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Zusammenfassung

Die  Multiple  Sklerose  (MS) ist die  héufigste chronisch-entziindliche
Autoimmunerkrankung, ihr Verlauf ist meist schubformig und progredient. Mit fast drei
Millionen Erkrankten weltweit ist sie ursidchlich fiir viele Behinderungen und Todesfille,
die genaue Pathogenese bleibt jedoch weiterhin unklar. Die meisten Therapien zielen darauf
ab, autoimmune Charakteristika der MS zu stoppen, nach aktuellen Daten schreiten jedoch
neurotoxische Prozesse fort und Regenerationsprozesse konnen den entstandenen Schaden
nach wie vor nicht reparieren. Dahingehend wies der neue Immunmodulator Siponimod
(BAF312) in priklinischen Studien das Potential auf, neuroprotektive und
antiinflammatorische Effekte zu induzieren. Mikroglia sind fiir die Immuniiberwachung und
Homdostase im zentralen Nervensystem essenziell und spielen eine Schliisselrolle in der
neuronalen Plastizitdt. Im Rahmen der MS agieren sie als Vermittler zwischen pro- und
antiinflammatorischen Prozessen und beeinflussen so Entziindung, Demyelinisierung und
Gewebeschadigung, aber auch Regenerations- und Remyelinisierungsprozesse, wodurch sie
in der Pathogenese chronisch-entziindlicher Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose
mitwirken. Ziel der Dissertation war es daher, den Einfluss von Siponimod auf mikrogliale
Zellen genauer zu charakterisieren. Dazu wurden Experimente an der murinen BV2-Zelllinie
und an priméren Mikrogliazellen von Ratten durchgefiihrt. Untersucht wurden sowohl die
Genexpression relevanter Marker als auch die zelluldren bzw. morphologischen Antworten
unter verschiedenen Bedingungen, einschlieBlich eines entziindungsdhnlichen Milieus. Die
Ergebnisse zeigen, dass Siponimod dosisabhingig vielseitige Effekte auf die Expression
pro- und antiinflammatorischer Gene bewirkt. In den BV-2-Zellen fiihrte dies vor allem zu
einer Induktion neuroprotektiver Marker, wédhrend in den Rattenmikrogliazellen die
Reaktion auf eine proinflammatorische Stimulation moduliert wird. Dies ldsst sich neben
der transkriptionellen Ebene auch immunzytochemisch bestétigen, wobei iNOS als Marker

fiir inflammatorisch aktivierte Zellen genutzt wurde.

Die vorliegende Arbeit betont die Bedeutung von Siponimod als potenzielles Therapeutikum
fiir entzlindliche ZNS-Erkrankungen. Neben der bekannten Wirkung auf periphere T-Zellen
zeigt die Arbeit eine direkte Wirkung auf mikrogliale Zellen, die iiber die alleinige
Reduktion von Entziindungsmarkern hinausgeht, um potenziell Regenerationsprozesse zu
initiieren. Diese Erkenntnisse leisten einen Beitrag zur Entwicklung gezielterer Therapien
und vertiefen gleichzeitig das Verstindnis der Rolle von Mikroglia in ZNS-Pathologien wie

der Multiplen Sklerose.



Abstract

Multiple sclerosis (MS) is the most common chronic inflammatory autoimmune disease,
characterized by a relapsing and progressive course. With nearly three million affected
individuals worldwide, MS is a major cause of disability and mortality, yet its precise
pathogenesis remains unclear. Most current therapies aim to suppress the autoimmune
characteristics of MS; however, recent data indicate that neurotoxic processes continue to
progress, and regenerative mechanisms remain insufficient to repair the resulting damage.
In this context, the novel immunomodulator Siponimod (BAF312) has demonstrated the

potential to induce neuroprotective and anti-inflammatory effects in preclinical studies.

Microglia play a crucial role in immune surveillance and homeostasis within the central
nervous system (CNS) and are key regulators of neuronal plasticity. In MS, they act as
mediators between pro- and anti-inflammatory processes, thereby influencing inflammation,
demyelination and tissue damage, as well as regenerative and remyelination processes.
Consequently, microglia are central to the pathogenesis of chronic inflammatory diseases
such as MS. This dissertation aims to further characterize the effects of Siponimod on
microglial cells. Experiments were conducted using the murine BV2 cell line and primary
rat microglia, analyzing gene expression of relevant markers and cellular/morphological

responses under various conditions, including an inflammation-like milieu.

The results indicate that Siponimod exerts dose-dependent and diverse effects on the
expression of pro- and anti-inflammatory genes. In BV2 cells, this predominantly leads to
the induction of neuroprotective markers, while in primary rat microglia, Siponimod
modulates the response to pro-inflammatory stimulation. These findings were further
confirmed using immunocytochemical analyses, with iNOS serving as a marker for

inflammatory activation.

The present study highlights the significance of Siponimod as a potential therapeutic agent
for inflammatory CNS diseases. Beyond its established effects on peripheral T cells, the
study demonstrates a direct impact on microglial cells that extends beyond the reduction of
proinflammatory markers, potentially initiating regenerative processes. These insights
contribute to the development of more targeted therapies for diseases such as MS while
deepening the understanding of microglial involvement in CNS pathologies like multiple

sclerosis.
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1 Einleitung

1.1 Das zentrale Nervensystem

Das menschliche Nervensystem ist ein hochkomplexes Organ, welches sich zum einen aus
dem zentralen Nervensystem (ZNS), bestehend aus Gehirn und Riickenmark, sowie dem
peripheren Nervensystem (PNS), bestehend aus Nerven und Ganglienzellen,
zusammensetzt. Wahrend das PNS vorwiegend der Weiterleitung sensorischer, sensibler
oder motorischer Informationen dient, ldsst sich das ZNS in weitere Bereiche entsprechend
der jeweiligen Funktion, wie etwa das visuelle, motorische und sensorische System,
einteilen. Auf Zellebene besteht das ZNS iiberwiegend aus 2 Zelltypen, den Neuronen und
den Gliazellen (Kettenmann und Verkhratsky, 2008). Neurone sind elektrisch erregbare
Zellen, die diese Erregung iiber weite Distanzen forttragen kdnnen und an entsprechende
Effektororgane — beispielsweise der Willkiirmuskulatur bei den alpha-Motoneuronen —
iibermitteln. Gliazellen lassen sich weiterhin in Makroglia, zu denen im ZNS Astrozyten und
Oligodendrozyten gehoren, sowie Mikroglia unterteilen. Astrozyten spielen eine wichtige
Rolle in der Bereitstellung von Nihrstoffen wie etwa Glucose fiir die Neurone (Belanger et
al., 2011), zudem formen sie mit ihren Fortsitzen die Blut-Hirn-Schranke (BHS).
Oligodendrozyten bilden die Myelinscheiden um die Axone der Neurone und sind somit
entscheidend fiir eine effektive Signalweiterleitung (Baumann und Pham-Dinh, 2001).
Dariiber hinaus stellen sie trophische und metabolische Faktoren zur Verfiigung und sind

somit auch an neuronalem Wachstum und Homdostase beteiligt (Saab et al., 2013).

1.2 Mikroglia

Mikroglia gehdren zum angeborenen Immunsystems und als Teil dieses die ansdssigen
Makrophagen des Gehirns. Sie gehéren zum Mesoderm und entstammen dem embryonalen
Dottersack, wodurch sie formal nicht zu den ZNS-Zellen gehoéren. Sie machen im
vollstindig entwickelten Gehirn 5-10% aller Zellen aus und spielen in der Aufrechterhaltung
der Homdostase und immunologischen Uberwachung des ZNS eine wichtige Rolle (Li und
Barres, 2018). Mikroglia tragen mafigeblich zur physiologischen Entwicklung des Gehirns
bei. Durch Synapseneliminierung (synaptic pruning) haben sie Einfluss auf die neuronale
Plastizitdt und sind an Gedéchtnis- und Lernprozessen beteiligt (Geloso und D'Ambrosi,
2021). Im gesunden Gehirn verbleiben sie in einer Art Gleichgewichtszustand, iiberwachen
Gewebe und Umgebung und sind in der Lage schnell auf Infektionen oder andere Schiden

zu reagieren. Jedoch auch im nicht aktivierten, gesunden Zustand tragen sie zur Beseitigung
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von Abfallstoffen bei (Davalos et al., 2005, Miron und Franklin, 2014). Morphologisch
weisen Mikroglia im Ruhezustand eine runde Form mit einer Grof3e von 15-30pum und einer
Vielzahl von langen, diinnen und verzweigten Fortsdtzen auf, iiber die eine stéindige
Interaktion mit anderen Zellen erfolgt (Wendimu und Hooks, 2022). Im Falle einer
Aktivierung antworten sie mit Phagozytose, der Sekretion von Zyto- und Chemokinen,
Antigenpréisentierung sowie T-Zell-Rekrutierung. Diese Reaktion geht mit einer
phénotypischen Verdanderung einher, hierbei wandelt sich die Zelle von einem runden in
einen amoboiden Zelltyp. Dieser ist gekennzeichnet durch einen groBeren Zellkorper,
kiirzeren, jedoch prominenteren Fortsdtzen sowie zytoplasmatischen Vakuolen. Weiterhin
ist ein bipolarer Phiinotyp beschrieben, welcher einem Ubergangsstadium entspricht und
tendenziell eher mit neuroprotektiven Eigenschaften in Verbindung gebracht wird
(Wendimu und Hooks, 2022). Die Aktivierung und phénotypische Verdnderung von
Mikroglia wird auch Polarisierung genannt, anhand derer man lange Zeit von M1 oder M2-
Mikroglia sprach (Orihuela et al,, 2016). M1 bezeichnet dabei die ,klassische*
Immunantwort mitsamt der Expression typischer proinflammatorischer Marker wie
beispielsweise der induzierbaren Stickstoffsynthase (iNOS), Interleukin (IL)-1 und -6 oder
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a). Eine Aktivierung im Sinne des M1-Typs folgt in der
Regel auf eine Stimulation mit Interferon-gamma (IFN-y) oder Lipopolysaccharid (LPS)
(Orihuela et al., 2016). M2-Mikroglia werden einem ,,alternativen® Phénotyp zugeordnet,
welcher antiinflammatorische und neuroprotektive Eigenschaften aufweist. Dies spiegelt
sich in der Hochregulierung von Markern wie Arginase-1 (ARG-1), IL- 10, transforming
growth factor beta (TGF-f), Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor-1 (IGF-1) oder cluster of
differentiation (CD) - 206 wider (Mills et al., 2000), welche wiederum durch 11-4, -10 oder
-13 induziert werden (Orihuela et al., 2016, Wendimu und Hooks, 2022). Neuere Daten
deuten zudem darauf hin, dass eine starre Einteilung in M1 und M2 nicht mehr zutreffend
ist. Vielmehr konnen Mikroglia zwischen M1 und M2 wechseln und auch diverse
Zwischenstadien annehmen (Arnold et al., 2007, Crane et al., 2014). Daten aus
Einzelzellsequenzierungen legen nahe, dass eine sich in Homdostase befindende Population
rasch den Phénotyp wechseln und sich in kontext- und zeitpunktabhingige Untergruppen
wandeln kann. So lieB sich zeigen, dass je nach Aktivierungsstadium der Mikroglia
verschiedene Gene exprimiert werden, welche wiederum z.B. fiir eine Krankheitsassoziierte
Mikroglia (disease-associated microglia, DAM)-Population sprechen. Derartige DAMs
konnten in degenerativ verdnderten Regionen des ZNS gefunden werden. Die Regulierung

der Gene lieB3 sich dabei in Hdufungen (Cluster) beschreiben, welche hinweisend fiir eine



verstirkte Proliferation und Chemokinproduktion waren (Deczkowska et al., 2018, Jordao

etal., 2019).

1.3 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS), auch Enzephalitis disseminata genannt, ist eine autoimmun
vermittelte chronisch-entziindliche Erkrankung des Nervensystems. Wie bei den meisten
Autoimmunerkrankungen sind Frauen hédufiger als Ménner betroffen, im Falle der MS im
Verhiltnis 2-3:1. Weltweit sind aktuell etwa 2,8 Millionen Menschen erkrankt (Walton et
al., 2020), wobei es eine regional unterschiedliche Verteilung mit Hiufung in geméaBigten
Breiten wie Europa, Nordamerika und Australien gibt. Auch in Deutschland zeigt sich es ein
West-Ost-Gefille mit hoheren Préavalenzen im Nordwesten. Mit einer Prévalenz von zuletzt
etwa 300 Fille/ 100.000 Einwohnerlnnen ergab sich eine deutliche Zunahme der
Krankheitsprdavalenz in den letzten Jahren (Holstiege et al., 2017), wodurch eine
kontinuierlich wachsende Bedeutung der Erkrankung mitsamt Diagnostik und Therapie

aufgezeigt wird.

Die Atiologie der Krankheitsentstehung ist nicht abschlieBend geklirt, wenngleich
genetische Prédisposition, Umweltfaktoren und virale Einfliisse diskutiert werden (Sawcer,
2008). Erstgradige Verwandte von MS-Betroffenen haben mit 2-5% im Vergleich zur
Normalbevélkerung (0,1-0,3%) ein 30-50-fach erhohtes Risiko (Sadovnick et al., 1988,
Lindsey, 2005), weiter entfernte Verwandte weisen ein entsprechend abfallendes Risiko auf.
Das Erkrankungsrisiko scheint mit mehreren Genloci assoziiert zu sein, insbesondere
Polymorphismen des humanen Leukozytenantigen-Systems (HLA-System), welches auf
Chromosom 6 codiert ist, werden diskutiert (Baranzini et al., 2009). Insgesamt sind {iber 200
Genvarianten beschrieben, die das Risiko zur Entwicklung einer MS steigern, wobei keine
einzelne bekannt ist, die den klinischen Verlauf messbar beeinflusst (Reich et al., 2018). Die
zuvor bereits beschriebenen Unterschiede in Abhingigkeit der Breitengrade lassen zudem
auf einen Einfluss von Umweltfaktoren wie UV-Strahlung und Vitamin-D-Mangel schlieBen
(Lucas et al., 2015). Dies erklért jedoch nicht, dass es innerhalb der regionalen Unterschiede
Bevolkerungsgruppen wie die Inuit (Milo und Kahana, 2010), Aborigines (Miller et al.,
1990) oder generell chinesische oder japanische Menschen (Rosati, 2001) gibt, die trotz
sonst hoherer Prévalenzen der jeweiligen Region ein niedrigeres Erkrankungsrisiko
aufweisen. Hinzu kommt, dass Untersuchungen im Rahmen von Migrationsbewegungen
ergeben haben, dass bei einem dauerhaften Ortswechsel sich auch das Erkrankungsrisiko

andert. Ein solcher Ortswechsel von einer Gegend mit niedriger MS-Prévalenz zu einem Ort
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mit hoherer Pravalenz und andersrum geht mit einer Annéherung des Erkrankungsrisikos
einher. In beiden Féllen schien jedoch das Risiko innerhalb der ersten beiden
Lebensjahrzehnte bestimmt zu werden, Umziige nach dem 15. Lebensjahr hatten keinen
signifikanten Effekt auf das Erkrankungsrisiko (Kurtzke, 1993, Kurtzke, 2000). Dies fiihrt
zu der Annahme, dass es einen weiteren, vermeintlich in den ersten Lebensjahren
festgelegten Risikofaktor gibt. Epidemiologische Daten legen einen Zusammenhang mit
viralen Erkrankungen, allen voran dem Epstein-Barr-Virus (EBV), aber auch Varizella-
Zoster-Virus (VZV), Humanes Herpes-simplex-Virus 6 (HHV-6) und dem humanen
endogenen Retrovirus (HERV) nahe (Sola et al., 1993, Brudek et al., 2004, Perez-Cesari et
al., 2005, Alvarez-Lafuente et al., 2007, Kiiry et al., 2018, Bjornevik et al., 2022). Auch
wenn keine Kausalitdt gezogen werden kann, zeigte sich insbesondere nach EBV-Infektion
ein liber 30-fach erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer MS sowie eine Erhéhung der
Neurofilament-Leichtketten im Serum nach EBV-Serokonversion (Bjornevik et al., 2022).
Ein Zusammenhang zwischen den Hiillproteinen von HERV und deren pathogenen Effekte
in der MS konnte sowohl in vitro als auch in vivo gesehen werden, wodurch perspektivisch

ein neuer therapeutischer Ansatz vorstellbar ist (Kiiry et al., 2018, Kremer et al., 2019).

