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1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit werden 3 unterschiedliche neuartige Wirkstoffkandidaten in Bezug
auf ihre direkte oder indirekte Wirkungsweise untersucht. Dabei liegt der Fokus der

Untersuchungen vor allem auf den immunrelevanten Wirkungen der Testsubstanzen.

Im 1. Teil der Arbeit wird der Naturstoff Phytol fur die Therapie der Multiplen Sklerose (MS) im
murinen Modell erprobt. Dabei sollen die Wirkung sowie der Mechanismus untersucht werden.
Der Fokus liegt dabei speziell auf der Immunregulation sowie der Rolle der NADPH-Oxidase 2
(NOX2). In diesem Teil der Arbeit spielt das direkte Potential fur die mogliche Therapie der MS
eine entscheidende Rolle. Aus diesem Grund werden in der folgenden Einleitung die

Charakteristika der MS im Detail dargelegt.

Im 2. Teil der Arbeit werden die allgemeinen Mdglichkeiten der Immunmodulation durch 2
weitere neuartige Wirkstoffkandidaten analysiert. Der Naturstoff Silvestrol zeigt eine antivirale
Wirkungsweise und ist fur die Therapie zahlreicher viraler Infekte in der Entwicklung. Die
Steroid Substanz 1o wird fur die Therapie von Malaria erprobt und verfugt Gber eine anti-
parasitare Wirkung. Unabhangig vom direkten Anwendungsgebiet der Wirkstoffe soll
untersucht werden, welchen Einfluss die Wirkstoffe auf humane Makrophagen und
Dendritische Zellen wéhrend der Differenzierung und Aktivierung haben. Da die direkten
Anwendungsgebiete im 2. Teil der Arbeit von untergeordneter Rolle sind, werden diese nur

kurz behandelt und dafur die allgemeinen Aspekte der Immunmodulation fokussiert.

1.1 Potential des Naturstoffs Phytol fiir die Therapie der Multiplen Sklerose

1.1.1 Multiple Sklerose

1.1.1.1 Merkmale, Verlauf und Atiologie

MS gehort zu der Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen des zentralen
Nervensystems (ZNS) und ist durch einen chronisch-entziindlichen Verlauf charakterisiert.
Weltweit leiden mit steigender Tendenz ca. 2,5 Millionen Menschen an MS. In Deutschland
sind ca. 122.000 Menschen betroffen (Compston and Coles, 2008). Besonders das fur
neurodegenerative Erkrankungen junge Alter der Patienten bei einem Krankheitsbeginn von
20 bis 40 Jahren (Kamm et al., 2014) stellt eine groRe Belastung fir die Betroffenen sowie fr
das Gesundheitssystem dar. Da Frauen etwa 3- bis 4-fach haufiger betroffen sind als Manner
kann MS zur Gruppe der Erkrankungen mit Gynakotropie gezahlt werden (Voskuhl, 2011,
Cruz-Orengo et al., 2014).



Kernelemente der Erkrankung sind die Demyelinisierung, der Axonverlust und die neuronale
Degeneration welche durch die Inflammation im ZNS hervorgerufen werden. Die Inflammation
wird wiederrum durch autoreaktive T-Zellen hervorgerufen, welche aus der Peripherie Uber die
Blut-Hirn-Schranke (BHS) in das ZNS einwandern und dort zur Bildung von
Entziindungsherden betragen (Frischer et al., 2009, Dendrou et al., 2015). Die Lokalisation
der Entzindung und die damit einhergehende Neurodegeneration innerhalb des ZNS
beeinflusst die von den Patienten entwickelten Symptome und sorgen fir ein breites Spektrum
an klinischen Merkmalen. Typisch sind kognitive Stérungen, L&hmungen, Taubheit, Krampfe,
Erblindung, Harndrang oder —retention sowie starke psychische Belastung bis hin zur
Depression (Milo and Kahana, 2010, Thompson et al., 2010). Die Ausbildung dieser sehr
heterogenen Symptome ist neben den individuellen Bedingungen abhéngig von der jeweiligen
Verlaufsform der Erkrankung. Man unterscheidet zwischen dem klinisch isolierten Syndrom
(,clinically isolated syndrom®, CIS), einer schubférmig remittierenden (,relapse remitting®,
RRMS), einer primar progredienten (PPMS) und einer sekundar progredienten (SPMS)
Verlaufsform der MS. Beim CIS zeigen sich erstmalig Anzeichen der Krankheit, ohne dass
vorher Hinweise auf eine Demyelinisierung vorliegen. Die korrekte Interpretation dieses CIS
ist besonders wichtig flr eine friihzeitige Diagnose und einen zeitnahen Therapiebeginn. Die
am haufigsten vorkommende Form der MS ist die der RRMS. Diese ist durch
Krankheitsschiibe charakterisiert, die zum schlagartigen Auftreten klinischer Symptome
fuhren. Diese Symptome klingen nach dem Schub, welcher einige Tage bis wenige Wochen
andauern kann, wieder ab und es kommt zu einer sogenannten Remission. Die Starke der
Schibe sowie die Vollstandigkeit der Remission unterscheidet sich dabei bei jedem Patienten
und ist abhangig von dem Status der Inflammation im ZNS. Diese Form der MS wird bei ca.
85 % der Patienten diagnostiziert. Beim Fortschreiten der Erkrankung kommt es bei 50 % der
Patienten nach 10 Jahren bzw. 90 % der Patienten nach 25 Jahren zu einem Ubergang in die
Verlaufsform der SPMS. Diese ist durch eine unvollstandige Remissionsphase
gekennzeichnet. Folglich kommt es zu einer zunehmenden Auspragung der Behinderungen
bei gleichzeitig abnehmendem Hirnvolumen und voranschreitender Schadigung der Axone.
Eine deutlich seltenere Verlaufsform stellt die PPMS da. Diese betrifft etwa 10-15 % aller
Patienten und ist durch das Ausbleiben von Schub- und Remissionsphasen gekennzeichnet.
Hierbei kommt es zu einem stetigen Voranschreiten der Erkrankung und einer kontinuierlichen
Verschlechterung der Symptome (Lublin et al., 2014, Milo and Miller, 2014, Przybek et al.,
2015).
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Abbildung 1: Verlaufsformen der Multiplen Sklerose. Zu unterscheiden sind die Formen der schubférmig
remittierenden MS (RRMS), der sekundar progredienten MS (SPMS) und der primar progredienten MS
(PPMS). Abbildung modifiziert nach (Dendrou et al., 2015).

Die Ursachen fir die Entstehung der MS sind vielschichtig, zum Teil kontrovers diskutiert und
noch nicht vollstandig geklart. Jedoch scheint das Zusammenspiel aus genetischer Praposition
und Umweltfaktoren eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Krankheit zu spielen.
Bei MS handelt es sich nicht um keine klassische Erbkrankheit (Patsopoulos, 2018), dennoch
ist das Risiko zu erkranken fur Verwandte ersten Grades um den Faktor 10 bis 12 sowie bei
Verwandten 2. Grades um den Faktor 3 erhdht (Carton et al., 1997). Bis zu 100 verschiedene
Genloci werden mit der MS in Zusammenhang gebracht, jedoch scheint speziell die Region
des, fur das Immunsystem aufRRerst wichtige, Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) eine
entscheidende Rolle zu spielen. So wurde ein 3-fach erhéhtes Krankheitsrisiko fiir Personen
mit Mutationen im humanen Leukozyten-Antigen-DRB1 (HLA-DRB1) Allel beschrieben
(Gregersen et al.,, 2006, Hauser et al., 2013, Lill, 2014). Doch auch weitere, mit dem
Immunsystem assoziierte, Genmutationen sind mit einem erhohten Krankheitsrisiko
verbunden, wie zum Beispiel Gene der a-Kette von Rezeptoren fur Interleukin (IL)-2 sowie
IL-7. Neben klassischen Genmutationen werden auch epigenetische Faktoren wie DNA-
Methylierungsmuster, Histon-Modifikation sowie posttranskriptionelle Wirkmechanismen im
Kontext der MS untersucht (Zhou et al., 2014).



Des Weiteren spielen Umweltfaktoren eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und
Manifestation der Erkrankung. Aufféllig ist ein um 20-fach erh6htes Krankheitsrisiko in den
Industrienationen im Vergleich zu Entwicklungslandern (Milo and Miller, 2014). Bei der
Risikobestimmung scheint das Alter eine entscheidende Rolle zu spielen: Bei einer Migration
in ein anderes Land wird das dortige Risiko angenommen solang der Wechsel vor dem Ende
der Pubertét stattfindet. Bei einem spéteren Wechsel bleibt das Risiko des Ursprungslands
bestehen (Elian et al., 1990, Kamm et al., 2014). Abseits des Wohlstands in einem Land
scheint die geographische Lage eine weitere Rolle zu spielen. Mit steigender Entfernung vom
Aquator scheint auch das Risiko der MS-Erkrankung anzusteigen. Dies ist durch eine
reduzierte Sonnenlichteinstrahlung und mit einem damit einhergehenden Mangel an
Vitamin-D3s begrindbar. Fir die Bildung von Vitamin-Ds in der Haut ist eine ausreichende
Sonnenlichtexposition essentiell und ein Mangel an Vitamin-Ds wird in Zusammenhang mit
einem erhdhten Risiko gebracht. Daflr spricht, dass nordliche Lander wie Kanada, Schweden,
Norwegen und Finnland eine stark erhdhte MS-Pravalenz aufweisen (Ascherio and Munger,
2016, Grytten et al., 2016). Des Weiteren gibt es Hinweise auf einen positiven Einfluss von
Vitamin-Ds reicher Erndhrung auf den Verlauf der MS (Hoglund and Maghazachi, 2014).
Generell reduzieren auch klassische Faktoren wie ausreichende sportliche Betatigung und

eine ausgewogene Ernahrung das Risiko einer Erkrankung (Milo and Kahana, 2010).

Im Kontext mit Autoimmunerkrankungen werden haufig auch virale Infektionen als Kofaktoren
diskutiert. Beispielsweise korreliert ein hoher Titer an Eppstein-Bar-Virus (EBV)-spezifischen
Antikorpern mit einem erhéhten MS-Risiko (Belbasis et al., 2015). Dieser Befund wird durch
die Hypothese gestitzt, dass es im Zuge einer EBV-Infektion zu einer fehlgeleiteten
Aktivierung von B-Zellen, welche zuvor in Kontakt mit dem EBV waren, innerhalb des ZNS
kommen kann. Dadurch sollen die B-Zellen virale Proteine exprimieren, welche wiederrum von
effektorischen T-Zellen als Pathogen erkannt werden und zu einer Aktivierung dieser fuhrt
(Dendrou et al.,, 2015). Dazu kommt, dass Proteine des EBV einige Ahnlichkeiten mit
Bestandteilen der Myelinschicht aufweisen und somit die Wahrscheinlichkeit einer falschlichen
Autoimmunitat erhéht wird (Mameli et al., 2014). Der mdgliche Zusammenhang aus viralen
Infektionen und Ausbruch der MS wird als Infektionshypothese bezeichnet. Da es sich bisher
hierbei um eine nicht ausreichend gestiitzte Hypothese handelt und es fir eine Etablierung
der Erkrankung multipler Faktoren bedarf, wird die Mdglichkeit eine Ansteckung mit MS

dennoch nicht in Betracht gezogen (Marrodan et al., 2019).



1.1.1.2 Therapieoptionen

Bisher besteht keine Moglichkeit fur eine tatsé&chliche Heilung der Erkrankung, dennoch
existieren zahlreiche Medikamente zur Behandlung der MS. Ziel der Therapie ist es die
Lebensqualitat der betroffenen Patienten bestméglich zu erhalten. Dafiir soll die Progression
der Krankheit verlangsamt und die individuell auftretenden Symptome spezifisch behandelt
werden. Die Art der Behandlung wird dabei in 3 unterschiedliche Formen untergliedert: Die
Basistherapie zur Modulation des Immunsystems, die Behandlung bei akuten Schiiben sowie
malf3geschneiderte symptomatische Therapien (Murray, 2006, Rubin, 2013).

Ziel der Basistherapie ist die Reduktion der Schubfrequenz sowie die Bewahrung der ZNS-
Funktionalitat. Inzwischen stehen dafiir zahlreiche Praparate zur Verfigung. Die individuell
gewahlte Behandlung ist dabei abhéngig von der Verlaufsform, dem Schweregrad der
gezeigten klinischen Symptome sowie mdglichen Kontraindikationen. Folgende Praparate

stehen Ublicherweise zur Auswahl:

- Beta-Interferone (IFN-B 1a, IFN-B 1b — bei moderater RRMS bzw. IFN-B 1a bei PPMS
mit Schiben)

Diese Wirkstoffe gehoren zu den altesten und am besten beschriebenen Wirkstoffen
fur die Behandlung der MS. Beta-Interferone sind Teil des angeborenen
Immunsystems und dienen dort als kérpereigene Botenstoffe. Bei der Verwendung als
Therapeutikum werden diese Ublicherweise unter die Haut oder in den Muskel
appliziert. Dadurch wird die Infiltration des ZNS durch autoreaktive T-Zellen verringert
und es kommt zu einer abgeschwachten Inflammation innerhalb dessen. Typische
Nebenwirkungen sind allerdings Grippe-ahnliche Symptome, Entziindungen an den
Injektionsstellen sowie mogliche Leberschéden. Des Weiteren kann es zur Bildung von
neutralisierenden Antikorpern kommen welche den Therapieerfolg verschlechtern

(Murdoch and Lyseng-Williamson, 2005, Sanford and Lyseng-Williamson, 2011).

- Ocrelizumab (aktive RRMS, friihe PPMS)

Dieser humanisierte Antikorper richtet sich gegen das CD20-Epitop auf B-Zellen. Die
Bindung von Ocrelizumab an CD20 fuhrt Uber 3 bekannte Mechanismen zur
B-Zell-Depletion: Zum einen durch die Induktion von Apoptose, durch Antikorper-
abhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt sowie durch komplementabh&ngige Zytolyse.
Die daraus resultierende immunsuppressive Wirkung sorgt fir eine Reduktion der
klinischen Symptome sowie der Schubfrequenz (Sorensen and Blinkenberg, 2016). In

Phase-1ll Studien konnte Ocrelizumab eine bessere Effektivitat als Interferone zeigen



(Hauser et al., 2017). Dabei kann es zu klassischen Nebenwirkungen der
Immunsuppression kommen: Grippe-ahnliche Symptome, geschwachte
Pathogenabwehr sowie Ubelkeit und ein zum Teil erhohtes Brustkrebsrisiko. In der
Européischen Union (EU) ist Ocrelizumab seit 2018 fiir die Behandlung der PPMS im
Frihstadium sowie der aktiven RRMS zugelassen.

Glatirameracetat (moderate RRMS)

Das synthetisch hergestellte Polypeptid Glatirameracetat wird aufgrund seiner
immunmodulatorischen Wirkung fur die Behandlung der RRMS verwendet. Es ist
zusammengesetzt aus den Aminosauren L-Alanin, L-Glutamin, L-Lysin und L-Tyrosin
und ahnelt in seinem Aufbau dem menschlichen Myelin. Der Wirkstoff wird in der Regel
unter die Haut appliziert und zeigt erst nach ca. 3 Monaten Effekte. Der
zugrundeliegende Mechanismus ist bisher nicht ausreichend geklart, jedoch wird
davon ausgegangen, dass durch die strukturelle Ahnlichkeit zum Myelinprotein das
Glatirameracetat die Immunantwort auf sich zieht und so das ZNS weniger stark von
der Autoimmunitat betroffen ist. Des Weiteren kommt es zu einer Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen T-Helfer-Zellen (Tw) 1- und Tu2-Zellen zugunsten der anti-
inflammatorischen Tu2-Zellen und somit zu einer verringerten Inflammation.
Nebenwirkungen beinhalten  Hautausschlag sowie Schmerzen an der
Applikationsstelle sowie Angst, Depression und Schwéchegefihl (Perumal et al., 2006,
Racke and Lovett-Racke, 2011).

Dimethylfumarat (DMF, moderate RRMS)

Das urspringlich fur die Psoriasis zugelassene Medikament wird seit 2014 auch fur die
Therapie der MS verwendet. Ein groRer Vorteil dabei ist die Moglichkeit der oralen
Darreichungsform. DMF aktiviert den Transkriptionsfaktor ,Nuclear Factor-Related
Factor 2 (Nrf2), welcher wiederrum zu einer verstarkten Transkription anti-
inflammatorischer sowie anti-oxidativer Gene fihrt (Gopal et al., 2017). Somit wird ein
zelleigener Mechanismus gegen oxidativen Stress aktiviert und verbessert die
Symptomatik der MS-Erkrankung. DMF ist bisher das einzige Medikament fiir die MS
welches Uber die Aktivierung des Nrf2-Signalwegs wirkt. Als Nebenwirkungen kdnnen
Hautrotungen, Hitzegefuhl sowie Verdauungsstérungen auftreten (Wakkee and Thio,
2007, Moharregh-Khiabani et al., 2009, Papadopoulou et al., 2010).



Fingolimod (aktive RRMS)

Der erste oral verfugbare Wirkstoff war Fingolimod, der seit 2011 fur die RRMS
zugelassen ist. Dabei handelt es sich um eine Nachbildung des Naturstoffs Myriocin
aus dem Pilz Isaria sinclairii. Dieser wirkt am Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor und hélt
dadurch die Lymphozyten in den peripheren Lymphknoten zuriick. Somit wird die
Anzahl der T-Zellen im Blut und die damit einhergehende Migration in das ZNS
reduziert und dadurch eine immunsuppressive Wirkung erzielt. Dadurch steigt jedoch
auch das Risiko fur Infektionskrankheiten (Brinkmann, 2009, Brinkmann et al., 2010,
Horga et al., 2010).

Natalizumab (aktive RRMS)

Dieser humanisierte monoklonale Immunglobulin G4 (IgG4) -Antikérper zielt auf die
a4-Untereinheit des ,Very Late Antigen-4“ (VLA-4) Integrin ab welches von T-Zellen
exprimiert wird. Das Adhasionsmolekiil VLA-4 ermdglicht u.a. die Uberwindung der
BHS. Durch die Gabe von Natalizumab wird die Infiltration von T-Zellen in das ZNS
verringert und die dortige Inflammation somit reduziert. Natalizumab wird als
Langzeitmedikament eingesetzt, wenn [-Interferone und Glatirameracetat keine
ausreichende Wirkung zeigen und darf nicht nach einer oder gleichzeitig mit einer
anderen immunsuppresiv wirkenden Substanzen gegeben werden. Durch die Gabe
von Natalizumab kann es zu einem erhdhten Risiko von Infektionserkrankungen sowie
zu Ubelkeit, Erbrechen und Kopfschmerzen kommen (Ransohoff, 2007, Horga and
Tintore, 2011, Pucci et al., 2011).

Alemtuzumab (aktive RRMS)

Dieser monoklonalen Antikorper ist das Oberflachenmolekil CD52 gerichtet, welches
primér auf B- und T-Zellen exprimiert wird. Alemtuzumab ist fur die Indikation der
RRMS in der EU und der USA zugelassen. Klinische Studien legten eine bessere
Wirkungsweise im Vergleich zu B-Interferonen nahe (Investigators et al., 2008).
Dennoch muss die Verabreichung von Alemtuzumab kritisch gesehen werden, da es
zu schweren Nebenwirkungen kommen kann. Neben leichten bis mittelschweren
Nebenwirkungen sind Félle von Panzytopenie, idiopathische thrombozytopenische
Purpura sowie Autoimmunreaktionen gegen die Schilddrise nach Gabe von
Alemtuzumab bekannt (Coles et al., 1999, Hartung et al., 2015).



- Teriflunomid (moderate RRMS)

Durch die Gabe von Teriflunomid werden sich schnell teilende Zellen, wie
Lymphozyten, durch die Hemmung der Pyrimidin-Synthese in den Mitochondrien im
Wachstum gehindert. Durch die reduzierte Anzahl an Immunzellen kommt es zu einer
Verringerung der Schubfrequenz und einer Verbesserung der Symptomatik. Neben der
Dihydroorotat-Dehydrogenase kommt es zusétzlich zur Hemmung des
Transkriptionsfaktors ,Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B cells"
(NF-kB) sowie von Tyrosinkinasen. Teriflunomid ist oral verfugbar und ist fur die
Therapie der RRMS zugelassen. Durch die Gabe kann es zu erhohten
Leberenzymwerten, Grippe, Durchfall und Haarausfall kommen (Gold and Wolinsky,
2011, Claussen and Korn, 2012).

Abseits der schubmodifizierenden Therapie gibt es verschiedene Behandlungsméglichkeiten
bei akuten MS-Schiben mit dem Ziel der bestmdglichen Einddmmung der akuten
Inflammation. Eine anti-inflammatorische, immunsuppressive und anti-6dematése Wirkung
wird durch die Gabe von Glucocorticoiden (Methylprednisolon, Triamcinolon) in hochdosierter
Form, oral oder intravends, erreicht (Miller et al., 2000). Des Weiteren besteht die Moglichkeit
einer Plasmapherese bei schlechtem Ansprechen auf die Glucocorticoidtherapie. Bei dieser
Methode werden Immunglobuline, welche gegen Bestandteile des ZNS gerichtet sind, aus

dem Blut der Patienten gefiltert um die Autoimmunitat wahrend akuten Schiben zu verringern.

Neben den direkt krankheitsmodifizierenden Therapieoptionen werden auch Symptome
individuell behandelt um die Lebensqualitat der Betroffenen bestmdglich zu verbessern. Die
dabei eingesetzten Malinahmen sind genauso vielfaltig wie die von den Patienten gezeigten
Symptome und schlieBen u.a. Physiotherapie, Schmerztherapie sowie psychologische

Behandlungen mit ein.

1.1.1.3 Pathomechanismus der Multiplen Sklerose

Der exakte Mechanismus der MS ist noch ungeklart, dennoch ist eine essenzielle Beteiligung
des Immunsystems am Verlauf der Erkrankung gesichert. Die ausgeldsten
Entzindungsprozesse, die Demyelinisierung und die damit einhergehende axonale
Schadigung sind Schliisselbestandteile der Erkrankung und verantwortlich fiir die auftretenden

klinischen Symptome (Noseworthy et al., 2000, Hemmer et al., 2002, Kieseier et al., 2005).

Als initialer Schritt des Pathomechanismus gilt die Aktivierung von T-Zellen durch Antigen-
prasentierende Zellen (APZ), wie Dendritische Zellen (DC), Makrophagen oder B-Zellen, in

der Peripherie (de Vos et al., 2002). Die aktivierten T-Zellen wandern anschlieRend Uber
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Lymphknoten und Lunge in das ZNS. Die aktivierten T-Zellen kénnen die BHS Uberwinden, in
das ZNS vordringen und dort Selbstantigene, wie das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
(MOG), welche durch Mikrogliazellen prasentiert werden, erkennen (Noseworthy et al., 2000).
Durch die Interaktion mit den Mikrogliazellen kommt es zu einer weiteren Aktivierung der
T-Zellen und zur erhohten Ausschittung von Zytokinen, wie Interferon-y (IFN-y),
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder IL-2, sowie Metalloproteasen (Frohman et al., 2006,
Neuhaus et al., 2006). Dies fuhrt zur Schadigung der BHS und geht mit einer zunehmenden
Integration von Immunzellen in das ZNS einher. Letztlich treibt all dies die Inflammation weiter
voran. Im Zuge der Entziindungsreaktion kommt es zur Aktivierung von ZNS-anséssigen
Zellen wie Mikrogliazellen und Astrozyten, welche gemeinsam mit den aus der Peripherie
rekrutierten Immunzellen, wie B-Zellen, Monozyten bzw. Makrophagen sowie Neutrophilen, an
der zunehmenden Schadigung der myelinhaltigen Markscheide sowie dem Verlust der
Oligodendrozyten innerhalb des Gehirns und des Riickenmarks beteiligt sind. Die lokalen
Entziindungsherde und die daraus folgende behinderte Signalweiterleitung an den Axonen
sorgt fir die von den Patienten gezeigten klinischen Symptome (Neuhaus et al.,, 2003).
Gleichzeitig werden jedoch auch gegenlaufige Mechanismen ausgeldst, welche die
Uberschiel3ende Immunantwort reduzieren und die Entziindung wieder auflésen. Dieser anti-
inflammatorische Prozess wird in der Regel zeitversetzt aktiviert und sorgt fir eine
Abschwéchung der Inflammation nach deren HOhepunkt. Die Bildung von anti-
inflammatorischen Immunzellen, wie M2-Makrophagen, regulatorischen T-Zellen (Twe) und
Tw2-Zellen, wird durch Zytokine wie IL-10, IL-4 sowie ,transforming growth factor-p* (TGF-3)
gefordert. Die Entzindungsauflosung kann vor allem in den friihen Krankheitsstadien eine
stuckweise Remyelinisierung der Axone auslésen und so die klinischen Symptome in der

Remissionsphase wieder reduzieren (Moalem et al., 1999, Dendrou et al., 2015).
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Abbildung 2: Pathomechanismus der Multiplen Sklerose. Autoreaktive T-Zellen Gberwinden nach der
Interaktion mit Antigen-prasentieren Zellen (APZ) in der Peripherie die Blut-Hirn-Schranke (BHS) und
infiltrieren das zentrale Nervensystem (ZNS). Dort kommt es erneut zur Interaktion mit APZ, welche
Bestandteile der Myelinschicht prasentieren. Durch die Reaktivierung der T-Zellen kommt es zur
Rekrutierung und Aktivierung von weiteren Immunzellen (Mikroglia, Makrophagen (M¢), Astrozyten,
B-Zellen, Neutrophile). Die Inflammation wird verstarkt, die Oligodendrozyten sterben ab, die
Myelinschicht wird geschéadigt und die Signalweiterleitung entlang der Axone eingeschrankt. Die
reduzierte Signalweiterleitung geht einher mit neuronalen Fehlfunktionen und dem Auftreten von
klinischen Symptomen. Abbildung modifiziert nach (Hartung et al., 2014).

1.1.1.4 Der Einfluss von T-Zellen & deren Zytokine

In der Entstehung und dem Voranschreiten der MS spielen vor allem die T-Zellen eine
Ubergeordnete Rolle. Dabei muss genauestens zwischen den unterschiedlichen
T-Zell-Subtypen unterschieden werden da sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Subtypen existieren. Wahrend pro-inflammatorische T-Zellen die Entstehung der
Entzindungsreaktion und die daraus resultierende Neurodegeneration vorantreiben, sind die
anti-inflammatorischen T-Zellen an der Auflésung der Inflammation beteiligt. Die Einteilung der
T-Zell-Subtypen erfolgt anhand der spezifischen Oberflachenmarkern sowie durch die priméar
sezernierten Zytokine. Die Differenzierung zu den unterschiedlichen Subtypen nimmt eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese zahlreicher Krankheiten, u.a. MS, ein. Deshalb ist

es wichtig die unterschiedlichen Subtypen zu charakterisieren und gezielt zu beeinflussen.

Die Familie der T-Zellen wird zunachst anhand der Oberflachenmarker CD4 sowie CD8
unterschieden. Dabei stellt die Gruppe der CD8*-T-Zellen die Untergruppe der zytotoxischen
T-Zellen, welche neben B-Zellen fir die humorale Immunabwehr des adaptiven

Immunsystems zusténdig sind, dar. T-Helfer-Zellen sind dagegen CD4* und sind flir die
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Regulation der adaptiven Immunitét zustandig. Diese werden weitergehend unter anderem in
Tul, T2, Tul7 und Ty untergliedert. Tul-Zellen sezernieren priméar pro-inflammatorische
Zytokine wie IFN-y und TNF-a. Die Regulation von Tyl-Zellen erfolgt Uber den
Transkriptionsfaktor ,T-box expressed in T cells” (T-Bet) welcher die Bildung von IFN-y
kontrolliert. Bei akuten Schiiben dominieren Tnyl1l-Zellen und verschieben das Gleichgewicht
der T-Zellen stark auf die pro-inflammatorische Seite. Es wird davon ausgegangen, dass vor
allem Tw1-Zellen bei der Initialisierung der Entziindung im ZNS und bei der darauffolgenden
Rekrutierung weiterer Immunzellen eine essenzielle Rolle spielen. Die Subgruppe der Ty17-
Zellen sezerniert IL-17 und wird durch den Transkriptionsfaktor ,RAR-related orphan receptor
gamma-t* (ROR-yt) reguliert. I1L-17 spielt eine wichtige Rolle bei der Initialisierung der
Entziindung. Durch die Inhibierung von IL-17 durch neutralisierende Antikérper konnte eine
verbesserte Symptomatik im murinen Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)-
Model erzielt werden (Langrish et al., 2005). IL-17 Knockout (KO) Mause zeigen zusatzlich ein
stark verringertes Risiko im EAE-Model zu erkranken (Nakae et al., 2003, Lees et al., 2008,
O'Connor et al., 2008). Tu2-Zellen wirken dagegen uberwiegend anti-inflammatorisch und
produzieren entziindungsauflésende Zytokine wie IL-4, IL-10 sowie TGF-B. Die Regulation
erfolgt hierbei Gber den Transkriptionsfaktor ,GATA binding protein 3 (GATA3). Teg-Zellen
sind sowohl CD4" als auch CD25* und werden Uber den Transkriptionsfaktor ,forkhead-box-
protein p3“ (Foxp3) reguliert. Weiterhin sind T.g-Zellen bei der Immunhomoostase beteiligt
(Fletcher et al., 2010) und sezernieren das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 (Zhang et al.,
2002). Durch eine Aktivierung der Trg-Zellen kann eine Unterdriickung der Inflammation
bewirkt und die Symptomatik bei MS-Patienten verbessert werden. Dieser Wirkmechanismus
wird u.a. durch das MS-Medikament Glatirameracetat ausgenutzt (Fletcher et al., 2010,
Spadaro et al., 2017).
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Abbildung 3: Regulation der Tw-Zelldifferenzierung. TwO-Zellen kénnen in Abhangigkeit von den,
wahrend des Primings anwesenden, Interleukinen (IL) und den Wechselwirkungen mit Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) in verschiedene Subtypen differenzieren. Diese sind durch spezifische
Transkriptionsfaktoren (T-Bet, GATA-3, ROR-yt, Foxp3) charakterisiert und sezernieren pro- oder anti-
inflammatorische Zytokine. Abbildung modifiziert nach (Russ et al., 2013).

1.1.2 Die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

Um die Pathogenese der MS genauer zu erforschen werden verschiedene Tiermodelle
verwendet. Die Wahl des jeweiligen Modells ist dabei abhangig von den zu erforschenden
Parametern und dem erhofften Erkenntnisgewinn. Der Prozess der Demyelinisierung kann
unter anderem mit dem Modell der EAE abgebildet werden, welches das am h&ufigsten
verwendete Modell darstellt (Raddatz et al., 2014) und in Mausen, Ratten, Meerschweinchen
oder nicht-humanen Primaten durchgefuhrt werden kann (Haanstra et al., 2013, Simmons et
al., 2013). Ublicherweise werden spezifische Mauslinien verwendet um die Effekte von z.B.
Gen-KOs auf den Krankheitsverlauf im EAE-Modell zu untersuchen. Die Autoimmunitat wird
in diesen Tieren durch die Injektion eines Gemischs mit folgenden Komponenten erreicht:
Hauptbestandteil sind Fragmente eines Myelinproteins bzw. komplette Myelinproteine. Diese
dienen als Antigenen und I6sen die Autoimmunitéat aus (Robinson et al. 2014). Gel6st sind

diese Proteine in kompletten Freund-Adjuvans (CFA), welches wiederum aus Paraffindl,
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hitzedeaktivierten Mykobakterien und Arlacel A besteht. Diese Komponenten dienen ebenfalls
zur Aktivierung des Immunsystems. Zusatzlich wird den Tieren intraperitoneal (i.p.) Pertussis-
Toxin (PTX) injiziert. Dieses schadigt die BHS, vereinfacht so die Migration der Immunzellen
in das ZNS und beschleunigt damit den Krankheitsverlauf (Kugler et al., 2007). Innerhalb des
EAE-Modells existieren verschiedene Subtypen, welche sich durch den Tierstamm und das
verwendete Antigen unterscheiden. Um einen schubfdérmig-remittierenden Verlauf auszuldsen
werden vorrangig SJL-M&ause und ein Peptid des Myelin-Proteolipid-Proteins (PLP) verwendet.
Fur einen chronisch-progredienten Verlauf werden ublicherweise C57BL\6-Mause mit dem
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG)sss5 als Antigen genutzt (t Hart et al., 2011,
Baker and Amor, 2015). Je nach verwendeten Versuchsaufbau kommt es ca. 2-3 Wochen
nach Induktion zur Auspragung von Kklinischen Symptomen (t Hart, Gran et al. 2011). Anhand

der gezeigten Symptome kdénnen den Tieren klinische Scores zugeordnet werden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Einteilung der klinischen EAE-Scores. Anhand der gezeigten Krankheitssymptome kann der
Krankheitsverlauf quantifiziert werden.

