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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, die Wirkung der Medikamente Cladribin
und Laquinimod auf Dendritische Zellen (DCs) naher zu kldren. Beide Medikamente wurden in
mehreren Phase llI-Studien zur immunmodulatorischen Behandlung der Multiplen Sklerose
untersucht und befinden sich im Zulassungsprozess durch die Arzneimittelagenturen. Einer
moglichen Wirkung auf Dendritische Zellen als zentrale Akteure im Immunsystem soll hier
nachgegangen werden.

Im Zuge der durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass Cladribin positiv auf
die Expression des kostimulatorischen Molekils CD86 und auf MHC Il Molekile im murinen
und humanen Modellsystem wirkte. Des weiteren wurde auch die Sekretion von Chemokinen
beeinflusst. So sezernierten murine DCs weniger MIP-1a, MIP-18 und MCP-1. Humane DCs
sezernierten weniger MIP-1a, MIP-1B und MIG. Ferner erniedrigte Cladribin die Sekretion der
Zytokine TNF-o und IL-1B bei murinen und humanen DCs. Beide Zytokine wirken
proinflammatorisch, sodass hier ein immunmodulatorischer Effekt von Cladribin auf DCs
nachgewiesen werden konnte. Funktional konnte gezeigt werden, dass die Anlockung von
CD14* Monozyten durch DCs signifikant verringert wurde und dass murine DCs naive T-Zellen
eher zu Ty17 Zellen polarisierten.

Fiir Laquinimod konnte in vitro gezeigt werden, dass murine DCs weniger MIP-1a und humane
DCs weniger MIP-1a, MIP-1 und MIG ins Kulturmedium abgaben. DCs, die aus Laquinimod-
behandelten Patienten isoliert wurden, sezernierten ebenfalls weniger MIP-1a, MIP-1p.
Dieser immunmodulatorische Effekt konnte ex vivo bereits auf mRNA-Ebene nachgewiesen
werden. Die chemoattraktive Kapazitdt der behandelten DCs auf CD14* Monozyten in vitro
war nachweislich geringer. Ferner beeintrachtigte Laquinimod die Expression von
Oberflachenmolekilen, indem es die Expression von CD1c auf konventionellen DCs ex vivo
beim Menschen signifikant erniedrigte und die Expression von CD86 auf humanen CD1c* DCs
und murinen DCs erhdhte. AuBerdem erhdhte Laquinimod die Expression des Rezeptors IL-
1R2 in murinen DCs, der IL-1B bindet, jedoch keine Signaltransduktionskaskade nach sich
zieht. Als mogliche Ursache fiir die Wirkung von Laquinimod konnte die Beeintrachtigung des
NF-kB  Signaltransduktionswegs in  murinen DCs durch Laquinimod mittels
Genexpressionsanalyse nachgewiesen werden.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem
Das Immunsystem der Vertebraten lasst sich im Wesentlichen in zwei Teile unterteilen: (a) das
System der angeborenen Immunitat und (b) das System der erworbenen Immunitat. Zur
angeborenen Immunitdat gehoéren Effektormechanismen, wie das Komplementsystem,
natlirliche Killerzellen (NK-Zellen), Makrophagen, neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten, sowie Mastzellen und Dendritische Zellen (DCs). Sie alle haben gemeinsam,
dass sie Uber bestimmte, in der Ontogenese festgelegte Rezeptoren, Pathogene erkennen und
diese bekdampfen kénnen. Die erworbene Immunitat wird dagegen vornehmlich von T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten vermittelt, wobei auch DCs maligeblich beteiligt sind. Die
Besonderheit hierbei liegt darin, dass das Rezeptor-Repertoire von T- und B-Lymphozyten
nicht keimbahncodiert festgelegt ist. Vielmehr ist durch das Vorhandensein vieler Genloci und
darin liegenden Gensegmenten eine enorme Rezeptorvarianz moglich. Vor allem die mégliche
Vielfalt der Rezeptoren und die damit verbundene Spezifitdt versprechen groRen Erfolg im

Kampf des Immunsystems gegen immer neue und sich schnell verandernde Pathogene.

Im Folgenden sollen die Teile des Immunsystems ndher betrachtet werden, die im

Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose (MS) eine wichtige Rolle spielen.

1.2 Pathogenese der MS
MS ist eine autoimmune Erkrankung, bei der — allgemein gesprochen — das Immunsystem des
Patienten die Fahigkeit verliert, zwischen korpereigenen und korperfremden Strukturen zu
unterscheiden. Genauer betrachtet, spaltet sich die Pathogenese in zwei Phasen: in der ersten
Phase kommt es zu einer autoimmunen Entzliindungsreaktion. Daraus entwickelt sich in der
Folge ein bestdndiger, neurodegenerativer Prozess (Steinman, 2001). Zentraler Punkt aller
aktuellen Theorien Uber die Entstehung von MS sind CD4* T-Zellen. Einen grofRen Fortschritt
in der Erforschung der MS brachten Experimente, bei denen im murinen Modellsystem der
Krankheitsverlauf induziert werden konnte. Dieses Modell der MS nennt man experimentelle

autoimmune Enzephalitis (EAE).

Im ersten Schritt, der Initiationsphase von MS, werden CD4* T-Zellen durch die Prasentation

von Autoantigenen, wie zum Beispiel Bruchstlicken von Myelin, auf major histocompatibility
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complex (MHC) llI-Molekilen von professionellen antigenprasentierenden Zellen (APCs)
aktiviert. Nach der Aktivierung durch APCs beginnen die CD4* T-Zellen zu proliferieren und
sich in proinflammatorische Effektorzellen zu differenzieren. Zwei Effektorzelltypen kénnen
fir die weitere Pathogenese verantwortlich gemacht werden: Tyl und Ty17 Zellen. Diese
Zelltypen kénnen hauptsachlich durch die von ihnen produzierten Cytokinen unterschieden
werden. So produzieren Tul Zellen Interferon-y (IFN-y), wohingegen Twl7 Zellen
charakteristischerweise Interleukin-17 (IL-17) sezernieren (Lovett-Racke, Yang, & Racke,
2011). Das wahrend der Aktivierung vorherrschende Cytokin-Milieu entscheidet darliber, ob
sich aus den naiven CD4* T-Zellen Tul oder Ty1l7 Zellen entwickeln. So konnte gezeigt werden,
dass IFN-y und IL-12 die Entwicklung von Tu1 Zellen, die Cytokine Transforming growth factor
(TGF)-B und IL-6 die Entwicklung von Tul7 Zellen begilinstigen (Petermann & Korn, 2011).
Interessanterweise konnten immense Anstrengungen, die von den APCs prasentierten
Autoantigene zu identifizieren, bisher noch kein endgiiltiges Ergebnis aufzeigen. Eine aktuelle
Untersuchung konnte zeigen, dass der einwartsgerichtete Kalium-Kanal 4.1 (Ki4.1) ein
mogliches Antigen sein konnte (Srivastava et al., 2012). Hauptsachlich konzentriert sich die
Forschung auf Myelin-Proteine oder sowie Molekiile im Bereich der axoglialen

Verbindungsstrukturen (Dhaunchak et al., 2012).

Im weiteren Verlauf werden die aktivierten, autoreaktiven CD4* T-Zellen durch Chemokine,
wie beispielsweise C-C motif ligand (CCL) 2 und CCL5 zu Entziindungsherden im zentralen
Nervensystem (ZNS) gelockt. Durch Interaktion mit Adhasionsmolekilen auf ihrer
Zelloberflache, wie very late antigen-4 (VLA-4) (Coles et al.), und vascular cell adhesion
molecule (VCAM)-1 auf den Endothelzellen, gelingt es den CD4* T-Zellen, die Bluthirnschranke
zu passieren (Engelhardt & Ransohoff, 2005). Neueste Forschungen konnten zeigen, dass auch
die Molekiile P-Selektinglykoproteinligand (PSGL) -1 und myeloma cell adhesion molecule
(MCAM) auf T-Zellen mit den Endothelzellen interagieren und die Migration durch das
Endothel fordern (Schneider-Hohendorf et al., 2014). Im perivaskuldren Raum angekommen,
werden die autoreaktiven T-Zellen aufs Neue durch APCs reaktiviert und infiltrieren das

Hirnparenchym (Greter et al., 2005).

Dabei aktivieren und rekrutieren sie viele andere Effektor-T-Zellen und APCs, wie
Makrophagen, B-Zellen und DCs (DC) im Gehirn. Hierdurch wird das ZNS-Gewebe massiv durch

die Bildung von reactive oxygen species (ROS), Glutamat-induzierte Exzitotoxizitdt und
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proinflammatorische Cytokine durch CD4* T-Zellen, cytotoxische CD8* T-Zellen, Monozyten,
Makrophagen und aktivierte Mikroglia beschadigt (Herz, Zipp, & Siffrin, 2010). Aber nicht nur
durch die zelluldare Immunantwort, sondern auch durch die Aktivierung des
Komplementsystems entsteht groBer axonaler Schaden. Die hierdurch in Gang gebrachte
Entzlindungsreaktion, die urspringlich gegen Myelinscheide, Axone und Neurone gerichtet
war, fihrt nun zu Demyelinisierung, Schaden an den Axonen und dem Absterben von

Oligodendrozyten und Neuronen.

Im Folgenden sollen die Zellpopulationen des Immunsystems naher betrachtet werden, die
fiir die Entstehung und Entwicklung von MS hauptsachlich verantwortlich sind. Namentlich

sind dies T-Zellen, DCs und B-Zellen.

1.2.1 T-Zellen
T-Zellen entstehen im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen. lhre weitere
Differenzierung lauft aber nicht im Knochenmark sondern im Thymus ab. Dort wird die
Antigenspezifitat ihres T-Zellrezeptors getestet. Prinzipiell werden im Zuge dessen
autoreaktive T-Zellen durch Apoptose aussortiert. Jedoch passieren einige potentiell
autoreaktive T-Zellen diesen Selektionsprozess und gelangen als naive T-Zellen aus dem

Thymus in den Koérper.

Durch den speziellen T-Zellrezeptor auf ihrer Oberflache sind T-Zellen in der Lage, Antigene zu
erkennen. Bindet das spezifische Antigen, prasentiert auf einem MHC-Molekil einer APC, an
den T-Zellrezeptor und bindet gleichzeitig der Kofaktor CD28 an ein kostimulatorisches B7-
Molekdil auf der APC, so wird die naive T-Zelle aktiviert. Nach dieser Aktivierung beginnt die T-
Zelle innerhalb von wenigen Stunden zu proliferieren und sich zur Effektor-T-Zelle zu
differenzieren. (Gonzalo et al., 2001; van der Merwe & Davis, 2003). Im Folgenden
synthetisiert die T-Zelle IL-2 und exprimiert den hochaffinen IL-2 Rezeptor (CD25). Dies fihrt
zu einer autokrinen Stimulation der T-Zelle und zur weiteren Proliferation. Durch die starke
Proliferation entstehen in kiirzester Zeit viele Klone der urspriinglichen naiven T-Zelle, die den
spezifischen T-Zellrezeptor tragen. Im weiteren Verlauf dndern die Effektor-T-Zellen die
Expression von Zelladhasionsmolekiilen und die Glykosylierung vieler Oberflachenmolekiile,
wodurch sie in die Lage versetzt werden, aus den Lymphknoten zu den Entziindungsherden

im ZNS zu migrieren.
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Von der Funktion her lassen sich zwei Populationen von T-Zellen unterscheiden: CD4* und
CD8* T-Zellen. Dies fand Mitte der 1970er Jahre eine Arbeitsgruppe um Charles A. J. JANEWAY
heraus (Janeway, Sharrow, & Simpson, 1975) Diese unterscheiden sich hauptséachlich in den
von ihnen erkannten MHC-Molekiilen. CD4* T-Zellen erkennen Antigene, die auf MHC I
Molekilen prasentiert werden (Lanzavecchia, Ferrarini, & Celada, 1982). CD8* T-Zellen
erkennen Antigene, die ihnen auf MHC | Molekilen prasentiert werden (X. C. Li & Raghavan,
2010; Rudolph, Stanfield, & Wilson, 2006). Man spricht hier von einer Restriktion: CD4* T-
Zellen beschranken sich auf MHC Il Expression, CD8* T-Zellen beschranken sich auf MHC |
Expression. Ob sich aus Thymozyten CD4* oder CD8* T-Zellen entwickeln, wird im Thymus bei
der Interaktion mit MHC | und MHC Il Molekilen festgelegt (Ignatowicz, Kappler, & Marrack,
1996; von Boehmer et al., 1989; Zerrahn, Held, & Raulet, 1997).

1.2.1.1 CD4* T-Zellen
Hauptaufgabe der CD4* T-Zellen ist es, die Immunantwort zu koordinieren. So kénnen CD4* T-
Helferzellen der Tu2-Population mit B-Zellen interagieren und die humorale Immunantwort in
Gang setzen. Fur den Verlauf von MS sind CD4* Ty1, Tv2 und Tyl7-Zellen entscheidend. Ebenso
bestimmen regulatorische T-Zellen (Teg) den Verlauf von MS. Uber die genaue Differenzierung
von naiven CD4* T-Zellen zu bestimmten T-Helferzellpopulationen entscheidet das wahrend
der Aktivierung vorherrschende Cytokinmilieu. So fiihrt die Sekretion von IL-12 durch
Makrophagen, IFN-y durch natural killer (NK)-Zellen und CD8* cytotoxische T-Zellen zur
Auspragung des Tul-Phanotyps. Die Differenzierung zu Tyl-Zellen wird maRgeblich von einem
Transkriptionsfaktor bestimmt: T-bet (Szabo et al., 2000). Tu1-Zellen sezernieren IFN-y, tumor
necrosis factor (TNF)-a und IL-2. Sie aktivieren vornehmlich Makrophagen und initiieren die
zelluldre Immunantwort. Diese Immunantwort hilft bei der Bekampfung intrazelluldrer
Bakterien und viralen Infektionen. Indem Makrophagen aktiviert werden, steigt die
Prasentation von Antigenen, wodurch CD8* cytotoxische T-Zellen zur Proliferation aktiviert

werden (Seder, Gazzinelli, Sher, & Paul, 1993).

Im Gegensatz dazu fihrt das Vorherrschen von IL-4 wahrend der Aktivierung naiver T-Zellen
zu Tu2-Zellen und einer humoralen Immunantwort. Die Entwicklung zu Tu2-Zellen kann durch
IL-6 sogar noch verstarkt werden. Nach der Aktivierung leitet der Transkriptionsfaktor GATA-
3 die Entwicklung der aktivierten T-Zelle zu einer Tu2-Zelle, die transforming growth factor

(TGF)-B, IL-4, IL-5 und IL-10 sezerniert und in der Lage ist, B-Zellen zur Freisetzung
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neutralisierender Antikorper zu veranlassen (T. Hofer, Nathansen, Lohning, Radbruch, &
Heinrich, 2002). Die Aktivierung von B-Zellen, was zur Produktion von spezifischen
Antikorpern flhrt, 1auft nach einem bestimmten Muster ab und wird als T-B-Zellkollaboration
bezeichnet. Durch die Erkennung ihres Antigens auf dem MHC lI-Molekil der B-Zelle beginnt
die Th2-Zelle damit, Zytokine zu bilden und zu sezernieren. Aulerdem erhdhen beide Zellen
die Expression weiterer kostimulatorischer Molekiile. Diese kostimulatorischen Signale wirken
dann gemeinsam mit den Cytokinen auf die B-Zelle ein, was zur Proliferation und zum
Klassenwechsel der Immunglobuline der B-Zelle fiihrt (Bernard, Coitot, Bremont, & Bernard,
2005; Mitchison, 2004). AuBerdem koénnen Tu2-Zellen eosinophile Granulozyten und

Mastzellen aktivieren.

Twl7-Zellen, die maligeblich an der Pathogenese des Tiermodells der MS beteiligt sind, sind
charakterisierbar anhand ihrer Produktion von IL-17. Diese Subpopulation von T-Zellen hat
den Transkriptionsfaktor RORyT gemein (lvanov et al., 2006). Ty17-Zellen sind, genau wie Tul-
Zellen, proinflammatorische Zellen. Die Zytokine TGF-B und IL-6 kdnnen in der Maus die
Entwicklung von Tul7-Zellen induzieren (Veldhoen, Hocking, Atkins, Locksley, & Stockinger,
2006). IL-23 kann Ty17-Zellen zur Expansion anregen. Dieses Zytokin ist ein Heterodimer und
besteht aus aus einer p19 und einer p40 Untereinheit. Die p40 Untereinheit ist identisch mit
der, die auch in IL-12 und IL-23 vorkommt (Aggarwal, Ghilardi, Xie, de Sauvage, & Gurney,
2003). Beim Menschen induzieren IL-6, IL-23 und IL-13 die Entwicklung von Ty17-Zellen, wobei
IL-1B essenziell ist (Zielinski et al., 2012). Interessanterweise koénnen Zytokine der
Subpopulationen Tyl und Tw2 die Differenzierung in Tul7-Zellen hemmen. Im
wissenschaftlichen Feld wird kontrovers diskutiert, ob Ty1-Zellen die Subpopulation sind, die
hauptsachlich Autoimmunitat verursacht. Es finden sich ebenso einschlagige Hinweise darauf,
dass die Th17-Zellen die entscheidende Zellpopulation bei der Entstehung von MS sind. Dies
konnte vor allem fiir das murine Modell der MS, fiir die EAE, gezeigt werden (Steinman, 2007).
So sind Mause, die kein IL-23 produzieren kdnnen, nicht anfallig fiir die Entwicklung von EAE,
wohingegen Mause mit einem Defekt in IL-12p35 oder IFN-y eine EAE entwickeln kénnen
(Gran et al., 2002). Aber auch in humanen Studien mit MS-Patienten kommen immer mehr
Beweise auf, dass die IL-17 produzierenden CD4* T-Zellen urséachlich fur die Entwicklung einer
Entzlindungsreaktion sind. So kann IL-17 mRNA vermehrt im Blut, CSF und Hirngewebe von
MS-Patienten nachgewiesen werden (Luchtman, Ellwardt, Larochelle, & Zipp, 2014;

Matusevicius et al., 1999). Indirekt kann auf eine erhéhte Tyl7-Expansion in MS-Patienten
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geschlossen werden, da die Produktion von IL-23 durch myeloide DCs (mDC) in MS-Patienten
deutlich hoher ist, als in gesunden Kontrollpersonen. Dadurch kann auf eine starkere
Proliferation von Tul17-Zellen in MS-Patienten geschlossen werden (Vaknin-Dembinsky,
Balashov, & Weiner, 2006). Zudem haben Untersuchungen von Hirngewebe gezeigt, dass IL-
23p19 sowohl in aktiven als auch in chronischen Lasionen des Gehirns von MS-Patienten
nachgewiesen werden kann. Hieraus kann geschlossen werden, dass IL-23 eine besondere
Rolle bei der Immunantwort spielt und dadurch das Risiko eines Gewebeschadens im Gehirn
erhoht (Y. Li et al., 2007). Tzartos et al. konnten nachweisen, dass Th17-Zellen vermehrt in MS-
Lasionen vorkommen (Tzartos et al., 2008). T417-Zellen kommt aber sicher nicht die alleinige
Schuld bei der Entwicklung einer EAE zu (Steinman, 2008). Durch adoptiven Transfer von
entweder Tul- oder Tyl7-Zellen in Mause konnten Kroenke et al. zeigen, dass beide
Subpopulationen eine EAE induzieren und bei den untersuchten Mausen klinische
Krankheitssymptome verursachen. Interessanterweise konnte jedoch festgestellt werden,
dass sich die Pathologie von Tyl7-Zellen deutlich von der durch Ty1-Zellen hervorgerufenen
Gewebeschaden unterscheidet (Kroenke, Carlson, Andjelkovic, & Segal, 2008). Neue
Untersuchungsergebnisse zeigen, dass nicht nur Ty17-Zellen Hauptverursacher von MS sein
kénnen. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass weder die Uberexpression von IL-17
noch die vollkommene Depletion von IL-17 einen gréBeren Einfluss auf die Entwicklung einer
EAE haben (Haak et al., 2009). Zudem spielt GM-CSF ebenfalls eine wichtige Rolle (El-Behi et
al.,, 2011). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Applikation von IFN-y den
Krankheitsverlauf bei MS-Patienten verschlechtert (Panitch, Hirsch, Schindler, & Johnson,

1987).