Erstbeschrieben wurde die MS 1868 durch Jean-Martin Charcot als eine Triade aus
Nystagmus, Intentionstremor und skandierender Sprache, welche er als kennzeichnend fiir
die Erkrankung empfand (Clanet, 2008). Dieses sogenannte Charcot-Trias ist auch heute
noch im klinischen Alltag zu finden, jedoch sind inzwischen viele weitere, heterogene
Symptome beschrieben und die MS fiir ihre individuell unterschiedlichen Verldufe bekannt.
Zu den héufigsten Initialsymptomen gehoren dabei unter anderem eine Optikusneuritis mit
visueller ~ Beeintrdchtigung,  Sensibilititsstorungen  (Parésthesien), Fatigue und
Muskelschwédchen (Paresen). Weitere Symptome wie Aphasie und zerebelldre
Beeintrachtigungen inklusive Ataxie und Nystagmus sind mdglich, jedoch eher selten
(Coles, 2008). Anhand des Auftretens neurologischer Defizite kann man die MS in
verschiedene Verlaufsformen unterteilen (Lublin et al., 1996). Mit einem Anteil von etwa
85% bei Erstdiagnose ist die schubformig-remittierende MS (relapsing-remitting MS,
RRMYS) die haufigste Form. Sie ist gekennzeichnet durch das Auftreten einer neurologischen
Symptomatik in Schiiben. Ein Schub ist definiert als das Anhalten von MS-typischen
Symptomen fiir mindestens 24 Stunden ohne Anzeichen von Fieber oder anderen
Infektionszeichen. Die Defizite kdnnen sich unter Umstidnden vollstindig zuriickbilden und
zwischen Schiiben gibt es keine Progredienz der Behinderung. In etwa 80% der Fille

entwickelt sich auf dem Boden einer RRMS eine sekundir-progrediente MS (secondary-
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progressive MS, SPMS). Hierbei entsteht nach zundchst schubformigem Verlauf eine
progrediente Behinderungszunahme, dem noch aufgesetzte Schiibe sind zudem moglich. Mit
etwa 15% bei Erstdiagnose ist die primér-progrediente MS (primary-progressive MS,
PPMS) seltener; sie ist gekennzeichnet durch eine mit Krankheitsauftreten beginnende

progrediente Behinderungszunahme ohne vorherigen schubformigen Verlauf.

Auf Zell- und Gewebeebene findet bei der MS eine Invasion peripherer und autoreaktiver
T-Lymphozyten statt, welche die von Oligodendrozyten gebildeten Myelinscheiden
angreifen und so zu entziindlichen, demyelinisierten Lédsionen in der weilen oder grauen
Substanz fiihren (Prineas und Graham, 1981). Als Folge ist die saltatorische
Reizweiterleitung zunichst gestort und kommt bei Krankheitsprogress ganz zum Erliegen
(Trapp et al., 1998, Chang et al., 2000). Mikroglia spielen eine wichtige Rolle bei der
Homdostase zwischen Pro- und Antiinflammation im ZNS und sind somit auch an der
Entstehung, Progression und Suppression chronisch-entziindlicher Erkrankungen wie der
MS beteiligt (Li und Barres, 2018, Voet et al., 2019). Mikroglia sind als Antigen-
prasentierende Zellen an der Kommunikation mit anderen Immunzellen und hierdurch auch
an der Aktivierung von T-Zellen beteiligt (Frohman et al., 2006). Dariiber hinaus konnen sie
sowohl Remyelinisierung durch Sekretion antiinflammatorischer Zytokine oder
Phagozytose von Debris fordern als auch Myelinscheiden und Oligodendrozyten durch
proinflammatorische Aktivierung schidigen (VoB et al., 2012, Prinz und Priller, 2014,
Domingues et al., 2016).

Die Therapie der MS ist aufgrund der noch ungeklirten Atiologie derzeit nicht kausal
moglich. Sie setzt sich zusammen aus der akuten Schubtherapie, meist mittels
Glukokortikoiden, einer verlaufsmodifizierenden Therapie (disease-modifying therapy,
DMT) wund der symptomatischen Therapie. Insbesondere innerhalb  der
verlaufsmodifizierenden Therapie wurden iiber die letzten Jahre viele Medikamente und
Therapieschemata entwickelt, sodass sich eine heterogene Gruppe ergibt. Alle haben
gemeinsam, die inflammatorische Aktivitit zu senken und damit den Krankheitsprogress zu
mildern oder gar zum Stillstand zu bringen (Kappos et al., 2016). Die bekanntesten und
dltesten Vertreter der DMTs sind B-Interferone, die unter anderem auf die T-Lymphozyten-
Proliferation Einfluss nehmen und eine Verschiebung von einer Thi- hin zu einer Th»-
Immunantwort bewirken (Dhib-Jalbut und Marks, 2010, Jakimovski et al., 2018). Ein
ebenfalls dlterer Vertreter der DMT ist Glatirameracetat, dessen Wirkmechanismus noch
nicht vollends geklart ist, jedoch dem der Interferone &hnlich zu sein scheint (Weber et al.,

2007). Neuere, inzwischen auch oral applizierbare DMTs sind Cladribin, Dimethylfumarat,
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Teriflunomid sowie Fingolimod und Siponimod. Cladribin ist ein Purinanalogon, welches
die DNA- und RNA-Synthese stort und so in die Zellteilung von Lymphozyten eingreift.
Der Wirkmechanismus von Dimethylfumarat ist nicht abschlieBend geklirt, jedoch scheint
eine Geninduktion mit antioxidativer Wirkung eine Rolle zu spielen (Al-Jaderi und
Maghazachi, 2016). Teriflunomid hemmt die Pyrimidinsynthese und somit die
Immunczellproliferation (Confavreux et al., 2014). Fingolimod war der erste zugelassene
Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptormodulator, zu dem auch Siponimod (siehe 1.4) gehort. Als
letztes gehoren die monoklonalen Antikdrper zur Gruppe der DMTs. Der bekannteste
Vertreter ist Natalizumab, welcher sich gegen das very late antigen 4 (VLA 4) richtet und
die Lymphozytenmigration iiber die BHS hemmt (Yu et al., 2013, Li et al., 2018).
Alemtuzumab wirkt gegen CD-52, ein Marker auf Lymphozyten und Monozyten und
reduziert sowohl B- als auch T-Lymphozyten (Ruck et al., 2015). Ocrelizumab ist gegen
CD20-positive B-Zellen gerichtet und der einzig zugelassene Wirkstoff bei PPMS (Hohlfeld
und Meinl, 2017).

1.4 Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren und Siponimod

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein im gesamten Organismus vorkommendes, biologisch
aktives und zur Gruppe der Sphingolipide gehorendes Signalmolekiil. Es wird intrazellulér
aus Sphingomyelin, einem Plasmamembranbestandteil, mithilfe von Sphingomyelinase,
Ceramidase und Sphingosinkinase synthetisiert und {iiber einen Transporter nach
extrazelluldr gebracht. Syntheseorte sind vor allem rote Blutkdrperchen sowie vaskuldre und
lymphatische Endothelzellen, aber nach Stimulation auch Thrombozyten, Makrophagen und
Mastzellen (Hinel et al., 2007, Venkataraman et al., 2008). Uber fiinf G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (S1P-Ri.5), die in unterschiedlicher Ausprigung und Verteilung in Zellen und
Gewebe exprimiert sind, entfaltet S1P seine Wirkung. S1P spielt eine wichtige Rolle in
vielen Signalwegen des Korpers, darunter Lymphozytenmigration, vaskuldre Homdostase,
Aufrechterhaltung der BHS, neuronale Interaktion, Myelinisierung, mikrogliale Aktivierung
und ist auch an der Entwicklung des ZNS wesentlich beteiligt (Chaudhry et al., 2017, Scott,
2020). Die Vielzahl der mdglichen Effekte beruht auf der je nach Zellart unterschiedlichen
S1P-R-Exprimierung sowie ebenfalls unterschiedlichen Kopplung der G-Proteine. SIP-R;
und 4 sind mit einem inhibitorischen G-Protein gekoppelt (Gi), wodurch der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) - und der Ras/raf/mitogen-Signalweg induziert
werden. SIP-R> und 3 binden an mehrere G-Proteine, vorwiegend aber Gq und Gias,

wodurch Phospholipase C und der Rho-Rho-Signalweg induziert werden. S1P-Rs ist
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wiederum mit Gi2/13 gekoppelt (Sugimoto et al., 2003, Okamoto et al., 2011, Tsai und Han,
2016). Alle Zellen des ZNS exprimieren S1P-Rezeptoren. Fiir Mikroglia wird die Expression
von S1P-R;und s (Kipp, 2020) beschrieben, jedoch scheinen auch weitere Rezeptorsubtypen
in Abhéngigkeit des mikroglialen Aktivierungsstadiums ausgebildet zu werden (Tham et al.,
2003). Oligodendrozyten exprimieren S1P-R; und 5, Astrozyten S1P-R; und 3 und Neurone
S1P-Ry, 2 und 3. Andere wichtige Beispiele sind S1P-R; auf Leukozyten und S1P-R3 auf
Kardiomyozyten (Chaudhry et al., 2017, Kipp, 2020).

Siponimod (BAF312) ist ein selektiver Sphingosin-1-Phosphat -Rezeptor; s-Modulator, der
als funktioneller Antagonist wirkt und zur Gruppe der verlaufsmodifizierenden Therapie der
MS gehort. Er ist die Weiterentwicklung des S1P-R, 3 4 5-Modulators Fingolimod, der durch
seine unselektive Rezeptorbindung ein ungiinstigeres Nebenwirkungsprofil aufweist.
Insbesondere die Aktivitdit an SI1P-R; wird mit Bradyarrythmien und einem
Atrioventrikulirem (AV)-Block Typ II Mobitz in Verbindung gebracht (Chaudhry et al.,
2017, Kipp, 2020). Vor diesem Hintergrund besteht das Bestreben, S1P-
Rezeptormodulatoren mit einem engeren Wirkprofil und vor allem mit Aussparung des
Rezeptorsubtyps 3 zu entwickeln. Seit 01/2020 ist Siponimod fiir die Behandlung der SPMS
mit Krankheitsaktivitdt zugelassen, nachdem in der EXPAND-Studie eine verringerte
Krankheitsprogression anhand des Expanded Disability Status Scale (EDSS) festgestellt
werden konnte. Daneben verbesserten sich im Vergleich zum Placebo-Arm auch weitere
klinische Gesichtspunkte sowie magnetresonanztomographische (MRT)-morphologische
Korrelate (Kappos et al., 2018). Der Hauptwirkmechanismus Siponimods (und auch
Fingolimods) ist nach aktueller Datenlage vor allem auf die antagonistische Wirkung am
S1P-R; der T-Zellen zuriickzufiihren, wodurch eine Rezirkulation der Immunzellen und die
Inflammation im ZNS reduziert wird (Matloubian et al., 2004, Kappos et al., 2010).
Priklinische Studien zeigten zudem, dass Siponimod die BHS unveréindert passieren kann
und sowohl eine antiinflammatorische Wirkung auf ZNS-Lymphozyten und Gliazellen
sowie eine S1P-Rs-vermittelte reparaturfordernde Wirkung auf Oligodendrozyten aufweist
(Gentile et al., 2016, Bigaud et al., 2021). Im Tiermodell der experimentellen autoimmunen
Enzephalitis (EAE), welches als ein Modell fiir die menschliche MS gilt, konnte Siponimod
aullerdem die EAE supprimieren, was gleichzeitig mit einer verminderten mikroglialen
inflammatorischen Aktivitdit und mit einer Wiederherstellung der Transmission des
Neurotransmitters gamma-Aminobuttersdure (GABA) einherging (Gentile et al., 2016).
Weiter ist eine generell abgeschwichte Demyelinisierung unter Siponimod beschrieben

(O'Sullivan et al., 2016). Im Cuprizon-Modell fiir Demyelinisierung konnte eine verstérkte
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Remyelinisierung unter Siponimod gezeigt werden (Dietrich et al., 2022). Im Mausmodell
der EAE mit Optikusneuritis (EAEON) schwicht Siponimod die Retinadegeneration sowie
die entziindlichen Infiltrate und Demyelinisierung im Nervus opticus ab, zudem wird die
Sehfdhigkeit verbessert (Dietrich et al., 2022). All dies deutet auf vielseitig
immunmodulatorische und auch direkte neuroprotektive Effekte Siponimods im ZNS hin,

welche tiber die Reduktion zirkulierender Lymphozyten hinausgehen.

