Dean &
Kurtzke, 1971). Als weitere, vermeidbare Risikofaktoren, die das Erkrankungsrisiko
erhohen, sind die Exposition gegenuber Tabakrauch (Hedstrom et al., 2016) sowie ein
erhohter Body-Mass-Index (BMI) in der Kindheit zu nennen (Munger et al., 2013). Zudem
werden auch genetische Faktoren hinsichtlich der Krankheitsentstehung der MS
diskutiert. So konnte beobachtet werden, dass Familienangehoérige von MS
Patient*innen ein gegenuber der Allgemeinbevolkerung erhohtes Erkrankungsrisiko
aufwiesen (Robertson et al., 1996). Auf individueller Ebene konnten Variationen im
humanen Leukozytenantigen-System (HLA-System) mit der Entstehung von MS
assoziiert werden (Bertrams & Kuwert, 1972), wobei hierunter individuelle Unterschiede
in Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC) Klasse Il
Allelen, Dbeispielsweise HLA-DRB1*15:01, einen starken Effekt auf die
Krankheitsentstehung zu haben scheinen (Sawcer et al., 2011). Des Weiteren flihrten
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) zur Identifikation von Gber 200 Genloki, die in
Zusammenhang mit einer MS-Erkrankung gebracht werden (Kim & Patsopoulos, 2022).
In einer GWAS aus dem Jahr 2019 gelang es erstmalig eine mit MS assoziierte
Genvariante auf dem X-Chromosom nachzuweisen, auch wenn dies allein nicht
ausreichend erklart, warum mehr weibliche als méannliche Personen an MS erkranken

(International Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2019).

1.2.4 Verlaufsformen, Symptomatik und Schweregradeinteilung
MS wird anhand des klinischen Auftretens der sogenannten Schibe und deren

Remissionsstatus in verschiedene Verlaufsformen unterteilt. Die Einteilung umfasst die
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Formen schubférmig remittierende MS (RRMS), sekundar progrediente MS (SPMS),
primar progrediente MS (PPMS), progressiv rezidivierende MS (PRMS) sowie das
klinisch-isolierte Syndrom (KIS) und bezieht auch die Krankheitsaktivitat mit ein (Lublin
et al., 2014). Die RRMS ist mit 85 % die am haufigsten auftretende Form der MS (The
Multiple Sclerosis International Federation, 2020). Diese zeichnet sich aus durch
Schube, die charakterisiert sind durch mindestens 24 Stunden (h) anhaltende, und ohne
Fieber oder andere Zeichen einer Entziindung auftretende, neue neurologische
Symptome, die sich entweder komplett oder inkomplett zurtickbilden. Zwischen den
Schiben kommt es zu keiner Krankheitsprogression (Lublin et al., 2014). Die RRMS
geht zu 80 % im weiteren Krankheitsverlauf in die SPMS Uber, die gekennzeichnet ist
durch eine stetig fortschreitende Zunahme neurologischer Symptome mit oder ohne
aufgesetzten Schiben. Eine Minderheit an Patient*innen (ca. 15 %) weist direkt zu
Erkrankungsbeginn eine schwere Verlaufsform auf, die PPMS. Hierbei kommt es zu
einer stetig fortschreitenden neurologischen Symptomatik ohne zwischenzeitliche
Phasen einer vollstdndigen Remission der Symptome. Bestenfalls sind hier
intermittierende Plateauphasen zu beobachten, bevor es zu einer weiteren
Krankheitsprogression kommt. (Lublin et al., 2014). Wenn Symptome auftreten, die die
Diagnosekriterien fir die MS (noch) nicht vollstandig erfillen, spricht man vom KIS,
wobei 85 % der spateren MS Erkrankungen mit einem KIS beginnen (Miller et al., 2005).
Aufgrund der individuellen Lokalisationen der MS Plaques im ZNS, finden sich zahlreiche
neurologische Symptome, die sich zu Erkrankungsbeginn oder im Verlauf manifestieren
konnen. So kann es beispielsweise zu visuellen, motorischen oder sensorischen
Beeintrachtigungen kommen sowie zu einer Schadigung des vegetativen
Nervensystems und zerebellarer Strukturen. Eine Studie aus Grof3britannien zeigte,
dass MS Patient*innen schon innerhalb der 10 Jahre, die unmittelbar vor der eigentlichen
Erstdiagnose liegen, unspezifische Symptome wie Ubelkeit, Inkontinenz,
Kopfschmerzen, Fatigue oder Depressionen entwickelten, worunter die Kombination
mehrerer dieser Symptome das Risiko flr eine spatere MS Diagnose signifikant erhéhte
(Disanto et al., 2018). Um den Grad der Behinderung der Patient*innen klassifizieren
und den Verlauf der Erkrankung beurteilen zu kénnen, wird der Expanded Disability
Status Scale (EDSS) verwendet. Es erfolgt eine Beurteilung der Symptome der
Patient*innen in insgesamt 8 Funktionssystemen und davon ausgehend, unter
Miteinbeziehung der moéglichen Gehstrecke, die Einstufung in eine von 10 EDSS Stufen
zwischen 0 (keine Einschrankungen) und 10 (Tod durch MS) (Kurtzke, 1983).



1.2.5 Diagnostik und Differentialdiagnosen

Bei der MS handelt es sich um eine Ausschlussdiagnose, die anhand der Symptome der
Patient*innen, der neurologischen Untersuchungsbefunde sowie der Ergebnisse
apparativer Untersuchungen, insbesondere der Magnetresonanztomograpie (MRT) und
der Liquordiagnostik, unter Anwendung der revidierten McDonald-Kriterien 2017 gestellt
wird (McDonald et al., 2001; Thompson et al., 2018; Hemmer et al., 2023). Hierbei ist
der Nachweis einer zeitlichen und ortlichen Dissemination notwendig. Der Nachweis
einer Ortlichen Dissemination erfolgt auf Grundlage von jeweils mindestens einer
To-hyperintensen Lasion in der MRT an zwei unterschiedlichen, MS-typischen
Lokalisationen, kortikal/juxtakortikal, periventrikular, spinal oder infratentoriell, oder dem
klinischen Nachweis eines zusatzlichen Schubes anderer Lokalisation. Der Nachweis
einer zeitlichen Dissemination erfolgt durch den zeitgleichen Nachweis alter, nicht
Gadolinium-anreichender, und neuer, Gadolinium-anreichender Lasionen in der MRT,
neuer Lasionen in einer Verlaufs-MRT, dem klinischen Nachweis eines weiteren
Schubes oder dem Vorliegen oligoklonaler Banden im Liquor (Thompson et al., 2018;
Hemmer et al., 2023). Andere angewandte diagnostische Methoden wie beispielsweise
neurophysiologische Untersuchungen oder die optische Koharenztomographie (OCT)
sind zurzeit noch kein Bestandteil der McDonald-Kriterien, wobei eine zukinftige
Miteinbeziehung denkbar ist und der Nutzen weiter erforscht werden muss (Thompson
et al., 2018). Die wichtigsten Differentialdiagnosen der MS sind u.a. die Neuromyelitis-
optica-Spektrum-Erkrankungen (NMOSD), die Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein-
Antikdrper-assoziierte Erkrankung (MOGAD), die akute disseminierte Enzephalomyelitis
(ADEM), Infektionskrankheiten wie Neurosyphilis, Neuroborreliose und eine Infektion mit
dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV) sowie die Neurosarkoidose, und missen im

Rahmen der Diagnostik ausgeschlossen werden (Hemmer et al., 2023).

1.2.6 Pathogenese und Histopathologie

Die histopathologischen Korrelate der MS sind multiple, fokale, heterogene Lasionen in
der grauen und weil’en Substanz des ZNS, auch Plagues genannt, die makroskopisch
sichtbar und vorwiegend perivaskular lokalisiert sind (J. Cruveilhier, 1842; Rindfleisch,
1863) sowie mittels MRT dargestellt werden koénnen (Lee et al., 1999). Auf
mikroskopischer Ebene bestehen diese Lasionen u.a. aus Lymphozyten, Gliazellen und
Makrophagen und lassen sich anhand ihrer zellularen Zusammensetzung in praaktive,
aktive, chronisch-aktive und chronisch-inaktive Lasionen einteilen, die verschiedene
Stadien der Entziindung, einen unterschiedlichen Demyelinisierungsgrad sowie axonale

Degeneration, Gliose und sogar Remyelinisierungsprozesse aufweisen (van der Valk &

8



De Groot, 2000). Die Lasionen finden sich an spezifischen Stellen innerhalb des ZNS,
darunter in der periventrikularen weillen Substanz, juxtakortikal, dem Hirnstamm, dem
Kleinhirn und Rickenmark sowie dem Nervus opticus (Filippi et al., 2019). Entscheidend
fur die Entstehung dieser Lasionen ist zunachst eine erhdhte Durchlassigkeit der
Blut-Hirn-Schranke (Kermode et al., 1990). Es kommt zur Einwanderung von u.a.
autoreaktiven T-Lymphozyten, welche in der Lage sind, proinflammatorische Zytokine
wie Interferon-y (INF-y), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin (IL) -17 zu
sekretieren und dadurch weitere Zellen, wie Makrophagen, Mikrogliazellen und
Astrozyten zu aktivieren und zu rekrutieren, die ihrerseits Einfluss auf die ablaufenden
Entzindungsmechanismen nehmen und so entscheidend an der weiteren Pathogenese
der MS beteiligt zu sein scheinen (Baecher-Allan et al., 2018). Die Einwanderung der
T-Zellen in das ZNS Uber die Blut-Hirn-Schranke, vermittelt u.a. durch vaskulare
Zelladhasionsmolekule (VCAM), wird im Entzindungsprozess durch die Ausschuttung
von Chemokinen und anderen Entzindungsmediatoren weiter angetrieben und
erleichtert (Ortiz et al., 2014). Auch B-Zellen tragen als antigenprasentierende Zellen zur
Aufrechterhaltung der T-Zell-vermittelten Entziindungsreaktion bei (van Sechel et al.,
1999) und haben zytotoxische Effekte auf Oligodendrozyten (Lisak et al., 2012). Neben
der Einteilung der Plaques anhand ihrer Aktivitat kann zudem zwischen vier
verschiedenen histopathologischen Mustern, die zur Demyelinisierung fihren,
unterschieden werden, was die Vielfalt moglicher Mechanismen der Zerstérung des
Myelins sowie die Heterogenitat der MS im Gesamten unterstreicht (Lucchinetti et al.,
2000). Muster | und Il sind gekennzeichnet durch Infiltration von T-Lymphozyten und
Makrophagen und schlieBlich durch eine T-Zell-vermittelte Inflammation und
Schadigung des Myelins. In Muster | scheint die Demyelinisierung u.a. durch das von
Makrophagen ausgeschuttete TNF-a vermittelt zu sein. Muster Il ist das am haufigsten
vorliegende Muster und weist zusatzlich Immunglobuline sowie Bestandteile des
Komplementsystems auf, und scheint so die Inflammation mit nachfolgender
Demyelinisierung voranzutreiben. Das Muster Il ist dagegen gekennzeichnet durch eine
Infiltration von T-Lymphozyten, Makrophagen und Mikrogliazellen ohne Nachweis von
Immunglobulinen oder Komplementfaktoren, jedoch von partiell zerstorten
Myelinscheiden sowie apoptotischen Oligodendrozyten, hervorgerufen moglicherweise
durch von diesen Zellen produzierten Toxinen wie Stickstoffmonoxid (NO) oder reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS). Muster IV zeigt eine Infiltration in erster Linie durch
T-Lymphozyten und Makrophagen sowie einen nahezu vollstandigen Verlust von
Oligodendrozyten. Wahrend Muster | und Il in ihrer Zusammensetzung an autoimmune
Enzephalomyelitiden erinnern und Zeichen der Remyelinisierung aufweisen kdnnen,

kennzeichnet Muster Il und IV eine Dystrophie der Oligodendrozyten (Lucchinetti et al.,
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2000). Die beschriebenen Prozesse flihren schlieBlich zur anhaltenden
Demyelinisierung mit nachfolgender axonaler Schadigung und Bildung einer
sogenannten Glianarbe, welche zum Grofteil aus einem dichten Netz von Fibroblasten
und Astrozyten besteht sowie zu kleineren Teilen auch aus Oligodendrozyten,
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen und Mikrogliazellen (Berry et al., 1983; Fawcett &
Asher, 1999). Die an der Narbenbildung beteiligten Zellen und Strukturen Gben ihrerseits
uber die Sekretion von Molekulen einen hemmenden Einfluss auf noch ablaufende
neuroregenerative Prozesse und daran beteiligte Zellen aus (Liddelow et al., 2017). Mit
zunehmender Vernarbung und Atrophie kommt es zum weiteren Versagen von
Remyelinisierungsprozessen und somit zum Voranschreiten der Erkrankung und zu

einer Zunahme der Behinderung (Fisher et al., 2002).

1.2.7 Die Rolle von Mikrogliazellen in Neuroinflammation und MS

Mikrogliazellen spielen als Teil des angeborenen Immunsystems eine bedeutende Rolle
im Entzindungsgeschehen des ZNS, so auch im Rahmen der MS. Dabei sind sie in der
Lage, unterschiedliche Phanotypen anzunehmen, klassischerweise bezeichnet als M1
(proinflammatorisch) und M2 (antiinflammatorisch) (Mills et al., 2000). In den letzten
Jahren bewegt sich die Wissenschaft jedoch immer weiter von dieser klassischen,
zweiseitigen Einteilung weg, begrindet durch die umfassenden funktionalen Stadien, die
Mikrogliazellen einnehmen kdnnen und welche durch die M1/M2 Einteilung
unzureichend abgebildet werden (Yong, 2022). So sind Mikrogliazellen beispielsweise
in der Lage, im Rahmen von Entziindungsvorgangen und abhangig von ihnrer Umgebung,
ihren Phanotyp dynamisch und schnell zwischen M1 und M2 zu verandern und so vollig
unterschiedliche Effekte auszulben (Stout et al., 2005). Im Rahmen von
Entziindungsablaufen kdnnen Mikrogliazellen ihre Morphologie hin zu einem amdboiden
Erscheinungsbild verandern und an den Ort des Entziindungsgeschehens migrieren (Qu
et al., 2015). Mikrogliazellen tragen auf ihrer Oberflache Rezeptoren, darunter
NOD-like-Rezeptoren (NOD), Scavanger-Rezeptoren (SR) und Toll-like-Rezeptoren
(TLR), Uber die sie Pathogene und andere Molekile, die die Homdostase des ZNS
bedrohen, erkennen kdnnen (Hickman et al., 2013). Sie sind als antigenprasentierende
Zellen zudem in der Lage, uber MHC-II zu einer Aktivierung von T-Zellen zu flihren
(Williams et al., 1993; Kreutzberg, 1996; Almolda et al., 2011). Unter inflammatorischen
Bedingungen kann zudem eine Hochregulierung von MHC-II in Mikrogliazellen
beobachtet werden (Aloisi et al., 2000). Als Ausléser der Polarisierung von
Mikrogliazellen hin zu einem proinflammatorischen Phanotyp konnten Lipopolysaccharid

(LPS), Myelindebris sowie proinflammatorische Zytokine wie INF-y und TNF-a
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identifiziert werden (Gordon & Taylor, 2005). Uber intrazellulére Signalwege kommt es
im Verlauf zur Ausschittung von proinflammatorischen Mediatoren (Norden et al., 2016).
Dabei gelten Mikrogliazellen als eine der Hauptquellen flir die TNF-a-Sekretion, einer
der Hauptakteure in entziindlichen und neurodegenerativen Prozessen innerhalb des
ZNS, dessen prolongierte Ausschittung zur chronischen Entziindung sowie dem Verlust
von Synapsen fihrt (Rauf et al., 2022) und zur Apoptose von Oligodendrozyten beitragt
(Chai et al., 2023). Auf einen inflammatorischen Stimulus hin sekretieren Mikrogliazellen
Stickstoffmonoxid (NO), vermittelt durch Hochregulierung der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (iINOS), was zur Stérung der Integritdt der Blut-Hirn-
Schranke beitragt sowie im Kontext der MS Oligodendrozyten und axonale Strukturen
schadigt (Smith & Lassmann, 2002). Im Rahmen der proinflammatorischen Aktivierung
sind Mikrogliazellen ebenfalls in der Lage, IL-6 zu sekretieren, ein weiteres
proinflammatorisches Zytokin, das zum Inflammationsgeschehen wu.a. Uber
Beeinflussung von Typ-17-T-Helferzellen (TH17-Zellen) beitragt (Serada et al., 2008;
Merighi et al., 2017). Weitere sekretierte, proinflammatorische Zytokine sind IL-12
(Holley et al., 2012) sowie IL-1B (Norden et al., 2016). Wahrend es im primar gesunden
ZNS durch proinflammatorische Aktivierung der Mikrogliazellen und daraus
resultierender Beseitigung des die Homdostase des ZNS bedrohenden Faktors zu einem
Abklingen der Proinflammation kommt, halt diese im Rahmen der MS jedoch an
(Orihuela et al., 2016). Uber Transforming growth factor B (TGF-B), IL-10 sowie IL-4 kann
ein restaurativer Phanotyp in Mikrogliazellen induziert werden (Boche et al., 2013). In
der Folge sind Mikrogliazellen in der Lage, antiinflammatorische Molekule wie IL-10,
TGF-B und Arginase-1 (ARG1) auszuschutten (Colton, 2009; Boche et al., 2013). ARG1
ist als Enzym am Aminosaurestoffwechsel von Mikrogliazellen beteiligt und gilt als
wichtiger Marker fur den restaurativen Phanotyp in Mikrogliazellen (Cherry et al., 2014).
ARG1 ist Uber sein Produkt L-Ornithin bedeutend fir zellproliferative Vorgange, zudem
konkurriert ARG1 mit INOS um das gemeinsame Substrat Arginin und kann dadurch die
NO-Synthese reduzieren und so die Entziindungsreaktion verringern (Xu et al., 2003).
Eine entscheidende, der regenerativen Funktion der Mikrogliazellen zuzuordnende
Eigenschaft, ist die Phagozytose von Myelindebris, welches die normale Funktion von
Oligodendrozyten sowie die oligodendrogliale Reifung und somit die Remyelinisierung
verhindert (Lampron et al., 2015). Eine wichtige Rolle spielt in diesem Zusammenhang
die Proto-Onkogen-Tyrosin-Proteinkinase MER (MERTK), codiert durch das MERTK-
Gen, das im ZNS v.a. durch Mikrogliazellen exprimiert wird (Gautier et al., 2012). Durch
die Rezeptordomane von MERTK sind Mikrogliazellen in der Lage, Debris und
apoptotische Zellen anhand des Liganden Phosphatidylserin (PS) zu erkennen und zu
phagozytieren (Healy et al., 2017). Experimentelle Studien zeigten, dass ein MERTK
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Knockout (K.O.) in der Maus zu Verminderung der mikroglidaren Phagozytose und
Migration sowie zur Demyelinisierung fuhrt (Shen et al., 2021). Ebenfalls an der
Regulation phagozytarer Vorgange beteiligt ist der Transmembranrezeptor
Triggering receptor expressed on myeloid cells 2 (TREM2), ebenfalls exprimiert von
Mikrogliazellen. TREM2 bindet u.a. LPS sowie Phospholipide, die im Rahmen der
Demyelinisierung freigesetzt werden. Im Cuprizone-Modell der Demyelinisierung flihrte
ein TREM K.O. in der Maus zu einer Ausschuittung von proinflammatorischen Zytokinen
sowie zur verminderten Phagozytose von Myelindebris und dadurch zur Hemmung der
Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen (Poliani et al., 2015). Eine
Expression von TREM2 und die dadurch vermittelte Ausschittung antiinflammatorischer
Zytokine ist somit assoziiert mit neuroprotektiven Effekten (Liu et al., 2020).
Mikrogliazellen tragen auf ihrer Oberflache, neben den bereits erwahnten Rezeptoren,
auch purinerge Rezeptoren, gekoppelt an lonenkanale (P2X) oder G-Proteine (P2Y)
(Hickman et al, 2013). Uber den P2Y-Purinorezeptor 12 (P2Y12) werden
chemotaktische Prozesse in der Migration von Mikrogliazellen zum Ort der Entzindung
gesteuert, P2Y-Purinorezeptor 6 (P2Y6) ist mit Phagozytose assoziiert (Gomez Morillas
et al., 2021). Beide Prozesse sind essenziell fir die antiinflammatorischen Funktionen
von Mikrogliazellen im entziindeten ZNS. Neben den genannten Purinorezeptoren sind
auch Adenosin-Rezeptoren in diesem Zusammenhang von Bedeutung. Der
Adenosin-As-Rezeptor (ADORA3) ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, lokalisiert u.a.
auf Mikrogliazellen, Uber dessen Aktivierung es zu einer verminderten Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a kommt (Steininger et al., 2011; Xu et al.,
2024). Im Rahmen von Entzindungsgeschehen nehmen Mikrogliazellen auch Einfluss
auf andere Zellarten des ZNS, u.a. Astrozyten. So kdnnen sie Uber die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine, u.a. TNF-a und IL-1-a, zu einer Aktivierung von
Astrozyten hin zu einem reaktiven, mit Proinflammation assoziierten Phanotyp fihren
(Liddelow et al., 2017). Abschliefend muss betont werden, dass Mikrogliazellen in der
MS sowohl zur Entziindung beitragen als auch protektive Aufgaben Gbernehmen, wobei
die Ubergange flieRend sind. Die umfangreiche Rolle dieser Zellart in der Pathogenese
der MS bleibt weiterhin nicht vollstandig geklart (Yong, 2022).

1.2.8 Die Rolle von Astrozyten in Neuroinflammation und MS

Astrozyten scheinen ebenfalls in unterschiedlicher Art und Weise zum Entziindungs- und
Regenerationsgeschehen der MS beizutragen (Salles et al., 2022). Auch Astrozyten
exprimieren auf ihrer Zelloberflache Rezeptoren, u.a. TLR, und koénnen so auf

Umgebungsreize reagieren (Kimelberg, 1995; Park et al., 2006). So kénnen auch sie
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verschiedene Phanotypen einnehmen unterschieden in einen proinflammatorischen (A1)
oder antiinflammatorischen/regenerativen Phanotyp (A2) (Liddelow et al., 2017; Neal et
al., 2018; Joshi et al., 2019). Vergleichbar mit der Problematik der strikten Einteilung der
Mikrogliazellen in M1/M2, wird auch dieses A1/A2 Modell kritisch bewertet (Escartin et
al., 2021). Im Rahmen einer Aktivierung von Astrozyten zu einem proinflammatorischen
Phanotyp durch einen Schadigungsreiz, z.B. im Rahmen entziindlicher Prozesse,
andern Astrozyten ihre Morphologie und ihr Verhalten, was einhergeht mit dem
teilweisen Verlust ihrer physiologischen und neuroprotektiven Aufgaben (Liddelow et al.,
2017). Studien konnten zeigen, dass von Mikrogliazellen sekretiertes IL-1-q,
Komplementfaktor C1q (C1q) und TNF-a in Astrozyten einen proinflammatorischen
Phanotyp hervorrufen koénnen (Liddelow et al., 2017). Ebenfalls zu einer
proinflammatorischen Aktivierung kommt es durch IFN-y (Halonen et al., 2006).
Astrozyten dieses reaktiven Phanotyps sind in der Lage, proinflammatorische Zytokine
auszuschatten, darunter IL-1-B, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23 und TNF-a (Correale & Farez,
2015). Durch umfangreiche Prozesse kommt es zu einer Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke und so zur erleichterten Infiltration von Immunzellen in das ZNS (Argaw
et al.,, 2012). VEGF-A ist ein Molekul, das von Astrozyten unter inflammatorischen
Bedingungen der MS sezerniert wird und mit der Neoangiogenese von durchlassigen
Gefallen (Shahriar et al., 2024) sowie ebenfalls mit einer Zunahme der Permeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke assoziiert ist und so negativ zum Entziindungsgeschehen beitragen
kann (Croll et al., 2004; Argaw et al., 2012; Rasol et al., 2016). Erhéhte Werte von
VEGF-A konnten im Blut von MS Patient*innen nachgewiesen werden (Azimi et al.,
2020). Lipocalin 2 (LCN2) ist ein kleines sekretorisches Protein, welches von
Mikrogliazellen und Astrozyten auf einen Entziindungsreiz hin ausgeschuttet wird (Jung
et al., 2023). Es fihrt in Astrozyten Uber autokrine Mechanismen zu phanotypischen
Veranderungen hinsichtlich ihrer Morphologie sowie dem Migrationsverhalten, welche
assoziiert sind mit einem reaktiven, proinflammatorischen Erscheinungsbild (Lee et al.,
2009). Zudem hat das sezernierte LCN2 auch toxische Effekte auf Neuronen (Bi et al.,
2013). Von Astrozyten sezerniertes IL-6 nimmt als pleiotrophes Molekul eine besondere
Stellung ein, da es sowohl als proinflammatorisches Zytokin u.a. tiber Beeinflussung der
Funktion von T-Zellen zum Entzindungsgeschehen beitragen, als auch Uber das
Hervorrufen eines restaurativen Phanotyps in Mikrogliazellen einen neuroprotektiven
Effekt ausliben kann (Janssens et al., 2015). Mit TNF-a und IL-1-B proinflammatorisch
vorstimulierte Astrozyten kdnnen die Chemokine CC-Chemokin-Ligand-5 (CCL5) und C-
X-C motif chemokine 10 (CXCL10) sekretieren (Ambrosini et al., 2005; Choi et al., 2014).
Erhohte Werte von CCL5 und CXCL10 finden sich ebenfalls im Liquor von MS

Patient*innen (Comini-Frota et al., 2011; Szczucinski & Losy, 2011). Chemokin-vermittelt
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kommt es zum Anlocken und zur Einwanderung von dendritischen Zellen, Makrophagen,
Mikrogliazellen und T-Zellen in das ZNS und so zum Voranschreiten der entztindlichen
und autoimmunen Prozesse (Zang et al., 2000; Jalosinski et al., 2008; Blandford et al.,
2023). CCL5 hat neben der Funktion als Chemokin auch Einfluss auf den
Glutamatstoffwechsel von Neuronen. So kommt es, ausgelést durch CCL5, zu einer
vermehrten, Calcium-vermittelten Freisetzung von Glutamat, welches neben seiner
Rolle als exzitatorischer Neurotransmitter auch als chemotaktischer Botenstoff zum
Entzindungsgeschehen beitragen kann (Pittaluga, 2017). Astrozyten, die einen
antiinflammatorischen Phanotyp annehmen, haben protektive Effekte auf das ZNS
(Liddelow et al.,, 2017). Dabei konnen uber TLR-3 aktivierte Astrozyten die
antiinflammatorischen Zytokine IL-9, IL-10 und IL-11 ausschutten (Bsibsi et al., 2006).
Einen weiteren antiinflammatorischen Effekt kdbnnen Astrotzyen Uiber die Sekretion von
IGF-1 auslben, welches im ZNS auf multiple Zellarten wie Astrozyten, Oligodendrozyten
und Mikrogliazellen Einfluss nehmen kann (Labandeira-Garcia et al., 2017) und
Neuronen vor oxidativem Stress schitzt (Genis et al., 2014). Zudem kdénnen Astrozyten
Uber die Ausschittung weiterer Molekile, wie beispielsweise  TGF-B,
antiinflammatorische und neuroprotektive Effekte ausiben (Kerkering et al., 2023).
Antiinflammatorisch polarisierte Astrozyten sind zudem in der Lage Pentraxin 3 (PTX3)
freizusetzen, welches VEGF-A inhibiert und zur Integritat der Blut-Hirn-Schranke beitragt
(Shindo et al., 2016).