1.2.1.2 CD8* T-Zellen
CD8* T-Zellen erkennen Antigene, die an MHC I-Molekille gebunden sind. Die Wege, wie
Antigene an MHC-Molekiile gebunden werden, um spater auf der Zelloberflache prasentiert
zu werden, unterscheiden sich fir MHC | und MHC Il. Weiterhin unterscheiden sich beide
Molekiile auch grundlegend in ihrer Verbreitung. Wahrend alle Kérperzellen MHC I-Molekiile
besitzen, kommen MHC II-Molekiile nur auf bestimmten Zellen vor. Diese werden in der
Gruppe der APC zusammengefasst. Wahrend Antigene, die auf MHC lI-Molekiilen prasentiert
werden, durch die prasentierende Zelle aktiv aufgenommen wurden, in Endosomen
prozessiert und an MHC Il Molekile gebunden wurden (Rocha & Neefjes, 2008), werden auf

MHC I-Molekiilen Peptide prasentiert, die ihren Ursprung in der Zelle haben (Bjorkman et al.,
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1987; Rotzschke et al., 1990). In allen Korperzellen werden durch Ubiquitin markierte Proteine
im Proteasom abgebaut. Peptidfragmente werden dann durch das Tapasin-assoziierte Protein
(Singh, Chittappen, et al.) ins Lumen des Endoplasmatischen Reticulums geschleust. Dort
werden die Peptidfragmente an MHC I-Molekile gebunden, das MHC-Molekil wird fertig
gefaltet und in einem Vesikel zur Zelloberflache transportiert, wo es spater prasentiert wird
(Groettrup, Soza, Kuckelkorn, & Kloetzel, 1996; Momburg, Neefjes, & Hammerling, 1994;
Pierre & Mellman, 1998). Dieser Prozessierungsweg ist eminent wichtig fur die Abwehr von
viralen Infektionen oder intrazellularen Pathogenen. Bei solchen Infektionen und Pathogenen
kann das Immunsystem den Befall nicht direkt feststellen, da sich die Viren und Pathogene in
den korpereigenen Zellen aufhalten. Vielmehr ist das Immunsystem darauf angewiesen, den
Befall durch Anderungen auf der Zelloberfliche zu erkennen. Durch die oben genannte
Prozessierung wird es dem Immunsystem moglich, auf MHC I-Molekiilen fremde Antigene von
Viren oder intrazellularen Pathogenen zu erkennen und die befallenen Zellen zu zerstéren.
Erkennt ein zytotoxischer T-Lymphozyt (CTL) sein spezifisches Antigen auf einem MHC |-
Molekdil einer anderen Zelle, so kann er die Apoptose oder Nekrose dieser Zelle veranlassen.
Dazu gibt es verschiedene Wege. Zum Beispiel kann der CTL spezielle Enzyme in Granula
abschniiren, die die Hille der Zielzelle zerstoren und die Zielzelle zur Nekrose fuhren. Ein
wichtiges Protein, das zwar keine enzymatische Aktivitdt besitzt, trotzdem aber zum
Absterben von Zielzellen fihrt, ist das Perforin. Durch die Zusammenlagerung von 12-18
Perforin-Molekilen in der Zellmembran der Zielzelle entsteht ein Loch. Dadurch wird die
zelluldre Integritat zerstort, was zum Absterben der Zielzelle flihrt (Podack et al., 1988; Zhou,
Ou, Huang, & Moskophidis, 2002). Des Weiteren sind drei Serinproteasen bekannt, die
sogenannten Granzyme, die durch die Perforation der Zelle mit Perforin in die Zelle eindringen
konnen und (ber die Aktivierung einer Enzymkaskade zum Tod der Zelle fihren kénnen
(Henkart, 1985). Ein weiterer Weg, durch den aktivierte CD8* T-Zellen Zielzellen zerstéren
kénnen, wird durch das Molekil Fas-Ligand (FasL) beschritten. Dieses Protein wird von
aktivierten CTLs auf ihrer Oberflache exprimiert und kann mit dem Protein Fas, das auf den
meisten Korperzellen exprimiert wird, interagieren. Auf der zytosolischen Seite der Zielzelle
wird eine Kaskade verschiedener Proteine in Gang gesetzt, die schlieRlich zur Aktivierung einer
DNase flihrt, die das Kerngenom in Stiicke zerkleinert. Die Zelle ist damit nicht mehr

lebensfahig und stirbt ab (Apoptose) (Barry & Bleackley, 2002; Chavez-Galan, Arenas-Del
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Angel, Zenteno, Chavez, & Lascurain, 2009; Kagi, Ledermann, Burki, Zinkernagel, &

Hengartner, 1996; Nagata, 1996; Nagata & Golstein, 1995).

Auch wenn weithin anerkannt ist, dass es CD4* T-Zellen sind, die MS verursachen, so kann der
Einfluss von CD8* T-Zellen nicht auBer Acht gelassen werden. So kann im Hirngewebe das
Vorhandensein von CD8* T-Zellen in perivaskularen Regionen als auch an den Lasionsrandern
nachgewiesen werden (Traugott, Reinherz, & Raine, 1983). In Ldsionen konnte ebenfalls
nachgewiesen werden, dass CD8* T-Zellen klonal expandieren. Dies war anhand von
Untersuchungen der entsprechenden T-Zellrezeptoren erkannt worden (Babbe et al., 2000).
Des Weiteren steht eine Untergruppe von CD8* T-Zellen, die CD161 und einen T-Zellrezeptor
mit TRAV 1-2 als invariante Va7.2-Kette exprimieren, in Verbindung mit Lasionen im Gehirn
von MS-Patienten. Diese sogenannten MAIT-Zellen (Mucus-assoziierte invariante T-Zellen)
treten vermehrt in aktiven Lasionen auf (Held, Beltran, Moser, Hohlfeld, & Dornmair, 2015;
Held, Bhonsle-Deeng, et al., 2015). Das Bild kdnnte insofern passen, als CD4* T-Zellen die
Entzlindungsreaktion initiieren und dadurch die Bildung von Lasionen verursachen. CD8* T-
Zellen konnten dann eine VergroBerung der Lasion zur Folge haben. Diese Hypothese wird
unterstitzt durch zwei Veroéffentlichungen, die zeigen, dass CD8* T-Zellen direkten Kontakt
mit Axonen aufnehmen und diese beschadigen konnen (Kuhlmann, Lingfeld, Bitsch,

Schuchardt, & Bruck, 2002; Medana, Martinic, Wekerle, & Neumann, 2001).

1.2.2 DCs
DCs werden als professionelle APCs bezeichnet, weil sie — genau wie Makrophagen und B-
Zellen, in der Lage sind, fremde Antigene an MHC II-Molekilen auf ihrer Zelloberflache zu
prasentieren. In einer Hinsicht sind DCs aber einzigartig: sie kdnnen naive T-Zellen aktivieren
und durch Endozytose aufgenommene Antigene sowohl auf MHC II- als auch an MHC I-
Molekiilen prasentieren. Dies nennt man Kreuzprasentation (Banchereau & Steinman, 1998).
Aufgrund ihrer Heterogenitat ist es schwierig, eine sinnvolle Einteilung der DCs zu
unternehmen. Historisch hat sich die Einteilung in myeloide DCs (mDC) und plasmazytoide DC
(pDC) etabliert. Diese Einteilung beruht auf der Ontogenese dieser DC-Populationen. So
zeigten friihe Experimente, dass mDCs scheinbar von myeloiden Vorlauferzellen abstammten
und sich pDCs in der Himatopoese von lymphoiden Vorlduferzellen her entwickelt hatten. Die
Vielschichtigkeit der Entwicklung der vielen unterschiedlichen DC-Subpopulationen

widerspricht jedoch weitgehend dieser alten Einteilung (Shortman & Liu, 2002).
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Phanotypische Untersuchungen versuchen, Ordnung in die mannigfaltigen Subpopulationen
zu bringen. Bisher konnte sich aber noch keine neue Einteilung der DC-Subpopulationen
durchsetzen. Die fiihrenden DC-Wissenschaftler sind von einer einheitlichen Ordnung noch
weit entfernt. Shortman et al. schlagen beispielsweise die folgende Einteilung vor (Shortman

& Liu, 2002):

CD11c* CD11b  CD45RQ"Y, die hauptsichlich im menschlichen Thymus zu finden sind und den

lymphoiden DCs (=pDCs) am nachsten kommen

CD11c* CD11b* CD45R0OMe", die ausschlieRlich im Thymus vorkommen und viele Marker der

myeloiden DCs (=mDC) tragen

CLA* CD1a* Langerin™e", die in den drénierenden Lymphknoten der Haut vorkommen und den

Langerhanszellen entsprechen.

Demgegeniliber stellen Wan et al. ein differenzierteres Bild dar. Sie ziehen zur Unterscheidung
der DC-Subpopulationen eine Vielzahl von Oberflaichenmolekilen heran: CD1a, CD1b, CD1c,
CD11b, CD11lc, CD13, CD14, CD16, CD34, CD45RA, CD123 und IL-3-Rezeptor (Wan &

Dupasquier, 2005).

Die Einteilung von DC-Subpopulationen stellt nicht nur im Mensch ein Problem dar, auch die
Vergleichbarkeit von humanen und murinen DC-Subpopulationen ist eine grofle
Herausforderung fir die Wissenschaft. So ist ein grundlegendes Problem, dass bis heute kein
humanes Aquivalent zum murinen Oberflichenmarker CD8a gefunden wurde. Humane DCs
scheinen CD8a nicht zu exprimieren (Shortman & Liu, 2002). Sowohl funktional, wie
phanotypisch und ontogenetisch ist eine klare Zuordnung von murinen DC-Subpopulationen
zu humanen Subpopulationen bisher nicht gelungen (Guilliams et al., 2010; Henri et al., 2010;
Wan & Dupasquier, 2005) Die neueste Arbeit vergleicht DC-Subpoplationen zwischen
unterschiedlichen Spezies anhand molekularer, phanotypischer und funktioneller

Eigenschaften (Dutertre, Wang, & Ginhoux, 2014).

Unbestritten ist hingegen die zentrale Rolle der DCs im Immunsystem. So stellen sie den
Schnittpunkt zwischen angeborener und erworbener Immunitat dar. Immature DCs kénnen
effizient Antigene aufnehmen und prozessieren. Am Ende dieser Prozessierung steht die
Prasentation auf MHC-Molekiilen. Jedoch kann die Prasentation durch immature DCs keinen

Stimulus an T-Zellen Ubertragen. Naive T-Zellen werden dadurch nicht aktiviert und eine
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Immunantwort eher noch verhindert. Erst wenn die DCs durch ein bestimmtes Zytokin-Milieu
im Rahmen einer Entziindung dazu angeregt wird, zu maturieren, vermag die mature DC T-
Zellen zu stimulieren und eine Immunantwort zu induzieren. Auf die Maturierung hin dndert
die DC die Expression von Oberflachen-Molekiilen. So bleiben die MHC I- und MHC II-Molekiile
stabil an der Zelloberflache, die kostimulatorischen Molekile CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2)
werden vermehrt exprimiert (Keir & Sharpe, 2005). Auch die Expression von
Zelladhasionsmolekiilen wird verdandert, was zur Folge hat, dass die maturen DCs in die
Lymphknoten wandern und mit der Sekretion von Chemokinen beginnen. In den
Lymphknoten treten die DCs in regen Kontakt zu T-Zellen. Erkennt eine T-Zelle das auf dem
MHC-Molekiil prasentierte Antigen, wird eine spezifische Immunantwort induziert
(Matzinger, 2007). Je nach vorherrschendem Zytokin-Milieu, das die mature DC malgeblich
pragt, kann sich die T-Zelle zu einer Ty1-, Tu2- oder Ty17-Zelle entwickeln. Unter bestimmten
Umstdnden kénnen auch zytotoxische T-Zellantworten initiiert werden (Langenkamp, Messi,

Lanzavecchia, & Sallusto, 2000).

Die Funktion der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 ist weitestgehend bekannt. Auf
T-Zellen befinden sich die entsprechenden Rezeptoren CD28 und CTLA-4. Dabei haben diese
beiden Rezeptoren entgegengesetzte Funktionen: wahrend CD28 ein aktivierendes Signal an
die T-Zelle sendet und diese aktiviert, fihrt die Bindung von CTLA-4 an ein kostimulatorisches
Molekil zur Hemmung der Immunantwort und zur Induktion von Toleranz gegen das
prasentierte Antigen (Keir & Sharpe, 2005). Entscheidend fir die resultierende Immunantwort
und die T-Zellproliferation ist das Gleichgewicht zwischen positiven und negativen Signalen
durch CD28 und CTLA-4. Beispielsweise kann die Proliferation, die Differenzierung, das
Uberleben der T-Zelle und die von der T-Zelle verursachte B-Zellantwort durch die Signale der
DC bestimmt werden. Turner et al. zeigten, dass microRNAs bei der Differenzierung und
Funktion von DCs eine regulierende Rolle spielen (Turner, Schnorfeil, & Brocker, 2011).
Immature DCs sind somit zustdndig flir die permanente Aufnahme und Prozessierung von
Antigenen. Nach erfolgreicher Maturierung der DCs, sind diese fiir die Ausgestaltung der
nachfolgenden Immunantwort zustandig. So aktivieren sie T-Zellen durch die Expression von
Oberflaichenmolekiilen und die Sekretion von Chemokinen. DCs k&nnen hierdurch zu
peripherer Toleranz, zu regulatorischen T-Zellen und zur Initiation einer Immunantwort fiihren
und die Reaktion des Immunsystems auf bestimmte Antigene mafigeblich steuern. Dies macht

DCs so interessant und unterstreicht ihre zentrale Stellung im Immunsystem.
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So wird auch die Rolle von DCs in der EAE und der MS immer besser verstanden. Die Schwere
der klinischen Zeichen in der EAE scheint, wie auch die Anzahl an Entziindungsherden in MS-
Patienten, mit dem Vorkommen und dem Status der DCs im Gehirn zu korrelieren. Werden
CD11c* DCs vollkommen depletiert, so verschlimmert sich der Verlauf einer EAE. Umgekehrt
sind DCs in der Lage, regulatorische T-Zellen zu generieren und so tolerogen zu wirken (Yogev
et al., 2012). Demgegeniiber zeigten PATERKA et al. einen signifikant abgeschwachten Verlauf
der EAE bei Depletion der CD11lc* DCs. Durch in vivo-Mikroskopie zeigten sie die
herausragende Rolle CD11c* DCs bei der Infiltration des ZNS durch pathogene T-Zellen
(Paterka et al., 2016). Ebenso zeigte die Injektion von in vitro-generierten DCs, die mit Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein - Peptid beladen wurden, eine dramatische Verschlechterung
des Krankheitsverlaufs und die Akkumulation von CD4* und CD8* T-Zellen im ZNS (Grunberger
et al.). Ebenso wurden DCs mit einer erhéhten Expression von Aktivierungsmarkern im Blut
und CSF von MS-Patienten in stark erhéhter Konzentration nachgewiesen, im Vergleich zu
gesunden Probanden. Dies legt einen entscheidenden Einfluss von DCs auf die Pathogenese

von MS nahe.

In diesem Zusammenhang konnten bereits einige Biomarker auf DCs erforscht werden, die mit
MS korrelieren. So sind bei myeloiden DCs (CD11*, CD1c*) die Marker CD40, CD80, CD86 und
HLA-DR im CSF von MS-Patienten signifikant zum peripheren Blut erhéht (Alvermann, Hennig,
Stuve, Wiendl, & Stangel, 2014).
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1.2.3 B-Zellen
B-Zellen entstehen, genau wie T-Zellen, im Knochenmark (Roitt, Greaves, Torrigiani, Brostoff,
& Playfair, 1969) aus hamatopoetischen Stammzellen iber lymphoide Vorlduferzellen, die sich
schliefRlich nach mehreren Zwischenstadien zu naiven B-Zellen entwickeln (LeBien, 2000).
Entdeckt wurden sie allerdings in Vogeln. Dort werden sie in der Bursa fabricii produziert,
einem lymphatischen Organ oberhalb der Kloake (Warner & Szenberg, 1963).Daher leitet sich
auch die Abklirzung ,B“-Zellen ab. Erkennt eine B-Zelle liber ihren B-Zellrezeptor ihr
spezifisches Antigen, so nimmt sie es auf, prozessiert es und prasentiert ein Peptid auf MHC
II-Molekilen auf ihrer Oberflache (Vascotto et al., 2007). Durch die Interaktion mit CD4* T-
Zellen, die ihr spezifisches Antigen auf MHC Il Molekilen der B-Zelle erkennen und die Bindung
von CD40 an CD40L oder die Ausschittung von Zytokinen seitens der T-Zelle, kann die B-Zelle
aktiviert werden. Das Antigen wird hierbei als ein thymusabhadngiges Antigen bezeichnet
(Grewal & Flavell, 1998). Zum anderen kdnnen aber auch viele B-Zell-Rezeptoren durch sich
wiederholende Epitope quervernetzt werden. In diesem Fall bendétigt die B-Zelle kein weiteres
Signal einer CD4* T-Zelle. Die Quervernetzung alleine reicht aus, um die B-Zelle zum
Immunglobulin- (Ig) -Klassenwechsel und der Ausschiittung von Antikdrpern zu bewegen.

Hierbei wird von einem thymusunabhadngigen Antigen gesprochen.

Durch die Sekretion von Antikoérpern stellen B-Zellen eine entscheidende Schaltstelle im
Immunsystem dar: die humorale Immunantwort. Sezernierte Antikorper kénnen Teile des
angeborenen Immunsystems aktivieren und damit die Pathogenese der MS malgeblich
beschleunigen (Antel & Bar-Or, 2006; Dunkelberger & Song, 2010). Dies wird auch in der
Diagnostik zu Hilfe gezogen. Werden erhéhte IgG-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis
(CSF) nachgewiesen, zeigt dies die intrathekale Infiltration von antikérper-produzierenden B-
Zellen an (Tibbling, Link, & Ohman, 1977). Im intakten Zustand der Bluthirnschranke kénnen
B-Zellen das Gehirnparenchym nicht infiltrieren. In Verbindung mit Antikérpern und
Molekilen des Komplementsystems kénnen B-Zellen die Bluthirnschranke passieren und im
ZNS eine Entzindung hervorrufen. Dass B-Zellen in der Pathogenese von MS eine
entscheidende Rolle spielen, konnten Versuche zeigen, bei denen man B-Zellen in MS-
Patienten mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern gegen CD20 depletierte. Im
Magnetresonanztomographen (MRT) konnte daraufhin gezeigt werden, dass B-Zell-

depletierte MS-Patienten eine geringere Anzahl von Lasionen im ZNS aufwiesen (Bar-Or et al.,
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2008; Hauser et al., 2008). Dies beweist die Beteiligung von B-Zellen bei der Bildung von

akuten Lasionen.

1.3 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis - das
Tiermodell der MS

Einen GroRteil der heute vorliegenden Erkenntnisse Giber MS verdanken wir einem Tiermodell
dieser autoimmunen Erkrankung: der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis; kurz:
EAE. Bereits Louis Pasteur konnte durch Versuche an Tollwut zeigen, dass die Impfung mit
xenogenem Nervengewebe zu Lahmungserscheinungen fiihren kann (Pasteur & lllo, 1996).
Versuche mit Gehirnextrakten an Affen zeigten, dass die Lahmungserscheinungen mit
perivaskuldaren Infiltraten und Demyelinisierung der Nervenzellen im Gehirn und im
Rickenmark einhergingen (Rivers, Sprunt, & Berry, 1933). Diese Krankheitssymptome
nannten Rivers et al. damals noch akute disseminierte Enzephalomyelitis. Etwas spater sollte

dieser Typus in EAE umbenannt werden.

Im Laufe der Zeit erkannte man, dass der Grad der Lahmungserscheinungen mit dem Titer von
Antikorpern gegen neuronales Gewebe korrelierte. Dies fiihrte zu der Idee, die humorale
Immunantwort durch die Gabe von Freunds Adjuvans (CFA) und Pertussistoxin (PTX) zu
verstirken. Es entwickelte sich dadurch ein schubhaft verlaufendes Krankheitsbild, das
besonders durch die perivaskuldren Infiltrate in akuten Lasionen an das pathologische Bild von

MS erinnerte (Wolf, Kabat, & Bezer, 1947).

Von Affen und Meerschweinchen, in denen solche Versuche zuerst durchgefiihrt worden
waren, erweiterte sich die Forschung auf dem Gebiet der EAE auf weitere Spezies, wie Ratten
und Mause. Besonders Mause haben — experimentaltechnisch gesehen - einen
entscheidenden Vorteil: sie kombinieren ein dem Menschen relativ ahnliches Immunsystem
mit einer kurzen Generationszeit und geringem Platzbedarf. Mdause sind leicht in
Gefangenschaft zu halten und es existiert eine breite Zahl von Inzuchtstammen. Diese Vorteile

beférderten die Maus zum bevorzugten Modellorganismus fiir EAE-Experimente.

Die EAE ist das derzeit beste Tiermodell flir die Nachahmung von MS. Es zeichnet sich durch
viele Gemeinsamkeiten mit der menschlichen Autoimmunkrankheit aus: der Zerstérung der
Myelinscheide der Nervenzellen, dem Vorhandensein von — zeitlich und o6rtlich verteilten -

Lasionen im ZNS, der vorwiegend perivaskuldar erscheinenden Lasionen, der teilweise
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vorkommenden Remyelinisierung und der Nachweisbarkeit von Antikérpern im CSF (Gold,

Linington, & Lassmann, 2006).

Die MS-Forschung konnte schnell Fortschritte verzeichnen. So konnten beispielsweise die
Antigene, die zur Entwicklung von EAE flhrten, weiter eingegrenzt werden. Wurden anfangs
noch Gehirn-Extrakte verabreicht, so war man bald in der Lage, differenzierte Antigene zu
entlarven, die in der EAE eine entscheidende Rolle spielten: Myelin-Basisches-Protein (MBP),
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (Grunberger et al.) und Proteolipid-Protein (PLP).
Weitere Untersuchungen mit diesen Molekiilen zeigten, dass enzephalitogene Peptide
entscheidend waren. Kleine Bereiche der Makromolekiile, die fiir die Induktion von EAE
ausreichend waren, sind: MBPsg3.99, MOG3s.55 und PLP139.151. Die Verwendung dieser Peptide
erhohte die Reproduzierbarkeit der Experimente und vertiefte das Verstandnis auf dem

Gebiet der EAE (Wekerle, Kojima, Lannes-Vieira, Lassmann, & Linington, 1994).