1.5 Ziel der Arbeit

Mikroglia spielen eine wichtige Rolle bei der Homoostase zwischen Pro- und
Antiinflammation im ZNS und sind an der Entstehung, Progression und Suppression
chronisch-entziindlicher Erkrankungen wie der MS beteiligt (Li und Barres, 2018, Voet et
al., 2019). Mittels Zytokinsekretion, T-Zellinteraktion sowie Phagozytose konnen sie
direkten Einfluss auf entziindliches Geschehen nehmen und die MS positiv und negativ
beeinflussen (VoB3 et al., 2012, Prinz und Priller, 2014). Wie viele andere Zellen des
menschlichen Kdorpers exprimieren Mikroglia S1P-Rezeptoren, die eine Zielstruktur des
S1P-Rezeptormodulators ~ Siponimod  sind. Klinisch reduziert Siponimod die
Krankheitsprogression (Kappos et al., 2018) und auch préklinisch zeigen sich, wie oben
beschrieben, immunmodulatorische und neuroprotektive Eigenschaften des Medikaments.
Diese Arbeit hat es daher zum Ziel, die Wirkung von Siponimod auf das mikrogliale
Verhalten zum einen auf der Ebene des Phénotyps und zum anderen auf
Genexpressionsebene zu untersuchen. Hierzu wurden Stimulationsversuche an Zellen der
murinen BV2-Zelllinie sowie primdren Rattenmikroglia durchgefiihrt und dabei
unterschiedliche ~Aktivierungsmarker auf transkriptioneller und zelluldrer Ebene
charakterisiert. Zunichst wurde ein Profil des S1P-Rezeptorexpressionsmusters von BV2-
und Rattenmikroglia erstellt, gefolgt von Titrationsversuchen zur Dosisfindung fiir die
folgenden Experimente. Neben der alleinigen Stimulation mit Siponimod erfolgte zusdtzlich
eine Kostimulation mit TNF-o oder LPS, um ein dhnlich wie in der MS entziindliches Milieu
zu simulieren und damit einen moglicherweise abgeschwichten proinflammatorischen
Effekt im Beisein von Siponimod zu untersuchen. Die Ergebnisse haben Einfluss auf unser
Verstdndnis von der vielfdltigen Wirkungsweise von SI1P-Rezeptormodulatoren.
Insbesondere eine direkte neuroprotektive Wirkung an den Zellen des ZNS, in diesem Fall
Mikroglia, ist im Hinblick auf chronisch-entziindliche Erkrankungen von Bedeutung und

konnte weitere therapeutische Optionen er6ffnen.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Organismen

Reagens

Hersteller

BV2 murine Mikroglia Zelllinie

American Culture  Collection,

Type
Manassas, USA

Wistar-Ratten

Janvier Labs, Saint-Berthevin, Frankreich

2.1.2 Zellkultur

Reagens Hersteller

Accutase Thermo Fisher, Darmstadt, Deutschland
Rinderserumalbumin  (Bovine  Serum | Thermo Fisher, Waltham, USA
Albumin, BSA)

DNAse I Type IV Qiagen, Hilden, Deutschland
Dulbecco’s  modified eagle medium | Life Technologies, Carlsbad, USA
(DMEM)

glucose (DMEM, D-Glucose 1g/1)

Dulbecco’s modified eagle medium low

Life Technologies, Carlsbad, USA

glucose (DMEM, D-Glucose 4,5g/1)

Dulbecco’s modified eagle medium high

Life Technologies, Carlsbad, USA

Phosphat-gepufferte

PBS)

Kochsalzlésung

(Dulbecco’s phosphate buffered saline,

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ethanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fetales Kélber Serum (FCS)

Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,

Deutschland
L-Glutamin Life Technologies, Carlsbad, USA
Isofluran Piramal-Healthcare, Mumbai, Indien
LiChroSolve® Wasser Merck, Darmstadt, Germany
Papain Worthington / Cell Systems, Lakewood,
USA
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/ Streptomycin

Thermo Fisher, Waltham, USA




Poly-D-Lysine (PDL)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ratte Anti-CD11b magnetic microbeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin-EDTA Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Deutschland

24-well-Platten Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

4-(2-hydroxyethyl)-1-
Piperazineethanesulfonsiaure (HEPES)

Life Technologies, Carlsbad, USA

Substrate und Inhibitoren

Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

MACS-Puffer
e Phosphat-gepufferte

Kochsalzlgsung (PBS)

Rinderserumalbumin

Fraktion V (0,5%)

(BSA),

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA V

Thermo Fisher, Waltham, USA

Ratten-Tumornekrosefaktor (TNF)-a

R&D Systems, Minneapolis, USA

Rekombinantes Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Siponimod (BAF312)

Novartis Pharma, Niirnberg, Deutschland

2.1.3 Kulturmedien

Medium Inhalt

Hersteller

BV2-Kulturmedium

Dulbecco’s modified eagle
medium high glucose (DMEM,
D-Glucose 4,5g/1)

Life Technologies,
Carlsbad, USA

10% Fetales Kalberserum (FCS),

hitzeinaktiviert

Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund,
Deutschland

50 U/mL Penicillin/Streptomycin

Thermo Fisher,

Waltham, USA
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2 mM L-Glutamin

Life Technologies,
Carlsbad, USA

BV2-Stimulationsmedium

Dulbecco’s modified eagle
medium high glucose (DMEM,
D-Glucose 4,5g/1)

Life Technologies,
Carlsbad, USA

2% Fetales Kélberserum (FCS),

hitzeinaktiviert

Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund,
Deutschland

50 U/mL Penicillin/Streptomycin

Thermo Fisher,

Waltham, USA

2 mM L-Glutamin Life Technologies,
Carlsbad, USA
Primires Mikroglia- Dulbecco’s modified eagle Life Technologies,
Medium medium low glucose (DMEM, D- | Carlsbad, USA
Glucose 1g/1)
Fetales Kélberserum, 10% Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund,
Deutschland
50 U/mL Penicillin/Streptomycin | Thermo Fisher,
Waltham, USA
2 mM L-Glutamin Life Technologies,
Carlsbad, USA
Mischkulturmedium Dulbecco’s modified eagle Life Technologies,
medium low glucose (DMEM, D- | Carlsbad, USA
Glucose 1g/1)
Fetales Kélberserum, 10% Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund,
Deutschland
50 U/mL Penicillin/Streptomycin | Thermo Fisher,
Waltham, USA
2 mM L-Glutamin Life Technologies,
Carlsbad, USA
Priparationsmedium Minimum essential medium Life Technologies,

(MEM)

Carlsbad, USA
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4-(2-hydroxyethyl)-1- Thermo Fisher,

Piperazineethanesulfonsdure Waltham, USA
(HEPES)
2mM L-Glutamin Life Technologies,

Carlsbad, USA

2.1.4 Reverse Transkription und Polymerase Kettenreaktion

Reagens

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Kit

High-Capacity cDNA Reverse Transcription | Applied Biosystems, Waltham, USA

Power SYBR Green PCR Master Mix

Thermo Fisher, Waltham, USA

2.1.5 Immunzytochemie

Reagens

Hersteller

4’ ,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Citifluor Eindeckmedium

Electron Microscopy Science, Hatfield,

USA

Esel Anti-Hase 488

Alexa Invitrogen, Waltham, USA

Esel Anti-Hase 594

Alexa Invitrogen, Waltham, USA

Esel Anti-Ziege 488

Alexa Invitrogen, Waltham, USA

Esel Anti-Ziege 594

Alexa Invitrogen, Waltham, USA

Hase Anti Cleaved-Caspase 3

Cell-Signaling, Danvers, USA

Hase Anti-Iba-1

Wako Chemicals, Neuss, Deutschland

Hase Anti-iINOS

Abcam, Cambridge, UK

Hase Anti-Ki67

Abcam, Cambridge, UK

Normales Esel-Serum (NDS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Normales Ziegen-Serum (NGS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Triton

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Phalloidin-FITC

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ziege Anti-Iba-1

Abcam, Cambridge, UK

Ziege Anti-Hase 488

Alexa Invitrogen, Waltham, USA
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Ziege Anti-Hase 594

Alexa Invitrogen, Waltham, USA

Ziege Anti-Ratte 594

Alexa Invitrogen, Waltham, USA

2.1.6 Technisches Equipment und Software

Produkt

Hersteller

96-well Fast Thermal Cycler ,,Veriti*

Applied Biosystems, Waltham, USA

ABI 7900 Real-time PCR System

Thermo Fisher, Waltham, USA

Deckgléser (13mm)

Thermo Fisher, Waltham, USA

Falcon Zentrifugenréhrchen (50ml)

Thermo Fisher, Waltham, USA

Axioplan 2

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Endnote 21.4

Thomas Reuters, New York City, USA

GraphPad PRISM Software 8

GraphPad Software, San Diego, USA

Image] Software

National Institute of Health, Rockville,
USA

Inkubator BBD6220 Thermo Fisher, Waltham, USA
Lab-Tek Zellkulturplatten Thermo Fisher, Waltham, USA
MACS MultiStand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Germany

Megafuge 3.0R

Thermo Fisher, Waltham, USA

Mikrozentrifugenréhrchen (0,5ml, 1,5ml,
2ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Nanodrop-Spektrophotometer

Peqlab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Petrischalen (6cm, 10cm)

Greiner bio-one, Gremsmiinster, Osterreich

Thoma Zihlkammer

Optik Labor, Gorlitz, Deutschland

Schiittler New Brunswick Scientific, Edison, USA
Wasserbad GFL, Burgwedel, Germany
Zentrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zellkulturflaschen 75¢m?

Greiner bio-one, Gremsmiinster, Osterreich
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2.2 Zellkultur

Die Arbeit mit Zellkulturen muss steril erfolgen. Um dies sicherzustellen, wurden alle
Prozeduren in einer sterilen Werkbank mit vorsterilisierten Utensilien durchgefiihrt. Die
Zellen wurden anschlieBend im Inkubator bei standardisierten Bedingungen von 37°C, 5%
CO: und 98% Luftfeuchtigkeit kultiviert. BV2-Zellen sind Zellen der C57BL/6-Maus,
welche durch das v-raf/v-myc tragende Retrovirus J2 immortalisiert wurden, weswegen die
Arbeiten mit dieser Zelllinie unter die gentechnische Sicherheitsstufe S1 fallen und nur nach
vorausgegangener Schulung und mit entsprechender Dokumentation durchgefiihrt werden
durften. Die funktionellen und morphologischen Charakteristika entsprechen denen von

Mikroglia.

Primire Mikroglia wurden aus Wistar-Ratten (Janvier Labs, Saint-Berthevin, Frankreich)
préapariert. Alle Tieranwendungen entsprechen den ARRIVE-Richtlinien und wurden in
Ubereinstimmung mit dem Leitfaden des National Institutes of Health (NIH) fiir die Pflege
und Verwendung von Labortieren (NIH-Publikationen Nr. 8023, {iberarbeitet 1978)
durchgefiihrt. Das Institutionelle Priifungsgremium der ZETT (Zentrale Einrichtung fiir
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben) der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf hat alle Tierverfahren unter den Zulassungen 069/11. Dariiber hinaus wurden alle
Tierversuche in dieser Arbeit von einem erfahrenen, nach den FELASA (Federation of
European  Laboratory Animal Science Associations) -Richtlinien ausgebildeten
Labormitarbeiter durchgefiihrt. Haltung und Zucht entsprachen definierten und sterilen

Bedingungen.

2.2.1 BV2
2.2.1.1 PDL-Beschichtung

Poly-D-Lysin (PDL)- Beschichtung verbessert die Haftungseigenschaften kultivierter Zellen
an Deckgldsern. Dafiir wurden zundchst 13 mm Deckgldser in die Vertiefungen einer 24-
well-Platte platziert, je 500 pl einer 0,1 mg/dl (in PBS geldsten) PDL-Ldsung hinzugegeben
und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Vertiefungen zunéichst 3-
mal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 1 ml Medium befiillt. AnschlieBend erfolgte
die Pra-Inkubation bei 37°C, 5% CO- und 98% Luftfeuchtigkeit.

2.2.1.2 Auftauen
BV2-Zellen werden in Fliissigstickstoff gelagert. Nach dem Herausnehmen erfolgte ein
vorsichtiges Auftauen im Wasserbad, bis sich eine zdhe Suspension bildete. Anschlieend
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wurden die Zellen in 30 ml kiihles BV2-Kulturmedium iiberfiihrt und 5 min bei 1200
Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute, rpm) und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 1 ml Medium resuspendiert und anschlieBend in
eine mit 20 ml Medium vorinkubierte Zellkulturflasche liberfiihrt. AnschlieBend wurden die
Zellen bei 37°C, 5% CO2 und 98% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgte
alle 3 Tage. Hierzu wurde das Medium durch Drehen der Zellkulturflasche auf die

zellabgewandte Seite abgesaugt und 20 ml neues, vorgewédrmtes Medium hinzugegeben.

2.2.1.3 Subkultivierung

Die Zellkulturflaschen wurden auf die den Zellen abgewandte Seite gedreht und das Medium
abgesaugt. Jede Flasche wurde mit 10 ml PBS gewaschen und nach Hinzufiigen von 5 ml
Trypsin fiir 5 min bei 37°C, 5% CO2 und 98% Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieBend
wurde die doppelte Menge des verwendeten Trypsins an Medium hinzugegeben und der
Inhalt aus je 2 Zellkulturflaschen in einem 50 ml Falcon-Zentrifugenréhrchen
zusammengefiihrt. Es wurde fiir 5 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde mit 5 ml Kulturmedium pro T75-Flasche resuspendiert. Nach Anfarbung
von 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau erfolgte die Auszéhlung mittels Thoma
Zahlkammer und anschlieflend das Ausséden in neue, vorinkubierte T75-Zellkulturflaschen

beziehungsweise 24-well-Platten.

2.2.2 Primére Mikroglia

2.2.2.1 Préaparation einer Mikroglia-Mischkultur

Primire Mikroglia wurden aus einer Mischkultur gewonnen, welche auch Astrozyten und
Oligodendrozyten-Vorlduferzellen (oligodendrocyte precursor cells, OPC) enthielten. Zur
Priaparation wurden postnatale (PO-P1) Wistar Ratten verwendet. Zur Vermeidung von
Kontaminationen erfolgte die Arbeit an einem sterilen Pridparationstisch. Isofluran wurde
zur Narkotisierung verwendet, Ethanol (70%) zur Beseitigung von Keimen. Mit einer Schere
wurde der Kopf abgetrennt, Haut und Schidel entfernt und das Gehirn in eine Petrischale
mit etwas Préparationsmedium (MEM, HEPES und Glutamin) gelegt. Die Meningen wurden
entfernt, die Hirnhédlften voneinander getrennt und abgeschnitten und anschlieend in kleine
Stiicke geschnitten. Diese wurden in Zentrifugen-Réhrchen mit 50 ml Préparationsmedium
gesammelt und fiir 1 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, 1 ml
Papain-Losung hinzugegeben und das Gewebe fiir 45 min bei 37°C, 5% CO2 und 98%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. 1 ml Trypsininhibitor wurde hinzugefiigt und erneut fiir 4 min

inkubiert. Mittels gldserner Pasteur-Pipetten wurde die Suspension vorsichtig gemischt,
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bevor 10 ml DMEM-Hochglukose-Medium mit 10% FCS hinzugegeben und fiir 5 min bei
1200 rpm zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde verworfen und in 15 ml
Mischkulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf T75-Zellkulturflaschen
verteilt und fiir 10 Tage inkubiert, wobei das Medium 2-mal wdchentlich gewechselt wurde.
Danach wurden die Flaschen fiir 2 Stunden mit 180 rpm bei 37°C auf einen Schiittler
(Excella E24) gestellt, der Uberstand mit den abgeldsten Mikroglia auf 10cm bakterielle
Petrischalen tiberfiihrt und 10 ml Mischkulturmedium hinzugegeben. Wéhrend die T75-
Flaschen mit den Astrozyten und OPCs fiir weitere 22 Stunden geschiittelt wurden, wurden
die Petrischalen mit den Mikroglia fiir eine Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde der
Uberstand der T75-Zellkuturflaschen erneut in bakterielle Petrischalen {iberfiihrt und fiir 20
min inkubiert. Mikroglia haften sich sehr schnell an den Boden der Petrischalen, sodass nach
20 min das Medium gewechselt wurde, um verbleibende OPCs zu separieren. Hierzu wurden

20ml frisches Mischkulturmedium verwendet und anschlieBend fiir 2 Stunden inkubiert.