Score 0 Keine Symptome

Score 0,5 Distale Paralyse des Schwanzes

Score 1 Komplette Paralyse des Schwanzes

Score 1,5 Schwanzparalyse und beginnende Parese der Hinterbeine

Score 2 Schwanzparalyse und deutlich Parese der Hinterbeine

Score 2,5 Schwanzparalyse und Paralyse eines Hinterbeins

Score 3 Schwanzparalyse und Paralyse beider Hinterbeine

Score 3,5 Schwanzparalyse, Paralyse beider Hinterbeine und Parese der Vorderbeine

Die im EAE-Modell ausgeltste demyelinisierende Erkrankung &hnelt der humanen MS in
bestimmten Aspekten und einige Therapieansatze konnten erfolgreich vom Tiermodell in den
Menschen ubertragen werden. Dazu gehoren die Medikamente Glatirameracetat, Mitoxantron,
Fingolimod und Natalizumab (Steinman and Zamvil, 2006). Trotz dieser Erfolge existieren
einige Unterschiede zwischen den beiden Erkrankungen und den zugrundeliegenden
molekularen Prozessen (Lassmann and van Horssen, 2011). Einige im Tiermodell
vielversprechende Substanzen konnten nicht erfolgreich in den Menschen Ubertragen werden.
Dazu gehdren TNF-a Blocker (Taoufik et al., 2008), Gamma-Interferone (Panitch et al., 1987)
sowie die Blockade des Twl/Tn17-Signalwegs (Segal et al., 2008). Grund fur das Scheitern

dieser Ansatze ist die unzureichende Mdglichkeit einer vollstdndigen Darstellung der
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hochkomplexen Erkrankung in einem einzigen Tiermodell. Die groRe Heterogenitat der MS-
Patienten ist nicht durch die Verwendung von definierten Mauslinien abzubilden. Des Weiteren
entwickelt sich die Erkrankung im Menschen tber mehrere Jahre und das Immunsystem steht
dabei in standiger Wechselwirkung mit der Umwelt. Zuséatzlich bestehen einige grundlegende
Unterschiede zwischen der Modellkrankheit und der humanen MS. Beispielsweise kommt es
im EAE-Modell primé&r zur Demyelinisierung und Inflammation im Ruckenmark, wahrend diese
Prozesse beim Menschen vorrangig im Gehirn stattfinden. Auch die Infiltration des ZNS durch
die Immunzellen ist im EAE-Modell starker ausgepragt und erfolgt deutlich schneller als im
humanen Krankheitsverlauf (Behan and Chaudhuri, 2014). Dennoch helfen die im EAE- oder
anderen Tiermodellen erlangten Erkenntnisse die komplexe Erkrankung besser zu verstehen

und ebnen den Weg fir die Entwicklung neuer Therapieansatze (Baker and Amor, 2015).

1.1.3 Der Naturstoff Phytol

Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen fiir die Therapie von entziindlichen Krankheiten werden
u.a. verzweigte Fettsduren und deren Metabolite untersucht. Dazu gehort auch der azyklische
Diterpenalkohol Phytol, welcher in veresterter Form als Seitenkette des Chlorophyll-Molekiils
in Pflanzen vorkommt (Santos et al., 2013). In dieser natirlich vorliegenden Form ist der
menschliche Stoffwechsel jedoch nicht in der Lage Phytol vom Chlorophyll abzuspalten und
zu verstoffwechseln (Hansen 1966). Jedoch kann Phytol Uber gewisse Nahrungsmittel (rotes
Fleisch, Milchprodukte) aufgenommen werden. Bisher werden Phytol anti-inflammatorische
und protektive Eigenschaften zugeschrieben, welche u.a. durch die Hemmung der
Neutrophilenmigration und der Verstarkung der reaktiven Sauerstoff (ROS)-Produktion
vermittelt werden konnen (Silva et al., 2014). Des Weiteren kommt es durch die
prophylaktische sowie die therapeutische Gabe von Phytol im murinen Tiermodell der
rheumatoiden Arthritis (RA) zur Verbesserung des Krankheitsverlaufs. Da es aul3erdem zu
einer erhohten ROS-Produktion kommt, wird vermutet, dass Phytol Vertreter der Nicotinamid-
Adenine-Dinucleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidasen (NOX) Familie aktivieren kann und
dadurch mdglicherweise eine anti-inflammatorische Wirkung entfaltet (Olofsson et al., 2003,
Hultqvist et al., 2006). Die positiven Effekte im Model der RA machen Phytol zu einer
interessanten Zielstruktur fir weitere entzindliche Erkrankungen wie MS (Silva et al., 2014).
Bei der Verstoffwechselung von Phytol entstehen die beiden gesattigten Fettsauren Phytan-
(C20H4002) sowie Pristansaure (C19H3302). Phytansaure wird Uber den Weg der a-Oxidation zu
Pristansdure umgewandelt, welche wiederrum uber die B-Oxidation weiter abgebaut wird.
Defekte im Abbau der Fettsduren filhren zu einer Akkumulation dieser und zu
schwerwiegenden Folgen. Beispielsweise konnte eine Beteiligung beider Sauren bei der a-

Methylacyl-CoA-Racemase (AMACR) Defizienz festgestellt werden (Kruska and Reiser,
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2011). Pristan, das Alkan der Pristansaure, wird des Weiteren zur Initialisierung der RA in

verschiedenen Tiermodellen verwendet (Hultqvist et al., 2006).
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Abbildung 4: Der azyklische Diterpenalkohol Phytol und seine Metaboliten. A) Phytol kommt in
natirlicher Form als veresterte Seitenkette des pflanzlichen Chlorophylls mit einer trans-konfigurierten
Doppelbindung zwischen C2 und Cs vor. B/C) Die Metaboliten des Phytol sind Phytan- (B) sowie
Pristansaure (C), welche Uber die Stoffwechselwege der a- sowie (-Oxidation abgebaut werden.
Abbildung modifiziert nach (van den Brink and Wanders, 2006).

1.1.4 NADPH-Oxidasen und ROS

Die Familie der NADPH-Oxidasen umfasst in Sdugetieren 7 Transmembranproteine, welche
durch die Produktion von ROS gekennzeichnet sind. Dabei wird Sauerstoff zu Superoxid, unter
der Verwendung von NADPH als Elektronendonor sowie Sauerstoff als Elektronenakzeptor,

reduziert.

Die NOX-Familie beinhaltet die Mitglieder NOX1 bis NOX5 sowie ,dual oxidase 1 (DUOX1)
und DUOX2 (Bedard and Krause, 2007). In den meisten Saugern konnten alle 7 Isoformen
nachgewiesen werden. Die Expression der Familienmitglieder ist gewebespezifisch und auch
deren Aktivierungsmechanismen sind unterschiedlich ausgepragt. NOX1 bis NOX3 rekrutieren
fur die Aktivierung zytosolische Faktoren an den Proteinkomplex und aktivieren diesen
dadurch. NOX4 ist durch eine konstante Aktivitat charakterisiert und NOX5 sowie DUOX1 und
DUOX2 sind vom intrazellularen Calcium-Level abhangig (Leto et al., 2009, Nayernia et al.,
2014). Durch die Aktivierung der Enzyme der NOX-Familie kommt es zur Bildung von ROS.
Das priméare Produkt ist dabei O, jedoch bilden einige Isoformen (NOX4, DUOX1, DUOX2)
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vermehrt H2O,, welches jedoch aus O gebildet werden kann (Nayernia et al., 2014). Die
physiologische Rolle von ROS ist vielseitig und muss je nach Wirkungsort differenziert
bewertet werden. Durch die Interaktion mit anderen Molekilen beliebiger Grof3e (von
Stickstoffmonoxid (NO) bis hin zu DNA, Proteinen und Lipiden) kénnen ROS zur Modifizierung
dieser Strukturen fuhren. Dabei kommt es oft zu Schadigung und Beeintrachtigung der
eigentlichen Funktionen. Die urspringliche Hypothese, dass ROS eine rein schadigende
Wirkung besitzen, wurde dadurch bekréftigt, dass verschiedene ROS-Abwehrmechanismen
entdeckt wurden. Es existieren Enzyme zum Abbau von ROS (Superoxiddismutase, Katalase)
oder zum Abfangen freier ROS (Vitamin C und E). Dagegen spricht die Entdeckung, dass es
im Menschen auch zur kontrollierten Bildung von ROS, z.B. durch Vertreter der NOX-Familie,
kommt und die somit gebildeten ROS eine wichtige Rolle in zahlreichen physiologischen
Prozessen einnehmen (Petry et al.,, 2010, Sies, 2017). Beispielsweise kénnen ROS eine
Uberschiellende Immunantwort bei Autoimmunkrankheiten durch die Inaktivierung von
Makrophagen und T-Zellen reduzieren und so die Inflammation einddmmen (Holmdahl et al.,
2013). Eine unkontrollierte Bildung von ROS wirkt jedoch oft pro-inflammatorisch und wird als
oxidativer Stress bezeichnet. Dagegen wird die kontrollierte Bildung mit folgender Modulation
verschiedener Signalwege und Zelltypen als Redox-Regulation betitelt (Nayernia et al., 2014).
Die genaue Regulation des ROS-Vorkommens ist besonders im ZNS von Ubergeordneter
Bedeutung. Grund dafur ist der hohe Sauerstoffverbrauch im Gehirn sowie die hohe
Sensitivitdt von Oligodendrozyten und Neuronen gegenuber ROS (Lassmann and van
Horssen, 2011, Nayernia et al., 2014).

1.1.5 Die NADPH-Oxidase 2

Erstmal 1976 identifiziert (Segal and Peters, 1976) nimmt NOX2 innerhalb der Familie der
NADPH-Oxidasen eine besondere Rolle ein. NOX2 wird hauptséchlich in Phagozyten
exprimiert und ist eine entscheidende Komponente bei dem Prozess des oxidativen Bursts,
ein Vorgang durch welchen neutrophile Granulozyten sowie Makrophagen grof3e Mengen an
ROS produzieren und freisetzen um zuvor aufgenommene Pathogene zu eliminieren. Die
Phagozytose stellt eine essenzielle Komponente des angeborenen Immunsystems dar.
Folglich fihrt ein Funktionsverlust von NOX2 zu einer eingeschrankten Immunabwehr und zum
Krankheitsbild der chronischen Granulomatose (CGD) (Holland, 2010, O'Neill et al., 2015).
Durch den Funktionsverlust des oxidativen Bursts besitzen die Patienten eine stark
eingeschrankte Immunabwehr. Dies zeigt sich in einer erhohten Infektionsanfalligkeit
gegeniber Bakterien und Pilzen und daraus resultierender Granulome an inneren Organen
sowie der Haut (Kuhns et al., 2010). Des Weiteren zeigen CGD-Patienten leicht verringerte

kognitive Fahigkeiten (Cole et al., 2013). Untersuchungen in Mausen zeigten eine verringerte
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Lernfahigkeit, verringerte Angst und gesteigerte Lokomotion durch einen NOX2KO (Walton et
al., 2013). Die Ursache furr den Funktionsverlust liegt in den meisten Féllen (ca. 70 %) an einer
Mutation des gp91P"* Gens welches sich auf dem X-Chromosom befindet. Im Ruhezustand
befinden sich die Komponenten der NOX2 hauptsachlich in intrazellularen Vesikeln im
Zytoplasma. Bei Aktivierung kommt es zu einem Transfer der Vesikel hin zur Plasmamembran
und der Phagosomen wo sich die membrangebundenen Komponenten der NOX2 befinden
(Nayernia et al.,, 2014). Der Proteinkomplex setzt sich zusammen aus den im Zytosol
lokalisierten regulatorischen Elementen ,neutrophil cytosol factor 1¢ (Ncfl) /p47°hox,
Ncf2/p67°"°%, Ncf4/p40Po*, den Rac-Proteinen und dem in der Zellmembran vorhandenen
Flavozytochrom b558. Dieses ist wiederrum aus den Untereinheiten NOX2/gp91P"* sowie
Cyba/p22°rhox zusammengesetzt (Hultgvist et al., 2015). Die Bindestelle fur NADPH sowie die
katalytische Einheit befinden sich an der gp91P"*-Untereinheit. P22P" stabilisiert den

Komplex und stellt die Verbindung zur regulatorischen Untereinheit Ncf1/p47°P"* her.

Extrazellulares Kompartiment

20, 20, +2H"— H,0,+0,
2e _ ~

T

Hv1l
~ Protonenkanal

Gpglphox
NOX2

o H,0,

9&/
NADP* + H*

Intrazelluldres Kompartiment

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des NOX2-Komplexes. Im intrazellularen Kompartiment werden
Elektronen von NADPH durch die katalytische Untereinheit gp91P"* auf den extrazellular vorliegenden
Sauerstoff transportiert. Dadurch kommt es zur Bildung von Superoxidanionen (O2). Fur die
Verankerung des NOX2-Komplexes an der Membran ist die Untereinheit p22rhox zustandig. Die
Regulation der Aktivitat erfolgt durch die zytosolischen Faktoren p67rhox, p47rhox sowie Rac. Der Kanal
Hv1 dient zum Ladungsausgleich durch den Protonentransport vom Zellinneren in das extrazellulare
Kompartiment. Abbildung angelehnt an (Cachat et al., 2015).
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1.1.6 Der Einfluss von Phytol auf das EAE-Model und NOX2

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist es die Auswirkungen von Phytol im murinen EAE-Model
sowie die Beteiligung von NOX2 weiter zu charakterisieren. Die durchgefuhrten Experimente
bauen dabei auf den Arbeiten von Dr. Nadja Tafferner, llknur Spring sowie der
vorangegangenen Masterarbeit auf.

In EAE-Versuchen zeigten C57BL/6N-Mause mit Phytol-Futter signifikant weniger klinische
Symptome als Mause mit Standard-Futter. Die Gabe von Phytol startete dabei ab dem
Zeitpunkt der EAE-Induktion. In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
prophylaktische Gabe von Phytol eine Woche vor EAE-Induktion sowie die therapeutische
Gabe ab dem ersten Auftreten von Symptomen ebenfalls die klinischen Symptome verringerte
(Tafferner, 2016, Blum et al., 2018b).

Des Weiteren reduzierte Phytol die Proliferationsfahigkeit von isolierten Splenozyten aus EAE-
Tieren im Vergleich zu EAE-Tieren mit Standard-Futterung nach 48 h Restimulation (Blum et
al., 2018b).

Untersuchungen eines mdglichen Wirkmechanismus von Phytol durch Hultqvist et al. zeigten
eine maogliche anti-inflammatorische Wirkung von Phytol tber eine verstarkte Aktivierung von
NOX2 in Modellen der RA (Hultgvist et al., 2006). Im murinen EAE-Model konnte eine 3-fach
gesteigerte mRNA-Expression von NOX2 in den inguinalen Lymphknoten (LK) nachgewiesen
werden. Im lumbalen Rickenmark (RML) reduzierte die Gabe von Phytol wiederum die NOX2
MRNA-Expression um den Faktor 20 (Blum et al., 2018b). In immunhistologischen
Untersuchungen konnte NOX2 in CD4"-Zellen (T-Zellen), nicht jedoch in CD20*-Zellen
(B-Zellen) nachgewiesen werden (Blum et al., 2018b).
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1.2 Potential der humanen Immunmodulation durch antimikrobielle
Substanzen

Im 2. Teil der vorliegenden Arbeit wird das Potential einer humanen Immunmodulation von 2
neuartigen antimikrobielle Wirkstoffen untersucht, da die steigende Anzahl an multiresistenten
Erregern gegen etablierte Therapeutika ein wachsendes Problem fur die weltweite

Gesundheitsversorgung darstellt.

Um diesem Problem zu begegnen, werden nicht nur neue Wirkstoffe mit vielversprechenden
direkten Wirkmechanismen bendtigt, sondern auch alternative Therapieansatze bengétigt. Die
Mdglichkeit das humane Immunsystem gezielt zu modulieren stellt einen vielversprechenden
Ansatz fUr zukinftige Therapien dar (Parnham, 2011). Durch eine gezielte Aktivierung des
Immunsystems (Immunstimulation) kénnen die direkten anti-pathogenen Wirkungen weiter
verstarkt werden, wahrend durch eine gezielte Hemmung des Immunsystems
(Immunsuppression) chronische Entziindungen eingedammt und Gewebeschaden minimiert
werden konnen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass einige Antibiotika diverse
immunmodulierende Eigenschaften besitzen (siehe 1.2.3) (Parnham, 2005). Dadurch kann die
Abwehr der Pathogene durch das aktivierte Immunsystem verstéarken werden, auch wenn die
Pathogene Resistenzen gegeniber dem direkten Wirkungsmechanismus der Antibiotika
aufweisen (Handel et al., 2009).

Um die immunmodulatorischen Eigenschaften neuer Wirkstoffe gezielt nutzen zu kénnen,
mussen diese in der Entwicklung untersucht und charakterisiert werden. Dadurch kénnen
frihzeitige Erkenntnisse zum Risiko der Resistenzentwicklung gewonnen und Aussagen zur
Vertraglichkeit, Verfligbarkeit und Effektivitat getroffen werden. Das Potential der
Immunmodulation kann das Spektrum der mdglichen Indikationen von Therapeutika als pro-
oder anti-inflammatorischer Modulator erweitern (Parnham, 2005). Um die mdglichen
immunmodulatorischen Eigenschaften neuer Wirkstoffe bewerten zu kénnen, mussen die
komplexen Prozesse der Entziindungsreaktionen untersucht werden. Diese begleiten die
Mehrheit der infektidsen Erkrankungen, unabhéngig ob diese durch Bakterien, Viren oder
Parasiten ausgelost werden (Godkin and Smith, 2017). Der Entziindungsprozess beinhaltet
die Akkumulation unterschiedlicher Immunzellen, wie Monozyten, Makrophagen, Dendritische
Zellen sowie Granulozyten, am Ort der Entzindung. In einem Zusammenspiel mit den
ansassigen Zellen aus dem Gewebe setzen die eingewanderten Immunzellen eine Vielzahl
unterschiedlicher Enzyme, Zytokine, Chemokine und Lipidmediatoren frei. Dies fuhrt zur
Abwehr der infiltrierenden Pathogene aber auch zur Schadigung des umliegenden Gewebes.
Um diese Gewebeschadigungen auf einem minimalen Niveau zu halten, ist ein exaktes Timing
der Entziindungsauflésung notwendig (Robb et al., 2016, Abdulkhaleq et al., 2018).
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1.2.1 Die Rolle der Makrophagen bei der humanen Immunantwort

Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle sowohl bei der Initiation als auch bei der
Auflésung der Entzindungsreaktion und stellen ein Bindeglied zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat dar (Mosser and Edwards, 2008, Gilroy and De Maeyer, 2015). In den
frihen Phasen der immunlogischen Abwehr der Pathogen wandern Makrophagen zum Ort der
Inflammation und verstéarken diese lokal. Des Weiteren sezernieren Makrophagen Zytokine
wie IL-13, IFN-y, IL-23, TNF-a sowie Chemokine wie ,,CC-chemokine ligand 2“ (CCL2), ,,C-X-
C motif chemokine 10 (CXCL10) und IL-8, welches auch CXCL8 genannt wird (Atri et al.,
2018). Dadurch werden weitere Makrophagen sowie Lymphozyten aktiviert. Im Zuge dieser
Aktivierung werden Integrine wie beispielsweise der Oberflachenmarker CD54 hochreguliert,
welches zu einer verstarkten Bindung der Immunzellen an das Endothel und damit zu einer
gesteigerten Infiltration in das entziindete Gewebe fiihrt. Makrophagen sowie Dendritische
Zellen exprimieren Rezeptoren wie CD206 und CD209 um spezifische Zielstrukturen, wie
beispielsweise Kohlenhydrate, auf eingewanderten Pathogenen zu erkennen und diese mittels
Phagozytose aufzunehmen (Gazi and Martinez-Pomares, 2009, Mason and Tarr, 2015). Im
Zuge der Phagozytose prasentieren Makrophagen Peptide der aufgenommenen Pathogene
mit Hilfe des Oberflachenrezeptors ,human leukocyte antigen — DR isotype“ (HLA-DR).
Dadurch werden T-Zellen aktiviert und die adaptive Immunantwort initiiert. Bestimmte
Subtypen der Makrophagen (M2-Makrophagen) sind auch bei der Entziindungsauflésung
beteiligt. Dabei sezernieren diese Wachstumsfaktoren und Zytokine wie I1L-10 und IL-4, welche
den Prozess der Gewebeheilung und der Remodellierung unterstitzen (Savill, 2000).
Weiterhin werden Chemokine wie CCL17 und CCL18 sezerniert, welche anti-inflammatorische
Tu2- und Teg-Zellen rekrutieren (Solari and Pease, 2015, Atri et al., 2018, Chenivesse and
Tsicopoulos, 2018).

Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften der Makrophagen werden diese in der Regel in
2 Subtypen unterteilt: Die Uberwiegend pro-inflammatorischen M1-Makrophagen sowie die
Uberwiegend anti-inflammatorischen bzw. resolutionsférdernden M2-Makrophagen, welche
sich weiter in M2a, M2b sowie M2c-Makrophagen einteilen lassen (Gordon, 2007). Die
Einteilung erfolgt dabei anhand spezifischer Oberflachenmarker sowie sezernierter Zytokine
(siehe Tabelle 2) (Martinez and Gordon, 2014, Murray et al., 2014, Zizzo and Cohen, 2015,
Spiller et al., 2016). Die Subtypen M2a sowie M2c sind dabei besser untersucht als der Subtyp
M2b.
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Tabelle 2: Einteilung humaner Makrophagen-Subtypen. Die Einteilung erfolgt anhand der Aktivierung,
der spezifischen Oberflaichenmarker, der sezernierten Zytokine sowie der ausgelibten Funktionen.
Tabelle modifiziert nach (Duluc et al., 2007, Heusinkveld and van der Burg, 2011, Arango Duque and
Descoteaux, 2014, Roszer, 2015). GM-CSF = Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierende Faktor,
IC = ,immune complex®, LPS = Lipopolysaccharide, Ra = Rezeptorantagonist, TLR = ,toll-like receptor®

M2-Makrophagen
M1-Makrophagen
M2a M2b M2c
IFN-y
LPS IL-10
TNF-a IL-4
Aktivierung ICs TGF-B
LPS IL-13
IL-1Ra
GM-CSF
CD8o0, CD163,
Oberflachen-
CD8e, CD163 CD86 TLR1,
marker
HLA-DR TLR8
_ TNF, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-10, TGF- | TNF, IL-1,
Zytokine IL-10, TGF-8
IL-23 B, IL-1Ra IL-6, IL10
CCL2, CCL3, CCL4, CCL17,
Chemokine CCL5, CCL8, CCLY9, CCL22, CCL1
CCL10, CCL11 CCL24
Phagozytose von ) )
Immunregulation und -suppression
Pathogenen
_ _ Aufnahme apoptotischer Zellen und
Funktionen Induzieren Tul-
Zelltrimmer
Immunantwort
) Gewebeheilung und Remodellierung
Tumorsuppression

Einige Studien betrachten die M1- sowie M2-Subtypen der Makrophagen als phanotypisch
getrennte Subpopulation (Auffray et al., 2007, Nahrendorf et al., 2007, Yang et al., 2014),
wahrend andere Untersuchungen zeigten, dass Makrophagen ihren Phanotyp in Abhangigkeit
der Stimulation aus der Umgebung wechseln kénnen (Gratchev et al., 2006, Mylonas et al.,
2009, Jaguin et al., 2013, Crane et al., 2014, Italiani et al., 2014, Tedesco et al., 2015). Die
Hypothese dieser M1-M2-Transition ist heute weitestgehend anerkannt auch wenn der
Mechanismus, welcher die Regulation der Phanotypen kontrolliert, noch nicht vollstandig

untersucht ist.
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Eine Dysregulation zwischen den Makrophagen-Subtypen ist bei einigen chronischen
Entziindungen sowie entziindungsbasierten Erkrankungen wie der RA (Laria et al., 2016), der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (Punturieri et al., 2000, Frankenberger et al., 2011)
sowie Sepsis (Cavaillon et al., 2005, Watanabe et al., 2016) ausschlaggebend (Murray and
Wynn, 2011). Weiterhin beeinflussen einige Pathogene gezielt das Verhaltnis von M1- und
M2-Makrophagen zugunsten der anti-inflammatorischen bzw. resolutionsfordernden M2-
Makrophagen um dem Immunsystem zu entgehen (Ren et al., 2017).

1.2.2 Die Rolle der Dendritischen Zellen bei der humanen Immunantwort

Neben Makrophagen spielen Dendritische Zellen eine entscheidende Rolle im
Entziindungsprozess. Diese im Knochenmark gebildeten Zellen sind im Blutkreislauf, im
Gewebe sowie in den lymphoiden Organen (z.B. Milz und Lymphknoten) zu finden. Dabei ist
die Anzahl der Dendritischen Zellen in Geweben mit einer hohen Antigendichte, wie
beispielsweise der Haut, erhdht. Dort werden Dendritische Zellen auch als Langerhans-Zellen
bezeichnet (Banchereau and Steinman, 1998). Im peripheren Blut liegt der Anteil der
Dendritischen Zellen innerhalb der mononuklearen Zellen (,peripheral blood mononuclear
cell“, PBMC) bei 0,1 bis 1 % (Reid, 1997).

Durch ihre Funktionen werden Dendritische Zellen, &hnlich wie Makrophagen, als ein
Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunitat angesehen, da sie Funktionen in
beiden Bereichen des humanen Immunsystems innehaben. Kernaufgabe der Dendritischen
Zellen ist die Prozessierung sowie die Prasentation von aufgenommenen Antigenen
(Banchereau and Steinman, 1998). Damit unterscheiden sich Dendritische Zellen von
Makrophagen, deren Hauptaufgabe die Phagozytose von Pathogenen ist. Dendritische Zellen
nehmen durch Phagozytose und Pinozytose Vesikel sowie Antigene aus der Umgebung auf
und prozessieren diese innerhalb von lysosomalen Kompartimenten. AnschlieRend werden
die Peptidfragmente auf der Oberflache der Dendritischen Zellen tiber MHC-Klasse-I- sowie
MHC-Klasse-lI-Molekile préasentiert (Sato and Fujita, 2007). Dadurch aktivieren Dendritische

Zellen vor allem T-Zellen und initiieren somit die adaptive Immunantwort.

Im unreifen Zellstadium exprimieren Dendritische Zellen wenige solcher MHC-Molekdile. Erst
nach Aktivierung bzw. Reifung, durch exogene oder endogene Stimuli (z.B. tUber spezifische
Oberflachenstrukturen auf Pathogenen) (Reis e Sousa, 2004), inflammatorische Zytokine
(TNF-a, IL-6, IL-1B), Chemokine und entziindlicher Mediatoren (Prostaglandin E2 (PGE2)),
wird die Expression von MHC- sowie weiterer Kostimulatorischer-Molekiile (z.B. CD86, CD80,
CD40, CD4, CD1a, CD11c, HLA-DR) gesteigert (Stockwin et al., 2000, Schmidt et al., 2012).
Des Weiteren wird durch die Aktivierung die Sezernierung zahlreicher Chemo- und Zytokine
durch die Dendritischen Zellen erhéht (z.B. IL-23, IL-10, IL-8, IL-6, IL-1f) (Stockwin et al., 2000,
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Blanco et al., 2008). Dadurch haben Dendritische Zellen einen Einfluss auf das Verhéltnis von
pro- sowie anti-inflammatorischen Zytokinen am Ort der Entztindung. Durch die Regulation
der Antigenprasentation beeinflussen Dendritische Zellen mal3geblich die Intensitat der
antigen-spezifischen T-Zell-Reaktionen und damit auch die Intensitét der dadurch vermittelten

Entziindungsreaktion.

Die Klassifizierung von humanen Dendritischen Zellen erfolgt anhand von spezifischen
Oberflachenmarkern sowie der Expression von Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise
,interferon regulatory factor 4“ (IRF4) oder IRF8 (Collin and Bigley, 2018): Bei der Unterteilung
der humanen Dendritischen Zellen werden plasmazytoide Dendritische Zellen (pDC), welche
von lymphoiden Vorlauferzellen abstammen, sowie konventionelle myeloide Dendritischen
Zellen (MoDC) unterschieden (Sato and Fujita, 2007). MoDC bilden sich aus Monozyten und
weisen den Oberflachenmarker CD11c¢ auf wahrend pDC diesen Marker nicht besitzen (Collin
et al., 2013). MoDC verfugen Uber ein breites Spektrum an Funktionen wie unter anderem die
Aktivierung von Lymphozyten sowie die Sezernierung von Zytokinen wie IL-6, TNF-a, IL-12,
IL-23 und IL-1 (Collin and Bigley, 2018).

MoDC konnen in vitro durch die Kultivierung von CD14*-Monozyten mit dem Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) sowie IL-4 differenziert werden (Inaba
et al., 1992, Sallusto and Lanzavecchia, 1994, Auffray et al., 2009).

1.2.3 Immunmodulierende Wirkstoffe

Zahlreiche etablierte Therapeutika verfligen Uber unterschiedliche immunmodulierende
Eigenschaften, welche zur Optimierung der Therapie genutzt werden konnen. Das
zugelassenen Antibiotika Azithromycin gehort zur Gruppe der Makrolide und weist
verschiedene immunmodulierende Eigenschaften auf. Zunéchst steigert Azithromycin
kurzfristig die Zytokin- und ROS-Produktion von Leukozyten. Dieser Effekt bleibt jedoch nur
bis zu ca. 24 h nach Gabe erhalten. Dadurch wird die Immunantwort zunachst verstéarkt, was
zu einer verbesserten Elimination der Pathogene fihrt. Etwa 2-3 Tagen nach der Gabe fuhrt
Azithromycin zu einer verstarkten Bildung von MZ2-Makrophagen sowie regulatorischen
Dendritischen Zellen. Weiterhin kommt es nach mehreren Wochen zu einer verstarkten
Makrophagen Phagozytose und einer verbesserten Aufldsung der Entziindung. Dadurch wird
das Risiko einer chronischen Inflammation gesenkt und die Gewebeschaden werden
minimiert. Folglich kann die zeitlich passende Gabe von Azithromycin zunéchst die
Entziindungsreaktion verstarken und anschlielend wieder reduzieren (Parnham et al., 2014,
Parnham and Erakovic Haber, 2016, Blum et al., 2018a). Auch die Gruppe der Chinolon-
Antibiotika verfugt tGber immunmodulatorische Eigenschaften, welche gezielt eingesetzt

werden kénnen. Die Chinolone weisen hierbei eine biphasische Wirkung auf. Zunachst kommt
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es zur verstarkten Sezernierung von pro-inflammatorischen Zytokinen, einer gesteigerten
Phagozytose und einem verstarkten oxidativen Burst (Labro, 2000). Anschliel3end wird die
Zytokin-Produktion wieder gestoppt (Hall et al., 2003). Dadurch kann die initiale Pathogen-
Abwehr zunachst unterstitzt werden, ohne dass es durch die anhaltende Entziindung zur
verstarkten Gewebeschadigung kommt (Riesbeck, 2002). Die Balance zwischen den pro- und
anti-inflammatorischen Aspekten der Immunantwort ist ein komplexer Prozess, welcher auf
einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen basiert. Die gezielte Modulation der Immunantwort
durch Therapeutika erfordert daher intensive Untersuchungen und ein optimiertes Timing. In
der vorliegenden Arbeit werden die immunmodulatorischen Eigenschaften der 2
vielversprechenden neuen Wirkstoffkandidaten Silvestrol sowie Steroid Substanz 1o

untersucht.