Die oben dargestellten Erkenntnisse flihrten zu dem auch heute noch am haufigsten
verwendeten Modell der EAE: der aktiven EAE. Dabei wird ein enzephalitogenes Peptid in
Freundschem Adjuvans injiziert. Zusammen mit der intraperitonealen (i.p.) Injektion von PTX
entwickelte sich eine Immunreaktion gegen das eingesetzte Peptid, das zur Ausbildung einer
EAE fiihrt. Hierbei gilt es zu beachten, dass unterschiedliche Peptide in demselben
Mausstamm zu einem anderen Krankheitsverlauf fiihren kénnen. Ebenso kann dasselbe
Peptid in verschiedenen Mausstammen unterschiedliche Krankheitsverldufe nach sich ziehen.
Injiziert man beispielsweise PLP139.151 in SIL-Mause, so verlauft die EAE schubhaft. Bei der
Injektion von MOGss.s5 in C57BL/6-Mause ist der resultierende Krankheitsverlauf chronisch-

progressiv (Gold et al., 2006).

Im Gegensatz zur aktiven EAE werden bei der passiven EAE keine Peptide injiziert, sondern in
vitro kultivierte T-Zellen. Dabei werden naive T-Zellen zusammen mit antigen-beladenen DCs
in der Petrischale kultiviert. Zur Kultivierung kommen ebenfalls enzephalitogene Peptide zum

Einsatz. Diese T-Zellen werden Mausen appliziert, die daraufhin eine EAE entwickeln kbnnen.

Durch die Verwendung kiinstlich hergestellter Zytokine, kann bei der Kultivierung der naiven
T-Zellen mit den antigen-beladenen DCs ein spezielles Zytokin-Milieu geschaffen werden.
Dieses Zytokin-Milieu beeinflusst den Phanotyp der T-Zellen (Herz et al., 2010). AulRerdem
bieten neue Inzuchtstimme von Mausen nun die Moglichkeit, Mausstamme mit

antigenspezifischen Zellen zu zlichten. Bei dieser Art der Transfer-EAE ist es moglich, mit
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bestimmten T-Zellsubpopulationen (Tul, Th2, Tv17) zu experimentieren und deren Einfluss auf
den Krankheitsverlauf isoliert zu betrachten. Ein weiterer Vorteil, den sowohl passive als auch
Transfer-EAE bieten, ist die Moglichkeit, durch die Anpassung der injizierten Zellzahl, den

Krankheitsverlauf in seiner Schwere beeinflussen zu kdonnen.

1.4 Cladribin - ein Zytostaticum
Cladribin ist ein Adenosinderivat und tragt die chemische Bezeichnung 2-Chlor-2-
Desoxyadenosin. Damit ist es ein Purin-Analogon, das in die DNA eingebaut werden kann.
Urspringlich wurde es fur die Behandlung von Lymphomen verwendet (Beutler, 1992). Heute
wird es immer noch fiir die Langerhans-Histiozytose eingesetzt (McClain, 2005; Weitzman,
Wayne, Arceci, Lipton, & Whitlock, 1999). Aber auch bei Autoimmunkrankheiten, wie dem
systemischen Lupus erythematodes (Davis et al., 1998) und rheumatoider Arthritis (Schirmer,
Mur, Pfeiffer, Thaler, & Konwalinka, 1997) wurde Cladribin als Therapeutikum getestet. Seine
Verwendung bei der Behandlung von schubhaft verlaufender MS zeigte erfreuliche Resultate
(Giovannoni et al., 2010; Giovannoni et al., 2011; Koziol, Lucero, Sipe, Romine, & Beutler,
1999). In ihren Forschungen im Rahmen der CLARITY-Studie konnten Giovannoni et al. zeigen,
dass die Einnahme von Cladribin-Tabletten die jahrliche Anzahl von Schiiben im Vergleich zur
Placebo-Gruppe um mebhr als die Halfte verringern konnte. Dies driickte sich auch im MRT in
einer signifikant verringerten Anzahl von Lasionen im Gehirn der Patienten aus. Aullerdem
konnte die Zeit zwischen den Schiiben im Vergleich zur Placebo-Gruppe deutlich verlangert
werden. Cladribin war eines der ersten oralen Therapeutika. Der Wunsch der Patienten nach
oral einnehmbaren Medikamenten war Ende der 1990er Jahre sehr groRR und das Interesse
der Pharmaindustrie an der Entwicklung von Tabletten sehr hoch. Daher wurde die Forschung
auf diesem Gebiet stark vorangetrieben. Merck-Serono® gelang mit Cladribin ein groRer

Schritt in diese Richtung.

In seiner Wirkung scheint Cladribin die T-Zellen relativ spezifisch und dosis-abhangig zu
beeinflussen. Im Rahmen der Einnahme von Cladribin kommt es zu einer lang anhaltenden
Lymphopenie, einer deutlichen Reduktion der Lymphozyten. Der Mechanismus ist relativ
einfach und konnte bereits friih aufgeklart werden. Ein spezielles Enzym, die
Desoxyzytidinkinase phosphoryliert Cladribin zu seiner aktiven Form des 2-Chlor-2-
Desoxyadenosin-Triphosphats. Dieses Nukleotid akkumuliert in der Zelle, wird in die DNA

eingebaut und fihrt dabei zu DNA-Briichen und der Zerstérung der genomischen DNA.
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Dadurch bricht der Metabolismus der Zelle zusammen, und die Zelle geht in den Zelltod (iber
(Seto, Carrera, Kubota, Wasson, & Carson, 1985; Sipe, 2005). Der Grund, warum dies selektiv
in Lymphozyten geschieht, liegt darin, dass diese ein besonderes Verhaltnis der Enzyme
Desoxyzytidinkinase und 5‘-Deoxynucleotidase besitzen. Die 5'-Deoxynucleotidase kann das
aktivierte 2-Chlor-2-Desoxyadenosin-Triphosphat wieder dephosphorylieren und dadurch zu
seiner inaktiven Form umwandeln. In den Gibrigen Zellen des Kérpers halten sich beide Enzyme
in ihrer Aktivitat die Waage, wodurch sich ein Gleichgewicht zwischen der aktiven und der
inaktiven Form von Cladribin einstellt, sodass die aktive Form nicht in der Zelle akkumulieren
kann. Lymphozyten haben jedoch eine deutlich hoéhere Aktivitat auf Seiten der
Desoxyzytidinkinase, was dazu fiihrt, dass sich 2-Chlor-2-Desoxyadenosin-Triphosphat in der
Zelle ansammeln kann und zum Zelltod fiihrt. Andere Arbeitsgruppen konnten auch die
Induktion des mitochondrialen Apoptosewegs in Cladribin-behandelten Lymphozyten
nachweisen, was die Aktivierung von Caspase-9 und Caspase-3 einschlieBt (Klopfer et al.,
2004; Van den Neste, Cardoen, Offner, & Bontemps, 2005). Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass Cladribin auch in Monozyten und —in geringerem Ausmal —auch
in B-Zellen (Barbieri et al., 1998; Castejon et al., 1997) und DCs (Singh, Prajeeth, et al., 2013)

den Zelltod induziert.

Weitere Studien zeigten, dass Patienten, die mit Cladribin behandelt wurden, stark erniedrigte
Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-2 (Janiec, Wajgt, & Kondera-
Anasz, 2001), IL-8 und CCL-5 (Bartosik-Psujek, Belniak, Mitosek-Szewczyk, Dobosz, &
Stelmasiak, 2004; Laugel et al., 2011; Singh, Prajeeth, et al., 2013; Singh, Voss, Benardais, &
Stangel, 2012) aufwiesen. Neben der Reduktion von proinflammatorischen Zytokinen konnte
auch eine Veranderung der Expression des Adhadsionsmolekils ICAM-1 nachgewiesen werden
(Niezgoda, Losy, & Mehta, 2001). Dies legt nahe, dass Cladribin auch immunmodulatorische
Effekte austibt. Im Serum und im CSF von MS-Patienten fanden Bartosik-Psujek et al. ebenfalls
verringerte Konzentrationen proinflammatorischer Chemokine (Bartosik-Psujek et al., 2004).
Die Sekretion von Zytokinen durch T-Zellen konnte als vermindert nachgewiesen werden
(Laugel et al., 2011), wobei dieser Effekt sowohl direkt durch Cladribin, als auch indirekt durch
eine verminderte Aktivierung der T-Zellen hervorgerufen worden sein kann. Es zeigt sich, dass
sich die Forschung Uber Cladribin hauptsachlich auf dessen Einfluss auf Lymphozyten
konzentriert hat. Der Einfluss auf APCs wurde bisher kaum untersucht, obwohl| APCs eine

zentrale Rolle in der Steuerung der Immunantwort des Kérpers einnehmen und so auch von
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zentraler Bedeutung sind. Die MS-Forschung konzentriert sich nun aber zunehmend auf die
APCs und hat sie als wichtiger Angriffspunkt neuer, immunmodulatorischer Medikamente

erkannt.
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1.5 Laquinimod - oraler Inmunmodulator
Zur Behandlung schubférmig verlaufender MS ist Laquinimod ein neues, oral applizierbares,
immunmodulatorisches Medikament. Es wurde aus Roquinimex entwickelt, einem
Medikament, das anti-inflammatorische Wirkung in der experimentellen autoimmunen
Encephalomyelitis zeigte. Wahrend der klinischen Erprobungsphase traten jedoch erhebliche
kardiopulmonale Nebenwirkungen auf, aufgrund derer die weitere klinische Erprobung von
Roquinimex ausgesetzt wurde (Noseworthy et al., 2000). Wie sein Vorgdnger, wirkt
Laquinimod inhibitorisch auf den Krankheitsverlauf im Mausmodell der MS. Jedoch ist
Laquinimod 20mal effizienter als Roquinimex (Jonsson et al., 2004) und ohne gravierende
Nebenwirkungen. Daher wurde Laquinimod in weiteren klinischen und experimentellen
Studien eingesetzt. In einer Placebo-kontrollierten Studie der Phase 1I/1lb milderte Laquinimod
den Krankheitsverlauf, wie MRT-Kontrollen belegten, und zeigte keine Nebenwirkungen (Comi
et al., 2008; Polman et al., 2005). In einer zweijahrigen klinischen Phase Il Studie verlangsamte
Laquinimod signifikant den Krankheitsverlauf und verringerte die jahrliche Schubrate
[ALLEGRO Studie (NCT00509145); (Comi et al., 2012)]. AuRerdem zeigte die Laquinimod-
Behandlung Gber 24 Monate eine signifikant reduzierte Atrophierate des Gehirns im Vergleich
zur Placebo-Gruppe. Studien im Tiermodell zeigten einen potentiellen neuroprotektiven
Effekt von Laquinimod auf (Wegner et al., 2010), was durch Studien bestatigt wurde, in denen

Laquinimod im ZNS nach oraler Applikation nachweisbar war (Bruck & Wegner, 2011).

Des Weiteren haben Studien mit Nagetieren einen Effekt von Laquinimod auf die Produktion
von Zytokinen gezeigt. So zum Beispiel die Hemmung der Produktion von IFN-y, TNF-a, I1L-12
und IL-17 wie auch die Erhéhung der IL-4 und TGF-B Produktion. Dies legt eine Herabsetzung
der Th1l und Th17 Immunantwort nahe (Wegner et al., 2010; Yang, Xu, Xiao, Hedlund, & Link,
2004; Zou et al., 2002).

Diese Modulation von T-Zell-lmmunantworten wurde durch Microarray-Analysen von
humanen PBMCs nach Laquinimod-Behandlung bestatigt (Gurevich et al., 2010). Im EAE-
Modell wurden bei Laquinimod-behandelten Mausen weniger gehirninfiltrierende
Immunzellen gefunden als in unbehandelten (Brunmark et al., 2002). Als Grund fir diese
reduzierte Infiltrationsrate wurde eine verringerte Adhasion der Immunzellen zu VCAM-1,
einem Integrin, angenommen, wobei die Expression des Antagonisten VLA-4 auf den

Immunzellen nicht verringert war (Wegner et al., 2010). Neben einer direkten Wirkung von
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Laquinimod auf T-Zellen wére es denkbar, dass diese Effekte durch akzessorische Zellen wie
APCs vermittelt werden. Diese APCs sind ebenfalls wichtige Akteure beim Krankheitsverlauf
von EAE und MS, was sie zu interessanten Angriffszielen in der Therapie gemacht hat. Dieser
Teil der Arbeit beschaftigt sich vornehmlich mit der Rolle von DCs, den Hauptvertretern
professionell Antigen-prasentierender Zellen und dem Einfluss von Laquinimod auf sie. Es
konnte gezeigt werden, dass Laquinimod einen regulatorischen Effekt liber den NF-kB
Signalweg auf murine und humane DCs ausiibt. Dieser Effekt konnte sowohl in vitro als auch
in mit Laquinimod behandelten MS-Patienten ex vivo in Bezug auf die Zytokin- und

Chemokinproduktion und auf den Aktivierungsmarker CD86 nachgewiesen werden.

Cladribin und Laquinimod sind selbstverstandlich nicht die einzigen Medikamente zur
Behandlung von MS. Es stehen noch viele weitere Medikamente zur Verfligung, die
immunmodulatorische Wirkungen haben. Bereits 2011 wurden moderne Therapieansatze fir
die MS erforscht, die unter anderem Glatirameracetat in Kombination mit

Epigallocatechingallat (EGCG) einsetzten (Herges, 2011).

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, einen Beitrag zur Erforschung der Wirkung von Cladribin
und Laquinimod auf DCs zu leisten und beruht auf zwei Publikationen:
Jolivel, V., Luessi, F., Masri, J., Kraus, S. H., Hubo, M., Poisa-Beiro, L., . . . Waisman, A. (2013).

Modulation of dendritic cell properties by laquinimod as a mechanism for modulating multiple
sclerosis. Brain, 136(Pt 4), 1048-1066.

Kraus, S. H., Luessi, F., Trinschek, B., Lerch, S., Hubo, M., Poisa-Beiro, L., .. . Jolivel, V. (2014). Cladribine
exerts an immunomodulatory effect on human and murine dendritic cells. Int
Immunopharmacol, 18(2), 347-357

Dabei sollen mogliche Wirkungen auf DCs in der MS und deren Mausmodell untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialliste

Material

Hersteller

12 well-Flachbodenplatte

24 well-Flachbodenplatte

48 well-Flachbodenplatte

6 well-Flachbodenplatte

96 well-Flachbodenplatte

96 well-Rundbodenplatte
Ammonium-Heparin-Réhrchen Monovette
Beacon Designer 8 Software
beta-Szintillograph

FACS Canto Il

Falcon-Réhrchen 15ml
Falcon-Réhrchen 50ml
HTS-FluoroBlok-Filter

iCycler iQ

NanoDrop 2000c Spektrophotometer
Nylon-Zellsieb (40 / 70um PorengréRe)
Petrischalen (10cm)

PRISM5

Tecan Platereader

BD Falcon

Greiner-BioOne

Greiner-BioOne

BD Falcon

Greiner-BioOne

Greiner-BioOne

Sarstedt

PREMIER Biosoft International

Microbeta

Becton Dickinson Biosciences

Greiner BioOne

Greiner BioOne

BD Falcon

BioRad Laboratories

Thermo Scientific

Becton Dickinson Biosciences

Becton Dickinson Biosciences

GraphPad Software

TECAN
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Zellschaber Corning

2.2 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

AB-Serum (human) Lonza

anti-CD28 monoklonale Antikérper R&D Systems

anti-CD4 microbeads (human) Miltenyi Biotec

Brefeldin A Sigma Aldrich

Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFSE) Invitrogen

CDA4 T-cell isolation kit Miltenyi Biotec

Cytofix/Cytoperm Kit Becton Dickinson Biosciences

DNAse | (fiir Zellpraparation) Roche
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Fc-Block Becton Dickinson Biosciences

Ficoll Hypaque-Dichtegradienten PAA-Laboratories

FoxP3 staining set Natutec

Hank’s balanced salt solution (HBSS) Gibco

Hexamer-Primer Invitrogen

iQ™ SYBR®Green supermix BioRad Laboratories

IVIG Becton Dickinson Biosciences

Kollagenase D Roche

Lipopolysaccharid (LPS) Alexis Biochemicals

Mycobacterium tuberculosis H37RA Difco Laboratories

PBS mit zweiwertigen lonen Sigma Aldrich
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Percoll Dichtegradient

Pertussistoxin

Phorbol-12-Miristat-13-Acetat (PMA)

Phytohamagglutinin

PLP139.151

Primer fiir gPCR

Propidiumiodid (PI)

Reinstwasser

Rekombinantes humanes GM-CSF

rekombinantes humanes IL-2

Rekombinantes humanes IL-4

RNeasy® Mini Kit

RPMI-1640

SuperScript® lll First Strand Synthesis —System

TACS MTT Cell proliferation assays kit

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Pepceuticals

Metabion

Sigma Aldrich

B. Braun

R&D Systems

R&D Systems

R&D Systems

Quiagen

Gibco

Invitrogen

Trevigen

T-Zell Isolationskit (murin) Miltenyi Biotec

2.3 Tierstimme

Mause der Stdmme C57BL/6 und CD90.2* 2D2 wurden von der Zentralen

Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Universitat Mainz bezogen. Mause des Stammes SIL/)
wurden bei Janvier gekauft. Alle Methoden wurden unter der Aufsicht autorisierter Personen
innerhalb der Richtlinien fiir die Haltung und Verwendung von Versuchstieren der

Europaischen Union durchgefiihrt.
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2.4 Induktion und Untersuchung einer aktiven experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis

Weibliche Mause der Stamme C57BL/6 und SJL/J wurden mit 50 ug MOGs3s.s5-Peptid (Research
Genetics) beziehungsweise 250 ug murinem PLP139.151 (Pepceuticals), gel6st in Freund’schem
Andjuvans (Difco Laboratories) und versetzt mit 10 mg/ml hitzeinaktiviertem Mycobacterium
tuberculosis H37RA (Difco Laboratories) immunisiert. Die Emulsion wurde als einmalige
subcutane Injektion von 100 pl an der Schwanzwurzel beziehungsweise in vier subcutanen
Injektionen von 50 pl an der Flanke der SIL/J Mdause appliziert. Zusatzlich erhielten die
immunisierten Tiere 200 ng Pertussistoxin (Sigma Aldrich) intraperitoneal am Tag der

Immunisierung und zwei Tage nach Immunisierung.

Der klinische EAE-Verlauf wurde taglich anhand folgender Kriterien dokumentiert: 0: keine
Symptome, 1: verminderter Tonus des Schwanzes, 2: Beeintrachtigung des Rollreflexes und
teilweise Lahmung der hinteren Extremitdten, 3: komplette Paralyse der hinteren
Extremitaten, 4: komplette Paralyse der hinteren Extremitdaten und leichte Parese der

vorderen Extremitaten, 5: moribund oder tot.

Laquinimod (TEVA Pharmaceuticals) wurde in Reinstwasser (B. Braun) geldst und bei 4°C
gelagert. Die Tiere wurden taglich mit einer Dosis von 25 mg/kg in einem Volumen von 100ul

pro Maus oral behandelt. Die Kontrollmause erhielten 100 ul Wasser.

2.5 Invivo Assay zur T-Zell Proliferation und T-Zell Differenzierung
Aus Milz und Lymphknoten von CD90.1* oder CD90.2* 2D2-Mausen wurden durch eine
Positivselektion mittels MACS®-Beads (Miltenyi Biotec) nach dem Herstellerprotokoll CD4* T-
Zellen isoliert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen in 10ml PBS (Sigma Aldrich) (pH 7,4)
wurden die Zellen fiir sieben Minuten in 0,5 mM Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl
Ester (CFSE) (Invitrogen) in 1ml PBS pro 10’ Zellen bei Raumtemperatur inkubiert. Zum
Abstoppen der Reaktion wurden 8 ml RPMI mit 10% fétalem Kalberserum (FCS) (Biochrom AG)
zugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen zwei Mal in 10 ml RPMI (Gibco) gewaschen, 5-10
x 10° T-Zellen in entsprechendem Volumen PBS aufgenommen und an Tag 6 intravenés (i.v.)
C57BL/6 Mausen appliziert. Die Mause wurden vorher mit Laquinimod oder Wasser

behandelt. An Tag 7 wurden die Mause mit MOGss.s5 immunisiert. Flinf Tage spater wurden
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die Lymphozyten aus den periphdren lymphatischen Organen isoliert und mittels
Durchflusszytometrie (FACS Canto IlI, BD Biosciences) analysiert. Hierbei wurde die

Proliferation (CFSE) oder die T-Zell Differenzierung (Intrazellularfarbung) untersucht.