Eine entscheidende Aufgabe von Astrozyten ist die Bildung einer Glianarbe, ein
Vorgang, der sowohl positive Aspekte durch Eindammung des Entziindungsgeschehens
als auch negative Aspekte, vermittelt durch Hemmung von neuronaler Regeneration und
Remyelinisierung, hervorruft (Correale & Farez, 2015). Chondroitinsulfat-Proteoglykane
(CSG), werden von reaktiven Astrozyten im Rahmen der Bildung der Glianarbe sekretiert
und hemmen das axonale Wachstum sowie die Differenzierung oligodendroglialer
Vorlauferzellen (Kamermans et al., 2019; Feliu et al., 2020). Zu den CSG zahlen u.a.
Aggrecan (ACAN) und Brevican (BCAN). AQP4 spielt eine zusatzliche Rolle in der
Migration der Astrozyten zum Ort der Narbenbildung und scheint an der Freisetzung
proinflammatorischer Molekile beteiligt zu sein (Verkman et al., 2006; Li et al., 2011).
Ein weiterer, mit glidser Narbenbildung assoziierter Marker ist das Zelladhasionsmolekdl
Cadherin-2 (CDH2), welches Zell-Zell Kontakte zwischen Astrozyten im Rahmen der
Bildung einer glidsen Narbe vermittelt (Vazquez-Chona & Geisert, 1999). Ebenfalls von
Bedeutung sind die an der Bildung von CSGs beteiligten Enzyme Kohlenhydrat-
Sulfotransferase 11 (CHST11) und Xyloyltransferase 1 (XYLT1) (Gris et al., 2007) sowie
die Chondroitinsulfat-N-Acetylgalactosaminyltransferase 1 (CSGALNACT1) (Igarashi et
al., 2018). Der Transkriptionsfaktor SRY-box transcription factor 9 (SOX9) reguliert
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hierbei die Expression der CSG (Gris et al., 2007). Zudem kénnen sowohl naive als auch
proinflammatorisch modulierte Astrozyten auf das Uberleben von B-Zellen sowie auf die
Sekretion Co-stimulatorischer Molekile durch B-Zellen Einfluss nehmen und durch die
daraus resultierende Aktivierung von T-Zellen zum Entziindungsgeschehen beitragen
(Touil et al., 2018).

1.2.9 Therapieoptionen

Bei der MS handelt es sich weiterhin um eine nicht kausal therapierbare Erkrankung, auf
deren Verlauf jedoch durch verschiedene Therapien entscheidend Einfluss genommen
werden kann (Hauser & Cree, 2020). Ein wichtiger Faktor ist dabei ein mdglichst
zeitnaher Therapiebeginn. So konnte gezeigt werden, dass der Grad der erreichten
Behinderung der Patient*innen niedriger ist, wenn der Zeitraum zwischen
Erstmanifestation der MS und Therapiebeginn moglichst geringgehalten wird
(Kavaliunas et al., 2017). Im Rahmen der medikamentdsen Therapie wird zwischen der
Schubtherapie, der verlaufsmodifizierenden Therapie und der symptomatischen
Therapie unterschieden (Hauser & Cree, 2020). Laut aktueller Leitlinie ist die erste Wahl
im Rahmen der Schubtherapie die intravendose Gabe des hochdosierten
Glukokortikosteroids (GKS) Methylprednisolon in einer Dosis von 500 bis 1000 mg fur
insgesamt 3 bis 5 Tage. Bei therapierefraktaren Schiben kann die Dosis von
Methylprednisolon erhdht oder, als Ultima Ratio, eine Apherese-Therapie erwogen
werden (Hemmer et al., 2023). Methylprednisolon ist in der Lage, die Einschrankungen,
gemessen am EDSS Wert, die die Patient*innen durch einen Schub erfahren, zu
verringern (Milligan et al., 1987). Da Glukokortikosteroide keinen relevanten Einfluss auf
den langfristigen Krankheitsverlauf der Patient*innen nehmen kénnen (Griffiths &
Newman, 1994), ist eine verlaufsmodifizierende Therapie (disease-modifying therapy,
DMT) notwendig. Die verlaufsmodifizierende Therapie ist in der Lage, die
Wahrscheinlichkeit dafir, dass eine initiale RRMS in eine SPMS Ubergeht, signifikant zu
reduzieren (Brown et al., 2019). Die Aufgabe dieser, in die Prozesse der
Neuroinflammation eingreifenden Wirkstoffe, liegt darin, zuklnftige Schibe zu
verhindern oder ihre Anzahl zu reduzieren, das Voranschreiten der Krankheit zu
verhindern oder zu verlangsamen und die Lebensqualitat der Patient*innen zu bewahren
(Hemmer et al., 2023). Das erklarte Ziel liegt in der Erreichung von no evidence of
disease activity (NEDA), genauer definiert als Schubfreiheit, fehlender Nachweisbarkeit
von Aktivitat in der MRT sowie stabilem EDSS (Banwell et al., 2013). Die Einteilung der
sogenannten krankheitsmodifizierenden Medikamente (disease-modifying drugs, DMD),

die in der verlaufsmodifizierenden Therapie der MS Anwendung finden, erfolgt in drei
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Kategorien anhand der durch sie zu erwartenden Reduktion der Schubrate (Abb. 1)
(Hemmer et al., 2023). Die Entscheidung flr ein bestimmtes Praparat ist individuell und
erfolgt gemeinsam mit den Patient*innen abhangig von der Krankheitsaktivitat,
vorliegenden Begleiterkrankungen und anderen Faktoren wie Alter und Familienplanung
unter Berlcksichtigung der begleitenden Risiken und Nebenwirkungen (Rotstein &
Montalban, 2019; Hemmer et al.,, 2023). Alle Patient*innen mit MS sollen eine
verlaufsmodifizierenden Therapie erhalten. Nur in wenigen Ausnahmen ist ein
abwartendes Vorgehen unter engmaschiger Kontrolle gerechtfertigt (Hemmer et al.,
2023). In der Therapie der RRMS wird, ausgenommen beim Vorliegen eines
wahrscheinlich hochaktiven Verlaufes, der Einstieg mit einem Wirkstoff der Kategorie |
empfohlen, bei Anzeichen fur einen hochaktiven Verlauf soll der Einstieg mit einem
Wirkstoff der Kategorie Il oder Il erfolgen. Kriterien flr einen hochaktiven Verlauf sind
beispielsweise eine hohe Schubfrequenz von mindestens 2 Schiiben oder ein Erreichen
von einem EDSS Wert von 2 3,0 jeweils im ersten Erkrankungsjahr (Hemmer et al.,
2023). Diesem als target to treat bezeichnetem Vorgehen steht ein neuerer Ansatz,
genannt hit hard and early gegenlber, der einen direkten Einstieg mit einem Wirkstoff
der Gruppe Il oder Ill empfiehlt (Ontaneda et al., 2019), bisher aber aufgrund noch
laufender Studien keinen Einzug in die Leitlinie gefunden hat (Hemmer et al., 2023).
Kommt es unter der Therapie mit einem Wirkstoff der Kategorie | zu mindestens einem
neuen Schub und/oder MS-typischen Veranderungen in der MRT in den ersten 6
Monaten nach Therapiebeginn, so wird die Erkrankung als entzindlich aktiv eingestuft
und es soll eine Eskalation auf einen Wirkstoff der Kategorie Il oder Il erfolgen (Hemmer
et al, 2023). Zur Behandlung der PPMS ist aktuell nur der Cluster of
Differentiation 20 (CD20) Antikérper Ocrelizumab zugelassen, Rituximab als weiterer
CD20-Antikérper findet im Off-Label-Use Anwendung (Hemmer et al., 2023). Bei der
SPMS ist eine Therapie nur bei Nachweis einer Aktivitat im Sinne von Schuben oder
neuen MS-typischen La&sionen in der MRT erfolgsversprechend und indiziert,
eingesetzte Wirkstoffe sind Beta-Interferone, Cladribin, Siponimod und die
CD20-Antikdrper Ocrelizumab und im Off-Label-Use auch Rituximab (Hemmer et al.,
2023). Begleitend zur nicht-medikamentdsen Therapie von Spastiken mit regelmaRiger
Physiotherapie finden unter anderem die Muskelrelaxantien Tizanidin sowie Baclofen
Anwendung (Hemmer et al., 2023). Neben den zahlreichen medikamentdsen Therapien
spielen auch nicht-medikamentdse MalRnahmen eine wichtige Rolle in der Therapie der
MS. Studien konnten positive Effekte auf Lebensqualitdt und Motorik durch
regelmaRiges Fahrradfahren (Tollar et al., 2020) sowie eine Verringerung des besonders
belastenden Symptoms der Fatigue durch Yoga (Hasanpour Dehkordi, 2016)

nachweisen.
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Kategorie Relative Wirkstoffe Wirkmechanismus
Reduktion der
Schubrate im
Vergleich zum
Placebo [%]
| 30 - 50 Beta-Interferon Immunmodulation (Zytokin)
Dimethylfumarat Immunzellmigration, Immunzellphanotyp
Glatirameroide T-Zell-vermittelte Immunmodulation
Teriflunomid Hemmung der Dihydroorotat-
Dehydrogenase (DHODH)
| 50 - 60 Cladribin Purinanalogon, Antimetabolit
Fingolimod Funktioneller Antagonismus am
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor 1
(S1P1)
Ozanimod Funktioneller Antagonismus an S1P1
] > 60 Alemtuzumab Anti-CD52-Antikérper
Natalizumab Humanisierter monoklonaler IgG4-AK
Ocrelizumab Anti-CD20-Antikérper
Rituximab Anti-CD20-Antikérper
Abb. 1: Einteilung der Wirkstoffe zur verlaufsmodifizierenden Therapie der MS in

Wirksamkeitskategorien anhand der relativen Reduktion der Schubrate im Vergleich zum Placebo
sowie Darstellung der jeweiligen Wirkmechanismen. Cladribin (2-CdA) ist der Kategorie Il
zugeordnet (modifiziert nach Hemmer et al., 2023).

1.3 Cladribin

1.3.1 Allgemeiner Wirkmechanismus

Cladribin (2-Chlor-2’-desoxyadenosin; 2-CdA) ist ein Purinanalogon, das der Base
Desoxyadenosin ahnelt und sich lediglich durch ein Chlor-Atom an Position 2 des
Purinrings von ihr unterscheidet (s. Abb. 2) (Beutler, 1992). Die orale Bioverfligbarkeit
liegt bei 45,6 % (Hermann et al., 2019). Zudem ist Cladribin liquorgangig und erreicht im
ZNS 25 % seiner Plasmakonzentration (Liliemark, 1997). An der intestinalen Aufnahme,
der Verteilung im Korper und der Aufnahme in die Zielzelle sind hauptsachlich die
Nukleosidtransporter (NTs) equilibrative nucleosid transporter 1 (ENT1), equilibrative
nucleosid transporter 2 (ENTZ2), equilibrative nucleosid transporter 4 (ENT4) sowie
concentrative nucleosid transporter 2 (CNT2) und concentrative nucleosid transporter 3

(CNT3) beteiligt (Hermann et al., 2021). In der Zielzelle angelangt, erfolgt die
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Umwandlung des Propharmakons 2-CdA in seine aktive Form 2-Chlor-2’-
desoxyadenosintriphosphat (2-Cd-ATP) uber mehrere Phosphorylierungsschritte,
katalysiert durch Kinasen (Beutler, 1992). In einer ersten Reaktion erfolgt die
Phosphorylierung von 2-CdA durch die Desoxycytidinkinase (DCK) zu 2-Chlor-
2’-desoxyadenosinmonophosphat (2-Cd-AMP), die Gegenreaktion der
Dephosphorylierung von 2-Cd-AMP erfolgt Gber die 5‘-Nukleotidase (5’NT). Auf die
durch die DCK katalysierte Reaktion folgen zwei weitere Phosphorylierungsschritte zu
2-Chlor-2’-desoxyadenosindiphosphat (2-Cd-ADP) und schlieRlich zu 2-Cd-ATP
(Beutler, 1992). Der folgende Einbau von 2-Cd-ATP als Antimetabolit in den neu
entstehenden Desoxyribonukleinsdure (DNS) -Strang im Zuge der DNS-Synthese fuhrt
Uber die Hemmung der Polymerase Il zu Einzelstrangbriichen und schliellich, u.a.
vermittelt Gber p53, zur Apoptose der Zielzelle (Jacobs et al., 2018). Der amerikanische
Arzt Dennis A. Carson identifizierte in den 1970er Jahren wahrend seiner Forschung an
der hereditdren Adenosin-Desaminase-Defizienz  (ADA-Defizienz) 2-CdA als
zytotoxisches Agens, das sich gezielt gegen Lymphozyten richtet (Carson et al., 1977)
und so als Immunsuppressivum genutzt werden kénnte (Carson et al., 1983). Die
Tatsache, dass das Verhaltnis von DCK zu 5’'NT in Lymphozyten auf Seite der DCK liegt,
tragt entscheidend dazu bei, dass Lymphozyten als wichtige Zielzellen von 2-CdA
fungieren (Carson et al., 1983). Klinische Studien konnten die Wirksamkeit von 2-CdA
mit einem guten Nebenwirkungspofil in der Therapie der Haarzellleukamie (Estey et al.,
1992) sowie der chronisch-lymphatischen Leukamie (CLL) und dem kutanen T-Zell-

Lymphom zeigen (Saven & Piro, 1993).
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Abb. 2: Chemische Struktur von 2-Chlor-2'-desoxyadenosin (links) und Desoxyadenosin (rechts)
im direkten Vergleich. Die beiden Substanzen unterscheiden sich nur durch ein Chlor-Atom an
Position 2 des Purinrings (roter Pfeil) (modifiziert nach Beutler, 1992).
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Abb. 3: Pharmakokinetik von 2-CdA in der Zielzelle. 2-CdA gelangt Uber Transportproteine in die
Zelle und wird in einem ersten Schritt durch die DCK zu 2-Cd-AMP phosphoryliert. Es folgen zwei
weitere Phosphorylierungsschritte zu 2-Cd-ADP und 2-Cd-ATP, der aktiven Form von 2-CdA.
2-CdA ist resistent gegeniliber der Desaminierung durch die ADA. In Zellen mit einem hohen DCK
Gehalt gegentber dem 5’NT Gehalt kommt es zu einer vermehrten Phosphorylierung von 2-CdA
(modifiziert nach Beutler, 1992).

1.3.2 Cladribin als immunmodulierende Therapie in der MS

Ausgehend von den Erkenntnissen Uber die gute Wirkungsweise von 2-CdA
insbesondere auf Immunzellen, erfolgte weitere Forschungsarbeit zu einem Einsatz von
2-CdA in der Therapie anderer Erkrankungen aus dem Bereich der Neoplasien und
Autoimmunerkrankungen (Sipe et al., 1996). Aufgrund der entscheidenden Rolle von
Lymphozyten in der Pathogenese der MS, wurde ein Einsatz von Cladribin auch in der
Therapie dieser Erkrankung erwogen und zeigte in ersten Studien sowohl beim Einsatz
in der progressiven Form der MS als auch in der RRMS gute Ergebnisse u.a. hinsichtlich
der Verbesserung des EDSS-Scores, wobei die Applikation intravends erfolgte (Sipe et
al., 1996). Die groRe multizentrische Placebo-kontrollierte Phase 11l Doppelblindstudie
CLARITY (ClinicalTrial.gov: NCT00213135) untersuchte die Effekte einer oralen Gabe
von 2-CdA in mehreren Zyklen an 1362 Patient*innen mit RRMS Uber einen Zeitraum
von 96 Wochen (Giovannoni et al., 2010). Die Patient*innen erhielten entweder eine von
zwei unterschiedlichen Dosen Cladribin oder ein Placebo, verteilt auf insgesamt 6
Behandlungszyklen, wobei jeder Zyklus 4-5 aufeinanderfolgende Tage dauerte und die
Einnahme von 1 bis 2 Tabletten der Wirkstarke 10 mg pro Tag beinhaltete (Giovannoni
et al., 2010). Als primarer Endpunkt der Studie wurde die Schubrate nach 96 Wochen

gewahlt (Giovannoni et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass Cladribin in beiden
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getesteten Dosen im Vergleich zum Placebo sowohl die Schubrate nach 96 Wochen
signifikant verringerte (RR 57,6 % und 54,5 %), als auch dazu flihrte, dass die
Patient*innen komplett ohne Schiibe blieben. So lag der Anteil schubfreier Patient*innen
in den Cladribin Gruppen bei 79,7 % und 78,9 %, verglichen mit 60,9 % in der Placebo
Gruppe (Giovannoni et al., 2010). Zudem konnte beobachtet werden, dass das Risiko
einer Behinderungszunahme sowie die in der MRT gemessene Lasionslast in den 2-CdA
Gruppen signifikant niedriger war als in der Placebo Gruppe (Giovannoni et al., 2010).
Im August 2017 erhielt Cladribin vom Hersteller Merck unter dem Handelsnamen
Mavenclad® durch die Europdische Kommission die Zulassung zum Einsatz in der
Therapie der hochaktiven RRMS (Europaische Arzneimittel Agentur, 2017). Cladribin ist
ausschlieBlich fur die Therapie von Personen Uber 18 Jahren zugelassen (Merck, 2017).
Neben der RRMS wird Cladribin auch vereinzelt in der Therapie der aktiven SPMS
eingesetzt (Hemmer et al., 2023). Die Therapie mit Cladribin verfolgt das Ziel, dass nach
Abschluss der Behandlungszyklen eine Immunrekonstitution erreicht ist, die zu einer
anhaltenden Stabilitat in der Symptomatik der Patient*innen fliihren und dazu beitragen
soll, dass auf weitere immunmodulatorische Therapien verzichtet werden kann (Hemmer
etal., 2023). Die Einnahme von Cladribin erfolgt anhand eines personalisierten Schemas
in jeweils einer Woche in zwei aufeinanderfolgenden Monaten mit Wiederholung im
darauffolgenden Jahr. Die zu erreichende kumulative Zieldosis betragt 3,5 g/kg
Kérpergewicht (Europaische Arzneimittel Agentur, 2017). Die Zieldosis bestimmt die
Anzahl der einzunehmenden Tabletten je Einnahmetag. In jeder der beiden Wochen
erfolgt die orale Einnahme von 1 oder 2 Tabletten mit einer Dosis von jeweils 10 mg an
insgesamt 4 bis 5 Tagen (Merck, 2017). Abbildung 4 zeigt beispielhaft das
Einnahmeschema einer Person mit einem Koérpergewicht von 62kg mit

Behandlungsbeginn im Januar.

Behandlungswoche 1 | Behandlungswoche 2
Behandlungsjahr 1 Januar: 6 Tabletten Februar: 6 Tabletten
Behandlungsjahr 2 Januar: 6 Tabletten Februar: 6 Tabletten

Montag | Dienstag | Mittwoch | Donnerstag | Freitag | Samstag | Sonntag
Anzahl 2 1 1 1 1 0 0
Tabletten

Abb. 4: Einnahmeschema einer Person mit einem Koérpergewicht von 62 kg und
Behandlungsbeginn im Januar. Kumulativ ist eine Einnahme von insgesamt 6 Tabletten mit einer
Gesamtdosis von 60 mg je Behandlungswoche notwendig, welche auf insgesamt 5 Tage verteilt
wird. Die Behandlungswochen beginnen im Abstand von 4 Wochen. Die Einnahme wird in den
beiden ersten Monaten des Folgejahres in gleicher Form wiederholt (modifiziert nach Merck,
2017).
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Cladribin ist als krankheitsmodifizierendes Medikament in der Therapie der MS auch
Bestandteil der sogenannten pharmakologischen selektiven Immunrekonstitutions-
Therapie (SIRT) (Boyko & Boyko, 2018; Sorensen & Sellebjerg, 2019). Dieses
Therapiekonzept umfasst Wirkstoffe, die zwar Uber einen kurzen Zeitraum gegeben
werden, jedoch einen langanhaltenden Effekt auf das Immunsystem sowie die
Krankheitsaktivitat vermitteln. Der Effekt der SIRT halt deutlich IAnger an als die initiale
Immunsuppression durch Zelldepletion (AlJumah et al., 2020). Dem Konzept der SIRT
liegen die ,3R" zugrunde: Reduktion, Rekonstitution und Repopulation von
Lymphozyten, resultierend in der Wiederherstellung und Modifikation ihrer Funktionen
als Immuneffektorzellen (Giovannoni & Mathews, 2022). Cladribin vermittelt seine
Wirkung als SIRT vor allem durch die Reduktion CD19+ B-Lymphozyten und in
geringerem Ausmald auch von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten (Stuve et al., 2019). So
kam es nach dem ersten Zyklus der Gabe von Cladribin zur Reduktion der Zellzahl
CD19+ B-Lymphozyten um 80 %, der CD4+ T-Lymphozyten um 50 % sowie der CD8+
T-Lymphozyten um etwa 40 % (Stuve et al., 2019). Andere Studien bestatigen diese
Beobachtungen (Comi et al., 2019; Ammoscato et al., 2024). Nach initialer Reduktion
der Zellzahlen kommt es im Verlauf zu einer Repopulation. So erreichten die CD19+
B-Lymphozyten 30 Wochen nach der letzten Gabe von Cladribin im zweiten
Behandlungsjahr wieder Normalwerte (Comi et al., 2019). Im Rahmen dieser Prozesse
kommt es zu eine Rekonstitution der Immunzellen. So konnte gezeigt werden, dass die
neue Population von B-Lymphozyten nach Cladribin einen  weniger
proinflammatorischen Phanotyp aufwies (Holm Hansen et al., 2023), die Anzahl der
B-Gedachtniszellen verringert war und dass die Antwort von T-Lymphozyten auf
prasentierte Autoantigene reduziert war (Holm Hansen et al., 2024). Zudem kam es zu
einer geringeren intrathekalen Antikérper-Produktion, erklarbar durch den Effekt auf
B-Lymphozyten (Ammoscato et al., 2024). Auf die Zellzahl neutrophiler Granulozyten
sowie von Monozyten scheint Cladribin dagegen keine relevanten Effekte zu haben
(Stuve et al., 2019), was vermuten lasst, dass Cladribin v.a. die erworbene, adaptive
Immunantwort beeinflusst (Comi et al., 2019). Im Vergleich zu anderen, in der
verlaufsmodifizierenden Therapie eingesetzten Wirkstoffen, punktet Cladribin mit einem
geringeren Monitoring-Aufwand sowie einer hoheren Therapieadhdrenz der
Patient*innen aufgrund der kurzen Behandlungsdauer (Giovannoni & Mathews, 2022).
So zeigten Patient*innen unter Cladribin in einer retrospektiven Studie signifikant [angere
Zeitspannen vor einem Therapieabbruch oder einem Wechsel der Therapie, eine
langere Zeit bis zu einem Ruckfall in Form eines Schubes sowie eine geringere
Schubrate im Vergleich zu anderen, in der verlaufsmodifizierenden Therapie

eingesetzten Wirkstoffen, wie Fingolimod, Teriflunomid oder Dimethylfumarat (Spelman
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et al.,, 2023) sowie eine geringere Schwere der Schiibe verglichen zu Fingolimod
(Brownlee et al., 2023). Hinzu kommt die Erkenntnis, dass eine Therapie mit Cladribin,
im Vergleich zu einer Therapie mit Fingolimod, kosteneffektiver erscheint (Pinheiro et
al.,, 2020). Hinsichtlich des Nebenwirkungsprofil zeigte sich, dass die haufigste
Nebenwirkung (NW) unter Cladribin Therapie das Auftreten einer Infektion war
(Giovannoni et al., 2010), wobei nachgewiesen werden konnte, dass Cladribin
hinsichtlich weiterer unerwiinschten Wirkungen gegeniber anderen Wirkstoffen der
verlaufsmodifizierenden Therapie keine Nachteile bietet (Siddiqui et al., 2018). Cladribin
entfaltet als SIRT seine Wirkung schnell sowie langanhaltend bei selektiver Wirkung auf
B- und T-Lymphozyten (Cortese et al., 2024), mit groRer Patientensicherheit hinsichtlich
unerwinschter Nebenwirkungen (Siddiqui et al., 2018) sowie patientenfreundlichen,
kurzen Behandlungszyklen (Europaische Arzneimittel Agentur, 2017), was es zu einer

zentralen Substanz in der Therapie der RRMS macht.

1.4 Ziele der Arbeit

Bisherige Erkenntnisse zu den umfangreichen Funktionen, die Mikrogliazellen und
Astrozyten in der Pathogenese und dem Krankheitsverlauf der MS einnehmen
(Goldmann & Prinz, 2013; Ponath et al., 2018; Voet et al., 2019), zur guten Wirksamkeit
von Cladribin in der Therapie der RRMS (Spelman et al., 2023) als SIRT mit Effekten
auf Zellen der erworbenen Immunantwort (Stuve et al., 2019) sowie der Tatsache, dass
Cladribin liquorgangig ist und somit auch im ZNS Effekte austben kann (Liliemark,
1997), lieferten Ansatzpunkte fur weitere Forschungsarbeit. Daher war es von grof3em
Interesse im Rahmen dieses Dissertationsprojektes zu untersuchen, ob Cladribin auch
auf Zellen der angeborenen Immunantwort des ZNS, im Genaueren auf Mikrogliazellen
und Astrozyten, in einer nicht-zytotoxischen Dosis wirkt und ihre Polarisation hinsichtlich
eines proinflammatorischen oder protektiven/antiinflammatorischen  Phanotyps
beeinflussen kann. Bezlglich der Mikrogliazellen gab es bereits erste Hinweise darauf,
dass Cladribin in immunmodulatorischer Hinsicht Einfluss auf diese Zellart zu nehmen
scheint (Singh et al., 2012). In einem ersten Schritt dieses Dissertationsprojektes waren
neben der Evaluation einer nicht-zytotoxischen Dosis weitere Untersuchungen
hinsichtlich der Einflisse von Cladribin auf die Genexpression sowie Sekretion im
Kontext der MS bekannter, mit Pro- oder Antiinflammation assoziierter Marker
bedeutsam. Da es sich bei der Phagozytose um eine Schlisselaufgabe der
Mikrogliazellen, sowohl im gesunden als auch vor allem im entzindlichen ZNS, handelt

(Lampron et al., 2015), war es von weiterem Interesse zu untersuchen, ob Cladribin in
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der Lage ist, die Phagozytosefahigkeit von Mikrogliazellen positiv zu modulieren,
dahingehend, dass diese das im Rahmen der MS frei im ZNS befindliche Myelin
moglicherweise schneller aufnehmen und so zu Remyelinisierungsprozessen beitragen
koénnten. Von Interesse war ebenfalls die Beantwortung der Frage, ob Cladribin in einem
entzindlichen Kontext, im Rahmen dieses Dissertationsprojektes in Mikrogliazellen
durch LPS induziert, einen mdglicherweise reduktiven Einfluss auf die iNOS-Expression
und die daraus resultierende, auch im Rahmen der MS ausgel6ste, fur Axone schadliche
(Smith & Lassmann, 2002) NO-Sekretion durch Mikrogliazellen hat. Hinsichtlich der
Astrozyten war die wissenschaftliche Datenlage zum Zeitpunkt des Beginns dieses
Dissertationsprojektes sehr gering (Aybar et al., 2022). Aufgrund der vielfaltigen
Eigenschaften, die Astrozyten im entzindlich veranderten ZNS annehmen kdnnen
(Salles et al., 2022), war eine genauere Betrachtung moglicher immunmodulatorischer
Effekte von Cladribin auf die groRte Population der Gliazellen im ZNS von Interesse. Um
dieser Fragestellung nachzugehen, erfolgte in einem ersten Schritt dieses
Dissertationsprojektes eine umfangreiche Untersuchung von mit Pro- oder
Antiinflammation assoziierten astrozytaren Genen. Zudem war es von Interesse zu
untersuchen, ob Cladribin modulierend auf eine Schllsselrolle der Astrozyten im Kontext
der MS wirkt, namlich die Beteiligung an der Bildung einer gliésen Narbe nach
abgelaufenen inflammatorischen und demyelinisierenden Prozessen (Correale & Farez,
2015). Cladribin wird in der Therapie der hochaktiven RRMS eingesetzt (Europaische
Arzneimittel Agentur, 2017). Daher war es ebenfalls von Interesse innerhalb dieser
in vitro Studie eine proinflammatorische Umgebung zu generieren und ausgehend
hiervon zu untersuchen, ob Cladribin modulierende Effekte auf Astrozyten in der
Monokultur dahingehend ausiuben kann, dass Astrozyten moglicherweise einen
neuroregenerativen Phanotyp annehmen. Fir die Untersuchung der jeweiligen
Fragestellungen wurden primare Mikrogliazellen und Astrozyten der Wistar-Ratte
verwendet und verschiedene in vitro Methoden angewendet, wie im folgenden Kapitel

beschrieben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Fur alle durchgefiihrten Versuche wurden Astrozyten oder Mikrogliazellen neugeborener

(PO/P1) Wistar-Ratten der Spezies Rattus norvergicus des Unternehmens Janviers Labs

mit Sitz in Saint-Berthevin, Frankreich, verwendet. Die Zucht der Ratten erfolgte in der

Zentralen Einrichtung flir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben

(ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf unter der Tierorganentnahmenummer

069/11 unter strenger Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetztes (TierSchG) sowie

der Verordnung zum Schutz von zu Versuchszwecken oder

wissenschaftlichen Zwecken verwendeten Tieren (TierSchVersV).