2.2.2.2 Isolierung und Aufreinigung der Mikroglia

Zur weiteren Aufreinigung und Isolierung von Mikroglia wurde das magnetisch aktivierte
Zellsortier (magnetic-activated-cell-sorting, MACS)-Verfahren verwendet, welches auf der
Trennung bestimmter Zellen anhand von Oberflaichenmerkmalen beruht. Hierzu wurden

Antikorper gegen Cd11b, eine alpha-M-Untereinheit des f-Integrins, verwendet.

Da es sich um ein zeitaufwendiges Verfahren handelt, wurden alle Medien vorab auf 2-8°C
gekiihlt. Die Petrischalen mit den Mikroglia wurden zunéchst einmal mit PBS gewaschen
und dann fiir 5 min mit 3 ml Accutase im Inkubator behandelt, bis sich die Zellen abgelost
hatten. Die Reaktion wurde mit 4 ml FCS-haltigem Medium gestoppt, die Zellsuspensionen
in 50 ml Zentrifugenréhrchen gesammelt und anschlieend bei 4°C und 1200 rpm fiir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 80 ul MACS-Puffer
und 20 pl CD11b/c Magnetpartikeln (microbeads) resuspendiert. Nach einer Inkubation bei
2-8°C fiir 15 min wurden 2 ml kalten MACS-Puffers hinzugegeben, vermischt und bei 4°C
und 1200 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500
ul MACS-Puffer resuspendiert. Fiir die magnetische Separierung wurden die Séulen in das
magnetische Feld des Separators platziert und zur Vorbereitung mit 500 ul MACS-Puffer
gespiilt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension hinzugegeben und 3-mal mit je 500 pl
MACS-Puffer gewaschen. Die Sdulen wurden aus dem magnetischen Feld entfernt, auf ein
50 ml Zentrifugenrohrchen platziert und 1 ml MACS-Puffer hinzugegeben. Die magnetisch
markierten Mikroglia wurden dann direkt durch Aufsetzen des Kolbens ausgespiilt. Um

Verunreinigungen vorzubeugen, wurde der gesamte Vorgang der magnetischen Separierung
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nochmals wiederholt. AbschlieBend wurde das Rohrchen bei 4°C und 1200 rpm
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml Mikroglia Medium
resuspendiert. Die Zellzéhlung erfolgte nach Farbung von 10 pl Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau mittels Thoma Z&hlkammer. Fiir Polymerase Kettenreaktion (PCR)-
Experimente wurden die Zellen in 24-well-Platten, fiir immunzytochemische Farbungen in

8-well-Lab-Tek-Platten ausgesit und bei 37°C, 5% CO- und 98% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

2.2.3 Stimulation

Die Stimulation der BV2- und primdren Rattenmikroglia erfolgte 24 Stunden nach
Ausplattierung mit Siponimod beziehungsweise Dimethyl-Sulfoxid (DMSO) als Kontrolle.
Hierzu wurde zunichst das Medium verworfen und 1 ml neues Stimulationsmedium in
gewiinschter Konzentration hinzugegeben. Fiir die BV2-Mikroglia wurden die
Konzentrationen 0,1 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 7,5 uM sowie 10 uM verwendet, fiir die
priméren Rattenmikroglia die Konzentrationen 2,5 uM, 5 uM, 7,5 uM, 10 uM und 50 pM.
BV2-Mikroglia wurden eine Stunde nach primérer Stimulation TNF-o als
proinflammatorischer Stimulus hinzugegeben, bei den primiren Rattenmikroglia geschah
die Kostimulation zeitgleich mit LPS. Die Konzentrationen betrugen fiir TNF-a ¢c=50 ng/ml
und fiir LPS ¢=100 ng/ml. Die Stimulation erfolgte fiir 24 oder 72 Stunden bei 37°C, 5%
CO: und 98% Luftfeuchtigkeit, anschliefend wurden die Zellen entweder lysiert oder fixiert.

2.3 Reverse Transkription und quantitative Echt-Zeit PCR

Die quantitative Echt-Zeit Polymerase Kettenreaktion (q-RT-PCR) erlaubt durch
Vervielfiltigung von DNA-Sequenzen die Quantifizierung von Gentranskripten, wodurch
eine Aussage iiber die Expressionsstirke von ausgewdhlten Genen moglich ist. Dazu wurden
die Mikrogliazellen zunéchst lysiert und die RNA extrahiert und aufgereinigt. Mittels
reverser Transkription erfolgte die Umschreibung in komplementire DNA (cDNA) und
anschlieBend die g-RT-PCR. Durch die Einlagerung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green
in die Doppelstrang DNA wird wahrend der Amplifikation ein detektierbares Signal erzeugt,
welches in Echtzeit gemessen wird. Das Ergebnis wird als Zyklus-Schwellenwert (Cycle
threshold, Ct) angegeben. Dies ist der Amplifikationszyklus, an dem sich die Reaktion in
einer exponentiellen Phase befindet. Der Ct-Wert ist invers proportional zur Menge der
Nukleinsdure der untersuchten Probe, da weniger Amplifikationszyklen notwendig sind, um
ein detektierbares Signal zu erzeugen. Niedrige Ct-Werte deuten somit auf eine starke

Genexpression hin.
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2.3.1 Zelllyse

Die Zelllyse erfolgte 24 bzw. 72 Stunden nach der Stimulation. Hierzu wurde das Medium
aspiriert und 350 pl Lyse-Puffer (B-Mercaptoethanol 1:100 RLT-Puffer) auf je drei
Vertiefungen einer Bedingung verteilt. Mit seinen reduzierenden Eigenschaften sorgt -
Mercaptoethanol fiir eine Denaturierung und Inaktivierung von Enzymen und Substraten,
wiahrend der RLT-Puffer gleichzeitig die Zellmembran auflost. Durch Kratzen mit einer
Pipettenspitze wurden die Zellen zusétzlich mechanisch vom Plastik der Napfchen gelost
und die Losung anschlieend in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefdfl gesammelt. Falls das RNA-

Extrakt nicht direkt weiter aufgereinigt wurde, wurde die Losung bei -80°C eingefroren.

2.3.2 RNA-Aufreinigung

Zur Aufbereitung der RNA wurde das RNeasy Mini Kit von QIAGEN verwendet, die
Durchfiihrung erfolgte gemil dem Protokoll des Herstellers. Hierfiir wurde das RNA-
Extrakt in QIAshredder-Sédulen {iiberfiihrt und fiir 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurden 350 pl 70%igen Ethanols hinzugefiigt, das Eluat in RNeasy Saulen
iiberfiihrt und fiir 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Hierbei haftet die RNA in der RNeasy
Séule, der Uberstand wurde verworfen. Nach dem Waschen mit 350 ul RW1 Puffer und
anschlieBender Zentrifugation fiir 1 min bei 10.000 rpm wurde genomische DNA in einer
15-miniitigen Inkubation mittels 80 ul RNAse freiem DNAse Puffer (10 ul DNAse in 70 pl
RDD-Puffer) entfernt. Es folgte ein erneutes Waschen mit 350 ul RW1 Puffer und
Zentrifugation fiir 1 min bei 10.000 rpm, bevor in zwei weiteren Schritten je 500 ul RPE-
Puffer hinzugegeben und fiir je 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert wurde. Abschlieend
wurde die an der RNeasy Séule haftende isolierte RNA in 21 pl RNAse-freiem Wasser durch
Zentrifugieren fiir | min bei 14.000 rpm aufgeldst und die RNA-Konzentration mittels Nano-
drop Spektroskopie bestimmt.

2.3.3 cDNA-Synthese

Die Synthese der komplementiren DNA (cDNA) beruht auf dem Prinzip der reversen
Transkription, hierbei katalysiert das Enzym Reverse Transkriptase (RNA-abhéngige DNA-
Polymerase) die Umschreibung von RNA zu DNA.

Die Synthese erfolgte mit dem high-capacity cDNA reverse transcription Kit. Es wurden
250 ng der zuvor isolierten RNA verwendet und mit LiChroSolve® Wasser auf 19,8 pl
verdiinnt. AnschlieBend wurden 10,2 pl Mastermix (Tab. 1) hinzugegeben und in einen

Thermocycler gegeben. Die jeweiligen Temperaturschritte mit Funktion sind Tabelle 2 zu
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entnehmen. Im Anschluss an die Synthese wurde die cDNA-Losung mit 170 pl
LiChroSolve® Wasser verdiinnt.

Komponente Volumen (ul) pro Probe
10x- RT Puffer 3

dNTPs, 100 mM 1,2

10x RT Random Primer 3

RNase Inhibitor, 20 U/l 1,5

Reverse Transkriptase, 50 U/ul 1,5

Totales Volumen 10,2

Tabelle 1: Komponenten des Mastermix mit ihrer jeweiligen Menge

Temperatur (in °C) Zeit Funktion

25 10 min Primerhybridisierung
37 120 min DNA-Polymerisation
85 5 sek Hitzeinaktivierung

4 00 Lagerung

Tabelle 2: Temperaturzyklen der cDNA-Synthese mit ihrer jeweiligen Funktion

2.3.4 Quantitative Echt-Zeit PCR

Die Quantifizierung der DNA-Transkripte erfolgte mittels quantitativer Echt-Zeit
Polymerase Kettenreaktion, welche mittels ABI 7900 Fast-Real-Time System durchgefiihrt
wurde. Die ausgewdhlten Gene sind Tabelle 3 aufgelistet, die einzelnen
Temperaturabschnitte mit ihrer Dauer in Tabelle 4. Als Referenzgene bzw. nicht regulierte
Gene (housekeeping genes) dienten Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
fiir BV2-Mikroglia sowie Ornithin-Decarboxylase (ODC) fiir primére Ratten-Mikroglia.

4 pl der in LiChroSolve verdiinnten cDNA wurden mit 16 pl des Mastermix in die
Vertiefungen einer 96-well-Platte pipettiert. Der Mastermix setzte sich zusammen aus 1,2 pl
des Vowirtsprimers und 1,2 pl des Riickwértsprimers (je Spmol/ul), 3,6 ul LiChroSolve
Wasser und 10 pul SYBR Green, welches als Fluoreszenzfarbstoff diente.
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Gen Vorwirtssequenz Riickwirtssequenz

m-Gapdh | AGG TTG TCT CCT GCG ACT | CCA GGA AAT GAG CTT GAC AAA
TCA G

m-I1-1B ACA CTC CTT AGT CCT CGG | TGG TTT CTT GTG ACC CTG AGC
CCA

m-Tnf-a AATTCG AGT GACAAGCCT | CCT CCA CTT GGT GGT TTG CT
GTA GC

m-11-6 CCA CGG CCT TCC CTA CTT | TTG GGA GTG GTA TCC TCT GTG
C A

m-Inos GAC GAG ACG GAT AGG | GTG GGG TTG TTG CTG AACTT
CAG AG

m-11-4 CAC GGA TGC GAC AAA | CTC GTT CAA AAT GCC GAT GA
AAT CA

m-I1-10 TGT CAT CGA TTT CTC CCC | CAC CTG CTC CACTGC CTT G
TGT

m-Yml GAA CAC TGA GCT AAA | GAG ACC ATG GCA CTG AACG
AACTCT CCT G

m-Igf-1 TCA CCT CGG CCT CAT AGT | CCG GGT CGT TTA CAC AGC
ACC

m-Arg-1 CCT GAA GGA ACT GAA | TTG GCA GAT ATG CAG GGA GT
AGG AAAG

m-Cd-206 | CCC AAG GGC TCT TCT AAA | CGC CGG CAC CTA TCA CA
GCA

m-Mertk | TCA TCA TCC TCG GCT GCT | CCC AGG CTC TGC AAG GTA AG
TC

m-Slp-rl | TTT AGC CGC AGC AAATCA | GGT TGT CCCCAT CGT CCT T
GA

m-Slp-r12 | TCA AGC TCT ACG GCA GTG | GAG GCC CCG ATG AGC AT
ACA

m-Slp-r3 | GCC CCG CGT GGC TACT CCGTTCTGA AACGACCTGTITT

m-Slp-r4 | CTG CCC GCC GCA AGT CAC AAA GGC CAC CAA GATCA

m-Slp-r5 | TGG CTG TG TGT GCC TTC | GCG GAC CAG CAC CAA GAG

ATT
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r-Odc

GGT TCC AGA
ACATC

GGC CAA

GTT GCC ACATTG ACC GTG AC

r-11-1B

GAA ACA GCA ATG GTC
GGG AC

AAG ACA CGG GTT CCATGG TG

r-Tnf-a

AGC CC TGG TAT GAG CCC
ATGTA

CCG GAC TCC GTG ATG TCT AAG
T

r-11-6

GTT GTG CAATGG CAATTC
TGA

TCT GAC AGT GCA TCA TCG CTG

r-Inos

CTC AGC ACA GAG GGC
TCA AAG

TGC ACC CAAACACCAAGGT

r-11-10

CCC AGA
GCATITG

AAT CAA GGA

CAG CTG TAT CCA GAG GGT CTT
CA

r-11-4

TGA GAA GCT GCA CCG
TGA AT

GGC TTT CCA GGA AGT CTT TCA
G

r-Ym-1

AAT CCC AAG GCT GCT TCT
CA

ACC AGA CTG GAT TGT GTC AAT
GA

r-Igf-1

AGA CGG GCA TTG TGG
ATG A

ACATCT CCAGCCTCCTCAGATC

r-Arg-1

CCA AGC CAA
TAG AG

AGC CCA

TCC TCG AGG CTG TCC CTT AG

r-Mertk

TCT GAC AGA
AGTCTITC

GAC CGC

TGG ACA CCG TCA GTC CTT TG

r-11-27

GCT GCG
CAC

CAG GGA ATT

CCC TGA ACC TCA GAG AGC AGT
T

r-Tgf-p

AAA CGG
GAA

AAG CGC ATC

TGG CGA GCC TTA GTT TGG A

r-Trem-2

CCA AGG
GGA AA

AGC CAA TCA

GGC CAG GAG GAG AAG AAT GG

r-1fn-

TGG AAG
CAG CTA

GCT CAA CCT

GGG TGC ATC ACC TCC ATA GG

r-Gapdh

GAA CGG
TGGC

GAA GCT CAC

GCA TGT CAG ATC CAC AAC GG

r-S1P-rl

AAA TGC
GACT

CCC AAC GGA

TCC ATG CCC GGG ATG AT
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r-S1P-r2 GGT CAA GCT CTA CGG | AAGAGGCCCCAATGAGCAT
CAG TGA

r-S1P-r3 TCC TCA ACT CGG CCATGA | ACG CCG CAT CTC TTT GCT
A

r-S1P-r4 TGA GGC CCA GGG ACA | GGCTCT CGC ATC TTG AAG CT
GITT

r-S1P-r5 TTG GCT GTG TGC GCT TTC | GGT GCA TGG AAG CGA GGA T

Tabelle 3: Verwendete Primer mit den jeweiligen Vorwarts- und Riickwartssequenzen

Temperatur  (in | Zeit (in min) Funktion

°C)

50 2 min Aktivierung der Polymerase

95 10 min Denaturierung vorformierter Dimere
95 15 sek Alternierend | Trennung doppelstringiger DNA

60 I min 45x Primerhybridisierung

4 00 Lagerung

Tabelle 4: Temperaturzyklen der quantitativen Echt-Zeit PCR mit ihrer jeweiligen Funktion

2.4 Immunzytochemie

Um Zellen immunzytochemisch darstellen zu konnen, mussten sie zundchst mit
Paraformaldehyd (PFA) fixiert werden. Dafiir wurde das Medium aspiriert und 500 pl einer
4%igen Paraformaldehyd-Losung hinzugegeben. Nach einer Inkubation unter
Raumtemperatur fiir 15 min wurde 3-mal mit PBS gewaschen und die Zellen, sofern nicht

direkt gefarbt, bei 4°C gelagert.