2.6 Durchflusszytometrie
Fir die Analyse von murinen Zellen wurden Antikdrperkonjugate der folgenden Antigene
genutzt: CD4, CD8, CD90.1, IL-4, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a, CD25, FoxP3, CD45.2, CD11b und
CD11c. Fir die Farbung humaner Zellen wurden Antikérperkonjugate der folgenden Antigene
genutzt: CD11c, CD14, CD40, HLA-DR, CD4, CD83, CD86 und CD45RA. Die Antikérper wurden
von Becton Dickinson Biosciences (BD Biosciences) oder eBioscience bezogen. Die
intrazellulare Farbung von FoxP3 wurde mit dem FoxP3 Staining Set (Natutec) nach dem
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die intrazellularen Farbungen von IFN-y und IL-17A wurden
mit Hilfe des Cytofix/Cytoperm Kits von BD Biosciences ausgefiihrt. Die gefarbten Zellen
wurden im Durchflusszytometer FACS Canto Il gemessen und mit Hilfe der Software FlowJo

(Tree Star) ausgewertet.

2.7 Isolation von DCs aus der Milz
Nach Resektion der Milz wurden 2 ml Hank’s balanced salt solution (HBSS) (Gibco) mit 100
Units/ml Kollagenase D und DNase | in die Milz injiziert. Fiir 30 Minuten wurde die Milz bei
37°C im Wasserbad inkubiert bevor sie durch ein Nylon-Zellsieb mit 40 um PorengroRRe (BD
Falcon) gepresst wurde. Die damit erhaltenen Einzelzellen wurden sofort fiir die

Durchflusszytometrie gefarbt.

2.8 Isolation von T-Zellen aus dem zentralen Nervensystem
Letal anasthesierte Mause wurden transcardial mit eiskaltem PBS perfundiert. Gehirn und
Riickenmark wurden vorsichtig herausprapariert, in kleine Stiicke geschnitten und Iscove’s
modified Dulbecco’s medium (IMDM) (Gibco), das 10 mg/ml Kollagenase/Clostridiopeptidase
(Sigma) und 200 Units/ml DNase (Baccini et al.) enthielt, aufgenommen. Nach 30 minutiger
Inkubation bei 37°C unter standiger Rotation, wurde das Gewebe durch ein Nylon-Zellsieb mit
70 um PorengroRe (BD Falcon) gedriickt. Die mononukledren Zellen der Zellsuspension
wurden durch eine Dichtegradientenzentrifugation (40 / 70 Percoll-Gradient) (Sigma Aldrich)
bei 300 x g, 10 Minuten gewonnen. Die mononuclearen Zellen wurden in RPMI 1640 (Gibco),

das 10 Vol.-% FCS, 50 ng/ml Phorbol-12-Miristat-13-Acetat (Sigma Aldrich), 500 ng/ml
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lonomycin (Sigma Aldrich) und 1p/ml Brefeldin A (Sigma Aldrich) enthielt, fir 4h bei 37°C

stimuliert.

2.9 Kultivierung muriner knochenmarkstimmiger DCs
Femores und Tibiae von C57BI/6 Mausen wurden aseptisch entnommen. Durch Spilung der
Knochen mit RPMI-1640 wurden die Knochenmarkszellen erhalten. Durch die kurzzeitige
Aufnahme der Knochenmarkszellen in Lysepuffer, der pro Liter Wasser 8,29 g
Ammoniumchlorid, 1 g Kaliumhydrogencarbonat und 37,2 mg Di-Natrium-Ethylen-Diamin-
Tetraacetat (pH = 7,3) enthielt, wurden die roten Blutzellen lysiert. AnschlieRend wurden 4
Millionen Knochenmarkszellen in 10 ml RPMI-1640, das 10% fotales Kuhserum (FBS)
(Biochrom), und Granulozyten-Macrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) -
haltigen Uberstand einer transfizierten 293FT HEK-Zellkultur enthielt, in 10 cm Petrischalen
(BD Falcon) ausplattiert. Entsprechend des Versuchsaufbaus wurden der Kultur Medikamente
zugesetzt. An den Tagen 3, 6 und 8 der Kultur wurde frisches RPMI-1640 Medium, das frisches
GM-CSF enthielt, und die dem Versuchsaufbau entsprechenden Medikamente zugesetzt. Zur
Differenzierung in mature DCs wurde immaturen DCs an Tag 9 1 ug/ml Lipopolysaccharid
(Kubasak et al.) (Alexis Biochemicals) fur 24h zugesetzt. An Tag 10 wurden die immaturen und

maturen bone marrow-derived DCs (BMDC) mit Hilfe eines Zellschabers (Corning) geerntet.

2.10 Kultivierung humaner DCs
Vendses Blut von gesunden Spendern wurde in Ammonium (NHas)-Heparin-Réhrchen
(Sarstedt)  gesammelt. Alternativ wurde Nabelschnurblut in NHa-Heparin-Réhrchen
gesammelt. Bei experimentell bedingtem, hohem Bedarf an humanen DCs wurde auf Buffy
coats der Transfusionszentrale der Universitatsmedizin Mainz zurlickgegriffen. All dies und die
weitere Behandlung wurden nach den Regeln des Ethikkomitees der Universitatsmedizin

Mainz vorgenommen.

Humane mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMCs) wurden durch eine
Dichtegradientenzentrifugation unter Zuhilfenahme des Ficoll Hypaque-Dichtegradienten
(PAA-Laboratories) gewonnen. Aus diesen PBMCs wurden, mithilfe von humanen anti-CD14
microbeads (Miltenyi Biotec), Monozyten isoliert und deren Reinheit mithilfe der
Durchflusszytometrie und einem fluoreszenzmarkierten anti-CD14 Antikdrper (BD
Pharmingen) bestimmt. Die CD14* Monozytenfraktion wurde in einer Dichte von 3 x 10°

Zellen/ml in RPMI-Medium (Gibco) fur 7 Tage kultiviert. Dem RPMI-Medium wurden noch
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50 ng/ml rekombinantes humanes GM-CSF (R&D Systems), 20 ng/ml rekombinantes humanes
IL-4 (R&D Systems), 1% AB-Serum (Lonza) und entsprechende Konzentrationen an Laquinimod
oder Cladribin zugesetzt. An Tag 3 wurde frisches Medium mit GM-CSF, IL-4 und AB-Serum mit
entsprechender Konzentration eines Medikaments zugegeben. Zur Differenzierung in mature
DCs wurde immaturen DCs an Tag 6 1 pg/ml Lipopolysaccharid (Kubasak et al.) (Alexis
Biochemicals) fur 24h zugesetzt, bevor immature und mature monocyte-derived DCs (MDDC)

an Tag 7 mit Hilfe eines Zellschabers (Corning) geerntet wurden.

2.11 Experimente zur Bestimmung der Lebensfihigkeit von DCs
Um die Lebensfahigkeit von murinen knochenmark-stammigen und humanen monozyten-
staimmigen DCs zu bestimmen, wurde Calcein-AM (Invitrogen) als Lebendzellfarbstoff
eingesetzt. Dieser Farbstoff muss, nachdem er von den Zellen aufgenommen wurde,
enzymatisch umgesetzt werden, bevor seine Fluoreszenz sichtbar wird. Propidiumiodid (PI)
(Sigma-Aldrich) wurde zur Farbung der toten Zellen eingesetzt. Nach dem Ernten der in vitro

kultivierten Zellen wurden diese mit Calcein [1 pg/ml] und PI [0,5 uM] gefarbt.

Zusatzlich wurde die Lebensfahigkeit von BMDC mit Hilfe des TACS MTT Cell Proliferation
Assays kit (Trevigen) bestimmt. Diese Tests wurden nach dem Herstellerprotokoll
durchgefuihrt. 1 x 108 Zellen wurden in einer 96 well-Flachbodenplatte Gber Nacht ausgesat.
Am folgenden Tag wurden sie fiir drei Stunden mit dem MTT-Reagens inkubiert, bevor der
Lysepuffer zugegeben wurde. Die Messung wurde mit dem Plattenleser infinite 200Pro

(Tecan) durchgefiihrt.

2.12 CFSE-Firbung zur Bestimmung der Proliferation DCs
Zur Bestimmung der Proliferation muriner BMDC wurden frisch isolierte Zellen zwei Mal mit
vorgewdarmtem RPMI-1640 Medium mit 1% HEPES gewaschen und fir 10 Minuten bei 37°C
mit 2,5 uM Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFSE) inkubiert. AnschlieRend
wurden die Zellen zweimal mit Mausmedium gewaschen und sofort in 10 cm Petrischalen in
Mausmedium mit GM-CSF-haltigem Uberstand einer HEK-Zellkultur und Medikamenten
ausplattiert. Zwei Tage spater wurden nochmals GM-CSF haltiger Uberstand und
Medikamente zugegeben. An Tag 3 wurden die Zellen geerntet und durchflusszytometrisch

untersucht.
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2.13 T-Zell - Proliferationsassay
Mithilfe des mixed leucocyte reaction assay (MLR) wurden humane mature DCs in
verschiedenen Zahlenverhaltnissen zusammen mit allogenen CD4* T-Zellen kultiviert. Die
CD4* T-Zellen wurden mit dem T-Zell Isolationskit (Miltenyi Biotec) aus humanen PBMCs

gewonnen.

Murine mature DCs wurden mit MOGssss-Peptid beladen und in unterschiedlichen
Zahlenverhaltnissen mit naiven T-Zellen, die mit anti-CD4 microbeads (Miltenyi Biotec) aus
2D2-Maéusen isoliert und mit anti-CD3 und anti-CD28 monoklonalen Antikorpern (R&D
Systems) polyklonal stimuliert wurden, cokultiviert. Die MLR wurde Uber 3 Tage in 96 well-
Rundbodenplatten gefiihrt und am Ende nach einem 16 stiindigen Puls von 3H-Thymidin (37

kBg/well, Amersham) in einem B-Szintillographen (Microbeta; Wallac) ausgewertet.

2.14 Aktivierung muriner naiver T-Zellen durch knochenmark-
stimmige DCs

Mature BMDC, die unter Cladribin-Behandlung kultiviert wurden, wurden mit MOG3s.s5-Peptid

auf MHC Il beladen und mit naiven 2D2 T-Zellen kokultiviert. Diese T-Zellen wurden mit dem

T-Zell Isolationskit aus Mausen des Stammes 2D2 entnommen. Nach 6 Tagen Kokultur wurden

die Zellen mit oberflaichengebundenem anti-CD3 und anti-CD28 fiir 4 h restimuliert, wahrend

in den letzten 2 Stunden Brefeldin A die Sekretion von Zytokinen blockierte. AnschlieBend

wurden in einer Intrazellularfarbung die Zytokine IFN-y, TNF-q, IL-10 und IL-4 untersucht.

2.15 Aktivierung humaner naiver T-Zellen durch allogene DCs
Mature DCs wurden in einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml mit allogenen naiven CD4* T-
Zellen (1 x 108 Zellen /ml) cokultiviert. Die CD4* T-Zellen wurden durch einen Positiv-sort mit
Hilfe von CD4 microbeads (Miltenyi Biotec) aus menschlischem Nabelschnurblut isoliert. Nach
zwei Wochen der Cokultur wurden die Zellen mit Phytohamagglutinin (2,4 pg/ml) und
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (1 ng/ml) fir 5 Stunden restimuliert, bevor in einer

Intrazellularfarbung die Zytokine IL-2, IFN-y, TNF-a und IL-4 untersucht wurden.
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2.16 Aktivierung polyklonaler MBPss.99-spezifischer T-Zellen durch
autologe DCs

Fur die Induktion MBPgs.gs-spezifischer T-Zellen in vitro wurden 4 x 10® PBMCs eines Spenders
mit dem HLA-Typus HLA-DRB1*1501 in einem Volumen von 2 ml/well in einer 24 well-
Flachbodenplatte (Greiner BioOne) ausplattiert. Diese wurden mit 25 pg/ml MBPgs.g9
stimuliert, wie von Eiz-Vesper et al. (Eiz-Vesper, Horn, Daubert, Khattab, & Blasczyk, 2006)
bereits beschrieben. An Tag 3 der Kultur wurden 10 U/ml rekombinantes humanes IL-2 (R&D
Systems) zugesetzt. An den Tagen 7 und 14 wurden durch einen Positivsort mit aCD4
microbeads (human) die CD4* T-Zellen aus der Kultur isoliert und mit autologen frischen
PBMCs, die zuvor mit 25 pug/ml MBPss.g9 beladen und mit 3000 rad bestrahlt worden waren,
restimuliert. Nach zwei Restimulationen dieser Art wurden die MBPgs.o9 —spezifischen CD4* T-
Zellen in einer Konzentration von 1 x 108 Zellen/ml mit maturen DCs (1 x 10° Zellen/ml)
cokultiviert. Nach einer Woche Cokultur wurden die Zellen fir 4 h mit aCD3 und aCD28
monoklonalen Antikdrpern stimuliert, bevor in einer Intrazellularfarbung IFN-y, TNF-a und IL-

17 untersucht wurden.

2.17 Nachweis von Zytokinen und Chemokinen in Kulturiiberstinden
Uberstiande von Zellkulturen maturer DCs oder aus periphdrem Blut isolierter CD1c* DCs
wurden mit Hilfe des FlowCytomix (eBioscience) untersucht. In humanen Kulturiiberstanden
wurden die Zytokine IFN-y, TNF-q, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-17A,
und IL-22 untersucht. Ebenso wurden die humanen Chemokine GM-CSF, IL-8, MCP-1, MIG-

MIP-1a und MIP-1B untersucht.

In murinen Kulturiberstanden wurden die Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 und die
Chemokine MIP-1a, MIP-1B, MCP-1 untersucht. Zur Auswertung wurde die Software

FlowCytomix Pro 2.4 (eBioscience) oder neuer verwendet.
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2.18 Migrationsversuche von humanen Monozyten
Zur Untersuchung von KulturGberstanden maturer DCs mit oder ohne medikamentdser
Behandlung auf das Migrationsverhalten von Monozyten wurden 50.000 Calcein-gefarbte
Monozyten in 100ul Migrationsmedium aufgenommen und in die obere Kammer des HTS-
FluoroBlok-Filters (BD Falcon) pipettiert. Die Monozyten wurden vorher mit CD14 microbeads
(Miltenyi Biotec) aus PBMCs isoliert. In der unteren Kammer befanden sich bereits 700pl
humaner Kulturiberstinde von maturen DCs, die wahrend ihrer Kultivierung mit

Medikamenten behandelt wurden oder unbehandelt geblieben waren.

Die Migration wurde nach 2h beendet, indem der FluoroBlok-Filter in 2% PFA fixiert und die

Zellen in der unteren Kammer wie auf der Unterseite des Filters gezahlt wurden.

2.19 Phagozytoseverhalten immaturer DCs
1 x 10° humane, bzw. murine DCs wurden nach ihrer Kultivierung in 100ul PBS mit 1 mg/ml
Fluoresceinisothiocyanat-Dextran (FITC; 70 kDa; Sigma Aldrich) fiir 30 Min bei 37°C, bzw. 0°C
bei der Negativkontrolle, inkubiert. Durch das Zufligen von 2ml eiskaltem PBS wurde die
Inkubation gestoppt. Anschlieend wurden die Zellen drei Mal mit kaltem PBS gewaschen und

im FACSCanto Il Durchflusszytometer analysiert.

2.20 Analyse von DCs aus peripherem humanem Blut
Blut von gesunden Spendern (n = 15), unbehandelten MS-Patienten (n = 13) und Laquinimod-
behandelten MS-Patienten (n = 14) wurde, unter Beachtung der Vorgaben des Ethikkomitees
der Universitatsmedizin Mainz, in NHs-Heparinrohrchen gesammelt. Alle Spender gaben dazu
ihre schriftliche Einwilligung. Aus dem Blut wurden PBMCs isoliert und aus diesen mit Hilfe des
CD1c (BDCA-1)* Dendritic Cell Isolation Kits (Miltenyi Biotec) konventionelle DCs (CD1c")
gewonnen. Die Reinheit und die Expression der Oberflachenmarker CD86, HLA-DR und CD1c
der CD1c* konventionellen DCs wurden mittels der Durchflusszytometrie bestimmt. Aus der
Fraktion der CD1c Zellen wurden anschlieRend CD14* Monozyten mit einem Positivsort durch
Anti-CD14 microbeads (Miltenyi Biotec) isoliert. Die CD1c* DCs wurden in 96-
Wellrundbodenplatten (200.000 Zellen/ml) ausplattiert. Jeweils die Halfte der Zellen wurde
mit LPS maturiert. Die CD14* Monozyten wurden in 48-Wellplatten in einer Dichte von 1 x 10°
Zellen/ml (fuir 4 h Inkubation), bzw. in einer Dichte von 2 x 108 Zellen/ml (fiir 24h Inkubation)

ausplattiert.
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Nach 4 h Inkubation wurden konventionelle CD1c* DCs und CD14* Monozyten geerntet und
bei -80°C bis zur weiteren Verwendung in der RNA-Extraktion (siehe Kap. 2.22)weggefroren.
Nach 24 h wurden die Zellkulturiiberstande konventioneller CD1c* DCs und CD14* Monozyten
abgenommen und ebenfalls bei -80°C bis zur weiteren Verwendung in der Messung der

Zytokine und Chemokine (siehe Kap. 2.17) asserviert.

2.21 Durchflusszytometrische Analyse von Untergruppen humaner
DCs

Humane PBMCs wurden mit aCD3/aCD14/aCD19-FITC, aHLA-DR-PE-Cy5, aCD11c-APC-Cy7,
oCD1c-Pacific Blue, aCD141-APC, aCD16-PE-Cy7 und aCD303-PE (Becton Dickinson
Biosciences) gefarbt. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurden die Untergruppen (Subsets)
der DCs, die als CD3/CD14/CD19/HLA-DR* charakterisiert wurden, analysiert. Konventionelle
DCs wurden dabei als CD11c* und CD1c*, CD16* oder CD141* definiert. Plasmazytoide DCs
wurden als CD11c und CD303"* definiert. Alle diese durchflusszytometrischen Farbungen und
Messungen wurden von Dr. Mario Hubo in der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz

durchgefihrt.

2.22 RNA-Extraktion und quantitative Polymerasekettenreaktion
Von den bei -80°C weggefrorenen CD1c*und CD14* Zellen, sowie den bei -80°C asservierten
humanen und murinen DCs wurde mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits (Quiagen) die gesamte RNA
extrahiert. Um die Kontamination mit genomischer DNA zu verhindern, wurde eine
Behandlung mit DNase | (Invitrogen) (Baccini et al.) durchgefiihrt. Mit Hilfe des NanoDrop
2000c Spektrophotometers (Thermo Scientific) wurde die Reinheit und Menge an isolierter
RNA bestimmt. Diese gesamte RNA wurde unter Zuhilfenahme des SuperScript® Il First Strand
Synthesis —Systems (Invitrogen) und Hexamer-Primern (Invitrogen) nach dem

Herstellerprotokoll in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben.

Fiir die Analyse der cDNA in der quantitativen Polymerasekettenreaktion (qPCR) wurden mit
Hilfe der Beacon Designer 8 Software (PREMIER Biosoft International) die murinen (siehe
Tabelle 1) und humanen Primer (siehe Tabelle 2) designt. Alle Primer wurden von der Firma
Metabion bezogen. Die Effizienz und Spezifitat der Primer wurde getestet, die optimale
Annealing-Temperatur mit Hilfe einer Gradienten-qPCR ermittelt. Fiir die qPCR wurden iQ™
SYBR®Green supermix (BioRad Laboratories) und der iCycler iQ (BioRad Laboratories)

verwendet. Die relativen Unterschiede in der Expression der verschiedenen Gene wurden
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mittels der AACt Methode (Livak & Schmittgen,
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2001) mit den Haushaltsgenen

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAP-DH), B-Actin, Peptidylprolyl-lsomerase A

(PPIA) oder Elongationsfaktor 1a (EF1a) ermittelt.