2.1.2 Chemikalien

zu anderen

Substanz

Hersteller

Accutase

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Citifluor Eindeckmedium

Citifluor, London, UK

Deoxyribonuclease | (DNase )

Cell Systems, Lakewood, USA

Ethanol = 96 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isofluran Piramal-Healthcare, Mumbai, Indien

LiChrosolv® Wasser Merck, Darmstadt, Deutschland

L-Glutamin Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

L-Cystein Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Papain Cell Systems, Lakewood, USA

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Dulbeccos Phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Poly-D-Lysin (PDL)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RNase-freies Wasser

Qiagen, Hilden, Deutschland

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypanblau 0,4 %

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin-EDTA (0,05 %)

Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Deutschland

Trypsin-Inhibitor

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2-Propanol

Merck, Darmstadt, Deutschland
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2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Mdinchen, Deutschland

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,
Deutschland

2.1.3 Medien und Seren

Substanz

Inhaltsstoffe und Konzentrationen

Astrozytenzellkulturmedium

o Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM); niedriger Glucosegehalt

e FCS (10 %)

e Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)

o L-Glutamin (2 mM)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM); hoher Glucosegehalt
(D-Glucose 4,5 g/L)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM); niedriger Glucosegehalt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM); niedriger Glucosegehalt,
Phenolrot

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Leibovitz-L15-Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Mikrogliazellkulturmedium

o Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM); niedriger Glucosegehalt

e FCS (10 %)

e L-Glutamin (2 mM)

e Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)

Minimal Essential Medium (MEM)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Normales Ziegenserum (NGS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Medium der gemischten Hirnzellkultur

o Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM); niedriger Glucosegehalt

e Fetales Kalberserum FCS (10 %)

e Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)

o L-Glutamin (2 mM)

Rinderserumalbumin 7,5 % (BSA)

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Trypsin-Inhibitor Medium

e Leibovitz-L-15-Medium
Trypsin-Inhibitor (0,1 mg/ml)
Rinderserumalbumin (5 mg/ml)
DNase | (0,4 pg/ml)

Zersetzungsgsmedium

2 % DNase | (40 pg/ml)
20 % L-Cystein (0,24 mg/ml)
10 % Papain (30 U/ml)
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2.1.4 Zur Stimulation verwendete Substanzen

Substanz

Hersteller

Cladribin, 2-CdA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Rekombinantes TNF-o Protein der Ratte
510-RT-010

R&D Systems Inc., Minneapolis, USA

Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2.1.5 MACS Materialien

Substanz/Zusammensetzung

Hersteller

Anti-GLAST (ACSA-1) MicroBead Kit,
Mensch, Maus, Ratte

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Anti-Biotin MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

CD11b/c (Microglia) MicroBeads, Ratte

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS-Pufferlésung

e Dulbeccos Phosphat gepufferte
Salzlésung (PBS)

¢ Rinderserumalbumin (BSA) (0,5%)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

2.1.6 Materialien der Immunzytochemie

Substanz

Inhaltsstoffe und Konzentrationen

Antikorperldsung

e Dulbeccos Phosphat gepufferte
Salzlésung (PBS)

e Normales Ziegenserum (NGS, 2 %)

e Triton X-100 (0,1 %)

Blockierungslésung

e Dulbeccos Phosphat gepufferte
Salzlésung (PBS)

e Normales Ziegenserum (NGS, 2 %)

e Triton X-100 (0,5 %)

Paraformaldehyd (PFA)

e Dulbeccos Phosphat gepufferte
Salzlésung (PBS)
o Paraformaldehyd (PFA, 4 %)

2.1.7 Antikorper

Antikorper

| Verdiinnung | Hersteller

Primarantikorper

Hase anti-lIba-1 (ab 5076) 1:500 Abcam, Cambridge, UK

Hase anti-Ki-67 (ab 16667) 1:250 Abcam, Cambridge, UK

Maus anti-GFAP (ab 3402) 1:1.000 Millipore, Merck, Darmstadt,
Deutschland
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Sekundarantikorper

Ziege anti-Hase Fluor 488 1:500 Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Deutschland
Ziege anti-Maus Fluor 594 1:500 Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Deutschland
2.1.8 PCR Primer
Name Vorwartssequenz Riickwartssequenz
r-ODC GGT TCC AGA GGC CAA GTT GCC ACATTG ACC
ACATC GTG AC
r-HPRT1 CAG TCC CAG CGT CGT GAT | ATGGCCTCCCATCTCCTT
TA CA
r-IGF-1 AGACGGGCATTGTGGATG | ACATCTCCAGCCTCCTCAG
A ATC
r-TNFa AGC CCT GGT ATG AGC CCG GAC TCC GTG ATG
CCATGTA TCTAAGT
r-l1L-6 GTT GTG CAA TGG CAA TCT GAC AGT GCA TCA
TTC TGA TCG CTG
r-CXCL10 GGG ATC CCTCTC GCAAGA | CTCAGC GTCTGT TCATGG
A AAGT
r-CCL5 CCAACCTTGCAGTCGTCT TCT GGG TTG GCA CAC ACT
TTG TG
r-LCN2 GGG CAG GTG GTTCGTTGT | AGCGGCTTTGTCTTTCTT
C TCT G
r-iNOS CTC AGC ACAGAGGGC TCA | TGCACCCAAACACCAAGGT
AAG
r-ARG1 CCAAGC CAAAGCCCATAG | TCCTCGAGGCTGTCCCTT
AG AG
r-TREM2 CCA AGG AGC CAATCA GGA | GGC CAG GAG GAG AAG AAT
AA GG
r-MERTK TCT GAC AGA GAC CGC AGT | TGGACACCGTCAGTCCTT
CTTC TG
r-P2Y6 GCC AAG CCAAATGAGTCC | TTAAGT CGTTGC CTGCTT
TTT TCAC
r-P2Y12 CTGTTTTTT GCT GGG CTC GCG GAT CTG GAA GAA AAT
ATC CCT
r-P2X7 TCT TGA GGA GCG CCG AAA | CCC GGG AAGTCGATATTG
TTC
r-ADORA3A GTG CCT GGG CAT CCT GTT | GGC GTA GAC AAT AGG GTT
CAT CA
r-ADORA3B CCCATGTTT GGC TGG AAT GAG AGG GTGGAGCTGTTT
AGA TGA G
r-PTX3 GGC CAAAAGTCACCCTGT | CCATTCTTTTCT TGG CCA
TC ATCT
r-VEGFA GCACTGGACCCTGGCTTT | TGCAGCCTGGGACCACTT
ACT
r-ACAN GCAACCTCCTGG GTGTAA | GCG TCG TAG CGG GAT GAG
GG
r-AQP4 CAT GGC CAG CAG TGAGGT | CATCGC CAAGTCCGTCTT
TT CT
r-SOX9 CCAGGC CAGTCCCAGAGA | GTAGTG GCT CGG GCT CAG
TT
r-BCAN GCATCG CTC ACAGAT GTG | GCGATAGAC CCCGGAATC
TCTT AT
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r-CDH2
A

CAA GCA CAG CGG ACG TCT

CAA GTT GAT CGG AGG GAT
GAC

r-CSGALNACT1

ATG TGC ACC TGT ACC GGA

CCG TAC AGG CGT GCG TATC

GTT

AAT A

r-CHST11 CCC GAACTACCGACGAGA | GCTCGG CGC TGATGT TCT
TG

r-XYLT-1 CCC AAT GTGACC GTGACT | TCATAG GTG GCT GCG ATG

AC

2.1.9 Materialien fiir die quantitative Real Time Polymerase-Kettenreaktion

(QRT-PCR)

Set

Hersteller

Power SYBR™ Green PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

RNase-Free DNase Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Set

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

2.1.10ELISA Sets

Set

Hersteller

Rat IL-6 SimpleStep ELISA Kit
(ab234570)

Abcam, Cambridge, UK

Rat Lipocalin-2 SimpleStep ELISA Kit
(ab239422)

Abcam, Cambridge, UK

Quantikine® ELISA Mouse/Rat IGF-1

R&D Systems Inc., Minneapolis, USA

2.1.11 Laborbedarf

Produkt

Hersteller

Applied Biosystems™ MicroAmp™ Fast
Optical 96-Well-Reaktionsplatte, 0,1 ml

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Applied Biosystems™ MicroAmp™ Fast
Reaktionsgefalle mit Deckel, 0,1 ml

Thermo Fisher, Darmstadt,
Deutschland

Deckglas (Coverslip) @ 13 mm

Karl Hecht, Sondheim vor der Rhon,
Deutschland

MACS™ Saulen, MS

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MACS™ Saulen, LS

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Objekttrager

Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland

Pasteurpipetten

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Petrischalen, @ 10 cm

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Reaktionsgefale, Mikroreaktionsgefalie
50ml, 15 ml, 5ml, 2,0 ml, 1,5 ml, 0,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland
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Spritzenfilter Filtropur S, 0,2 ym

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Sterile Pipettenspitzen
1000 pl, 200 pl, 100 pl, 10/20 pl, 10 pl

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Stripetten
25 ml, 10 ml, 5 ml

Gilson International, Limburg a. d.
Lahn, Deutschland

X-well Zellkulturkammer, 8 Vertiefungen,

auf PCA-Objekttrager, ablésbarer Rahmen

Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Zellkulturflaschen, 75 cm?, behandelt mit
Triethoxycaprylylsilane (TC)

Sarstedt AG und Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland

Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

2.1.12 Geratschaften

Produkt

Hersteller

Applied Biosystems™
7900HT Fast Real-Time PCR System

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Dampfsterilisator GLA30

Fritz Géssner GmbH, Hamburg,
Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Fllssigkeitsabsaugsystem Vacusip

INTEGRA Biosciences GmbH,
Biebertal, Deutschland

Gefrierschrank -80 °C

Ewald Innovationstechnik AG,
Rodenberg, Deutschland

Gefrierschrank -20 °C

Liebherr, Biberach an der Rif},
Deutschland

Kihlschrank 2-8 °C

Liebherr, Biberach an der Rif3,
Deutschland

Infinite® 200 PRO Microplate Reader

Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

Inkubator BBD 6220 CO.

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

MACS ® MultiStand

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MidiMACS™ Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

MiniMACS™ Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Minischittler MS2

IKA Works Incl., Wilmington, USA

Pipett-Boy

INTEGRA Biosciences GmbH,
Biebertal, Deutschland

Schiuttelinkubator Excella E24

New Brunswick Scientific GmbH,
Nurtingen, Deutschland

Sicherheitswerkbank Herasafe HSP 12

Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau,
Deutschland

Spektralphotometer NanoDrop™ 1000

Peqlab, Erlangen, Deutschland
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Thermozykler Veriti

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Tischzentrifuge 5804 Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wessling-Berzdorf,
Deutschland

Wasserbad Gesellschaft fur Labortechnik GmbH,

Burgwedel, Deutschland

0,1 mm; Kammerflache: 0,0025 mm?)

Zahlkammer Typ Thoma (Kammertiefe:

Optik Labor, Gérlitz, Deutschland

Zentrifuge

Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau,
Deutschland

2.1.13 Software

Produkt

Hersteller

Axiovision 4.2 Software

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Endnote Version X9.3.3

Clarivate Analytics, London, UK

GraphPad PRISM software 8.0.2

GraphPad Software, San Diego, USA

i-control™ Software Version 1.7.1.12

Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

ImageJ Bildverarbeitungsprogramm

NIH, Rockville, USA

Microsoft Office 2016 fiir Windows

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Primer Express Software v3.0.1

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Sequenz-Detektionssystem (SDS)-
Software v2.3

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

2.2 Methoden

2.21 Zusammensetzung und Herstellung der zur Stimulation verwendeten

Substanzen

Cladribin und DMSO

Die Bereitstellung von Cladribin erfolgte durch die Firma Merck mit Sitz in Darmstadt.
Die Menge des zur Verfligung gestellten Konzentrates betrug 0,025 g (Batch-Nummer
N1800624; Produktionsdatum 04/2018). Dieses wurde mit Dimethylsulfoxid (DMSO) zu
einer Ausgangskonzentration von 10 Millimol/Liter (mmol/l) verdinnt und in kleinen
Einheiten in Mikroreaktionsgefaf3en bei -80 °C bis zur Verwendung aufbewahrt. DMSO
in der Konzentration 10 mmol/I diente als Kontrollsubstanz. Es erfolgte, analog zum
Vorgehen bei Cladribin, die Lagerung in Mikroreaktionsgefaf3en bei -80 °C bis zur

Verwendung.
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TNF-a

Far Co-Stimulationsexperimente mit Cladribin/DMSO in der Astrozytenkultur wurde
kommerziell erworbenes rekombinantes TNF-a-Protein der Ratte verwendet. Geman
des Herstellerprotokolls wurde das rekombinante TNF-a zu einer Konzentration von
10 pg/ml mittels sterilem PBS und 0,5 % BSA verdinnt und bis zur Verwendung bei
- 20 °C gelagert. Die Kombination aus sterilem PBS und 0,5 % BSA wurde als Kontrolle

verwendet.

LPS

Fir Co-Stimulationsexperimente mit Cladribin/DMSO in der Mikrogliakultur wurde
kommerziell erworbenes LPS verwendet. Dieses wurde gemaf Herstellerprotokoll mit
sterilem Wasser (ddH20) zu einer Konzentration von 1 mg/ml verdinnt und bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.2 Beschichtung von PDL-Zellkulturplatten

Um eine adaquate Adhasion der Astrozytenzellkultur auf den verwendeten Deckglasern
(@ 13 mm) zu gewahrleisten, erfolgte im Vorfeld die Beschichtung dieser mit PDL in PBS
mit einer Konzentration von 0,1 ng/ml. Dazu wurde in jede Vertiefung einer
Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen ein Deckglas eingebracht und im Anschluss 500 pl
der oben beschriebenen PDL-L6sung hinzugegeben. Im Anschluss wurden die
Zellkulturplatten luftdicht versiegelt und bis zu ihrer weiteren Verwendung, mindestens
jedoch 24 h, bei 2-8 °C gelagert. Vor Verwendung der Zellkulturplatten erfolgte eine
dreimalige Waschung mit je 500 yl PBS. Im Anschluss wurden 500 pl 37 °C warmes
Astrozytenzellkulturmedium je Vertiefung aufgebracht und die Zellkulturplatten

unmittelbar fir die Aussaat von Astrozyten verwendet.

2.2.3 Methoden der Zellkultur
Alle beschriebenen Arbeitsschritte der Zellkultur erfolgten unter sterilen Bedingungen auf

der Sicherheitswerkbank bei Raumtemperatur (RT), wenn nicht anders beschrieben.
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Mikrogliazellen

Herkunft und Praparation der Rattenmikrogliazellen

Die fur die durchgefuhrten Experimente verwendeten Mikrogliazellen entstammten einer
gemischten Zellkultur aus Hirnen von neugeborenen Wistar-Ratten (PO und P1). Die
Entnahme erfolgte nach dem Protokoll von McCarthy und de Vellis (McCarthy &
de Vellis, 1980). Die nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch
technische Mitarbeiterinnen des Forschungslabors durchgefiihrt.

Es erfolgte zunachst die Betaubung und Tétung der Tiere mit dem Narkosegas Isofluran.
Im Anschluss daran erfolgten die Dekapitation sowie die Entfernung von Haut und
Schadelknochen. Die Hirne der Tiere wurden entnommen und in Minimum Essential 2-
(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure Medium (MEM-HEPES Medium)
gesammelt. Als nachster Arbeitsschritt erfolgte eine Trennung der Gro3hirnhemispharen
und die Entfernung der Meningen. Die Kortexe wurden zerkleinert und in
Reaktionsgefalie, gefillt mit 50 ml MEM-HEPES Medium, verbracht. Nun erfolgte eine
Zentrifugation mit 2000 Umdrehungen pro Minute (UpM) bei RT fur eine Minute (min).
Der entstandene Uberstand wurde verworfen und 1 ml Zersetzungsmedium auf das
Gewebe gegeben. Es erfolgte nun eine Inkubation bei 37 °C, 5% CO2 und 98 %
Luftfeuchtigkeit flir insgesamt 45 min, um eine vollstandige Verflissigung des Gewebes
zu erzielen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde 1 ml Trypsin-Inhibitor Medium
hinzugegeben und es erfolgte eine erneute Inkubation von 5 min bei RT. Im Anschluss
wurde das verflissigte Gewebe mit einer Pasteurpipette aus Glas gemischt und 10 ml
DMEM mit hohem Glucosegehalt sowie 10 % FCS wurden hinzugeflgt. Nun erfolgte
eine Zentrifugation mit 1200 UpM bei RT fiir 5 min. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet in 15 ml Medium der gemischten Hirnzellkultur resuspendiert. Dann
erfolgte die Aussaat des Zellgemisches in T75 Zellkulturflaschen. Dabei enthielt eine
Flasche das gewonnene Material von jeweils 2 Tieren. Die Zellkulturflaschen wurden
daraufhin fur 10 Tage (d) bei 37 °C, 10 % CO- und 98 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Um
ein bestmdgliches Wachstum zu ermdglichen, erfolgte zwei Mal in der Woche ein
Mediumwechsel. Nach Ablauf der 10 d erfolgte eine Inkubation von 2 h auf dem
Schittelinkubator mit 180 UpM bei 37 °C. Der vorhandene Uberstand, hauptséchlich
bestehend aus nicht-adharenten Mikrogliazellen, wurde als nachstes in ein 50 ml
Reaktionsgefall Uberflhrt und fur 5 min bei 1200 UpM zentrifugiert. Das entstandene
Zellpellet wurde in 1 ml Medium der gemischten Hirnzellkultur resuspendiert und zu 9 ml
des identischen Mediums, die sich bereits auf einer Petrischale befanden,

hinzugegeben. Es folgte nun eine Inkubation bis zum nachsten Tag bei 37 °C, 5 % CO:
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und 98 % Luftfeuchtigkeit. Die verbliebenen Zellkulturflaschen, die groéRtenteils
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen und Astrozyten enthielten, wurden im nachsten Schritt
mit 10 ml Medium der gemischten Hirnzellkultur gefullt und fir weitere 22 h in den
Inkubationsschiittler mit 180 UpM bei 37 °C verbracht. Im Anschluss wurde der
Uberstand, hauptsachlich bestehend aus Oligodendrozyten-Vorlauferzellen und in
kleineren Teilen bestehend aus Astrozyten und Mikrogliazellen, in eine 10 ml Petrischale
uberfuhrt. Darauf erfolgte eine Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 und 98 % Luftfeuchtigkeit
fur mindestens 2 h, die dazu fihrte, dass die Mikrogliazellen adharent zur Oberflache
der Petrischale wurden. Um die Oligodendrozyten-Vorlauferzellen und Astrozyten zu
entfernen, wurde der Uberstand im Anschluss entnommen und 10 ml Medium der
gemischten Hirnzellkultur auf die Petrischale gegeben. Es folgte eine zweistiindige
Inkubation bei 37 °C, 5 % CO; und 98 % Luftfeuchtigkeit. Um eine maximale Anzahl an
Mikrogliazellen zu generieren, wurden somit Mikrogliazellen aus insgesamt 2

Schuttelvorgangen (2 h und 22 h) verwendet und zusammengefuhrt.

Isolation der Mikrogliazellen mittels MACS

Die Isolation der Mikrogliazellen erfolgte mittels des Magnetic Activated Cell Sorting
Systems (MACS) von Miltenyi Biotech nach Herstellervorgaben. Es wurden alle
bendtigten Reagenzien, wahrend der im Folgenden beschriebenen Schritte, auf Eis
gekuhlt, um Stoffwechselprozesse der Mikrogliazellen herunterzufahren und sie so vor
Apoptose zu schiitzen. In einem ersten Schritt wurde das in der Petrischale befindliche
Medium entnommen und verworfen. Es erfolgte ein Waschschritt mit 4 ml PBS je
Petrischale, um die verbliebenen Mediumreste zu entfernen. Nach Absaugen des PBS
erfolgte die Zugabe von 3 ml Accutase je Petrischale. Nach einer Inkubationszeit von
5 min bei 37 °C sowie 98 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO. erfolgte die Zugabe von 4 ml
37 °C warmen Mikrogliazellkulturmedium, um die enzymatische Reaktion der Accutase
zu beenden. Wahrend dieser Zeit I16sten sich die Mikrogliazellen von der Oberflache der
Petrischalen. Die nun vorhandenen 7 ml Zellsuspension wurden umgehend entnommen
und in 50 ml Reaktionsgefafle uberflhrt. Als nachster Schritt erfolgte eine erste
Zentrifugation mit 1200 UpM bei 4 °C fir 5 min. Im Anschluss wurde der Uberstand
entfernt und das Zellpellet wurde in 80yl MACS-Pufferlésung resuspendiert.
AnschlieBend wurden 20 pl der CD11b/c MicroBeads hinzugegeben, gefolgt von einer
Inkubationszeit von 15 min bei 2-8 °C, um eine Bindung der magnetischen Antikrper an
die entsprechenden mikroglidren Oberflachenproteine zu ermdglichen. Im Anschluss
daran wurden die MicroBeads, die nicht gebunden haben, durch Zugabe von 2 mi

MACS-Pufferlésung und einer anschlieffienden Zentrifugation mit 1200 UpM bei 4 °C fur
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5 min ausgewaschen. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 500 pl MACS-
Pufferldsung resuspendiert. Daraufhin erfolgte der eigentliche MACS-Vorgang. Daflr
wurde zunachst der magnetische MACS MultiStand aufgebaut und mit den
MiniMACS-Separatoren sowie den MACS-Saule in der Grofie MS versehen. In einem
ersten Schritt erfolgte die Befeuchtung der MACS-Saulen mit 500 pyl der
MACS-Pufferlésung. Im Anschluss wurden 500 pl der Zellsuspension in die jeweilige
MACS-Saule gegeben. Nachdem diese die S&ule passiert hatten, wurde diese
insgesamt drei Mal mit jeweils 500 pl der MACS-Pufferldsung gewaschen. Daraufhin
wurde die Saule aus dem MACS MultiStand sowie dem MiniMACS Separator
entnommen. In die Saule wurde 1 ml der MACS-Pufferlésung gegeben und diese wurde
mit dem beiliegenden Kolben zlgig durch die Saule gedrtickt. Die separat aufgefangene
Zellsuspension wurde in einem nachsten Schritt erneut mit 1200 UpM bei 4 °C fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entnommen und das Zellpellet in 500 pl
MACS-Pufferlésung resuspendiert. Um eine mdglichst reine Mikrogliazellkultur zu
erhalten, wurde der Zellseparationsschritt unter Verwendung neuer MACS MS S&aulen
wiederholt. In einem nachsten Schritt erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt mit
1200 UpM bei 4 °C fir 5 min und die Mikrogliazellen wurden anschliefsend in 1 ml 37 °C
warmen Mikrogliazellkulturmedium resuspendiert. Hiernach wurde die Anzahl der
erhaltenen vitalen Mikrogliazellen mittels einer Thoma Zahlkammer ermittelt. Daftir
erfolgte die Farbung von 10 ul Zellsuspension mit 10 yl Trypanblau und anschlieRender
Zahlung der vitalen Mikrogliazellen. In einem letzten Schritt wurde die bendtigte Anzahl
an Mikrogliazellen ausgesat und nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 5 % CO, 37 °C

und 98 % Luftfeuchtigkeit fur die entsprechenden Experimente weiterverwendet.

Stimulation und Kultivierung der primaren Mikrogliazellen
Die Mikrogliazellen wurden 24 h nach dem MACS-Vorgang mit Cladribin bzw. der
Kontrollsubstanz DMSO stimuliert.

Fir die Dosistitrationsexperimente erfolgte die Aussaat und Stimulation von 25000
Mikrogliazellen je Vertiefung in einer Zellkulturkammer mit 8 Vertiefungen mit einer
Flache von 0,8 cm? je Vertiefung auf PCA-Objekttragern mit ablosbarem Rahmen mit
300 ul Cladribin bzw. DMSO in den Konzentrationen 10 uM, 1 uM, 0,5 yM und 0,1 pM.

Dabei wurden je 2 Vertiefungen einer Bedingung zugeordnet.

Fir die gRT-PCR Experimente erfolgte die Aussaat und Stimulation von 300000

Mikrogliazellen je Vertiefung in einer Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen mit einer Flache
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von 1,9 cm? je Vertiefung mit jeweils 1 ml der angefertigten Stimulationslésungen in der
Konzentration 0,1 uM. Je Bedingung erfolgte die Zuordnung von 3 Vertiefungen, um eine
ausreichende RNS (Ribonukleinsdure) -Menge fir die qRT-PCR Experimente zu

generieren.

Nach der Stimulation wurden die Mikrogliazellen unmittelbar zurlick in den Inkubator
verbracht und fur weitere 24 h bzw. 72 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 98 % Luftfeuchtigkeit
bebratet.

Fur ELISA-Experimente wurden 50 000 Mikrogliazellen je Vertiefung in einer
Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen ausgesat und mit Cladribin bzw. DMSO in der
Konzentration 0,1 uM stimuliert. Je Bedingung wurden 3 Vertiefungen verwendet. Die
weiteren Messungen erfolgten nach einer Inkubationszeit von 72 h bei 37 °C, 5 % CO-
und 98 % Luftfeuchtigkeit.

Fur Experimente mittels Vorstimulation durch LPS wurde ein anderer Versuchsaufbau
gewahlt. Unmittelbar im Anschluss an den MACS-Vorgang wurden in Zellkulturkammern
mit 8 Vertiefungen je Vertiefung 50 000 Mikrogliazellen in je 300 pl Zellkulturmedium
ausgesat. Es erfolgte ein Inkubationsschritt fir 24 h bei 37 °C, 5 % CO2 und 98 %
Luftfeuchtigkeit. Im Anschluss an diesen erfolgte die Stimulation mit LPS (L) in der
Konzentration 100 ng/ml oder der Kontrollsubstanz steriles Wasser (bL). Um die fir die
Experimente bendtigte Konzentration von 100 ng/ml zu erhalten, erfolgte die
Vermischung von 1 ul LPS der Konzentration 1 mg/ml und 10 ml gelb-Punkt-Medium.
Als Kontrolle diente steriles Wasser. Nach einem weiteren Inkubationsschritt fir 24 h bei
37 °C, 5 % CO2 und 98 % Luftfeuchtigkeit wurden die vorstimulierten Mikrogliazellen mit
Cladribin (C) oder der Kontrollsubstanz DMSO (bC) der Konzentration 0,1 uM stimuliert.
Im Anschluss an den letzten Stimulationsschritt erfolgte die Inkubation der
Mikrogliazellen bei 37 °C, 5 % CO; und 98 % Luftfeuchtigkeit fiir 24 h sowie 72 h.

L/C L/bC bL/C bL/bC

L/C L/bC bL/C bL/bC

Abb. 5: Schematischer Uberblick des Versuchsaufbaus der Vorstimulationen mit LPS
Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: LPS (L), Cladribin (C), buffer Cladribin (bC),
buffer LPS (bL).
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Astrozyten

Herkunft und Praparation der verwendeten Astrozytenkultur aus der Ratte
Die Astrozytenkultur hatte ihren Ursprung ebenfalls in einer gemischten Zellkultur,
hervorgegangen aus den Gehirnen neugeborener Wistar-Ratten (PO und P1). Die im
Nachfolgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden durch die technischen
Mitarbeiter*innen des Labors durchgefiihrt nach dem Protokoll von McCarthy und de
Vellis (McCarthy & de Vellis, 1980).