Fir die immunzytochemische Fiarbung wurden die Deckgldser aus den Vertiefungen
entnommen. Es erfolgte zundchst die Permeabiliserung der Zellmembran und Blockierung
unspezifischer Bindungen fiir 45 min mit 80 ul einer 0,5%igen (in PBS) Triton- und 2%igen
normalen Ziegenserum (NGS)- bzw. normalen Eselserum (NDS)- Losung, abhidngig des
verwendeten Zweitantikdrpers. AnschlieBend wurden 80 pl einer die priméren Antikdrper
(Tab. 5) enthaltenen Losung (in PBS) mit 0,1%Triton und 2% NGS oder NDS auf die Zellen
gegeben und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Deckglédser 3-mal
mit PBS gewaschen und 80 pl der Zweitantikorper-Losung (in PBS, Tab. 6) mit 0,1% Triton
und 2% NGS hinzugegeben und fiir 2 Stunden im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
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Abschliefend wurden die Deckplittchen erneut 3-mal mit PBS gewaschen und in Citifluor
Eindeckmedium {iberfiihrt. Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten an einem Zeiss
Fluoreszenzmikroskop.

Zur Visualisierung von Mikroglia wurden in dieser Arbeit ein Antikdrper gegen das
ionisierte Calcium-bindende Adaptermolekiil 1 (Iba-1) und Phalloidin verwendet. Iba-1
gehort zur Gruppe der B-Integrine und wird von Mikroglia als Oberflaichenmarker exprimiert
(Ito et al., 1998). Phalloidin ist ein Peptid und ein Toxin des griinen Knollenblétterpilzes. Es
bindet irreversibel an F-Actin, wodurch das Zytoskelett sichtbar gemacht wird. Zellkerne

wurden  mittels 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) sichtbar ~ gemacht.

Antikorper Verdiinnung | Hersteller

Hase Anti-Cleaved-Caspase 3 1:500 Cell-Signaling, Danvers, USA

Hase Anti-Iba-1 1:500 Wako Chemicals, Neuss,
Deutschland

Hase Anti-Ki67 1:500 Abcam, Cambridge, UK

Ziege Anti-Iba-1 1:500 Abcam, Cambridge, UK

Tabelle 5: Primarantik6rper mit ihrer jeweiligen Verdiinnung

Antikorper Verdiinnung | Hersteller
4’,6-diamidino-2-phenylindol 1:100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
(DAPI)

Esel Anti-Hase 594 1:500 Alexa Invitrogen, Waltham, USA
Esel Anti-Ziege 488 1:500 Alexa Invitrogen, Waltham, USA
Phalloidin-FITC 1:50 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Ziege Anti-Hase 488 1:500 Alexa Invitrogen, Waltham, USA
Ziege Anti-Hase 594 1:500 Alexa Invitrogen, Waltham, USA
Ziege Anti-Ratte 594 1:500 Alexa Invitrogen, Waltham, USA

Tabelle 6: Sekundarantikérper mit ihrer jeweiligen Verdiinnung
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2.5 Statistik

Alle Daten sind, sofern nicht anders angegeben, als Mittelwert = Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) dargestellt. Statistische Signifikanz wurde mittels zweifacher
Varianzanalyse (two-way ANOVA) und Tukey post-hoc bestimmt, es wurde das Programm
GraphPad PRISM V.8 verwendet. Experimente wurden als signifikant unterschiedlich
angesehen, wenn *p <0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001, n steht fiir die Anzahl
unabhingiger Experimente. Die Aufnahmen der immunzytochemischen Farbungen
erfolgten am Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop. Fiir die Analyse wurden mittels Z-Schema
7 Aufnahmen pro Deckglas mit gleicher Beleuchtung und Lichtintensitit aufgenommen und
2 Deckgléser pro Experiment und Bedingung ausgewertet. Das Programm Image-J wurde
zur Quantifizierung verwendet. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Negativbild mit
einem Schwellwert im DAPI-Kanal (80, 255) erstellt, Wasserscheidentransformation
(watershedding) angewandt und alle Partikel mit einer GroBe von 150-3000 Pixel und
Zirkularitit von 0,4-1 ausgewertet. Fiir die Auswertung der Iba-1-Farbung wurde ebenfalls
ein Schwellenwert festgelegt (30, 255), ein Negativbild erzeugt und die Gesamtflache Iba-
I-positiver Fiarbung gemessen. AnschlieBend wurde die Gesamtfliche Iba-1-positiver
Féarbung mit der Gesamtzahl der Zellen ins Verhéltnis gesetzt. Mafstabsbalken wurden

gemall Mikroskopeinstellung angepasst.
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3 Ergebnisse

3.1 BV2-Mikroglia exprimieren liberwiegend S1P-Rezeptor 1 und tolerieren

Konzentrationen bis 10 uM Siponimod

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) -Rezeptoren und seine fiinf Subtypen kommen in vielen
Zellen unseres Organismus vor, darunter Immunzellen und Zellen des ZNS (Tham et al.,
2003). Fiir Mikroglia ist beschrieben, dass sie die fiir Siponimod relevanten Rezeptoren S1P-
Ri und 5 exprimieren (Kipp, 2020). Diesbeziiglich galt es zu testen, ob dies auch auf die
BV2-Zelllinie zutrifft und iiber welchen Mechanismus Effekte moglich sind und stattfinden.
Wie in Abb. 1A zu sehen ist, exprimieren BV2-Mikroglia relativ gesehen am meisten S1P-
Rezeptor 1, gefolgt von Subtyp > und 4 mit mittleren Ct-Werten von etwa 23,5 fiir SIP-R;,
25,6 fiir SIP-R> und 28,5 fiir SIP-R4. S1P-R3 und 5 hingegen sind mit mittleren Ct-Werten
von 32,6 (S1P-R3) und 30,7 (S1P-Rs5) so gut wie nicht messbar. Auch wenn es sich hierbei
um Transkiptmessungen handelt, kann aufgrund der Selektivitdt Siponimods fiir die
Rezeptorsubtypen S1P-R; und 5 von einer Wirkung vorrangig tiber SIP-R; ausgegangen
werden. Um als néchsten Schritt vertrdgliche Konzentrationen fiir weiterfithrende
Experimente zu bestimmen, wurden BV2-Mikroglia in 24-well-Platten ausgesit und fiir 24
h mit Siponimod/DMSO in den Konzentrationen 0,1 pM, 1 uM und 10 uM stimuliert. Nach
Fixation wurden die Zellen mit DAPI, Phalloidin und Cleaved-Caspase-3 (CC-3)
immunzytochemisch gefarbt. In Abb. 2B ist zu sehen, dass die absolute Zellzahl unter der
Stimulation mit 10 uM Siponimod sprunghaft abnimmt. Dies deutet darauf hin, dass
Mikroglia Konzentrationen dieser Grof3enordnung nicht tolerieren, sodass es als Grenze der
Vertraglichkeit interpretiert werden kann. CC-3 ist ein Fragment der Caspase-3, ein
Schliisselmolekiil im Prozess der Apoptose einer Zelle (Porter und Janicke, 1999). Da sich
keine Zunahme an CC-3-positiven Zellen zeigte, kann zumindest fiir den Zeitpunkt nach 24
h von keiner verstérkten apoptotischen Aktivitit ausgegangen werden. Zusitzlich wurde eine
einmalige Farbung mit Ki-67 als Marker fiir Zellproliferation durchgefiihrt (Abb. 1C).
Hierbei lieBen sich, wie bei der Nutzung einer immortalisierten Zelllinie erwartbar, praktisch

alle Zellen anfirben.
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Abb. 1: S1P-Rezeptorexpression und Dosisfindung bei BV2-Mikroglia. (A) g-RT-PCR-Analyse der S1P-
Rezeptoren und ihrer relativen Expression. Daten sind angegeben als Mittelwert £ SEM und entstammen 3
unabhangigen Experimenten. Jeweilige Ct-Mittelwerte sind 23,5 (S1PR;), 25,6 (S1PR), 32,6 (S1PRs), 28,5
(S1PR4) und 30,7 (S1PRs) (B) Statistische Analyse mikroglialer (Phalloidin-positiver Zellen) Zellzahlen. Daten
sind angegeben als Mittelwert £ SEM und entstammen 3 unabhangigen Experimenten. Statistische Signifikanz
fir *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (C) Representative Aufnahmen von Mikroglia unter Kontroll- und

Stimulationsbedingungen (+/- 10 uM Siponimod/DMSO). Immunzytochemische Farbung mit DAPI, Phalloidin,
CC-3 und Ki67. MaRstabsbalken: 25 um

3.2 Siponimod reguliert BV2 Genexpression dosisabhédngig

Nach der oben beschriebenen Zellzahlreduktion unter 10 uM Siponimod lag das Augenmerk
nun insbesondere auf den Konzentrationen zwischen 1 pM und 10 uM. Hierfiir wurden BV2-
Mikroglia in 24-well-Platten ausgesét und fiir 24 h mit Siponimod in den Konzentrationen
2,5 uM, 5 uM und 7,5 pM stimuliert. In einem weiteren Experiment wurde eine Stunde nach
Stimulation mit Siponimod zusitzlich mit Tumornekrosefaktor (TNF)-a bzw. Puffer-
Losung als Kontrolle in der Konzentration 50 ng/ml kostimuliert. Dies hatte zum Ziel, ein

proinflammatorisches Milieu, &hnlich einem in der MS vorherrschendem, nachzuempfinden.
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Expressionsstirken wurden mittels q-RT-PCR bestimmt. Zunéchst erfolgte die Analyse
proinflammatorischer Gene (Abb. 2A, B, D, E) sowie des Phagozytose-Markers Mer-
Tyrosinkinase (MerTK) (Abb. 2C, F). Erhohte TNF-a-Werte finden im Liquor und Serum
von MS-PatientInnen, gehen mit Zelltod und axonalem Schaden einher und korrelieren mit
Schwere und Fortschreiten der Erkrankung (Sharief und Hentges, 1991, Karamita et al.,
2017, Gobel et al., 2018). Der Interleukin (IL)-1B-Spiegel im Liquor zeigt eine Korrelation
zu fortschreitender Bewegungseinschrankung der RRMS (Rossi et al., 2014). Es zeigte sich
fiir die IL-1B-Expression eine signifikante, dosisabhédngige Induktion um maximal den
Faktor 1,5 fiir die Siponimodkonzentrationen 5 pM und 7,5 pM verglichen mit der
jeweiligen DMSO-Kontrolle (Abb. 2A). Die TNF-a-Expression wurde nicht signifikant
verdndert (Abb. 2B). Mit TNF-a proinflammatorisch aktivierte Mikroglia zeigten sowohl
fiir IL-1P als auch fiir TNF-a eine deutliche und erwartbare Induktion, jedoch ohne dass
Siponimod diesen Effekt abfangen konnte (Abb. 2D, E). Auch der Phagozytose-Marker
MerTK zeigte in der Stimulation mit Siponimod einen dosisabhéngigen Effekt fiir die
Konzentrationen 5 puM und 7,5 pM, in Kombination mit TNF-a ergaben sich keine
relevanten Unterschiede (Abb. 2C, F). Weiterhin wurden Messungen der
proinflammatorischen Marker IL-6 und iNOS durchgefiihrt, diese sind aufgrund

inkongruenter Ergebnisse hier nicht aufgefiihrt.
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Fiir eine ausgeglichene Homoostase im ZNS, welche unter anderem durch Mikroglia
sichergestellt wird, spielt neben den proinflammatorischen Genen bzw. Zytokinen auch die
Regulierung antiinflammatorischer Gene eine entscheidende Rolle. Es wurde gezeigt, dass
Siponimod Krankheitsfortschreiten sowie Gehirnatrophie im Rahmen der SPMS verringert
(Kappos et al., 2018), hinweisgebend fiir mogliche antiinflammatorische Eigenschaften des
Medikaments. Arginase-1 (ARG-1) fungiert als direkter Gegenspieler zur induzierbaren
Stickstoffsynthase (inducible nitric oxide synthase, iNOS) und hat somit eine potente
antiinflammatorische Wirkung (Cherry et al., 2014). IL-4 ist als Zytokin an der T-Zell-
Kommunikation beteiligt und fordert wie der insulindhnliche Wachstumsfaktor (insulin-like-
growth-factor, IGF) -1 einen antiinflammatorischen Phinotyp (ehemals M2) von Mikroglia
(Suzumura et al., 1994, Labandeira-Garcia et al., 2017). YM-1 (auch Chitinase-3-like-
protein 3, Chi3l3) spielt eine wichtige Rolle in der extrazelluliren Homoostase (Cherry et
al., 2014). Der Mannoserezeptor Cluster of differentiation (CD) -206 wirkt iiber die
Internalisierung bzw. Phagozytose entsprechender Liganden direkt antiinflammatorisch
(Cherry et al., 2014). In Abb. 3 ist zu sehen, dass sich wie zuvor ebenfalls eine
dosisabhdngige Induktion fiir die Genexpression von ARG-1, IGF-1 und YM-I1, mit je
statistischer Signifikanz fiir die Konzentrationen 5 uM und 7,5 uM, ergaben (Abb. 3A, B,
F). Auch IL-4 und CD-206 zeigten einen leichten dosisabhdngigen Anstieg mit signifikanter
Induktion fiir die hohe 7,5 uM Konzentration (Abb. 3E, G). Innerhalb der durch TNF-a
proinflammatorisch stimulierten Mikroglia ergab sich eine Supprimierung von ARG-1, IL-
4 und YM-1, welche auch in hoheren Konzentrationen nicht durch Siponimod aufgehoben
werden konnte. IGF-1 schien sowohl durch Siponimod als auch durch TNF-a induziert zu
werden, die Expression von CD-206 verinderte sich unter Stimulation mit TNF- a nicht
wesentlich. Es ergibt sich insgesamt ein Bild mit iberwiegender Induktion
antiinflammatorischer Gene, welche zudem fiir die untersuchten Konzentrationen
dosisabhingig erfolgt. Eine Authebung des proinflammatorischen Effekts durch TNF-a