1.2.3.1 Der Naturstoff Silvestrol

Der Naturstoff Silvestrol kann aus dem asiatischen Mahagonigewachs Aglaia und verwandten
Arten isoliert werden (Kim et al., 2007) und wurde urspriinglich fr den Einsatz in der Onkologie
erprobt. Dabei zeigte Silvestrol eine potente Wirkung gegentber verschiedenen Tumoren in
vitro als auch in vivo (Lucas et al., 2009, Kogure et al., 2013, Chen et al., 2016). Die Wirkung
von Silvestrol geht auf die spezifische Hemmung der Familie der Adenosintriphosphat (ATP)-
abhangigen DEAD-box Helikasen ,eukaryotischer Initiationsfaktor 4a“ (elF4A) zurlick
(Bordeleau et al., 2008, Sadlish et al., 2013). Zu dieser Familie gehorten eF4A1, elF4A2 und
elF4A3. Diese Helikasen gehodren zu den Initiationsfaktoren und sind fur die Translation der
MRNA zu Proteinen notwendig. Durch die Hydrolyse von ATP wird die mRNA entwunden
damit sich die 40S-Untereinheiten der Ribosomen dort anlagern kénnen. Dabei bendtigen die
elF4a Helikasen eine 5°-Cap-Struktur fur die Bildung des Initiationskomplexes (Rogers et al.,
2002). Die Inhibierung der elF4A kann des Weiteren als anti-virale Therapie genutzt werden,
da der Replikationsmechanismus zahlreicher Viren auf diesem Wirtsfaktor beruht. Der Ansatz,
Wirtsfaktoren als pharmakologische Zielstruktur anzugehen, bietet den Vorteil, dass die
Wahrscheinlichkeit der Entwicklung von Resistenzmechanismen durch die Viren minimiert
wird (Muller et al., 2012). Jedoch muss hierbei besonders auf unerwiinschte Nebenwirkungen
geachtet werden (Gerold and Pietschmann, 2013). Die Verfolgung dieses Ansatzes zeigte,
dass Silvestrol zahlreiche anti-virale Eigenschaften innehat. Durch den Einsatz von Silvestrol
konnte die Replikation des Ebolavirus (Biedenkopf et al., 2017), des Zikavirus (Elgner et al.,
2018), des Coronavirus, unterschiedlicher Subtypen des Picornavirus (Muller et al., 2018)
sowie des Chikungunyavirus (Henss et al., 2018) inhibiert werden. Des Weiteren konnte die

Freisetzung viraler Partikel des Hepatitis-E-Virus reduziert werden (Glitscher et al., 2018).
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Der Ausbruch viraler Epidemien wie 2014 der Ebolavirus-Ausbruch in Westafrika sowie
2015/2016 der Zikavirus-Ausbruch in Stdamerika stellen schwerwiegende Probleme der
globalen Gesundheitsversorgung da. Die verfligbaren Behandlungsoptionen sind stark limitiert
und neuartige, wirksame sowie gut vertragliche anti-virale Wirkstoffe werden dringend bendtigt
(WHO. et al., 2015). Silvestrol stellt durch sein breites Spektrum an anti-viralen Eigenschaften
einen vielversprechenden Kandidaten fir zukiinftige Therapien dar.

Da Silvestrol die Translation des Transkriptionsfaktors ,signal transducer and activator of
transcription 1“ (STAT1) auf mRNA-Ebene reguliert (Cerezo et al., 2018) und STAT1 eine
entscheidende Rolle bei der angeborenen sowie der adaptiven Immunitat einnimmt (Regis et
al., 2008), konnte Silvestrol dadurch abseits der direkten anti-viralen Wirkung auch uber
verschiedene immunmodulatorische Eigenschaften verfliigen. Aus diesem Grund soll das

immunmodulatorische Potential von Silvestrol in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.

\COOCH;

OH OCH,4

Abbildung 6: Strukturformel von Silvestrol. Als Naturstoff aus der Gruppe der Cyclopenta[b]benzofurane
kann Silvestrol aus dem asiatischen Mahagonigewéachs Aglaia und verwandten Arten isoliert werden
(Kim et al., 2007). Silvestrol stellt einen potenten Inhibitor der RNA-Helikase elF4A dar und findet
Anwendung in der Onkologie sowie der Virologie. Strukturformel entnommen aus (Muller et al., 2018).
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1.2.3.2 Die Steroid Substanz 1o

Die sich in der Entwicklung befindende Steroid Substanz 10 zeichnet sich durch ein
vielversprechendes Aktivitatsprofil fir mogliche Therapien der Malaria sowie Schistosomiasis
aus. Diese Erkrankungen, welche durch die Parasiten Plasmodium (Malaria) oder
Schistosoma (Schistosomiasis) hervorgerufen werden, stellen ein schwerwiegendes Problem
der Gesundheitsversorgung dar. Im Jahr 2018 gab es laut World Health Organization (WHO)
weltweit 219 Millionen Félle von Malaria (WHO., 2018) sowie zwischen 200 und 250 Millionen
Falle von Schistosomiasis Uberwiegend in Entwicklungslandern (Steinmann et al., 2006,
WHO., 2015). Die Therapie von Malaria basiert Ublicherweise auf dem Einsatz von
Artemisinin-Kombinationstherapien. Neue Wirkstoffe sind dringend notwendig, um der Gefahr
von aufkommenden Resistenzmechanismen der Parasiten gegeniber Artemisinin zu
begegnen (Sinha et al., 2014, Wells et al., 2015). Fur die Behandlung der Schistosomiasis wird
Uberwiegend das Anthelminthikum Praziquantel eingesetzt (Utzinger and Keiser, 2004). Der
Wirkmechanismus von Praziquantel beruht dabei auf einer Offnung der Calciumkanéle. Dies
fuhrt zur Lahmung und dem Tod der Parasiten (Liu et al., 2011). Durch den haufigen Einsatz
steigt jedoch das Risiko von resistenten Erregern auch bei diesem Wirkstoff (Botros and
Bennett, 2007, Mader et al., 2018). Folglich werden neue Therapeutika gegen parasitare
Erkrankungen bendtigt, welche nicht nur einen direkten, sondern auch einen
immunmodulierenden, Effekt innehaben. Die Steroid Substanz 10 besteht aus einer Steroid-
sowie aus einer 2-Hydroxyarylmethylamino-Gruppe (Krieg et al., 2017). Durch Oxidation der
2-Hydroxyarylmethylamino-Gruppe kénnen Chinonmethid-Intermediate entstehen.
Chinonmethide stellen die funktionale Gruppe der Chinone dar, welche Uber
immunmodulatorische Eigenschaften verfiigen (siehe 1.2.3). Aus diesem Grund soll in der
vorliegenden Arbeit geprift werden, ob Steroid Substanz 1o, abseits der direkten anti-

parasitaren Wirkung, zusatzliche immunmodulierende Effekte innehat und inwiefern diese

HO
H
N

genutzt werden kénnen.

-0

Abbildung 7: Strukturformel von Steroid Substanz 1o. Der neuartige Wirkstoffkandidat aus der Gruppe
der Arylmethylaminosteroide zeigt ein vielversprechendes Aktivitatsprofii gegen die Parasiten
Plasmodium und Schistosoma (Krieg et al., 2017).
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation gliedert sich in 2 Teile mit folgenden Zielsetzungen:

Ziel des 1. Teils ist es, die Auswirkungen des Naturstoffs Phytol und seiner Metaboliten auf
den Krankheitsverlauf des murinen EAE-Modells genauer zu charakterisierten, die Rolle von
NOX2 bei den Phytol-vermittelten Effekten zu analysieren und den Einsatz von Phytol als
potenziellen neuen Wirkstoff fur die Therapie der MS abzuwégen. Dabei sollen folgende

Fragestellungen abgedeckt werden:

1. Besteht ein direkter Einfluss der Phytol-Gabe auf die Demyelinisierung im lumbalen
Riuckenmark?

2. Wird die Verteilung der Immunzellen im lumbalen Rickenmark und in den inguinalen

Lymphknoten durch Phytol verandert?

Besteht ein Einfluss von Phytol auf das Verhaltnis der T-Zell-Subtypen?

Beeinflussen die Metaboliten von Phytol T-Zellen in unterschiedlicher Weise?

Wird die Bildung von ROS im lumbalen Rickenmark reguliert?

Welche Zellen im lumbalen Rickenmark exprimieren NOX27?

N o o >~ w

Welchen Einfluss hat die Deletion von NOX2 auf die zuvor untersuchten Effekte von

Phytol sowie dessen Metaboliten?

Im 2. Teil der Dissertation sollen die immunmodulatorischen Eigenschaften der 2
Wirkstoffkandidaten Silvestrol sowie Steroid Substanz 1o untersucht werden. Um die
Einsatzmdglichkeiten sowie die moéglichen Nebenwirkungen frihzeitig abzuschatzen, sollen

folgende Aspekte an primaren humanen Immunzellen untersucht werden:

Beeinflussen die Wirkstoffkandidaten die Viabilitat humaner Immunzellen?

2. Wird der zellulare Energiestoffwechsel von Immunzellen durch die Testsubstanzen
moduliert?
Wird die Differenzierung und die Polarisierung von Makrophagen beeinflusst?

Besteht ein Einfluss auf die Differenzierung und Aktivierung von Dendritischen Zellen?

Der Fokus dieser Untersuchungen liegt dabei auf den exprimierten Oberflachenmarkern der
Immunzellen sowie auf den sezernierten Zyto- und Chemokinen im Uberstand, welche als
Marker zur Bestimmung des pro- bzw. anti-inflammatorischen Charakters der Immunzellen

dienen.
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3 Material und Methoden

Eine detaillierte Auflistung der verwendeten Verbrauchsgegenstéande, Gerate, Chemikalien,
Antikorper, Kits sowie Software befindet sich im Anhang (10.2 bis 10.7).

3.1 Tiermodell

Bei allen Experimenten wurden die Richtlinien fur die Arbeiten mit lebenden Organismen
eingehalten und vom Regierungsprasidium Darmstadt genehmigt (Genehmigungsnummer
F152/1004). Die verwendete NOX2KO-Linie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Brandes
zur Verfigung gestellt. Dem Tierstamm, welcher auf C57BL/6N-Mausen basiert, fehlt die
katalytische Untereinheit Cytochrom B-245 beta-Kette (CYBB; Synonyme: gp91P"°* oder
NOX2) des NOX2-Komplex, welche auf dem X-Chromosom lokalisiert ist. Fir die Versuche
wurden 8- bis 12-woéchige weibliche Geschwisterpaare (NOX2-Wildtyp (NOX2WT) oder
NOX2KO) verwendet. Die Versuchstiere wurden in Gruppen von 2 bis 6 Mausen pro Kafig
gehalten und verfligten Uber ausreichend Nistmaterial und Rickzugsmdoglichkeiten. Die
Tierhaltungsrdume in der Zentralen Forschungseinrichtung des Universitatsklinikums
Frankfurt waren frei von spezifischen Pathogenen. Die Versuchstiere hatten freien Zugang zu
Futter und Wasser sowie einen 12 h Tag/Nacht-Zyklus bei 24 + 0,5°C.

3.2 Genotypisierung

Zur Bestimmung des Genotyps der NOX2KO-Mause wurde die DNA aus Schwanzspitzen oder
Ohrstanzen von 3 Wochen alten Tieren isoliert und auf Anwesenheit einer vollstdndigen
gp91Ph*-Untereinheit kontrolliert. Dazu wurden die Gewebeproben 0.N. in 500 pl Lysepuffer
sowie 5 ul Proteinkinase K auf einem Thermomixer inkubiert (550 rpm, 55°C). Am folgenden
Tag wurden die Proben zentrifugiert (17949 g, 10 min, RT) um Gewebereste von der geldsten
DNA zu trennen. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und die DNA
durch die Zugabe von 500 pl Isopropanol gefallt. Nach einer Zentrifugation (17949 g, 10 min,
RT) wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 500 pl 70 %igem Ethanol
gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation (17949 g, 5 min, RT) wurde der Uberstand
vollstdndig abgenommen und das DNA-Pellet fur 15 min unter dem Abzug getrocknet.
AnschlieRend wurde die DNA in 100 pl Millipore HO geldst.

Die gp91Phx-Untereinheit wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert (siehe
Tabelle 3). Die fur die Amplifizierung verwendeten Primer sind im Anhang aufgefuhrt (siehe
10.4). Die PCR-Produkte wurden anschliel3end in einem 2,5 % Agarose-Gel, welches mit dem
DNA-interkalierenden Farbstoff Roti-Safe GelStrain® (5 /100 ml) versetzt war, bei 100 V fir

60 min aufgetrennt. Mit Hilfe des ChemiDoc und der Software ImagelLab wurden die Banden
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im Agarose Gel aufgenommen und die Wildtyp (WT) oder Knockout (KO) Banden identifiziert.
Das WT-Fragment hat eine Grof3e von 240 bp wahrend das KO-Fragment eine Grof3e von 195
bp aufweist. Als GroéRRenstandard wurde der DNA Ladder Mix 100-10000 bp von Peglab

verwendet.

Tabelle 3: Genotypisierung von C57BL/6N-gp91lphox Mausen. Einfacher PCR-Ansatz sowie
durchgefiihrtes PCR-Programm.

Primer gp91°"*-1019 1,5 Zeit Temperatur | Zyklen
Primer gp91P"*-1020 1,5 ul 5 min 94°C 1x
Primer gp91Px-1021 1,5 pl 30 94°C
RNA freies Wasser 1,5l 30s 64°C 30 x
: 40's 72°C
Taq 2x Master Mix Red 10 pl
Geloste DNA 5l 30s 94°C
30s 58°C
40s | 72°C 30 x
7 min 72°C 1x

3.3 EAE-Induktion & Scoring

Fur die Induktion der EAE wurde das EAE-Kit ,EK-2110“ nach Angaben des Herstellers
verwendet. Bei den Versuchstieren handelte es sich ausschlie3lich um Weibchen im Alter von
10 bis 12 Wochen. Wéahrend der Induktion waren die Versuchstiere mittels Isofluran betéubt.
Es wurden 200 pug MOGssss Peptid sowie 400 pug des Mycobacterium tuberculosis geldst in
400 pl CFA subkutan in die Nackenfalte (100 pl) sowie die linke und rechte Schwanzbasis
(jeweils 50 pl) appliziert. Des Weiteren wurden 100 pl PTX i.p. in den Bauchbereich injiziert.
Die PTX-Injektion wurde am darauf folgenden Tag wiederholt. An den folgenden Tagen
wurden die Tiere taglich auf auftretende Krankheitssymptome untersucht und entsprechend
den jeweiligen EAE-Scores zugewiesen (Tabelle 1). Sobald Krankheitssymptome auftraten,
oder die Tiere den 9. Tag nach Induktion erreichten, wurde zusatzlich taglich das Gewicht der
Tiere bestimmt. Zur Einhaltung der Tierschutzrichtlinien wurden Tiere die den Score 3
Uberschritten getotet und fortan mit Score 4 gewertet. Nach der Totung erfolgte eine Perfusion
mit 1x Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) und die Organentnahme des lumbalen
Ruckenmarks (RML), der inguinalen Lymphknoten (LK), des Blutes und der Milz fir
anschliel3ende Untersuchungen. Bei Tieren mit Phytol-Diat wurde das Standard-Futter ab dem
Zeitpunkt der EAE-Induktion durch Phytol-Futter (5 g/kg) ausgetauscht.
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3.4 Knochenmarkstransplantation

Als Spender fir das zu transplantierende Knochenmark wurden weibliche NOX2KO-Mause im
Alter zwischen 12 und 18 Wochen verwendet. Dabei wurden die Oberschenkelknochen der
Tiere isoliert und die Knochenmarkszellen mit PBS auf dem Knocheninneren herausgespuilt.
Die Zellen wurden mit einem 70 um Nylonfilter gereinigt und zentrifugiert (405 g, 4 min, 4°C).
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500 ul Erylysepuffer aufgenommen. Nach
der Inkubation (5 min, Raumtemperatur (RT)) wurden 5 ml PBS hinzugegeben und die
Knochenmarkszellen nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (405 g, 4 min, 4°C) in 1 ml
PBS aufgenommen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und

auf mindestens 1*107 Zellen/ml eingestellt.

Zeitgleich zur lIsolation der Knochenmarkszellen erfolgte die Bestrahlung der Empfanger-
C57BL6/N-Wildtyp-Tiere in Gruppen zu 6 Tieren bei einer Gesamtstrahlendosis von 9 Gy. Zum
Zeitpunkt der Bestrahlung waren die Empfanger-Tiere 10 Wochen alt. Nach der Bestrahlung
wurden die Empfanger-Tiere gewogen und erhielten 200 pl Zellsuspension, welche
mindestens 3*10° Knochenmarkszellen enthielt, intravents in die obere Schwanzvene

appliziert.

In den darauffolgenden 30 Tagen wurde taglich das Gewicht der Empfanger-Tiere erfasst und
die Tiere bei einem Gewichtsverlust von tber 20 % im Vergleich zum Gewicht direkt nach
Bestrahlung aus tierethischen Grinden getttet. Der periphere Genotyp der Mause wurde 21
Tage nach Bestrahlung kontrolliert. Daflir wurde DNA aus Blut mittels des ,Extract-N-Amp
Blood PCR* Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt und gp91°"°* amplifiziert (Methode siehe
3.2). Nach der Auftrennung auf einem 2,5 % Agarose Gel konnte der periphere Genotyp
kontrolliert ~ werden. Die EAE-Induktion erfolgte 28 Tage nach der
Knochenmarkstransplantation (Methode siehe 3.3).
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3.5 RNA-Isolation aus Zellen: ,,RNAqueous-Micro Procedure* Kit

Zur lIsolation von RNA aus Zellen wurden das ,RNAqueous-Micro Procedure® Kit nach
Angaben des Herstellers verwendet. Die Zellen wurden dazu in 100 pl Lyse-Puffer
aufgenommen und gut durchmischt. Anschliel3end wurden 50 ul 100 % Ethanol dazugegeben
und erneut gemischt. Die lysierten Zellen wurden auf Mikrofilterrohrchen gegeben und
zentrifugiert (20238 g, 10 s, RT). Die im Filter zuriickgehaltene RNA wurde in 3 Waschschritten
mit den ethanolhaltigen Waschlosungen 1-3 gereinigt. Der Durchfluss wurde verworfen und
die RNA mittels 12 pl Elutionslésung in neuen Reaktionsgefallen ausgewaschen. Vor
Verwendung der Elutionslésung wurde diese auf 75°C erhitzt und auf der Saule inkubiert (1
min, RT). Zur Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurde ein TECAN-Reader
SpectraFluor Plus verwendet. Zur Reinheitskontrolle wurde das Verhéaltnis aus der optischen
Dichte (OD) 260/280 nm gebildet, welches sich zwischen 1,8 und 2,0 befinden sollte. Die

isolierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.6 RNA-Isolation aus Gewebe: Phenol-Chloroform-Extraktion

Fir die Isolation der Gesamt-RNA aus den zu untersuchenden Organen (inguinale
Lymphknote und Ilumbales Rickenmark) wurde die Methode der Phenol-Chloroform-
Extraktion verwendet. Hierzu wurden 500 pl Tri-Reagenz zu den Gewebeproben gegeben und
diese mit einem Eppi-Pistill Potter homogenisiert. Nach Zugabe von weiteren 500 pl Tri-
Reagenz wurden die Proben gevortext (30 s) und inkubiert (10 min, RT). Nach einer
Zentrifugation (12000 g, 10 min, 4°C) wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal
uberfuihrt und die Gewebereste verworfen. Der Uberstand wurde mit 200 ul Chloroform
versetzt und inkubiert (5 min, RT). Es folgte eine weitere Zentrifugation (12000 g, 15 min, 4°C).
Bei der auftretenden Phasentrennung befand sich die RNA in der oberen wassrigen Phase
wahrend sich DNA und Proteine in der unteren Phenol-Chloroform-Phase befand. Die
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal? dberfihrt und die RNA durch Zugabe von
500 pl Isopropanol geféllt. Nach einer Inkubation (10 min, RT) wurden die Proben zentrifugiert
(12000 g, 15 min, 4°C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 750 pl 75 % Ethanol
gewaschen und zentrifugiert (7500 g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet an der Luft getrocknet (5 min, RT). Das RNA-Pellet wurde anschliel3end in 30 pl
Nuklease-freiem Wasser aufgenommen und die RNA-Konzentration mit Hilfe eines TECAN-
Readers SpectraFluor Plus bestimmt (Methode siehe 3.5). Bei unzureichender Qualitat wurde
die Phenol-Chloroform-Extraktion wiederholt. Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.
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3.7 cDNA-Synthese

Um isolierte Gesamt-RNA in komplementare DNA (cDNA) umzuschreiben wurde das ,First
Stand cDNA Synthese® Kit nach Angaben des Herstellers verwendet (siehe Tabelle 4). Nach
der PCR wurde die cDNA mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von 30 ng/pl
eingestellt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Tabelle 4: cDNA Synthese. Einfacher Reaktionsansatz sowie PCR Programm mittels des ,First Stand
cDNA Synthese” Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). dNTP = Nukleosidtriphosphate

5x Reaktions-Puffer 4 ul Zeit Temperatur
10 mM dNTP Mix 2ul 5 min 25°C
M-MulV Reverse Transkriptase 2 pl 60 min 37°C
Ribolock RNase Inhibitor 1l 5 min 70°C
Random Hexamer 1l

RNA-Template 600-1600 ng

Nuklease-freies-Wasser Auffullen auf 20 pl

32



3.8 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Zur Bestimmung der Expressionslevel unterschiedlicher Gene in den inguinalen Lymphknoten
und dem lumbalen Rickenmark wurde die Methode der quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR)
verwendet. Die dabei verwendeten Primer sowie die untersuchten Gene sind im Anhang
aufgefuihrt. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze sowie das PCR-Programm sind in
Tabelle 5 dargestellt. Fur die gPCR-Messungen wurde der, in doppelstrangige cDNA
interkalierende, EvaGreen® Farbstoff verwendet. Wahrend des PCR-Programms wurden die
zu untersuchenden Gen-Abschnitte mit Hilfe von spezifischen Primern amplifiziert und die
Fluoreszenz des interkalierenden EvaGreen® Farbstoffs mit Hilfe des CFX96TM Real-Time-
Systems (Bio-Rad, Miinchen) detektiert. Die dabei gemessene Fluoreszenz wurde graphisch
als Funktion der durchgefiihrten Zyklen dargestellt. Bei der Analyse wurde die relative
Quantifizierung mittels der 222Ct (,cycle threshold“) Methode nach Normalisierung auf das
»housekeeping gen* Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) ermittelt. Die dabei ermittelten Ct-
Werte wurden ins Verhaltnis zu Ct-Werten von Kontrolltieren gesetzt um die relative

Expression zu berechnen.

Tabelle 5: Quantitative Echtzeit-PCR. Einfacher Reaktionsansatz sowie PCR-Programm.

5x EvaGreen® qPCR Mix (Rox) 2ul Zeit Temperatur Zyklen
Forward Primer (10 uM) 1u 15 min 95°C 1x
Reverse Primer (10 uM) 1l 15s 95°C

cDNA (30 ng/pl) 0,5 ul 60 s 60°C 45 x
Nuklease-freies Wasser 55 ul

3.9 Durchflusszytometrie

Die Messungen am Durchflusszytometer wurden an einem MACSQuant® Analyzer 10
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) durchgefiihrt. Die Emissionsspektren der dabei
verwendeten Antikdrper wurden vor den Versuchen am Durchflusszytometer kompensiert. Die
Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software FlowJo (Version 10, Treestar, Ashland,
OR, USA). Die Bestimmung der jeweiligen Zellpopulationen erfolgte anhand von ungefarbten

Kontrollen.
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3.9.1 Zellverteilung von murinen Immunzellen

Um die verschiedenen Zelltypen in den zu untersuchenden Organen (inguinale Lymphknoten
und lumbales Rickenmark) zu wunterscheiden und zu quantifizieren, wurden
durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefiihrt. Dafir wurden die relevanten Organe
nach der Entnahme aus den Versuchstieren gewogen und in Reaktionsgefal3e mit 200 pl
eiskaltem PBS uberfuhrt. Durch die Aufarbeitung der Organe wurden Einzelzellsuspensionen
gewonnen. Die inguinalen Lymphknoten wurden mechanisch zerkleinert und tiber einen 70 uM
Nylonfilter filtriert. Der Filter wurde anschliel3end mit PBS gespiilt und das Filtrat zentrifugiert
(1962 g, 3 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 300 pl 0,2 %
Rinderalbum (BSA)/PBS aufgenommen. Die Proben des lumbalen Rickenmarks wurden
hingegen in 500 ul Lysis-Puffer, bestehend aus 50 % ,Hanks‘ Balanced Salt Solution” (HBSS),
50 % Accutase sowie 30 mg/ml Collagenase A, aufgenommen und mechanisch zerkleinert.
AnschlieRend wurden die Proben auf einem Thermoschiittler inkubiert (400 rpm, 30 min,
37°C). Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Proben zentrifugiert (200 g, 2 min, RT).
Es folgten 2 Waschschritte mit jeweils 500 pl PBS. Anschlie3end wurden die Zellen in 1 ml
PBS aufgenommen und Uber einen 70 uM Nylonfilter gegebenen. Der Filter wurde mit PBS
gespiilt und das Filtrat zentrifugiert (1962 g, 3 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen in 300 pl 0,2% BSA/PBS aufgenommen. Die Zellkonzentration wurde am
Durchflusszytometer bestimmt und jeweils 1*10° Zellen pro Probe des lumbalen Riickenmarks
bzw. 1*10° Zellen pro Proben der inguinalen Lymphknoten in eine 96-Well FACS-Platte
Uberfihrt. Alle nachfolgenden Arbeitsschritte der Zellfarbung wurden auf Eis durchgefuhrt. Die
Proben wurden zunachst mit 2 pl Fc-Rezeptor (FCcR) Blocking Reagenz inkubiert (15 min, 4°C,
Dunkelheit). Dies diente zur Blockierung von unspezifischen Bindestellen. Fir die Farbung der
Immunzellen wurde ein Gemisch aus primar konjugierten Antikérpern verwendet (siehe
Tabelle 6). Dabei wurden die Proben aus den inguinalen Lymphknoten mit 9 pl und die Proben
aus dem lumbalen Rickenmark mit 18 pl der Antikdrpermischung inkubiert (15 min, 4°C,
Dunkelheit). Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Proben mit 500 ul PBS gewaschen
und zentrifugiert (650 g, 6 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 100 pl
PBS aufgenommen. Dadurch wurden ungebundene Antikorper entfernt. AnschlieRend erfolgte
die durchflusszytometrische Messung. Bei der Auswertung konnten die Immunzellen anhand
der folgenden Oberflichenmarker charakterisiert werden: Immunzellen (CD45%), Mikroglia
(CD45Y), Monozyten (CD45*, Ly6G, CD11c, CD11b*), Makrophagen (CD45", Ly6G", CD11c,
CD11b*, F4/80%), neutrophile Granulozyten (CD45*, CD11b*, Ly6G*), dendritische Zellen
(CD45*, Ly6G", CD11b, CD11lc"), B-Zellen (CD45*, CD19*), CD4*-T-Zellen (CD45*, CD3",
CD4*) sowie CD8*-T-Zellen (CD45*, CD3*, CD8").
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Das Gating erfolgte anhand von ungefarbten Proben. Ein beispielhaftes Gating der murinen
Immunzellsubpopulationen ist in Abbildung 8 dargestellt. Da definierte Zellzahlen gemessen
und die Organe gewogen wurden, konnte die Anzahl an Zellen/mg Organ berechnet werden.

Tabelle 6: Charakterisierung von murinen Immunzellen. Die aus den inguinalen Lymphknoten und dem
lumbalen Rickenmark isolierten Zellen wurden anhand von 8 Oberflachenmarkern mittels
Durchflusszytometrie charakterisiert. Dabei wurden 2 ul von jedem Antikérper pro Probe eingesetzt.
F4/80 = ,EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 17, Ly6G = ,lymphocyte antigen
6 complex locus G6D.”

Ursprung Oberflachenmarker Fluoreszenzfarbstoff
Ratte CD45 VioBlue
Ratte CD11b VioGreen
Hamster CD11c FITC
Hamster CD3e PE-CF594
Ratte CD8a PE-Cy5
Ratte F4/80 PE-Cy7
Ratte CD4 APC
Ratte Ly6G APC-Cy7

a) - B

5 :

b) “T

T ‘

Ay = [

a 3 2,
CD45 FSC cD3 CD11b CD11b CD11b

Abbildung 8: Beispielhafte Gating-Strategie muriner Immunzellen. Dargestellt sind isolierte Zellen aus
den inguinalen Lymphknoten von Mausen mit Standard- (ST, a) oder Phytol- (PH, b) Diat 16 Tage nach
EAE-Induktion. Ausgefillte Gates zeigen an, welche Subpopulationen fiir den ndchsten Schritt
verwendet wurden (c). Die Gates wurden anhand von ungeférbten Kontrollen festgelegt. Zunéchst
wurden die Immunzellen (CD45*) von den ubrigen Zellen getrennt. Anschlie@end wurden mittels
FSC/SSC tote Zellen und Zelltrimmer ausgeschlossen. T-Zellen wurde anhand von CD3* definiert.
Innerhalb der CD3--Zellen wurden die B-Zellen (CD11b-, Ly6G*) und die Neutrophilen (CD11b*, Ly6G*)
definiert. Im néachsten Schritt wurden die CD11b*- und Ly6G--Zellen verwendet und davon die
Dendritischen Zellen (CD11b*, CD11c*) definiert. Innerhalb der CD11b*/CD11c-Zellen wurden die
Makrophagen anhand der Expression von F4/80* festgelegt.
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3.9.2 Murine T-Zell-Subpopulationen

Die Auswirkung von Phytan- bzw. Pristansaure auf die aus der murinen Milz isolierten T-Zell-
Subpopulationen wurden durchflusszytometrisch analysiert. Dazu wurden die isolierten
T-Zellen mit CD3/CD28-Beads, IL-2 (30 U/ml) und Phytan- bzw. Pristansaure (50 uM) fir 72 h
stimuliert (Methode siehe 3.10). Nach der Stimulation wurden die Proben zentrifugiert (300 g,
10 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 100 pl PBS aufgenommen.
Es folgte die Blockierung der unspezifischen Antikdrper-Bindestellen durch Inkubation (15 min,
4°C, Dunkelheit) mit 2 pl FcR Blocking Reagenz. Anschlie3end wurden die Zellen mit jeweils
0,5 ul von jedem verwendeten Antikdrper (siehe Tabelle 7) inkubiert (15 min, RT, Dunkelheit).
Danach wurde 500 pl FACS Wasch-Puffer zu den Proben gegeben und diese zentrifugiert
(650 g, 6 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 200 pl PBS
aufgenommen. Es erfolgte die Messung am Durchflusszytometer (Methode siehe 3.9.1). Bei
der Auswertung wurden nur CD3*-Zellen beriicksichtigt. Diese wurden anhand der folgenden
Marker den T-Zell-Subtypen zugeordnet: Tyl (CD4*, CXCR3*), T2 (CD4*, CXCR3" CCR4",
CCRG6), Tul7 (CD4*, CCR4*, CCR6"), Treg (CD4*, CD25%, CD127).

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper zur Analyse der murinen T-Zell-Subtypen.

Oberflachenmarker Zelltyp Fluoreszenzfarbstoff
CD3 T-Zellen PerCP-Vio700

CD4 CD4*-T-Zellen VioGreen

CD8a CD8"-T-Zellen VioBlue

CD25 Treg VioBright FITC
CD127 Thl APC-Cy7

CXCR3 (CD183) Tul7 APC

CCR6 (CD196) T2 PE-Vio770

CCR4 (CD194) Th2, Tul7 PE
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3.9.3 Zelltypverteilung von humanen PBMCs

Zur Kontrolle der CD14*-Aufreinigung von humanen Blutproben (Methode siehe 3.14) wurde
die Populationen von CD14*-Zellen, T-Zellen, B-Zellen und Dendritischen Zellen in den Proben
vor und nach der ,magnetic activated cell sorting® (MACS) Aufreinigung am
Durchflusszytometer bestimmt. Daftir wurden 2*10° Zellen/Probe in 100 pl PBS aufgenommen
und mit 2 pl FcR-Blocking Reagenz inkubiert (15 min, 4°C, Dunkelheit). Nach abgeschlossener
Inkubation wurde jeweils 1 pl der verwendeten Antikorper (siehe Tabelle 8) hinzugegeben und
die Proben inkubiert (15 min, 4°C, Dunkelheit). Anschlieend wurden die Proben am
Durchflusszytometer gemessen und der Anteil der unterschiedlichen Zelltypen bezogen auf

die Gesamtzellzahl der lebenden Zellen bestimmt.