Die Tétung der Ratten erfolgte mittels Betdubung mit Narkosegas (Isofluran) und
nachfolgender Dekapitation. Im Anschluss erfolgte die Lésung der Kopfhaut vom
Schadel sowie die Eroffnung des Schadelknochens. Das enthommene Hirn wurde auf
eine Petrischale verbracht und die Hemispharen voneinander getrennt. Daraufhin
wurden die Meningen entfernt. Im Anschluss erfolgte der Transfer auf eine weitere
Petrischale, geflllt mit DMEM, sowie eine Zerkleinerung der Hemispharen mittels eines
Skalpells und die Uberfihrung in ein Reaktionsgefalt der GroRe 50 ml, gefiillt mit MEM.
Es folgte die Zentrifugation mit 2000 UpM bei 4°C fir 1 min. Der Uberstand wurde
daraufhin entfernt und es folgte die Resuspendierung in 1 ml Medium der gemischten
Zellkultur. Die anschliel3ende Zellisolierung erfolgte mittels Scherkrafte durch Pipettieren
mittels einer Pasteurpipette. Die so entstandene Zellsuspension wurde mit 9 ml Medium
der gemischten Hirnzellkultur vermischt sowie steril filtriert. Dann erfolgte die Aussaat
von jeweils 5 ml des Zellgemisches und 15 ml Medium der gemischten Hirnzellkultur in
einer T75 Zellkulturflasche. Dabei wurden die gewonnenen Zellen aus einem Tier auf 2
Flaschen aufgeteilt. Die Zellkulturflaschen wurden daraufhin fur 8 d bei 37 °C, 10 % CO2
und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Um ein ideales Wachstum zu gewabhrleisten, wurde
alle drei bis vier Tage das Medium gewechselt. Um eine gleichmafRlige Zellkultur zu
erhalten, erfolgte am Tag 8 nach Praparation der Astrozytenkultur eine erste Passage
der Zellen. Die Zellkulturflaschen wurden aus dem Inkubator entnommen und dreimalig
mit 10 ml PBS gewaschen. Im Anschluss wurden in jede Zellkulturflasche 5 ml des
Enzyms Trypsin gegeben, um die adharenten Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu
I6sen. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C, 10 % CO2 und 98 % Luftfeuchtigkeit fir 5 min.
Im Anschluss erfolgte die Hinzugabe von 5 ml Astrozytenzellkulturmedium. Die nun in
jeder Zellkulturflasche enthaltenen 10 ml des Zellgemisches wurden im Anschluss in
einem 50 ml Reaktionsgefal® zusammengefihrt. Es folgte eine Zentrifugation mit 1200
UpM bei 4°C fiur 5 min. Im Anschluss wurden die Zellen in 1ml
Astrozytenzellkulturmedium resuspendiert, auf 4 neue Zellkulturflaschen aufgeteilt und
fur weitere 7 d bei 37 °C, 10 % CO2 und 98 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Hierbei erfolgte
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ein Mediumwechsel zweimal wochentlich. Nach Ablauf der Zeit erfolgte eine Inkubation
von 2 h auf dem Schiittelinkubator mit 180 UpM bei 37 °C. Der vorhandene Uberstand
wurde entfernt und die Zellkulturflaschen, die nun groltenteils
Oligodendrozyten-Vorlauferzellen und Astrozyten enthielten, wurden mit 10 ml Medium
der gemischten Hirnzellkultur geflllt und fir weitere 22 h in den Inkubationsschuttler mit
180 UpM bei 37 °C verbracht.

Isolation der Astrozyten mittels MACS

Die Isolation der Astrozyten erfolgte mittels des MACS-Systems des Herstellers Miltenyi
Biotech unter sterilen Bedingungen. In einem ersten Schritt erfolgte die Entnahme der
Zellkulturflaschen mit den Astrozyten aus dem Inkubationsschittler sowie die Abnahme
des enthaltenen Zellkulturmedium. AnschlieRend wurden die Zellen einmalig mit PBS
gewaschen. Hiernach erfolgte die Zugabe von 5 ml Trypsin gefolgt von einer Inkubation
bei 37 °C, 10 % CO2und 98 % Luftfeuchtigkeit fir 5 min, um die Astrozyten vom Boden
der Zellkulturflasche zu Idsen. Im Anschluss wurde der Ablésevorgang durch die
Hinzugabe von 10 ml Astrozytenzellkulturmedium beendet und die jetzt im Medium
befindlichen Zellen in ein 50 ml Reaktionsgefald uberfuhrt, gefolgt von einem
Zentrifugationsschritt bei 1200 UpM und 4 °C flir 5 min. Nach Resuspendierung der
Zellen in 160 yl MACS-Pufferlésung wurden diese mit 40 pl anti-GLAST MicroBeads
vermischt und fir 10 min bei 2-8 °C inkubiert. Daraufhin wurden 2 ml
MACS-Pufferlésung zu der Zellsuspension gegeben und diese dann bei 1200 UpM und
4 °C fur 5 min zentrifugiert, um die nicht gebundenen Antikérper zu entfernen. Daraufhin
wurden die Zellen in 160 yl MACS-Pufferlésung resuspendiert und mit 40 ul Anti-Biotin
Microbeads vermischt. Es folgte eine Inkubationszeit bei 2-8 °C fir 15 min. Im Anschluss
erfolgte die Hinzugabe von 2ml MACS-Pufferldsung und ein weiterer
Zentrifugationsschritt mit 1200 UpM bei 4 °C fir 5 min. Die Zellen wurden anschlielend
erneut in 2ml MACS- Pufferlésung resuspendiert. Analog zum Vorgehen beim
MACS-Vorgang der Mikrogliazellen erfolgte nun die magnetische Isolation der
Astrozyten aus dem Zellgemisch. Dazu wurde der MACS MultiStand mit dem MidiMACS
Separator versehen und LS Saulen verwendet. Diese wurden zunachst durch die
Zugabe von 3 ml MACS-Pufferldsung befeuchtet. Im nachsten Schritt wurden 2 ml
Zellsuspension in die jeweilige Saule gegeben. AnschlieRend wurden die Saule durch
die Zugabe von jeweils 3 ml MACS-Pufferlésung insgesamt drei Mal gewaschen.
Abschlielend wurden 5 ml MACS-Pufferldsung in die jeweilige Saule gegeben und mit
dem beiliegenden Kolben zlgig durch die Saule gedrickt. Die so entstandene

Zellsuspension wurde in einem separaten Reaktionsgefall aufgefangen und bei
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1200 UpM und 4 °C fir 5 min zentrifugiert. Die erhaltenen Astrozyten wurden in 5 ml
Astrozytenzellkulturmedium resuspendiert, gezahlt und ausgesat. Nach einer
Inkubationszeit von 72 h bei 37 °C, 10 % CO2 und 98 % Luftfeuchtigkeit erfolgte die

Stimulation der Astrozyten.

Stimulation und Kultivierung der primaren Astrozyten
Die Stimulation der Astrozyten mit Cladribin sowie der Kontrollsubstanz DMSO erfolgte

72 h nach Beendigung des oben beschriebenen MACS-Vorganges.

Fur die Dosistitrationsexperimente erfolgte die Stimulation von 50 000 Astrozyten je
Vertiefung auf PDL-beschichteten Deckglasern in einer Zellkulturplatte mit 24
Vertiefungen mit Cladribin bzw. DMSO in den Konzentrationen 0,1 uM, 1 uM und 10 uM.

Dabei wurden je 2 Vertiefungen einer Bedingung zugeordnet.

Fur die qRT-PCR Experimente erfolgte die Stimulation von 100 000 Astrozyten je
Vertiefung in einer Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen mit Cladribin bzw. DMSO in den
Konzentrationen 0,1 yM, 1 uM und 10 pM. Dabei wurden je 4 Vertiefungen einer

Bedingung zugeordnet.

Fur ELISA-Experimente wurden 100 000 Astrozyten je Vertiefung in einer Zellkulturplatte
mit 24 Vertiefungen ausgesat und mit Cladribin bzw. DMSO in der Konzentration 10 uM
stimuliert. Je Bedingung und Zeitpunkt wurden 4 Vertiefungen verwendet.

Die Zellkulturplatten mit den Astrozyten wurden im Anschluss an die Stimulation
umgehend wieder in den Inkubator verbracht. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bzw.

72 h bei 37 °C, 10 % CO2 und 98 % Luftfeuchtigkeit erfolgte die weitere Verwendung der

Astrozyten fur die entsprechenden Experimente.

0,1uM 10 pm
Cladribin Cladribin
0,1 M 10 pM
Cladribin Cladribin
1HM 10 uM
Cladribin Cladribin
10 uM
Cladribin

Abb. 6: Schematischer Aufbau der Zellkulturplatte fiir qRT-PCR Messungen
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Fur die Prastimulations-Experimente wurde ein anderes Vorgehen gewahlt. Pro
Vertiefung einer Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen erfolgte die Stimulation von 60 000
Astrozyten. Dabei wurden 2 verschiedene Versuchsbedingungen (A-B) gewahlt mit
jeweils 4 Unterbedingungen. Einer Unterbedingung wurden dabei jeweils 4 Vertiefungen
zugeordnet. Die Inkubationen erfolgten bei 37 °C, 10 % CO2 und einer Luftfeuchtigkeit
von 98 %.

A) Simultane Stimulation der Astrozyten mit TNF-a (T) in einer Konzentration von
10 pug/ml oder der Kontrollsubstanz (buffer TNFa (bT)) sowie mit Cladribin (C) in
einer Konzentration von 10 uM oder der Kontrollsubstanz (buffer Cladribin (bC))
an Tag 0. Inkubation der Zellen fiir 24 h oder 72 h.

B) Prastimulation der Astrozyten mit TNF-a (T) in einer Konzentration von 10 pg/mli
oder der Kontrollsubstanz bT an Tag 0, weitere Stimulation der Astrozyten mit
Cladribin (C) in einer Konzentration von 10 yM oder der Kontrollsubstanz bC
nach 24 h. Inkubation der Zellen fir 24 h oder 72 h.

9D EO0)
EIEIEEHOO
9D OO
OO

Abb. 7: Schematischer Aufbau der Zellkulturplatte der Prastimulations-Experimente.
Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: TNF-a (T), Cladribin (C), buffer TNF-a (bT),
buffer Cladribin (bC).

2.2.4 Molekularbiologische Methoden

Extraktion von Ribonukleinsauren

Die im Nachfolgenden beschriebenen Schritte erfolgten mit dem RNeasy Mini Kit von
Qiagen nach Herstellervorgaben. In einem ersten Schritt erfolgte die Lyse der kultivierten
und stimulieten Mikrogliazellen bzw. Astrozyten mittels eines Gemisches
zusammengesetzt aus 0,1 M R-Mercaptoethanol und RLT Lyse Puffer (1:100) durch
kratzende Bewegungen mit einer Pipettenspitze. Das entstandene Lysat wurde
unmittelbar in Qia-Shredder-Saulen Uberflhrt. Es folgte eine Zentrifugation mit
14000 UpM bei 4 °C fir 2 min. Im Anschluss wurde das Eluat mit 350 ul Ethanol 70 %

verdunnt, und daraufhin in die RNeasy Saule Uberflhrt. Darauf folgte eine erneute
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Zentrifugation mit 10000 UpM bei 4 °C fir 2 min, wobei die RNS an die in der Saule
enthaltene Kieselerde gebunden wurde. Das Eluat wurde entsorgt und im nachsten
Schritt wurden 350 yl RW1-Puffer in die Saule pipettiert. Nach Zentrifugation mit
10000 UpM bei 4 °C flr 2 min erfolgte die Zugabe von 80 ul RNAse free DNAse buffer,
bestehend aus 70 yl RDD Puffer und 10 yl DNAse, zur Entfernung von in der Saule
enthaltener DNS. Es folgte eine Inkubation fir 15 min bei RT und im Anschluss die
Zugabe von 350 yl RW1-Puffer. Daraufhin wurde eine Zentrifugation bei 10000 UpM
und 4 °C far 2 min durchgefuhrt und es erfolgte die Zugabe von 500 ul RPE, einem
weiteren Waschpuffer. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation mit 10 000 UpM bei 4 °C
fur 2 min. Der Vorgang wurde wiederholt, um das Ethanol vollstandig auszuwaschen.
Das Eluat wurde dabei jeweils verworfen. Als Nachstes wurde eine trockene
Zentrifugation durchgefuhrt mit 14 000 UpM bei 4 °C fir 2 min. In einem letzten Schritt
erfolgte die Zugabe von 21 pl RNAse-free water auf jede Saule und, nach einer
Inkubationszeit von 4 min, eine letzte Zentrifugation mit 10000 UpM bei 4 °C fir 2 min,
um die RNS aus der Saule zu I6sen. Das die RNS enthaltende Eluat wurde aufgefangen
und die enthaltene RNS-Menge mit Hilfe des NanoDrop ND 1000 gemessen. Die Proben

wurden im Anschluss entweder direkt weiterverwendet oder bei -80 °C aufbewahrt.

Synthese der komplementaren DNS (cDNS)

Fur die folgenden Schritte wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription Set
von Thermo Fisher sowie der Thermozykler Veriti verwendet. Alle Schritte wurden nach
Herstellervorgaben durchgefihrt. Es erfolgte, abhangig vom RNS Gehalt einer Probe,
die Verdunnung mit LiChrosolv® Wasser bis zu einem RNS Gehalt von 250 ng/Probe
bei einem Gesamtvolumen von 19,8 ul. Im Anschluss erfolgte die Zusammenstellung
des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Mix mit einem Gesamtvolumen von
10,2 pl je Probe auf Eis (s. Tabelle 1). Nach Zusammenfihrung der RNS mit dem
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Mix, ergab sich ein Gesamtvolumen von
30 ul je Probe (s. Tabelle 2), welches in den Thermozykler verbracht wurde. Dort verlief
die cDNS Synthese nach einem festgelegten Programm in drei Schritten bei
unterschiedlichen Temperaturen. Begonnen wurde mit einem ersten Schritt bei 25 °C fur
10 min, um die Primer an die RNS zu binden. Dann folgte der eigentliche Syntheseschritt
bei 37 °C fur 120 min, wahrenddessen sich, ausgehend von den Primern, die Reverse
Transkriptase sowie die Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dTNPs) an die RNS
anlagerten, angeschlossen von einem letzten Schritt zur Inaktivierung der beteiligten
Enzyme bei 85 °C fiir 5 s.
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Reagenz Volumen je Probe [ul]
10x RT Buffer 3

dTNP’s, 100 mM 1,2

10x RT Random Primers 3

RNAse Inhibitor 20 U/ml 1,5

Reverse Transcriptase 1,5

Gesamtvolumen je Probe [pl] 10,2 pl

Tabelle 1: Zusammensetzung der Reagenzien des High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Mix

Reagenz Volumen [pl]
RNS in LiChrosolv® Wasser 19,8
High-Capacity cDNA Reverse | 10,2

Transcription Mix

Gesamtvolumen je Probe [ul] 30

Tabelle 2: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes zur cDNS Synthese

Durchfiihrung der gRT-PCR

Die Durchfihrung der gqRT-PCR erfolgte mit dem Applied Biosystems™ 7900HT Fast
Real-Time PCR System und der Fast Optical 96-Well-Reaktionsplatte nach
Herstellervorgaben. Es erfolgte zunachst die Zusammenstellung des PCR Master Mix
fur jedes zu messende Gen (s. Tabelle 3). Der POWER SBYR Green PCR Master Mix
enthalt eine DNS-Polymerase sowie einen Fluoreszenzfarbstoff. Die Primer wurden in
einer Konzentration von 15 pmol eingesetzt. Es erfolgte eine durchgehende Kihlung
der verwendeten Reagenzien auf Eis. In einem ersten Schritt wurden 30 pl der cDNS mit
170 pl LiChrosolv® Wasser verdunnt. Im Anschluss wurden 4 ul der so verdiinnten cDNS
mit 16 yl des PCR Master Mix zusammengefihrt zu einem Gesamtvolumen von 20 pl.
Jede Probe wurde in Duplikaten gemessen und zur Kontrollsubstanz zum Zeitpunkt 24 h
normiert. Als Referenzgene wurden Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
(HPRT) fur Astrozyten und Ornithindecarboxylase (ODC) fur Mikrogliazellen verwendet.
Die Durchfiihrung der gqRT-PCR erfolgte anhand eines Amplifikationsprofils mit 40
Zyklen wobei jeder Zyklus aus 15 s bei 95 °C sowie 1 min bei 60 °C bestand. Zur
Messung der relativen Genexpression wurde die AACt Methode verwendet

(ThermoFisher Scientific, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland).
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Reagenz Volumen [pl]

Primer vorwarts 1,2
Primer rickwarts 1,2
LiChrosolv® Wasser 3,6

POWER SBYR Green PCR Master Mix 10

Gesamtvolumen je Gen [pl] 16
Tabelle 3: Bestandteile des PCR Master Mix

2.2.5 Immunzytochemie

Far immunzytochemische Farbungen der Mikrogliazellen wurden Zellkulturkammern mit
8 Vertiefungen mit einer Flache von je 0,8 cm? auf PCA-Objekttragern mit ablésbarem
Rahmen verwendet. Pro Vertiefung wurden 25 000 bzw. 50 000 Mikrogliazellen ausgesat
und fur die entsprechenden Experimente stimuliert (s. 2.2.3). Fur die im Folgenden
beschriebenen Farbungen der Astrozyten wurden pro Vertiefung 50000 Astrozyten auf
PDL-beschichteten Deckglasern in Zellkulturplatten mit 24 Vertiefungen mit einer
Oberflache von 1,9 cm? je Vertiefung ausgeséat und fir die Experimente stimuliert
(s.2.2.3)

In einem ersten Schritt erfolgte die Fixierung der Zellen. Dafur wurde, 24 h bzw. 72 h
nach der Stimulation, das in den Zellkulturplatten befindliche Medium verworfen und die
Zellen mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des Fixierungsmittels
Paraformaldehyd 4% (PFA 4%), gefolgt von einer 10-mindtigen Inkubationszeit bei RT.

Im Anschluss erfolgte eine dreimalige Waschung mit PBS.

Zur Farbung der Astrozytenzellkultur erfolgte die Enthahme der in den Vertiefungen
befindlichen Deckglaser und der Transfer dieser auf Petrischalen. Im Anschluss daran
wurde in jede Vertiefung bzw. auf jedes Deckglas die Blockierungsldsung aufgetragen,
gefolgt von einer Inkubationszeit von 40 min bei RT. Anschlielend wurde die
Blockierungslésung entfernt und die jeweilige primare Antikérperlésung hinzugefugt.
Nun folgte eine Inkubation in einer Feuchtkammer bei 4 °C tUber Nacht. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde die Antikdrperldsung verworfen und die Zellkulturkammern bzw.
die Deckglaser dreimalig mit PBS gewaschen. Direkt im Anschluss erfolgte die Zugabe
des jeweiligen Fluorophor enthaltenden Sekundarantikorpers verdunnt in PBS und
versehen mit 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, 1:100). Es folgte eine zweistlindige
Inkubation im Dunkeln bei RT. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine dreimalige
Waschung mit PBS. AnschlieRend wurde der Rahmen der Zellkulturkammer entfernt und

ein 24 x 50 mm groRes Deckglas unter Zuhilfenahme des Eindeckmediums Citifluor
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aufgebracht. Die Deckglaser, die fir die Farbung der Astrozyten verwendet wurden,
wurden auf einen Objekttrager verbracht und ebenfalls mit Citifluor versiegelt. Mit dem
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2 und der Software Axiovision 4.2 des Herstellers Carl
Zeiss erfolgte die Erstellung von 7 Bildern je Bedingung. Die Auswahl der Positionen
erfolgte dabei zufallig anhand eines Z-Musters. Die anschlieRende Auswertung wurde
mit dem Programm Image J des National Institute of Health durchgefiihrt. Dabei wurden
zunachst alle DAPI-positiven Zellkerne gezahlt, um eine Gesamtzellzahl zu erhalten. Im
Anschluss daran wurde die Anzahl aller weiteren signalgebenden Zellen ermittelt. Die
Darstellung erfolgte als Prozentwert des Anteils der signalgebenden Zellen an der

Gesamtzellzahl.

2.2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA)

IL-6 ELISA

Die Durchfihrung des IL-6 ELISA erfolgte mit dem Rat IL-6 SimpleStep ELISA Kit
(ab234570) von Abcam nach Herstellervorgaben. Alle Arbeitsschritte wurden bei RT
durchgefuhrt. Zunachst wurde eine Standardverdinnungsreihe hergestellt. Dazu wurde
der IL-6 protein standard mit Sample Diluent NS vermischt und in mehreren Schritten
weiter verdinnt, bis eine Serie mit insgesamt 8 Konzentrationen zwischen 0 pg/ml und
8000 pg/ml entstand. In jede Vertiefung, der mit einem speziellen anti-tag IL-6 Antikdrper
beschichteten ELISA-Platte, wurden 50 pyl der entsprechenden Konzentration der
Verdiinnungsreihe oder 50 yl des zu untersuchenden Uberstandes in Dubletten
pipettiert. Das im Uberstand enthaltene IL-6 band an den bereits vorhandenen anti-tag
IL-6 Antikorper und wurde dadurch immobilisiert. Im Anschluss daran wurden in jede
Vertiefung 50 yl des Antikérper Cocktails hinzugegeben. Der darin vorliegende,
Enzym-enthaltende Antikrper band wiederrum an den Komplex aus anti-tag Antikorper
und IL-6. Die Platte wurde anschlief3end versiegelt und fir eine Stunde bei RT auf dem
Tischschuttler bei 400 UpM inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt
der Platte verworfen und die Platte dreimalig mit 350 pl 17X Wash Buffer PT je Vertiefung
gewaschen. Daraufhin wurden 100 yl TMB Development Solution in jede Vertiefung
gegeben und die Platte lichtgeschitzt fir 10 min auf dem Tischschittler bei 400 UpM
inkubiert. In dieser Zeit wurde das in der Development Solution enthaltene Substrat
enzymatisch umgesetzt und es entstand eine Blaufarbung, deren Intensitat sich
proportional zu der in der Probe enthaltenen IL-6 Konzentration verhielt. Die Reaktion
wurde nach Ablauf der 10 min durch die Zugabe von 100 pl Stop Solution je Vertiefung

beendet. Dadurch kam es zu einem Farbumschlag ins Gelbe. Die abgegebene
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Signalintensitat des Lichts der Wellenlange 450 Nanometer (nm) wurde mit dem
Infinite® 200 PRO Microplate Reader und der i-control™ Software Version 1.7.1.12
gemessen. Die Ergebnisse der Messung wurden mit Microsoft Excel (MS Office 2016)
weiterverarbeitet. Daflir wurde zunachst eine Kalibrierungskurve unter Verwendung der
Konzentrationen (0 pg/ml bis 8000 pg/ml) und entsprechenden Extinktionen der
Standardverdinnungsreihe berechnet und in Anlehnung daran der IL-6 Gehalt einer

jeden zu untersuchenden Probe ermittelt.

IGF-1 ELISA

Die Durchfliihrung des IGF-1 ELISA erfolgte mit dem Quantikine® ELISA Mouse/Rat
IGF-1 von R&D Systems nach Herstellervorgaben. Alle Arbeitsschritte wurden bei RT
durchgeflihrt. Zu Beginn wurde eine Standardverdiinnungsreihe hergestellt. Hierfir
wurde der IGF-1 Standard mit Calibrator Diluent vermischt und in mehreren Schritten
weiter verdunnt, bis eine Serie mit insgesamt 8 Konzentrationen zwischen 0 pg/ml und
2000 pg/ml entstand. In jede Vertiefung, der mit einem IGF-1 Antikorper beschichteten
ELISA-Platte, wurden 50 ul der entsprechenden Konzentration der Verdinnungsreihe
oder 50 pl des zu untersuchenden Uberstandes in Dubletten pipettiert. Es folgte eine
Inkubation bei RT fur 2 h auf dem Minischittler. Dabei kam es zu einer Immobilisierung
des im Uberstand enthaltenen IGF-1 durch Bindung an den IGF-1 Antikdrper. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Platte verworfen und die Platte viermalig
mit 400 pl Wash Buffer je Vertiefung gewaschen. Daraufhin wurden 100 pl des
IGF-Conjugate in jede Vertiefung gegeben, gefolgt von einer Inkubation flir 2 h bei RT
auf dem Minischuttler und einer Wiederholung des beschriebenen Wachschrittes. Als
Nachstes wurden 100 ul der Substrate-Solution in jede Vertiefung pipettiert. Es folgte
eine Inkubation fur 30 min bei RT. Die Reaktion wurde nach Ablauf der 30 min durch die
Zugabe von 100 pl Stop Solution je Vertiefung beendet. Dadurch kam es zu einem
Farbumschlag ins Gelbe. Die abgegebene Signalintensitat des Lichts der Wellenlange
450 nm wurde mit dem Infinite® 200 PRO Microplate Reader und der i-control™
Software, Version 1.7.1.12, gemessen. Die Ergebnisse der Messung wurden mit
Microsoft Excel (MS Office 2016) weiterverarbeitet. Dafur wurde zunachst eine
Kalibrierungskurve unter Verwendung der Konzentrationen (0 pg/ml bis 2 000 pg/ml) und
entsprechenden Extinktionen der Standardverdinnungsreihe berechnet, und in

Anlehnung daran, der IGF-1 Gehalt einer jeden zu untersuchenden Probe ermittelt.
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LCN2-ELISA

Die Durchfihrung des LCN2-ELISA erfolgte mit dem Rat Lipocalin-2 SimpleStep ELISA
Kit (ab239422) nach Herstellervorgaben. Alle Arbeitsschritte wurden bei RT
durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurde eine Standardverdunnungsreihe hergestellt.
HierfGr wurde der LCNZ2 Stock Standard mit Sample Diluent NS vermischt und in
mehreren Schritten weiter verdunnt, bis eine Serie mit insgesamt 8 Konzentrationen
zwischen 0 pg/ml und 500 pg/ml entstand. In jede Vertiefung wurden nun 50 ul der
entsprechenden Konzentration der Verdlinnungsreihe oder 50 pul des zu
untersuchenden Uberstandes in Dubletten pipettiert. Dazu wurden je Vertiefung 50 ul
des Antibody Cocktail pipettiert. Es folgte ein Inkubationsschritt fir 1 h bei RT auf dem
Tischschittler bei 400 UpM. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Platte
verworfen und die Platte mit 350 yl 17X Wash Buffer PT je Vertiefung dreimalig
gewaschen. Im Anschluss wurden 100 ul TMB Development Solution in jede Vertiefung
pipettiert und die Platte lichtgeschitzt fir 10 min auf dem Tischschuttler bei 400 UpM
inkubiert. Der nun sichtbare Farbumschlag ins Blaue wurde daraufhin durch die Zugabe
von 100 pl Stop Solution je Vertiefung beendet und die in den Vertiefungen befindliche
Flassigkeit fur 1 min auf dem Tischschiittler vermischt. Die abgegebene Signalintensitat
des Lichts der Wellenlange 450 nm wurde mit dem Infinite® 200 PRO Microplate Reader
und der i-control™ Software, Version 1.7.1.12, gemessen. Die Ergebnisse der Messung
wurden mit Microsoft Excel (MS Office 2016) weiterverarbeitet. Dafir wurde zunachst
eine Kalibrierungskurve unter Verwendung der Konzentrationen (0 pg/ml bis 500 pg/ml)
und entsprechenden Extinktionen der Standardverdinnungsreihe berechnet und in

Anlehnung daran der LCN2-Gehalt einer jeden zu untersuchenden Probe ermittelt.