Tabelle 1: Sequenzen der Oligonukleotide fiir die Amplifikation muriner Proben

Sequenzen der Oligonukleotide (Primer) fiir die Amplifikation muriner Proben

Gen Bestell # forward-Primer (5'-3') reverse-Primer (5'-3') Amplikon-
GroRe
[bp]
Elongationsfaktor 1a (EF-1at) X1366.1 TACAGTCAGAAGAGATACG GAACCAAGGCATATTAGC 150
Glycerinaldehyd-3-Phosphat- GU214026.1 CAGCAACTCCCACTCTTC TGTAGCCGTATTCATTGTCAT 101
Dehydrogenase (GAP-DH)
Peptidylprolyl-lsomerase A (PPPIA) NM_008907.1 CAAGACCAGCAAGAAGAT GCAGAGATTACAGGACATT 146
kB-Kinase-B-Inhibitor (IKK-B) NM_010546.2 CGGCTCTTAGATACCTTCA GCTCCTTGGCATATCCTA 126
kB-Kinase-y-Inhibitor (IKK-y) AY112937.1 ACCTCCTGACTTCTGTTG TCTGCTGCTCCTACTCTA 98
Interzelluldares Adhdsionsmolekiil1 NM_010493.2 ACTGGACTATAATCATTC CCTTCTGTAACTTGTATA 114
(ICAM-1)
Interleukin-1 Rezeptor Typ | NM_008362.2 GCCATATACAATGCTCTC TCTGCTTAATGAACTGAATA 109
(IL-1R1)
Interleukin-1 Rezeptor Typ Il NM_010555.4 AGACAATACCAGCATCATT TAAGCAGCCGAGATAAAC 124
(IL-1R2)
Tabelle 2: Sequenzen der Oligonukleotider fiir die Amplifikation humaner Proben
Sequenzen der Oligonukleotide (Primer) fiir die Amplifikation humaner Proben
Gen Bestell # forward-Primer (5'-3') reverse-Primer (5'-3') Amplikon-
GroRe [bp]
B-Actin NM_001101.3 TTAGTTGCGTTACACCCTTTC ACCTTCACCGTTCCAGTT 150
Glycerinaldehyd-3-Phosphat- AF261085.1 TATGACAACAGCCTCAAG TTCCACGATACCAAAGTT 99
Dehydrogenase (GAP-DH)
Chemokine (C-C motiv)Ligand 3 NM_002983.2 TCCACAGAATTTCATAGC CTTGGTTAGGAAGATGACC 76
(CCL3, MIP-1a)
Chemokine (C-C motiv)Ligand 4 NM_207007.2 GCATCTCCTCCATACTCA CCTAATACAATAATACAGCACAT 89
(ccLa, mip-1B)
Interleukin 1B (IL-1B) M15330.1 CTTCAGCCAATCTTCATT CACTGTAATAAGCCATCAT 88
Tumornekrosefaktor-a (TNF-ot) NM_000594.2 CCTGACATCTGGAATCTG CTGGAAACATCTGGAGAG 128

2.23 Statistische Analyse

Alle Daten wurden mit Hilfe von PRISM5 (Graphpad Software) analysiert. Alle Daten werden

als mean+SEM von zwei unabhangigen Experimenten (EAE, in vivo Assays) und mindestens

drei unabhangigen Experimenten (in vitro Experimente) dargestellt. Die statistische Analyse

der Daten wurde mit Hilfe eines non-parametrischen Tests (Mann-Whitney oder Kruskal-

Wallis Test) gefolgt von einem Vergleichstest (Dunn’s multiple comparison) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Wirkung von Cladribin auf DCs

3.1.1 Cladribin zeigt keinen akut toxischen Effekt auf DCs in vitro in
nanomolaren Konzentrationen

Um einen moglicherweise toxischen Effekt von Cladribin auf DCs zu untersuchen, wurden
gleiche Anzahlen von murinen BMDC fiir 10 Tage in vitro kultiviert und tber die gesamte Zeit
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cladribin behandelt. Diese reichten von 0 bis 10
KMM. Cladribin in den Konzentrationen von 10 und 100 nM erniedrigte die Zellzahlen nach der
10 tagigen Kultur geringfligig, aber signifikant. Die Konzentration von 1 uM und hoher liel8 nur
wenige Zellen am Ende der Kultur lebendig (vgl. Abb. 1A). Ein dhnliches Experiment mit
humanen MDDC zeigte, dass die Zellzahlen nach 10 tagiger Kultur ab einer Konzentration von
2,5 nM signifikant reduziert waren (vgl. Abb. 1B). Um herauszufinden, ob die reduzierten
Zellzahlen am Ende der Kultur auf einen toxischen Effekt oder auf eine verminderte
Proliferation zurlickzufiihren waren, wurden die murinen und humanen DCs nach der Kultur
mit Propidiumiodid (Pl) und Calcein gefarbt. Hierbei wurde fir alle Cladribin-Konzentrationen
kein Unterschied bei den murinen BMDC in Bezug auf den Zelltodfarbstoff Pl nach den 10
Tagen Kultur festgestellt (29,8% Pl-positive Zellen in unbehandelter Kontrolle; 32,2% PI-
positive Zellen unter Behandlung mit 100 nM Cladribin) (vgl. Abb. 1C). Ebenso konnte kein
Unterschied bei der Farbung mit dem Lebendfarbstoff Calcein festgestellt werden: sowohl die
Verhaltnisse  von  Calcein-positiven  Zellen als auch die durchschnittlichen
Fluoreszenzintensitaten flr Calcein waren bei allen Cladribin-Konzentrationen (2,5 nM — 100
nM) gleich. Auch bei den humanen MDDC wurde die Viabilitdt der Zellen nach 6 Tagen Kultur
unter Cladribin-Behandlung bis zu 7,5 nM nicht beeintrachtigt (17,8% Pl-positive Zellen in
unbehandelter Kontrolle; 23,8% Pl-positive DC unter 7,5 nM Cladribin) (vgl. Abb. 1D).

Eine mogliche Ursache der verringerten Zellausbeute bei Kultivierung mit Cladribin kdnnte
eine reduzierte Proliferation der Zellen sein. Dazu fuhrte Dr. Valerie Jolivel einen
Proliferations-Assay mit einer CFSE-Farbung von BMDC durch. Die Behandlung der Zellen mit
100 nM Cladribin fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation. Eine Inkubation
mit 1 uM Cladribin stoppte die Proliferation nahezu ganzlich (vgl. Abb. 1E). Dieses Bild wurde

durch die parallel durchgefiihrte Farbung der Zellen mit Pl bestatigt. Die mit 1 uM Cladribin
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behandelten Zellen tiberlebten kaum (vgl. Abb. 1E). Die Farbung der Zellen mit MTT durch Dr.
Nicola Hoppmann nach einem Tag Kultur mit Cladribin in einer Konzentration von 100 nM

zeigte einen akut toxischen Effekt auf BMDC (vgl. Abb. 1F). |:| Control
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Abb. 1: Wirkung von Cladribin auf Zellzahl und Zellfunktionen. (A) Cladribin beeinflusst die Zellausbeute (Cell yield) von
knochenmark-stammigen BMDC und (B) monozyten-stammigen MDDC. Die Zellzahl wurde am Ende der Kultivierungszeit nach
der Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen an Cladribin bestimmt. (C) Um den Zelltod durch die Kultivierung mit
verschiedenen Konzentrationen an Cladribin zu bestimmen, wurde mit Hilfe von Propidiumiodid (PI) die Zahl der toten Zellen
(PI positive cells) am Ende der Kultivierungszeit von knochenmark-stammigen BMDC und (D) monozyten-stdmmigen MDDC
bestimmt. (E) Nach einer Kultivierung von drei Tagen wurde die Proliferation von BMDC mit Hilfe von CFSE untersucht. Das
Histogramm zeigt ein reprdsentatives Experiment aus einer Reihe von vier unabhdngigen Experimenten. Cladribin reduzierte
den Teilungsindex (division index) dosisabhdngig signifikant. Die Farbung mit Propidiumiodid zeigte eine dosisabhéngige
Zunahme an toten Zellen (Pl positive cells). (F) Unter Zuhilfenahme von MTT konnte die Uberlebensfihigkeit (Cell viability) der
BMDC getestet werden. Die Konzentration von 100 nM fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der Uberlebensfihigkeit. Die
angegebenen Werte stellen Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwerts (n = 3) dar, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001.

Abb. 1 aus: (Kraus et al., 2014)

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass Cladribin in Konzentrationen von mehr als 10 nM
(fir BMDC), bzw. 2,5 nM (fir MDDC) die finale Zellzahl der kultivierten DCs signifikant
reduziert, jedoch in vitro keinen akut toxischen Effekt austibt. Aufgrund dieser Daten wurden
alle weiteren Experimente mit Cladribin-Konzentrationen von bis zu 100 nM (fiir BMDC) und

bis zu 7,5 nM (fiir MDDC) durchgefihrt.
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3.1.2 Cladribin verringert die Phagozytose von immaturen DCs
Die Endozytose von loslichen Antigenen durch immature DC wurde mit Hilfe von
Fluoresceinisothyocyanat-Dextran (FITC-Dextran) gemessen. In BMDC wurde die FITC-
Dextranaufnahme unter Einfluss von Cladribin in einer Konzentration von 100 nM nicht
signifikant verandert (vgl. Abb. 2A). Im Gegensatz dazu wurde die Endozytose von FITC-
Dextran bei MDDC unter Behandlung mit 7,5 nM Cladribin signifikant erniedrigt (vgl. Abb. 2B).
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Abb. 2: Einfluss von Cladribin auf die Phagozytose. (A) Phagozytose von Ioslichem FITC-markiertem Dextran durch
immature BMDC und (B) immature MDDC nach Kultivierung unter Behandlung mit Cladribin. Die Aufnahme von FITC-
Dextran wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte mit Standard-
abweichung des Mittelwerts (n > 3) dar, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Abb. 2 aus: (Kraus et al., 2014)

3.1.3 DasZusammenspiel zweier Enzyme steuert die Toxizitidt von Cladribin
Da der toxische Effekt von Cladribin von dem Verhaltnis der enzymatischen Aktivitat zweier
Enzyme abhadngt, der Deoxycytidinkinase (dCK) und der 5‘-Deoxynucleotidase (NT5C1A),
wollten wir untersuchen, ob DCs moglicherweise besonders anfillig fir die Behandlung mit
Cladribin sind. Mit Hilfe der gPCR konnte gezeigt werden, dass die relative Expression der
Deoxycytidinkinase in immaturen und maturen BMDC und T-Zellen gleich war. Die qPCR
wurde freundlicherweise von Andreas Zymny durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu war es nicht
moglich, die 5‘-Deoxynucleotidase in T-Zellen nachzuweisen. In BMDCs war die 5°-
Deoxynucleotidase nachweisbar, wobei die Expression in maturen bedeutend héher war als

in immaturen BMDC (vgl. Abb. 3A).

41



42

Ergebnisse

Die relative Expression von Deoxycytidinkinase und 5 -Deoxynucleotidase war in humanen T-
Zellen hoher als in immaturen und maturen MDDC. Setzt man die Expression beider Enzyme
ins Verhaltnis, so lassen die Daten die Voraussage zu, dass humane DCs deutlich starker die

toxische Form von Cladribin akkumulieren als die murinen BMDC (vgl. Abb. 3B).

Daraus kann geschlossen werden, dass murine DCs weniger stark die phosphorylierte, aktive
Form von Cladribin akkumulieren als es Lymphozyten maoglich ist. Dies erklart den erst in

hoheren Cladribin-Konzentrationen auftretenden akut toxischen Effekt.
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Abb. 3: Genexpression von Deoxycytidinkinase und 5‘-Deoxynucleotidase in murinen und humanen DC. (A) Relative
Genexpression (relative gene expression level) von Deoxycytidinkinase (dCK) und 5’-Deoxynucleotidase (NT5C1A) in BMDC
und (B) humanen MDDC. Die Genexpression wurde normalisiert auf die Expression von GAP-DH als Haushaltsgen in murinen
Tul7-zellen (BMDC) und humanen CD4* T-Zellen (MDDC). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung des
Mittelwerts (n > 3), *p < 0,05, **p < 0,01.

Abb. 3 verandert nach: Kraus et al., 2014
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3.1.4 Cladribin greift nicht in den Differenzierungsprozess DCs ein
Um auszuschlieBen, dass Cladribin einen Einfluss auf den Differenzierungsprozess der DCs hat,
wurden durchflusszytometrische Farbungen des Oberflachenmolekiils CD11c durchgefiihrt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von murinen BMDCs mit 100 nM Cladribin
(vgl. Abb. 4A), ebenso wie die Behandlung humaner, immaturer und maturer MDDCs mit 7,5
nM Cladribin keine Anderung der CD11c-Expression auf der Zelloberflache nach sich zog (vgl.
Abb. 4B und 4C). Daraus kann geschlossen werden, dass Cladribin nicht auf den

Differenzierungsprozess einwirkt.

3.1.5 Cladribin verindert die Oberflachenmolekiile von DCs in vitro
Die Funktion der DCs ist zum Teil von den Expressionsmustern von Oberflaichenmolekiilen
abhéangig. Um einen moglichen immunmodulatorischen Effekt von Cladribin nachzuweisen,
wurde die Expression von Oberflachenmolekiilen, die fiir die immunologische Funktion von
immaturen und maturen DCs essentiell sind, untersucht. Bei immaturen BMDCs konnte keine
signifikante Anderung der Expression von CD80, CD83, CD86 und MHC Il nachgewiesen
werden. Bei maturen BMDCs war ein signifikanter Anstieg der Oberflachenmolekiile CD86 und

MHC Il bei einer Behandlung mit 100 nM Cladribin nachweisbar (vgl. Abb. 4A).

Immature MDDCs zeigten einen signifikanten Anstieg der Expression des
Maturierungsmarkers CD83 und der kostimulatorischen Molekiile CD40 und CD86 nach einer
Behandlung mit 7,5 nM Cladribin (vgl. Abb. 4B). Bei den mit LPS maturierten MDDCs waren
unter Behandlung mit 7,5 nM Cladribin das kostimulatorische Oberflachenmolekiil CD86 und
MHC Il signifikant erhoht, wobei die anderen untersuchten Oberflichenmarker keine

signifikanten Expressionsunterschiede zeigten (vgl. Abb. 4C).
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Abb. 4 aus: (Kraus et al., 2014)
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3.1.6 Cladribin veridndert die T-Zell polarisierende Funktion von DCs
In Kokulturexperimenten von murinen BMDC und murinen 2D2 T-Zellen wurde die T-Zell
polarisierende Funktion von Cladribin-behandelten DCs untersucht. Hierzu wurden BMDCs
generiert und mit MOGss.ss-Peptid beladen. Diese DCs wurden fiir 6 Tage mit naiven antigen-
spezifischen 2D2 T-Zellen kokultiviert. Intrazellulare immunzytochemische Farbungen der 2D2
T-Zellen nach der Kokultur zeigten, dass eine grolle Mehrheit der mit unbehandelten BMDCs
kokultivierten 2D2 T-Zellen TNF-a produzierten. Weniger als 4% produzierten IFN-y und nur
ein geringer Anteil der T-Zellen produzierte IL-10 und IL-4 (vgl. Abb. 5A). Wurden naive 2D2 T-
Zellen mit BMDCs kokultiviert, die zuvor mit 7,5 nM Cladribin behandelt worden waren, so
entwickelten sich signifikant weniger TNF-a- und IFN-y-produzierende Zellen, wohingegen der
Anteil IL-10-produzierender Zellen stark anstieg. Der Anteil IL.-4 produzierender T-Zellen
anderte sich nicht unter Vorbehandlung der DCs mit Cladribin (vgl. Abb. 5A). Dies lasst den
Schluss zu, dass Cladribin die T-Zell polarisierende Funktion von DCs dahingehend verandert,
dass naive T-Zellen bei Vorbehandlung der DCs mit Cladribin weniger zum Tnyl Phanotyp

polarisiert werden, und mehr zu einem Treg Phdnotyp.

Zur Untersuchung, ob Cladribin auch die Proliferation der T-Zellen beeintrachtigt, wurde in
Proliferationsassays die T-Zellantwort von allogenen humanen CD4* T-Zellen auf mature
Cladribin-behandelte und unbehandelte MDDCs untersucht. Dabei konnte keine Anderung
der T-Zell stimulatorischen Fahigkeit der DCs gezeigt werden (vgl. Abb. 5B). Da der Klinik fur
Neurologie keine Genehmigung zur Arbeit mit 3H-Thymidin vorliegt, wurden die

Proliferationsassays freundlicherweise durch Mario Hubo in der Hautklinik durchgefiihrt.
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Abb. 5 aus: (Kraus et al., 2014)
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3.1.7 Die Zytokin- und Chemokinsekretion von maturen DCs wird durch
Cladribin beeintrachtigt

DCs sind die Hauptquelle flr verschiedene Zytokine und Chemokine, die fir die Initiierung und
Regulation einer Immunantwort wichtig sind. Zur Untersuchung, ob die Behandlung von DCs
mit Cladribin eine Auswirkung auf das Sekretionsmuster von Zytokinen und Chemokinen hat,
wurden in vitro generierte murine und humane DCs wahrend der gesamten Kulturzeit mit
Cladribin behandelt. Die Konzentrationen der in den Kulturiiberstanden vorhandenen, von
den DCs sezernierten Zytokine und Chemokine wurden mit Hilfe der Durchflusszytometrie

untersucht.

Die Behandlung von murinen BMDCs mit 7,5 nM Cladribin erniedrigte die Sekretion der pro-
inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1B in den Kulturiiberstanden maturierter BMDCs
signifikant, wahrend die Produktion von IL-6 unverandert blieb (vgl. Abb. 6A). Ebenso war die
Produktion von TNF-a und IL-1B in humanen Kulturiberstanden maturierter MDDCs, die mit
7,5 nM Cladribin behandelt worden waren, signifikant erniedrigt. Auch hier blieb die Sekretion

von IL-6 unbeeinflusst (vgl. Abb. 6B).

Bemerkenswerterweise wurde auch die Chemokinsekretion von murinen und humanen,
maturierten DCs durch Cladribin beeinflusst. So waren in den Kulturiberstanden maturer
muriner BMDCs die Konzentrationen von MIP-1a, MIP-13 und MCP-1 unter Behandlung der
DCs mit 7,5 nM Cladribin im Vergleich zu unbehandelten DCs signifikant reduziert (vgl. Abb.
6C). Bei den entsprechenden humanen Zellen war die Sekretion von MIP-1a, MIP-1B und MIG
signifikant reduziert (vgl. Abb. 6D). Die Produktion von MCP-1 durch DCs wurde durch die

Behandlung mit 7,5 nM Cladribin nicht verandert.

Eine wichtige Funktion von Chemokinen ist die Anlockung von Immunzellen zum Ort der
Entziindung. Diese Funktion wurde mit Hilfe eines Migrationsassays untersucht, wobei die
Migration humaner CD14* Monozyten auf Kulturiiberstinden maturer behandelter und
unbehandelter DCs untersucht wurde. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die
Kulturiiberstiande Cladribin-behandelter MDDCs eine deutlich weniger attraktive Wirkung auf

die Monozyten ausibten, als die Kulturiiberstande unbehandelter MDDCs (vgl. Abb. 6E).
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(A, B) Cytokine und (C, D) Chemokine, die im Uberstand von maturen BMDC-Kulturen (A, C) und maturen MDDC-
Kulturen (B, D) nachgewiesen wurden. Alle Kulturen wurden mit 7,5 nM Cladribin behandelt. Die Cytokin- und Chemokin-
Produktion der mit Cladribin behandelten DC ist normiert auf die Produktion unter Normalbedingungen. Alle Werte sind
als Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwerts angegeben (n > 3), *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. (E)
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Abb. 6 aus: (Kraus et al., 2014)
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3.2 Wirkung von Laquinimod auf DCs

321 Laquinimod wirkt inhibierend auf die T-Zellproliferation
Vorversuche, die in Kooperation mit dem Institut fir Molekulare Medizin zusammen mit
Dr. Youmana Masri durchgefiihrt wurden, hatten gezeigt, dass Laquinimod einen starken
positiven Einfluss auf den Verlauf der EAE in SIL-Mausen hat. So konnte bei prophylaktischer
Behandlung der Mause mit Laquinimod in keiner Maus eine EAE evoziert werden. Bei
therapeutischer Behandlung in der Remissionsphase wurde ein weiterer Schub in allen
Versuchstieren erfolgreich verhindert (Jolivel et al., 2013). Der Einfluss von Laquinimod auf
den Verlauf der EAE in SIL-Mausen warf die Frage auf, ob Laquinimod einen Effekt auf die
T-Zellproliferation hat. Weitere Experimente zeigten eine leichte Reduktion der T-
Zellproliferation durch die Behandlung mit Laquinimod im Vergleich zu Mausen, die mit
Wasser behandelt worden waren. Dieser Effekt konnte auf dem direkten Einfluss von

Laquinimod auf T-Zellen oder auf dem indirekten Effekt von Laquinimod tber APCs beruhen.

Zur Beurteilung, ob Laquinimod einen proliferationshemmenden Effekt auf humane T-Zellen
hat, wurden CD4* T-Zellen von gesunden Spendern polyklonal mit aCD3 und aCD28
monoklonalen Antikdrpern stimuliert. AnschlieBend wurde die Proliferation mit der
3H-Thymidin-Methode untersucht. Die Proliferationsassays wurden von Dr. Mario Hubo in der
Hautklinik durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass die Proliferation der T-Zellen nicht durch
Laquinimod beeintrachtigt wurde (Jolivel, 2013). Auch nach der polyklonalen Stimulation
muriner CD4* T-Zellen in vitro konnte kein Einfluss von Laquinimod auf die Proliferation
festgestellt werden. Erst eine Behandlung von T-Zellen mit Laquinimod-Dosen von mehr als

100 uM zeigte einen Trend hin zu reduzierter Proliferation (Jolivel, 2013).

Daraus kann auf einen indirekten Effekt von Laquinimod auf die Proliferation von T-Zellen
durch den Einfluss auf APCs geschlossen werden. So war die Proliferation von allogenen
humanen CD4* T-Zellen signifikant reduziert, wenn sie mit allogenen maturen MDDCs
kokultiviert wurden, die wahrend ihrer Kultivierung mit Laquinimod behandelt worden waren
(vgl. Abb. 7). Die Daten weisen so auf eine leichte Reduktion der T-Zell-stimulatorischen

Kapazitat Laquinimod-behandelter DCs hin.
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anzuregen. Humane monozyten-stammige DC wurden mit 10 um Laquinimod behandelt oder unter
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unterschiedlichen Zahlenverhaltnissen ausplattiert. Die Proliferation der T-Zellen wurde mit Hilfe des [3H]
Thymidin-Inkorporations-Assays bestimmt. Dargestellt sind die Absolutwerte. *p < 0,05, **p < 0,01. cpm =
counts per minute, n.s. = nicht signifikant. Der [3H]-Thymidin-Inkorporations-Assay wurde von Dr. Mario Hubo
durchgefihrt.