konnte nicht nachgewiesen werden.
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3.3 Primire Mikroglia weisen ein dhnliches S1P-Rezeptorexpressionsmuster

auf und tolerieren hohere Stimulationskonzentrationen

Bezugnehmend auf die S1P-Rezeptorexpression der BV2-Mikroglia wurde zunichst
untersucht, wie stark die einzelnen Rezeptorsubtypen bei den priméren Rattenmikroglia
exprimiert sind. Es zeigte sich, dass der S1P-Rezeptor 2 am stérksten ausgepragt ist (mittlerer
Ct-Wert 26,2), gefolgt von S1P-Rezeptor 1 (mittlerer Ct-Wert 26,4). Die drei Subtypen 3, 4
und 5 werden im Vergleich dazu mit mittleren Ct-Werten >30 nur sehr schwach bis kaum
messbar exprimiert (Abb. 4A). Aufgrund des Wirkprofils von Siponimod ist auch hier von
einer Wirkung vorranging iiber S1P-Rezeptor | auszugehen. Da es sich um eine andere
Zellart handelte, wurde in einem ndchsten Schritt erneut eine Titration zur Ermittlung einer
vertriaglichen Dosis durchgefiihrt. Hierbei wurden primére Rattenmikroglia zunéchst in 8-
well-Lab-Tek-Platten ausgesdt und anschlieBend fiir 24 h mit Siponimod in den
Konzentrationen 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 50uM und 100 pM stimuliert. Nach
Fixation erfolgte die immunzytochemische Férbung mit DAPI und Iba-1 und die
Bestimmung der Zellzahl anhand der Iba-1-positiven Zellen. Unter Stimulation mit
Siponimodkonzentrationen von 100 uM zeigte sich ein massiver Einbruch der Zellzahl
(Abb. 4B), sodass vom Erreichen einer fiir die Rattenmikroglia toxischen Dosis ausgegangen
werden konnte. Es stellte sich somit aulerdem dar, dass die priméren Rattenzellen deutlich

hohere Dosierungen als die BV-2-Mikroglia tolerieren (vgl. 3.1).
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Abb. 4: S1P-Rezeptorexpression primdrer Mikroglia und Zellzahlverlust bei 100 uM Siponimod (A) g-RT-
PCR-Analyse der S1P-Rezeptoren und ihrer relativen Expression. Daten sind angegeben als Mittelwert £ SEM
und entstammen 4 unabhangigen Experimenten Jeweilige Ct-Mittelwerte sind 26,4 (S1PR1), 26,2 (S1PR3), 32,9
(S1PRs), 32,1 (S1PR4) und 33,1 (S1PRs). (B) Statistische Analyse mikroglialer (Ibal-positive Zellen) Zellzahlen
entstammen 1 Experiment.
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3.4 Siponimod moduliert Genexpression LPS-abhingig

Nachdem eine toxische Dosis von 100 pM Siponimod bestimmt werden konnte, wurden fiir
die anschiefende Bestimmung der Genexpression Stimulationskonzentrationen von 10 uM
und 50 uM Siponimod festgelegt. Hierzu wurden die primiren Mikroglia in 24-well-Platten
ausgesét und fiir je 24 h mit der entsprechenden Konzentration Siponimod/DMSO stimuliert.
Um ein inflammatorisches Milieu zu simulieren, wurden 100 ng/ml LPS bzw. Pufferlésung
als Kontrolle parallel zur Siponimodstimulation hinzugegeben. Die Analyse eines breiten
Spektrums an Mikrogliamarkern und -genen zeigte, dass Siponimod die Aktivierung von
Mikroglia stark moduliert, ohne einen ausschlieBlichen pro- oder antiinflammatorischen
Phénotyp zu bedienen. Dies ist in der Gruppe der proinflammatorischen Gene TNF-a, IL-
1B, IL-6 und iNOS zu sehen. Unter Stimulation mit 10 pM Siponimod (Abb. 5 A - D)
verdnderte sich die Genexpression nicht signifikant, wenngleich im Falle von iNOS der
Trend in Richtung einer Induktion geht. Eine proinflammatorische Polarisierung durch LPS
wurde durch Siponimod nicht beeinflusst bzw. konnte nicht aufgehoben werden. Im
Vergleich dazu zeigte sich durch Stimulation mit 50 pM Siponimod (Abb. 6 A - D), dass
Siponimod allein &hnlich wie bei der niedrigeren Stimulationskonzentration keinen
signifikanten Effekt auf die Genexpression der proinflammatorischen Marker hat, lediglich
fiir IL-6 und iNOS ergibt sich eine leichte, nicht-signifikante Induktion. Anders verhilt es
sich in der Gruppe der proinflammatorisch aktivierten Mikroglia. Zunéchst einmal zeigte
sich die zu erwartende Induktion proinflammatorischer Gene durch LPS (Abb. 5 und 6 A —
D). Im Gegensatz zu 10 uM gelang hier durch 50 uM Siponimod die durch LPS-induzierte
Expression von TNF-o und IL-1f (Abb. 6 B) deutlich und signifikant zu verringern. Im Falle
von TNF-a geschieht dies sogar nahezu auf das Ausgangsniveau (Abb. 6 A). Fiir die LPS-
abhingige Induktion von IL-6 und iNOS hatte eine erhohte Siponimodkonzentration kein
verdndertes Expressionsmuster zur Folge (Abb. 6 C, D). IL-27 ist ein Zytokin, welches
sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften aufweist und von Astrozyten in
MS-Lasionen exprimiert wird (Fitzgerald und Rostami, 2009, Sénécal et al., 2016). Durch
Stimulation mit Siponimod zeigt sich eine geringe und nicht-signifikante Supprimierung fiir
10 uM (Abb. 5 E) bzw. Induktion fiir 50 uM (Abb. 6 E). Jedoch ist Siponimod in der hheren
50 uM Konzentration in der Lage die durch LPS induzierte Genexpression um den Faktor 3
zu verringern (Abb. 6 E). Zu sehen ist bis hierhin folglich ein vor allem in Abhédngigkeit von
LPS messbarer Effekt von Siponimod, welches in hoher Dosierung eine

proinflammatorische Polarisierung abfangen kann.
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Innerhalb der antiinflammatorischen Gene zeigte sich ein gemischteres Bild. IGF-1 wurde
sowohl durch 10 als auch 50 pM Siponimod nicht signifikant beeinflusst, jedoch zeigte sich
eine deutliche Supprimierung durch LPS, welche durch Siponimod nicht aufgehoben wurde
(Abb. 5 und 6 F). ARG-1 wurde durch Siponimod allein nicht, durch LPS jedoch sehr stark
induziert, ohne dass eine Kombination der beiden einen verdnderten Effekt zur Folge hatte
(Abb. 5 und 6 G). Die Expression von IL-4 wurde durch 10 uM Siponimod nicht wesentlich
beeinflusst (Abb. 5 H). Eine Stimulation mit 50 uM Siponimod bewirkte jedoch eine
Induktion um das etwa 7-fache, wenngleich sich die Expression im proinflammatorischen
Milieu mit LPS wieder normalisierte (Abb. 6 H). TGF-f hat vielseitige kontextabhéngige
Funktionen im Organismus und wirkt dabei unter anderem proapoptotisch und
immunsuppressiv. Durch eine Induktion der IL-17-Expression wird zudem eine
moglicherweise  krankheitsfordernde ~ Wirkung  angenommen  (Mirshafiey und
Mohsenzadegan, 2009). Durch die Stimulation mit Siponimod und LPS (Abb. 5 und 6 J)
zeigte sich kein eindeutiges Bild, einzig im hdheren Stimulationsmuster schien eine
Kombination von Siponimod und LPS zu einer reduzierten Genexpression zu fiihren.
Ahnlich verhielt es sich fiir YM-1 (Abb. 5 und 6 I), auch hier ergab sich keine signifikante
Anderung im Expressionsmuster, jedoch mit der Tendenz einer Geninduktion unter
alleiniger Stimulation mit 50 uM Siponimod (Abb. 6 I). IFN-B ist, wie in Kapitel 1.3
beschrieben, eines der ersten MS-Medikamente und setzt an verschiedenen Stellen des
Immunsystems, allen voran des peripheren Immunsystems, an (Jakimovski et al., 2018).
Unter Stimulation mit 10 uM Siponimod ergab sich kein signifikanter Effekt (Abb. 5 K), 50
uM Siponimod fingen jedoch die durch LPS induzierte Genexpression nahezu vollstindig
ab (Abb. 6 K). IL-10 ist ein Zytokin mit potenter antiinflammatorischer Wirkung und der
Fahigkeit, die Synthese von IFN-y zu unterdriicken (Imitola et al., 2005, Kwilasz et al.,
2015). In der geringeren Konzentration von 10 uM Siponimod (Abb. 5 L) deutete sich,
wenngleich ohne statistische Signifikanz, an, dass Siponimod die IL-10-Expression leicht
senkt und LPS die Genexpression induziert. Im Gegensatz dazu fiihrte eine hohere
Konzentration von 50 puM (Abb. 6 L) dazu, dass die durch proinflammatorische
Polarisierung induzierte Expression riickgéngig gemacht wurde, wihrend sich die

Expression ohne Polarisierung im Ausgangsbereich hielt.

Die Expression des Phagozytose-Markers MerTK (Abb. 5 und 6 M) verénderte sich durch
Stimulation mit Siponimod nicht signifikant, jedoch schien eine Erhohung der
Siponimodkonzentration auf 50 uM eine leichte Induktion zu bedingen. Wahrend LPS allein

und in Kombination mit 10 uM Siponimod zu einer leicht verstirkten Genexpression um
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den Faktor 1,5 - 2 fiihrte (Abb. 5 M), reduzierte die Kombination von 50 uM Siponimod und
LPS die Expression (Abb. 6 M). TREM-2, ein Mikroglia-spezifischer Oberflachenrezeptor,
spielt eine wichtige Rolle in der mikroglialen Entwicklung, Proliferation und
phagozytotischer Aktivitit (Cignarella et al., 2020). Seine Genexpression wurde durch
Siponimod allein nicht wesentlich beeinflusst. Ein proinflammatorisches Milieu hatte jedoch

eine signifikante Suppression zur Folge, die durch Siponimod nicht abgefangen werden

konnte (Abb. 5 und 6 N).
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Abb. 5: g-RT-PCR-Analyse der Genexpression pro-und antiinflammatorischer Gene nach Stimulation mit
10 pM Siponimod. Dargestellt sind die Gene TNF-a, IL-1B, IL-6, iNOS, IL-27, IGF-1, ARG-1, IL-4, YM-1, IL-10,
TGF-B, IFN-B, MerTK und TREM-2. Stimuliert wurde mit 10 uM Siponimod/DMSO und 100 ng/ml LPS/Puffer
flr 24 Stunden. Daten sind angegeben als Mittelwert £ SEM und entstammen 4 unabhéangigen Experimenten.
Statistische Signifikanz fur *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Abb. 6: g-RT-PCR-Analyse der Genexpression pro-und antiinflammatorischer Gene nach Stimulation mit
50 pM Siponimod. Dargestellt sind die Gene TNF-q, IL-1B, IL-6, iINOS, IL-27, IGF-1, ARG-1, IL-4, YM-1, IL-10,
TGF-B, IFN-B, MerTK und TREM-2. Stimuliert wurde mit 50 uM Siponimod/DMSO und 100 ng/ml LPS/Puffer
flir 24 Stunden. Daten sind angegeben als Mittelwert £ SEM und entstammen 4 unabhéangigen Experimenten.
Statistische Signifikanz fur *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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3.5 Siponimod reduziert mikrogliale iNOS-Expression nach

proinflammatorischer Polarisierung

Mikroglia reagieren auf eine Aktivierung mit einer phinotypischen Verédnderung, welche
mit einer VergroBerung der Zelloberflache und einer Formverdnderung einhergeht (abd-el-
Basset und Fedoroff, 1995). Wihrend sie im gesunden Gehirn als kleine rundliche Zellen zu
finden sind, wandeln sie sich nach Aktivierung in eine amoboide Form mit groferem
Zellkorper, prominenten Fortsédtzen und vermehrten Vakuolen. (Wendimu und Hooks,
2022). Um die Effekte von Siponimod auf zelluldrer Ebene zu untersuchen, wurde das oben
beschriebene Stimulationsmuster verwendet und zusitzlich ein weiterer Zeitpunkt nach 3
Tagen verwendet: Primdre Rattenmikroglia wurden ausgesét und fiir 24 h oder 72 h mit
Siponimod/DMSO in den Konzentrationen 10 uM bzw. 50 uM stimuliert. Zusitzlich wurde
zur Schaffung eines proinflammatorischen Milieus LPS/Puffer in der Konzentration 100
ng/ml parallel zur Stimulation mit Siponimod hinzugegeben. Nach Fixation wurde gegen
Iba-1 und INOS immunzytochemisch gefdrbt, Zellkerne wurden mittels DAPI sichtbar
gemacht. Die Auswertung von mittlerer Zellgrofe und Anteil iNOS-positiver Zellen erfolgte
automatisiert mittels Erstellung eines Negativbildes und Schwellenwertfestlegung. Zum
Eintageszeitpunkt ergab sich fiir die mittlere ZellgroBe (Abb. 7A) fiir keine der beiden
Stimulationskonzentrationen von Siponimod statistische Signifikanz, jedoch mit der
Tendenz, dass Siponimod in der hoheren Konzentration eine durch LPS hervorgerufene
ZellvergroBerung wieder riickgdngig machen zu konnen schien. Nach drei Tagen (Abb. 7B)
ergab sich durch eine proinflammatorische Aktivierung mit LPS ohne gleichzeitige
Siponimodstimulation ein signifikanter Anstieg der mittleren ZellgroBe. Siponimod allein
reduzierte in der niedrigen Konzentration mit 10 uM nicht-signifikant und in der hohen
Konzentration mit 50 uM signifikant die mittlere Zellgroe. Besonders wichtig erscheint
zudem, dass 50 uM Siponimod eine proinflammatorische Aktivierung, gemessen an der
ZellgroBe, riickgingig machen und die Zellgrofe bis mindestens auf das Ausgangsniveau

verkleinern konnte.