2.2.7 Statistik

Die gezeigten Daten werden dargestellt als Mittelwerte + Standardfehler (SEM). Die
Testung der Daten auf Normalverteilung erfolgte mittels Shapiro-Wilk-Test. Die
statistischen Berechnungen fur Experimente mit zwei Stichproben erfolgten mittels eines
Zweistichproben t-Test fur unabhangige und normalverteilte Stichproben. Fur
Experimente mit drei oder mehr Stichproben erfolgte die statistische Berechnung mittels
einfacher oder zweifacher Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieliendem post-hoc Test
nach Tukey. Als Signifikanzniveaus wurden die p-Werte 5 % (*p < 0,05), 1 % (**p <
0,01) und 0,1 % (***p < 0,001) festgelegt. Die Abklirzung n steht fur die Anzahl der
durchgeflhrten unabhangigen Experimente. Alle statistischen Berechnungen erfolgten

mit Graphpad prism in der Version 8.0.2.
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3 Ergebnisse

3.1 Reinheit der Zellkulturen

Um die Reinheit der Mikrogliazellkultur  nachzuweisen, erfolgte eine
immunzytochemische Farbung unstimulierter Mikrogliazellen gegen den mikroglialen
Marker Iba-1 sowie gegen DAPI nach 1 d (Abb. 8 A). Iba-1 erlaubt die Identifikation der
Zellen als Mikrogliazellen oder Makrophagen, da es sich dabei um ein
Calcium-bindendes EF-Hand Protein handelt, welches von diesen Zellarten exprimiert
wird (Ohsawa et al., 2004). Die Quantitative Analyse zeigte einen Anteil Iba-1-positiver
Mikrogliazellen an der Gesamtzellzahl von 99,35 % (Daten nicht gezeigt). Saures
Gliafaserprotein (GFAP) ist als Intermediarfilament Bestandteil des Zytoskeletts von
Astrozyten und gilt als Marker, der flr die Identifikation von Astrozyten genutzt werden
kann (Raff et al., 1979). Um die Reinheit der Astrozytenzellkultur nachzuweisen, erfolgte
eine immunzytochemische Farbung einer unstimulierten Astrozytenzellkultur gegen
GFAP sowie DAPI nach 1 d (Abb. 8 B). Mittels GFAP konnten die Zellen als Astrozyten
identifiziert werden und nachfolgend in der Zellkultur mit einem Anteil von 99,01 %

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

A B

1d

Abb. 8: Immunzytochemische Farbung einer unstimulierten Mikrogliazellkultur gegen
Iba-1 sowie einer unstimulierten Astrozytenzellkultur gegen GFAP zum Nachweis der
Reinheit der verwendeten Zellkulturen.

(A) Reprasentatives Bild immunzytochemischer Farbungen unstimulierter Iba-1 (rot) positiver
Mikrogliazellen sowie DAPI (blau) positiver Zellkerne zum Zeitpunkt 1 d; (B) Reprasentative,
visuelle Darstellung der immunzytochemischen Farbung der unstimulierten Astrozytenzellkultur
gegen DAPI (blau) und GFAP (rot) nach 1 d; Die gezeigten Daten entstammen aus (A) n = 3 und
(B) n= 1 Experimenten. (A) 40-fache VergréRerung, Mafstabsbalken 50 uyM, (B) 20-fache
VergroéRerung, Malstabsbalken 100 uM.
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3.2 Mikrogliazellen

3.2.1 Cladribin reduziert zeit- und konzentrationsabhangig die mikrogliale
Zellzahl

Eine vorherige Studie konnten zeigen, dass Cladribin sowohl Uber antiproliferative
Effekte in einer Konzentration von 0,1 yM, 1 yM und 10 pM, als auch Uber die Induktion
von Apoptose in einer Konzentration von 10 uM die mikrogliale Zellzahl reduziert (Singh
et al.,, 2012). In einem ersten Schritt dieses Dissertationsprojektes war es daher von
Interesse, diese beschriebenen Effekte flr das bereitgestellte Cladribin zu bestatigen
und zudem eine ideale, fir Mikrogliazellen nicht-toxische Dosis zu ermitteln, um damit
geeignete Voraussetzungen zu schaffen, mégliche immunmodulierende Eigenschaften
von Cladribin auf Mikrogliazellen untersuchen zu konnen. Hierfir erfolgten
immunzytochemische Analysen der mit Cladribin in den Konzentrationen 0,1 uM,
0,5uM, 1uM sowie 10 M und der entsprechenden Kontrollsubstanz DMSO
exponierten Mikrogliazellkultur nach 1d, 3d und 5d. Die Ergebnisse zeigten eine
Abnahme der Zellzahl, ermittelt durch die Anzahl DAPI-positiver, nicht fragmentierter
Zellkerne mit steigender Expositionsdauer gegentber Cladribin (Abb. 9 A-D) sowie
steigender Stimulationsdosis (Abb. 9 E). Die gréfte Reduktion der Zellzahl wurde nach
einer mikroglialen Exposition mit Cladribin in der Konzentration 10 yM nach einer
Expositionsdauer von 5 d beobachtet (Abb. 9 D). Zum Zeitpunkt 5 d zeigte sich, auler
fur die Konzentration von 0,1 uM, in allen weiteren, héher gewahlten Konzentrationen
eine Abnahme der mikroglialen Zellzahl. Diese war fur die Konzentration 10 yM am
hochsten (Abb. 9 E). Eine Abnahme der mikroglialen Zellzahl war unter Exposition mit
Cladribin in der Konzentration 0,1 yM zu keinem untersuchten Zeitpunkt statistisch
signifikant (Abb. 9 A). Basierend hierauf wurde eine Exposition der Mikrogliazellen mit
einer Konzentration von 0,1 uM Cladribin als geeignet befunden, die eingangs gestellte
Fragestellung hinsichtlich moéglicher immunmodulierender Effekte von Cladribin auf
Mikrogliazellen unter Ausschluss des bekannten zytotoxischen Effekts untersuchen zu

konnen.
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Abb. 9: Zellzahlanalysen einer in unterschiedlichen Konzentrationen zu Cladribin
exponierten Mikrogliazellkultur.

(A-E) Quantitative Analysen immunzytochemischer Farbungen DAPI-positiver Mikrogliazellen
nach Stimulation mit Cladribin oder der Kontrollsubstanz DMSO in den Konzentration (A) 0,1 uM,
(B) 0,5 uM, (C)1 uM, (D) 10 uM nach 1d, 3d und 5d sowie (E) erneute Darstellung aller
gewahlten Konzentrationen zum Zeitpunkt 5 d. Es konnte gezeigt werden, dass die Reduktion
der mikroglialen Zellzahl unter Cladribinexposition sowohl zeit- als auch konzentrationsabhangig
ist, mit der starksten zytoreduktiven Wirkung fir die Konzentration von 10 yM (D, E) und der
geringsten zytoreduktiven Wirkung fur die Konzentration von 0,1 uM (A, E). Die gezeigten Daten
sind Mittelwerte + SEM und entstammen n = 4 unabhangigen Experimenten. (A-E) Zweifache
Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: * p < 0,05, ** p < 0,01, n.s. nicht signifikant.
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3.2.2 Cladribin moduliert die Genexpression von Mikrogliazellen:
Regeneration, Phagozytose und Proinflammation

Obwohl eine strikte Einteilung der mikrogliaren Phanotypen in M1 (proinflammatorisch)
und M2 (antiinflammatorisch) mittlerweile als Uberholt angesehen wird (Yong, 2022), gibt
es Gene, die im Rahmen der Rolle von Mikrogliazellen in MS als protektiv und damit
regenerativ oder als zum Entzindungsgeschehen beitragend angesehen werden
(Orihuela et al., 2016). Daher waren Expressionsanalysen von verschiedenen
mikroglialen Genen aus diesen Kategorien unter Exposition der Mikrogliazellen mit
Cladribin in einer nicht-zytotoxischen Dosis von weiterem Interesse. Da Mikrogliazellen
im Rahmen der MS (ber die Phagozytose von insbesondere Myelindebris einen
entscheidenden Beitrag zur Remyelinisierung leisten kénnen (Lampron et al., 2015), war
es von Interesse zu untersuchen, ob Cladribin einen Einfluss auf die Genexpression der
mit der Myelinphagozytose assoziierten Transmembranproteine TREM2 und MERTK
hat. Das Peptidhormon IGF-1 wird von Mikrogliazellen vor allem in einer
neurosupportiven Umgebung sekretiert und vermittelt regenerative Effekte,
beispielsweise durch die Unterstitzung der Reifung oligodendroglialer Vorlauferzellen
(Miron et al.,, 2013). Neben IGF-1 gilt ARG1 als wichtiger Marker fir die
antiinflammatorische Polarisierung der Mikrogliazellen (Cherry et al., 2014). Uber eine
vermehrte Sekretion von TNF-a und NO kdnnen proinflammatorische Mikrogliazellen im
Kontext der MS einen schadigenden Einfluss auf Oligodendrozyten sowie axonale
Strukturen nehmen (Smith & Lassmann, 2002; Rauf et al., 2022). Daher war die Analyse
eines moglichen Einflusses von Cladribin auf die Expression dieser Gene sowie des
ebenfalls mit Proinflammation assoziierten Zytokins IL-6 im Rahmen dieses

Dissertationsprojektes von zusatzlichem Interesse.

Hierzu erfolgten Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR von einer mit Cladribin
(0,1 uM) oder DMSO stimulierten Mikrogliazellkultur nach 1 d und 3 d. Es wurde die
relative Genexpression von verschiedenen, mit Regeneration (Abb. 10 A-B; grin),
Phagozytose (Abb. 10 C-D; blau) oder Proinflammation (Abb. 10 E-G; rot), assoziierten
Genen gemessen. Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Anstieg in der relativen
Expression des antiinflammatorischen Gens IGF-1 nach Stimulation mit Cladribin
(0,1 M) zum Zeitpunkt 3 d im Vergleich zu den kontrollstimulierten Mikrogliazellen (Abb.
10 A). Zum Zeitpunkt 1 d konnte hingegen kein signifikanter Unterschied in der relativen
mikroglialen IGF-1-Genexpression unter Exposition mit Cladribin gegenuber DMSO
exponierter Mikrogliazellen detektiert werden (Abb. 10 A). ELISA-basierte Analysen
anhand des Zellkulturiberstands von mit Cladribin (0,1 uM) oder mit DMSO stimulierten

Mikrogliazellen zum Zeitpunkt 3 d zeigten hingegen keinen signifikanten Unterschied in
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der mikrogliaren |IGF-1-Sekretion unter Exposition mit Cladribin im Vergleich zu
DMSO (Abb. 11). Zudem konnte gezeigt werden, dass Cladribin keinen Einfluss auf die
Genexpression des antiinflammatorischen ARG1 hat (Abb. 10 B). Hinsichtlich der mit
Phagozytose assoziierten Gene TREM2 und MERTK zeigte sich zum Zeitpunkt 3 d nach
Exposition mit Cladribin (0,1 uM) ein signifikanter Anstieg der relativen Genexpression
im Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO (Abb. 10 C-D). Dieser Effekt war fiur MERTK
starker ausgepragt (Abb. 10 C). Fur die mit Proinflammation assoziierten Gene IL-6,
iINOS und TNF-a konnte zwar ein Anstieg der relativen Genexpression unter
Cladribinexposition (0,1 uM), sowohl zum Zeitpunkt 1 d als auch zum Zeitpunkt 3 d
detektiert werden (Abb. 10 E-G), jedoch ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz.
Hierbei war die Zunahme der relativen mikroglialen Genexpression fir IL-6 und iNOS
zum Zeitpunkt 1d, obwohl statistisch nicht signifikant, am starksten ausgepragt
(Abb. 10 E-F).
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Abb. 10: Genexpressionsprofile von mit Regeneration, Phagozytose oder Proinflammation
assoziierten Genen nach Exposition der Mikrogliazellen mit Cladribin.

(A-G) gRT-PCR Analysen der relativen (A) IGF-1, (B) ARG1, (C) MERTK, (D) TREM2, (E) IL-6,
(F)INOS, (G) TNF-a Genexpression nach Stimulation mit Cladribin (0,1 pM) und der
Kontrollsubstanz DMSO nach 1d und 3 d zeigten eine signifikante Zunahme der relativen
Genexpression des antiinflammatorischen Markers IGF-1 zum Zeitpunkt 3 d (A). Hinsichtlich des
antiinflammatorischen Markers ARG1 zeigte sich keine Anderung der Genexpression unter
Exposition mit Cladribin (B). Fur die mit Phagozytose assoziierten Gene MERTK und TREM2
zeigte sich ein signifikanter Anstieg in der relativen Genexpression zum Zeitpunkt 3 d unter
Exposition mit Cladribin im Vergleich zur Kontrollsubstanz (C und D). Ein nicht-signifikanter
Anstieg der relativen Genexpression konnte fir die proinflammatorischen Marker IL-6, iINOS und
TNF-a zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d unter Cladribinexposition gemessen werden (E-G), wobei
dieser Effekt fur IL-6 und iINOS zum Zeitpunkt 1 d am starksten war. Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte £ SEM aus n = 3 unabhangigen Experimenten. (A-G) Standard t-Test: * p < 0,05,
**p <0,01, *** p < 0,001, n.s. nicht signifikant.
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Abb. 11: ELISA-basierte Analysen der mikroglialen IGF-1-Sekretion nach
Cladribinexposition.

ELISA-basierte Analysen der IGF-1-Sekretion von mit DMSO oder Cladribin (0,1 uM) stimulierten
Mikrogliazellen nach 3 d zeigten keinen Unterschied in der mikroglialen IGF-1-Sekretion. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM aus n = 5 unabhangigen Experimenten. Standard t-Test:
n.s. nicht signifikant.

3.2.3 Cladribin verandert nicht die Genexpression von mikroglialen Purin-
und Adenosinrezeptoren mit Ausnahme fiir P2Y6

Uber die Aktivierung des Adenosinrezeptors ADORA3 wird in Mikrogliazellen die
Sekretion proinflammatorischer Zytokine verringert (Xu et al., 2024). Purinrezeptoren,
die an der Zelloberflache von Mikrogliazellen lokalisiert sind, wie P2Y12, P2Y6 und
P2X7, sind u.a. an Chemotaxis und Phagozytose beteiligt (Gémez Morillas et al., 2021).
Es war daher von weiterem Interesse zu untersuchen, ob Cladribin in nicht-toxischer

Dosis in der Lage ist, die Expression dieser Rezeptoren zu modulieren.

Hierfur erfolgten Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR von der mit Cladribin
(0,1 yM) oder DMSO stimulierten Mikrogliazellkultur nach 1 d und 3 d. Es wurde die
relative  Genexpression von fur Purinrezeptoren (Abb. 12 A-C) oder den
Adenosinrezeptor ADORASA (Abb. 12 D) codierenden Genen gemessen. Es zeigte sich
eine geringe Zunahme der relativen Genexpression fur die Purinrezeptoren P2Y6
(Abb. 12 A), und P2Y12 (Abb. 12 B) sowie fir den Adenosinrezeptor ADORAS3A
(Abb. 12 D) nach Exposition mit Cladribin im Vergleich zu DMSO zum Zeitpunkt 3 d, mit
Nachweis einer statistischen Signifikanz lediglich flir das Genexpressionsniveau von
P2Y6 nach einer Exposition mit Cladribin zum Zeitpunkt 3 d (Abb. 12 A). Die Regulation
der relativen Genexpression von P2X7 blieb unter Exposition der Mikrogliazellen zu
Cladribin unbeeinflusst (Abb. 12 C)
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Abb. 12: Genexpressionsprofile von fiir Purinrezeptoren oder den Adenosinrezeptor
ADORAB3A codierenden Genen nach Exposition von Mikrogliazellen mit Cladribin.

(A-E) gRT-PCR Analysen der relativen (A)P2Y6, (B)P2Y12, (C)P2X7, (D) ADORA3A
Genexpression nach mikroglialer Exposition mit Cladribin (0,1 uM) oder der Kontrollsubstanz
DMSO nach 1 d und 3 d. Es zeigte sich ein geringer Anstieg in der relativen Genexpression von
P2Y6, P2Y12 sowie ADORASA nach Stimulation mit Cladribin zum Zeitpunkt 3 d (A, B, D), mit
Nachweis einer statistischen Signifikanz ausschlieBlich fur P2Y6 zum Zeitpunkt 3 d (A). Die
Genexpression von P2X7 (C) blieb unter Cladribinexposition unbeeinflusst. Die gezeigten Daten
sind Mittelwerte + SEM aus n = 3 unabhangigen Experimenten. (A-E) Standard t-Test: * p < 0,05,
n.s. nicht signifikant.

3.2.4 Cladribin fiihrt in mit LPS vorstimulierten Mikrogliazellen nicht zu
einer Verringerung der iNOS-Expression

Vorherige Studien haben gezeigt, dass LPS in primaren Mikrogliazellen aus der Ratte
in vitro Uber den TLR4 Rezeptorsignalweg einen proinflammatorischen Phanotyp
induzieren kann (Lively & Schlichter, 2018). Nachfolgend kommt es uUber diesen
Signalweg unter anderem zu einer erhéhten Genexpression von iNOS und dariber zu

einer vermehrten mikroglialen Sekretion von NO (Smith & Lassmann, 2002).

Im Hinblick auf den Krankheitsverlauf der MS spielen inflammatorische Prozesse im ZNS
eine bedeutende Rolle. Um diesen Aspekt in vitro abbilden zu kénnen, erfolgte in einem
nachsten Schritt dieses Dissertationsprojektes die Prastimulation der isolierten
Mikrogliazellkultur mit LPS (100 ng/ml) oder der Kontrollsubstanz steriles Wasser (bLPS)
fur 24 h.
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Mittels immunzytochemischer Co-Farbungen der Zellkulturen gegen DAPI und Iba-1
konnte zunachst gezeigt werden, dass es unter Exposition zu der Kombination aus LPS
und DMSO zu keiner Anderung der Zellzahl der Mikrogliazellen kam, im Vergleich zur
Kontrollbedingung zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d (Abb. 13 A-A').
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Abb. 13: Quantitative Analysen immunzytochemischer Farbungen einer simultan mit LPS
und DMSO stimulierten Mikrogliazellkultur.

(A-A"): Quantitative Analysen der DAPI-positiven Mikrogliazellen nach Stimulation mit LPS
(100 ng/ml) oder der Kontrollsubstanz steriles Wasser (bLPS) sowie mit jeweils DMSO (0,1 uM)
nach (A) 1 d und (B) 3 d. Die Ergebnisse zeigten keinen Unterschied in der Anzahl DAPI-positiver
Mikrogliazellen nach Exposition mit LPS. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM aus n = 3
unabhangigen Experimenten. Standard t-Test: n.s. nicht signifikant.

In immunzytochemischen Co-Farbungen gegen DAPI, Iba-1 und iNOS zeigte sich unter
der Exposition mit LPS und der Kontrollsubstanz fir Cladribin (DMSO) ein Anstieg der
iNOS-positiven Mikrogliazellen um 5,91 % zum Zeitpunkt 1 d (Abb. 14 A). Die unter
LPS-Konditionen proinflammatorisch aktivierten Mikrogliazellen wurden fur einen
Zeitraum von 1 d oder 3 d mit Cladribin (0,1 uM) oder seiner Kontrollsubstanz DMSO
exponiert. Es wurde der Anteil iINOS-positiver Mikrogliazellen in Bezug auf die
Gesamtheit der Mikrogliazellen (lba-1) ermittelt. Unter den mit LPS vorstimulierten
Mikrogliazellen zeigte sich keine signifikante Reduktion der iNOS-Expression unter
nachfolgender Stimulation mit Cladribin (0,1 uM) nach 1 d und 3 d (Abb. 14 A-A"). Hier
konnte fir den Zeitpunkt 1 d sogar eine geringe, nicht-signifikante Zunahme iINOS-
positiver Mikrogliazellen unter Exposition mit LPS und Cladribin detektiert werden
(Abb. 14 A; schwarzer Balken). Zum Zeitpunkt 3 d fiel die mikrogliale INOS-Expression,
sowohl unter Exposition mit LPS und der Kontrollsubstanz
(Abb. 14 A’; dunkelgrauer Balken) als auch unter Exposition mit LPS und Cladribin
(Abb. 14 A’; schwarzer Balken) gleichermalen, statistisch nicht-signifikant, unter die
INOS-Expression der Kontrollbedingungen (Abb. 14 A’; weil3er Balken).
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Abb. 14: Quantitative Analysen und immunzytochemische Co-Farbungen einer mit LPS fur
24 h vorstimulierten und dann mit Cladribin exponierten Mikrogliazellkultur zum Zeitpunkt
1dund3d.

(A-A"): Quantitative Analysen des prozentualen Anteils iNOS-positiver Mikrogliazellen an der
Anzahl |ba-1-positiver Mikrogliazellen nach Vorstimulation mit LPS (100 ng/ml) oder der
Kontrollsubstanz steriles Wasser (bLPS) fir 24 h und anschlieBender Exposition mit Cladribin
(0,1 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO nach (A) 1 d und (A‘) 3 d. (B) Reprasentative Bilder
immunzytochemischer Co-Farbungen gegen Iba-1 (rot), DAPI (blau) und iNOS (griin) der mit
LPS oder der Kontrolle vorstimulierten und im Anschluss mit Cladribin oder DMSO exponierten
mikroglialen Zellkultur nach 1 d. Die Resultate zeigten keinen reduktiven Effekt von Cladribin auf
die INOS-Expression der Mikrogliazellen nach inflammatorischer Vorstimulation mit LPS. Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM aus n = 3 unabhangigen Experimenten. (A-A‘) Einfache
Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: n.s. nicht signifikant. 20-fache VergréRerung;
Malstabsbalken 100 pM.
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3.3 Astrozyten

3.3.1 Cladribin reduziert zeit- und konzentrationsabhéangig die astrozytare
Zellzahl und hemmt die astrozytare Proliferation

Da Cladribin in Mikrogliazellen konzentrationsabhangig sowohl zur Apoptose fuhrt als
auch die Proliferation hemmt (Singh et al., 2012), war es in einem nachsten Schritt
dieses Dissertationsprojektes von Interesse zu Uberprifen, ob Cladribin auf Astrozyten
ahnliche Effekte auslibt. Analog zu den oben beschriebenen Studien zum Einfluss von
Cladribin auf Mikrogliazellen, war es zunachst auch fir Astrozyten notwendig eine ideale,
nicht-zytotoxische Stimulationsdosis zu ermitteln, um mogliche immunmodulatorische

Eigenschaften von Cladribin auf diese Zellart untersuchen zu kénnen.

Hierzu erfolgten immunzytochemische Analysen der Zellzahl, ermittelt durch die Anzahl
DAPI-positiver Zellkerne, der mit Cladribin in den Konzentrationen 0,1 uM, 1 uM oder
10 uM oder der Kontrollsubstanz DMSO stimulierten Astrozytenzellkultur nach 1 d und
3d (Abb. 15 A-A’). Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Abnahme der Anzahl
DAPI-positiver Zellen lediglich nach Exposition mit Cladribin in der Konzentration 10 uM
zum Zeitpunkt 3 d im Vergleich zur Kontrollsubstanz (Abb. 15 A‘). Zum Zeitpunkt 1 d
zeigte sich ein marginaler, nicht-signifikanter reduktiver Trend der Zellzahl nach

Exposition mit Cladribin in den Konzentrationen 1 yM sowie 10 uM (Abb. 15 A).

Um den Einfluss von Cladribin auf die Proliferationsrate von Astrozyten zu untersuchen,
erfolgten parallel zu den Dosistitrationsversuchen immunzytochemische Analysen von
Ki-67-positiven Astrozyten unter Exposition mit Cladribin (0,1 uM, 1 uM oder 10 uM)
oder der Kontrollsubstanz DMSO nach 1 d und 3 d (Abb. 15 B-B*). Ergebnisse zeigten,
dass es konzentrationsabhangig nach Stimulation mit Cladribin (10 uM) nach 1 d zu
einer signifikanten Abnahme des prozentualen Anteils Ki-67-positiver Astrozyten an der
Gesamtzahl GFAP-positiver Zellen im Vergleich zur Kontrolle sowie im Vergleich zur
Exposition mit Cladribin in einer geringeren Konzentration (0,1 uM) kam (Abb. 15 B).
Zudem zeigte sich ein signifikanter Rickgang des Anteils Ki-67-positiver Astrozyten an
der Gesamtanzahl GFAP-positiver Zellen nach Stimulation mit Cladribin (1 yM) im
Vergleich zur Stimulation mit Cladribin in einer geringeren Konzentration (0,1 uM) nach
1d (Abb.15B). Nach 3d lasst sich ein Ruckgang des prozentualen Anteils
Ki-67-positiver Zellen lediglich fur eine Cladribinkonzentration von 10 uM darstellen,
jedoch ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz (Abb. 15 B’). Insgesamt fallt der
Anteil Ki-67-positiver Astrozyten bezogen auf die Gesamtzellzahl GFAP-positiver Zellen
nach 3 d deutlich geringer aus als nach 1 d (Abb. 15 B-B’).
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Im Vergleich zum zytoreduktiven Effekt von Cladribin auf Mikrogliazellen
(s. Kapitel 3.2.1) zeigte sich in der Astrozytenzellkultur zwar auch eine
konzentrationsabhangige Abnahme der Zellzahl, jedoch in geringerem Ausmal. Da
lediglich eine statistisch signifikante Abnahme der astrozytaren Zellzahl nach Exposition
mit Cladribin in der Konzentration 10 uM zum Zeitpunkt 3 d gemessen werden konnte
und zum Zeitpunkt 1 d flir alle drei gewahlten Konzentrationen keine zytoreduktiven
Effekte detektiert werden konnten, wurden die nachfolgenden Studien mit allen drei

gewahlten Konzentrationen fortgesetzt.
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Abb. 15: Quantitative Analysen sowie visuelle Darstellung immunzytochemischer
Farbungen einer in unterschiedlichen Konzentrationen mit Cladribin exponierten
Astrozytenzellkultur.

(A-A") Quantitative Analysen DAPI-positiver Astrozyten nach Exposition mit Cladribin (0,1 pM,
1 uM, 10 pM) oder der Kontrollsubstanz DMSO nach 1 d und 3 d. (B-B‘) Quantitative Analysen
des Anteils der Ki-67-positiven Astrozyten im Vergleich zur Gesamtzahl der GFAP-positiven
Astrozyten nach Exposition mit Cladribin (0,1 uM, 1 uM, 10 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO
nach 1d und 3 d. (C) Reprasentative, visuelle Darstellung immunzytochemischer Farbungen
gegen GFAP (rot), DAPI (blau) und Ki67 (griin) positiver Astrozyten unter Exposition mit Cladribin
und DMSO in den Konzentrationen 10 uM, 1 yM und 0,1 yM zum Zeitpunkt 1 d. Es zeigte sich
eine Abnahme der Anzahl DAPI-positiver Astrozyten unter Exposition mit Cladribin nach 1 d und
3d (A-A’) mit Nachweis einer statistischen Signifikanz nach Exposition mit Cladribin in der
Konzentration 10 uM nach 3 d im Vergleich zur Kontrollsubstanz (A'). Zudem zeigte sich ein
Ruckgang in der Ki-67 Expression unter Exposition mit Cladribin in einer Konzentration von 1 yM
und 10 pM zum Zeitpunkt 1 d mit Nachweis einer statistischen Signifikanz fur die Konzentration
10 yM im Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO sowie zur Exposition mit 0,1 yM und fir die
Exposition mit 1 yM Cladribin im Vergleich zur Exposition mit 0,1 uM Cladribin (B). Zum Zeitpunkt
3 d zeigte sich ein statistisch nicht-signifikanter Rickgang der Ki-67-positiven Astrozyten lediglich
fur die Cladribinkonzentration 10 pM im Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO (B*). Generell fiel
der Anteil Ki-67-positiver Zellen nach 3 d deutlich geringer aus als zum Zeitpunkt 1 d (B-B‘). Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte £ SEM aus n =3 unabhangigen Experimenten. Zweifache
Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: * p < 0,05, ** p < 0,01, n.s. nicht signifikant. 20-fache
VergroRerung; MalRstabsbalken 100 uM.

58



3.3.2 Cladribin moduliert die Genexpression in naiven Astrozyten:
Regeneration und Proinflammation

Astrozyten vermitteln u.a. immunmodulatorische Effekte im ZNS und kénnen im Kontext
der MS sowohl zur Proinflammation beitragen als auch neuroregenerative Effekte
beeinflussen (Liddelow et al., 2017; Neal et al., 2018). Uber IGF-1 sind Astrozyten fahig,
auf Mikrogliazellen antiinflammatorisch Einfluss zu nehmen sowie Neuronen vor
oxidativem Stress zu schutzen (Genis et al., 2014; Labandeira-Garcia et al., 2017). Ein
weiterer, mit Neuroprotektion assoziierter Marker ist TGF-. TGF-B hemmt im Rahmen
der MS die Proliferation von B-Zellen sowie die Antikdrperproduktion und hat zudem
positive Effekte auf Migration und Differenzierung von Oligodendrozyten (Kerkering et
al.,, 2023). IL-6 ist ein Zytokin mit zahlreichen Funktionen, und kann sowohl
proinflammatorische als auch antiinflammatorische Prozesse modulieren, indem es in
Makrophagen zur Ausschittung antiinflammatorischer Zytokine beitragt (Janssens et al.,
2015) jedoch auch zur Aktivierung antigenprasentierender Zellen flihrt (Ireland et al.,
2015). TNF-a wird zudem durch proinflammatorisch polarisierte Astrozyten sekretiert
(Correale & Farez, 2015) und tragt im Kontext der MS Uber die Schadigung von
Oligodendrozyten zur Demyelinisierung bei (Probert et al., 2000).