Abb. 7 aus: (Jolivel et al., 2013)

322 Laquinimod hat Einfluss auf die T-Zelldifferenzierung
Die Ergebnisse zum Einfluss von Laquinimod auf die Proliferation von T-Zellen lieRen die Frage
aufkommen, ob Laquinimod auch einen Einfluss auf die Differenzierung dieser Zellen hat. In
Vorversuchen konnte bei Mausen gezeigt werden, dass Laquinimod in vivo die Menge an
IL-17A-produzierenden T-Zellen (Th17-Zellen) signifikant reduzierte. Zusatzlich war die Anzahl
der IFN-y-produzierenden, mutmaRlichen Tyl-Zellen in den Lymphknoten der Laquinimod-

behandelten Mause signifikant reduziert (vgl. (Jolivel et al., 2013)).

Um den Einfluss von Laquinimod auf die Polarisierung humaner T-Zellen zu untersuchen,
wurden naive T-Zellen aus humanem Nabelschnurblut durch allogene mature MDDC, die
unter Behandlung mit Laquinimod oder unbehandelt kultiviert wurden, geprimed (Jonuleit,
Schmitt, Schuler, Knop, & Enk, 2000). Die intrazelluldre Farbung von Zytokinen nach der
Kokultivierung mit unbehandelten MDDC zeigte eine Mehrheit von TNF-a und IFN-y
produzierenden T-Zellen, wahrend IL-4 produzierende T-Zellen die Minderheit bildeten. Dies
wurde bereits in der Vergangenheit gezeigt (Chen et al.,, 2012; Klein et al., 1997).
Erwdahnenswert ist auch, dass IL-17 nicht nachweisbar war. Bereits 2007 konnten Acosta-
Rodriguez et al. zeigen, dass mature MDDC keine Ty17-Differenzierung von naiven CD4* T-

Zellen initiieren konnten (Acosta-Rodriguez, Napolitani, Lanzavecchia, & Sallusto, 2007). Die
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Kokultur naiver CD4* T-Zellen mit Laquinimod-behandelten MDDC zeigte signifikant reduzierte
Zahlen IFN-y-produzierender Zellen. Beziglich TNF-a-, IL-2- und IL-4- produzierender T-Zellen

konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Um die Ergebnisse des Antigen-spezifischen Effekts der Laquinimod-Behandlung vom murinen
System auf das humane System zu libertragen, wurden MBPgs.g99-spezifische T-Zellen in vitro
durch MBPsgs.g99-gepulste autologe mature MDDC, die wahrend ihrer Kultivierung mit
Laquinimod behandelt oder nicht behandelt wurden, stimuliert. Diese Restimulation von T-
Zellen durch Laquinimod-behandelte MDDCs resultierte in signifikant erniedrigten Zahlen IFN-

v- und TNF-a-produzierender Zellen.

Diese Vorversuche machten deutlich, dass Laquinimod die T-Zell-stimulierenden

Eigenschaften von DCs beeintrachtigt.

3.2.3 Laquinimod zeigt keinen toxischen Effekt bei therapeutischen
Dosierungen in vitro

Da Laquinimod die T-Zellproliferation durch die Modulation von DCs leicht zu beeinflussen
scheint, sollte dieser Effekt auch in humanen und murinen DCs in vitro untersucht werden.
Zuerst sollte in einem Experiment ausgeschlossen werden, dass Laquinimod einen toxischen
Effekt auf DCs hat. Hierzu wurden BMDC mit verschiedenen Konzentrationen von Laquinimod
behandelt, die von 1 uM bis zu 250 uM reichten. Nur die hochste Konzentration zeigte hier
eine Verringerung der Zellzahl (vgl. Abb. 8A). Bei humanen MDDC war ebenfalls kein toxischer
Effekt bei Laquinimod-Konzentrationen bis hin zu 10 puM nachweisbar. Erst bei einer
Konzentration von 100 uM wurde die Zellzahl am Ende der Kultur signifikant reduziert (vgl.
Abb. 8B). Hieraus wird ersichtlich, dass Laquinimod keinerlei toxischen Effekt auf DCs ausiibt,
wenn es in therapeutischen Dosierungen zwischen 0,1 uM und 1 uM eingesetzt wird (Gurevich

et al.,, 2010).
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Abb. 8: Einfluss von Laquinimod auf die Zellzahl nach in vitro- Kultur. (A) bei knochenmark-stdmmigen Dendritischen
Zellen und (B) monozyten-stimmigen Dendritischen Zellen wurde nach der Kultur mit verschiedenen Laquinimod-
Konzentrationen die Zellzahl bestimmt. Die Grafiken zeigen die auf die unter Kontrollbedingungen normierten Zellzahlen
(Mittelwerte) und die dazugehorige Standardabweichung der Mittelwerte (n > 3) *p < 0,05.

Abb. 8 aus: (Jolivel et al., 2013)

3.2.4 Laquinimod andert Subpopulationen von murinen DCs in vivo
Um den Effekt von Laquinimod auf Populationen DCs in vivo zu untersuchen, wurde in
Kooperation mit dem Institut fir Molekulare Medizin eine durchflusszytometrische Analyse
von DCs aus Milzen Laquinimod-behandelter C57BL/6 Mause durchgefiihrt. Wie bereits
beschrieben (Schulze-Topphoff et al., 2012) konnten nur niedrige Zellzahlen von CD4* DCs
nach einer 9-tagigen Behandlung mit Laquinimod gefunden werden. Das Verhaltnis von CD8*
zu CD4CD8 DCs war signifikant erhoht. Interessanterweise reichte bereits eine orale
Applikation von Laquinimod aus, um die Populationen der DCs zu modifizieren, da bereits an
Tag 1 nach der Gabe von Laquinimod die CD4* DCs reduziert waren, was einen friiheren
Zeitpunkt als den bei Schulze-Topphoff untersuchten darstellt. Des Weiteren konnte eine
Abnahme der mean fluorescence intensity (MFI) von CD8 bei den CD8* DCs aus der Milz durch
Laquinimod beobachtet werden. Die Analyse der kostimulatorischen Molekiile auf CD11c*
CD11b* konventionelle DCs der Milz ergab eine Erhdhung von CD86 durch die Behandlung mit
Laquinimod (Jolivel, 2013). Daraus ist zu schlieRen, dass Laquinimod die Subpopulationen der

DCs und deren Phanotyp in vivo beeinflusst.
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3.25 Laquinimod veridndert die Zytokin- und Chemokinproduktion
in konventionellen DC und beeinflusst die Migration von Monozyten

DCs sind eine der Hauptquellen verschiedener Zytokine, die fiir die Initiilerung und Regulation
von Immunantworten wichtig sind. Zur ersten Analyse des von den DCs sezernierten
Zytokinmusters wurde ein Screening mit Hilfe des Multiplex Kits (Miltenyi Biotec)
durchgefiihrt, um relevante Zytokine zu finden und nicht nachweisbare Botenstoffe
auszuschlieBen. In Uberstinden von Laquinimod-behandelten humanen maturen MDDC-
Kulturen waren die Zytokine TNF-a, IL-1B und IL-10 signifikant erniedrigt, verglichen mit

unbehandelten Kulturen. Die Sekretion von IL-6 blieb unverandert (vgl. Abb. 9A).

Im Einklang zu diesen Ergebnissen in den humanen Kulturen, erniedrigte die Laquinimod-
Behandlung auch in Kulturen muriner BMDC die Sekretion von TNF-a und IL-1f signifikant.
Ebenso blieb die Produktion von IL-6 unverandert. Allerdings konnte in den murinen
Kulturliberstanden keine IL-10 Produktion nachgewiesen werden, da die Konzentration von

IL-10 in den Kulturiberstanden unterhalb des Detektionslimits lag (vgl. Abb. 9B).

Interessanterweise Ubt Laquinimod auch einen Einfluss auf die Chemokinproduktion humaner
maturer MDDC aus. MIP-1a, MIP-18 und MIG waren in den Uberstianden Laquinimod-
behandelter MDDC signifikant reduziert, im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Zusatzlich

konnte eine leichte Reduktion der MCP-1 Produktion festgestellt werden (vgl. Abb. 9C).

In murinen Uberstinden von BMDC-Kulturen war die Sekretion von MIP-1a signifikant
erniedrigt, wohingegen die MIP-18 und MCP-1 Sekretion nach Laquinimod-Behandlung
unverandert blieben (vgl. Abb. 9D).

Chemokine sind funktionell relevant fiir die Chemotaxis von Monozyten. Daher wurde in
einem Assay zum Migrationsverhalten von humanen Monozyten das chemotaktische
Potenzial der Kulturiberstinde von humanen MDDC-Kulturen Uberprift. Dabei zeigten
Kulturiiberstande von Laquinimod-behandelten DC ein signifikant reduziertes Potenzial,
humane Monozyten zur Migration anzuregen. Ein direkter migrationshemmender Effekt von
Laquinimod wurde dadurch ausgeschlossen, dass in einem Kontrollexperiment Medium

alleine mit Laquinimod versetzt wurde (vgl. Abb. 9E).
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Abb. 9: Produktion von Cytokinen und Chemokinen durch humane und murine Dendritische Zellen. Dendritische Zellen
wurden mit und ohne Laquinimod-Behandlung aus Knochenmark von Mausen (B und D) oder aus Monozyten aus peripharem
Blut von Menschen (A und C) kultiviert und am vorletzten Tag der Kultur mit LPS maturiert. Die Kulturiiberstande wurden
entnommen und auf Cytokine (A und B) und Chemokine (C und D) hin untersucht. Die Versuchsergebnisse von mindestens 3
unabhdngigen Experimenten wurden als DurchschnittswertetSEM der relativen Cytokin- und Chemokinproduktion
zusammengefasst (n 2 3), *P < 0,05. (E) relative Migration humaner CD14* Monozyten auf Kulturiiberstdnden humaner
maturer Dendritischer Zellen (n = 4), *P < 0,05.

Abb. 9 verdndert aus: (Jolivel et al., 2013)
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3.2.6 Laquinimod veridndert die Zytokin- und Chemokinproduktion
in vivo und erniedrigt den Anteil CD1c* DCs und plasmazytoider DCs
im Blut

Um die Untersuchungsergebnisse auf die Situation in Patienten zu tGbertragen, wurde Blut von
gesunden Spendern, unbehandelten MS-Patienten und von MS-Patienten gewonnen, die eine
tagliche Dosis von 0,6 mg Laquinimod oral einnahmen (vgl. Tabelle 3). Das Alter der Patienten
sollte fur diese Untersuchungen keinen Storfaktor darstellen, da das mittlere Alter der
untersuchten Personengruppen gleich war und auBerdem der Alterungsprozess keinen
Einfluss auf konventionelle DC in dem untersuchten Altersabschnitt hat (Orsini et al., 2012).
Die Laquinimod-behandelten und die unbehandelten Patienten zeigten einen vergleichbaren
Krankheitsstatus, der durch den Expanded Disability Status Scale (EDSS) definiert wurde. Die
Menge an isolierten PBMC aller drei Gruppen war gleich (vgl. Abb. 10A). Innerhalb der
isolierten PBMC war die Zahl isolierter CD1c* DC bei Laquinimod-behandelten Patienten
signifikant erniedrigt [1,82 + 0,25 x 10°] im Vergleich zu unbehandelten Patienten [3,45 +
0,63 x 10°] und gesunden Spendern [4,57 + 0,47 x 10°]. Die durchflusszytometrische Analyse
der humanen PBMC bestéatigte, dass innerhalb der konventionellen DC (definiert als
CD11c* HLA-DR*) der Prozentanteil der CD1c* Zellen unter Laquinimod-Behandlung signifikant
erniedrigt war im Vergleich zu unbehandelten Patienten und gesunden Spendern, aber auch
zwischen unbehandelten Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern. Im Gegensatz dazu
war der Anteil von CD16* und CD141* konventionellen DC-Untergruppen nicht beeintrachtigt
(vgl. Abb. 10A). Ferner war der Anteil plasmazytoider DC (definiert als CD11c” HLA-DR*CD303")
in Laquinimod-behandelten MS-Patienten signifikant reduziert im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen (vgl. Abb. 10A). Interessanterweise war die MFI der CD1c-Expression bei
Laquinimod-behandelten Patienten signifikant reduziert, verglichen mit den beiden anderen
Versuchsgruppen (vgl. Abb. 10B). Zudem konnte eine signifikante Steigerung des
kostimulatorischen Molekiils CD86 auf den isolierten CD1lc* Zellen von Laquinimod-
behandelten Patienten im Vergleich zu unbehandelten Patienten und gesunden Kontrollen
festgestellt werden, so wie es auch schon bei den konventionellen DCs aus Milzen
Laquinimod-behandelter Mause nachweisbar war (Jolivel, 2013). Die Expression von HLA-DR

war nicht signifikant verdandert (vgl. Abb. 10B).
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Tabelle 3: Daten zu den in die Studie eingeschlossenen Patienten. Alter, Krankheitsdauer und die Dauer der Laquinimod-
Behandlung stellen Mittelwerte mit Standardabweichung in Jahren dar. Bei Altersdurchschnitt, Krankheits- und

Behandlungsdauer sind ebenfalls die Zeitspannen von Minimum bis Maximum in () angegeben.

Gruppe Q/a Altersdurch  Krankheits Laquinimod-
schnitt dauer Behandlung
Gesunde Donoren (n=15) 10/5 41,8+8,4
(28-54)
Unbehandelte Patienten mit MS (n=13) 11/2 366+12,4 4,1+3,6
(24-60) (0,1-10)
Laquinimod-behandelte Patienten mit 10/4 40,8+10,2 9,5%4,2 42+19
MS (n=14) (28-57) (3-18) (2-7)
A h uman Conventional DC Plasmacytoid DC
PBMC per mL blood CD1c* DC CD16*DC CD141*DC CD303*DC
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Abb. 10: Laquinimod beeinflusst die Expression von Oberflichenmolekiilen auf Dendritischen Zellen. (A) Vergleich der absoluten
Zellzahlen von humanen Mononukledren Zellen aus peripharem Blut von gesunden Spendern (HD), unbehandelten MS-Patienten (MS)
und Laquinimod-behandelten MS-patienten (Lag-MS) pro Milliliter Vollblut. Und Vergleich der prozentualen Anteile von
konventionellen DCs (CD1c* CD16* und CD141*) und plasmacytoiden DCs (CD303*) der unterschiedlichen Spendergruppen. Die Werte

stellen Mittelwerte £ SEM dar (n > 13). (B) Durchflusszytometrisch bestimmte Expression von CD86, HLA-DR (MHC II) und CD1c auf
CD1c* Dendritischen Zellen. Die Werte stellen Mittelwerte + SEM dar (n > 13). Die Daten reprasentieren die Induktionsrate der
Proteinsekretion nach Stimulation mit LPS. Es werden die Mittelwerte + SEM gezeigt (n > 10), *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. DC =
Dendritische Zellen.

Abb. 10 aus: (Jolivel et al., 2013)
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Die Genexpression von TNF-q, IL-1B, MIP-1a und MIP-18 in maturen und immaturen CD1c* DC
wurde mit Hilfe der quantitativen PCR (qPCR) analysiert. Alle Gene zeigten eine geringere
Expression auf DCs nach der Stimulation mit LPS, wenn sie aus Laquinimod-behandelten
Patienten isoliert waren im Vergleich zu CD1c* Zellen, die aus gesunden Probanden oder
unbehandelten MS-Patienten isoliert worden waren. Generell war kein Unterschied in der
Genexpression zwischen unbehandelten MS-Patienten und gesunden Probanden detektierbar
(vgl. Abb. 11A). Die Ergebnisse waren in sich konsistent, unabhangig vom house-keeping gene
(GAP-DH oder B-Actin). Die Analyse der B-Actin-Expression, normalisiert auf die GAP-DH-
Expression zeigte keinen Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. Dies zeigt, dass
die gefundenen Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen in den unterschiedlichen

Genexpressionen spezifisch sind (vgl. Abb. 11C).

Die Analyse der Zytokin- und Chemokin-Sekretion durch die kultivierten, immaturen und
maturen CD1c* DC unterstiitzt diese Ergebnisse. Die Sekretion von TNF-a, IL-13, MIP-1a und
MIP-1B war, nach Stimulation mit LPS, zwischen gesunden Spendern und unbehandelten MS-
Patienten gleich, jedoch signifikant reduziert bei Laquinimod-behandelten MS-Patienten. Des
Weiteren war die RANTES-Sekretion in gesunden Spendern signifikant hoher als in
Laquinimod-behandelten MS-Patienten (vgl. Abb. 11B). Die Konzentration des Chemokins MIG
war in diesen Experimenten nicht nachweisbar. Zusammenfassend konnte gezeigt werden,
dass CD1c* DC aus Laquinimod-behandelten Patienten eine signifikant reduzierte Reaktivitat

auf eine LPS-Stimulation besitzen.
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Abb. 11: Laquinimod beeinflusst die Cytokin- und Chemokinproduktion von DC ex vivo. (A) Niveau der Genexpression von Cytokinen
(TNF-a, IL-1B) und Chemokinen (MIP-1a, MIP-1) in isolierten konventionellen DCs (CD1c*) nach Stimulation mit LPS fir 4 Stunden. Die
Ergebnisse reprasentieren die Induktionsrate der Genexpression nach Stimulation mit LPS normalisiert auf die GAP-DH Expression als
Haushaltsgen, dargestellt als Mittelwerte + SEM (n = 10). (B) Aus Spendern isolierte CD1c* Zellen wurden fiir 24h mit LPS stimuliert oder
unstimuliert kultiviert. Die Uberstinde wurden entnommen und die Konzentrationen von Cytokinen (TNF-a, IL-1B) und Chemokinen
(MIP-1a, MIP-1B) gemessen. (C) Relative B-Actin Expression normalisiert zur GAP-DH Expression in CD1c* Zellen. Da sich die Werte
zwischen den Gruppen nicht signifikant unterscheiden, konnten B-Actin und GAP-DH als Haushaltsgene verwendet werden. Die Werte
stellen Mittelwerte + SEM dar (n = 10). Die Daten reprasentieren die Induktionsrate der Proteinsekretion nach Stimulation mit LPS. Es
werden die Mittelwerte + SEM gezeigt (n = 10), *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. DC = Dendritische Zellen, GAP-DH = Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase.

Abb. 11 verandert nach: (Jolivel et al., 2013)
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3.2.7 Der biologische Effekt von Laquinimod wird durch die
Inhibition des NF-kB Signaltransduktionswegs in murinen und
humanen DCs vermittelt

Zum besseren Verstandnis der zellularen Mechanismen, die der Wirkung von Laquinimod
unterliegen, wurden BMDC und MDDC in vitro unter Laquinimod-Behandlung und ohne
Behandlung kultiviert. Die nach der Kultivierung der Zellen durchgefiihrte gPCR-Untersuchung
von IKKB und NEMO ergab, dass die normalerweise einsetzende Hochregulation dieser
Kinasen auf LPS-Stimuli durch die Zugabe von Laquinimod unterdriickt wurde (vgl. Abb.
12A+B). Diese beiden Kinasen sind fiir die Degradation von IkB wichtig, einem Inhibitor des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Aufgrund dieser Daten nahmen wir Kontakt zum Institut flr
molekulare Medizin der Universitatsmedizin Mainz auf, um die mit Hilfe der qPCR erhobenen
Daten auf Proteinebene zu untermauern. Hierzu wurden das Protein IkBa (kanonischer NF-kB
Signaltransduktionsweg) sowie die Proteine p52 und p100 (nicht-kanonischer NF-«kB
Signaltransduktionsweg) im Western Blot untersucht. Interessanterweise ergab die
Proteinanalyse sowohl im Maus-, wie auch im Menschenmodell, dass die Menge an IkB
ansteigt, wenn die Zellen mit Laquinimod behandelt wurden (Jolivel, 2013). Dieses Protein ist
ein wichtiger Regulator im kanonischen NF-kB Signaltransduktionsweg, der dafir bekannt ist,
die Transkription von zum Beispiel IL-1B, TNF-a oder MIP-1B zu férdern. Ebendies konnte in
den vorhergehenden Versuchen gezeigt werden, dass die Laquinimod-Behandlung die
Sekretion dieser Zytokine und Chemokine von DCs reduziert (vgl. Abb. 9A-C), und dass die
entsprechenden mRNA-Level in Laquinimod-behandelten Patienten herunterreguliert waren

(vgl. Abb. 11A).
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Abb. 12: Laquinimod beeintrachtigt den kanonischen NF-kB Signaltransduktionsweg. (A) Genexpression von IKKB und (B)
NEMO, bezogen auf das Haushaltsgen GAP-DH in knochenmarkstammigen DC die wahrend der Kultur mit 10 uM Laquinimod
(L10) behandelt wurden oder unbehandelt (control) blieben. (n = 4 unabhéngige Kulturen). *P < 0,05, n.s. = nicht signifikant.