Tabelle 8: Verwendete Antikdrper zur Analyse von PBMCs. Die Verteilung der Zelltypen wurde vor und
nach der CD14*Aufreinigung von humanen PBMCs mit Hilfe des MACS-Systems durchgefuhrt
(Methode siehe 3.14).

Oberflachenmarker Zelltyp Fluoreszenzfarbstoff
CD3 T-Zellen VioBlue

CD11c Dendritische Zellen | PE-Vio770

CD14 Monozyten VioGreen

CD19 B-Zellen FITC

3.9.4 Charakterisierung von Oberflaichenmarkern humaner Makrophagen

Nach der Differenzierung (Methode siehe 3.16) bzw. Polarisierung (Methode siehe 3.17) von
humanen Makrophagen wurden die spezifischen Oberflachenmarker der Makrophagen am
Durchflusszytometer bestimmt. Daflir wurden 2*10° Zellen in 100 pl PBS aufgenommen und
mit 2 pl FcR-Blocking Reagenz inkubiert (15 min, 4°C, Dunkelheit). AnschlielRend wurden die
Proben zentrifugiert (300 g, 10 min, 4°C) und das Zellpellet in 93 pl Zombie-Dye-Mastermix
(Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit, 1:500 in PBS) aufgenommen und inkubiert (15 min, RT,
Dunkelheit). Nach abgeschlossener Inkubation wurde jeweils 1 ul der verwendeten Antikorper
(siehe Tabelle 9) dazugegeben und die Proben inkubiert (15 min, 4°C, Dunkelheit). Zur
Neutralisation der ungebundenen Antikdrper wurden die Proben mit 500 ul PBS/10 % fetales
Kalberserum (FKS) verdinnt und zentrifugiert (300 g, 5 min, 4°C). Das Zellpellet wurde

anschlief3end in 100 pl PBS aufgenommen und am Durchflusszytometer gemessen.
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Bei der Auswertung wurde das geometrische Mittel der Fluoreszenzintensitaten der zu
untersuchenden Marker von den lebenden Zellen bestimmt und die relative Expression im
Verhéaltnis zu den mittels Vehikel behandelten Zellen ermittelt. Dabei wurden die Messwerte
der Vehikel behandelten Zellen zusammengenommen da die unterschiedlichen
Konzentrationen des Vehikels keinen Einfluss auf die Expression der Oberflachenmarker
hatten. Der Marker CD14 wurde als Qualitatskontrolle der Differenzierung mitgefuhrt.

Tabelle 9: Charakterisierung humaner Makrophagen-Subtypen. Dargestellt sind die untersuchten
Oberflachenmarker nach Differenzierung oder Polarisierung sowie die entsprechenden Antikérper.

Oberflachenmarker Subtyp Fluoreszenzfarbstoff
CD14 - APC-Vio770

CD80 M1-Makrophagen APC

CD86 M1-Makrophagen FITC

CD163 M2c-Makrophagen VioBlue

CD206 M2a-Makrophagen PE-Vio770

HLA-DR Makrophagen / APZ | PerCP

TREM2 M2a-Makrophagen PE
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3.9.5 Charakterisierung von Oberflachenmarkern humaner Dendritischer Zellen

Nach abgeschlossener Differenzierung (Methode siehe 3.18) oder Aktivierung (Methode siehe
3.19) von humanen Dendritischen Zellen wurden die spezifischen Oberflachenmarker per
Durchflusszytometrie bestimmt. Die Farbung, Messung sowie Auswertung der Proben erfolgte
wie unter 3.9.4 beschrieben unter Verwendung der in Tabelle 10 dargestellten Antikdrper. Es
wurden 2 unterschiedliche Zusammenstellungen an Antikérpern gewahlt und die Proben
getrennt mit beiden Zusammenstellungen gefarbt und analysiert. Der Marker CD11c wurde als
Qualitatskontrolle der Differenzierung mitgefuhrt.

Tabelle 10: Charakterisierung humaner Dendritischer Zellen. Dargestellt sind die untersuchten
Oberflachenmarker nach Differenzierung oder Aktivierung sowie die entsprechenden Antikorper.
Aufgrund der Anzahl der Oberflachenmarker wurden 2 unterschiedliche Zusammenstellungen der
Antikdrper gewahlt um eine Doppelbelegung der Kanéle zu vermeiden.

Oberflachenmarker Zusammenstellung Fluoreszenzfarbstoff
CD1la ,DC-Set-Up 1° FITC

CDl1c ,DC-Set-Up 1° PE

CD11c ,DC-Set-Up 1 & 2¢ PE-Vio770
CD40 ,DC-Set-Up 1¢ APC

CD54 ,DC-Set-Up 1° Pacific Blue
CD80 ,DC-Set-Up 2 APC

CD83 ,DC-Set-Up 1° APC-Vio770
CD86 ,DC-Set-Up 2° PE

CD141 ,DC-Set-Up 2° VioBlue
CD197 ,DC-Set-Up 2¢ FITC

CD206 ,DC-Set-Up 2° PerCP-Vio700
CD209 ,DC-Set-Up 2¢ APC-Vio770
HLA-DR ,DC-Set-Up 1° PerCP
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3.10 Isolation & Stimulierung muriner T-Zellen

Fur einige Untersuchungen (T-Zell-Proliferations-Assay, mRNA-Isolation, zytometrischer
Bead-Array, T-Zell-Subpopulationen) wurden isolierte murine T-Zellen aus gesunden
C57BL/6N-Wildtyp- bzw. NOX2KO-Tieren verwendet. Dafir wurde die Milz der Tiere aseptisch
entnommen und in PBS aufgenommen. Alle darauffolgenden Arbeitsschritte wurden unter
einer Sterilwerkbank durchgefihrt. Die Milz wurde mechanisch zerkleinert und durch einen 70
KM Nylonfilter gepresst. Der Filter wurde mit 10 ml PBS gespllt und das Filtrat zentrifugiert
(405 g, 3 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 500 pl Erylysepuffer
versetzt. Nach einer Inkubation (10 min, RT) wurden die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und
erneut zentrifugiert (405 g, 3 min, RT). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
100 ul sterilem MACS-Puffer aufgenommen. Die Separation der T-Zellen von den Ubrigen
Zellen erfolgte mit Hilfe des MACS®-System und magnetischen CD90.2-Beads nach Angaben
des Herstellers. Dafiir wurde die Zellsupension mit 20 ul der CD90.2-Beads inkubiert (15 min,
4°C). Nach der Inkubation wurden die Proben mit 1 ml MACS-Puffer gemischt und zentrifugiert
(300 g, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 ul MACS-Puffer
aufgenommen. Die MS-Saulen wurden an dem dafir vorgesehenen Magneten angebracht
und mit jeweils 500 pl MACS-Puffer aquilibriert. Die Zellsuspension wurde auf die Séaulen
gegeben und 3-fach mit 500 ul MACS-Puffer gewaschen. Der Durchfluss, welcher die
unmarkierten Zellen enthielt, wurde dabei verworfen. Anschlie3end wurden die S&aulen vom
Magneten entfernt und die markierten T-Zellen mit 1 ml MACS-Puffer aus den Saulen in neue
Reaktionsgefale gedriickt. Diese wurden zentrifugiert (300 g, 10 min, 4°C) und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen, die Zellzahl am
Durchflusszytometer bestimmt und auf 1*10° Zellen / ml Zellkulturmedium eingestellt. Von den
somit aufgereinigten T-Zellen wurden jeweils 100 pl (entspricht 1*10° Zellen) in die Kavitaten
einer 96-Well Platte gegeben und unter Zugabe von unterschiedlichen Stimulanzien (siehe
Tabelle 11) stimuliert. Alle Proben wurden dabei im Mehrfachansatz angesetzt: 3-fach Ansatz
fur die mRNA-Bestimmung, den zytometrischen Bead Array sowie die Analyse der
T-Zell-Subpopulationen, 5-fach Ansatz fir den T-Zell-Proliferations-Assay. Die Kultivierung
erfolgte bei 37°C und 5 % CO.. Die Dauer der Kultivierung unterschied sich zwischen den
Experimenten: Fur die mRNA-Bestimmung sowie fir den zytometrischen Bead-Array endete
die Inkubation der Zellen nach 24 h, 48 h sowie 72 h. Fur den T-Zell-Proliferations-Assay sowie

die Bestimmung der T-Zell-Subtypen wurden die Zellen nach 72 h geerntet.
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Tabelle 11: Stimulation isolierter muriner T-Zellen. Dargestellt sind die 4 unterschiedlichen Konditionen
zur Stimulation vor der weiteren Verwendung.

CD3/CD28-Beads IL-2 Phytansaure | Pristansaure

Kondition 1
Unstimuliert
Kondition 2
Stimuliert
Kondition 3

Stimuliert &
Phytansaure

Kondition 4

Stimuliert &
Pristansaure

4 x 10" Beads/ml 30 U/ml - -

4 x 10" Beads/ml 30 U/ml 50 uM -

4 x 107 Beads/ml 30 U/ml - 50 uM

Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Zellen fir die mRNA-Bestimmung sowie flr den
zytometrischen Bead-Array in Mikrozentrifugenréhrchen tberfiihrt und zentrifugiert (300 g,
10 min, RT). Der Uberstand wurde fiir den zytometrischen Bead-Array (Methode siehe 3.12)
und das Zellpellet fur die mRNA-Bestimmung (Methode siehe 3.5) verwendet. Die Zellen fur
die Bestimmung der T-Zell-Subtypen wurden geerntet, gefarbt und am Durchflusszytometer
gemessen (Methode siehe 3.9.2). Die Zellen fir den T-Zell-Proliferations-Assay wurden wie

unter 3.11 beschrieben weiter behandelt.
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3.11 Proliferations-Assay muriner T-Zellen

Nach abgeschlossener Stimulation (Methode siehe 3.10) wurden die Zellen mit dem
,Bromdesoxyuridin (BrdU) Colorimetric Proliferation Assay” Kit nach Angaben des Herstellers
behandelt.

Dazu wurden zunéchst 10 pl einer 10x BrdU-Losung in jede Kavitat der 96-Well Platte
gegeben und die Zellen 0.N. inkubiert (37°C, 5 % CO2). Am folgenden Tag wurde die Platte
zentrifugiert (300 g, 10 min, RT) und der Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden
getrocknet (60 min, 60°C) und anschlieRend mit 200 pl FixDenat-Losung inkubiert (30 min,
RT). AnschlieBend wurde die FixDenat-Losung abgenommen und 100 pul anti-BrdU-

Peroxidase (POD)-Ldsung auf die Zellen gegeben.

Nach einer Inkubation (90 min, RT) wurden die Zellen 3-fach mit 200 ul PBS gewaschen und
mit 100 ul Tetramethylbenzidin-haltiger Substratlésung behandelt. Nach 5 bis 30 min bei RT
trat der Farbumschlag durch die Aktivierung der POD auf und die Reaktion wurde durch die

Zugabe von 25 ul Schwefelsaure (c = 1 M) gestoppt.

Die Quantifizierung des Farbumschlags erfolgte in 3-fach Bestimmung am EnSpire® 2300
Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, Liibeck) bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Referenzwellenlange von 620 nm.

42



3.12 Zytometrischer Bead-Array & ELISA

3.12.1 Murine Proben

Zur Konzentrationsbestimmung von sezernierten Zytokinen im Uberstand von stimulierten
murinen T-Zellen (Methode siehe 3.10) wurde der ,zytometrische Bead-Array“ (CBA) von BD
Biosciences nach Vorgaben des Herstellers verwendet. Die Bestimmung der Konzentrationen
von IL-4, IL-6, IL-10 IL-17A, TNF-a sowie IFN-y wurde am MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach) durchgefihrt. Daftr wurden 30 pl der Proben bzw. des Standards
mit 4 ul der entsprechenden Capture-Beads fir jedes der untersuchten Zytokine sowieso 30
pl Tul/TH2/Tul7 PE Detektions-Reagenz vermischt und inkubiert (2 h, 4°C, Dunkelheit).
Anschlieend wurden 500 pl PBS dazugegeben und die Proben zentrifugiert (200 g, 5 min,
RT). Die Uberstande wurden verworfen und die Pellets in 300 pl PBS aufgenommen. Die
Ermittlung der Zytokin Konzentrationen erfolgte anhand einer Standardkurve. Zur Auswertung

wurde die FCAP Array Software (Version 3.0, BD Biosciences, Heidelberg) verwendet.

3.12.2 Humane Proben

Fur die Ermittlung der Zytokin- bzw. Prostaglandin-Konzentrationen im Uberstand von
differenzierten Makrophagen, differenzierten Dendritischen Zellen sowie polarisierten
Makrophagen und aktivierten Dendritischen Zellen wurde der CBA von BD Biosciences
verwendet. Dabei wurden je nach Zelltyp unterschiedliche Zytokine bestimmt (siehe Tabelle
12). Abweichend zur Herstellerangabe wurden fiir jeden Test 25 pl Probenlberstand mit 25 pl
Capture-Beads gemischt und inkubiert (1 h, RT, Dunkelheit). Anschlieend wurden 25 ul PE
Detektions-Reagenz hinzugegeben und die Proben weiter inkubiert (2 h, RT, Dunkelheit). Im
Anschluss wurden die Proben mit 150 pl Waschpuffer 3-fach gewaschen. Die Bestimmung der
Zytokin Konzentrationen erfolgte am MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) unter Verwendung einer Standardkurve nach Herstellerangabe. Zur Auswertung
wurde die FCAP Array Software (Version 3.0, BD Biosciences, Heidelberg) verwendet. Da
nicht fur alle zu untersuchenden Zytokine der zytometrische Bead-Array verflgbar ist, wurden
die Konzentration von CCL17, CCL18, IL-23 sowie PGE2 (siehe Tabelle 12) nach
Herstellerangabe mittels ELISA bestimmt. Das Probengesamtvolumen betrug bei den ELISAs

stets 100 pl. Bei CCL17 sowie CCL18 wurden die Proben zuvor 1:1 vorverdinnt.

Bei allen Zytokin-Bestimmungen wurden zunéchst die Auswirkungen der hdchsten
verwendeten Wirkstoff-Konzentrationen untersucht. Zeigte sich dabei eine signifikante
Regulation, so wurden fur diese Zytokine auch die Konzentrationen bei niedrigeren Wirkstoff-

Konzentrationen bestimmt.
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Tabelle 12: Quantifizierung von Zytokinen
zytometrischem Bead Array (CBA) sowie ELISA ermittelten Zytokine

in humane Proben.

unterschiedlich behandelter humaner Immunzelltypen.

Dargestellt sind die mittels
in den Uberstanden

Zytokin | Bestimmt bei Methode | Hersteller
IL-18 Polarisierte  Makrophagen, | CBA BD Biosciences, Heidelberg
Dendritische Zellen
IL-6 Makrophagen CBA BD Biosciences, Heidelberg
Dendritische Zellen
Aktivierte Dendritische Zellen
IL-8 Polarisierte Makrophagen CBA BD Biosciences, Heidelberg
Dendritische Zellen
Aktivierte Dendritische Zellen
IL-10 Makropagen CBA BD Biosciences, Heidelberg
Polarisierte Makropagen
Dendritische Zellen
Aktivierte Dendritische Zellen
IL-12p70 | Dendritische Zellen CBA BD Biosciences, Heidelberg
Aktivierte Dendritische Zellen
IL-23 Polarisierte Makrophagen ELISA ThermoFisher, Waltham, MA, USA
Dendritische Zellen
Aktivierte Dendritische Zellen
IFN-y Polarisierte Makrophagen CBA BD Biosciences, Heidelberg
CCL2 Polarisierte Makrophagen CBA BD Biosciences, Heidelberg
CCL17 Makrophagen ELISA BioLegend, Fell
CCL18 Makrophagen ELISA Boster Biological Technology,
Polarisierte Makrophagen Pleasanton, CA, USA
CXCL10 | Polarisierte Makrophagen CBA BD Biosciences, Heidelberg
PGE2 Polarisierte Makrophagen ELISA Enzo Life Science, Lérrach
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3.13 Immunhistochemie

3.13.1 Gewebeschnitte

Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurden das lumbale Riickenmark von EAE-Tieren mit
Standard- oder Phytol-Diat entnommen und in 1,5 % Paraformaldehyd (PFA)/PBS inkubiert (2
h, RT). Zur Entwéasserung der Gewebeproben wurden diese anschlielend in 20 %
Sucroseldsung inkubiert (4°C, 0.N.). Am darauf folgenden Tag wurden die Proben in
Cryomold®-Schalchen (Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) mit Einbettmedium fixiert und
bei -80°C eingefroren. Zur Herstellung von Gewebeschnitten wurde das Kryotom CM3050S
Research Kryostats (Leica, Nussloch) bei -20°C verwendet. Die Schnittdicke betrug dabei
12 um. Die Gewebeschnitte wurden fir mindesten 60 min luftgetrocknet und anschlieend bis

zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewabhrt.

3.13.2 Immunhistochemische Farbungen

Vor der Durchfihrung der spezifischen Farbeprotokolle wurden die verwendeten
Gewebeproben aufgetaut (10 min, RT) und in PBS gewaschen (5 min). Bei allen
Inkubationsschritten wurden die Proben in einer abgedunkelten Feuchtekammer M920-
StainTray™ (Simport, Saint-Mathieu-de-Beloeil, Kanada) aufbewahrt und mit Parafilm®
(Merck, Darmstadt) bedeckt um eine gleichmaRige Verteilung der Flussigkeiten zu
gewahrleisten. Die Waschschritte erfolgten mit Hilfe des M900-EasyDip™ Systems (Simport,
Saint-Mathieu-de-Beloeil, Kanada). Bei den Negativ-Kontrollen wurden die gleichen
Arbeitsschritte durchgefuihrt jedoch ohne die Verwendung von Primar-Antikbrpern. Die
verwendeten Antikorper sind Tabelle 13 zu entnehmen. Bei allen Inkubationsschritten wurde

ein Volumen von 200 pul pro Objekttrager aufgetragen.
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Tabelle 13: Verwendete immunhistologische Primér- und Sekundéarantikorper. AF= Alexa Fluor, Ibal =
»ionized calcium-binding adapter molecule 1%, OHG = Hydroxyguanosin.

Ziel Hersteller Stock- Verdunnung
Konzentration
Rabbit Anti- .
Mouse Ibal Wako, Neuss 0,5 mg/ml 1:500
Primar- Rat Anti-Mouse | ppormq Scientific, 0,5 mg/ml 1:100
CD45
antikérper Wwaltham, MA, :
Fluoromyelin USA 300 x 1:300
Mouse Anti 8- Abcam, :
OHG* Cambridge, UK 0,1 mg/ml 1:1000
*Antikorper ist speziesunabhéngig
AF-488 Goat Anti- 2 mg/ml 1:800
Rat
. Thermo Scientific,
Sek_ur?dar AF-488 Donkey Waltham, MA, 2 mg/ml 1:800
antikérper Anti-Rabbit
USA
AF-555 Goat Anti- 2 mg/ml 1:800
Mouse

3.13.2.1 Fluoromyelin-Farbung

Die Gewebeproben wurden in 1,5 % PFA/PBS nachfixiert (20 min, RT) und anschlieRend mit
PBS gewaschen (3x 5 min). Die Permeabilisierung erfolgte durch die Inkubation mit PBS-T
(20 min, RT). Fur die Blockierung von unspezifischen Antikdrperbindestellen wurden die
Proben mit 5 % BSA/PBS-T inkubiert (20 min, RT). Der Fluromyelin-Red Antikérper wurde in
PBS-T verdinnt und auf den Gewebeschnitten inkubiert (20 min, RT). Anschlieend wurden
die Proben mit PBS gewaschen (3x 10 min). Zur Markierung der Zellkerne wurden die Proben
in einer 4'6-Diamidin-Phenylindol (DAPI)-Lésung (¢ = 1 pg/ml) inkubiert (10 min, RT). Nach
abgeschlossener Inkubation wurden die Schnitte erneut mit PBS gewaschen (2x 10 min).
AbschlieBend wurden die Gewebeschnitte mit Fluoromount Uberschichtet und somit die
Deckglaser auf den Objekttragern fixiert. Die Proben wurden luftgetrocknet (Dunkelheit, G.N.)

und anschlieend bei 4°C gelagert.
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3.13.2.2 8-OHG Farbung

Die Gewebeproben wurden zunéchst in einer 0,03 % H>O»/Methanol-Losung inkubiert (20 min,
RT) und anschlie3end mit PBS gewaschen (2x 5 min). Die Blockierung der unspezifischen
Antikorperbindestellen erfolgte wie unter 3.13.2.1 beschrieben. Der Antikdrper gegen 8-OHG
wurde in PBS-T verdinnt und mit den Gewebeschnitten inkubiert (4°C, 0.N.). Am darauf
folgenden Tag wurden die Proben mit PBS-T gewaschen (2x 5 min) und mit dem sekundéaren
Antikorper AF-555 Goat Anti-Mouse inkubiert (2 h, RT). Daraufhin wurden die Schnitte erneut
mit PBS-T gewaschen (2x 10 min). Die DAPI-Farbung der Zellkerne und die darauf folgende

Aufbewahrung der Proben erfolgte wie unter 3.13.2.1 beschrieben.

Bei der 8-OHG Kolokalisation wurden die Schnitte wie beschrieben mit einer 0,03 %
H.O./Methanol-Lésung behandelt, die unspezifischen Antikérperbindestellen blockiert und
8-OHG mit Primar- und Sekundarantikérper gefarbt. Nach abgeschlossener Inkubation mit
dem AF-555 Goat Anti-Mouse Antikérper wurden die Schnitte mit PBS-T gewaschen
(3x 5 min). AnschlieBend wurden die Proben mit den zelltypspezifischen Antikérpern (lbal,
CD45), verdunnt in 1 % BSA/PBS-T, inkubiert (4°C, U.N.) Am folgenden Tag wurden die
Proben mit PBS gewaschen (2x 5 min) und mit den entsprechenden sekundéaren Antikérpern
(AF-488 Goat Anti-Rat oder AF-488 Donkey Anti-Rabbit) inkubiert (2 h, RT). AnschlieBend
wurden die Zellen mit PBS-T gewaschen (2x 10 min), die Zellkerne mit DAPI gefarbt und die
Schnitte mit Fluoromount tberschichtet (Methode siehe 3.13.2.1).

3.13.3 Mikroskopie

Die Aufnahmen der Gewebeproben erfolgten mit dem DMi8 Fluoreszenzmikroskop (Leica,
Nussloch). Dabei wurde die Belichtungszeit anhand der Negativkontrollen eingestellt und fur
die darauffolgenden Aufnahmen beibehalten. Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit Hilfe
der Leica Application Suite X Software (Version 3.3, Leica, Nussloch). Kontrast und Sattigung

wurde dabei fiur alle verwendeten Aufnahmen eines Versuchs einheitlich verwendet.
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3.14 Isolation CD14*-Zellen aus humanem Blut

Humane CD14"-Zellen wurden aus frischen Vollblutproben mit Hilfe der
Dichtegradientenzentrifugation und dem MACS-System isoliert. In Vorbereitung darauf
wurden pro Blutprobe 3 SepMate®-50 Dichtegradientenzentrifugations-Réhrchen mit jeweils
15 ml Biocoll befillt und zentrifugiert (300 g, 5 min, RT). Die Blutproben wurden 1:1 mit HBSS
vermischt und gleichméRig auf die SepMate® RoOhrchen aufgeteilt. Es folgte eine
Zentrifugation (1200 g, 10 min, RT). Durch die dabei auftretende Auftrennung der
unterschiedlichen Zellschichten entlang des Dichtegradienten konnten die PBMCs von den

Ubrigen Bestandteilen des Bluts getrennt werden (,Buffy-Coat").

: gy g}
¢y et
— ¥ PBMCs
1200¢ i '

10 min
RT

Erythrozyten

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Prinzips der Dichtegradientenzentrifugation. Frisches
humanes Vollblut wurde in SepMate®-50 Tubes, gefillt mit 15 ml Biocoll, Uberfiihrt und zentrifugiert
(1200 g, 10 min, RT). Das Blutplasma sowie die Blutplattchen sammelten sich dabei in der obersten
Schicht wahrend die Erythrozyten in der untersten Schicht akkumulierten. Zwischen diesen beiden
Schichten befindet sich eine Schicht welche als ,Buffy Coat“ bezeichnet wird. In dieser befinden sich
die PBMCs welche fur den weiteren Versuchsablauf weitergefiihrt wurden.

Die PBMCs wurden gewaschen (4x 47,5 ml 2 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)/PBS)
und anschlieRend in MACS-Puffer aufgenommen. Die Zellkonzentration wurde mit Hilfe eines
Durchflusszytometers bestimmt und auf eine Konzentration von 1,25*108 Zellen/ml eingestellt.
Die Aufreinigung der CD14"-Zellen erfolgte mit Hilfe des MACS-Systems. Zur Markierung der
CD14*-Zellen wurden 200 pl CD14-MicroBeads pro 1*108 Zellen dazugegeben und inkubiert
(15 min, 4°C). Anschliel3end wurden die Zellen mit 40 ml MACS-Puffer gewaschen und jeweils
2*108 Zellen in 500 pl MACS-Puffer aufgenommen. Fir die Isolation der markierten CD14*-
Zellen wurden zunéachst die verwendeten LS Saulen an einem Magneten befestigt und mit 3
ml MACS-Puffer gespilt. AnschlieBend wurden die Proben auf die Sdulen aufgetragen und
diese mit MACS-Puffer gespilt (5x 3 ml). Die mittels magnetischer Beads markierten CD14"-
Zellen wurden in den LS S&ulen zurlick gehalten wahrend die tbrigen Zellen ausgewaschen

wurden.
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AbschlieBend wurden die LS Saulen vom Magneten entfernt und die CD14*-Zellen mit 5 ml
MACS-Puffer ausgewaschen. Diese wurden anschlie3end fir weitere Versuche verwendet
nachdem die Zellzahl mit Hilfe eines Durchflusszytometers ermittelt wurde. Zur Kontrolle der
CD14"-Zell-Aufreinigung wurden Proben vor und nach der Isolation entnommen und wie unter

3.9.3 beschrieben am Durchflusszytometer analysiert.

3.15 Bestimmung der Zellviabilitat mittels Orangu™-Assay

Zur Ermittlung der Zellviabilitdt isolierter humaner Monozyten, Makrophagen sowie
Dendritischer Zellen wurde der Orangu™ Zellviabilitats-Assay verwendet. Dieser beruht auf
der Reduktion von WST-8, einem gelben, wasserloslichen Tetrazoliumsalz, in das
wasserunldsliche Formazan. Dabei kommt es zu einem Farbumschlag von gelb zu blauviolett,
welcher an einem EnSpire® 2300 Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, Lubeck) quantifiziert
wurde. Die Menge des umgesetzten Farbstoffs ist dabei direkt proportional zu der Anzahl an

viablen Zellen.

Die Durchfihrung des Assays erfolgte nach Angaben des Herstellers: Nach der Isolation der
CD14*-Zellen (Methode siehe 3.14) wurden 1*10° Zellen/Well in 96-Well Platten ausgesat und
mit den unterschiedlichen Konzentrationen von Vehikel (DMSO) oder der jeweiligen
Testsubstanz behandelt. Die DMSO-Konzentration lag dabei bei der maximal verwendeten
Konzentration der Testsubstanz. Nach einer Inkubation (30 min, 37°C, 5 % CO;) wurden die
Differenzierungsfaktoren hinzugegeben (siehe Tabelle 14) und die Wells auf ein Endvolumen
von 100 pl aufgefillt. Die Dauer der darauffolgenden Inkubation (37°C, 5 % CO,) war von den
jeweiligen Zelltypen abhangig (siehe Tabelle 14). Nach abgeschlossener Inkubation wurden
10 pl Orangu™-L6sung pro Well hinzugegeben und die Zellen weiter inkubiert (120 min, 37°C,
5% COy). Vor der Messung am EnSpire® 2300 Multimode Plate Reader (Perkin Elmer,
Lubeck), bei einer Wellenlange von 450 nm mit einer Referenz von 650 nm, wurde die Platte
auf einem Vortexschiuttler MS3 Basic (IKA, Staufen) geschittelt (5 min, 500 rpm). Bei der
Auswertung wurden die Absorptionswerte von purem Zellkulturmedium bzw. Zellkulturmedium
mit gleichartigen Wirkstoffkonzentrationen von den Werten der jeweilig gleichbehandelten
Zellen subtrahiert und die korrigierten Werte der unterschiedlichen Behandlungen in ein

Verhaltnis zu unbehandelten Zellen gesetzt.
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Tabelle 14: Konditionen der humanen Immunzelldifferenzierung. Dargestellt ist die Inkubationsdauer
sowie die verwendeten Differenzierungsfaktoren fur die Differenzierung humaner Monozyten,
Makrophagen sowie Dendritischer Zellen. Das Zellkulturmedium der Makrophagen wurde nach 3 Tagen
vollstandig erneuert.

Inkubationsdauer | Differenzierungsfaktoren

Monozyten 2d Keine

Makrophagen 7d hu_GM-CSF (10 ng/ml)

hu_GM-CSF (10 ng/ml)
Dendritische Zellen 5d
hu_IL-4 (10 ng/ml)

3.16 Differenzierung humaner Makrophagen

Zur Untersuchung verschiedener Testsubstanzen auf ihre Auswirkungen bezlglich der
Differenzierung von humanen Makrophagen wurden zundchst CD14*-Zellen wie unter 3.14
beschrieben isoliert. Die Kultivierung erfolgte in 48-Well Platten mit einer Zellzahl von 5*10°
Zellen in einem Endvolumen von 500 pl pro Well. Daftir wurden die zuvor isolieren CD14"-
Zellen in Zellkulturmedium aufgenommen und als Triplikate in die Wells geftillt. AnschlieBend
wurde die zu untersuchende Testsubstanz oder Vehikel (DMSO) in den entsprechenden
Konzentrationen hinzugegeben und die Zellen in einem Brutschrank inkubiert (30 min, 37°C,
5 % COy). Die verwendeten Konzentrationen des Vehikels glichen dabei der niedrigsten sowie
der hdochsten verwendeten Konzentration der Testsubstanz. Nach abgeschlossener
Inkubation wurde hu_GM-CSF (Endkonz. = 10 ng/ml) hinzugegeben und die Zellen fir weitere
7 Tage inkubiert. Parallel dazu wurden 2x 2*10° Zellen fur die Analyse am Durchflusszytometer
(Methode siehe 3.9.4) verwendet um einen Grundwert fur die jeweiligen
Differenzierungsmarkern zu erhalten. Damit konnte durch den Vergleich mit den Proben am
7. Tag der Erfolg der Differenzierung Uberpruft werden. Am dritten Tag wurde das
Zellkulturmedium abgenommen und durch frisches Zellkulturmedium mit hu_GM-CSF und den
entsprechenden Testsubstanzen ersetzt. Nach der 7-tagigen Inkubation wurde das
Zellkulturmedium abgenommen, zentrifugiert (500 g, 5 min, RT) und der Uberstand bei -80°C
gelagert. Dieser wurde zu einem spéateren Zeitpunkt fir die Bestimmung der Chemo- und
Zytokine verwendet (Methode siehe 3.12.2). Die Zellen wurden mit 200 pl PBS gewaschen
und anschlieRend mit 100 pl Accutase pro Well inkubiert (15 min, 37°C, 5% CO;). Nach
abgeschlossener Inkubation wurde 400 pl Zellkulturmedium hinzugegeben, die Zellen mit Hilfe
eines Zellschabers vom Boden der 48-Well Platte gelést und in Mikrozentrifugenréhrchen
Uberfuhrt. AnschlieRend wurde die Zellzahl der Proben am Durchflusszytometer bestimmt und

die Zellen wie unter 3.9.4 beschrieben gefarbt und analysiert.
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3.17 Polarisierung humaner Makrophagen

Bei der Polarisierung der Makrophagen wurde zwischen M1-Polarisation sowie M2-
Polarisation unterschieden. Die Unterschiede betrafen die Dauer der Inkubationszeiten sowie
die verwendeten Stimulanzien. Die unterschiedlichen Polarisierungsprotokolle dienten zur

jeweils verstarkten Auspragung des M1- bzw. des M2-Makrophagenphénotyps.