Es erfolgten relative Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR von einer mit Cladribin
(0,1 uM, 1 uM, 10 pM) oder der Kontrollsubstanz DMSO stimulierten Astrozytenzellkultur
nach 1d und 3d. Es wurde die relative Genexpression von verschiedenen, mit
Regeneration (Abb. 16 A-B“) oder Proinflammation (Abb. 17 A-A*) assoziierten
astrozytaren Genen sowie des in Astrozyten pleiotropen IL-6 (Abb. 17 B-B*) gemessen.
Ergebnisse zeigten einen signifikanten Abfall der relativen Genexpression des
antiinflammatorischen IGF-1 nach Exposition mit Cladribin in der Konzentration 10 uM
im Vergleich zur Kontrolle nach 1 d (Abb. 16 A*). Dieser Effekt liel3 sich auch nach 3 d,
jedoch in geringerer Auspragung und ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz,
beobachten (Abb. 16 A“). Eine ahnliche, jedoch statistisch nicht-signifikante Tendenz
zeigte sich zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d nach Cladribinexposition in der Konzentration
0,1 uM (Abb. 16 A). Hinsichtlich der relativen Genexpressionsanalysen fir TGF-f lie3en
sich ahnliche Tendenzen beobachten. Hier zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall
der relativen Genexpression von TGF-B nach Exposition mit Cladribin in der
Konzentration 0,1 uM Uber die Zeit (Abb. 16 B) sowie nach Exposition mit Cladribin
(10 yM) zum Zeitpunkt 1 d im Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO (Abb. 16 B*).
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Abb. 16: Relative Genexpressionsanalysen von mit Regeneration assoziierten
astrozytaren Genen nach Exposition mit Cladribin.

(A-B“) gRT-PCR Analysen der relativen (A-A")IGF-1, (B-B“) TGF-R-Genexpression nach
Exposition mit Cladribin oder der Kontrollsubstanz DMSO in verschiedenen Konzentrationen
(A, B) 0,1 uM, (A, BY) 1 uM, (A", BY) 10 uyM nach 1d und 3 d. Die Resultate zeigten einen
Ruckgang der relativen IGF-1 Expression unter Exposition mit Cladribin in nahezu allen
untersuchten Konzentrationen zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d im Vergleich zur Kontrollsubstanz
(A-A"), wobei der Effekt nur fur die Exposition mit 10 yuM Cladribin zum Zeitpunkt 1 d statistisch
signifikant war (A*). Des Weiteren kam es zu einer Reduktion der relativen Genexpression von
TGF-B unter Cladribinexposition in fast allen der drei untersuchten Konzentrationen zu den
Zeitpunkten 1d und 3 d (B-B“) mit Nachweis einer statistischen Signifikanz sowohl fir die
Exposition mit Cladribin in der Konzentration 0,1 uM nach 3 d (B) als auch fiir die Genexpression
nach Exposition mit 10 yM Cladribin zum Zeitpunkt 1 d im Vergleich zur Kontrollsubstanz (B“).
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM aus n=6 (1d) und n=3 (3 d) unabhangigen
Experimenten. Zweifache Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: * p < 0,05, *** p < 0,001,
n.s. nicht signifikant.

Hinsichtlich des proinflammatorischen TNF-a zeigte sich allenfalls ein reduzierender,
statistisch  nicht-signifikanter Trend in der relativen Genexpression unter
Cladribinexposition in allen untersuchten Konzentrationen sowohl zum Zeitpunkt 1 d als
auch zum Zeitpunkt 3 d im Vergleich zur Kontrollsubstanz (Abb. 17 A-A*). Des Weiteren
zeigte sich ein signifikanter Anstieg der relativen Genexpression von IL-6 nach
Exposition mit Cladribin (10 yM) nach 1 und 3 d im Vergleich zur Kontrolle sowie Uber
die Zeit nach 3 d unter Exposition mit Cladribin (10 uM) (Abb. 17 B*). Dieser Effekt liel3
sich auch in den Astrozytenkulturen beobachten, die mit einer geringeren Konzentration
von Cladribin (0,1 uM und 1 uM) exponiert waren, allerdings ohne Nachweis einer
statistischen Signifikanz (Abb. 17 B, B’). Interessanterweise verdoppelte sich die relative
IL-6-Genexpression der cladribinexponierten Astrozytenkultur zum Zeitpunkt 3 d in

Abhangigkeit der gewahlten Konzentration (Abb. 17 B', B“). Nachfolgend war es hier von
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Interesse zu untersuchen, ob Astrozyten unter Cladribinexposition auch vermehrt IL-6
sezernieren. ELISA-basierte Analysen anhand von Zellkulturiiberstdnden von mit
Cladribin in der Konzentration 10 uM exponierten Astrozyten nach 1 d und 3 d konnten
die auf Genexpressionsebene gemessenen, statistisch signifikanten Ergebnisse jedoch
nicht bestatigen (Abb. 18 A). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
astrozytaren IL-6-Sekretion nach Exposition mit Cladribin im Vergleich zur
Kontrollsubstanz DMSO (Abb. 18).
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Abb. 17: Relative Genexpressionsanalysen des mit Proinflammation assoziierten
astrozytaren Gens TNF-a sowie des in Astrozyten pleiotropen IL-6 nach
Cladribinexposition.

(A-B*) qRT-PCR Analysen der relativen, (A-A”) TNF-a sowie (B-B“) IL-6-Genexpression nach
Stimulation mit Cladribin oder der Kontrollsubstanz DMSO in unterschiedlichen Konzentrationen
(A, B) 0,1 uM, (A, BY) 1 uM, (A%, B¥) 10 uM nach 1d und 3 d. Es zeigte sich ein statistisch
nicht-signifikanter, reduktiver Trend in der relativen TNF-a-Genexpression unter Exposition mit
allen Konzentrationen von Cladribin zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d (A-A”). Nach Exposition mit
Cladribin in den Konzentrationen 1 uM und 10 yM kam es zu einer Zunahme der relativen IL-6
Genexpression zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d im Vergleich zur Kontrollsubstanz (B‘-B“), die
statistisch signifikant und am grofiten ausgepragt war fur die Exposition mit 10 uM Cladribin (B*).
Fir die Exposition mit 0,1 yM Cladribin konnte lediglich ein statistisch nicht-signifikanter
marginaler Trend fur den Zeitpunkt 1 d beobachtet werden (B). Die gezeigten Daten sind
Mittelwerte £+ SEM aus n=6 (1d) und n=3 (3d) unabhangigen Experimenten. Zweifache
Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: * p < 0,05, ** p < 0,01, n.s. nicht signifikant.
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Abb. 18: Darstellung der astrozytaren IL-6-Freisetzung nach Exposition mit Cladribin.

ELISA-basierte Analysen der IL-6-Sekretion von mit Cladribin (10 uM) oder der Kontrollsubstanz
DMSO stimulierten Astrozyten nach 1 d und 3 d. Analysen zeigten keinen statistisch signifikanten
Unterschied in der astrozytaren IL-6-Sekretion nach Exposition mit Cladribin im Vergleich zur
Kontrollsubstanz DMSO nach 1 d oder 3 d. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM aus n = 6
unabhangigen Experimenten. Zweifache Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: n.s. nicht
signifikant

3.3.3 Cladribin moduliert die Genexpression in naiven Astrozyten:
Chemokine

Uber die Ausschittung von Chemokinen, u.a. CCL5 und CXCL10, kénnen Astrozyten in
entzindlicher Umgebung zur Rekrutierung von Makrophagen, dendritischen Zellen und
T-Zellen in das ZNS beitragen und so die Entziindung vorantreiben (Jalosinski et al.,
2008; Blandford et al., 2023).

Um eine mogliche Modulation von Cladribin auf die Genexpression dieser Chemokine
zu untersuchen, erfolgten relative Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR von einer
mit Cladribin (0,1 uM, 1 pM, 10 pM) oder der Kontrollsubstanz DMSO stimulierten
Astrozytenzellkultur nach 1 d und 3 d (Abb. 19 A-B*). Bezlglich CCL5 zeigte sich ein
geringer, statistisch nicht-signifikanter Anstieg der relativen Genexpression unter
Exposition mit Cladribin in den Konzentration 1 uM sowie 10 yM zu den Zeitpunkten 1 d
und 3d (Abb. 19 A-A*) sowie unter Exposition mit 0,1 yM Cladribin nach 1d im
Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO (Abb. 19 A). Obwohl zu keinem Zeitpunkt
statistisch signifikant, nahm der Effekt des Anstiegs der relativen CCL5-Genexpression
unter Cladribin mit steigender Konzentration zu (Abb. 19 A-A"). Zudem zeigte sich ein
statistisch signifikanter Anstieg in der Genexpression von CXCL10 nach Exposition mit
Cladribin (10 yM) nach 1d und 3d im Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO
(Abb. 19 B”). Dieser Effekt lie sich auch nach Stimulation mit Cladribin (1 pM)
beobachten, allerdings in geringerer Auspragung und ohne Nachweis einer statistischen
Signifikanz (Abb. 19 B).
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Abb. 19: Genexpressionsanalysen von Chemokine-codierenden Genen nach Exposition
der Astrozyten mit Cladribin.

(A-B*) gRT-PCR Analysen der relativen (A-A”) CCL5 und (B-B*) CXCL10-Genexpression nach
Exposition mit Cladribin oder der Kontrollsubstanz DMSO in unterschiedlichen Konzentrationen
(A, B) 0,1 uM, (A", BY) 1 uM, (A*, B*) 10 yM nach 1d und 3 d. Die Ergebnisse zeigten einen
geringen, nicht-signifikanten Anstieg der relativen Genexpression von CCL5 nach Exposition mit
allen untersuchten Konzentrationen von Cladribin nach 1 d (A-A*) sowie in den Konzentrationen
1 yM und 10 pM auch zum Zeitpunkt 3 d (A'-A"). Dieser Trend nahm mit steigender Konzentration
von Cladribin zu (A‘, A*). Zudem zeigte sich ein nicht-signifikanter Anstieg der relativen
CXCL10-Genexpression nach Exposition mit Cladribin in den Konzentrationen 0,1 yM und 1 uM
zum Zeitpunkt 1 d (B-B‘) sowie in der Konzentrationen 1 uM auch zum Zeitpunkt 3 d (B‘). Fir die
Cladribinexposition in der Konzentration 10 uM zeigte sich fir beide untersuchten Zeitpunkte ein
signifikanter Anstieg der relativen Genexpression im Vergleich zur Kontrollsubstanz DMSO (B*).
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM aus n=6 (1d) und n=3 (3 d) unabhangigen
Experimenten. Zweifache Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: * p <0,05, n.s. nicht
signifikant.

3.3.4 Cladribin moduliert die Genexpression in mit TNF-a vorstimulierten
Astrozyten: Regeneration und Proinflammation

Eine vorherige in vitro Studie in murinen Mikrogliazellen hat gezeigt, dass die durch
Cladribin vermittelten Effekte nur in pro- oder antiinflammatorisch polarisierten Zellen
auftraten (Jgrgensen et al., 2020). Fir dieses Dissertationsprojekt war es daher von
Interesse, in einem nachsten Schritt die astrozytdare Genexpression unter
Cladribinexposition in einer bereits inflammatorisch polarisierten Astrozytenkultur zu
untersuchen. Eine Studie von Liddelow und Kollegen zeigte, dass TNF-a in der Lage ist,
in vivo in Astrozyten einen proinflammatorischen Phanotyp hervorzurufen (Liddelow et
al.,, 2017). Basierend hierauf wurde die Astrozytenkultur mit rekombinantem TNF-a
vorstimuliert bzw. es erfolgte alternativ die simultane Exposition der Astrozytenkultur mit
TNF-a und Cladribin.

63



Es ist bekannt, dass proinflammatorisch vorstimulierte Astrozyten in der Lage sind, CCL5
zu exprimieren und dadurch die Migration von Entziindungszellen an den Ort der
Entzindung zu férdern (Choi et al., 2014). Zudem schitten mit TNF-a
proinflammatorisch stimulierte Astrozyten das neurotoxische Protein LCN2 aus (Jung et
al., 2023). Uber VEGF-A kommt es u.a. durch die Neoangiogenese von durchléssigen
BlutgefalRen zu einer Zunahme der Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke und dem
Voranschreiten der Entziindung (Argaw et al., 2012; Shahriar et al., 2024). Uber eine
vermehrte Expression von iNOS und daraus resultierender NO-Freisetzung kommt es
zur axonalen Schadigung und Stérung der Integritat der Blut-Hirn-Schranke (Smith &
Lassmann, 2002). PTX3-vermittelt, tragen Astrozyten dagegen zur Integritat der

Blut-Hirn-Schranke bei und vermitteln so neuroprotektive Effekte (Shindo et al., 2016).

Es wurden relative Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR von einer
Astrozytenzellkultur nach 24 h Vorstimulation mit TNF-a (T, 10 ug/ml) oder der
Kontrollsubstanz PBS mit 0,5 % BSA (bT) sowie folgender Stimulation mit Cladribin
(C, 10 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO (D) sowie nach simultaner Stimulation mit
TNF-a (T, 10 pg/ml) oder der Kontrollsubstanz PBS mit 0,5 % BSA (bT) und Cladribin
(C, 10 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO (D) nach 1d und 3 d durchgefiihrt. Es

wurde die relative Genexpression von verschiedenen, mit Regeneration (Abb. 20 A-B*)

oder Proinflammation (Abb. 21 A-D‘) assoziierten Genen gemessen. Die Resultate
zeigten einen statistisch hoch-signifikanten Anstieg der relativen PTX3-Genexpression
zwischen simultaner Exposition mit TNF-a und Cladribin im Vergleich zur
ausschlielichen Exposition mit TNF-a zum Zeitpunkt 1 d (Abb. 20 A). Zum Zeitpunkt 3 d
zeigte sich weiterhin ein Anstieg der relativen PTX3-Genexpression der simultan mit
TNF-a und Cladribin exponierten Astrozytenkultur. Dieser Anstieg war jedoch weniger
ausgepragt als zum Zeitpunkt 1 d und statistisch nicht-signifikant (Abb. 20 A®). Der
gleiche Effekt zeigte sich in der Vorstimulationsbedingung nach 1 d, hier weniger stark
ausgepragt und statistisch nicht-signifikant im Vergleich zur simultanen Exposition der
Astrozytenkultur mit TNF-a und Cladribin, und starker ausgepragt zum Zeitpunkt 3 d
(Abb. 20 A-A") mit Nachweis einer statistischen Signifikanz (Abb. 20 A‘). Zudem zeigte
sich ein statistisch signifikanter Anstieg in der relativen Genexpression von IL-6 zwischen
Exposition mit TNF-a und Cladribin im Vergleich zur ausschlieRlichen Exposition mit
TNF-a in beiden untersuchten Stimulationsbedingungen nach 1d und 3d
(Abb. 20 B-B). Dieser Effekt stellte sich in der proinflammatorisch polarisierten

Astrozytenkultur groRer dar als unter der simultanen Exposition (Abb. 20 B-B).
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Abb. 20: Genexpressionsanalysen von PTX3 sowie von IL-6 in Astrozyten nach simultaner
Exposition mit TNF-a und Cladribin sowie nach Vorstimulation mit TNF-a und
nachfolgender Exposition mit Cladribin.

(A-B') gRT-PCR Analysen der relativen (A-A‘) PTX3, (B-B‘) IL-6 Genexpression nach simultaner
Stimulation mit TNF-a (T, 10 pg/ml) oder der Kontrollsubstanz (bT) und Cladribin (C, 10 uM) oder
der Kontrollsubstanz (D) sowie nach proinflammatorischer Polarisierung durch Vorstimulation mit
TNF-a (T, 10 yg/ml) oder der Kontrollsubstanz (bT) sowie nachfolgender Exposition mit Cladribin
(C, 10 yM) oder der Kontrollsubstanz (D) nach 1 d und 3 d. Die Resultate zeigten einen statistisch
hoch-signifikanten Anstieg der relativen PTX3-Genexpression zwischen simultaner Stimulation
mit TNF-a und Cladribin im Vergleich zur ausschliel3lichen Stimulation mit TNF-a nach 1 d (A).
Dieser Effekt liefd sich auch nach 3 d beobachten, ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz
(AY). In der Vorstimulationsbedingung zeigte sich ebenfalls ein Anstieg in der relativen
PTX3-Genexpression nach Exposition der Astrozyten mit TNF-a und Cladribin im Vergleich zur
alleinigen Exposition mit TNF-a zum Zeitpunkt 1 d und 3 d (A-A’), mit Nachweis einer statistischen
Signifikanz flr den Zeitpunkt 3 d (A'). Die Resultate zeigten zudem einen hoch-signifikanten
Anstieg der relativen IL-6-Genexpression nach Exposition mit TNF-a und Cladribin im Vergleich
zur ausschlief3lichen Exposition mit TNF-a, sowohl unter Vorstimulation als auch unter simultaner
Stimulation zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d, wobei dieser Effekt in der Vorstimulationsbedingung
deutlich starker ausgepragt war (B-B‘). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte + SEM aus
n=6 (PTX3) und n= 7 (IL-6) unabhangigen Experimenten. Zweifache Varianzanalyse mit
Schnelltest nach Tukey: *** p £ 0,001, * p < 0,05, n.s. nicht signifikant.
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Hinsichtlich der mit Proinflammation assoziierten Gene zeigte sich fiir CCL5 lediglich ein
geringer, statistisch nicht-signifikanter Anstieg der relativen Genexpression in der
simultanen Stimulation unter Exposition mit TNF-a und Cladribin im Vergleich zur
alleinigen Exposition mit TNF-a (Abb. 21 A). In den anderen Bedingungen und
Zeitpunkten blieb die relative CCL5-Genexpression unreguliert (Abb. 21 A, A'). FuriNOS
zeigte sich in der Vorstimulationsbedingung ein Anstieg der Genexpression unter
alleiniger Exposition mit TNF-a sowie unter Exposition mit TNF-a und Cladribin im
Vergleich zu den Bedingungen ohne TNF-a-Exposition nach 1d (Abb. 21 B). Zum
Zeitpunkt 3 d zeigte sich eine insgesamt verringerte iINOS-Genexpression. Zudem
konnte ein Anstieg der relativen Genexpression unter Exposition mit TNF-a und
Cladribin im  Vergleich zur alleinigen Exposition mit TNF-a in der
Vorstimulationsbedingung detektiert werden, ohne Nachweis einer statistischen
Signifikanz (Abb. 21 B'). Bezlglich der relativen Genexpression von VEGF-A konnte zu
keinem der untersuchten Zeitpunkte eine Regulation beobachtet werden (Abb. 21 C, C°).
Die Genexpression von LCN2 blieb unter simultaner Exposition mit TNF-a und Cladribin
zum Zeitpunkt 1 d unreguliert. Es zeigte sich hier lediglich zum Zeitpunkt 3 d ein
geringer, statistisch nicht-signifikanter, ansteigender Trend in der astrozytaren LCN2-
Genexpression, der Uber dem Niveau der alleinigen Exposition mit TNF-a lag (Abb.
21 D, D'). Hinsichtlich der vorherigen Exposition der Astrozytenkultur mit TNF-a und
nachfolgender Cladribinexposition konnte der gleiche Trend wie unter den simultanen
Bedingungen gemessen werden, jedoch mit groRerem, statistisch nicht-signifikantem
Anstieg der relativen LCN2-Genexpression zum Zeitpunkt 3 d, der sich im Vergleich zu
der alleinigen TNF-a Exposition jedoch nahezu verdoppelte (Abb. 21 D). Auch wenn
keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte, war es nachfolgend von Interesse
zu untersuchen, ob sich dieser Trend auch auf Proteinebene abbilden lie3. Hierzu
erfolgten ELISA-basierte Analysen von Zellkulturiberstanden von mit TNF-a (10 pg/ml)
oder der Kontrollsubstanz PBS mit 0,5 % BSA vorstimulierten und im Anschluss mit
Cladribin (10 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO exponierten Astrozyten nach 3 d
(Abb. 21 D*). Hier zeigte sich eine erhdhte LCN2-Sekretion sowohl der Astrozyten, die
ausschlie8lich mit TNF-a exponiert waren, als auch der Astrozyten, die mit TNF-a und
Cladribin exponiert waren, im Vergleich zu den Kontrollbedingungen mit Nachweis einer
statistischen Signifikanz zwischen der Kontrollbedingung und der Exposition mit TNF-a
und Cladribin. Es konnte jedoch kein Unterschied in der LCN2-Sekretion der
Astrozytenzellkultur zwischen alleiniger TNF-a-Exposition und der Kombination aus
TNF-a-Exposition und nachfolgender Exposition mit Cladribin detektiert werden
(Abb. 21 D*).
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Abb. 21: Genexpressionsanalysen von mit Proinflammation assoziierten Genen in
Astrozyten nach simultaner Exposition mit TNF-a und Cladribin oder nach Praexposition
mit TNF-a und folgender Exposition mit Cladribin sowie Darstellung der astrozytaren
LCN2-Freisetzung nach proinflammatorischer Polarisation und nachfolgender
Cladribinexposition.

(A-DY) gqRT-PCR Analysen der relativen (A-A') CCLS5, (B-B) iINOS, (C-C) VEGF-A, (D-DY)
LCN2-Genexpression nach simultaner Exposition mit TNF-a (T, 10 ug/ml) oder der
Kontrollsubstanz (bT) und Cladribin (C, 10 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO (D) sowie nach
Vorstimulation mit TNF-a (T, 10 ug/ml) oder der Kontrollsubstanz (bT) sowie folgender Exposition
mit Cladribin (C, 10 yM) oder der Kontrollsubstanz DMSO (D) nach 1d und 3d.
(D*) ELISA-basierte Analysen der LCN2-Sekretion nach Exposition mit TNF-a (T, 10 ug/ml) oder
der Kontrollsubstanz (bT) sowie folgender Exposition mit Cladribin (C, 10 yM) oder der
Kontrollsubstanz DMSO (D) nach 3 d. Es zeigte sich ein geringer, statistisch nicht-signifikanter
Anstieg in der relativen CCL5-Expression nach simultaner Exposition mit TNF-a und Cladribin im
Vergleich zur ausschliellichen Exposition mit TNF-a zum Zeitpunkt 1 d (A). In den weiteren
Bedingungen war keine Regulation nachweisbar. Des Weiteren konnte ein Anstieg der relativen
iINOS-Expression nach alleiniger Exposition mit TNF-a sowie nach Exposition mit TNFa und
Cladribin in der Vorstimulationsbedingung im Vergleich zu den Bedingungen ohne TNF-a
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detektiert werden zu den Zeitpunkten 1 d und 3 d, wobei der Effekt zum Zeitpunkt 1 d grof3er war.
Zum Zeitpunkt 3 d zeigte sich eine insgesamt verringerte iINOS-Genexpression sowie ein
statistisch nicht-signifikanter Anstieg der relativen Genexpression unter Exposition mit TNF-a und
Cladribin im Vergleich zur alleinigen Exposition mit TNF-a in der Vorstimulationsbedingung (B-
BY). Bezuglich VEGF-A zeigte sich keine Regulation der Genexpression in den untersuchten
Bedingungen (C). Hinsichtlich des Gens LCN2 zeigte sich zum Zeitpunkt 1 d in der simultanen
Bedingung keine Regulation der relativen Genexpression (D). Zum Zeitpunkt 3 d zeigte sich ein
nicht-signifikanter Anstieg der relativen Genexpression von LCN2 nach Exposition mit TNF-a und
Cladribin im Vergleich zur alleinigen Exposition mit TNF-a in beiden Bedingungen, wobei der
Effekt in der Vorstimulationsbedingung gréRBer war (D). Die Resultate der ELISA-basierten
Analysen zeigten einen Anstieg der LCN2-Sekretion zwischen den Versuchsbedingungen mit
TNF-a-Exposition und ohne TNF-a-Exposition mit Nachweis einer statistischen Signifikanz
zwischen der Exposition mit TNF-a und Cladribin im Vergleich zur Kontrollbedingung ohne
Exposition mit TNF-a oder Cladribin. Zwischen der alleinigen Exposition mit TNF-a sowie der
kombinierten Exposition mit TNF-a und Cladribin konnte kein Effekt detektiert werden (D*). Die
gezeigten Daten sind Mittelwerte £ SEM aus n =7 (A-A"), n =3 (B-Bf), n=6 (C-C‘, D-D‘) und
n =5 (D") unabhangigen Experimenten. (A-D‘) Zweifache Varianzanalyse mit Schnelltest nach
Tukey: n.s. nicht signifikant. (D*) Einfache Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey: * p < 0,05,
n.s. nicht signifikant.

3.3.5 Effekte von Cladribin auf die Genexpression in mit TNF-a
vorstimulierten Astrozyten: Glianarbe

Neben der Fahigkeit von Astrozyten Uber die Expression und Sekretion unterschiedlicher
Molekile sowohl in pro- als auch antiinflammatorischer Hinsicht Einfluss auf das
Entzindungsgeschehen im Rahmen der MS zu nehmen, ist eine ihrer entscheidenden
Aufgaben im entzliindlich veranderten ZNS die Beteiligung an der Bildung einer glidsen
Narbe. Dadurch kommt es im Kontext der MS neben einer Eindammung und rdumlichen
Begrenzung der entzundlichen Bereiche auch zu hemmenden Effekten beispielsweise
auf  Oligodendrozyten und somit nachfolgend zur Einschrankung von
Remyelinisierungsprozessen (Correale & Farez, 2015). Von reaktiven Astrozyten im
Rahmen der Bildung einer glidsen Narbe produzierte CSG wie ACAN und BCAN Uben
hemmende Einflisse auf die Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
sowie das axonale Wachstum aus (Kamermans et al., 2019, Feliu et al., 2020). An der
Bildung dieser CSG beteiligt sind die Enzyme CHST11, XYLT1 sowie der
Transkriptionsfaktor SOX9 (Gris et al., 2007) und als weiteres Enzym CSGALNACT1
(Igarashi et al., 2018). Das Transmembranprotein AQP4 ist von Bedeutung fur die
Migration der Astrozyten zum Ort der Narbenbildung (Verkman et al., 2006) und das
Zelladhasionsmolekil CDH2 vermittelt Zellkontakte im Rahmen der glidsen
Narbenbildung (Vazquez-Chona & Geisert, 1999).