Abb. 12 aus: (Jolivel et al., 2013)

In BMDC erhohte der LPS-Stimulus die IL-1B Genexpression in unbehandelten Zellen
signifikant, wahrend der Anstieg in Laquinimod-behandelten Zellen nicht signifikant ausfiel
(vgl. Abb. 13A). Bemerkenswerterweise zeigte die Untersuchung der IL-1R2 Genexpression
eine starke Steigerung in immaturen und maturen DCs, die mit Laquinimod behandelt wurden
(vgl. Abb. 13B), wahrend keine Veranderung der Genexpression von IL-1R1 feststellbar war
(vgl. Abb. 13C). Die Expression von ICAM-1 ist ebenso durch den kanonischen NF-kB
Signaltransduktionsweg reguliert, und es konnte gezeigt werden, dass — wahrend ICAM-1 in
Kontrollzellen nach LPS-Stimulus stark hochreguliert wurde — eine Hochregulation von ICAM-1
nach LPS-Stimulus durch die Behandlung mit Laquinimod vollkommen unterdriickt wurde (vgl.
Abb. 13D). Dies kdnnte die verringerte Fahigkeit der BMDC erklaren, in der Kokultur mit 2D2

T-Zellen, diese zu Tul-Zellen zu polarisieren.

Die Analyse des nicht-kanonischen Signaltransduktionswegs ergab, dass auch dieser durch die
Laquinimod-Behandlung verandert wurde, indem die Degradation von p100 zu p52 stark

vermindert war (vgl. (Jolivel et al., 2013)).
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Abb. 13: Laquinimod beeintrachtigt die Genexpression von IL-1B und den Oberflichenmolekiilen IL-1R1, IL-1R2 und
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ICAM-1. (A) Genexpression von IL-18 (B) IL-1R2, (C) IL-1R1 und (D) ICAM zum Haushaltsgen GAP-DH in
knochenmarkstammigen DC nach Behandlung mit 10 uM Laquinimod (L10) und ohne Behandlung (control). *P < 0,05, n.s. =
nicht signifikant.

Abb. 13 verandert nach: (Jolivel et al., 2013)
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4 Diskussion

4.1 Wirkung von Cladribin auf DCs
Cladribin, war fir einen kurzen Zeitraum zur Therapie von MS zugelassen. Inzwischen wird es
nur noch zur Therapie hamatologischer Krebserkrankungen eingesetzt (Beutler, 1992).
Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass Cladribin nicht nur Lymphozyten sondern auch
Microglia und Monozyten (Kopadze, Dobert, Leussink, Dehmel, & Kieseier, 2009; Singh et al.,
2012) beeinflusst. Auf diesen Befunden aufbauend sollten die hier durchgefiihrten
Experimente zeigen, ob Cladribin auch einen Einfluss auf DCs ausiibt. Dies ist besonders
deshalb interessant, weil DCs immer weiter in den Fokus der Therapie von malignen
Krankheiten riicken (Anguille, Willemen, Lion, Smits, & Berneman, 2012) und eine zentrale

Rolle in der Initiation und Progression autoimmuner Krankheiten spielen (Steinman, 2007).

41.1 Wirkung von Cladribin auf das Uberleben von DCs in vitro
Cladribin ist vor allem deswegen so effektiv, weil es hauptsachlich eine pro-apoptotische
Wirkung auf Lymphozyten hat (Seto et al., 1985). Dabei spielt das Verhaltnis zweier Enzyme
eine besondere Rolle. Denn erst in phosphorylierter Form kann Cladribin seine pro-
apoptotische Wirkung in der Zelle entfalten. Die Phosphorylierung wird durch das Enzym
Deoxycytidinkinase katalysiert (Beutler, 1992). Das zytoplasmatische Enzym Enzym 5'-
Deoxynucleotidase kann die Phosphorylierung riickgangig machen (Lotfi, Juliusson, &
Albertioni, 2003), indem es aktiviertes Cladribin dephosphoryliert. Daher beruht letzten Endes
die Zytotoxizitat von Cladribin auf dem Verhaltnis der beiden antagonistischen Enzyme dCK

und 5-NT (Bontemps et al., 2006).

Mit Hilfe eines qPCR-Ansatzes wurde die Genexpression der beiden Enzyme bestimmt und das
Expressionsverhaltnis berechnet. Im Vergleich zu Lymphozyten, die als sehr sensibel
gegenlber Cladribin bekannt sind, wurde in den hier durchgefiihrten Experimenten ein
weitaus geringeres Verhaltnis von dCK zu 5-NT in murinen DCs nachgewiesen. Dies legt eine
weitaus geringere Suszeptibilitdt von DCs gegeniber Cladribin nahe. Im Vergleich des
Expressionsverhaltnisses beider Enzyme bei immaturen und maturen BMDCs konnte kein
Unterschied festgestellt werden. Dieses Ergebnis passt zu den kirzlich veroffentlichten Daten
der gleichen Expression von dCK in humanen immaturen und maturen DCs. Auch wenn das

Verhaltnis der beiden Enzyme keinen stark zytotoxischen Effekt von Cladribin nahe legt (Singh,
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Chittappen, et al., 2013), konnte in den hier durchgefihrten Experimenten eine mit steigender
Konzentration abnehmende Zellausbeute bei humanen MDDCs unter Cladribin-Behandlung
festgestellt werden, wie es auch von Singh et al. berichtet wurde (Singh, Chittappen, et al.,
2013). Erwdhnenswert ist auch, dass humane Zellen deutlich sensitiver auf Cladribin
reagieren, da die Zellausbeute bereits bei deutlich niedrigeren Cladribin-Konzentrationen
vermindert ist, als es bei murinen DCs der Fall ist. In diesem Zusammenhang wurde von einer
Arbeitsgruppe berichtet, dass Menschen Cladribin in hdherem MalRe metabolisieren, als dies
Mause tun (Wu, McKown, Moyer, & Cheung, 2004). Dies zeigt, dass enzymatische Aktivitaten
zwischen verschiedenen Spezies unterschiedlich sein koénnen, was sehr gut die

unterschiedliche Suszeptibilitat ahnlicher Zelltypen in Mensch und Maus erklaren kénnte.

Zusatzlich zu den Studien, die die apoptotische Wirkung von Cladribin in hohen Dosen auf
menschliche DCs zeigen (Singh, Prajeeth, et al., 2013), existieren einige Studien, die einen
immunmodulatorischen  Effekt von  Cladribin  nahelegen. Ob  ein  solcher
immunmodulatorischer Effekt durch die Einwirkung von Cladribin auf DCs zustande kommen
kann, sollten die hier durchgefiihrten Experimente zeigen. Hierzu wurden Cladribin-
Konzentrationen von 2,5 — 7,5 nM fiir humane DCs und Konzentrationen im Bereich von 2,5 —
100 nM flir murine DCs eingesetzt. In klinischen Studien und in der Behandlung von
Haarzellleukdmie wird Cladribin in Dosen von 0,07 und 0,14 mg/kg/Tag eingesetzt (Girardi et
al.,, 2012; J Liliemark & Peterson, 2005), was einer steady-state Serumkonzentration von
22,5 nM bei einer Dosis von 0,14 mg/kg/Tag — wie pharmakokinetische Studien zeigten
(Bagnato & Pirko, 2011; J. Liliemark & Juliusson, 1991) - entspricht. Daher kann angenommen
werden, dass die in dieser Studie eingesetzten Konzentrationen von Cladribin der
Serumkonzentration in Patienten in der steady-state Phase entsprechen. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass die niedrigen nanomolaren Dosen, die in den hier durchgefiihrten
Experimenten eingesetzt wurden, die Lebensfahigkeit der DCs nicht beeintrachtigten, wie die

Todzellfarbungen mit Pl bestatigten.

4.1.2 Cladribin verandert den Phanotyp maturer DCs
Da die in vitro generierten Zellen Uber die gesamte Zeit der Kultivierung mit Cladribin
behandelt worden sind, konnte diese Behandlung einen Effekt auf die Differenzierung der DCs
gehabt haben. Die durchflusszytometrische Farbung des fiir DCs spezifischen

Oberflachenmolekills CD11c ergab keine Unterschiede zwischen behandelten und
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unbehandelten Zellen, sowohl im humanen, wie im murinen Modellsystem. Daraus kann
geschlossen werden, dass Cladribin den Differenzierungsprozess der DCs nicht

beeintrachtigte.

Ein wichtiges Merkmal zur Charakterisierung von DCs ist die Expression von verschiedenen
Aktivierungsmarkern. Innerhalb dieser Oberflaichenmolekiile war die Expression des
kostimulatorischen Molekiils CD86 in murinen und humanen, Cladribin-behandelten DCs
konsequent erhoht. Hingegen war die Expression des Oberflachenmolekiils MHC Il nur in den
maturen, Cladribin-behandelten DCs erhoht. Die erhéhte Expression von CD86 wurde mit der
Toleranzinduktion semi-maturer DCs in Verbindung gebracht (Steinman, 2007). Solche semi-
maturen DCs zeigten eine protektive Wirkung im Tiermodell der autoimmunen Rheumatoiden

Arthritis (Stoop et al., 2010) wie auch im Tiermodell der MS (Papenfuss et al., 2011).

Zusatzlich legen die Hochregulation des Maturierungsmarkes CD83 und die verminderte
Phagozytose von Antigenen immaturer humaner DCs nahe, dass Cladribin den

Maturierungsprozess von DCs beeinflusst.

4.1.3 Cladribin verringert die Chemokin- und Zytokinproduktion von
DCs

DCs sind bekannt als wichtige Quelle fiir Chemokine (McColl, 2002). Diese Molekiile spielen
eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Leukozyten zu Entziindungsherden (Oppenheim,
Zachariae, Mukaida, & Matsushima, 1991). Die hier durchgefiihrten Experimente zeigten eine
Anderung der Chemokinsekretion durch DCs unter Cladribin-Behandlung. So sezernierten
mature murine BMDCs weniger MIP-1a, MIP-1B und MCP-1, wahrend mature humane MDDCs
weniger MIP-1a, MIP-1B und MIG ins Kulturmedium abgaben. Bei Lymphomen konnte die
Verbindung zwischen der Plasmakonzentration von MIP-la und einem erhohten
Sterblichkeitsrisiko hergestellt werden, was MIP-1a als moglichen prognostischen Marker in
die Diskussion brachte (Sivina et al., 2011). Im Fall des autoimmunen Diabetes mellitus Typ 1
scheinen die Chemokine MIP-1a, MCP-1 und MIG eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Insulitis im Pankreas zu spielen, die von autoreaktiven Tyl Zellen gebildet werden kann. Auch
im Verlauf der MS scheint MIP-1a eine wichtige Rolle zuzukommen. So zeigten Studien, dass
die Konzentration von MIP-1a im CSF wahrend eines MS-Schubes signifikant erhoht ist,
verglichen mit CSF von Patienten mit nicht-inflammatorischen neurologischen Erkrankungen

(Miyagishi, Kikuchi, Fukazawa, & Tashiro, 1995). Flir MIG konnte eine direkte Wirkung auf den
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Verlauf der MS gezeigt werden, durch die Anlockung CXCR3-exprimierender, aktivierter T-
Zellen zu Entziindungsherden im ZNS (Sorensen et al., 1999). Eine erhdohte Expression von
MIP-1a, MIP-1B und MCP-1 konnte auch in MS-Lasionen und um diese Lasionen im ZNS herum
gezeigt werden (Simpson, Newcombe, Cuzner, & Woodroofe, 1998), insbesondere in den
perivaskularen Zellen (McManus et al., 1998; Simpson et al., 1998). Da DCs dafiir bekannt sind,
sich besonders um Gefalle herum zu platzieren (Prodinger et al., 2011), kdnnten DCs eine
wichtige Quelle der Produktion von Chemokinen im Krankheitsbild der MS darstellen. Die
Chemokine MIP-1a, MIP-1B und MIG scheinen eine wichtige Rolle im Verlauf der MS zu
spielen, da durch die Verwendung von anti-Chemokin Antikérpern im murinen Modell sowohl
die Entwicklung einer EAE, als auch die Infiltration des ZNS durch Monozyten verhindert
werden konnte (Karpus et al.,, 1995; Manczak, Jiang, Orzechowska, & Adamus, 2002). In
Ubereinstimmung zu den hier erzielten Ergebnissen wurden verringerte
Chemokinkonzentrationen im CSF von Cladribin-behandelten MS-Patienten nachgewiesen

(Bartosik-Psujek et al., 2004).

Die verringerte Chemokinsekretion hat auch eine funktionelle Auswirkung, was die
durchgefiihrten Migrationsexperimente bestatigten. So war die Migration humaner CD14*
Monozyten deutlich verringert, wenn die Kulturiiberstainde von Cladribin-behandelten
MDDCs stammten. Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass DCs unter
Cladribin-Behandlung in geringerem Male Immunzellen zu Entziindungsherden locken

kénnen und Cladribin somit einen immunmodulatorischen Effekt ausiibt.

Zu den Chemokinen spielen auch von DCs sezernierte Zytokine eine wichtige Rolle bei der
Initiation einer Immunantwort, da diese sowohl die Aktivierung als auch die Differenzierung
von T-Zellen beeinflussen. In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde eine signifikant
reduzierte Sekretion von TNF-a und IL-1B durch humane und murine mature DCs
nachgewiesen. Beide Zytokine gelten als pro-inflammatorisch und werden mit
neurodegenerativen Prozessen im ZNS im Modell der EAE in Verbindung gebracht (Centonze
et al., 2009; Rossi et al., 2010). IL-1B hangt mit der Differenzierung von naiven T-Zellen zu
Twl7-Zellen zusammen. In der Maus synergiert es mit IL-6 und IL-23 bei der Induktion von
Tul7-Zellen (Chung et al., 2009), im Menschen ist IL-1p fir die Differenzierung naiver T-Zellen
zu Ty17-Zellen unabdingbar (Hebel et al., 2011). Durch die Reduktion von TNF-a, aufgrund der

Behandlung der DCs mit Cladribin, verringert sich nicht nur der direkte toxische Effekt von
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TNF-a sondern auch die Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion durch die Rekrutierung

von Immunzellen (Skarica et al., 2009).

Zusammen mit dem Ergebnis der Hochregulation des kostimulatorischen Molekils CD86 auf
murinen und humanen DCs unter Cladribin-Behandlung legen die Ergebnisse nahe, dass der
therapeutische Effekt von Cladribin auf der Forderung eines semi-maturen tolerogenen DC-

Phanotyps beruht. Die weitere Differenzierung der DCs scheint blockiert.

4.1.4 Cladribin verdandert die T-Zell polarisierende Funktion von DCs
Hauptfunktion der DCs im Immunsystem ist die Aktivierung von T-Zellen, um eine humorale
und/oder zelluldre Immunantwort zu initiieren. Zur Untersuchung der Wirkung von Cladribin
auf diese zentrale Funktion der DCs wurden Kokulturexperimente zwischen BMDCs und
murinen 2D2 T-Zellen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Behandlung von BMDCs
mit 7,5 nM Cladribin dazu fihrte, dass T-Zellen dazu angeregt wurden, vermehrt IL-10 und

signifikant weniger TNF-a und IFN-y zu produzieren.

Die Zytokine TNF-a und IFN-y werden mehrheitlich dem Tu1 Phanotyp zugeschrieben, der als
proinflammatorisch gilt. Dagegen wird IL-10 vornehmlich von T.eg-Zellen sezerniert, deren
regulatorische Eigenschaften bereits beschrieben wurden (Jonuleit, Schmitt, Schuler, Knop, &
Enk, 2000). Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung von DCs mit Cladribin
nicht nur deren Zytokin- und Chemokinprofil verandern. Des weiteren wirkt Cladribin auf DCs
insoweit verandernd, als dass diese naive T-Zellen eher zu Ty17-Zellen differenzieren lassen.
Auch hier ist demnach eine immunmodulatorische Wirkung von Cladribin nachweisbar, als

dass eher eine Toleranz induziert wird, als dass die DCs proinflammatorisch wirken.

Zusammengenommen entfaltet Cladribin seine immunmodulatorische Wirkung auf vielfaltige
Weise: zum einen, indem weniger Chemokine produziert wurden, die den Krankheitsverlauf
von MS verstarken (MIP-1a, MIP-1B und MIG), beziehungsweise die den Verlauf einer EAE
unginstig beeinflussen (MIP-1a, MIP-1p und MCP-1). Des weiteren, indem signifikant weniger
proinflammatorische Zytokine von Cladribin-behandelten humanen und murinen DCs
sezerniert (TNF-a, IL-1B) wurden, was funktionell zu einer signifikant reduzierten
Chemoattraktion auf CD14* Monozyten bei murinen DCs fiihrte. Zuletzt wirkte Cladribin auf
die Polarisation von naiven T-Zellen durch behandelte murine DCs, indem sich naive T-Zellen
eher zu Tyl7-Zellen differenzierten. Obwohl Cladribin nicht mehr fiir die Behandlung von MS

zugelassen ist, unterstiitzen diese Ergebnisse die positive Beeinflussung des Verlaufs von MS
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durch Cladribin. Daher ware ein Einsatz von Cladribin in geringer Dosierung, unter Umstdanden

in Kombination mit einem weiteren immunmodulatorischen Praparat, zu diskutieren.

4.2 Wirkung von Laquinimod auf DCs
Die Wirkung von Laquinimod ist dosis-abhangig. und die orale Gabe von 25 mg/kg konnte den
Der Krankheitsverlauf der EAE in C57BL/6 Mausen, die mit MOGss.ss immunisiert worden
waren, konnte durch die orale Gabe von 25 mg/kg Laquinimod signifikant abgemildert werden
(Runstrom, Leanderson, Ohlsson, & Axelsson, 2006; Wegner et al., 2010). Dr. Valerie Jolivel
und Dr. Youmana Masri verifizierten diese Daten im Labor der Klinik fir Neurologie und
wahlten anschlieBend ein Modell fiir eine schubhaft verlaufende Form der MS, indem sie SJL-
Mause mit PLP139-151 immunisierten (McRae et al., 1992). Dieses Modell sollte die Situation der
Patienten moglichst gut nachbilden. In einer ersten Versuchsreihe wurde Laquinimod
praventiv verabreicht. Hierdurch waren die Mause ganzlich resistent gegentiber der Induktion
einer EAE. Bei Gabe von Laquinimod nach dem Abklingen des ersten Schubes, wurde ein
zweiter Schub wirkungsvoll verhindert (Jolivel et al., 2013). Dies zeigt, dass dieser Effekt nicht
stamm- oder modellabhdngig ist. In diesem MS-Modell kdnnte Laquinimod entweder die
Reduktion der T-Zellen aus dem ZNS in der Erholungsphase beschleunigen (Di Rosa et al.,
2000) oder eine zweite Welle der Einwanderung von Lymphozyten in das Gehirnparenchym
verhindern (Jolivel et al., 2013). In klinischen Studien fiel der Effekt von Laquinimod bei
Riickfallen allerdings deutlich geringer aus (ALLEGRO- und BRAVO-Studie), als dies durch die
von Jolivel et al., 2013 gezeigten Daten zu erwarten war. Interessanterweise konnte ein dosis-
abhangiger Effekt von Laquinimod auf die Rickfallquote und die Entwicklung von MRT-
Lasionen in einer Studie der Phase Il (Comi et al., 2008) gezeigt werden. Die Diskrepanz
zwischen murinen und humanen Studien konnte allerdings auf die unterschiedliche Dosierung
von Laquinimod in den beiden Systemen zurickzufihren sein (25 mg/kg murin versus 0,008
mg/kg human). Dies lasst darauf schlieBen, dass hohere Dosen von Laquinimod in Menschen
die Effizienz in der Unterdriickung von Riickfadllen verbessern kdnnten. Um diese Hypothese
zu testen, legt der Medikamentenhersteller gerade eine klinische Studie der Phase Il auf
(CONCERTO-Studie), in der die Wirkung von Laquinimod in zwei erhéhten Dosen (0,6 mg und
1,2 mg taglich) bei 1800 Patienten mit schubhaft verlaufender MS liber 24 Monate untersucht

werden soll.
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4.2.1 Laquinimod verdandert die Chemokinproduktion der DCs
DCs nehmen innerhalb der professionellen antigen-prasentierenden Zellen nicht nur die
zentrale Stellung ein, sondern sind auch im Prozess der T-Zelldifferenzierung und Induktion
von Toleranz die Hauptakteure. Ferner sind DCs eine wichtige Quelle von Chemokinen
(McColl, 2002). Die hier durchgefiihrten Experimente zeigten, dass Lagquinimod-behandelte
BMDC weniger MIP-1a produzierten und sezernierten. Ebenso verminderte Laquinimod die
Produktion von MIP-1a, MIP-1B und MIG bei MDDC, nach Stimulation mit LPS, signifikant.
Aullerdem konnte eine verminderte Sekretion der Chemokine MIP-1a und MIP-1B durch
konventionelle CD1c* DCs, die aus Laquinimod-behandelten Patienten isoliert und mit LPS
stimuliert worden waren, gezeigt werden. Bemerkenswerterweise konnte festgestellt
werden, dass bereits auf mMRNA-Ebene eine Regulation durch Laquinimod stattfindet. Dies legt
nahe, dass Laquinimod bereits die Transkription der DNA beeinflusst, was auf einen Einfluss
auf den wichtigen NF-kB Signaltransduktionsweg hindeutet. MIP-1a und MIP-1B sind
malgeblich an der Rekrutierung von Leukozyten zu Entziindungsherden beteiligt (Oppenheim
et al., 1991). AuRerdem scheint ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg der
Chemokinexpression im ZNS und neurologischer Dysfunktion zu bestehen, wie bereits von
verschiedenen Arbeitsgruppen veroffentlicht (Glabinski, Tuohy, & Ransohoff, 1998).
Verschiedene Gruppen fanden bei Untersuchung des Chemokinmillieus in und um MS-
Lasionen im Gehirn die Chemokine MIP-1a, MIP-1B erhoht, besonders in perivaskuldren Zellen
(Berman, Guida, Warren, Amat, & Brosnan, 1996; McManus et al., 1998; Simpson et al., 1998).
Diese erhohte Chemokinproduktion konnte ihre Ursache darin haben, dass DC besonders um
die GefalRe herum lokalisiert sind (Prodinger et al., 2011) und als einschldgige Quelle von
Chemokinen bei der EAE und in der MS fungieren konnten. Durch Versuche mit
neutralisierenden Antikorpern gegen MIP-1a konnte dessen besondere Rolle im
Krankheitsverlauf gezeigt werden. Der Einsatz von anti-MIP-1a Antikérpern in der EAE
verhinderte vollkommen die Entwicklung der Krankheit und unterband ebenso die

Einwanderung von mononukledren Zellen ins ZNS (Karpus et al., 1995; Manczak et al., 2002).