Ahnlich wie bei der Differenzierung von Makrophagen (Methode siehe 3.16) wurden fir die
Polarisation CD14*-Zellen verwendet, welche zuvor aus humanen PBMCs isoliert wurden
(Methode siehe 3.14). Diese wurden in einer definierten Zellzahl, welche abh&ngig von der
Anzahl der zu untersuchenden Testsubstanzen bei der anschlieRenden Differenzierung war,
in T75-Flaschen mit 22,5 ml Zellkulturmedium fir 7 Tage inkubiert (37°C, 5 % CO;). Das
Zellkulturmedium wurde zusatzlich mit hu_GM-CSF (Endkonz. = 10 ng/ml, bei M1-
Polarisierung) bzw. hu_M-CSF (Endkonz. = 50 ng/ml, bei M2-Polarisierung) versetzt. Nach
abgeschlossener Inkubation wurde das Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 5 ml Accutase inkubiert (15 min, 37°C, 5 % CO.). AnschlieBend wurden
15 ml Zellkulturmedium hinzugegeben, die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der
Zellkulturflasche gelost und die Zellzahl am Durchflusszytometer bestimmt. Die
Differenzierung der zuvor polarisierten Zellen erfolgte wie unter 3.16 beschrieben, jedoch mit
dem Unterschied, dass nach der ersten Inkubation flir 30 min die Zellen nicht mit hu_GM-CSF
stimuliert wurden sondern mit IFN-y (Endkonz. = 20 ng/ml, bei vorheriger M1-Polarisation)
bzw. hu_IL-4 (Endkonz. = 10 ng/ml, bei vorheriger M2-Polarisation). Die anschlieRenden
Inkubationszeiten betrugen bei zuvor M1l-polarisierten Zellen 24 h und bei zuvor M2-
polarisierten Zellen 48 h. Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Zellen geerntet

(Methode siehe 3.16) und am Durchflusszytometer analysiert (Methode siehe 3.9.4).

3.18 Differenzierung humaner Dendritischer Zellen

Fur die Differenzierung humaner Dendritischer Zellen wurden zuvor isolierte CD14*-Zellen in
48-Well Platten mit einer Zellzahl von 9*10° Zellen in einem Endvolumen von 500 pl pro Well
in Triplikaten kultiviert. Nach Zugabe der Testsubstanzen in den jeweiligen Konzentrationen
wurden die Zellen inkubiert (30 min, 37°C, 5 % CO,). AnschlieRend wurde hu_GM-CSF
(Endkonz. = 10 ng/ml) und hu_IL-4 (Endkonz. = 10 ng/ml) hinzugefiigt und die Zellen fiir 5
Tage inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert (500 g,
5 min, RT), das Zellkulturmedium abgenommen und fur weitere Analysen bei -80°C gelagert.
Die Zellen wurden mit 200 pl PBS pro Well gewaschen und erneut zentrifugiert (500 g, 5 min,
RT). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen geerntet (Methode siehe 3.16) und am

Durchflusszytometer analysiert (Methode siehe 3.9.5).
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3.19 Aktivierung humaner Dendritischer Zellen

Fur die Aktivierung Dendritischer Zellen wurden 1,5*107 isolierte CD14*-Zellen (Methode siehe
3.14) in 20 ml Zellkulturmedium mit hu_GM-CSF (Endkonz. = 50 ng/ml) sowie hu_IL-4
(Endkonz. = 50 ng/ml) aufgenommen und in T75-Zellkulturflaschen fiir 5 Tage kultiviert (37°C,
5 % CO,). Nach abgeschlossener Inkubation wurde das Zellkulturmedium abgenommen, die
Zellen mit 3 ml PBS gewaschen und anschliel3end mit 5 ml Accutase abgeldst (Methode siehe
3.16). Nach der Bestimmung der Zellzahl wurden 9*10° Zellen pro Well in Triplikaten in 48-
Well Platten ausgesét. Die Testsubstanzen wurden hinzugefigt und die Zellen inkubiert (30
min, 37°C, 5 % COy). AnschlieBend wurde hu_TNF-a, hu_IL-6, hu_IL1-B (Endkonz. = 5 ng/ml)
sowie PGE2 (Endkonz. = 500 ng/ml) hinzugefiigt. Die Zellen wurden fur 24 h inkubiert (37°C,
5% CO,), anschlieBend geerntet (Methode siehe 3.16) und am Durchflusszytometer
analysiert (Methode siehe 3.9.5).

3.20 Energiestoffwechsel-Charakterisierung von humanen Immunzellen

Um den Einfluss neuer Wirkstoffkandidaten auf den Energiestoffwechsel humaner
Immunzellen zu untersuchen wurde der Sauerstoffverbrauch (OCR) sowie die extrazellulare
Azidifizierungsrate (ECAR) quantifiziert. Dabei wurde das Seahorse XFe96 FluxPak (Agilent,
Waldbronn) verwendet. Zunéachst wurden CD14"-Zellen isoliert (Methode siehe 3.14) und in
XF96 Zellkulturplatten (Agilent, Waldbronn) in Anwesenheit von Differenzierungsfaktoren und
den Wirkstoffkandidaten fir unterschiedliche Zeitraume (siehe Tabelle 14 und 3.17)
differenziert bzw. polarisiert (37°C, 5 % CO,). Die mit Silvestrol behandelten Makrophagen
wurden wie in Tabelle 14 beschrieben differenziert wahrend abweichend dazu die mit Steroid
Substanz 1o behandelten Makrophagen fur 7 Tage zu M1- bzw. M2-Makrophagen differenziert
und anschlieRend polarisiert wurden (Methode siehe 3.17). Die Zellzahl pro Well betrug dabei
3*10* Zellen und alle Konditionen wurden in 7- bis 8-fach Bestimmung angelegt. Am Tag vor
der Messung wurde die XFe96 Sensor Kartusche (Agilent, Waldbronn) mit 200 pl
Kalibrierungslosung U.N. bei 37°C ohne CO, inkubiert.

Nach der abgeschlossenen Differenzierung wurde die XF96 Zellkulturplatte zentrifugiert
(300 g, 5 min), der Uberstand verworfen und die Wells mit 180 ul Seahorse-Medium
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (300 g, 5 min) wurden die Zellen in 180 pl Seahorse-
Medium aufgenommen und fur 60 min bei 37°C ohne CO; inkubiert. Zeitgleich wurde die
XFe96 Sensor Kartusche mit unterschiedlichen Stimulationslésungen beladen (siehe Tabelle
15) und damit der Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent, Waldbronn) kalibriert. Nach
abgeschlossener Inkubation der XF96 Zellkulturplatte wurde diese in das Messgerat
transferiert und die Messung begonnen. Dabei wurden OCR sowie ECAR Uber einen Zeitraum

von 160 min in Intervallen von ca. 6 min gemessen.

52



Eine zusatzliche Stimulation der Monozyten, der Dendritischen Zellen sowie der mit Silvestrol
behandelten Makrophagen erfolgte nach 30 min. Die mit Steroid Substanz 1o polarisierten
Makrophagen wurden nach 30 min nicht zusatzlich stimuliert, da die Stimulanzien bereits
wahrend der Polarisierung im Zellkulturmedium vorhanden waren. Die Auswertung der Daten

erfolgte mit Hilfe der Seahorse Wave Desktop Software (Agilent, Waldbronn).

Tabelle 15: Energiestoffwechsel-Stimulation von humanen Immunzellen.

Zelltyp Stimulationslésung Konzentration
LPS 100 ng/ml
Monozyten
IFN-y 20 ng/ml
IFN-y 20 ng/ml
Makrophagen
hu_IL-4 10 ng/mi
Polarisierte . _ _ )
Keine zusatzliche Stimulation
Makrophagen
TNF-a 5 ng/ml
Dendritische IL-6 5 ng/ml
Zellen IL-1B 5 ng/ml
PGE2 500 ng/ml

3.21 Graphische Darstellung und Statistik

Die graphische Darstellung sowie die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte
mit Hilfe der Software Graph Pad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Die
verwendeten statistischen Tests sowie die Signifikanzniveaus sind in den jeweiligen
Abbildungsunterschriften angegeben. Fir die Erstellung eigener Schemata wurden Elemente
des Biomedical PPT-Toolkit (Motifolio, Ellicott City, MD, USA) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Naturstoffs Phytol

4.1.1 Verringerte Demyelinisierung durch Phytol

Die Gabe von Phytol reduzierte die klinischen Symptome im murinen EAE-Model im Vergleich
zwischen Phytol- und Standard-Diat (Blum et al., 2018b). Aus diesem Grund wurde der damit
zusammenhangende Vorgang der Demyelinisierung in diesen Tieren untersucht. In der akuten
Phase des Krankheitsverlaufs (Tag 16) konnte durch immunhistologische Untersuchungen
eine deutlich vorangeschrittene Demyelinisierung im lumbalen Rickenmark von Tieren mit
Standard-Futterung festgestellt werden (Abbildung 10). Zuséatzlich konnte mittels DAPI-
Farbung ein vermehrtes Auftreten von Zellen in den Randgebieten des lumbalen Rickenmarks
beobachtet werden. In EAE-Tieren mit Phytol-Futterung war die Demyelinisierung hingegen
deutlich verringert und es konnte mittels DAPI-Farbung kein verstarktes Zellvorkommen im
lumbalen Rickenmark detektiert werden. Die immunhistologischen Ergebnisse spiegeln die
verringerten klinischen Symptome in der Gruppe der EAE-Tiere mit Phytol-Diat wieder und
untermauern den postulierten positiven Einfluss von Phytol auf den Krankheitsverlauf (Blum
et al., 2018b).

ST DAPI § ST

PH

Abbildung 10: Farbung der Myelinschicht des murinen lumbalen Rickenmark. Die Gewebeschnitte
stammen von EAE-Tieren mit Standard- (ST, obere Reihe) oder Phytol-Fitterungen (PH, untere Reihe)
am Tag 16 nach EAE-Induktion. Abgebildet sind die Farbungen mit Fluoromyelin (FM, linke Spalte),
DAPI (mittlere Spalte) sowie FM und DAPI (rechte Spalte). Gezeigt sind reprasentative Bilder.
Messbalken = 100 um. Vergréerung = 100x.
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4.1.2 Phytol reduziert die Anzahl der murinen Immunzellen

Die Reduktion der gezeigten klinischen Scores (Blum et al., 2018b) sowie die
immunhistologischen Untersuchungen (Abbildung 10) legten eine reduzierte Anzahl an Zellen
im lumbalen Ruckenmark von EAE-Tieren mit Phytol-Fitterung nahe. Die Infiltration von
Immunzellen in das ZNS ist ein elementarer Bestandteil des Krankheitsverlaufs, da diese eine
fortlaufende Inflammation, die Schadigung der Oligodendrozyten sowie die Degradation der
Myelinschicht initilert. Aus diesen Grinden wurde die Anzahl der Immunzellen im lumbalen
Ruckenmark sowie in den inguinalen Lymphknoten mittels durchflusszytometrischer Analyse
genauer quantifiziert (Methode siehe 3.9.1). Die hier dargestellten Daten beruhen teilweise auf
Vorarbeiten sowie gemeinsamen Arbeiten mit Dr. Nadja Tafferner (Blum et al., 2018b). Dabei
wurde die Anzahl der relevanten Immunzellen (T-Zellen, Neutrophile sowie Makrophagen) im
Verhéltnis zum Organgewicht bestimmt (Abbildung 11). Im lumbalen Ruckenmark zeigte sich
eine signifikante Reduktion von T-Zellen, Neutrophilen und Makrophagen wahrend der
Initiationsphase der Erkrankung (Tag 12/14) bei Tieren mit Phytol-Futterung. Zu diesem
Zeitpunkt konnte die hochste Anzahl an Immunzellen in Tieren mit Standard-Fitterung
detektiert werden. Wahrend der akuten Phase der Erkrankung (Tag 16) war bereit in beiden
Gruppen eine deutliche Reduktion der Immunzellen zu verzeichnen und die Unterschiede
zwischen den beiden Didten waren nicht signifikant. In den inguinalen Lymphknoten erreichte
die Anzahl der detektierten Zellen dagegen erst wahrend der akuten Phase (Tag 16) ihren
Hoéhepunkt. Zu diesem Zeitpunkt reduzierte die Gabe von Phytol die Anzahl der T-Zellen,
Neutrophilen und Makrophagen signifikant. Zu den friheren Zeitpunkten konnten weniger
Immunzellen detektiert werden und keine signifikanten Unterschiede zwischen den Diaten
ermittelt werden. Des Weiteren wurden die Immunzellen im Blut sowie in der Leber der EAE-
Tiere untersucht. Dabei konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden
(Daten nicht dargestellt). Die Reduktion der Immunzellen durch die Phytol-Behandlung steht
somit im Einklang mit den immunhistologischen Beobachtungen sowie dem klinischen

Krankheitsverlauf.
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Abbildung 11: Einfluss von Phytol auf die murine Immunzellverteilung. Dargestellt ist die Anzahl an
T-Zellen (A), Neutrophilen (B) und Makrophagen (C) im lumbalen Rickenmark (RML, linke Spalte) und
in den inguinalen Lymphknoten (LK, rechte Spalte) von EAE-Tieren mit Standard (ST)- oder Phytol-Diat
(PH) zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der EAE-Induktion. Als Kontrollen wurden gesunde
gleichaltrige Geschwistertiere verwendet. Die Zellzahl / mg Organgewicht wurde mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Dargstellt sind die Mittelwerte + SEM von 3 unanbhéngig durchgefihrten
Experimenten (n(Kontrolle)=6, n(6/10 Tage)=6, n(10 Tage)=3, n(12/14 Tage)=6, n(16 Tage)=3-6).
Signifikanzen ermittelt Gber 2-Way-ANOVA mit Hohm-Sidak post hoc Korrektur. *p < 0,05. **p < 0,01.
***pn < 0,001. Es wurden nur Vergleiche zwischen den unterschiedlichen Didten zu denselben
Zeitpunkten gezogen.

4.1.3 Einfluss von Phytol auf murine T-Zell-Transkriptionsfaktoren und Zytokine

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zeigten einen Einfluss von Phytol auf die Anzahl der
Immunzellen, insbesondere der T-Zellen (Abbildung 11). Da T-Zellen fur den
Pathomechanismus von entscheidender Rolle sind, wurde der mdgliche Einfluss von Phytol

auf spezifischen T-Zell-Subtypen auf mRNA-Ebene im lumbalen Riickenmark sowie in den
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inguinalen Lymphknoten wahrend der Initiationsphase (Tag 14) sowie der akuten Phase (Tag
16) untersucht (Methoden siehe 3.6 - 3.8). Dafir wurde die mRNA-Expression von
Transkriptionsfaktoren spezifisch fur die Subtypen T.eg (FOxp3), Thl (T-Bet), Th17 (ROR-yt)
und Tu2 (GATA3) sowie die entsprechend sezernierten Zytokine IL-10, IFN-y, IL-17 sowie IL-4
detektiert (Abbildung 12). Die hier dargestellten Daten beruhen teilweise auf Vorarbeiten sowie
gemeinsamen Arbeiten mit Dr. Nadja Tafferner (Blum et al., 2018b). In den inguinalen
Lymphknoten war der Transkriptionsfaktor T-Bet signifikant reduziert. Die Expression von IL-
17 war hingegen durch die Phytol-Diat signifikant gesteigert. Diese beiden Unterschiede in den
Expressionsleveln konnten nur an Tag 14 detektiert werden. Wahrend der akuten Phase (Tag
16) war das anti-inflammatorische Zytokine IL-4 signifikant erhéht und IL-10 reduziert. Im
lumbalen Rickenmark zeigte der Vergleich zwischen Standard- und Phytol-Diat eine
signifikante Reduktion der Transkriptionsfaktoren Foxp3 sowie T-Bet zu beiden untersuchten
Zeitpunkten. Interessanterweise war IFN-y ebenfalls zu beiden Zeitpunkten signifikant durch

die Gabe von Phytol reduziert.
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Abbildung 12: Einfluss von Phytol auf die Expression muriner Transkriptionsfaktoren und Zytokine.
Abbgebildet sind die relativen mRNA-Expressionen von spezifischen Transkriptionsfakoren (A/B) sowie
deren Zytokine (C/D) in den inguinalen Lymphknoten (LK, A/C) und im lumbalen Rickenmark (RML,
B/D) von EAE-Tieren mit Standard- (ST) oder Phytol-Diat (PH) am Tag 14 und 16 nach EAE-Induktion.
Die mRNA-Level wurden auf das ,housekeeping gen® PPIA normalisiert und auf die Expressionslevel
von gesunden Kontrolltieren des selben Alters bezogen (n(Kontrolltiere ST)=7-11, n(Kontrolltiere
PH)=5). mRNA-Messungen wurden in Triplikaten durchgefihrt. Die Anzahl der EAE-Tiere pro Gruppe
betrug 3-9. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Signfikanzen wurden mittels multiplem t-Test mit
Holm-Sidak post hoc Test ermittelt. Dargestellt sind die signifikanzen Unterschiede zwischen ST- und
PH-Diat zu denselben Zeitpunkten. *p < 0,05. **p < 0,01. ***p < 0,001.
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4.1.4 Phytansaure reduziert die Proliferationsfahigkeit von murinen T-Zellen

Da eine reduzierte Anzahl an T-Zellen sowohl in den inguinalen Lymphknoten als auch im
lumbalen Ruckenmark detektiert wurde (Abbildung 11) wund eine reduzierte
Proliferationsfahigkeit von isolierten Splenozyten aus EAE-Tieren mit Phytol-Di&t beschrieben
ist (Blum et al., 2018b), folgte die Untersuchung der Proliferationsfahigkeit von isolierten
T-Zellen ex vivo mit Behandlung der beiden Metaboliten von Phytol (Phytan- und
Pristansaure), um zu ermitteln auf welchen der beiden Metaboliten der Effekt zurlickzufuihren
ist. Daflir wurden T-Zellen aus der Milz isoliert, restimuliert und ihre Proliferationsfahigkeit mit
einem BrdU-Assay quantifiziert (Methoden siehe 3.10 & 3.11). Phytansaure reduzierte die
Proliferationsfahigkeit der stimulierten T-Zellen signifikant wahrend Pristansdure keinen
signifikanten Unterschied zur stimulierten Kontrolle zeigte (Abbildung 13). Die hier
dargestellten Daten beruhen teilweise auf Vorarbeiten sowie gemeinsamen Arbeiten mit Dr.
Nadja Tafferner (Blum et al., 2018b).
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Abbildung 13: Proliferationsfahigkeit stimulierter T-Zellen ex vivo. Untersucht wurde der Einfluss von
Phytan- (Phy.) sowie Pristansaure (Pris.) auf die T-Zellen von gesunden Wildtyp-Tieren (n=4/Gruppe).
Diese wurden aus der Milz isoliert und fiir 72 h mit CD3/CD28-Beads (4x107 Beads/ml) sowie 6 ng/ml
IL-2 ohne weitere Stimulation (Stim.) oder zuséatzlich in der Anwesenheit von Phytan- oder Pristanséure
(jeweils 50 uM) inkubiert. Unstimulierte T-Zellen (Unstim.) wurden ohne zusatzliche Stimulanzien in
Zellkulturmedium inkubiert (siehe Tabelle 11). Die Proliferationsrate wurde mittels des ,BrdU
Colorimetric Proliferation Assays* in 5-fach Bestimmung gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM. Signifikanzen zwischen Stimulation und Phytan- bzw. Pristanséure ermittelt iber 1-Way-ANOVA
mit Holm-Sidak post hoc Test. *p < 0,05.
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4.1.5 Regulation der murinen T-Zell-Subtypen durch Phytan- und Pristansaure

Um zu untersuchen, ob Phytan- bzw. Pristansdure des Weiteren einen Einfluss auf die
T-Zell-Subtypen haben, wurden T-Zellen gesunder WT-Tiere isoliert, ex vivo mit CD3/CD28-
Beads sowie IL-2 in An- und Abwesenheit von Phytan- bzw. Pristansaure stimuliert und mittels
Durchflusszytometrie anhand der Oberflachenmarker charakterisiert (Methode siehe 3.9.2).
Phytansaure und Pristansaure reduzierten beide die Anzahl der Tyl-Zellen signifikant. Die
Anzahl der Th2-Zellen wurde nur durch Pristansaure signifikant gesteigert. Die Zellzahl von
Treg- Und TH17-Zellen wurde nicht signifikant beeinflusst (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse von murinen T-Zell-Subtypen. Dargestellt sind die
ermittelten Populationen von Treg-, TH2-, Thl- sowie Tul7-Zellen von gesunde Wildtyp-Tiere nach 72 h
Stimulation mit CD3/CD28-Beads (4x107 Beads/ml) sowie 6 ng/ml IL-2 (Stim.) oder zusatzlich in der
Anwesenheit von Phytan- (Phy.) oder Pristansaure (Pris.) (jeweils 50 pM). Messungen erfolgten in 6-
facher Ausfuihrung (n=4/Gruppe). T-Zell-Subtypen wurden anhand folgender Marker kategorisiert: Treg
(CD3*, CD4*, IL-10%), Tu2 (CD3*, CD4*, IL-4%), Tul (CD3*, CD4*, IFN-y*), Tul7 (CD3*, CD4*, IL-17AY).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Signifikanzen zwischen stimulierten Zellen (Stim.) und
stimulierten Zellen mit zusatzlicher Koinkubation mit Phytan- bzw. Pristansédure ermittelt tber
ungepaarten t-Test mit Holm Sidak post hoc Test. *p < 0,05. **p < 0,01.
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Zusatzlich wurde der Einfluss von Phytansaure auf die von den unterschiedlichen
T-Zell-Subtypen sezernierten Zytokine mittels eines Bead-Arrays untersucht (Methode siehe
3.12). Der Einfluss der Pristanséure wurde nicht weiter untersucht da dies bereits in einer
vorherigen Arbeit durchgefuhrt wurde (Tafferner, 2016). Die Daten der 72 h Stimulation
beruhen auf Vorarbeiten sowie gemeinsamen Arbeiten mit Dr. Nadja Tafferner (Blum et al.,
2018b). Die Stimulation mit Phytansaure fuhrte zu einer signifikanten Reduktion von IFN-y
nach 48 h (Abbildung 15). Da IFN-y vorwiegend von Thx1-Zellen sezerniert wird passen die
Ergebnisse der Analyse der T-Zell-Subtypen (Reduktion von Tul-Zellen, Abbildung 14) sowie
die Ergebnisse des Bead Arrays zusammen. Bei den ubrigen Zytokinen (TNF-a, IL-17A, IL-4,
IL-6 sowie IL-10) konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden.

A) 150, = 24n B) 1500, == 24n "
mm 48h B 48h
T mm 72h = == 72h
S, 1004 £ 1000
g 8
g i
= 50 ﬂ E 500+
= ’_—r_‘ ﬁ
oL L1HE ol N Il
Kontrolle Stim. Stim.+Phy. Kontrolle Stim. Stim.+Phy.
C) 250, D) 155 = 24n
— 24h mm  48h
— 200 === 48h mm 72h
£ = 72h T 104
E 1504 S
(=1
< 1004 T 5
A = 1
= 50
ol = - ﬁ ﬁ 0
Kontrolle Stim. Stim.+Phy. Kontrolle Stim. Stim.+Phy.
E) F)
20 == 24h 150 =3 24h
= 48h mm  48h
— 154 mm 72h = m= 72h
£ % 100+
2 10 2
© o
0 0
Kontrolle Stim. Stim.+Phy. Kontrolle Stim. Stim.+Phy.

Abbildung 15: Sezernierte Zytokine von murinen Wildtyp-T-Zellen. Quantifiziert wurden die
Konzentrationen von TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-4, IL-6 sowie IL-10 nach 24, 48 oder 72 h Stimulation mit
CD3/CD28-Beads (4x107 Beads/ml) sowie 6 ng/ml IL-2 (Stim.) oder zusétzlich 50 uM Phytansaure
(Stim. + Phy.). Zytokine wurden im Uberstand mit Hilfe des ,Zytokin Bead Array Kits“ (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA) am Durchflusszytometer detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
(n=4/Gruppe und Zeitpunkt). Signifikanzen zwischen den unterschiedlichen Stimulationen zu den
gleichen Zeitpunkten ermittelt Gber 2-Way-ANOVA mit Tukey post hoc Test. **p < 0,01.
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4.1.6 Reduzierte NOX2 mRNA-Expression im RML von NOX2-Chimaren

Die bisherigen Ergebnisse zeigten einen deutlichen Einfluss von Phytol auf den Prozess der
Demyelinisierung sowie auf die Verteilung und Funktionalitdt der murinen Immunzellen. In der
Literatur ist eine mogliche Interaktion von Phytol mit dem Membranproteinkomplex NOX2
beschrieben (Sareila et al., 2011). Im Verlauf des murinen EAE-Modells wird die Expression
von NOX2 gesteigert. Die Gabe von Phytol reduziert jedoch die gesteigerte mRNA-Expression
von NOX2 im lumbalen Ruckenmark (Blum et al., 2018b). Aus diesem Grund wurden im
Folgenden die moglichen Interaktionen von Phytol mit NOX2 geprift.

Zunachst wurde analysiert welche Zellen im lumbalen Riickenmark fir die Hochregulation von
NOX2 auf mRNA-Ebene verantwortlich sind (Blum et al.,, 2018b). Dafiir wurden NOX2-
Chimaéren (NOX2WT-Chimare sowie NOX2KO-Chimare) mit Hilfe des

Knochenmarktransplantationsmodells generiert (Methode siehe 3.4).

Die Untersuchung der NOX2 mRNA-Expression im lumbalen Rickenmark bei diesen Tieren
wahrend der akuten Phase der Erkrankung zeigte, dass eine ausgepragte Hochregulation von
NOX2 nur in NOX2WT-Chimaren stattfand (Abbildung 16). Dies belegt, dass die in der
Literatur beschriebene Hochregulation von NOX2 durch die eingewanderten und nicht durch

die im ZNS ansassigen Zellen ausgelost wird.
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Abbildung 16: Regulation der relativen NOX2 mRNA-Expression in NOX2-Chiméaren. Die
Untersuchungen erfolgten im isolierten lumbalen Rickenmark (RML) von NOX2-Chiméaren mit
Standard-Futterung wahrend der akuten Phase der EAE. Die NOX2-Chiméren wurden durch Réntgen-
Bestrahlung und anschlieBender Knochenmarkstransplantation erzeugt (Methode siehe 3.4). Beim
Uberschreiten des EAE-Scores 3,0 wurden die Tiere getotet und die mRNA aus dem lumbalen
Ruckenmark isoliert. Die relative NOX2 mRNA-Expression wurde mittels gPCR in Triplikaten ermittelt
und auf das ,housekeeping gen“ PPIA normalisiert. Die relative Expression wurde durch den Vergleich
mit gesunden WT Tieren berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Signifikanzen ermittelt iber
ungepaarten t-Test. n(NOX2WT-Chiméare)=5, n(NOX2KO-Chimare)=3. ***p < 0,001.
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4.1.7 Reduktion der ROS-vermittelten DNA-Schaden im RML durch Phytol

Nachdem ermittelt wurde welche Zellen primér fur die Hochregulation von NOX2 im lumbalen
Ruckenmark verantwortlich sind, wurden die Folgen der NOX2-Regulation in EAE-Tieren mit
Standard- oder Phytol-Diat analysiert. Der Proteinkomplex NOX2 produziert primare ROS,
welche in der nahen Umgebung u.a. zu spezifischen DNA-Schaden fiihren (siehe 1.1.4). Diese
kénnen mit Hilfe des Markers 8-OHG detektiert werden (Methode siehe 3.13.2.2). Um zu
Uberprufen, ob die beschriebene Reduktion der NOX2 mRNA-Expression durch Phytol (Blum
et al.,, 2018b) zu einer verringerten DNA-Schéadigung durch ROS fuhrt, wurde 8-OHG im
lumbalen Rickenmark von EAE-Tieren mit Standard- oder Phytol-Diat wahrend der akuten
Phase der Erkrankung (Tag 16) immunhistologisch untersucht (Abbildung 17). In Tieren mit
Standard-Diat zeigte sich eine deutliche Farbung von 8-OHG sowie ein konzentriertes
Auftreten von Zellen im lumbalen Rickenmark, wahrend in Tieren mit Phytol-Diat keine
Farbung von 8-OHG detektierbar war. Auch die Verteilung der mittels DAPI angefarbten Zellen
innerhalb des lumbalen Rickenmarks zeigte bei Phytol-Diat keine Anhaufungen wie bei der
Standard-Diat. Demnach scheint die Gabe von Phytol die ROS vermittelten DNA-Schaden

bzw. die Bildung der ROS deutlich zu reduzieren.

8-OHG
[AF 555] DAPI Merge

Abbildung 17: Immunhistologische Analyse der ROS-vermittelten DNA-Schaden. Dargestellt sind die
Farbungen von 8-OHG (linke Spalte), DAPI (mittlere Spalte, zellkernhaltige Zellen) sowie 8-OHG und
DAPI (rechte Spalte) im lumbalen Ruckenmark von EAE-Tieren mit Standard- (ST, obere Reihe) oder
Phytol-Diat (PH, untere Reihe) 16 Tage nach EAE-Induktion. Gezeigt sind reprasentative Bilder.
Messbalken = 100 um. VergroRerung = 100x.
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4.1.8 Lokalisation der ROS-vermittelten DNA-Schaden

Um genauer zu analysieren, in welchen Zellen die mittels 8-OHG detektierten DNA-Schaden
auftreten, wurde eine Farbung von 8-OHG sowie CD45 als Marker fuir Immunzellen im
lumbalen Rickenmark von EAE-Tieren mit Standard-Diat am Tag 16 durchgefihrt. Dabei
zeigte sich, dass die Schaden vor allem innerhalb der Lasionen auftraten (Abbildung 18).

CD45 8-OHG

[AF 488] [AF 555] DAPI Merge

Abbildung 18: Lokalisation der ROS-vermittelten DNA-Schéden. Eingewanderte Immunzellen im
lumbalen Riickenmark von EAE-Tieren mit Standard-Diat 16 Tage nach EAE-Induktion wurden anhand
des Oberflachenmarkers CD45 markiert wahrend die ROS-vermittelten DNA-Schaden mittels 8-OHG
detektiert wurden. Zellkernhaltige Zellen wurden mittels DAPI gefarbt. Gezeigt sind reprasentative
Bilder. Messbalken = 100 um. VergroRerung = 100x.

Bei der Untersuchung der genauen Lokalisation von 8-OHG zeigte sich primér eine
Kolokalisation mit Ibal*-Zellen (Mikroglia) im lumbalen Rickenmark (Abbildung 19). Eine
Kolokalisation mit CD45*-Immunzellen trat dagegen nur vereinzelt auf. Daraus lasst sich
mutmafen, dass die Mikroglia innerhalb des ZNS sensitiver gegenliber ROS reagieren als die

eingewanderten CD45*-Immunzellen.
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Zelltyp 8-OHG
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Abbildung 19: Kolokalisation der ROS-vermittelten DNA-Schaden. Immunhistologische Untersuchung
von Zelltypmarkern (Ibal (Mikroglia, obere Reihe), CD45 (Immunzellen, untere Reihe)) sowie 8-OHG
und DAPI im lumbalen Rickenmark von EAE-Tieren mit Standard-Diat 16 Tage nach EAE-Induktion.
Gezeigt sind reprasentative Bilder. Messbalken = 50 um. VergroRerung = 200x.

4.1.9 Verlust des anti-proliferativen Effekts von Phytol in NOX2KO-Splenozyten

Als nachstes wurde untersucht, ob der beschriebene Einfluss von Phytol auf die
Proliferationsfahigkeit von isolierten Splenozyten von Wildtyp-Mausen mit Phytol-Diat (Blum et
al., 2018b) Uber NOX2 vermittelt wird.