Um mogliche Einflisse von Cladribin auf diese Rolle der Astrozyten zu untersuchen,
erfolgten Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR von einer mit TNF-a (T, 10 pg/ml)

oder der Kontrollsubstanz (bT) vorstimulierten, und im Anschluss mit Cladribin (C,
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10 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO (D) exponierten Astrozytenzellkultur nach 3 d
(Abb. 23 A-H). Die Ergebnisse zeigten einen geringen, statistisch nicht-signifikant
ansteigenden Trend in der relativen Genexpression von ACAN nach Exposition mit
Cladribin und vorheriger Stimulation mit TNF-a im Vergleich zur alleinigen Exposition mit
TNF-a (Abb. 23 A). Zudem zeigt sich ein signifikanter Anstieg der relativen
Genexpression von ACAN nach Exposition ausschlie3lich mit Cladribin im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 23 A). Im Gegensatz dazu zeigte sich ein statistisch signifikanter Abfall
in der relativen Genexpression von BCAN nach Exposition ausschlief3lich mit Cladribin
im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 23 B). Diese Tendenz liel3 sich auch unter Exposition
mit TNF-a und Cladribin im Vergleich zur alleinigen Exposition mit TNF-a beobachten,
jedoch ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz (Abb. 23 B). Fur AQP4 konnte
keine Regulation der relativen Genexpression detektiert werden (Abb. 23 C). Hinsichtlich
der Gene CHST11, CSGALNACT1 und XYLT1 konnte ein marginaler, statistisch
nicht-signifikanter Anstieg der relativen Genexpression beobachtet werden, nach
Cladribinexposition sowohl in naiven als auch in mit TNF-a proinflammatorisch
polarisierten Astrozyten (Abb. 23 E, F, H). Des Weiteren konnte ein milder, statistisch
nicht-signifikanter Abfall in der relativen Genexpression von CDH2 nach Exposition mit
TNF-a und Cladribin im Vergleich zur alleinigen Exposition mit TNF-a detektiert werden.
Es zeigte sich fir die alleinige Cladribinexposition im Vergleich zur Kontrolle sogar ein
signifikanter Abfall der relativen CDH2-Genexpression (Abb. 23 D). Zudem zeigte sich
ein statistisch signifikanter Abfall in der relativen Genexpression von SOX9, sowohl nach
ausschlieBlicher Exposition mit Cladribin im Vergleich zur Kontrolle als auch nach
Vorstimulation mit TNF-a und anschlieBender Cladribinexposition im Vergleich zur
ausschliellichen Stimulation mit TNF-a (Abb. 23 G). Insgesamt blieb jedoch die
Regulation der untersuchten Gene durch Cladribin, bis auf SOX9, in der vorher durch

TNF-a entziindlich polarisierten Astrozytenkultur unbeeinflusst.
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Abb. 23: Genexpressionsanalysen von mit glioser Narbenbildung assoziierten Genen in
Astrozyten nach Exposition zu TNF-a und nachfolgender Exposition zu Cladribin

(A-H) gRT-PCR Analysen der relativen (A) ACAN, (B) BCAN, (C) AQP4, (D) CDH2, (E) CHST11,
(F) CSGALNACT1, (G) SOX9, (H) XYLT1-Genexpression nach Vorstimulation mit TNF-a
(T, 10 pg/ml) oder der Kontrollsubstanz (bT) flir 24 h sowie nachfolgender Exposition zu Cladribin
(C, 10 uM) oder der Kontrollsubstanz DMSO (D) nach 3 d. Die Resultate zeigten einen statistisch
signifikanten Abfall der relativen Genexpression von SOX9 nach Exposition zu TNF-a und
Cladribin im Vergleich zur alleinigen Exposition zu TNF-a (G). Hinsichtlich der weiteren
untersuchten Marker zeigten sich statistisch signifikante Effekte nur unter Exposition der naiven
Astrozyten zu Cladribin. Es kam zu einer statistisch signifikanten Abnahme der relativen
Genexpression von BCAN und CDH2 sowie zu einer statistisch signifikanten Zunahme der
relativen Genexpression von ACAN (A, B, D). Die gezeigten Daten sind Mittelwerte £+ SEM aus
n =6 unabhangigen Experimenten. Einfache Varianzanalyse mit Schnelltest nach Tukey:
*p<0,05 * p=<0,01, *** p <0,001, n.s. nicht signifikant.
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4 Diskussion

MS ist eine bisher unheilbare, chronisch-entziindliche, demyelinisierende
Autoimmunerkrankung des ZNS mit einem mittleren Erkrankungsalter von 32 Jahren
(The Multiple Sclerosis International Federation, 2020). Sie kennzeichnet sich durch eine
chronische Neuroinflammation, Zerstérung von Myelinscheiden mit nachfolgender
axonaler Schadigung und irreversibler Neurodegeneration aus. FUr die oft jungen
Patient*innen bedeutet dies haufig eine mit der Zeit zunehmende Behinderung und damit
verbundenen, starken Einschrankungen in der weiteren Lebensplanung (World Health
Organization, 2008). Der entscheidende Ausléser der MS bleibt weiterhin unbekannt und
mogliche Ausléser sowie Pathomechanismen sind Themen intensiver Forschungsarbeit
(Goodin et al., 2021; Bjornevik et al., 2022). Mikrogliazellen sowie Astrozyten kénnen
sowohl in pro- als auch in antiinflammatorischer Hinsicht auf die im Rahmen der MS
ablaufenden Pathomechanismen Einfluss nehmen und sowohl neuroprotektive Effekte
vermitteln als auch zum Fortschreiten der Erkrankung beitragen (Goldmann & Prinz,
2013; Correale & Farez, 2015; Orihuela et al., 2016). Trotz der Tatsache, dass die Vielfalt
der dahinterliegenden Zusammenhange noch nicht vollstandig erforscht ist, stellen sie
mogliche Zielstrukturen fir neue medikamentdse Therapien dar. Das Purinanalogon 2-
Chlor-2’-desoxyadenosin, auch unter dem Namen Cladribin bekannt und initial als
Chemotherapeutikum zur Behandlung der Haarzell-Leukamie angewandt (Estey et al.,
1992), ist seit 2017 in niedriger Dosis auch als immunmodulierendes Medikament in der
verlaufsmodifizierenden Therapie der hochaktiven RRMS zugelassen (Europaische
Arzneimittel Agentur, 2017; The Multiple Sclerosis International Federation, 2020). Es
reduziert nachweislich die Hirnatrophie sowie die Behinderungszunahme (De Stefano et
al., 2018; Giovannoni et al., 2021). Neben seiner gut beschriebenen zytoreduktiven
Wirksamkeit auf Immunzellen wie B- und T-Lymphozyten (Stuve et al., 2019), stellt
Cladribin einen verlaufsmodifizierenden Wirkstoff dar, durch den eine anhaltende
Immunrekonstitution erreicht werden kann (Holm Hansen et al., 2023; Ammoscato et al.,
2024; Holm Hansen et al., 2024). Die Tatsache, dass Cladribin liquorgangig ist, lasst
vermuten, dass Cladribin auch auf ZNS-ansassige Zellen wie Mikrogliazellen,
Oligodendrozyten und Astrozyten Effekte austiben konnte (Liliemark, 1997). Zu Beginn
dieses Dissertationsprojektes lagen erste Erkenntnisse vor, dass Cladribin in
Mikrogliazellen der Ratte die Proliferation hemmt sowie die Apoptose induziert (Singh et
al., 2012). Daher war es von groBem Interesse, im Rahmen dieses
Dissertationsprojektes zu untersuchen, welche Effekte Cladribin in einer nicht-

zytotoxischen Dosis sowohl auf naive als auch auf proinflammatorisch polarisierte
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Mikrogliazellen und Astrozyten ausubt und inwieweit Cladribin in der Lage ist,
Zellfunktionen dieser beiden Zellarten zu beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl Mikrogliazellen als auch Astrozyten der Ratte als mogliche Zielzellen von
Cladribin fungieren konnten, da Cladribin die Genexpression von im Kontext der MS

bekannter, proinflammatorischer und neurosupportiver Gene zu modulieren scheint.
4.1 Mikrogliazellen

4.1.1 Die Reduktion der mikroglialen Zellzahl durch Cladribin ist zeit- und
konzentrationsabhangig

Eine frihere in vitro Studie lieferte bereits Hinweise auf mogliche Wirkungsweisen von
Cladribin auf Mikrogliazellen der Ratte, durch die Vermittlung sowohl antiproliferativer
Effekte als auch durch die Induktion von Apoptose (Singh et al., 2012). Weitere in vitro
Studien in Mikrogliazellen aus der Maus sowie der Ratte zeigten zudem, dass Cladribin
als Prodrug in die Mikrogliazellen gelangt, eine intrazellulare Phosphorylierung jedoch
fur die Entfaltung seiner antiproliferativen und apoptotischen Wirkung notwendig ist
(Singh et al., 2012; Aybar et al.,, 2022), analog zur in Lymphozyten stattfindenden
Aktivierung von Cladribin (Carson et al., 1983). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass Cladribin in Mikrogliazellen die mit der intrinsischen Apoptose assoziierte
Caspase 9 aktiviert, welche zu den Initiatorcaspasen zahlt und im weiteren Verlauf die
Vorstufen der Effektorcaspasen aktiviert, was schliellich zur Spaltung von zellularen
Proteinen und zum gerichteten Zelltod fuhrt (Pan et al., 1998; Singh et al., 2012; Aybar
et al., 2022). Fur Cladribin konnte in vitro in Mikrogliazellen der Ratte zudem eine
vermehrte Spaltung und somit Aktivierung der mit dem intrinsischen Weg der Apoptose
assoziierten Effektorcaspase 3 nachgewiesen werden (Aybar et al., 2022). Gestitzt wird
die Annahme einer apoptotischen Wirkung durch den Nachweis einer
Cladribin-induzierten DNA-Fragmentation in Mikrogliazellen (Singh et al., 2012). In der
hier gezeigten Dissertationsarbeit konnte im Rahmen der Ermittlung einer fur
Mikrogliazellen nicht-zytotoxischen Dosis von Cladribin mittels immunzytochemischer
Farbungen ebenfalls gezeigt werden, dass Cladribin zeit- und konzentrationsabhangig
die mikrogliale Zellzahl reduziert, mit dem grof3ten, statistisch signifikanten Effekt fir eine
Exposition mit der hier gewahlten Hochstkonzentration von 10 uM Cladribin bei einer
Expositionsdauer von 5 Tagen (Abb.9 D, E). Auch in niedrigeren Konzentrationen
(0,5 yM und 1 pM) und nach kirzeren Expositionszeitraumen ist ein zytoreduktiver
Trend beobachtbar gewesen, jedoch ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz
(Abb. 9 B-E). Fir die Exposition mit 0,1 uM Cladribin konnte zu keinem Zeitpunkt eine
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wesentliche Reduktion der mikroglialen Zellzahl detektiert werden (Abb. 9 A). Die hier
prasentierten Ergebnisse stimmen mit weiteren, unabhangigen und mit verschiedenen
Konzentrationen von Cladribin durchgeflihrten in vitro Studien in Mikrogliazellen der
Ratte, der Maus sowie des Menschen (berein (Singh et al., 2012; Aybar et al., 2022;
Medeiros-Furquim et al., 2022). Die Beobachtung, dass eine signifikante Reduktion der
mikroglialen Zellzahl erst ab einer Expositionsdauer von 5 Tagen eintrat, ist
mdglicherweise erklarbar durch eine verzdgerte Induktion der Apoptose bei vorher
einsetzender antiproliferativer Wirkung (Singh et al., 2012). Diese Annahme wird durch
die Untersuchung von Aybar und Kollegen untermauert, die in vitro an murinen
Mikrogliazellen ebenfalls zeigten, dass die Inhibition der Proliferation von Mikrogliazellen
bei niedrigeren Dosen begann als der Nachweis der Apoptose (Aybar et al., 2022). Eine
mogliche Autophagie als Ursache fur die verzogerte Apoptose konnte nicht
nachgewiesen werden (Singh et al., 2012). Denkbar ware jedoch auch die Notwendigkeit
einer Akkumulation einer bestimmten Konzentration von Cladribin in der Mikrogliazelle,
bevor es zur Induktion von Apoptose kommt. Dieser Aspekt ist jedoch rein spekulativ.
Insgesamt ist unter Exposition mit der im Rahmen dieses Dissertationsprojektes
gewahlten Konzentration von 0,1 yM Cladribin von keiner relevanten apoptotischen
Wirkung auf Mikrogliazellen auszugehen, was sie ideal fur weitere Studien hinsichtlich

modulierender, nicht-zytotoxischer Effekte auf Mikrogliazellen machte.

4.1.2 Cladribin induziert die Genexpression von IGF-1 sowie der mit
Myelinphagozytose assoziierten Gene MERTK, TREM2 und P2Y6 in

Mikrogliazellen

Neben anderen krankheitsmodifizierenden, immunmodulatorisch  wirkenden
Medikamenten, fir die bereits gezeigt werden konnte, dass sie ihre Wirkung u.a. durch
Beeinflussung von Mikrogliazellen entfalten, wie beispielsweise Fingolimod (Noda et al.,
2013) oder Siponimod (Gruchot et al., 2022), scheint auch die Wirkungsweise von
Cladribin in der Therapie der MS Uber die bekannte, rein zytotoxische Wirkung auf
Lymphozyten hinauszugehen (Singh et al., 2012). Neben Einflissen auf DNA-Synthese,
DNA-Reparatur und Mitochondrienfunktionen, die zum gerichteten Zelltod von
Immunzellen fihren, scheint Cladribin auch zu zahlreichen immunmodulatorischen
Vorgangen beizutragen und so einen Teil seiner Wirkung in der Therapie der MS zu
entfalten (Jacobs et al., 2018). In diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt
werden, dass Cladribin in peripheren mononuklearen Blutzellen zu einer erhéhten
Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-10 flhrt (Korsen et al.,

2015). Um mdgliche modulatorische Effekte des nachgewiesenermalen liquorgangigen
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Cladribin auf Mikrogliazellen zu untersuchen, erfolgten zunachst Analysen der relativen
Genexpression bestimmter im Kontext der MS bekannter, mit Regeneration,
Proinflammation oder Phagozytose assoziierter Gene nach Exposition mit Cladribin
(0,1 uM). Uber die Sekretion einer Vielzahl von Molekiilen, beispielsweise des
Peptidhormons IGF-1, sind Mikrogliazellen in der Lage, die oligodendrogliale
Differenzierung zu férdern und so Remyelinisierungsprozesse voranzutreiben, die im
Rahmen der MS insuffizient sind (Lovett-Racke et al., 1998; Kremer et al., 2011; Miron
et al.,, 2013; Gruchot et al., 2019). Die hier gezeigten Ergebnisse deuten auf eine
signifikant erhdhte Genexpression von IGF-1 nach Exposition mit Cladribin nach 3 Tagen
hin (Abb. 10 A). In der nachfolgenden ELISA-basierten Analyse konnte jedoch keine
erhdhte mikrogliale IGF-1-Sekretion in Folge der Cladribinexposition nachgewiesen
werden (Abb. 11). Cladribin-vermittelt scheint es somit zwar zu einer erhohten
Genexpression, jedoch zu keiner mikroglialen Sekretion von IGF-1 zu kommen.
Méogliche Erklarungen hierfir konnten beispielsweise eine Hemmung der Translation
durch Cladribin, die fehlende Freisetzung der intrazellular befindlichen Molekile wie
Wachstumsfaktoren oder Zytokine (Jorgensen et al., 2020), oder eine sehr geringe
Freisetzungsmenge unter der Nachweisgrenze der verwendeten Verfahren sein. Eine
intrazellulare Akkumulation der Proteine ohne Freisetzung kdnnte beispielsweise mittels
Western Blot oder ELISA-basierten Messungen von Zelllysaten nachgewiesen werden.
Hinsichtlich der untersuchten proinflammatorischen Marker IL-6, TNF-a und iNOS
konnte lediglich ein nicht-signifikanter ansteigender Trend der relativen Genexpression
unter Exposition mit Cladribin gezeigt werden (Abb. 10 E-G), der zum Zeitpunkt 1 Tag
fur IL-6 und iINOS groRer ausfiel als zum Zeitpunkt 3 Tage (Abb. 10 E, F). Fir TNF-a
zeigte sich dagegen nach 3 Tagen eine geringfugig erhdhte, ebenfalls nicht-signifikante
Genexpression nach Exposition mit Cladribin im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 10 G).
Diese Ergebnisse decken sich mit der in vitro Studie von Jgrgensen et al., in der naive
Mikrogliazellen ebenfalls keinen signifikanten, durch Cladribin induzierten Effekt in einer
héheren Konzentration (10 uM) auf die Regulation der Expression der
proinflammatorischen Gene TNF-a und iNOS zeigten (Jgrgensen et al., 2020). In einer
in vitro Studie in naiven humanen Mikrogliazellen konnte ebenfalls kein signifikanter
Effekt von Cladribin auf die TNF-a-Genexpression nachgewiesen werden (Medeiros-
Furquim et al, 2022). Die Beobachtung der Tendenz einer hoheren relativen
Genexpression der proinflammatorischen Marker IL-6 und iINOS nach einer
Expositionsdauer von einem Tag im Vergleich zur langeren Exposition im Rahmen
dieses Dissertationsprojektes lasst vermuten, dass Cladribin in naiven Mikrogliazellen
moglicherweise, bedingt durch den Eingriff von Cladribin als fremdes Agens in das sie

umgebene Milieu, zu einer kurzfristigen proinflammatorischen Modulation fihren kénnte,
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wobei dieser Effekt mit anhaltender Exposition abzunehmen scheint. Dies ist in Einklang
zu bringen mit der Tatsache, dass Mikrogliazellen in der Lage sind, ihre Polarisation in
Abhangigkeit des sie umgebenen Milieus rasch und dynamisch zwischen ruhend und
aktiviert zu andern (Orihuela et al., 2016). Die Phagozytose von Myelindebris durch
Mikrogliazellen ist ein entscheidender Mechanismus im Rahmen von
Remyelinisierungsprozessen im ZNS und insbesondere im Rahmen der MS von
besonderer Bedeutung, da Myelindebris die Myelinsynthese und somit
Remyelinisierungsprozesse durch Oligodendrozyten hemmt (Lampron et al., 2015). Die
Rezeptor-Tyrosinkinase MERTK sowie der Transmembranrezeptor TREM2 sind
entscheidend fir die Funktion der Mikrogliazellen, apoptotische Zellen und insbesondere
Myelindebris zu erkennen und zu phagozytieren (Poliani et al., 2015; Healy et al., 2017).
Es konnte eine statistisch signifikant erhdhte relative Genexpression, sowohl fiur MERTK
als auch fur TREM2, nach Exposition der Mikrogliazellen mit 0,1 uM Cladribin nach einer
Expositionsdauer von 3 Tagen detektiert werden (Abb. 10 C, D). Dies deutet darauf hin,
dass Cladribin in der Lage sein kdnnte, die Phagozytosefahigkeit der Mikrogliazellen zu
erhdhen und dadurch Remyelinisierungsprozesse zu unterstitzen. Weiter Uberprift
werden konnte dies beispielsweise mittels eines Myelinphagozytose-Assays, wie bereits
in Mikrogliazellen etabliert (Healy et al., 2016; Kremer et al., 2019). Verschiedene
durchgeflihrte Studien anderer Arbeitsgruppen kamen jedoch zu unterschiedlichen
Ergebnissen. In humanen naiven Mikrogliazellen konnte in vitro, kontrar zu diesem
Dissertationsprojekt, kein Anstieg der Genexpression von MERTK nach Exposition mit
Cladribin detektiert werden. Hier wurden humane Mikrogliazellen allerdings mit anderen
Cladribinkonzentrationen (0,01 uM, 0,05 uM und 0,25 pM) Uber eine Expositionsdauer
von 6 Tagen exponiert (Medeiros-Furquim et al., 2022). Zudem muss betont werden,
dass Medeiros-Furquim et al. die humanen Mikrogliazellen in einer Zellzahl von 50 000
Zellen je Bedingung gegenuber Cladribin exponierten, wahrend im Rahmen dieses
Dissertationsprojektes eine Zellzahl von 300 000 Mikrogliazellen je Bedingung mit
Cladribin exponiert wurde. Das abweichende Studiendesign und die unterschiedliche
Herkunft der Mikrogliazellen aus Ratte bzw. Mensch erschweren die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse. Singh und Kollegen konnten mittels Phagozytose-Assay in vitro keinen
Effekt von Cladribin in einer Konzentration von 0,1 yM und 1 puM auf die
Phagozytosefahigkeit von naiven Mikrogliazellen der Ratte nachweisen, gemessen an
der Aufnahme von Fluoreszenz-markierten Latexpartikeln. Die Expositionsdauer betrug
dabei jedoch nur 24 Stunden, was sich mit den beobachteten Ergebnissen dieser
Dissertationsarbeit zum Zeitpunkt 1 Tag deckt (Singh et al., 2012). In mit LPS
proinflammatorisch modulierten, murinen Mikrogliazellen konnte in einer weiteren Studie

dagegen in vitro nach Exposition mit Cladribin (0,1 uM - 1 yM) sogar ein Rickgang der
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Phagozytosefahigkeit beobachtet werden, wahrend Cladribin (0,01 M - 10 uM) keinen
Effekt auf die Phagozytose durch naive Mikrogliazellen hatte (Jargensen et al., 2020).
Madglicherweise sind der Aktivitatszustand, die Herkunft der untersuchten Mikrogliazellen
sowie die Expositionsdauer und die Expositionsdosis von Bedeutung fir das
Ansprechen der Mikrogliazellen auf Cladribin hinsichtlich der Beeinflussung ihrer
Phagozytosefahigkeit. Uber auf der Oberfliche von Mikrogliazellen lokalisierte
Purinrezeptoren wie P2Y6, P2Y12 und P2X7 werden u.a. Phagozytose und
Migrationsvorgange gesteuert (Gomez Morillas et al., 2021). Unter Exposition mit
Cladribin (0,1 pM) kam es zum Zeitpunkt 3 Tage zu einer signifikant erhdéhten
Genexpression von P2Y6 (Abb. 12 A). Fir P2Y12 zeigte sich zum Zeitpunkt 3 Tage ein
ahnlicher Effekt, jedoch ohne Nachweis einer statistischen Signifikanz (Abb. 12 B). Dies
lasst die Vermutung aufstellen, dass Cladribin mdglicherweise langerfristig einen
Einfluss auf diese essenziellen Funktionen der Mikrogliazellen, Migration zum Ort der
Entziindung (P2Y12) sowie Phagozytose von Remyelinisierungsprozesse-hemmendem
Myelindebris (P2Y6), austben, und so den Krankheitsverlauf der MS beeinflussen
konnte. Dies untermauert die bereits diskutierten Ergebnisse hinsichtlich der erhdhten
relativen Expression der mit Phagozytose assoziierten Gene MERTK und TREM2 nach
Exposition mit Cladribin. Auf die Genexpression des G-Protein gekoppelten
Adenosinrezeptors ADORAS3, ebenfalls assoziiert mit mikroglialer Migration sowie
Anderungen ihrer Morphologie hin zu einem aktivierten Phanotyp (Ohsawa et al., 2012),
scheint Cladribin im Gegensatz dazu jedoch keinen Einfluss zu haben (Abb. 12 D).
Insgesamt konnte diese Dissertationsarbeit in naiven Mikrogliazellen zeigen, dass es
unter Exposition mit Cladribin (0,1 uM) nach 3 Tagen zu einer statistisch signifikant
erhohten, relativen Expression der mit Regeneration und Remyelinisierung assoziierten
Gene IGF-1, MERTK, TREM2 und P2Y6 kam, wahrend nach einer kirzeren
Expositionsdauer von einem Tag ein statistisch nicht-signifikanter, ansteigender Trend
der relativen Genexpression der mit Proinflammation assoziierten Gene IL-6 und iINOS
zu beobachten war. Es lasst sich die Hypothese aufstellen, dass Cladribin in naiven
Mikrogliazellen initial und kurzzeitig einen proinflammatorischen Phanotyp induzieren
kénnte, wahrend mit zunehmender Expositionsdauer ein antiinflammatorischer,
regenerativer Phanotyp Gberwiegen kdnnte, der zu den in der klinischen Anwendung von

Cladribin beobachteten Effekten in der Therapie der RRMS beitragen konnte.
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4.1.3 Cladribin verringert in proinflammatorisch polarisierten
Mikrogliazellen nicht die iINOS-Expression

Uber LPS kann in vitro in priméaren Mikrogliazellen der Ratte ein proinflammatorischer
Phanotyp hervorgerufen werden (Lively & Schlichter, 2018), wodurch es im Verlauf zu
einer gesteigerten Genexpression von iNOS und so zur vermehrten Sekretion von NO
durch Mikrogliazellen kommt (Smith & Lassmann, 2002). Wahrend NO in einer
physiologischen Umgebung immunregulatorische und somit neuroprotektive Aufgaben
erfillen kann, u.a. durch seine Funktion in der Abwehr schadlicher Agenzen (Pfliiger et
al., 2016; Smith & Lassmann, 2002), fuhrt eine gesteigerte NO-Freisetzung im
inflammatorisch veranderten ZNS, wie es im Rahmen der MS zu finden ist, zu
oligodendroglialer und axonaler Schadigung sowie zur Zerstérung der Integritat der
Blut-Hirn-Schranke (Smith & Lassmann, 2002). In Biopsien aus humanen MS Lasionen
ist zudem eine erhohte INOS-Expression nachweisbar (Bitsch et al., 1999). Es stellte
sich nun die Frage, ob Cladribin mdglicherweise auch einen Einfluss auf die
iINOS-Expression in proinflammatorisch polarisierten Mikrogliazellen haben koénnte. Es
erfolgten immunzytochemische Co-Farbungen einer mit LPS vorstimulierten und dann
mit Cladribin exponierten Mikrogliazellkultur. Unter der alleinigen Exposition mit LPS
zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollbedingungen sowohl nach im Anschluss erfolgter
Exposition mit Cladribin als auch mit der Kontrollsubstanz ein nicht-signifikanter Anstieg
des prozentualen Anteils iINOS-positiver Mikrogliazellen an der Gesamtzahl der
Mikrogliazellen nach einer Expositionsdauer von einem Tag (Abb. 14 A), wogegen
Mitglieder der Arbeitsgruppe im Rahmen eines anderen Projektes zeigen konnten, dass
LPS in Mikrogliazellen der Ratte zu einer signifikant erhdhten Expression von iNOS
fuhrte (Gruchot et al., 2022). Diese abweichenden Ergebnisse hinsichtlich der erreichten
Signifikanz kdnnten moglicherweise in den unterschiedlichen verwendeten Chargen der
Wistar-Ratten oder minimalen, technisch-bedingten Abweichungen in der
Mikroumgebung der Mikrogliazellen begrindet sein. Nach einer Expositionsdauer von 3
Tagen fiel dagegen der prozentuale Anteil INOS-positiver Zellen nach LPS-Exposition
und zusatzlicher Exposition mit Cladribin oder mit der Kontrollsubstanz DMSO statistisch
nicht-signifikant unter den Wert der naiven Kontrollbedingungen (Abb. 14 AY),
moglicherweise erklarbar durch den nachlassenden proinflammatorischen Impuls durch
die langer zurtickliegende LPS-Exposition nach einer Expositionsdauer von 3 Tagen.
Hinsichtlich eines moéglichen modulierenden Effektes von Cladribin auf die mikrogliale
INOS-Expression konnte nach einer Expositionsdauer von einem Tag lediglich ein
marginaler, statistisch nicht-signifikanter, ansteigender Trend des prozentualen Anteils
iINOS-positiver Mikrogliazellen unter Exposition mit LPS und Cladribin im Vergleich zur

alleinigen Exposition mit LPS detektiet werden (Abb. 14 A). Nach einer
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Expositionsdauer von 3 Tagen zeigte sich dagegen kein Effekt (Abb. 14 A). Dies lasst,
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer anderen Arbeit zur NO-Freisetzung von
mit LPS proinflammatorisch polarisierten Mikrogliazellen nach Exposition mit Cladribin
(Singh et al.,, 2012) annehmen, dass Cladribin im Gegensatz zu beispielsweise
Siponimod, einem selektiven Sphingosin-1-phosphat-Rezeptormodulator, der in der
Therapie der SPMS eingesetzt wird (Gruchot et al., 2022), nicht in der Lage zu sein
scheint, die  mikrogliale  INOS-Expression  bzw. NO-Freisetzung  nach
proinflammatorischer Polarisation zu reduzieren. Der minimale, statistisch nicht-
signifikante Anstieg der relativen iNOS-Expression nach einem Tag verbunden mit dem
Ruckgang nach 3 Tagen, deckt sich jedoch mit der Beobachtung aus den
Genexpressionsanalysen in naiven Mikrogliazellen in diesem Dissertationsprojekt, dass
eine Exposition mit Cladribin zwar kurzzeitig zu einem proinflammatorischen Impuls in
Mikrogliazellen fiihren, es im Verlauf jedoch zu einer langfristigen Modulation in Richtung
eines neuroregenerativen Phanotyps der Mikrogliazellen kommen konnte. Auf diese
Weise konnte Cladribin mdglicherweise einen Teil seiner Wirkung in der

verlaufsmodifizierenden Therapie der RRMS vermitteln.