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein freies Radikal, welches in hohen Konzentrationen in aktiven
MS-Liasionen vorkommt. Dies beruht auf einer erhohten Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible nitric oxide synthase, iNOS) in beispielsweise
myeloiden Zellen oder Astrozyten im proinflammatorischen Milieu. NO spielt eine wichtige
Rolle in der Funktionsstorung der Blut-Hirn-Schranke, axonaler Degeneration und der

mitochondrialen Dysfunktion (Smith und Lassmann, 2002, Tang et al., 2017). Folglich war

36



es das Ziel zu untersuchen, ob Siponimod auch die Expression des iNOS-Proteins
modulieren kann. Nach einem Tag &nderte sich der Anteil an iNOS-positiven Zellen (Abb.
7C, E, G) durch sowohl 10 als auch 50 uM Siponimod nicht wesentlich. LPS steigerte den
Anteil um das etwa 30-40-fache, ohne dass Siponimod diesen Effekt riickgéingig machen
konnte. Nach drei Tagen (Abb. 7 D, F, H) zeigt sich ein anderes Bild: Zwar hat Siponimod
allein weiterhin keinen signifikanten Einfluss auf den Anteil iNOS-positiver Zellen, jedoch
ist es in der Lage, den durch LPS induzierten Anstieg signifikant abzufangen. Im Fall von
10 uM Siponimod gelang dies auf etwa die Hélfte des inflammatorischen Niveaus und im
Fall von 50 uM Siponimod nahezu vollstindig. Siponimod scheint insbesondere im
proinflammatorischen Milieu neuroprotektiven Eigenschaften aufzuweisen und die iNOS-

Expression zu reduzieren.
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Abb. 7: Mikrogliale iNOS-Expression nach Siponimodstimulation im inflammatorischen Milieu. Statistische
Analyse der mittleren ZellgréRe in um? nach 1 Tag (A) oder 3 Tagen (B) und des Anteils iNOS-positiver Zellen
nach 1 (C) oder 3 Tagen (D). Daten sind angegeben als Mittelwert + SEM und entstammen 3 unabhangigen
Experimenten. Statistische Signifikanz fur *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. (E-H) Representative Bilder der
Stimulation mit 10 oder 50 uM Siponimod/DSMO und 100 ng/ml LPS/Puffer nach 1 (E, G) oder 3 Tagen (F, H)
sowie der Stimulationskonzentration von 10 uM (E, F) oder 50 uM (G, H). Immunzytochemische Farbungen
mit DAPI (blau), Iba-1 (rot) und iNOS (griin). MaRstabsbalken: 25 um.
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4 Diskussion

Neurodegenerative Erkrankungen gehen mit einer Vielzahl von mdglichen Symptomen
einher und weisen meist eine liber kurz oder lang voranschreitende Krankheitsschwere auf.
Hinzu kommt, dass die Krankheitsentstehung héufig nicht vollstandig verstanden ist sowie
die Diagnosestellung zu einem Zeitpunkt erfolgt, bei dem auf zelluldrer Ebene teils schon
irreversibler Schaden genommen wurde und vorranging eine Progressionshemmung
erzielbar ist. Neue therapeutische Optionen werden daher fiir viele Erkrankungen gesucht,
so auch fiir die Multiple Sklerose, deren Therapie sich weiterhin als schwierig darstellt.
Nachdem lange Zeit ein eher ungerichteter, immunsupprimierender Ansatz dhnlich zu
anderen Krankheiten gewahlt wurde (und im Akutfall weiterhin gewéhlt wird), besteht das
Bestreben einer vermehrt zielgerichteten Therapie im Sinne einer Immunmodulation. Als
Angriffspunkt einer solchen Immunmodulation dienen unter anderem Mikroglia als Zellen
des zentralen Nervensystems. Sie sind an der direkten Abwehr und Bekdmpfung von
Infektionen oder Verletzungen beteiligt und erfiillen weitere wichtige Aufgaben wie
Phagozytose von Zell- und Gewebedebris, Zytokinsekretion und konnen oxidativen Stress
vermitteln sowie die Durchldssigkeit der Blut-Hirn-Schranke beeinflussen (Muzio et al.,
2021). Im Tiermodell der MS (EAE) zeigt sich eine Mikroglia-Aktivierung zudem bereits
vor Sichtbarwerden motorischer Defizite und deutet damit auf eine zentrale Rolle in der

Genese der Erkrankung hin (Haji et al., 2012, Moreno et al., 2014, Gentile et al., 2015).

Der selektive Sphingosin-1-Phosphat Modulator Siponimod ist ZNS-gingig und kann somit
direkte Effekte auf Mikroglia vermitteln. Seine Zulassung erhielt er fiir den Effekt auf das
periphere Immunsystem mit einer verminderten Leukozytenmigration. Dariiber hinaus sind
multiple weitere Wirkungsweisen mit insbesondere neuroprotektiven Eigenschaften
denkbar, positive Effekte Siponimods im Sinne einer verminderten Krankheitsschwere oder
Reduktion der Demyelinisierung wurden bereits in der EAE gezeigt (Gentile et al., 2016,
O'Sullivan et al., 2016). Um die Komplexitit des Wirkmechanismus und -profils weiter zu
verstehen, wurde in dieser Arbeit nun die Wirkung auf die immortalisierte Zelllinie BV2

sowie primére Rattenmikroglia untersucht.

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass Siponimod sowohl einen direkten als auch
neuroprotektiven Effekt hat, wurden Mikroglia zum einen mit Siponimod allein behandelt
und zum anderen nach Vorbehandlung mit Siponimod ein proinflammatorisches Agens mit

TNF-a oder LPS hinzugefligt.
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4.1 Antiinflammatorische Effekte Siponimods auf BV-2-Mikroglia

BV2-Zellen sind immortalisierte Mikrogliazellen der C57BL/6-Maus. Sie exprimieren
vorrangig den S1P-Rezeptor 1 (vgl. Kapitel 3.1), {iber den Siponimod die Expression von
verschiedenen an pro- und antiinflammatorischen Prozessen beteiligten Genen beeinflusst.
Besonders ausgeprigt fillt diese Geninduktion im antiinflammatorischen Panel bzw.
innerhalb der antiinflammatorischen Gengruppe auf. Diese breite Induktion ldsst eine
neuroprotektive Wirkung, welche an verschiedenen Stellen ansetzt, annehmen. Hierzu
zdhlen antiinflammatorische Oberflichenmarker, zu denen zum Beispiel CD-206 gehort,
dessen vermehrte Expression mit einer Internalisierung bzw. Phagozytose entsprechender
Liganden einhergeht und somit direkt protektiv wirkt (Cherry et al., 2014). Zu den
zytokinvermittelten neuroprotektiven Effekten trdgt IL-4 bei, welches IFN-y hemmt und
somit die Produktion von TNF-a und NO supprimiert (Chao et al., 1993). Die sekretorische
Ebene wird liber YM-1 abgebildet, ein Protein, welches einen wichtigen Marker fiir
Antiinflammation in murinen Zellen darstellt, eine wichtige Rolle in der extrazelluldren
Homoostase spielt und dessen Freisetzung wiederum von IL-4 abhingt (Raes et al., 2002,
Cherry et al.,, 2014, Kang et al., 2022). Als Beispiel fiir enzymatisch vermittelte
Neuroprotektion dient ARG-1, dessen Substratumwandlung fiir Wundheilung und
Gewebeumbau (remodeling) bendtigt werden. Gleichzeitig ist sie ein direkter Gegenspieler
zur induzierbaren Stickstoffsynthase (iNOS), konkurriert um deren gemeinsame Substrate
und hat damit eine direkte antiinflammatorische Wirkung (Hesse et al., 2001, Munder et al.,
2005, Munder, 2009, Cherry et al., 2014). Um eine Aussage beziiglich pro- oder
antiinflammatorischer Aktivierung treffen zu konnen, lassen sich iNOS und ARG-1
aufgrund des Konkurrierens um das gleiche Substrat auch ins Verhiltnis setzen und erlauben
so eine Unterscheidung hinsichtlich der klassischen M1 oder M2-Polarisierung (Corraliza et
al., 1995, Modolell et al., 1995). Weiter bekriftigt wird die umfassende antiinflammatorische
Wirkung Siponimods auf BV-2 nochmals durch die Induktion von IGF-1 und MerTK.
Weitere Versuche konnten in Zukunft auBerdem MS-assoziierte antiinflammatorische Gene
wie z.B. BACH-2, PTGER4 und ZFP36L1 unter Stimulation mit Siponimod miteinbeziehen
(Perga et al., 2015).

Siponimod kann somit iiber eine Vielzahl von Mechanismen einen neuroprotektiven Effekt
bewirken, die einen auch die MS positiv beeinflussenden Einfluss nahelegen. Innerhalb der
proinflammatorischen Gruppe steht demgegeniiber zwar eine Induktion von IL-1f, jedoch

ohne eine gleichzeitige Induktion von TNF-a, iNOS oder IL-6 (letztere beide sind aufgrund
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der nicht mehr relevanten Ct-Werte in den PCR-Messungen in dieser Arbeit nicht weiter
aufgefilhrt worden). Die Hypothese, durch Siponimod einen mit TNF-a
proinflammatorischen Stimulus abfangen zu konnen, konnte zumindest in BV2-Zellen nicht
bestitigt werden. Dies steht im Gegensatz zu einem in Vorarbeiten (Gentile et al., 2016)
beobachteten Effekt, bei denen mit 0,1uM Siponimod eine Reduktion der durch TNF- a
hervorgerufene IL-6-Induktion gezeigt werden konnte. Im Gegensatz zu dieser Arbeit haben

Gentile und KollegInnen jedoch Proteinmessung durchgefiihrt.
4.2 Primire Zellen werden durch Siponimod komplex moduliert

Bisherige Versuche mit Siponimod und Mikroglia fanden ausschlieBlich an immortalisierten
Zelllinien statt (Gentile et al., 2016). Mit Gruchot (Gruchot et al., 2022), in der auch Teile
dieser Arbeit eingeflossen sind, konnten erstmals Ergebnisse innerhalb der priméren
Rattenmikroglia publiziert werden. Hierbei zeichnet sich ein inhomogeneres Bild als in der
BV-2-Gruppe ab, nur IL-4 wird durch alleinige Stimulation mit Siponimod signifikant
induziert. Eindeutiger zu sehen waren die Effekte Siponimods in der Gruppe der mit LPS
kostimulierten Versuche, hier konnte die Induktion klassischer proinflammatorischer
Marker (TNF-a, IL-1PB, IL-27 und IL-10) abgefangen werden. Diese Gene haben einen
direkten Link zur Pathogenese der MS, sodass die entsprechende Reduktion einen positiven
Effekt auf den Krankheitsverlauf und somit den neuroprotektiven Effekt von Siponimod
nahelegt. TNF-a ruft eine inflammatorische Antwort hervor, wodurch direkte neurotoxische
Effekte mit neuronalem und axonalem Schaden bewirkt werden (Kollias et al., 1999,
Kemanetzoglou und Andreadou, 2017), zudem hemmt es die
Oligodendrozytendifferenzierung (Bonora et al., 2014) bzw. induziert deren Zelltod
(Jurewicz et al., 2005). Unterstiitzt wird dies weiterhin dadurch, dass sowohl in aktiven MS-
Lisionen als auch im Liquor von MS-PatientInnen erhohte TNF-a-Spiegel nachweisbar sind
(Sharief und Hentges, 1991, Kemanetzoglou und Andreadou, 2017). Nichtsdestotrotz
scheint die Rolle von TNF-a komplexer zu sein, denn eine alleinige Herunterregulierung
durch eine medikamentdse Therapie mit TNF-a-Antikorpern, wie sie in anderen
autoimmunen und inflammatorischen Erkrankungen géngig ist, fiihrte im Falle von
Infliximab zu einer schwereren Krankheitslast mit progredienter Demyelinisierung, sodass
die MS aktuell eine Kontraindikation fiir eine TNF-Inhibitor-Therapie darstellt (van Oosten
et al.,, 1996). Zuriickzufiihren ist dies auf zwei unterschiedliche TNF-Rezeptoren, TNF-
Rezeptor-1, der eine proinflammatorische Signalkette bewirkt und TNF-Rezeptor-2, der

antiinflammatorische Effekte zur Folge hat, sodass sich hieraus neue therapeutische
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Optionen fiir die Zukunft ergeben konnten (Kemanetzoglou und Andreadou, 2017, Zahid et
al., 2021). Weiterhin konnte die Hochregulation von IL-1f, einem ebenfalls klassischen
proinflammatorischen Marker, durch Siponimod abgefangen werden. Auch er ist in MS
Lisionen (Argaw et al., 2006, Ronchi et al., 2016) sowie im Liquor (Hauser et al., 1990,
Dujmovic et al., 2009, Lin und Edelson, 2017) von MS-Patientlnnen nachweisbar. Dariiber
hinaus unterhdlt IL-1B die Leukozytenrekrutierung sowie eine BHS-Beeintrichtigung
(Argaw et al., 2006) und kann als Spiegel im Liquor auch als Korrelat zu fortschreitender
Bewegungseinschrinkung bei RRMS herangezogen werden (Rossi et al., 2014). Ahnlich
stellt es sich fiir [IL-27 dar, ein Gen, welches unter anderem von Astrozyten in MS-Lésionen
produziert wird (Fitzgerald und Rostami, 2009, Sénécal et al., 2016), wodurch die

neuroprotektive Wirkung Siponimods weiter unterstrichen wird.

Auffallend ist die Herunterregulation von Interferon-f im mit LPS kostimulierten
Versuchsaufbau. IFN-f gehort zu den Typ-I-Interferonen, hat eine antivirale Wirkung und
ist, wie in Kapitel 1.3 beschrieben, eines der ersten MS-Medikamente. Zu seinen vielseitigen
Wirkungen gehdren unter anderem die Induktion von IL-10, Inhibition der T-Zell-Migration
und Herunterregulierung des Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility
complex, MHC)-Klasse II (Jakimovski et al., 2018) — vollstidndig geklart ist die Rolle von
IFN-B jedoch noch nicht und insbesondere Studien, die den direkten Effekt auf die Zellen
des ZNS untersuchen, gibt es kaum (Guo et al., 2008, Prinz et al., 2008).