Dazu wurden Splenozyten von NOX2KO-Tieren mit Standard- und Phytol-Fitterung isoliert,
stimuliert und mittels eines Proliferations-Assays charakterisiert (Methoden siehe 3.10 & 3.11).
Dabei zeigte sich eine signifikant erhdhte Proliferation bei beiden erkrankten Versuchsgruppen
im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Abbildung 20). Signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Diaten konnten jedoch nicht festgestellt werden. Diese Daten weisen darauf hin, dass
die zuvor beobachtete reduzierte Proliferationsfahigkeit von Splenozyten bei einer Phytol-Diat
Uber NOX2 vermittelt wird, da Phytol in NOX2KO-Tieren die Proliferationsfahigkeit nicht

reduzierte.
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Abbildung 20: Proliferationsfahigkeit von isolierten NOX2KO-Splenozyten. Untersucht wurde der
Einfluss von Phytol auf isolierte Splenozyten von gesunden NOX2KO-Tiere (Kontrolle) oder NOX2KO-
EAE-Tiere mit Standard- (ST) bzw. Phytol-Diat (PH) wahrend der EAE-Initiationsphase. Die
Splenozyten wurden nach Isolation mit 50 pg/ml MOG und 6 ng/ml IL-2 flr 72 h restimuliert. Die
Bestimmung der Proliferationsrate erfolgte mit Hilfe des ,BrdU Colorimetric Proliferation Assays”
(Methoden siehe 3.10 & 3.11) in 6-fach Bestimmung. n(Kontrolle)=7, n(ST)=4, n(PH)=4. Dargestellt sind
die Mittelwerte £ SEM. Signifikanzen ermittelt iber ungepaarten t-Test. ***p < 0,001.

4.1.10 Phytan- und Pristansaure reduzieren die NOX2KO-T-Zell-Proliferation

In isolierten T-Zellen von NOX2WT-Tieren konnte zuvor eine Reduktion der
Proliferationsfahigkeit durch den Phytol-Metaboliten Phytansaure festgestellt werden
(Abbildung 13). Um den Wirkmechanismus von Phytol sowie der beiden Metaboliten weiter zu
charakterisieren, wurden die Proliferations-Assays mit isolierten T-Zellen aus NOX2KO-Tieren
wiederholt (Abbildung 21). Dabei zeigte sich eine signifikant reduzierte Proliferation der
T-Zellen nach Stimulation mit Phytan- und Pristanséure im Vergleich zur Stimulation ohne
einen der beiden Metaboliten. Phytansédure zeigte dabei eine starkere Reduktion der

Proliferationsfahigkeit als Pristanséure.

Im Gegensatz zur verdnderten Proliferation der Splenozyten in NOX2KO-Tieren im Vergleich
zu NOX2WT-Tieren, welche eine Abhangigkeit von NOX2 vermuten liel3 (Abbildung 20), sind
die Einflisse von Phytan- sowie Pristansdure auf die isolierten T-Zellen von NOX2WT- und
NOX2KO-Tiere gleichartig (Vergleiche Abbildung 13 und Abbildung 21). Dieser Befund spricht

demnach gegen einen Einfluss von NOX2 auf die Effekte von Phytol bzw. dessen Metaboliten.
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Abbildung 21: Proliferationsfahigkeit von isolierten NOX2KO-T-Zellen. Untersucht wurde der Einfluss
von Phytan (Phy.)- sowie Pristansaure (Pris.) auf die Proliferation von T-Zellen gesunder NOX2KO-
Tieren (n=4/Gruppe). T-Zellen wurden isoliert und fiir 72 h mit CD3/CD28-Beads (4x107 Beads/ml)
sowie 6 ng/ml IL-2 ohne weitere Stimulation (Stim.) oder zusétzlich in der Anwesenheit von Phy. oder
Pris. (jeweils 50 pM) ex vivo inkubiert. Unstimulierte T-Zellen (Unstim.) wurden ohne zusatzliche
Stimulanzien in Zellkulturmedium inkubiert (siehe Tabelle 11). Die Proliferationsrate wurde mit Hilfe des
.BrdU Colorimetric Proliferation Assays“ in 5-fach Bestimmung detektiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte £ SEM. Signifikanzen zwischen Stimulation und Phytan- bzw. Pristansaure ermittelt tber
ungepaarten t-Test. **p < 0,01. ***p < 0,001.

4.1.11 Regulation der NOX2KO-T-Zell-Subtypen durch Phytan- und Pristansaure

Um weiter zu analysieren, welche Rolle NOX2 bei den zuvor in Wildtyp-Tieren beobachteten
Effekten einnimmt, wurde der Einfluss von Phytan- sowie Pristansaure auf die T-Zell-Subtypen
in NOX2KO-Tieren untersucht.

Dazu wurden T-Zellen aus gesunden NOX2KO-Tieren isoliert und nach Stimulation ex vivo
untersucht (Abbildung 22). Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Ty1-Zellen sowohl
durch die Stimulation mit Phytan- als auch mit Pristanséaure. Des Weiteren wurde die Anzahl
der Tw2-Zellen durch Pristansdure signifikant erhdhte sowie die Anzahl der Tyl7-Zellen
signifikant reduziert. Die Anzahl der Trg-Zellen wurde weder durch Phytan- noch durch

Pristansaure signifikant beeinflusst.

Bei dem Vergleich der Ergebnisse von NOX2WT (Abbildung 14) und NOX2KO (Abbildung 22)
in diesem Versuchsaufbau zeigten Phytan- und Pristansdure demnach gleichartige Effekte auf
Tul-Zellen. Die Effekte von Pristansdure auf Tn2-Zellen waren ebenfalls vergleichbar.
Lediglich die Reduktion der Ty17-Zellen durch Pristansaure war nur in isolierten T-Zellen von
NOX2KO-Tieren signifikant. Die Teg-Zellen wurden in beiden untersuchten Mausstammen

weder durch Phytan- noch durch Pristanséure signifikant beeinflusst.
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Abbildung 22: Einfluss von Phytan- sowie Pristansdure auf die T-Zell-Subtypen von NOX2KO-Tieren.
Die Anzahl der T-Zell-Subtypen gesunder NOX2KO-Tiere wurden mittels Durchflusszytometrie nach
72 h Stimulation mit CD3/CD28-Beads (4x107 Beads/ml) sowie 6 ng/ml IL-2 (Stim.) oder zusétzlich in
der Anwesenheit von Phytan- (Phy.) oder Pristanséure (Pris.) (jeweils 50 pM) quantifiziert. Messungen
erfolgten in 6-fach Ausfihrung (n=4/Gruppe). T-Zell-Subtypen wurden anhand folgender Marker
kategorisiert: Treg (CD3*, CD4*, IL-10%), Tn2 (CD3*, CD4", IL-4%), Tl (CD3*, CD4*, IFN-y*), TH17 (CD3*,
CD4*, IL-17A%). Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM. Signifikanzen zwischen einfach stimulierten
Zellen (Stim.) und Phytan- bzw. Pristansaure behandelten Zellen ermittelt Gber ungepaarten t-Test mit
Holm Sidak post hoc Test. *p < 0,05. **p < 0,01. ***p < 0,001.

Zusatzlich wurde der Einfluss von Phytanséure auf die von den unterschiedlichen NOX2KO-
T-Zell-Subtypen sezernierten Zytokine mittels eines Bead-Arrays untersucht (Methode siehe
3.12). Genauso wie bei den Untersuchungen des Wildtyps (Abbildung 15) wurde Pristanséaure
hierbei nicht untersucht. Die Stimulation mit Phytansdure flhrte zu einer signifikanten
Reduktion von IFN-y sowie IL-6 nach 48 h (Abbildung 23).

Diese Daten weisen darauf hin, dass Phytanséure einen anti-inflammatorischen Effekt besitzt,
da zum einen die Bildung von Tn1-Zellen reduziert und zum anderen die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IFN-y gesenkt wird. Die Reduktion von IFN-y konnte
sowohl im NOX2WT als auch im NOX2KO festgestellt werden.
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Abbildung 23: Sezernierte Zytokine von NOX2KO-T-Zellen. Quantifiziert wurden die Konzentrationen
von TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-4, IL-6 sowie IL-10 nach 24, 48 oder 72 h Stimulation mit CD3/CD28-
Beads (4x107 Beads/ml) sowie 6 ng/ml IL-2 (Stim.) oder zusétzlich 50 uM Phytansaure (Stim. + Phy.).
Zytokine wurden im Uberstand mit Hilfe des ,Zytokin Bead Array Kits“ (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, USA) am Durchflusszytometer detektiert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM (n=4/Gruppe und
Zeitpunkt). Signifikanzen zwischen den unterschiedlichen Stimulationen zu den gleichen Zeitpunkten
ermittelt iber 2-Way-ANOVA mit Tukey post hoc Test. *p < 0,05. **p < 0,01.
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4.1.12 Einfluss von Phytol auf klinische EAE-Scores von NOX2KO-Tieren

Um zu untersuchen, ob die zuvor beobachteten positiven Effekte der Phytol-Diat im murinen
EAE-Modell (Blum et al., 2018b) tiber NOX2 vermittelt werden, wurden EAE-Versuche mit
C57BL/6N NOX2WT- und NOX2KO-Tiere mit Standard- und Phytol-Diat durchgefihrt
(Methode siehe 3.3). Die unterschiedlichen Diaten wurden innerhalb desselben Genotyps
durch die Berechnung der ,area under the curve® (AUC) verglichen.

Bei den NOX2WT-Tieren zeigte sich eine signifikante Reduktion der AUC durch die Phytol-
Diat im Vergleich zur Standard-Diat (Abbildung 24). Innerhalb der NOX2KO-Tiere reduzierte
die Gabe von Phytol die AUC ebenfalls signifikant. Unabhangig von der Diat zeigten die
NOX2WT-Tiere starker ausgepragte klinische Scores als die NOX2KO-Tiere.
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Abbildung 24: Einfluss von Phytol auf den EAE-Verlauf von NOX2WT- und —KO-Tieren. Dargestellt sind
die klinischen Scores von C57BL/6N NOXWT- (WT) und NOX2KO- (KO) Mausen mit Standard- (ST)
oder Phytol- (PH) Diat. Zugabe von Phytol-Futter ab dem Tag der EAE-Induktion. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM. Signifikanzen zwischen den Diaten bei gleichem Genotyp ermittelt Gber die ,area
under the curve“ (AUC). Unterschiede in der AUC verglichen Uber ungepaarten t-Test (n(WT ST)=6,
n(WT PH)=9, n(KO ST)=10, n(KO PH)=6). **p < 0,01. ***p < 0,001.
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Die EAE-Versuche mit NOX2KO-Tieren legen einen NOX2-unabhangigen Wirkmechanismus
von Phytol nahe wahrend die ex vivo Daten teilweise fir eine Beteiligung von NOX2 sprechen.
Um die Rolle von NOX2 genauer zu charakterisieren wurden EAE-Versuche mit NOX2KO-
Chiméren, welche durch eine Knochenmarkstransplantation erzeugt wurden (Methode siehe
3.4), durchgefuhrt. Diese Tiere verfugten tber einen NOX2KO in den peripheren Blutzellen
wahrend NOX2 im ZNS weiterhin vorhanden war.

Interessanterweise zeigten die Tiere mit Phytol-Fitterung in diesen Versuchen tendenziell
hohere klinische Scores als Tiere mit Standard-Futterung (Abbildung 25). Bei dem Vergleich
der berechneten AUC konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Diaten
festgestellt werden.

Der zuvor festgestellte positive Einfluss der Phytol-Diat konnte in den NOX2-Chimaren nicht

nachgewiesen werden.

4_
—= NOX2-Chiméren ST

34 —® NOX2-Chiméaren PH

 Klinischer Score + SEM
"

I | I I | | | | |
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tage nach EAE-Induktion

Abbildung 25: Einfluss von Phytol auf den EAE-Verlauf von NOX2-Chiméaren. Dargestellt sind die
klinischen EAE-Scores von chiméaren NOX2KO-C57BL/6N-Mausen nach Knochenmarkstransplantation
(Methode siehe 3.4) mit Standard- (ST) oder Phytol- (PH) Diat. Die NOX2-Chimé&ren zeichnen sich durch
eine Deletion von NOX2 in der Peripherie aus, wahrend NOX2 im Gewebe weiterhin vorhanden ist.
Zugabe von Phytol ab dem Zeitpunkt der EAE-Induktion (n(ST)=10, n(PH)=11). Bei dem Vergleich der
»area under the curve® (AUC) mittels ungepaartem t-Test war kein signifikanter Unterschied zwischen
den Diaten festzustellen.
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4.2 Immunmodulation durch den Naturstoff Silvestrol

Im Zuge der Untersuchungen einer moglichen Modulation des humanen Immunsystems durch
neuartige Wirkstoffkandidaten im 2. Teil der Dissertation wurde der Einfluss des Naturstoffs
Silvestrol auf isolierte humane Immunzellen untersucht. Daflr wurde zunédchst Gberprift, ob
Silvestrol einen Einfluss auf die Zellviabilitdt besitzt. Um die immunmodulatorischen
Eigenschaften genauer zu charakterisieren wurde im Anschluss die Regulation der
spezifischen Oberflachenmarker und der freigesetzten Zytokinen bei Makrophagen und
Dendritischen Zellen wahrend der Differenzierung sowie Polarisierung/Aktivierung untersucht.
Weiterhin wurden die Auswirkungen von Silvestrol auf den zellularen Energiestoffwechsel

analysiert.

4.2.1 Silvestrol reduziert die Zellviabilitat humaner Immunzellen

Zunachst wurde untersucht, ob Silvestrol einen Einfluss auf die Viabilitat der isolierten humane
Immunzellen hat. Daftr wurden die isolierten CD14*-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher
Silvestrol-Konzentrationen oder Vehikel differenziert und die Viabilitat mittels Orangu-Assay
guantifiziert (Methode siehe 3.15). Die Absorptionswerte der unterschiedlichen Behandlungen

wurden dabei auf unbehandelte Kontrollzellen bezogen.

Bei Monozyten zeigte Silvestrol eine signifikante Reduktion der Viabilitat auf 67 % ab einer
Konzentration von 25 nM (Abbildung 26). Bei differenzierten Makrophagen konnte eine
signifikante Reduktion auf 88 % bereits ab 5 nM Silvestrol festgestellt werden. Mit steigender
Silvestrol-Konzentration sank die Viabilitat weiter. Bei 10 nM Silvestrol lag die Viabilitdt der
Makrophagen bei 75 % und bei 25 nM bei 51 %. Gleichartige Effekte konnten auch bei
differenzierten Dendritischen Zellen beobachtet werden. Hierbei sank die Viabilitat bei 5 nM
Silvestrol auf 81 %, bei 10 nM auf 65 % und bei 25 nM auf 37 %.

Fur die darauffolgenden Versuche wurde eine maximale Silvestrol-Konzentration von 5 nM

verwendet, da hohere Konzentrationen mit einer zu geringen Viabilitat verbunden waren.
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Abbildung 26: Einfluss von Silvestrol auf die Zellviabilitat. Anteil an viablen Monozyten (A), Makrophagen
(B) und Dendritischen Zellen (C) nach der Inkubation mit unterschiedlichen Silvestrol-Konzentrationen
(0,5/ 2,5/ 5/ 10/ 25 nM) oder Vehikel (Dimethylsulfoxid (DMSO)) bezogen auf unbehandelte Zellen (n=4).
Die Viabilitdt wurde mittels Orangu-Assay in 3-fach Bestimmung ermittelt. Humane Monozyten wurden
aus Buffy-Coats isoliert, stimuliert und fir 48 h (Monozyten), 5 Tage (Dendritische Zellen) oder 7 Tage
(Makrophagen) inkubiert (37°C, 5 % CO3). Das Zellkulturmedium der Makrophagen wurde nach 3 Tagen
vollstandig erneuert. Monozyten wurden ohne weiter Stimulation inkubiert, wahrend Makrophagen und
Dendritische Zellen mit hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) stimuliert wurden. Dendritische Zellen wurden
zusatzlich mit hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) stimuliert. Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit
Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.

4.2.2 Silvestrol beeinflusst die Differenzierung humaner Makrophagen

Nachdem die Untersuchungen zum Einfluss von Silvestrol auf die Zellviabilitat zeigten, dass
eine Konzentration von bis zu 5 nM Silvestrol von den Immunzellen toleriert wird (Abbildung
26), wurde der Einfluss von Silvestrol auf die Differenzierung von isolierten humanen CD14*-
Zellen (Methode siehe 3.14) zu Makrophagen untersucht (Methode siehe 3.16).

Bei der Untersuchung der Oberflachenmarker der Makrophagen (Methode siehe 3.9.4) zeigte
sich eine signifikante Steigerung der relativen Expression von CD163 bei 5 nM Silvestrol sowie
eine signifikante Reduktion von CD206 bei 2,5 und 5 nM Silvestrol (Abbildung 27 A). Der
Marker ,triggering receptor expressed on myeloid cells 2“ (TREM2) wies ebenso eine leicht
signifikante Reduktion bei 5 nM Silvestrol auf. Die Oberflachenmarker CD80, CD86 und HLA-
DR zeigten keine signifikanten Veranderungen. Somit wurden 3 anti-inflammatorische bzw.

resolutionsfordernde Marker in ihrer Expression beeinflusst, jedoch ist kein klarer Trend
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erkennbar, da 2 Marker runterreguliert und ein Marker hochreguliert wurde. Bei der
Untersuchung der Zytokine (Methode siehe 3.12.2) wurden zuné&chst nur die Zytokine bei der
hochsten verwendeten Silvestrol-Konzentration quantifiziert. Wenn sich bei 5 nM Silvestrol
eine Regulation zeigte wurden auch niedrigere Silvestrol-Konzentrationen untersucht.
GleichermaRen wurde in allen folgenden Zytokin-Bestimmungen verfahren. Im Uberstand der
differenzierten Makrophagen zeigte alle untersuchten Zytokine (CCL18, CCL17, IL-10, IL-6)
eine signifikante Reduktion schon ab 0,5 nM Silvestrol (Abbildung 27 B). Mit steigender
Silvestrol-Konzentration sanken die Zytokin-Konzentrationen weiter. Somit scheinen vor allem
die Konzentrationen der sezernierten Zytokine durch die Gabe von Silvestrol stark verringert

zu werden.
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Abbildung 27: Einfluss von Silvestrol auf die Differenzierung humaner Makrophagen. Aus Buffy-Coats
isolierte humane Monozyten wurden mit unterschiedlichen Silvestrol-Konzentrationen (0,5/ 2,5/ 5 nM)
oder Vehikel (DMSO) fur 7 Tage in Anwesenheit von hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) differenziert (37°C,
5 % CO2). Nach 3 Tagen wurde das Zellkulturmedium vollstédndig erneuert. A) Nach abgeschlossener
Makrophagen-Differenzierung wurden die Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie in
Triplikaten bestimmt. Die relative Expression der spezifischen Oberflachenmarker wurde durch Bezug
auf die Vehikel behandelten Kontrollen ermittelt (n=10). B) Die sezernierten Zytokine im Uberstand der
mit 5 nM Silvestrol oder Vehikel behandelten Makrophagen wurden mittels zytometrischem Bead Array
(IL-10, IL-6) oder ELISA (CCL18, CCL17) detektiert. Die Messungen erfolgten in Triplikaten (n=6).
Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-
Gruppe ermittelt. *p<0,05. ***p<0,001.
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4.2.3 Silvestrol reguliert die Polarisierung humaner Makrophagen

Um zu untersuchen, welchen Einfluss Silvestrol auf bereits differenzierte Makrophagen
wahrend deren Polarisierung hat, wurden Monozyten zunachst ohne die Zugabe von Silvestrol
zu Makrophagen differenziert und anschlie3end entweder zu M1- oder zu M2-Makrophagen
in Anwesenheit von unterschiedlichen Silvestrol-Konzentrationen oder Vehikel polarisiert
(Methode siehe 3.17).

Bei M1-polarisierten Makrophagen zeigte sich bei den Oberflachenmarkern TREM2 sowie
HLA-DR eine leichte, jedoch signifikante, Reduktion durch 0,5 und 2,5 nM Silvestrol (Abbildung

28). TREM2 wies ebenso eine signifikante Reduktion bei 5 nM Silvestrol auf.

Die Oberflachenmarker CD80, CD86, CD163 sowie CD206 zeigten keine signifikanten
Veranderungen. Somit reduzierte Silvestrol nur 1 resolutionsférdernden Oberflachenmarker

(TREM2) bei einer Konzentration von 5 nM bei M1-polarisierten Makrophagen.
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Abbildung 28: Einfluss von Silvestrol auf die Oberflachenmarker M1-polarisierter Makrophagen. Aus
Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fur 7 Tage mit hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) differenziert
(37°C, 5 % CO2). Anschliel3end erfolgte die M1-Polarisierung mit IFN-y (¢ = 20 ng/ml) in Anwesenheit
unterschiedlicher Silvestrol-Konzentrationen (0,5/ 2,5/ 5 nM) oder Vehikel (DMSO) fur 48 h. Nach
abgeschlossener M1-Polarisierung wurden die Oberflachenmarker der M1-Makrophagen mittels
Durchflusszytometrie in Triplikaten analysiert. Die relative Expression der spezifischen
Oberflachenmarker wurde durch Bezug auf die Vehikel behandelten Kontrollen bestimmt (n=10).
Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-
Gruppe ermittelt. *p<0,05. ***p<0,001.
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Bei den sezernierten Zytokinen der M1-polarisierten Makrophagen war eine signifikante
Reduktion von IL-10, IL-8 sowie CCL2 zu detektieren (Abbildung 29). Die Konzentrationen von
IL-10 bei 0,5 und 2,5 nM Silvestrol waren unter dem Detektionsminimum und konnten nicht
bestimmt werden (nicht detektierbar, n.d.). IL-8 und CCL2 waren bereits ab 0,5 nM Silvestrol
signifikant reduziert. Bei TNF-a zeigte sich eine signifikante Steigerung der Konzentration im
Uberstand ab 5 nM Silvestrol wahrend IL-23 sowie CXCL10 nicht signifikant durch 5 nM

Silvestrol beeinflusst wurden.

Somit wurden 2 pro-inflammatorische Zytokine und 1 anti-inflammatorisches Zytokin reduziert,
wahrend 1 pro-inflammatorisches Zytokin verstarkt sezerniert wurde. Ein klarer Einfluss von
Silvestrol auf M1-Makrophagen ist somit nicht erkennbar, da sich die pro- und anti-

inflammatorischen Effekte aufheben kdnnten.
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Abbildung 29: Einfluss von Silvestrol auf die sezernierten Zytokine M1-polarisierter Makrophagen. Aus
Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fur 7 Tage mit hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) differenziert
(37°C, 5 % CO2). Anschliel3end erfolgte die M1-Polarisierung mit IFN-y (¢ = 20 ng/ml) in Anwesenheit
von 5 nM Silvestrol oder Vehikel (DMSO) fiir 48 h. Nach abgeschlossener M1-Polarisierung wurden die
Konzentrationen der sezernierten Zytokine im Uberstand der M1-Makrophagen mittels zytometrischem
Bead Array (IL-10, IL-8, CXCL10, CCL2, TNF-a) oder ELISA (IL-23) in Triplikaten bestimmt (n=6).
Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-
Gruppe (IL-10, IL-8, CCL2, TNF-a) oder ungepaartem t-Test (IL-23, CXCL10) ermittelt. *p<0,05.
**p<0,01. ***p<0,001.
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Bei M2-polarisierten Makrophagen zeigten die Oberflachenmarker CD206 sowie TREM2 bei
einer Silvestrol-Konzentration von 5nM jeweils eine signifikante Zunahme der relativen
Expression (Abbildung 30). Die Oberflachenmarker CD80, CD86, CD163 sowie HLA-DR
zeigten keine Veréanderung durch die Inkubation mit Silvestrol. Somit steigerte Silvestrol bei
den M2-polarisierten Makrophagen die Expression von 2 resolutionsfordernden
Oberflachenmarkern wahrend die pro-inflammatorischen Marker unbeeinflusst blieben.
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Abbildung 30: Einfluss von Silvestrol auf die Oberflachenmarker M2-polarisierter Makrophagen. Aus
Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fir 7 Tage mit hu_M-CSF (c = 50 ng/ml) differenziert
(37°C, 5 % CO3). AnschlieRend erfolgte die M2-Polarisierung mit hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) in Anwesenheit
unterschiedlicher Silvestrol-Konzentrationen (0,5/ 2,5/ 5 nM) oder Vehikel (DMSO) fur 24 h. Nach
abgeschlossener M2-Polarisierung wurden die Oberflachenmarker der M2-Makrophagen mittels
Durchflusszytometrie in Triplikaten analysiert. Die relative Expression der spezifischen
Oberflachenmarker wurde durch Bezug auf die Vehikel behandelten Kontrollen bestimmt (n=10).
Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-
Gruppe ermittelt. **p<0,01. ***p<0,001.

Bei den sezernierten Zytokinen der M2-polarisierten Makrophagen reduzierte 5 nM Silvestrol
die Konzentrationen von IL-8 und CCL2 im Uberstand signifikant (Abbildung 31), wahrend die
Zytokine 1L-23, IL-10, CXCL10 sowie TNF-a keine Veranderung durch die Polarisierung mit

5 nM Silvestrol zeigten. IL-8 wurde bereits ab 0,5 nM Silvestrol signifikant reduziert.

Durch die Hochregulation von 2 resolutionsférdernden Oberflichenmarkern bei einer
gleichzeitigen Reduktion von 2 pro-inflammatorischen Chemokinen scheint Silvestrol die M2-

Makrophagen in ihrem resolutionsfordernden Phanotyp weiter zu verstarken.
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Abbildung 31: Einfluss von Silvestrol auf die sezernierten Zytokine M2-polarisierter Makrophagen. Aus
Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fiir 7 Tage mit hu_M-CSF (c = 50 ng/ml) differenziert
(37°C, 5 % COz). AnschlieRend erfolgte die M2-Polarisierung mit hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) in Anwesenheit
von 5 nM Silvestrol oder Vehikel (DMSO) fur 24 h. Nach abgeschlossener M2-Polarisierung wurden die
Konzentrationen der sezernierten Zytokine im Uberstand der M2-Makrophagen mittels zytometrischem
Bead Array (IL-10, IL-8, CXCL10, CCL2, TNF-a) oder ELISA (IL-23) in Triplikaten bestimmt (n=6).
Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-
Gruppe (IL-8, CCL2) oder ungepaartem t-Test (IL-23, IL-10, CXCL10, TNF-a) ermittelt. *p<0,05.
***n<0,001.

4.2.4 Silvestrol reduziert die Differenzierung humaner Dendritischer Zellen

Ahnlich wie bei den untersuchten Makrophagen (Ergebnis siehe 4.2.2) wurde der Einfluss von
bis zu 5nM Silvestrol auf die Differenzierung von isolierten humanen CD14*-Zellen zu
Dendritischen Zellen untersucht (Methode siehe 3.18). Dabei wurde die relative Expression

von 12 Oberflachenmarker und die Konzentration von 5 Zytokinen im Uberstand ermittelt.

Bei den untersuchten Oberflachenmarkern zeigte sich eine signifikante Reduktion der relativen
Expression von CD54, CD1a, CD1c, HLA-DR, CD83, CD206, CD209 sowie CD86 bei einer
Silvestrol-Konzentration von 2,5 sowie 5 nM (Abbildung 32). Die Marker CD40 sowie CD141
zeigten eine signifikant gesteigerte Expression bei 5 nM Silvestrol wahrend CD197 sowie
CD80 keine signifikanten Anderungen aufwiesen. Somit zeigte sich bei der Mehrheit der
untersuchten pro-inflammatorischen oder toleranzférdernden Oberflaichenmarker eine

Reduktion der relativen Expression.
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Abbildung 32: Einfluss von Silvestrol auf die Oberflachenmarker humaner Dendritischer Zellen wahrend
der Differenzierung. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit unterschiedlichen
Silvestrol-Konzentrationen (0,5/ 2,5/ 5 nM) oder Vehikel (DMSO) fur 5 Tage mit hu_GM-CSF (c = 10
ng/ml) sowie hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) zu Dendritischen Zellen differenziert. Nach abgeschlossener
Differenzierung wurden die Oberflachenmarker der Dendritischen Zellen mittels Durchflusszytometrie
in Triplikaten bestimmt. Die relative Expression der spezifischen Oberflachenmarker wurde durch Bezug
auf die Vehikel behandelten Kontrollen ermittelt (n=6). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit
Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.

Im Uberstand der differenzierten Dendritischen Zellen konnte mittels zytometrischem Bead
Array sowie ELISA eine signifikante Reduktion der Zytokine IL-10, IL-8 sowie IL-6 durch 2,5
und 5 nM Silvestrol detektiert werden (Abbildung 33). Die Konzentration von IL-13 wurde durch
die Gabe von 2,5 und 5 nM Silvestrol signifikant erhgéht, wahrend IL-23 nicht signifikant

beeinflusst wurde.

Ahnlich wie bei den Oberflachenmarkern kam es bei den Zytokinen, bis auf IL-18 und IL-23,
zu einer Runterregulierung durch 2,5 und 5 nM Silvestrol. Dabei wurden die Sezernierung von

sowohl pro- (IL-8, IL-6) als auch anti-inflammatorischen (IL-10) Zytokinen reduziert.
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Abbildung 33: Einfluss von Silvestrol auf die sezernierten Zytokine humaner Dendritischer Zellen
wahrend der Differenzierung. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit 5 nM Silvestrol
oder Vehikel (DMSO) fur 5 Tage mit hu_GM-CSF (¢ = 10 ng/ml) sowie hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) zu
Dendritischen Zellen differenziert. Nach abgeschlossener Differenzierung wurden die Zytokine der
Dendritischen Zellen im Uberstand mittels zytometrischem Bead Array (IL-10, IL-8, IL-6, IL-1B) oder
ELISA (IL-23) in Triplikaten bestimmt (n=6). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s
post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe (IL-10, IL-8, IL-6, IL-13) oder ungepaartem t-Test (IL-23)

ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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4.2.5 Silvestrol beeinflusst die Aktivierung humaner Dendritischer Zellen

Nachdem Silvestrol wahrend der Differenzierung der Dendritischen Zellen zu einer Reduktion
von zahlreichen Oberflachenmarker und einigen Zytokinen fiuihrte, wurde der Einfluss von
Silvestrol auf die Aktivierung von zuvor differenzierten Dendritischen Zellen untersucht. Daftr
wurden isolierte humane CD14"-Immunzellen ohne Zugabe von Silvestrol zu Dendritischen
Zellen differenziert und anschlieBend in Anwesenheit unterschiedlicher Silvestrol-
Konzentrationen fur 24 h aktiviert (Methode siehe 3.19).

Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion der pro-inflammatorischen Oberflachenmarker
CD209 sowie CD86 bei 5nM Silvestrol (Abbildung 34). Dagegen wurde der pro-
inflammatorische Oberflichenmarker CD54 bei 5 nM Silvestrol signifikant erhoht.
Interessanterweise zeigte sich bei den beiden pro-inflammatorischen Oberflachenmarker
CD1c sowie CD40 eine signifikante Reduktion der relativen Expression bei 2,5 nM Silvestrol,
jedoch nicht bei 5 nM. Die Mehrheit der untersuchten Oberflachenmarker wurde wahrend der

Aktivierung nicht signifikant durch die Gabe von Silvestrol beeinflusst.

80



1,59 1,59 1.5+

o

2 054

CD54
[relative Expression]
o -

(4] o

*
CD1a
[relative Expression]
o -
v o
L I
CD1c
[relative Expression]
>
L

0,0- 0,0- 0,0-
Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5

Silvestrol [nM] Silvestrol [nM] 154 Silvestrol [nM]

1,54 1.5

2 1,04

1,04

0,54 = 0,5

HLA-DR
[relative Expression]

CD40
[relative Expression]
*
¥
¥
cDa3
[relative Expression]
o -
@ Q

0,0- 0,0- 0,0~
Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5

1,54 Silvestrol [nM] 1,54 Silvestrol [nM] 1,54 Silvestrol [nM]

1,04

CD141
[relative Expression]

0,5 0,54

cD197
[relative Expression]
o -
w o
CD206
[relative Expression]
o =
o o
T I

0,0- 0,0- ;|
Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5

15- Silvestrol [nM] 15- Silvestrol [nM] 1,5+ Silvestrol [nM]

1,04 1,04

-

cD&0
[relative Expression]

[o]o]:13
[relative Expression]
5
i

0,54 0,5 = 054

CD209
[relative Expression]

0,0- 0,0- 0,0-
Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5 Vehikel 05 25 5

Silvestrol [nM] Silvestrol [nM] Silvestrol [nM]

Abbildung 34: Einfluss von Silvestrol auf die Oberflachenmarker aktivierter humaner Dendritischer
Zellen. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit hu_GM-CSF (¢ = 10 ng/ml) und hu_IL-
4 (c =10 ng/ml) fiir 5 Tage zu Dendritischen Zellen differenziert. AnschlieRend wurden die Dendritischen
Zellen durch die Zugabe eines Stimulations-Mix von TNF-a, IL-6, IL-18 (c (TNF-a, IL-6, IL-1B) = 5 ng/ml)
und PGE2 (c = 500 ng/ml) in Anwesenheit von unterschiedlichen Silvestrol-Konzentrationen (0,5/ 2,5/ 5
pM) oder Vehikel (DMSO) fur 24 h aktiviert. Nach abgeschlossener Aktivierung wurden die
Oberflachenmarker der aktivierten Dendritischen Zellen mittels Durchflusszytometrie in Triplikaten
bestimmt. Die relative Expression der spezifischen Oberflaichenmarker wurde durch Bezug auf die
Vehikel behandelten Kontrollen ermittelt (n=8). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit
Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe ermittelt. **p<0,01. ***p<0,001.