4.2 Astrozyten

4.2.1 Cladribin reduziert die astrozytire Zellzahl und Proliferation in
Abhangigkeit von Zeit und Konzentration

Astrozyten sind die grofdte Subpopulation der Gliazellen im ZNS und nehmen eine
Vielzahl unterschiedlicher Aufgaben wahr (Allen & Barres, 2009). Sie sind beteiligt an
der Aufrechterhaltung der Homdéostase des ZNS, der Bildung der Blut-Hirn-Schranke
aber auch an neuroinflammatorischen und neuroregenerativen Prozessen im Rahmen
der MS (Liddelow et al., 2017; Neal et al., 2018; Joshi et al., 2019). In einem ersten
Schritt erfolgte die Untersuchung mdglicher zytoreduktiver und antiproliferativer Effekte
von Cladribin auf Astrozyten. Dabei konnte gezeigt werden, dass Cladribin zeit- und
konzentrationsabhangig die Zellzahl der Astrozyten reduziert (Abb. 15 A, A‘) sowie die
astrozytare Proliferation hemmt (Abb. 15 B-C). Der starkste zytoreduktive Effekt liel3 sich
unter Exposition mit der hier gewahlten Héchstdosis von 10 uM Cladribin und einer
Expositionsdauer von 3 Tagen beobachten (Abb. 15 A‘). Hinsichtlich der ebenfalls
untersuchten Proliferation anhand immunzytochemischer Farbungen gegen Ki-67,
konnte die starkste Reduktion bei Exposition der Astrozyten mit 10 uM Cladribin nach
24 Stunden nachgewiesen werden (Abb. 15 B). Nach einer Expositionsdauer von 3

Tagen zeigten sich keine Unterschiede im Anteil Ki-67-positiver Astrozyten unter
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Exposition zu Cladribin, zudem ist der Anteil Ki-67-positiver Astrozyten im Vergleich zur
Expositionsdauer von 24 Stunden deutlich gesunken (Abb. 15 B, Bf). Dies lasst
vermuten, dass nach einer Expositionsdauer von 3 Tagen der initiale,
proliferationshemmende Effekt von Cladribin in Astrozyten nachgelassen hat und der
zytoreduktive Effekt, der sich zu diesem Zeitpunkt beobachten lasst, auf eine spater
beginnende Induktion von Apoptose zurlickzuflihren sein konnte. Diese Erkenntnisse
wlrden sich mit den bisherigen Beobachtungen in Mikrogliazellen decken, dass
Cladribin zunachst antiproliferative Effekte vermittelt und erst im Verlauf zur Apoptose
der Zellen fuhrt (Singh et al., 2012), und konnten in Astrozyten im Rahmen weiterer

Forschungsarbeit ndher beleuchtet werden.

4.2.2 Modulation der Genexpression von naiven und proinflammatorisch
polarisierten Astrozyten durch Cladribin

Zur Modulation der Genexpression oder Sekretion von naiven und proinflammatorisch
polarisierten Astrozyten unter dem Einfluss von Cladribin war die Datenlage zu Beginn
dieses Dissertationsprojektes gering. Es gelang nun der Nachweis, dass Cladribin
in vitro in primaren, naiven sowie mit TNF-a proinflammatorisch polarisierten Astrozyten
der Ratte in der Lage ist, die Expression unterschiedlicher, im Kontext der MS stehender,
mit Pro- oder Antiinflammation assoziierter Gene, zu beeinflussen. In naiven Astrozyten
fuhrte die Cladribin-Exposition in einer Konzentration von 10 uyM nach einer
Expositionsdauer von 24 Stunden zu einer statistisch-signifikanten Abnahme der
relativen Expression der mit Antiinflammation und Regeneration assoziierten Gene
IGF-1 und TGF- (Abb. 16 A*, B“). Dies steht im Kontrast zur in Mikrogliazellen nach
Exposition mit Cladribin gemessenen, statistisch signifikant erhdhten relativen
Genexpression von IGF-1 (Abb. 10 A) und lasst vermuten, dass Cladribin je nach
untersuchter Zellart die IGF-1-Genexpression in unterschiedlicher Art und Weise
modulieren kann. In den anderen, niedrigeren Konzentrationen lie sich kein
statistisch-signifikanter Effekt auf die Expression dieser Gene detektieren
(Abb. 16 A, A', B, B'). Die Ergebnisse hinsichtlich TGF-f decken sich mit den
Ergebnissen von Aybar und Kollegen, die mittels ELISA-basierten Analysen keinen
Effekt von Cladribin in Konzentrationen von 10 yM bis 200 uM auf die Sekretion von
TGF-B nach 24 bis 72 Stunden in naiven sowie durch LPS proinflammatorisch
polarisierten Astrozyten aus der Maus nachweisen konnten (Aybar et al., 2022).
Ergebnisse dieses Dissertationsprojektes zeigten zudem, dass Cladribin die

Genexpression des proinflammatorischen Zytokins TNF-a in Astrozyten nicht zu
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beeinflussen scheint (Abb. 17 A-A"), eine Sekretion von TNF-a durch Astrozyten konnte
durch Aybar et al. zudem nicht nachgewiesen werden (Aybar et al., 2022). Das Zytokin
IL-6 ist an einer ganzen Reihe von Stoffwechselprozessen beteiligt und wir im ZNS u.a.
durch Astrozyten ausgeschittet (Janssens et al., 2015). Unter physiologischen
Bedingungen erflillt es neuroprotektive Effekte, unter entziindlichen Bedingungen flhrt
eine Dysregulation und Uberexpression von IL-6 zum Voranschreiten von
Demyelinisierung und Astrogliose (Van Wagoner & Benveniste, 1999). Erhohte Spiegel
von IL-6 finden sich MS Lasionen (Maimone et al., 1997). Eine Modulierung des IL-6-
Stoffwechsels ist ein mdglicher Ansatzpunkt fir immunmodulatorische Therapien, wobei
eine alleinige Ausschaltung der proinflammatorischen Effekte ohne Beeinflussung der
physiologischen Funktionen dieses Zytokins eine Herausforderung darstellt (Janssens
et al, 2015). Mittels Genexpressionsmessungen gelang im Rahmen dieses
Dissertationsprojektes der Nachweis, dass eine Exposition der naiven Astrozyten mit
Cladribin in einer Konzentration von 10 uM und einer Expositionsdauer von 3 Tagen zu
einer statistisch signifikant erhéhten relativen Genexpression von IL-6 im Vergleich zur
Kontrollsubstanz flihrte (Abb. 17 B“). Dieser Effekt war bereits nach Exposition mit
Cladribin in einer geringeren Konzentration von 1 yM nachweisbar, wenn auch
statistisch nicht-signifikant (Abb. 17 Bf). Nach Exposition mit 0,1 yM Cladribin war
dagegen noch kein Effekt detektierbar (Abb. 17 B). Zudem fiel auf, dass es mit
steigender Konzentration von Cladribin zu einer deutlichen Zunahme der Relation der
IL-6-Genexpression im Vergleich zur Kontrollsubstanz kam (Abb. 17 B-B¥). Im
Gegensatz zur erhdhten Genexpression von IL-6 hatte Cladribin keinen Einfluss auf die
IL-6-Sekretion durch naive Astrozyten (Abb. 18), ein Effekt, der durch Aybar et al.
ebenfalls beobachtet wurde (Aybar et al., 2022). In mit TNF-a proinflammatorisch
polarisierten Astrozyten konnte ebenfalls eine erhéhte Genexpression von IL-6 nach
Exposition zu TNF-a und Cladribin im Vergleich zur alleinigen Exposition zu TNF-a zu
beiden untersuchten Zeitpunkten detektiert werden (Abb. 20 B, B). Auffallig ist, dass die
relative  |IL-6-Genexpression  unter  Exposition mit  Cladribin  in  der
Vorstimulationsbedingung zu beiden untersuchten Zeitpunkten insgesamt héher ausfallt
als in der simultanen Stimulation (Abb. 20 B, B‘). Der Zeitpunkt der Exposition der
proinflammatorisch polarisierten Astrozyten mit Cladribin (simultan vs. nach 24 Stunden)
scheint also eine Rolle fir das Ausmald des Einflusses von Cladribin auf die IL-6-
Genexpression zu spielen und es ist zudem denkbar, dass Cladribin die durch
proinflammatorische Polarisierung hervorgerufene, erhohte relative IL-6-Genexpression
weiter verstarkt. Chemokin-vermittelt kommt es im Rahmen der MS zur Einwanderung
von Immunzellen in das ZNS und an die Orte der Entzindung (Ambrosini et al., 2005).

Mittels Genexpressionsmessungen konnte im Rahmen dieses Dissertationsprojektes fur
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die Chemokine-kodierenden Gene CCL5 und CXCL10 ein konzentrationsabhangiger
Anstieg der relativen Expression unter Exposition mit Cladribin in Konzentrationen von
1 uM sowie 10 uM im Vergleich zur Kontrollsubstanz detektiert werden (Abb. 19 A’, A“,
B, BY), statistisch signifikant war diese Induktion jedoch nur fiir CXCL10 und bei einer
Konzentration von 10 uM Cladribin (Abb. 19 B*). Die in naiven Astrozyten detektierbaren
Einflisse von Cladribin auf die Expression der untersuchten Gene erreichten eine
statistische Signifikanz ausschliellich nach Exposition mit Cladribin in einer
Konzentration von 10 yM, wahrend in Mikrogliazellen Effekte bereits nach Exposition zu
0,1 uM Cladribin detektierbar waren. Eine mdgliche Erklarung kénnte darin liegen, dass
Astrozyten geringere Mengen der DCK, dem entscheidenden Enzym in der
intrazellularen Phosphorylierung und damit Aktivierung von Cladribin (Beutler, 1992),
enthalten als Mikrogliazellen (Aybar et al., 2022) und daher héhere Konzentrationen
notwendig sind, um eine ausreichende Akkumulation von phosphoryliertem Cladribin in
der Zelle zu erreichen. Aus diesem Grund wurde fur die Studien in mit TNF-a
proinflammatorisch polarisierten Astrozyten eine Konzentration von 10 uM Cladribin
gewahlt. Uber das multifunktionale Akute-Phase-Protein PTX3 leisten Astrozyten einen
Beitrag zur Integritat der Blut-Hirn-Schranke und vermitteln so Neuroprotektion (Shindo
etal., 2016). Auf einen inflammatorischen Stimulus hin kommt es in zahlreichen Zellarten
wie beispielsweise in Leukozyten des peripheren Blutes sowie dendritischen Zellen aber
auch in Mikroglia und Astrozyten zu einem Anstieg der PTX3-Sekretion (Ummenthum et
al., 2016; Wu et al., 2020). PTX-3-vermittelt kommt es aul’erdem durch Aktivierung des
Komplementsystems zu einer Eliminierung des inflammatorischen Agens, zudem
schutzt PTX3 bereits geschadigte neuronale Strukturen vor einer weiteren Schadigung
und reguliert Phagozytoseprozesse sowie Reparaturprozesse im entzindlich
veranderten ZNS (Ummenthum et al., 2016). Eine leicht erhdhte, statistisch nicht-
signifikante PTX3-Genexpression konnte im Rahmen dieses Dissertationsprojektes in
Astrozyten nach Exposition mit TNF-a gezeigt werden (Abb. 20 A, A‘). Nach Exposition
mit TNF-a und Cladribin zum Zeitpunkt 3 Tage kam es zu einem statistisch signifikanten
Anstieg der relativen PTX3-Genexpression im Vergleich zur alleinigen Exposition mit
TNF-a (Abb. 20 A‘). Mdglicherweise ist Cladribin in der Lage, die PTX3-Genexpression
in Astrozyten zu modulieren und so neuroprotektive Effekte zu vermitteln. Hinsichtlich
der mit Inflammation assoziierten Gene, die im Rahmen dieses Dissertationsprojektes
untersucht wurden, zeigte sich fir CCL5, iINOS und VEGF-A kein detektierbarer Effekt
von Cladribin auf die relative Genexpression (Abb. 21 A-C). Fur das neurotoxische
Protein LCN2 zeigte sich nach einer Expositionsdauer von 3 Tagen ein statistisch
nicht-signifikanter Anstieg in der relativen LCN2-Genexpression nach Exposition mit
Cladribin und TNF-a im Vergleich zur alleinigen Exposition mit TNF-a (Abb. 21 D),
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wahrend Cladribin auf Proteinebene keinen Einfluss auf die LCN2-Sekretion von bereits
proinflammatorisch polarisierten Astrozyten hatte (Abb. 21 D*). Die statistisch signifikant
erhohte, astrozytdre LCNZ2-Sekretion in proinflammatorisch polarisierten und zu
Cladribin exponierten Astrozyten im Vergleich zur Kontrollbedingung ohne TNF-a und
Cladribin-Exposition lasst sich somit ausschlieRlich auf den proinflammatorischen

Stimulus durch TNF-a zurlckfihren, Cladribin scheint keinen Einfluss darauf zu haben.

4.2.3 Cladribin erhoht die Genexpression des mit glioser Narbenbildung
assoziierten Transkriptionsfaktors SOX9 in naiven und proinflammatorisch
polarisierten Astrozyten

Eine entscheidende Funktion der Astrozyten im Kontext der MS ist die Beteiligung an
der Bildung einer glidsen Narbe. Neben positiven Effekten durch Einddmmung der
entzindlichen Aktivitat hat die entstandene Glianarbe jedoch auch hemmenden Einfluss
auf Remyelinisierungsprozesse (Correale & Farez, 2015). Mittels
Genexpressionsmessungen erfolgte die Untersuchung des Einflusses von Cladribin auf
bestimmte, mit Bildung der Glianarbe assoziierter, astrozytarer Gene. Bei ACAN und
BCAN handelt es sich um Chondroitinsulfat-Proteoglykane (CSG), die im Rahmen der
gliosen Narbenbildung durch Astrozyten sekretiert werden (Feliu et al., 2020). In naiven
Astrozyten konnte ein statistisch signifikanter Anstieg der relativen ACAN-
Genexpression unter Exposition mit Cladribin dargestellt werden (Abb. 23 A).
Hinsichtlich BCAN zeigte sich dagegen in naiven Astrozyten ein statistisch signifikanter
Abfall der relativen Genexpression unter Cladribin-Exposition (Abb. 23 B). Ein ahnlicher
Trend in der Genexpression der verwandten Molekile lie3 sich somit nicht herausstellen,
und in proinflammatorisch polarisierten Astrozyten konnte kein Effekt durch Cladribin
beobachtet werden (Abb. 23 A, B). Méglicherweise ist die Richtung der Modulation der
Genexpression durch Cladribin individuell fir unterschiedliche CSG. In diesem
Zusammenhang ware beispielsweise eine Genexpressionsmessung des CSG Neurocan
(NCAN) (McKillop et al., 2016) von weiterem Interesse. Bei SOX9 handelt es sich um
einen Transkriptionsfaktor mit Beteiligung an der Regulation der Synthese der CSG
ACAN, BCAN und NCAN (Gris et al., 2007; McKillop et al., 2016). Eine verringerte
Expression von SOX9 resultiert in einer verringerten Sekretion der, die
Neuroregeneration hemmenden CSG der Extrazelluldrmatrix, die an der Bildung der
glidsen Narbe mafgeblich beteiligt sind (Yuan et al., 2017). In proinflammatorisch
polarisierten Astrozyten gelang fir SOX9 der Nachweis eines statistisch signifikanten
Rickgangs der relativen Genexpression unter Exposition mit TNF-a und Cladribin im

Vergleich zur alleinigen Exposition mit TNF-a (Abb. 23 G). Dies war ebenfalls
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detektierbar in naiven Astrozyten unter Exposition mit Cladribin (Abb. 23 G).
Maoglicherweise ist Cladribin in der Lage, Uber die Verringerung der Genexpression von
SOX9 und daraus folgender, verringerter Sekretion der CSG den durch diese
vermittelten, hemmenden Effekt auf Prozesse der Remyelinisierung zu verringern.
Bedacht werden muss, dass jedoch ausschliellich fir das CSG BCAN ebenfalls eine
verringerte Genexpression durch Cladribin gezeigt werden konnte (Abb. 23 B).
Hinsichtlich der weiteren untersuchten Gene AQP4, CHST11, CSGALNACT1 sowie
XYLT konnte keine Regulation der Genexpression durch Cladribin herausgestellt
werden (Abb. 23 C, E, F, H). In Zusammenschau der Ergebnisse hinsichtlich einer
mdglichen Beeinflussung von Genen der glidsen Narbenbildung durch Cladribin kann
allenfalls von einer geringen, auf SOX9 sowie die CSG beschrankten Modulation
ausgegangen werden, die auf Proteinebene weiter Gberprift werden misste. Denkbar
ware zudem eine Ausweitung der Untersuchung auf weitere, bisher in diesem
Zusammenhang noch nicht untersuchte Gene, mit Assoziation zur glidsen

Narbenbildung.

4.3 Limitationen der Studie und Ausblick

Die im Rahmen dieses Dissertationsprojektes erhobenen Daten stammen aus primaren
neonatalen Astrozyten- und Mikrogliazellkulturen der Wistar-Ratte, die einige
Einschrankungen, insbesondere hinsichtlich der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
Menschen sowie den Kontext der MS, mit sich bringen. Auch wenn der entscheidende
Ausléser der MS bis heute ungeklart ist, wird von einem multifaktoriellen
Erkrankungsgeschehen ausgegangen (Goodin et al., 2021), welches im Rahmen von
Untersuchungen an neugeborenen Wistar-Ratten nicht vollumfanglich abgebildet
werden kann. Zudem erfolgt der Therapiebeginn mit Cladribin in der RRMS nachdem
das ZNS mit seinen dort ansassigen Zellarten, u.a. Mikrogliazellen und Astrozyten,
bereits Monate bis hin zu Jahren unter inflammatorischem Einfluss stand. Im Rahmen
dieses Dissertationsprojektes wurde versucht, diesen entziindlichen Zustand durch die
vorherige Stimulation mit LPS in Mikrogliazellen bzw. TNF-a in Astrozyten zu simulieren,
da bekannt ist, dass diese Agenzen in der Lage sind, in den jeweiligen Zellarten einen
proinflammatorischen Phanotyp zu induzieren (Liddelow et al., 2017; Lively & Schlichter,
2018). Die Dauer der Exposition von Mikrogliazellen bzw. Astrozyten gegenuber LPS
oder TNF-a betrug in diesem Projekt 24 Stunden. Auch wenn dadurch bereits ein
inflammatorischer Phanotyp in den untersuchten Zellarten in vitro induziert werden
konnte, lasst sich dies nur bedingt mit der entzindlichen Aktivitat, der diese Zellarten

in vivo im humanen ZNS ausgesetzt sind, vergleichen. Um eine mdglichst grofle Nahe
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zum Krankheitsbild der MS erreichen zu konnen, waren in vitro Studien mit humanen
Mikrogliazellen, Astrozyten oder Ko-Kulturen notwendig, die beispielsweise post mortem
oder im Rahmen von operativen Eingriffen gewonnen werden kénnten. Es ware daher
von groliem Interesse, weitere Studien insbesondere an humanen Zellen durchzufihren,
die aus Patient*innen oder Kérperspender*innen stammen, die an MS erkrankt sind bzw.
waren. Dabei waren sowohl Experimente an Zellen aus therapienaiven sowie aus bereits
mit Cladribin oder anderen Medikamenten behandelten Patient*innen interessant. Da
die Verfugbarkeit und Gewinnung dieser Proben jedoch Hindernisse darstellen kénnten,
waren auch weitere Untersuchungen der Wirkung von Cladribin in einem in vivo
Tiermodell, beispielsweise dem Cuprizone Modell erfolgsversprechend (Jgrgensen et
al., 2020; Aybar et al., 2022). Eine Untersuchung der Wirkung von Cladribin im EAE
Modell der Maus lieferte bereits Ergebnisse hinsichtlich neuroprotektiver Effekte von
Cladribin, wenn auch kein Nachweis einer Beeinflussung der mikroglialen oder
astrozytaren Aktivierung durch Cladribin gelang (Musella et al., 2013). In einer anderen
in vivo Studie im EAE Modell der Maus konnte zudem gezeigt werden, dass Cladribin in
der Lage ist, die klinischen Defizite der Mause zu verringern und die Infiltration von

Immunzellen in das ZNS zu reduzieren (Schroeter et al., 2022).

Die im Rahmen dieses Dissertationsprojektes untersuchten Zellkulturen bestanden
zudem jeweils aus einer einzigen Zellart. Es ist jedoch bekannt, dass an den im Rahmen
der MS im ZNS ablaufenden Prozessen weitaus mehr unterschiedliche Zellarten beteiligt
sind und dass dem Zusammenspiel und der Interaktion dieser Zellarten untereinander
eine groRe Bedeutung zukommt (Baecher-Allan et al., 2018; Gruchot et al., 2023). Eine
Untersuchung des Effektes von Cladribin innerhalb einer Ko-Kultur oder Tri-Kultur,
bestehend aus Neuronen, Mikrogliazellen und Astrozyten (Goshi et al., 2020), ware
notwendig, um diese Interaktionen besser abbilden zu kénnen. Hinzu kommt, dass das
ZNS neben den zellularen Bestandteilen auch aus Komponenten der Extrazellularmatrix
besteht, auf die Cladribin Einfluss nehmen, und die ihrerseits die Wirkung von Cladribin
auf Mikrogliazellen und Astrozyten beeinflussen kénnten, wobei die Untersuchung dieser

Zusammenhange nicht Ziel dieses Dissertationsprojektes war.

Cladribin ist in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden, eine entscheidende
Voraussetzung dafur, seinen Effekt auf ZNS-ansassige Zellen auszuuben (Liliemark,
1997). Im Liquor erreicht die Konzentration von Cladribin mit 0,019-0,025 pyM etwa 25 %
der Plasmakonzentration (Warnke et al., 2012). Fir die Experimente dieses
Dissertationsprojektes Uber einen Zeitraum von ein oder drei Tagen wurden die
Mikrogliazellen mit Cladribin in einer Dosis von 0,1 yM, 0,5 uM, 1 yM oder 10 pM

exponiert, wobei die Durchfihrung der Genexpressionsanalysen anhand von
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Mikrogliazellen erfolgte, die Cladribin in einer Dosis von 0,1 uM ausgesetzt waren. Die
untersuchten Astrozyten wurden mit Cladribin in einer Dosis von 0,1 uM, 1 uM oder
10 uM flr ein oder drei Tage exponiert. Singh und Kollegen wahlten fir ihre
Untersuchungen mit Cladribin in Mikrogliazellen ahnliche Dosen von 0,01-10 uM mit
einer Stimulationsdauer von 6, 12 oder 24 Stunden (Singh et al., 2012). Auch Jgrgensen
et al. verwendeten identische Stimulationsdosen und untersuchten zudem den Effekt
einer geringeren Dosis von 0,01 yM Cladribin (Jargensen et al., 2020). Die verwendeten
Konzentrationen, denen die Zellen ausgesetzt waren, lagen deutlich Gber der
Konzentration von Cladribin, die im Liquor erreicht werden. Die DCK ist als Enzym
entscheidend beteiligt an der Phosphorylierung von 2-CdA zu 2-Cd-AMP, dem ersten
Schritt in der intrazellularen Umwandlung von 2-CdA in seine aktive Form 2-Cd-ATP (s.
Abb. 3) (Beutler, 1992). In Nagetieren ist die Aktivitat der DCK verringert gegenuber der
Aktivitat im Menschen (Johansson & Karlsson, 1995), weswegen davon ausgegangen
wird, dass die verwendeten Konzentrationen (0,1 uM, 1 uM) &aquivalent zu denen im
Liquor sind (Jargensen et al., 2020). Es lasst sich somit nur annehmen, dass es sich bei
den in diesem Dissertationsprojekt verwendeten Konzentrationen von Cladribin um
solche handelt, die in vitro in Mikrogliazellen und Astrozyten der Ratte ahnliche Effekte
ausuben, wie die in vivo im humanen Liquor erreichte Konzentration auf humane
Mikrogliazellen und Astrozyten. Neben diesen Beobachtungen muss ebenfalls bedacht
werden, dass die im Liquor vorliegende Konzentration nicht unbedingt mit der im
Parenchym erreichten Konzentration Ubereinstimmt und die Ubertragbarkeit zwischen
Ergebnissen aus in vitro Studien auf die im Gehirn von MS-Patient*innen unter Therapie
mit Cladribin vorherrschende Situation erschwert. Neben der gewahlten Konzentration
zur Stimulation der Mikrogliazellen und Astrozyten spielt auch der zeitliche Aspekt der
Cladribin-Gabe eine Rolle fur die Vergleichbarkeit des durchgefuhrten
Dissertationsprojektes mit dem Einsatz von Cladribin in der Therapie der RRMS im
Menschen. So erfolgte die Gabe von Cladribin in den untersuchten Konzentrationen
unmittelbar auf die entsprechenden Zellkulturen, die Auswertung erfolgte nach 1 oder
3 Tagen. Dagegen erfolgt die Gabe von Cladribin als verlaufsmodifizierende Therapie
der MS per os in zwei aufeinanderfolgenden Wochen mit Wiederholung im
darauffolgenden Jahr (Merck, 2017), wobei die Effekte dieser zweizeitigen Gabe
langanhaltend sind und eine selektive Immunrekonstitution als Ziel haben (Boyko &
Boyko, 2018). Dies lasst sich in einer Zellkultur aufgrund der begrenzten
Uberlebensdauer der Mikrogliazellen und Astrozyten jedoch nicht abbilden. Insgesamt
fallt zudem auf, dass im Rahmen dieses Dissertationsprojektes statistisch

nicht-signifikante Genexpressionsmessungen dominierten, wobei dies mdglicherweise
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durch eine gezieltere Auswahl der zu messenden Transkripte, beispielsweise unter

Nutzung einer Transkriptomanalyse (RNA-Seq) gelingen kénnte.

Neben den erwdhnten Limitationen der hier prasentierten Studie und den daraus
resultierenden weiteren Forschungsansatzen, muss erwahnt werden, dass sich die
meiste Forschungsarbeit zur Wirkung von Cladribin auf ortsansassige Zellen des ZNS
auf die Zellart der Mikroglia beschrankt (Singh et al., 2012; Jargensen et al., 2020; Aybar
et al,, 2022; Medeiros-Furquim et al.,, 2022). Zu den Effekten von Cladribin auf
Astrozyten (Aybar et al., 2022) sowie Oligodendrozyten oder deren Vorlauferzellen (Jank
et al., 2024) sind die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse gering und bedurfen

weiterer Forschungsarbeit.

4.4 Schlussfolgerung

Das Purinanalogon Cladribin reduziert in der verlaufsmodifizierenden Therapie der
hochaktiven RRMS als Teil der Immunrekonstitutions-Therapie nachweislich Schubrate
und Behinderungszunahme (Giovannoni et al., 2021; Giovannoni & Mathews, 2022), bei
gunstigem Nutzen-Risiko-Profil, guter Therapieadharenz und langanhaltender Wirkung
insbesondere auf Lymphozyten (Siddiqui et al., 2018; Giovannoni & Mathews, 2022;
Holm Hansen et al, 2024). Im Rahmen durchgefuhrter Studien an anderen
Zellpopulationen erharteten sich die Hinweise darauf, dass die Wirkungsweise von
Cladribin Uber die reine Lymphozytendepletion hinausgeht (Holm Hansen et al., 2024)
und auch auf ZNS-ansassige Zellen Effekte austiben kdnnte (Singh et al., 2012; Aybar
et al., 2022). Im Rahmen dieses Dissertationsprojektes konnte diese Annahme weiter
untermauert werden. Cladribin ist in der Lage, zeit- und konzentrationsabhangig die
mikrogliale sowie astrozytare Zellzahl zu reduzieren und die astrozytare Proliferation zu
hemmen. In naiven Mikrogliazellen fihrt Cladribin zu einer signifikant erhéhten
Genexpression von mit Regeneration und Phagozytose von Myelindebris assoziierten
Genen bei kurzfristigem proinflammatorischem Impuls. Dies lasst vermuten, dass
Cladribin langfristig die bei der MS stattfindenden neurodegenerativen Prozesse
zusatzlich hemmen koénnte, ein wesentlicher Aspekt fir den es in der heutigen Therapie
der MS kein zugelassenes Medikament gibt. In Astrozyten beeinflusst Cladribin die
Genexpression von sowohl mit Pro- als auch mit Antiinflammation und gliéser
Narbenbildung im Kontext der MS assoziierter Gene, eine einheitliche Richtung der
Modulation dieser Zellart ist in der hier prasentierten Studie allerdings nicht zu erkennen
und bedarf weiterer Forschungsarbeit, um die Therapie der MS stetig im Sinne der

betroffenen Patient*innen zu verbessern und weiterzuentwickeln.
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