Interessanterweise wurde auf PBMCs von gesunden Spendern, nach einer Behandlung mit
Laquinimod, eine reduzierte Expression des MIP-1a Rezeptors CCR1 nachgewiesen (Gurevich
et al.,, 2010). Dies wirde die Hemmung des MIP-1a-CCR1 Signaltransduktionswegs durch
Laquinimod weiter verstarken. Diese reduzierte Expression des CCR1 kdnnte Laquinimod-

induziert sein, da die von DCs produzierten Chemokine nicht nur eine Rolle bei der
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Rekrutierung von anderen Immunzelltypen haben, sondern auch eine autokrine Funktion
haben kénnten. Es konnte in diesem Zusammenhang bereits gezeigt werden, dass DCs ihre
eigenen Rezeptoren triggern und herunterregulieren konnen (Sallusto et al., 1999). Durch die
hier durchgefiihrten Experimente konnte die funktionelle Relevanz erniedrigter
Chemokinsekretion bei der Chemoattraktion von Monozyten gezeigt werden, was als
essentieller Schritt in der Pathogenese der EAE angesehen wird (Ajami, Bennett, Krieger,
McNagny, & Rossi, 2011). Bemerkenswert ist auch, dass im ZNS von Madausen, die mit
suboptimalen Dosen von Laquinimod behandelt wurden (0.75 mg/kg), die Zahl der
Makrophagen im Gehirn reduziert war (Thone et al., 2012). Subsummiert man all diese
Ergebnisse, so konnte die erniedrigte Sekretion von Chemokinen durch Laquinimod-

behandelte DCs die Ursache fiir die verminderte Rekrutierung von Immunzellen ins ZNS sein.

4.2.2 Laquinimod verdndert die Zahlenverhiltnisse der DC-Subsets
DCs zeichnen sich durch ihre Vielfalt aus. So existieren verschiedene Untergruppen mit
unterschiedlichen Funktionen. Traditionell werden DCs nach den auf ihrer Oberflache
exprimierten Molekillen klassifiziert. So koénnen murine DCs aus der Milz durch
unterschiedliche Expression der Oberflaichenmolekiile CD4 und CD8 unterschieden werden
(Vremec, Pooley, Hochrein, Wu, & Shortman, 2000). Laquinimod kann die Expression der
Oberflachenmolekile beeinflussen, wie es die Gruppe um Schulze-Topphoff (2012) bei der
Minimierung der CD4* DCs in der Milz nachgewiesen hat. Diese Ergebnisse konnten mit den
in Kooperation mit der Hautklinik durchgefiihrten durchflusszytometrischen Experimenten
bestatigt werden. Dieser Effekt konnte auch fiir Paquinimod, ebenso wie Laquinimod ein
Chinolon-3-Carboxamid-Derivat, gezeigt werden (Stenstrom, Anderson, Eroukhmanoff,
Leanderson, & lvars, 2010). Dieses wird im Moment in der klinischen Erprobungsphase fiir die
Behandlung von Systemischem Lupus erythematodes eingesetzt. Die Reduktion der CD4-
Expression auf milzstammigen DCs durch Laquinimod ist nicht die einzige Verdnderung, die
beobachtet werden kann. Auf konventionellen CD8* DCs konnte auch eine signifikante
Reduktion der CD8-Expression auf der Oberfliche beobachtet werden. Dies muss nicht
zwingend im Differenzierungsprozess der DCs stattgefunden haben. In einem Modell der
viralen Antigeninjektion konnte gezeigt werden, dass die Expression von CD4 und CD8 nicht
statisch ist, sondern sich auch nach der Antigenfreisetzung noch andern kann (Moron, Rueda,
Casal, & Leclerc, 2002). AuBerdem wird angenommen, dass die CD8-Expression und die I1L-12-

Sekretion korrelieren (Hochrein et al., 2001), was teilweise erkldren konnte, warum DCs unter
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Laquinimod-Behandlung eine geringere Fahigkeit zur Initiilerung einer Tyl-Immunantwort
besitzen, da IL-12 das Hauptzytokin fir eine Thl-Antwort ist (Trinchieri, 1998). Unterstitzt
wird diese Annahme dadurch, dass bei der intrazellularen Farbung von 1L-12/1L-23p40 in
milzstammigen CD11c* DCs aus Laquinimod-behandelten Mausen eine Reduktion beobachtet

werden konnte (Schulze-Topphoff et al., 2012).

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Experimente war es moglich, konventionelle CD1c* DCs
aus humanen PBMCs zu isolieren. Dabei konnte eine signifikante Reduktion konventioneller
CD1c* DCs innerhalb der PBMCs von Laquinimod-behandelten Patienten zu unbehandelten
Patienten und gesunden Probanden gezeigt werden. Eine aktuelle Studie zeigte
phanotypische und funktionelle Gemeinsamkeiten in der Zytokinsekretion und der Induktion
von allogenen CD4* T-Zellantworten zwischen humanen DC Subsets im Blut und in der Milz
(Mittag et al., 2011), die unter Umstanden Pendants zu den milzstammigen DCs der Maus sein
konnten (Mittag et al., 2011; Robbins et al., 2008). Fiir die hier durchgefiihrten Experimente
wird angenommen, dass die humanen CD1c* konventionellen DCs ein Aquivalent zu den
murinen CD8 CD11b* milzstammigen DCs sind. Diese Annahme lasst den Schluss zu, dass die
Haupteffekte von Laquinimod auf murine milzstammige DC Subsets auf die Situation in

Patienten Gbertragen werden kénnten.

In Laquinimod-behandelten Patienten konnte auf konventionellen DCs eine signifikante
Reduktion von CD1c nachgewiesen werden. Da das CD1c-Molekil auf dem Hauptsubset
konventioneller DCs im menschlichen Blut exprimiert wird, welches eine Tyl-polarisierte T-
Zellantwort induziert (Dzionek et al.,, 2000), konnte Laquinimod hier eine
immunmodulatorische Wirkung haben, indem naive T-Zellen weniger zu Tul-Zellen
differenzieren. Das CDl1c-Molekil gehort zu einer Proteinfamilie, die Lipidantigene
prasentieren (Skold & Behar, 2005). Obwohl urspriinglich angenommen wurde, dass
Myelinproteine die Immunantwort im Verlauf der MS auslésen, zeigten neuere Daten, dass
auch Lipidantigene potentielle Verursacher der Immunantwort sein konnten (Kanter et al.,

2006).

Laquinimod veranderte weiterhin die Expression des Oberflaichenmolekiils CD86 auf
konventionellen DCs durch Laquinimod in vivo in Madusen und MS-Patienten. Die MFI von
CD86 war sowohl in murinen milzstammigen DCs als auch in humanen CD1c* DCs aus dem

peripheren Blut erh6ht. Ein dhnlicher Effekt konnte auch bei Monozyten in Laquinimod-
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behandelten Mausen gezeigt werden (Thone et al., 2012). CD86 steht im Zusammenhang mit
Th2-Immunantworten (Kuchroo et al., 1995; Weber et al., 2007) und der Induktion von oraler
Toleranz unter geringen Dosen in der EAE (Liu, Ferguson, Cooper, Grady, & Willis, 1999),
wohingegen CD40 und CD80 als kostimulatorische Molekiile in der Tul-Antwort involviert
sind. Demgemal wurde ein Zusammenhang zwischen der Hochregulation von CD86 auf ,,semi-
maturen” DCs und der Induktion von Toleranz beschrieben (Lutz & Schuler, 2002). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass Ostriol, ein Schwangerschaftshormon mit therapeutischem
Effekt in der Behandlung von MS (Sicotte et al., 2002), die Expression von CD86 auf
konventionellen DCs hochreguliert, was vor der Entwicklung einer EAE schiitzt und somit
ebenfalls Toleranz induziert (Papenfuss et al., 2011). Aus der Beobachtung, dass Laquinimod
in Patienten konventionelle CD1c* DCs mit hochregulierter CD86-Expression hervorruft, lieRe
sich schlieBen, dass die Wirkung von Laquinimod durch die Induktion von semi-maturen
tolerogenen DCs, deren Entwicklung in diesem Stadium arretiert ist, vermittelt wird. In vitro
war allerdings eine erniedrigte Expression von CD86 nach der Stimulation von MDDCs mit LPS
unter Behandlung mit Laquinimod nachweisbar. Dieses gegenlaufige Ergebnis kénnte dadurch
erklart werden, dass die Veranderung der Expression von CD86 von den Maturierungsstimuli
abhangig ist. So kdnnten unterschiedliche Stimuli zum einen zu semi-maturen tolerogenen
DCs oder zum anderen zu maturen immunogenen DCs flihren. Daraus ware zu folgern, dass
Laquinimod in MS-Patienten einen semi-maturen DC-Phanotyp mit erhéhter CD86-Expression
hervorbringt, die allerdings in ihrer Differenzierung so blockiert sind, dass sie sich nach einem
Stimulus mit LPS nicht zu maturen immunogenen DCs entwickeln kénnen. Die verringerte
Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen von konventionellen DCs nach der Stimulation
durch LPS konnte diese Erkldarung unterstiitzen. Allerdings kann mit den hier durchgefiihrten
Experimenten nicht ausgeschlossen werden, dass die Modulation der CD86-Expression durch
Laquinimod zwischen den verschiedenen Untergruppen konventioneller DCs, die in vivo und

in vitro untersucht wurden, unterschiedlich ist.

4.2.3 Laquinimod wirkt auf DCs durch die Verinderung des NF-«kB
Signaltransduktionswegs

Die nichstliegende Ursache fiir die beobachteten Anderungen in DCs kdnnte die Hemmung

des NF-kB Signaltransduktionswegs sein, weil die molekularen Komponenten dieses

Signaltransduktionswegs [Rel A, Rel B, c-Rel, p50 (NF-kB1) und p52 (NF-kB2)] stark exprimiert

werden und im Zellkern der DCs akkumulieren (Granelli-Piperno, Pope, Inaba, & Steinman,
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1995; Neumann et al., 2000). Hinzu kommt, dass IkBa und IkBe wahrend der Reifung von DCs
ebenfalls hochreguliert sind (Neumann et al., 2000). Die Reifung von DCs zu maturen DCs kann
durch verschiedene Stimuli initiiert werden, die zur Aktivierung unterschiedlicher NF-kB
Untereinheiten fiihren (S. Hofer et al., 2001). Die durchgefiihrten Experimente konnten
zeigen, dass der kanonische NF-kB Signaltransduktionsweg im murinen System durch
Laquinimod beeintrachtigt wird (vgl. Abb. 12). Dies deckt sich mit den hier erzielten
Ergebnissen der veranderten Chemokin- und Zytokinsekretion der DCs, da die
Transkriptionsfaktoren des NF-kB Weges die Expression verschiedener immunogener und
inflammatorischer Gene beeinflussen. Darunter fallen auch Gene zur Produktion von
Interleukinen und Chemokinen. Die Hemmung der Translokation des Transkriptionsfaktors
NF-kB in den Zellkern verhindert die weitere Reifung der DCs. Dadurch unterbleibt die
Induktion einer T-Zelldifferenzierung (Rescigno, Martino, Sutherland, Gold, & Ricciardi-
Castagnoli, 1998; Tas et al., 2005). Bemerkenswert ist, dass bereits die 24-stiindige
Behandlung von PBMCs aus unbehandelten MS-Patienten und gesunden Spendern mit
Laquinimod in vitro zu einer veranderten Expression von Faktoren des NF-kB
Signaltransduktionswegs fihrt (Gurevich et al., 2010). Vor allem waren ein NF-kB Inhibitor
(NF-kBIE) Uberexprimiert und das in die Ubiquitinylierung von NF- kBIE involvierte Protein
BTRC supprimiert. NF-kBIE inaktiviert NF-kB und verhindert dessen Translokation in den
Zellkern. Weitere Untersuchungen zeigten, dass viele Gene, die vom Transkriptionsfaktor NF-
kB abhadngig sind, unter Laquinimod-Behandlung herunterreguliert waren. Dies betraf CXCL9,
LY9 und ICAM-1 (Gurevich et al., 2010). ICAM-1 ist ein Adhadsionsmolekiil, das im Zuge der
Reifung von DCs hochreguliert (Grauer et al., 2002) und auch von spinal perivaskularen
Makrophagen wahrend der EAE stark exprimiert wird (Hofmann et al., 2002). ICAM-1 bindet
an LFA-1 und Mac-1 und kdnnte daher sowohl an der Aktivierung als auch der Extravasation

von Leukozyten beteiligt sein (Samoilova, Horton, & Chen, 1998).

Ein Einfluss von Laquinimod auf den NF-kB Signaltransduktionsweg wurde in einer aktuellen

Studie auch in Bezug auf murine Astrozyten nachgewiesen (Bruck et al., 2012).

Der NF-kB Signaltransduktionsweg kann von LPS und IL-1B aktiviert werden, indem sie an ihren
jeweiligen Rezeptor TLR4, bzw. IL-1R1 binden. In den hier durchgefiihrten Versuchen konnte
eine Erhohung der Genexpression von IL-1R2 durch Laquinimod in BMDC nachgewiesen

werden, unabhangig davon, ob die Zellen immatur waren oder durch LPS maturiert wurden.
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Im Gegensatz dazu blieb die Expression von IL-1R1 unter Laquinimod-Behandlung
unverandert. IL-1R2 bindet IL-1B, zieht jedoch keine Signaltransduktionskaskade nach sich.
Dadurch verhindert IL-1R2 eine Entzliindungsreaktion (Dinarello, 2011). Der Rezeptor IL-1R2
wurde bereits in Bezug auf die Wirkung von Glucocorticoiden und deren anti-

inflammatorischen Effekt in klinischen Studien betrachtet (Vambutas et al., 2009).

4.2.4 Laquinimod verringert die Stimulation von T-Zellen durch DCs
Eine reduzierte Anzahl von T-Zellen im ZNS kénnte aus einer verringerten T-Zellaktivierung
und Proliferation resultieren. In den hier durchgefiihrten Experimenten konnte gezeigt
werden, dass bei der gemeinsamen Kultivierung von humanen T-Zellen und Laquinimod-
behandelten, maturen MDDCs in vitro die T-Zellproliferation signifikant reduziert war. Es kann
angenommen werden, dass Laquinimod die stimulatorische Kapazitat von DCs auf T-Zellen
verringert. Diese Stimulation ist unabdingbar fiir das Uberleben enzephalitogener T-Zellen

wahrend der Effektorphase der Immunantwort (Greter et al., 2005).

Die von DCs sezernierten Zytokine sind die Hauptbotenstoffe, die liber die Aktivierung und
Differenzierung von T-Zellen entscheiden. Die in vitro Behandlung von maturen murinen
BMDCs und maturen humanen MDDCs mit Laquinimod, reduzierte die Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1B signifikant. Erwdhnenswert ist, dass ein
ahnliches Ergebnis bei CD1c* konventionellen DCs aus dem Blut von Laquinimod-behandelten
MS-Patienten gefunden wurde. Diese Zytokine sollen fiir den Gewebeschaden im ZNS
wahrend der EAE verantwortlich sein (Centonze et al., 2009; Rossi et al., 2010). IL-1pB ist im
Menschen fir die Differenzierung von T-Zellen in Ty17-Zellen notwendig (Hebel et al., 2011).
In der Maus wirkt es synergistisch mit IL-6 und I[L-23 bei der Induktion von Tn17-
Immunantworten zusammen (Chung et al., 2009). TNF-a (ibt neben seinem direkt toxischen
Effekt einen entziindungserhaltenden Effekt aus, indem es Immunzellen zum Ort der
Entziindung rekrutiert (Skarica et al., 2009). Es darf nicht unerwahnt bleiben, dass das
regulatorisch wirkende Zytokin IL-10 in humanen, Laquinimod-behandelten DCs reduziert
war. Flr das regulatorische Potenzial von IL-10 ist allerdings das Verhaltnis von IL-10 zu IL-12
malgeblich (Saraiva et al., 2009), welches in den hier durchgefiihrten Experimenten scheinbar
keine regulatorische Wirkung nach sich gezogen hat. Den hier dargestellten Ergebnissen
entsprechend wurde eine verringerte IL-10 Produktion durch Splenozyten in MOG-

immunisierten Mausen unter Laquinimod-Behandlung beschrieben (Wegner et al., 2010).
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Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die Differenzierung von T-Zellen durch die
Behandlung mit Laquinimod verandert wurde. So wurde eine Reduktion von Tnl-Zellen
(definiert als IFN-y produzierende Zellen) und Tw17-Zellen (definiert als IL-17 produzierende
Zellen) nachgewiesen. Dieses Ergebnis bestatigt frihere Veroffentlichungen (Wegner et al.,
2010; Yang et al., 2004; Zou et al., 2002). Auf dhnliche Weise beeintrachtigte Laquinimod auch
die Differenzierung von T-Zellen in humanen Kokulturexperimenten. Dabei wurden naive T-
Zellen durch allogene, Laquinimod-behandelte MDDC stimuliert, was zu einer verringerten
IFN-y Produktion durch die T-Zellen fiihrte. Daraus kann geschlossen werden, dass die
Behandlung von maturen MDDCs mit Laquinimod deren Tul-polarisierende Fahigkeit
beeintrachtigt. Allerdings beruht die stimulatorische Wirkung allogener DCs in diesem
experimentellen Layout auf mismatches unterschiedlicher humaner Leukozyten-
Antigenklassen zwischen den unterschiedlichen Spendern der beiden Zelltypen. Daher musste
fir die Translation der Antigen-spezifischen Immunantwort von 2D2-T-Zellen in MOGs3s.ss
immunisierten, Laquinimod-behandelten Madusen auf das humane Modell ein anderes
Experimentdesign gefunden werden. Hierzu wurde ein MLR assay gewahlt, bei dem antigen-
spezifische humane T-Zellen von autologen MDDCs aktiviert wurden. Die Ergebnisse zeigten,
dass die Restimulation von autologen MBPsgs.go-spezifischen T-Zellen durch MBPss.99 gepulste,
Laquinimod-behandelte MDDCs zu einer veranderten T-Zellaktivierung mit einer reduzierten
IFN-y und TNF-a Produktion fiihrte. Diese Ergebnisse bestdtigen kirzlich veréffentlichte
Daten, die von einer Beeintrachtigung der Antigenprasentation von DCs und Monozyten unter
Laquinimod-Behandlung berichten (Schulze-Topphoff et al., 2012; Thone et al., 2012). Als
mogliche Erklarung fir diese veranderte T-Zelldifferenzierung konnte in den hier
durchgefiihrten Experimenten eine verminderte Genexpression des Zelladhasionsmolekiils
ICAM-1 auf maturen, Laquinimod-behandelten DCs nachgewiesen werden. Tatsachlich spielt
ICAM-1 eine zentrale Rolle bei der Ausbildung der immunologischen Synapse beim Kontakt
zwischen APC und T-Zelle im Kontakt mit LFA-1, wodurch die Immunantwort verstarkt wird

(Grakoui et al., 1999; Monks, Freiberg, Kupfer, Sciaky, & Kupfer, 1998).

Dadurch konnte gezeigt werden, dass Laquinimod die DCs sowohl in vitro als auch in vivo in
ihrer Funktion beeintrachtigt. Den hier erhobenen Daten zufolge, scheint Laquinimod dabei
den NF-kB Signaltransduktionsweg zu verandern, was zu veranderten T-Zellantworten fihrt.
Eine vergleichbar starke Verminderung der Polarisierungsfahigkeit humaner MDDC zu einer

Tul-Immunantwort wurde kirzlich fur Fingolimod (Muller et al.,, 2005) und Fumarat
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(Ghoreschi et al., 2011) gezeigt. Fir Copaxone konnte eine modulierende Wirkung sowohl auf
DCs als auch auf Monozyten gezeigt werden (Weber et al., 2007; Weber et al., 2004). Zu
Daclizumab, einem humanisierten monoklonalen Antikorper gegen CD25, konnte vor einiger
Zeit eine Wirkung auf mature DCs nachgewiesen werden, die moglicherweise die Aktivierung

von antigenspezifischen T-Zellen durch die behandelten DCs hemmt (Wuest et al., 2011).
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