Im Uberstand der aktivierten Dendritischen Zellen wurden die Konzentrationen der
sezernierten Zytokine mittels zytometrischem Bead Array oder ELISA quantifiziert. IL12-p70
wurde nicht signifikant durch 5 nM Silvestrol beeinflusst, wahrend die Konzentrationen von
IL-23 sowie IL-8 schon ab 2,5 nM Silvestrol signifikant reduziert wurden (Abbildung 35). IL-10
sowie IL-6 zeigten eine signifikant erhohte Konzentrationen im Uberstand der aktivierten
Dendritischen Zellen ab einer Konzentration von 2,5 (IL-6) bzw. 5 nM (IL-10) Silvestrol.
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Abbildung 35: Einfluss von Silvestrol auf die sezernierten Zytokine aktivierter humaner Dendritischer
Zellen. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) und hu_IL-
4 (c =10 ng/ml) fuir 5 Tage zu Dendritischen Zellen differenziert. Anschlielend wurden die Dendritischen
Zellen durch die Zugabe eines Stimulations-Mix von TNF-a, IL-6, IL-18 (c (TNF-a, IL-6, IL-1B) = 5 ng/ml)
und PGE2 (c = 500 ng/ml) in Anwesenheit von 5 nM Silvestrol oder Vehikel (DMSO) fur 24 h aktiviert.
Nach abgeschlossener Aktivierung wurden die Zytokine der aktivierten Dendritischen Zellen im
Uberstand mittels zytometrischem Bead Array (IL-12p70, IL-10, IL-8, IL-6) oder ELISA (IL-23) in
Triplikaten bestimmt (n=8). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test
bezogen auf die Vehikel-Gruppe (IL-23, IL-10, IL-8, IL-6) oder ungepaartem t-Test (IL-12p70) ermittelt.

*p<0,05. **p<0,01. **p<0,001
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4.2.6 Silvestrol verringert den zellularen Energiestoffwechsel

Um zu untersuchen, ob Silvestrol einen Einfluss auf den zellularen Energiestoffwechsel
ausubt, wurden die Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) sowie die extrazellulare
Azidifizierungsrate (ECAR) von humane Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen
mittels des Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent, Waldbronn) bestimmt (Methode siehe 3.20).

Die Untersuchungen der mit Silvestrol behandelten Monozyten zeigten keinen signifikanten
Einfluss auf die OCR (siehe Abbildung 36). Die Stimulation mit LPS und IFN-y steigerte die
OCR unabhéangig von der Vorbehandlung. Im Gegensatz dazu konnte durch Stimulation die
ECAR von Silvestrol behandelten Monozyten nicht gesteigert werden, wahrend die Vehikel
behandelten Zellen einen deutlichen Anstieg aufwiesen. Somit konnte im Verlauf der Messung
ein signifikanter Unterschied zwischen den Behandlungsformen detektiert werden. Diese

Daten deuten darauf hin, dass Silvestrol die Aktivierung der Glykolyse durch LPS verhindert.

Bei den untersuchten Makrophagen zeigte sich eine signifikante Reduktion der OCR und
ECAR durch die Behandlung mit Silvestrol. Die Stimulation mit IFN-y oder hu_IL-4 zeigte
keinen Einfluss auf die Messungen. Bei den Dendritischen Zellen waren die Unterschiede
zwischen Silvestrol und Vehikel ebenfalls signifikant unterschiedlich. Die Zugabe des
Stimulations-Mix hatte keine Auswirkung auf die OCR. Im Gegensatz dazu wurde die ECAR
der Vehikel behandelten Proben durch die Zugabe des Stimulations-Mix deutlich gesteigert,
wahrend die Silvestrol behandelten Zellen durch die Stimulation nicht eindeutig beeinflusst
wurden. Nach der Stimulation lagen die Messwerte der Vehikel behandelten Proben signifikant
hoher als die der Silvestrol behandelten Proben. Vor der Stimulation waren die Unterschiede
nicht signifikant, jedoch war auch hier die ECAR der Vehikel behandelten Proben tendenziell
erhoht. Diese Daten deuten darauf hin, dass Silvestrol die Aktivierung der Glykolyse durch den
Stimulations-Mix verhindert. Da eine Aktivierung der Glykolyse typisch fir pro-
inflammatorische Immunzellen ist, kdnnten die anti-inflammatorischen Effekte von Silvestrol

zumindest teilweise durch die Hemmung der Glykolyse verursacht werden.

Zusammengenommen reduzierte Silvestrol die OCR sowie die ECAR der untersuchten
Makrophagen sowie Dendritischen Zellen in allen Untersuchungen signifikant. Die hier
gezeigte Reduktion der zellularen Energiestoffwechsel konnte mdglicherweise einen
zugrundeliegenden Mechanismus der immunmodulierenden Eigenschaften von Silvestrol

darstellen.
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Abbildung 36: Einfluss von 5 nM Silvestrol auf den zellularen Energiestoffwechsel. Untersucht wurde
humane Monozyten (A), Makrophagen (B) und Dendritischen Zellen (C). Humane Monozyten wurden
aus Buffy-Coats isoliert, stimuliert und fur 48 h (Monozyten), 5 Tage (Dendritische Zellen) oder 7 Tage
(Makrophagen) inkubiert (37°C, 5 % CO3). Das Zellkulturmedium der Makrophagen wurde nach 3 Tagen
vollstandig erneuert. Monozyten wurden ohne weiter Stimulation inkubiert wahrend Makrophagen und
Dendritische Zellen mit hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) stimuliert wurden. Dendritische Zellen wurden
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zusatzlich mit hu_IL-4 (¢ = 10 ng/ml) stimuliert. Nach abgeschlossener Inkubation wurde die
Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) sowie die extrazellulare Azidifizierungsrate (ECAR) mittels des
Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent, Waldbronn) Uber einen Messzeitraum von 160 min bestimmt (n=3).
Nach 30 min wurde die Zellen zusétzlich mit LPS + IFN-y (A, ¢(LPS) = 100 ng/ml, c(IFN-y) = 20 ng/ml),
IFN-y bzw. hu_IL-4 (B, c(IFN-y) = 20 ng/ml, c(hu_IL-4) = 10 ng/ml) oder einem Stimulations-Mix,
bestehend aus TNF-a, IL-6, IL-1 sowie PGE2 (C, ¢(TNF-a, IL-6, IL-1B) = 5 ng/ml, c(PGE2) = 500 ng/ml)
stimuliert. Signifikanzen zwischen Vehikel und Steroid Substanz 10 behandelten Zellen wurden mittels
2-Way-ANOVA mit Bonferroini’'s post hoc Test ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.

4.3 Immunmodulation durch Steroid Substanz 10

4.3.1 Auswirkungen von Steroid Substanz 10 auf die Zellviabilitat

Eine Grundvoraussetzung fir ein Antiinfektiva ist, dass es keine Toxizitat gegenuber
Immunzellen aufweist. Deshalb wurde zunéchst der Einfluss von Steroid Substanz 10 auf die
Viabilitdt von isolierten humanen Immunzellen untersucht. Dafiir wurden die isolierten CD14*-
Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Steroid Substanz 1lo-Konzentrationen oder Vehikel
differenziert und die Viabilitdt mittels Orangu-Assay quantifiziert (Methode siehe 3.15). Die
Absorptionswerte der unterschiedlichen Behandlungen wurden dabei auf die unbehandelten

Kontrollzellen bezogen.

Bei den untersuchten Monozyten zeigte sich zunachst eine transient gesteigerte Zellviabilitat
mit zunehmender Steroid Substanz 1o0-Konzentration (siehe Abbildung 37). Diese Steigerung
war lediglich bei 300 uM nicht mehr signifikant. Die grof3te Steigerung war bei 50 uM zu
detektieren. Auffallig war, dass Steroid Substanz 10 ab einer Konzentration von 75 uM
zunehmen das Medium tribe und die Zellen sich in Clustern anordneten. Moéglicherweise
beginnt Steroid Substanz 10 bei dieser hohen Konzentration im Medium auszufallen. Bei 100
sowie 300 puM waren diese Effekte noch starker zu beobachten.

Bei den untersuchten Makrophagen stieg ebenfalls die gemessene Zellviabilitat bis zu 50 uM
Steroid Substanz 1lo. AnschlieRend sank diese wieder und bei 100 pM war die Viabilitat

signifikant reduziert.

Bei den Dendritischen Zellen zeigte sich nur bei 0,5 und 5 pM Steroid Substanz 10 eine
gesteigerte Viabilitat. Ab 75 uM sank die Viabilitdt und war bei 100 sowie 300 uM signifikant

reduziert.

In den Folgeversuchen wurden anschlielend Konzentrationen von bis zu maximal 50 uM
Steroid Substanz 1o verwendet, da alle untersuchten Immunzellen bei dieser Konzentration
keine signifikant verringerte Zellviabilitdt aufwiesen und Steroid Substanz 10 nicht im Medium

ausfiel.
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Ublicherweise werden neue Wirkstoffe bis zu einer Konzentration von 50 uM getestet, da
hohere Plasmakonzentrationen normalerweise nicht erreicht werden kénnen. Zudem zeigten
Tierversuche, dass Steroid Substanz 1o eine geringe Bioverfugbarkeit besitzt (Krieg et al.,
2017). Aus diesen Grinden wurden keine hoheren Steroid Substanz 1o0-Konzentrationen in
den Folgeversuchen untersucht. Des Weiteren stellte sich die Frage, ob Steroid Substanz 10
moglicherweise einen Einfluss auf den zellularen Energiestoffwechsel hat, da dies den

teilweise detektierten Anstieg der Absorptionswerte im Orangu-Assay erklaren konnte
(Ergebnis siehe 4.3.2).
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Abbildung 37: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die Zellviabilitdt. Anteil an viablen Monozyten (A),
Makrophagen (B) und Dendritischen Zellen (C) nach der Inkubation mit unterschiedlichen Steroid
Substanz lo-Konzentrationen (0,5/ 5/ 25/ 50/ 75/ 100/ 300 pM) oder Vehikel (DMSO) bezogen auf
unbehandelte Zellen (n=3-8). Die Viabilitat wurde mittels Orangu-Assay bestimmt. Humane Monozyten
wurden aus Buffy-Coats isoliert, stimuliert und fir 48 h (Monozyten), 5 Tage (Dendritische Zellen) oder
7 Tage (Makrophagen) inkubiert (37°C, 5 % COz). Das Zellkulturmedium der Makrophagen wurde nach
3 Tagen vollstédndig erneuert. Monozyten wurden ohne weitere Stimulation inkubiert wéahrend
Makrophagen und Dendritische Zellen mit hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) stimuliert wurden. Dendritische
Zellen wurden zusétzlich mit hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) stimuliert. Signifikanzen wurden mittels 1-Way-
ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe ermittelt. *p<0,05. ***p<0,001.
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4.3.2 Steroid Substanz 10 beeinflusst den zellularen Energiestoffwechsel

Bei den Untersuchungen des Einflusses der Steroid Substanz 1o auf die Zellviabilitat
(Abbildung 37) zeigte sich eine mdgliche Beeinflussung des zellularen Energiestoffwechsels.
Um dieser Hypothese auf den Grund zu gehen wurde der Energiestoffwechsel (OCR und
ECAR) von humanen Monozyten, polarisierten Makrophagen und Dendritischen Zellen nach
Differenzierung mit 50 uM Steroid Substanz 1o durch den Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent,
Waldbronn) charakterisiert (Methode siehe 3.20).

Bei den untersuchten Monozyten waren OCR und ECAR bei Steroid Substanz 10 behandelten
Zellen im Vergleich zum Vehikel tendenziell erhéht, jedoch waren die Unterschiede nur
vereinzelt signifikant (Abbildung 38). Die Stimulation mit LPS und IFN-y steigerte die ECAR
bei Steroid Substanz 1o behandelten, nicht jedoch von Vehikel behandelten Zellen. Die OCR

wurde nicht eindeutig durch die Stimulation beeinflusst.

Bei den polarisierten M1-Makrophagen zeigte die Behandlung mit Steroid Substanz 10 eine
signifikante Reduktion der OCR im Vergleich zum Vehikel. Die Messwerte der ECAR waren
bei beiden Behandlungen nur bei den ersten sowie den letzten Messpunkten signifikant
unterschiedlich. Bei polarisierten M2-Makrophagen war die OCR durch Steroid Substanz 10
signifikant verringert. Bei der ECAR waren die Messwerte der Steroid Substanz 1o
behandelten Zellen dagegen signifikant erhdht. Die polarisierten Makrophagen wurden

wahrend der Messung nicht zusatzlich stimuliert.

Bei den untersuchten Dendritischen Zellen lag die OCR der mit Steroid Substanz 1o
behandelten Zellen tendenziell Gber der Vehikel-Gruppe, jedoch waren die Unterschiede nicht
signifikant. Die Stimulation mit dem Stimulations-Mix beeinflusste die OCR nicht. Bei der
ECAR waren die ersten beiden Messpunkte signifikant unterschiedlich, jedoch nicht die
weiteren Messungen. Nach der Zugabe des Stimulations-Mix erreichten beide Gruppen ein
gleichartiges Niveau.

Die Daten deuten darauf hin, dass Steroid Substanz 1o fir den Stoffwechsel der Makrophagen
auf eine pro-inflammatorische Weise beeinflusst, indem die fur M1-Makrophagen
charakteristische Glykolyse (ECAR) verstarkt und die fur die M2-Makrophagen
charakteristische oxidative Phosphorylierung (OCAR) inhibiert wird. Der Einfluss auf den
Stoffwechsel der Monozyten sowie Dendritischen Zellen zeigte dagegen keine eindeutige

Regulation.
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Abbildung 38: Einfluss von 50 pM Steroid Substanz 1o auf den zellularen Energiestoffwechsel von
Immunzellen. Untersucht wurden humane Monozyten (A), polarisierten M1-Makrophagen (B),
polarisierten M2-Makrophagen (C) und Dendritischen Zellen (D). Humane Monozyten wurden aus
Buffy-Coats isoliert, stimuliert und fur 48 h (Monozyten), 5 Tage (Dendritische Zellen) oder 8 bzw. 9
Tage (M2- sowie M1-Makrophagen) inkubiert (37°C, 5 % CO2). Monozyten wurden ohne weitere

Stimulation inkubiert wahrend Makrophagen fiir 7 Tage mit hu_GM-CSF (M1-Makrophagen, ¢ =
88



10 ng/ml) bzw. hu_M-CSF (M2-Makrophagen, ¢ = 50 ng/ml) differenziert und anschlieBend fur 24 h (M2-
Makrophagen) bzw. 48 h (M1-Makrophagen) mit IFN-y (M1-Makrophagen, ¢ = 20 ng/ml) oder hu_IL-4
(M2-Makophagen, ¢ = 10 ng/ml) polarisiert wurden. Dendritische Zellen wurden mit hu_GM-CSF (c =
10 ng/ml) und hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) stimuliert. Nach abgeschlossener Inkubation wurde die
Sauerstoffverbrauchsrate (OCR) sowie die extrazellulare Azidifizierungsrate (ECAR) mittels des
Seahorse XFe96 Analyzer (Agilent, Waldbronn) tber einen Messzeitraum von 160 min bestimmt (n=3).
Nach 30 min wurde die Zellen zusétzlich mit LPS + IFN-y (A, ¢(LPS) = 100 ng/ml, c(IFN-y) = 20 ng/ml)
oder einem Stimulations-Mix (D), bestehend aus TNF-a, IL-6, IL-13 sowie PGE2 (c(TNF-a, IL-6, IL-18)
=5 ng/ml, c(PGE2) = 500 ng/ml) stimuliert. Signifikanzen zwischen Vehikel und Steroid Substanz 10
behandelten Zellen wurden mittels 2-Way-ANOVA mit Bonferroini’s post hoc Test ermittelt. *p<0,05.
**p<0,01. ***p<0,001.

4.3.3 Steroid Substanz 10 beeinflusst die Differenzierung humaner Makrophagen

Wie bereits bei Silvestrol (Ergebnis siehe 4.2.2) wurde der Einfluss von Steroid Substanz 10
auf die Differenzierung von Makrophagen aus zuvor isolierten humanen CD14*-Immunzellen
untersucht. Dabei wurde eine Konzentration von bis zu 50 pM verwendet. Bei den
untersuchten Oberflachenmarkern kam es zu einer signifikanten Steigerung der relativen
Expression des resolutionsfordernden Markers CD206 bei 5, 10 sowie 50 uM Steroid
Substanz 10 (Abbildung 39 A). Der pro-inflammatorische Marker HLA-DR zeigte eine
signifikante Reduktion bei 25 sowie 50 uM Steroid Substanz 1o. Die weiteren
Oberflachenmarker CD80, CD86, CD163 sowie TREM2 zeigten keine signifikanten

Veranderungen in ihrer relativen Expression.

Bei der Untersuchung der Zytokine (Methode siehe 3.12.2) wurden zunachst nur die Zytokine
bei der héchsten verwendeten Steroid Substanz 10-Konzentration quantifiziert. Wenn sich bei
50 uM Steroid Substanz 1o eine Regulation zeigte, wurden auch niedrigere Konzentrationen

untersucht. Gleichermal3en wurde in allen folgenden Zytokin-Bestimmungen verfahren.

Dabei zeigte sich eine signifikante Steigerung von CCL18 und IL-6 in Abhangigkeit von der
verwendeten Steroid Substanz lo-Konzentration (Abbildung 39 B). Die Konzentrationen der
Zytokine CCL17 und IL-10 sanken dagegen durch die Gabe von Steroid Substanz 10. Eine
direkte Abh&ngigkeit von der Menge des eingesetzten Wirkstoffs war in diesem Fall nicht

erkennbar.

Somit wurden sowohl pro- als auch anti-inflammatorische bzw. resolutionsférdernde
Oberflachenmarker sowie Zytokine reguliert und eine klare Tendenz der Regulation

hinsichtlich des Verhaltnisses von pro- und anti-Inflammation ist nicht erkennbar.
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Abbildung 39: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die Differenzierung humaner Makrophagen. Aus
Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit unterschiedlichen Steroid Substanz 1lo-
Konzentrationen (5/ 10/ 25/ 50 uM) oder Vehikel (DMSO) fur 7 Tage in Anwesenheit von hu_GM-CSF
(c = 10 ng/ml) differenziert (37°C, 5 % CO3z). Nach 3 Tagen wurde das Zellkulturmedium vollstandig
erneuert. A) Nach abgeschlossener Differenzierung zu Makrophagen wurden die Oberflachenmarker
mittels Durchflusszytometrie in Triplikaten bestimmt. Die relative Expression der spezifischen
Oberflachenmarker wurde durch Bezug auf die Vehikel behandelten Kontrollen ermittelt (n=6-14). B)
Die sezernierten Zytokine im Uberstand der mit 50 uM Steroid Substanz 10 oder Vehikel behandelten
Makrophagen wurden mittels zytometrischem Bead Array (IL-10, IL-6) oder ELISA (CCL18, CCL17)
detektiert. Die Messungen erfolgten in Triplikaten (n=4). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA
mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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4.3.4 Steroid Substanz 10 verstarkt die pro-inflammatorischen Aspekte polarisierter
humaner Makrophagen

Nach den Untersuchungen zum Einfluss der Steroid Substanz 10 wahrend der
Differenzierung, wurde der Einfluss auf die Polarisierung der Makrophagen analysiert. Dabei
zeigte sich bei M1-polarisierten Makrophagen eine signifikante Reduktion der relativen
Expression der resolutionsférdernden Oberflachenmarker CD163, CD206 sowie TREM2
(Abbildung 40). Die pro-inflammatorischen Oberflachenmarker CD80, CD86 sowie HLA-DR

wurden nicht signifikant beeinflusst.
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Abbildung 40: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die Oberflachenmarker M1-polarisierter
Makrophagen. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fir 7 Tage mit hu_GM-CSF (c =
10 ng/ml) differenziert (37°C, 5 % COz). AnschlieBend erfolgte die M1-Polarisierung mit IFN-y (c = 20
ng/ml) in Anwesenheit unterschiedlicher Steroid Substanz 1o-Konzentrationen (5/ 10/ 50 uM) oder
Vehikel (DMSO) fiir 48 h. Nach abgeschlossener M1-Polarisierung wurden die Oberflachenmarker der
M1-Makrophagen mittels Durchflusszytometrie in Triplikaten analysiert. Die relative Expression der
spezifischen Oberflachenmarker wurde durch Bezug auf die Vehikel behandelten Kontrollen bestimmt
(n=6). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die
Vehikel-Gruppe ermittelt. *p<0,05. ***p<0,001.

Im Uberstand der M1-polarisierten Makrophagen mit Steroid Substanz 1o wurden die
Konzentrationen der sezernierten Zytokine mittels zytometrischem Bead Array bzw. ELISA
guantifiziert. Dabei konnte ein signifikanter Anstieg der pro-inflammatorischen Zytokine IL-23,
IL-8 sowie TNF-a detektiert werden (Abbildung 41). Weiterhin wurde das Prostaglandin PGE2
signifikant erhoht. Die Zytokine IL-10, IL-1p3, IFN-y, CCL-18, CXCL10 sowie CCL2 wurden nicht
signifikant beeinflusst. Somit stiegen nur die Konzentrationen von pro-inflammatorischen

Zytokine bei einer Konzentration von 50 uM an.
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Durch die Reduktion der
resolutionsfordernden Oberflachenmarkern und der Steigerung von 3 pro-inflammatorischen

relativen Expression von 3 anti-inflammatorischen bzw.

Zytokinen sowie PGE2 im Uberstand scheint Steroid Substanz 1o wahrend der M1i-
Polarisierung deutliche pro-inflammatorische Effekte zu vermitteln und damit den M1-
Phenotyp zu verstarken. Auffallig ist dabei, dass alle Effekte erst bei 50 uM Steroid

Substanz 1o auftreten.
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Abbildung 41: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die sezernierten Zytokine M1-polarisierter
Makrophagen. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fir 7 Tage mit hu_GM-CSF (c =
10 ng/ml) differenziert (37°C, 5 % COz). AnschlieBend erfolgte die M1-Polarisierung mit IFN-y (c = 20
ng/ml) in Anwesenheit von 50 pM Steroid Substanz 1o oder Vehikel (DMSO) fur 48 h. Nach
abgeschlossener M1-Polarisierung wurden die Konzentrationen der sezernierten Zytokine sowie von
PGE2 im Uberstand der M1-Makrophagen mittels zytometrischem Bead Array (IL-10, IL-8, IL-1B, IFN-y,
CCL18, CXCL10, CCL2, TNF-a) oder ELISA (IL-23, PGE?2) in Triplikaten bestimmt (n=6). Signifikanzen
wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe (IL-23, IL-8,
TNF-a, PGE2) oder ungepaartem t-Test (IL-10, IL-1B, IFN-y, CCL18, CXCL10, CCL2) ermittelt.
**p<0,01. ***p<0,001.
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Bei der M2-Polarisation der Makrophagen zeigte sich eine signifikante Reduktion der relativen
Expression des pro-inflammatorischen  Oberflaichenmarkers CD80 sowie des
resolutionsfordernden Markers CD206 bei 50 uM Steroid Substanz 1o (Abbildung 42). Die
Expression von CD206 war bereits ab 10 pM Steroid Substanz 1o signifikant verringert. Die
Marker CD86, CD163, TREM2 sowie HLA-DR waren nicht signifikant verandert.
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Abbildung 42: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die Oberflachenmarker M2-polarisierter
Makrophagen. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fir 7 Tage mit hu_M-CSF (¢ = 50
ng/ml) differenziert (37°C, 5 % CO3). AnschlieRend erfolgte die M2-Polarisierung mit hu_IL-4 (c = 10
ng/ml) in Anwesenheit unterschiedlicher Steroid Substanz 1o-Konzentrationen (5/ 10/ 50 uM) oder
Vehikel (DMSO) fir 24 h. Nach abgeschlossener M2-Polarisierung wurden die Oberflachenmarker der
M2-Makrophagen mittels Durchflusszytometrie in Triplikaten analysiert. Die relative Expression der
spezifischen Oberflachenmarker wurde durch Bezug auf die Vehikel behandelten Kontrollen bestimmt
(n=6). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die
Vehikel-Gruppe ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.

Bei den sezernierten Zytokinen im Uberstand der M2-polarisierten Makrophagen fiihrte die
Gabe von 50 pM Steroid Substanz 1o zu einem signifikanten Anstieg der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-8, IL-13, CXCL10 sowie TNF-a (Abbildung 43). CCL2 wurde
nur bei 10 uM Steroid Substanz 1o signifikant erhoht. Die Zytokine IL-23, IL-10, IFN-y, CCL18

sowie PGE2 waren nicht signifikant beeinflusst.

Somit fuhrte Steroid Substanz 1o bei M2-polarisierten Makrophagen zu keiner klaren Tendenz
bei der relativen Expression der Oberflichenmarker, jedoch waren die pro-inflammatorischen
Zytokine im Uberstand von mit 50 uM Steroid Substanz 1o behandelten Makrophagen deutlich
erhoht.
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Zusammenfassend zeigte sich bei der M1- und M2-Polarisation eine Steigerung der pro-
inflammatorischen Zytokine im Uberstand der Makrophagen sowie eine Reduktion des
resolutionsfordernden Oberflachenmarkers CD206. Dies deutet darauf hin, dass Steroid
Substanz 1o primar die pro-inflammatorischen Aspekte der Immunantwort durch polarisierte

Makrophagen verstarkt.
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Abbildung 43: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die sezernierten Zytokine M2-polarisierter
Makrophagen. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden fir 7 Tage mit hu_M-CSF (¢ = 50
ng/ml) differenziert (37°C, 5 % CO3). AnschlieRend erfolgte die M2-Polarisierung mit hu_IL-4 (c = 10
ng/ml) in Anwesenheit von 50 pM Steroid Substanz 1o oder Vehikel (DMSO) fiur 24 h. Nach
abgeschlossener M2-Polarisierung wurden die Konzentrationen der sezernierten Zytokine sowie PGE2
im Uberstand der M2-Makrophagen mittels zytometrischem Bead Array (IL-10, IL-8, IL-1B, IFN-y
CCL18, CXCL10, CCL2, TNF-a) oder ELISA (IL-23, PGEZ2) in Triplikaten bestimmt (n=6). Signifikanzen
wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe (IL-8, IL-1,
CXCL10, CCL2, TNF-a) oder ungepaartem t-Test (IL-23, IL-10, IFN-y, CCL18, PGE2) ermittelt. *p<0,05.
**p<0,01. ***p<0,001.
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4.3.5 Steroid Substanz 1o reduziert die Differenzierung humaner Dendritischer Zellen

Wie bereits zuvor bei den Makrophagen (Ergebnis siehe 4.2.2) wurde der Einfluss der Steroid
Substanz 1o auf die Differenzierung von Dendritischen Zellen aus isolierten humanen CD14*-

Immunzellen untersucht.

Dabei zeigte sich eine Reduktion der relativen Expression der pro-inflammatorischen
Oberflachenmarker CD1a, CD1c, HLA-DR, CD209 sowie des anti-inflammatorischen bzw.
toleranzfordernden Markers CD206 bei 25 und 50 uM Steroid Substanz 1o (Abbildung 44). Die
Expression von CD197 war bei 5 und 25 uM reduziert. CD83 zeigte eine signifikante Reduktion
bei 0,5 und 25 uM Steroid Substanz 10 wahrend der toleranzférdernde Marker CD141 und der
pro-inflammatorische Marker CD80 bei 50 pM signifikant erhéht waren. Die pro-
inflammatorischen Oberflachenmarker CD54, CD40 sowie CD86 waren nicht signifikant
verandert. Trotz der Reduktion von CD206 und der Verstarkung von CD80 sowie CD141
wurden Uberwiegend pro-inflammatorische Oberflaichenmarker bei 50 uM Steroid Substanz 10

reduziert.

Im Uberstand der differenzierten Dendritischen Zellen wurden die Konzentrationen von IL-23,
IL-10, IL-8 und IL-6 mittels zytometrischem Bead Array bzw. ELISA bestimmt (Abbildung 45).
Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 bei
allen untersuchten Konzentrationen von Steroid Substanz 10. Die Konzentration von IL-6 war
bei 50 pyM Steroid Substanz 1o signifikant erhoht. Die Ubrigen Zytokine zeigten keine
signifikante Veradnderung. Demnach regulierte Steroid Substanz 1o wahrend der
Differenzierung von Dendritischen Zellen Gberwiegend pro-inflammatorische aber auch einige
anti-inflammatorische bzw. toleranzférdernde Oberflachenmarker und reduziert die
Sezernierung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10. Das pro-inflammatorische Zytokin
IL-6 zeigte eine signifikante Steigerung bei 50 puM Steroid Substanz 1o. Eine eindeutige
Tendenz ist demnach nicht erkennbar, jedoch scheint die Differenzierung insgesamt durch

Steroid Substanz 10 gehemmt zu werden.
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Abbildung 44: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die Oberflachenmarker humaner Dendritischer
Zellen wahrend der Differenzierung. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit
unterschiedlichen Steroid Substanz 10-Konzentrationen (0,5/ 5/ 25/ 50 nM) oder Vehikel (DMSO) fur 5
Tage mit hu_GM-CSF (¢ = 10 ng/ml) sowie hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) zu Dendritischen Zellen differenziert.
Nach abgeschlossener Differenzierung wurden die Oberflachenmarker der Dendritischen Zellen mittels
Durchflusszytometrie in  Triplikaten bestimmt. Die relative Expression der spezifischen
Oberflachenmarker wurde durch Bezug auf die Vehikel behandelten Kontrollen ermittelt (n=6-11).
Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-
Gruppe ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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Abbildung 45: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die sezernierten Zytokine humaner Dendritischer
Zellen wahrend der Differenzierung. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit 50 UM
Steroid Substanz 10 oder Vehikel (DMSO) fir 5 Tage mit hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) sowie hu_IL-4 (c
= 10 ng/ml) zu Dendritischen Zellen differenziert. Nach abgeschlossener Differenzierung wurden die
Zytokine der Dendritischen Zellen im Uberstand mittels zytometrischem Bead Array (IL-10, IL-8, IL-6)
oder ELISA (IL-23) in Triplikaten bestimmt (n=4). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit
Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe (IL-10, IL-6) oder ungepaartem t-Test (IL-23,
IL-8) ermittelt. *p<0,05. ***p<0,001.