Insgesamt ergibt sich auf Genexpressionsebene ein umfassendes Bild einer modulierten
inflammatorischen Wirkung, welches die neuroprotektive Wirkung Siponimods bekréftigt.
Dieses Bild ldsst sich auch auf die Ebene der Immunzytochemie und Zellexpression tragen
und bestitigen. Die mikrogliale ZellgroBe liel sich durch Siponimod reduzieren und eine
durch LPS induzierte Zellvergroerung vollstindig riickgéngig machen. Zellgrofe und -
form dienen als Marker einer mikroglialen Aktivierung (abd-el-Basset und Fedoroff, 1995),
hierbei wandeln sich Mikroglia von kleinen runden Zellen hin zu amdboid geformten Zellen
mit im zellinneren befindlichen Vakuolen (Wendimu und Hooks, 2022). Eine
Formverdnderung erlaubt hierbei noch keine Aussage beziiglich im Sinne einer Aktivierung
noch keine eindeutige Aussage beziiglich einer M1- oder M2-Aktivierung, sondern spricht
vielmehr fiir eine generelle Aktivierung. Ein direkter Effekt Siponimods kann dennoch
angenommen werden, wenngleich vorrangig der Standpunkt der Immunmodulation

unterstrichen wird.
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Ein eindeutiger Aspekt, der die neuroprotektive Wirkung Siponimods untermauert, ist eine
signifikante Reduktion der iNOS exprimierenden Zellen. Wéhrend eine geringe
Konzentration von NO im ZNS fiir die physiologischen Abldufe wichtig ist, sind eine
Erhohung von sowohl Stickstoffmonoxid als freies Radikal sowie auch iNOS an einer
Vielzahl inflammatorischer Prozesse beteiligt und spielen auch in der Pathogenese der MS
eine wichtige Rolle. Sie sind assoziiert mit einer Blut-Hirn-Schranken-Dysfunktion,
axonaler Degeneration mit beeintrachtigter Reizweiterleitung, mitochondrialer Dysfunktion
sowie Demyelinisierung (Smith und Lassmann, 2002, Tang et al., 2017). Die iNOS-
Expression ist streng reguliert, die mikrogliale Expression wird beispielweise durch IFN-y
induziert und geht mit vermehrt Gewebeschdden einher (Cross et al., 1997, Danilov et al.,
2003). Fiir die MS ist beschrieben, dass sich erhohte NO-Spiegel im Liquor nachweisen
lassen und die Hohe zudem mit der Krankheitsschwere zu korrelieren scheint (Okuda et al.,
1995, Calabrese et al., 2002). Gleichzeitig besitzt iNOS auch eine regulatorische Funktion,
denn im Tierversuch sind iNOS-depletierte Miuse wiederum im besonderen Malle anfillig
fiir die Entwicklung einer EAE (Fenyk-Melody et al., 1998). In Hinblick auf die in dieser
Arbeit festgestellte reduzierte iNOS-Expression unter Siponimod ist dariiber hinaus
bemerkenswert, dass in chronisch aktiven MS-Lasionen oxidativer Stress eine besondere
Rolle fiir DNA- und mitochondriale DNA-Schéiden spielt (Lu et al., 2000). Hierdurch wird
nochmals das starke neuroprotektive Potential Siponimods im inflammatorischen Milieu

unterstrichen.
4.3 Limitationen und Aussicht

Eine wiederkehrende Thematik ist die Dosis fiir die Stimulationsversuche.
Titrationsversuche ergaben fiir die primédren Mikroglia eine hohere toxische Dosis. Eine
weitere Eingrenzung des Zelltods mittels CC-3 ergab zumindest innerhalb der BV-2 Gruppe
keinen Hinweis auf Apoptose, eine Ubertragung auf priméire Zellen erfolgte nicht. In einer
Féarbung der BV-2-Zellen gegen den Proliferationsmarker Ki-67 lieBen sich praktisch alle
Zellen anfdrben. Da es sich hierbei allerdings um eine immortalisierte Ziellinie handelt, ist
dies wenig iiberraschend und spricht am Ehesten nicht fiir eine Proliferationsinduktion nach
Zellsterben. Es mag auffillig erscheinen, insbesondere im Vergleich zu Vorarbeiten (Gentile
et al., 2016), dass in dieser Arbeit mit deutlich hoheren Konzentrationen gearbeitet wurde.
Andere Studien legen jedoch nahe, dass Konzentrationen von mehr als 10 uM tatsichlich
der im ZNS erreichten Dosis von Siponimod entsprechen (Bigaud et al, 2021). Dies erklart

sich durch die Benutzung von 10% fetalem Kélberserum mit einer nahezu vollstdndigen
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Proteinbindung Siponimods (Gardin et al., 2017). Die hohe Proteinbindung wird ebenfalls
dadurch unterstrichen, dass die Liquorkonzentration Siponimods etwa um den Faktor 1000
geringer ist als die im Hirnschnitt gemessene (Bigaud et al, 2021). Die Plausibilitdt und

Relevanz der hier dargestellten Ergebnisse werden somit unterstrichen.

Neben der Dosis ist auch der Messzeitpunkt von grofler Relevanz. In dieser Arbeit wurde
ein 24 h-Zeitpunkt festgelegt. Untersuchungen zeigten jedoch, dass pro- und
antiinflammatorische Mikrogliamarker zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihren jeweiligen
Peak erreichen. Klassische proinflammatorische Marker stiegen tendenziell bereits
friihzeitig in ihrer Expression an, wéhrend ein Grofteil der protektiv-assoziierten Gene erst
36 Stunden nach Stimulation signifikant anstiegen (Chhor et al., 2013). Fiir zukiinftige
Studien ist somit auch die Untersuchung zu moglichst vielen verschiedenen Zeitpunkten

wichtig.

Wie bereits angedeutet gibt es eindeutige Hinweise, dass die strenge Trennung in M1- und
M2-Mikroglia nicht mehr zutreffend ist. Es wurde angenommen, dass aufgrund von Schaden
bzw. Infektion Mikroglia den klassischen M1-Aktivierungszustand annehmen und die
gleiche Zelle im Verlauf ein M2-Reperaturstadium annimmt (Stout et al., 2005, Kigerl et al.,
2009, Perry et al., 2010). Jedoch scheinen Mikroglia vielmehr eine heterogene Gruppe zu
sein, die auf den gleichen Stimulus in unterschiedlicher Umgebung verschieden reagieren,
zwischen den genannten Aktivierungstypen dynamisch wechseln und hierbei auch
Zwischenstadion annehmen konnen (Ransohoff, 2016, Hammond et al., 2019, Stratoulias et
al., 2019). Dies hat auch zur Folge, dass sowohl hier als auch in zukiinftigen Studien ein
breites Panel an untersuchten Markern herangezogen werden muss, um eine moglichst
exakte Aussage iiber den Aktivierungszustand treffen zu konnen. Neuere Studien haben
dariiber hinaus mittels RNA-Sequenzierung sowie Genomweiten Assoziationsstudien
(genome-wide association studies, GWAS) die Existenz sogenannter krankheitsassoziierter
Mikroglia (disease-associated microglia, DAM) beschrieben (Keren-Shaul et al., 2017).
Diese DAMs wurden erstmalig in neurodegenerativen Erkrankungen wie zum Beispiel
Morbus Alzheimer nachgewiesen. Auch wenn die genauen Mechanismen teils noch unklar
sind, scheinen sie {iber neurodegenerationsassoziierte  molekulare = Muster
(neurodegeneration-associated molecular patterns, NAMP) einen Mechanismus zu haben,
Schiaden innerhalb des ZNS zu erkennen. Hierdurch kommt Mikroglia innerhalb vieler
neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) oder dem Altern allgemein eine wichtige Rolle zu (Deczkowska et al., 2018). Alle

DAMs haben eine fiir ihre Erkrankung einzigartige funktionelle als auch transkriptionelle
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Signatur (Keren-Shaul et al., 2017), allein dies offenbart bereits einige therapeutische
Moglichkeiten, um den Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen zu beeinflussen. Weitere
Studien deuten zudem darauf hin, dass auch die Stimulation mit Siponimod wiederum eine

neue und einzigartige Zytokinsignatur hervorbringt (Gruchot et al., 2022).

Beziiglich der Limitationen der Arbeit ist zunédchst die Verwendung von TNF-a in BV2-
Mikgroglia und LPS in primiren Zellen diskutabel, wodurch eine Ubertragbarkeit reduziert
wird. Hintergrund ist, dass LPS konzentrationsabhédngig toxische Effekte bis hin zum Zelltod
auf BV2 ausiibt (Kacimi et al., 2011), sodass fiir die BV2 Stimulationsversuche TNF-a
verwendet wurde. Nichtsdestoweniger bleibt LPS, obwohl es als bakterielles Toxin in
proinflammatorischen Versuchen sicherlich andere Nachteile mit sich bringt, der in
mikroglialen Versuchsaufbauten die am héufigsten verwendete Substanz zur
proinflammatorischen Stimulation (Chen et al., 2012, Ye et al., 2020). LPS scheint
gleichzeitig eine teilweise gesteigerte Immunantwort, beispielsweise fir IL-10,
hervorzurufen (Lively und Schlichter, 2018), ein Effekt, der auch in dieser Arbeit zu sehen
ist. Gleichzeitig werden durch die Verwendung von sowohl LPS als auch TNF-o zwei
verschiedene Systeme abgebildet: LPS wirkt {iber den toll-like receptor (TLR)-4 und das
angeborene Immunsystem wéihrend TNF-o eine zytokinvermittelte Wirkung
membranstindige und 16sliche Rezeptoren bedient. Da in der MS ebenfalls beide Systeme
zum Tragen kommen wird zwar die Vergleichbarkeit zwischen den Versuchen etwas
geschmalert, jedoch wird insgesamt ein breiteres Bild erzeugt. Ein genereller Vorteil des
kostimulierten Aufbaus ist, dass nahezu jede immunmodulierende Therapie mit bereits
aktivierten (meist durch Verletzung, Entziindung oder sonstigen Schaden) Mikroglia
konfrontiert wird, sodass das Verstindnis, wie aktivierte Mikroglia auf eine Stimulation
antworten, entscheidend ist. Gleichzeitig ist wiederum die Kenntnis {iber den
Aktivierungszustand von Mikroglia ein entscheidender Faktor fiir die Therapiewahl und

auch den Therapiezeitpunkt.

Unabhingig von der Wahl des Stimulus steht sowohl in dieser Arbeit als auch in
vergleichbarer Literatur die Ubertragung auf menschliche Zellen noch aus, sodass sich noch
nicht sagen ldsst, welches Modell der Realitdt schlieBlich am néichsten kommt. Als
Grundlage bleibt die Zellkultur jedoch weiterhin unerlisslich. Die immortalisierte Zelllinie
bietet unter kontrollierten Bedingungen eine hohe Konsistenz und eine schnelle
Reproduzierbarkeit, sodass sie einen wesentlichen Beitrag zur Grundlagenforschung liefert.
Primirzellen weisen zwar, da sie dem in vivo Gewebe entsprechen, eine deutlich hohere

biologische Relevanz auf, sind aufgrund ihrer begrenzten Lebensdauer und schwierigeren
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Kulturbedingungen jedoch nicht endlos einsetzbar. Spannend und derzeit unbeantwortet ist
auch die Frage, ob Mikroglia geschlechterabhingig eine unterschiedliche Immunantwort
hervorrufen — die MS als Autoimmunerkrankung weist bekanntermallen eine deutlich
erhohtes Erkrankungsrisiko fiir weibliche Personen auf. Hierfiir wére in Zukunft ein
Studiendesign denkbar, welches das Geschlecht als eigenes Kriterium mituntersucht,
beispielsweise indem im Tierversuch méannliche und weibliche Ratten nach Geburt getrennt

und die jeweils isolierten Mikroglia ex vivo mit Siponimod stimuliert werden.

Da die Pathogenese der MS zum jetzigen Zeitpunkt weiterhin nicht vollstindig verstanden
ist, kann kein Studiendesign ein vollumfassendes Bild der Erkrankung widerspiegeln. Wie
dargelegt hat Siponimod einen direkten Effekt auf ZNS-Zellen, in diesem Fall Mikroglia.
Auch weiterreichende, teilweise indirekte Effekte, wie einen Schutz der BHS durch
Zytokinreduktion, sind denkbar. Nichtsdestotrotz erfolgt der aktuell vorrangig
anzunehmende Effekt von Siponimod {iber die in den Zulassungsstudien belegte Wirkung
auf periphere Immunzellen, indem es die Leukozytenmigration ins ZNS reduziert. In der im
dort entstehenden Entziindungsreaktion spielen wiederum Mikroglia eine wichtige Rolle.
Diese werden wie dargelegt durch Siponimod positiv beeinflusst, wodurch ein positiver
Effekt auch auf den Verlauf der MS anzunehmen ist. Weitere Studien sind aber nétig, um
zum einen die Ubertragung auf den menschlichen Organismus zu ermdglichen, aber auch
den durch eine Siponimodstimulation entstehenden Mikroglia-Subtyp im Sinne der DAM

weiter zu charakterisieren.

4.4 Schlussfolgerungen

Im Rahmen der Suche nach einer moglichst zielgerichteten Therapie gegen die MS ist
Siponimod als disease-modifying therapy Medikament fiir die Behandlung der SPMS, einer
schweren Verlaufsform, zugelassen. In den Zulassungsstudien wurde eine signifikante
Reduktion der Leukozytenmigration und konsekutiv eine verringerte Entziindungsaktivitét
im ZNS nachgewiesen (Kappos et al., 2016). Die vorgelegte Dissertationsarbeit konnte nun
zeigen, dass Siponimod neben den peripheren Effekten auch direkte Effekte auf Mikroglia
und somit Zellen des zentralen Nervensystems hat, wodurch Mikroglia als direkte
Zielstruktur einer Siponimodtherapie denkbar sind. Innerhalb der BV2-Zelllinie unter
Stimulation mit TNF-o bewirkt die Siponimodstimulation vor allem eine
antiinflammatorische Immunantwort, wihrend in primiren Zellen in Anwesenheit eines
proinflammatorischen Stimulus (LPS) eine komplexe Immunantwort im Sinne einer

Modulation iiberwiegt. Vor allem ergibt sich aber insgesamt ein starkes Bild einer
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neuroprotektiven Wirkung, welche insbesondere die neurodegenerativen Aspekte der MS
adressiert. Neuere Daten zeigen, dass Mikroglia einen Krankheitsspezifischen Subtyp
(DAM) annehmen (Keren-Shaul et al., 2017) und in diesem Zusammenhang auch Siponimod
eine ganz eigene Zytokinantwort hervorruft, welche nicht dem klassischen M1/M2-
Paradigma zuzuordnen ist (Gruchot et al., 2022). Siponimod und Sphingosin-1-Phosphat-
Modulatoren generell stellen somit auch in Zukunft eine spannende Medikamentenklasse fiir
weitere Studien dar, um die von den DMTs bisher weiter nur unzureichend abgedeckten

progredienten Verldufe der MS zu adressieren.
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