4.3.6 Steroid Substanz 10 hemmt die Aktivierung humaner Dendritischer Zellen

Wahrend der Differenzierung der Dendritischen Zellen zeigte Steroid Substanz 1o eine
vorwiegend inhibierende Wirkung durch die Reduktion einiger pro- sowie anti-
inflammatorischer bzw. toleranzférdernder Oberflachenmarker sowie Zytokine. Um zu
untersuchen, welcher Einfluss von Steroid Substanz 1o auf bereits zuvor differenzierte
Dendritische Zellen besteht, wurden humane CD14*-Immunzellen zu Dendritischen Zellen
differenziert und in Anwesenheit unterschiedlicher Steroid Substanz 1o-Konzentrationen fir

24 h mit einem Stimulations-Mix aktiviert (Methode siehe 3.19).
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Dabei zeigte sich eine signifikante Reduktion des toleranzférdernden Markers CD206 sowie
der pro-inflammatorischen Marker CD54, CD1a, CD1c, CD40, CD197, CD209, CD80 und
CD86 bei 50 uM Steroid Substanz 10. Die relative Expression der Oberflachenmarker HLA-
DR, CD83 und CD141 waren nicht signifikant verandert.
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Abbildung 46: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die Oberflachenmarker aktivierter humaner
Dendritischer  Zellen.  Aus  Buffy-Coats  isolierte  humane  Monozyten  wurden  mit
hu_GM-CSF (c = 10 ng/ml) und hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) fiir 5 Tage zu Dendritischen Zellen differenziert.
AnschlieRend wurden die Dendritischen Zellen durch die Zugabe eines Stimulations-Mix bestehend aus
TNF-q, IL-6, IL-1B (c (TNF-q, IL-6, IL-18) = 5 ng/ml) und PGE2 (c = 500 ng/ml) in Anwesenheit von
unterschiedlichen Steroid Substanz 10-Konzentrationen (0,5/ 5/ 25/ 50 uM) oder Vehikel (DMSO) fiir 24
h aktiviert. Nach abgeschlossener Aktivierung wurden die Oberflachenmarker der aktivierten
Dendritischen Zellen mittels Durchflusszytometrie in Triplikaten bestimmt. Die relative Expression der
spezifischen Oberflachenmarker wurde durch Bezug auf die Vehikel behandelten Kontrollen bestimmt
(n=6). Signifikanzen wurden mittels 1-Way-ANOVA mit Dunnett's post hoc Test bezogen auf die
Vehikel-Gruppe ermittelt. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001.
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Im Uberstand der aktivierten Dendritischen Zellen erhéhten 25 und 50 pM Steroid Substanz
lo die Konzentration des pro-inflammatorischen Zytokins IL-23 (Abbildung 47). Die
Konzentration der weiteren Zytokine IL-12p70, IL-10, IL-8 und IL-6 wurden nicht signifikant

beeinflusst.

Somit zeigt Steroid Substanz 10 bei der Aktivierung der Dendritischen Zellen eine Reduktion
zahlreicher pro-inflammatorischer Oberflachenmarker sowie eines toleranzférdernden
Oberflachenmarkers. Dadurch scheint Steroid Substanz 1o die Aktivierung der Dendritischen
Zellen zu verringern. Interessanterweise scheinen die  pro-inflammatorischen

Oberflachenmarker dabei besonders betroffen zu sein.
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Abbildung 47: Einfluss von Steroid Substanz 1o auf die sezernierten Zytokine aktivierter humaner
Dendritischer Zellen. Aus Buffy-Coats isolierte humane Monozyten wurden mit hu_GM-CSF
(c =10 ng/ml) und hu_IL-4 (c = 10 ng/ml) fur 5 Tage zu Dendritischen Zellen differenziert. AnschlieRend
wurden die Dendritischen Zellen durch die Zugabe eines Stimulations-Mix bestehend aus TNF-q, IL-6,
IL-1B (c (TNF-q, IL-6, IL-1B) = 5 ng/ml) und PGE2 (c = 500 ng/ml) in Anwesenheit von 50 yM Steroid
Substanz 1o oder Vehikel (DMSO) fir 24 h aktiviert. Nach abgeschlossener Aktivierung wurden die
Zytokine der aktivierten Dendritischen Zellen im Uberstand mittels zytometrischem Bead Array (IL-
12p70, IL-10, IL-8, IL-6) oder ELISA (IL-23) in Triplikaten bestimmt (n=6). Signifikanzen wurden mittels
1-Way-ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test bezogen auf die Vehikel-Gruppe (IL-23) oder ungepaartem
t-Test (IL-12p70, IL-10, IL-8, IL-6) ermittelt. *p<0,05.
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5 Diskussion

5.1 Auswirkungen von Phytol im murinen EAE-Modell

Die Untersuchungen des Naturstoffs Phytol im murinen EAE-Modell zeigten, dass die orale
Gabe von Phytol die Anzahl der T-Zellen, Makrophagen und Neutrophilen in den inguinalen
Lymphknoten und im Ilumbalen Rickenmark verringerte (Blum et al, 2018b).
Interessanterweise konnte in Ratten die hochste Akkumulation von Phytol in den Lymphknoten
nachgewiesen werden (Olofsson et al., 2007). Daher ist es naheliegend, dass die starksten
Effekte von Phytol dort auftreten. Die reduzierte Anzahl an Immunzellen in den Lymphknoten
kénnte folglich zu einer reduzierten Anzahl an infiltrierenden Immunzellen im lumbalen
Ruckenmark fihren. Dafir spricht auch die damit einhergehende weniger ausgepragte
Demyelinisierung im lumbalen Rickenmark, welche letztlich zu der Reduktion der klinischen
EAE-Scores flhrt. Weiterhin beeinflussten Phytol und seine Metaboliten die
Proliferationsfahigkeit von T-Zellen sowie das Verhaltnis der T-Zell-Subtypen indem die Anzahl
der pro-inflammatorischen Tpl-Zellen reduziert wurde. Zudem verringerte Phytol ROS-
vermittelte DNA-Schaden im lumbalen Rickenmark. Immunhistologische Untersuchungen
zeigten, dass die ROS-vermittelten DNA-Schaden vornehmlich in der unmittelbaren
Umgebung von eingewanderten Immunzellen auftraten und dass vor allem die ZNS
ansassigen Mikroglia sensitiv auf ROS reagierten. Die ex vivo Untersuchungen mit NOX2KO-
Tieren wiesen auf einen partiellen Einfluss von NOX2 bei der Wirkung von Phytol hin. In EAE-
Versuchen mit NOX2KO-Tieren konnte dennoch ein positiver Einfluss von Phytol auch in
Abwesenheit von NOX2 festgestellt werden. Dies legt nahe, dass die Wirkungen von Phytol
nur zum Teil von NOX2 abhé&ngig sind.

5.1.1 Immunmodulatorische Effekt von Phytol durch ROS-Interaktionen

Die Gabe von Phytol reduzierte die Auspragung der klinischen Symptome von EAE-Tieren und
verzogerte den Beginn der Erkrankung (Blum et al., 2018b). Gleichartige Effekte konnten auch
in Untersuchungen an der RA festgestellt werden. Dabei verringerte die Gabe von Phytol die
gezeigten klinischen Symptome in Ratten und erhdhte die Kapazitat des oxidativen Bursts von
Granulozyten in vitro (Hultgvist et al., 2006). Hultgvist et al. postulierten, dass die verstarkte
ROS-Produktion dabei moglicherweise auf der Aktivierung von NOX2 beruht (Hultgvist et al.,
2015). Des Weiteren konnte in einem Transfer-Modell der RA ein Einfluss von Phytol auf
autoreaktive T-Zellen beobachtet werden (Olofsson et al., 2003, Hultgvist et al., 2006).
Untersuchungen im Bereich der Schmerzforschung zeigten ebenfalls Effekte von Phytol auf

ROS. Ratten mit einem Polymorphismus in Gen Ncfl, welches die zytosolische Untereinheit
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der NADPH-Oxidasen codiert, produzierten weniger ROS nach CCL2-Stimulation und
verhinderten dadurch eine CCL2-induzierte Hyperalgesie. Durch die Gabe von Phytol konnte
in diesen Tieren die ROS-Produktion gesteigert und die CCL2-induzierbare Hyperalgesie
wiederhergestellt werden (Hackel et al., 2013).

Allgemein sind die Auswirkungen von ROS vielseitig und in der Literatur kontrovers diskutiert
(Schieber and Chandel, 2014, Di Meo et al., 2016). Durch die Oxidation von Lipiden und der
Denaturierung von Proteinen kénnen ROS zur vielfaltigen Zellschadigungen fihren (Cross et
al., 1987). Speziell im ZNS flhrt oxidativer Stress zur Schadigung von ansassigen Zelltypen,
wie Oligodendrozyten und Neuronen, was eine verstarkte Demyelinisierung zur Folge hat
(Gilgun-Sherki et al., 2004, Friese et al., 2014). Phytol konnte auf mMRNA-Ebene die Expression
von NOX2 im lumbalen Ruckenmark reduzieren (Blum et al., 2018b). Die dadurch reduzierte
Produktion von ROS passt zu der verringerten Demyelinisierung in Mausen mit Phytol-Diat im
Vergleich zu Mausen mit Standard-Diat sowie die verringerten ROS-vermittelten DNA-
Schaden (Abbildung 10 & Abbildung 17).

Jedoch haben ROS nicht nur schadigende, sondern auch physiologische sowie anti-
inflammatorische Wirkungen (Droge, 2002, Mittal et al., 2014). Beispielsweise fungieren ROS
bei zahlreichen Signalwegen als Botenstoffe (Finkel, 2011) und sind bei der Regulation von
neuronalen Aktivitdten beteiligt (Beckhauser et al., 2016). Es konnte gezeigt werden, dass
Mause mit einem Knockout des Gens Ncfl starker ausgepragte Krankheit-Symptome im
Modell der RA aufweisen als Wildtyp-Tiere. Holmdahl et al. stellten die Hypothese auf, dass
ROS als immunlogische Botenstoffe von APZ gebildet werden und u.a. fir die Regulation von
autoimmunen T-Zellen verantwortlich sind (Holmdahl et al., 2013). Eine verringerte ROS-
Produktion fuhrt neben den Modellen der RA auch bei Morbus Crohn zu einer
Verschlechterung der Erkrankung was die Hypothese der immunregulatorischen Funktion von
ROS weiter untermauert (Olofsson et al., 2003, Hultgvist et al., 2004, Conway et al., 2012).
Eine Ausnahme stellt Diabetes Typ 1 dar: Die Mutation des Ncfl Gens fuhrt hierbei zu einer
Verbesserung der Symptomatik. In diesem Fall wird ROS eine Uberwiegende Beteiligung an
der Zerstorung der B-Zellen innerhalb der Langerhans-Inseln zugeschrieben (Thayer et al.,
2011).

Die Reduktion von ROS fihrt auch abseits der Autoimmunreaktionen zu einer
Verschlechterung der Symptomatik, beispielsweise bei Zymosan- oder Beta-Glucan
induzierten Entzindungen. Dies weist darauf hin, dass unterschiedliche Signalwege durch
ROS reguliert werden kdnnen (van de Loo et al., 2003, Deffert et al., 2012).

Des Weiteren besteht ein negativer Einfluss von ROS, produziert von Phagozyten, auf die
Signalwege, die Aktivierung sowie die Proliferationsrate von T-Zellen (Belikov et al., 2015).

Diese Befunde passen zu der beobachteten Reduktion der Anzahl der T-Zellen im lumbalen
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Ruckenmark und in den inguinalen Lymphknoten (Abbildung 11) sowie der Hochregulation der
NOX2 mRNA in den inguinalen Lymphknoten durch die Gabe von Phytol (Blum et al., 2018b).
Somit wirde die Regulation der T-Zell-Aktivitat indirekt durch die von Phagozyten produzierten
ROS erfolgen. Weiterhin konnte auch im Blut von EAE-Tieren mit Phytol-Diat eine signifikante
Verringerung der T-Zellen detektiert werden (Tafferner, 2016). Dies ist ein Hinweis darauf,
dass die Regulation der T-Zellen im Gewebe durch die Interaktionen mit den von APZ
sezernierten ROS vermittelt wird so wie es Holmdabhl et al. postuliert haben.

Richards und Clark zeigten, dass auch ROS aus anderen Quellen einen Einfluss auf die
Immunantwort haben kénnen (Richards and Clark, 2009). Beispielsweise produzieren B-Zellen
ebenfalls ROS, welche die eigene Proliferationsrate verringern indem die Zellen in der Go-
Phase zurtickgehalten werden. Durch die Deletion der NOX2-Untereinheit gp91°P"* konnte die
Produktion von ROS verringert werden und die B-Zellen zeigten eine erhdhte Proliferation im
Vergleich zum Wildtyp (Richards and Clark, 2009).

In Studien zu MS und dem Guillain-Barré-Syndrom konnte gezeigt werden, dass isolierte und
stimulierte Phagozyten von Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf eine geringere ROS-
Produktion aufwiesen als die Phagozyten von Patienten mit einem milderen Krankheitsverlauf.
Allerdings konnten keine Unterschiede zwischen den Patienten und der Kontrollgruppe
festgestellt werden was darauf hinweist, dass die verringerte ROS-Produktion eher eine
Begleiterscheinung und nicht die Ursache darstellt (Mossberg et al., 2007, Mossberg et al.,
2009, Mossberg et al., 2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Auswirkungen von ROS von der Lokalisation
(Gewebe- und Zelltyp) und dem Zeitpunkt (Beginn oder akute Phase) der Entstehung

abhangig sind und sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Wirkungen zeigen.

5.1.2 Zeitliche Verzogerung der Phytol-Effekte

Wahrend der akuten Phase der Erkrankung (Tag 16) konnten entgegen der Erwartung keine
Unterschiede in der Anzahl der ins ZNS infiltrierenden T-Zellen zwischen Standard- und
Phytol-Diat festgestellt werden. Die klinischen Scores der beiden Versuchsgruppen
unterschieden sich zu diesem Zeitpunkt signifikant, weshalb auch eine verringerte Anzahl an
infiltrierenden T-Zellen erwartet wurde. In der Anfangsphase der Erkrankung (Tag 12) waren
jedoch signifikante Unterschiede zwischen Standard- und Phytol-Diat bei der Immunzellzahl
im ZNS messbar. Somit kdnnte die verringerte frithe Infiltration von Immunzellen bei der
Phytol-Diat zu einer zeitlichen Verzogerung bei der Ausbildung der klinischen Symptome

fuhren. Bei der Standard-Diat kam es wahrscheinlich durch die rasche Infiltration zu einer
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gesteigerten Inflammation in der Anfangsphase, welche sich spéter in den starker

ausgepragten klinischen Symptomen wahrend der akuten Phase zeigte.

EAE-Studien zeigten, dass es wahrend dem Krankheitsverlauf zun&chst zu einem Anstieg der
Immunzellen in den inguinalen Lymphknoten kommt und spéter zu einer Infiltration in das
lumbale Rickenmark (Barthelmes et al., 2016). Die hier erhobenen Daten zeigen jedoch ein
umgekehrtes Verhalten (Abbildung 11). In Tieren mit Standard-Diat zeigte sich die hdchste
Anzahl an Immunzellen im lumbalen Rickenmark bereits an Tag 12/14 wéhrend die
Immunzellkonzentration in den inguinalen Lymphknoten erst an Tag 16 ihr Maximum erreichte.
Dies lasst sich ebenfalls durch die zeitliche Verzogerung der Krankheitsprozesse im EAE-
Modell erklaren: Moglicherweise kam es bei Beginn der Erkrankung zu einer starken Infiltration
des ZNS, welche nach Tag 14 bereits wieder abnahm. Dadurch kam es zu einer Akkumulation
der Immunzellen in der Peripherie was zu dem beobachteten Maximum der Immunzellen in
den inguinalen Lymphknoten an Tag 16 flhrte. Ebenso ware es mdglich das Immunzellen aus
dem lumbalen Riickenmark zuriick in die Peripherie wanderten und den Effekt somit weiter

verstarkten.

5.1.3 Die Rolle der Metaboliten Phytan- und Pristansaure

Neben Phytol selbst wurden auch die beiden Metaboliten Phytan- sowie Pristansaure ex vivo
untersucht, insbesondere, weil beiden Substanzen immunmodulierende Eigenschaften
zugesprochen werden. Beispielsweise konnen Phytan- sowie Pristansaure den ,free fatty acid
receptor 1“ (FFA1, GPR40) Rezeptor aktivieren (Kruska and Reiser, 2011). Dieser G-Protein
gekoppelte Rezeptor aktiviert die glukose-abhéngige Insulin-Sekretion durch Phosphoinositid-
Phospholipase C (PLC)-abhangige intrazellulare Freisetzung von Ca?*. Neben den
Auswirkungen auf den Glukose Stoffwechsel beeinflusst die Aktivierung des GPR40
Rezeptors auRerdem den inflammatorischen Prozess durch eine Reduktion der Apoptose in
B-Zellen (Verma et al.,, 2014). Ein Knockout von GPR40 in Mausen fihrt zur verstarkten
zerebralen Entzindung (Sartorius et al., 2015). Diese Effekte wurden bisher in B-Zellen aus
dem Pankreas sowie in Astrozyten beobachtet, aber es ist durchaus mdglich, dass die

Aktivierung von GPR40 ebenfalls eine Rolle bei den Sighalwegen von Lymphozyten innehat.

Trotz der strukturellen Ahnlichkeit unterscheiden sich Phytan- und Pristansdure in ihrem
Einfluss auf die Proliferationsrate von T-Zellen, da nur die Inkubation mit Phytansdure zu einer
signifikanten Reduktion der Proliferationsrate flihrte. Dies deutet zunachst darauf hin, dass die
anti-inflammatorischen Effekte der Phytol-Didt moglicherweise vor allem auf dem priméren
Metaboliten Phytansaure und nicht auf der mittels a-Oxidation gewonnenen Pristansaure
beruhen. Dies ist insofern erstaunlich da der Phytanséure einige toxische Effekte, wie die

Induktion von Apoptose in Purkinje Zellen (Powers et al., 1999) sowie die direkte Schadigung
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von Mitochondrien (Kahlert et al.,, 2005), zugesprochen werden. Zusatzlich fuhrt die
Akkumulation von Phytans&aure im Organismus zum Refsum-Syndrom (Wanders and Komen,
2007). Die toxische Wirkung von Phytanséure soll auf 2 Wirkmechanismen beruhen: Durch
die strukturelle Ahnlichkeit mit Geranylgeraniol sowie den Vitaminen A, E und K kann
Phytansaure als Anti-Metabolit wirken. Des Weiteren soll Phytanséure durch den Einbau in die
Zellmembran dort vorhandene Membranlipide- und Proteine schadigen und die
Durchlassigkeit der Membran erhdhen (Young et al., 2001, Wanders and Komen, 2007).
Jedoch kann die Phytansdure auch protektive Wirkungen durch die Stimulation des nuklearen
Transkriptionsfaktor Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-a (PPAR-a) ausiiben. Die
Stimulation dieses Transkriptionsfaktors verbessert den Krankheitsverlauf im EAE-Model
durch die Veranderung des Zytokin-Profils von IL-12 und der verstarkten Freisetzung von IL-4
(Xu et al., 2007, Yang et al., 2008). Der genetische KO von PPAR-a in Mausen zeigt ebenfalls
die anti-inflammatorische Funktion des Transkriptionsfaktors: Die Stimulation von T-Zellen aus
PPAR-aKO Tieren fihrt im Vergleich zu Wildtyp-Tieren zu einer erhdhten pro-
inflammatorischen Zytokin-Produktion sowie einer erhdhten Proliferationsrate (Choi and
Bothwell, 2012). Des Weiteren kann Phytansaure zu einer verstarkten Produktion von ROS
fuhren, welche neben den potentiell schadigenden Wirkungen auch anti-inflammatorische

Prozesse beeinflussen kbénnen (Kahlert et al., 2005).

In den Untersuchungen zur Beeinflussung der T-Zell-Subtypen in Wildtyp-Tieren zeigten
sowohl Phytan- als auch Pristansdure eine Reduktion der pro-inflammatorischen Ty1-Zellen.
Die Stimulation mit Pristansdure erhdhte zuséatzlich die Anzahl der anti-inflammatorischen Tx2-
Zellen (Abbildung 14). Somit zeigte Pristansaure zwar keine Verringerung der
Proliferationsfahigkeit von isolierten T-Zellen, jedoch konnten in dieser Arbeit die

T-Zell-Subtypen zu Gunsten der anti-inflammatorischen Seite beeinflusst werden.

Im Gegensatz zu diesen Befunden werden der Pristanséure in der Literatur primér pro-
inflammatorische Eigenschaften zugeschrieben. In Untersuchungen der RA bei Ratten konnte
Pristan den Krankheitsverlauf induzieren wahrend Phytol keinen Einfluss darauf zeigte.
Interessanterweise fuhrte in diesen Versuchen Pristan, im Gegensatz zu Phytol, zu keiner
erhohten ROS-Produktion (Hultqvist et al., 2006). Des Weiteren ist eine erhdhte Sezernierung
der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, IFN-y sowie IL-17A durch T-Zellen nach Stimulation
mir Pristansaure beschrieben (Tafferner, 2016). In den gleichen Versuchen konnte zwar auch
eine erhdhte Konzentration des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 nachgewiesen werden,
jedoch wurde geschlussfolgert, dass die pro-inflammatorischen Auswirkungen Uberwiegen.
Gerade IL-6 spielt eine entscheidende Rolle bei der Differenzierung von naiven T-Zellen zu
den pro-inflammatorischen Subtypen Tul sowie Ty17 und ist maRRgeblich bei der Pathogenese
im EAE-Modell beteiligt, da IL-6KO Tiere keine Ausbildung von klinischen Symptomen nach
EAE-Induktion zeigen (Mendel et al., 1998, Tanaka et al., 2014). Die Blockierung des IL-6-

104



Rezeptors ist ein pharmakologischer Ansatz, welcher bei der Therapie der RA durch den
Einsatz des humanisierten Antikdrpers Tocilizumab verfolgt wird (Tanaka et al., 2013). Das
pro-inflammatorische Zytokin IL-17A ist ebenfalls maf3geblich an dem Krankheitsverlauf der
MS beteiligt und in chronischen MS-Lé&sionen hochreguliert (Das Sarma et al., 2009). IL-17A
fordert des Weiteren die Produktion von IL-6 im ZNS (Amedei et al., 2012, Erta et al., 2012).
Somit kénnte Pristansdure madglicherweise die Produktion von IL-17A und somit indirekt auch
die Produktion von IL-6 sowie weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen induzieren. Durch die
Widerspriiche in den hier ermittelten Befunden und der Literatur ist keine klare Tendenz der
Wirkungsweise von Pristansdure innerhalb des Entziindungsprozesses bei der EAE

erkennbar.

5.1.4 Die Beteiligung von NOX2 an den Effekten von Phytol

In der Literatur wird Phytol als ein Aktivator von NOX2 beschrieben (Olofsson et al., 2003,
Hultgvist et al., 2006). Aus diesem Grund wurde Uberprift inwiefern die hier untersuchten
Effekte von Phytol durch NOX2 vermittelt werden.

Die Daten der ex vivo Versuche deuten zum Teil auf eine Abhangigkeit der Phytol-vermittelten
Effekte hin. Die verringerte Proliferationsfahigkeit von Splenozyten durch die Gabe von Phytol
in Wildtyp-Mausen (Tafferner, 2016, Blum et al., 2018b) konnte in NOX2KO-Tieren nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 20). Untersuchungen in der Jurkat T-Zell-Linie zeigen, dass
Phytol einen Arrest der Zellen in der S-Phase induziert und so zu einem erhohten Zelltod fuhrt.
Weiterhin konnten diese Effekte von Phytol durch die Gabe von NOX-Inhibitoren aufgehoben
werden (Itoh et al., 2018). Somit scheint die Interaktion von Phytol mit der Familie der NOX

von Bedeutung fir die Induktion des Zellzyklusarrestes zu sein.

Die beiden Metaboliten von Phytol scheinen dagegen unabhéngig von NOX2 auf die
Proliferationsfahigkeit von isolierten T-Zellen zu wirken. Der Einfluss der Phytansaure
unterschied sich nicht zwischen NOX2WT und NOX2KO wahrend Pristansédure die
Proliferationsfahigkeit der T-Zellen nur im NOX2KO reduzierte, jedoch nicht im NXO2WT
(Vergleiche Abbildung 13 und Abbildung 21). Eine Inhibition der Proliferationsfahigkeit durch
Phytansaure wurde ebenfalls bei der PC-3 Prostatakrebs-Zelllinie (Tang et al., 2007) sowie
bei bovinen PBMCs nachgewiesen (Renner et al., 2013). Mdglicherweise reduzieren Phytan-
und Pristansdure die Proliferationsfahigkeit der T-Zellen unabhangig von NOX2 tber einen
anderen Wirkmechanismus als Phytol. Aktuell sind in der Literatur keine Auswirkungen von

Pristansaure auf die Proliferationsfahigkeit humaner Zellen beschrieben.

Bei der Untersuchung des Einflusses von Phytan- und Pristansaure auf die T-Zell-Subtypen
zeigten sich in NOX2KO- und NOX2WT-Tieren gleichartige Tendenzen. Lediglich die Anzahl
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der Tul7-Zellen wurde im NOX2WT nur tendenziell und nicht signifikant durch Pristanséure
reduziert, wohingegen die Reduktion im NOX2KO signifikant war (Vergleiche Abbildung 14
und Abbildung 22). Bei der Analyse der sezernierten Zytokine der T-Zellen zeigten NOX2KO-
und NOX2WT-Tiere eine gleichartige Reduktion von IFN-y durch die Gabe von Phytansaure
bei 48 h Inkubation. Ein solch inhibitorischer Effekt von Phytanséure auf IFN-y wurde bereits
auch auf mMRNA- sowie Protein-Ebene beschrieben (Nakanishi et al., 2018).

Im NOX2KO konnte zuséatzliche eine leicht signifikante Verringerung von IL-6 durch
Phytansaure festgestellt werden, welche im NOX2WT nicht vorhanden war (Vergleiche
Abbildung 15 und Abbildung 23). Eine Reduktion von IL-6 sowie weiteren pro-
inflammatorischen Zytokinen (IL-183, TNF-a) wurde bei Untersuchungen der Auswirkungen von
Linolsaure-lsomeren auf isolierte Schweine-PBMCs nach LPS-Stimulation festgestellt
(Changhua et al., 2005). Da Linolséure eine strukturelle Ahnlichkeit zu Phytansaure aufweist,

kénnten diese beiden Substanzen ahnliche immunmodulatorische Auswirkungen innehaben.

Somit scheint NOX2 bei einigen, aber nicht bei allen, ex vivo Effekten von Phytol beteiligt zu
sein. Moglicherweise werden auch andere Familienmitglieder der NOX Familie durch Phytol
oder dessen Metaboliten aktiviert und kénnen bei nicht vollstandiger Funktionalitat von NOX2
einen Teil der Effekte vermitteln. Da NOX1 sowie NOX3 Homologien in Struktur und
Aktivierung aufweisen, kénnten diese beiden Enzyme daran beteiligt sein (Brandes et al.,
2014).

Die Untersuchungen der Krankheitsverlaufe von Wildtyp und kompletten NOX2KO-Mausen
zeigte eine Verringerung der klinischen Symptome durch Phytol in beiden Gruppen (Abbildung
24). Damit scheint der positive Effekt von Phytol auf die klinischen Scores in vivo nicht durch
NOX2 beeinflusst zu werden. Die Forschungen von Holmdahl et al. zeigten, dass Ratten mit
einem Polymorphismus in der Ncfl/p47°"°-Untereinheit von NOX2 eine stark verringerte
Kapazitat des oxidativen Bursts aufweisen, welche dennoch durch die Gabe von Phytol
deutlich gesteigert werden konnte (Hultgvist et al., 2006). Die hier verwendeten NOX2KO-
Mause weisen einen Knockout in der gp91°Ph°*-Untereinheit auf. Moglicherweise kann Phytol
die ROS-Produktion von NOX2 trotz der unvollstandigen gp91P"*-Untereinheit aktivieren und
somit auch im NOX2KO zumindest einen Teil der Funktionen ausfiihren, ahnlich wie bei dem

beschriebenen p47°h>*-Polymorphismus.

Interessanterweise zeigten die EAE-Versuche eine grundsétzlich geringere Ausbildung
klinischer Scores bei NOX2KO-Tieren im Vergleich zum Wildtyp sowohl bei Standard- als auch
bei Phytol-Diat (Abbildung 24). In der Literatur ist ebenfalls ein protektiver Effekt des NOX2KO
im murinen EAE-Modell beschrieben (Li et al., 2011, Ravelli et al., 2019). Somit scheint der
Knockout der gp91P"*-Untereinheit von NOX2 insgesamt einen positiven Effekt auf den

Krankheitsverlauf im EAE-Modell zu haben. Mdglicherweise Gberwiegen dabei die negativen
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Auswirkungen der ROS im gesamten Organismus die positiven Aspekte der gedampften
Immunantwort. Einige Studien zu gp91°P"°xKO Tieren zeigten verringerte oxidative Stress Level
im Gehirn nach Reperfusionsschaden (Kunz et al., 2007, Chen et al., 2009) sowie eine
geringere Schadigung der BHS (Kahles et al., 2007). Eine Inhibition der NOX2 durch Apocynin
fuhrt zu reduzierten klinischen Symptomen, weniger Demyelinisierung sowie verringerter
Infiltration durch Immunzellen (Choi et al., 2015). Folglich zeigen ROS sowohl positive
immunmodulatorische als auch negative direkte Einflisse auf die unterschiedlichen
Mechanismen und die genaue Lokalisation der ROS-Entstehung sowie die Menge an ROS ist
ausschlaggebend, ob in der Summe die protektiven oder die schadigenden Einflisse
Uberwiegen (Schuh et al., 2014).Die klinischen Krankheitsverlaufe von Mausen mit einem
komplettem Knockout der gp91P"*-Untereinheit und Phytol-Futterung unterschieden sich
deutlich von denen Mausen mit einem Knockout in den peripheren Blutzellen. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass Phytol die anti-inflammatorischen Effekte tUberwiegend durch die
Wirkung von NOX2 in peripheren Zellen vermittelt. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass der Vorgang der Knochenmarkstransplantation auch einen Einfluss auf den klinischen
Krankheitsverlauf hat. Durch die Bestrahlung kann es zu vielfaltigen Modifikationen des
Immunsystems sowie zu einer Beeintrachtigung der Integritat der BHS kommen. Es dauert in
etwa 2 Wochen bis das Immunsystem wiederhergestellt ist und die Mause wieder ihr
Initialgewicht erreichen (Duran-Struuck and Dysko, 2009). Um die Auswirkungen der
Bestrahlung und das daraufhin geschwachte Immunsystem auf den Krankheitsverlauf zu
minimieren, wurde die EAE erst 4 Wochen nach Bestrahlung induziert. Dennoch ist nicht
auszuschlieRen, dass zu diesem Zeitpunkt die BHS noch geschadigt war. Wenn dies der Fall
war, konnten Phytol sowie die Zellen des Immunsystems die BHS einfacher passieren und
verstarkt in das ZNS eindringen. Innerhalb des ZNS fihrte Phytol dann moglicherweise zu
einer erhohten NOX2-Aktivitdt und zu einer daraus resultierenden ROS-Produktion. Im ZNS
ist die Produktion von ROS ausschlaggebend fiir neuronale Schadigungen (Nayernia et al.,
2014). Zwar fihrt der KO der NOX2-Expression in Lymphozyten zu einem verringerten
Migrationspotential dieser in das ZNS, doch kdnnte eine geschadigte BHS daflir sorgen, dass
die gesteigerte schadigende Wirkung innerhalb des ZNS die protektiven Effekte in der
Peripherie Gberwiegen. Entweder durch den KO von NOX2 in den Lymphozyten, durch die
strahleninduzierte Schadigung der BHS, durch die Aktivierung von NOX2 im ZNS durch Phytol
oder durch ein Zusammenspiel aller Faktoren kommt es zu einer Verschlechterung der

gezeigten klinischen Symptome innerhalb der Gruppe der NOX2KO-Chimaren mit Phytol-Diat.
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5.1.5 Therapeutische Anwendungsmaoglichkeiten von Phytol / NOX2

Die in dieser Arbeit und in Vorarbeiten generierten Ergebnisse zeigen einen tberwiegend
positiven Einfluss von Phytol auf den Krankheitsverlauf von EAE-Tieren. Auch in anderen
Indikationen, wie zum Beispiel der RA zeigte die Gabe von Phytol positive Auswirkungen auf
den Verlauf. Aus diesem Grund kann der Einsatzes von Phytol zur Therapie der MS oder

ahnlichen entzundlichen Erkrankungen zumindest in Betracht gezogen werden.

Fur die Verwendung von Phytol als Therapeutikum gilt es jedoch zu beachten, dass eine
langfristige Gabe von Phytol mdoglicherweise zu einer Gewichtsreduktion sowie zur
VergroRerung der Leber fihren kann (Mackie et al., 2009). Ebenfalls gilt es zu bedenken,
welche Auswirkungen die Abbauprodukte von Phytol auf den Organismus haben. Bei
Mutationen im Fettsaureabbau kénnen die Metaboliten sich anreichern und Phytansaure kann
bei gesteigerter Konzentration toxische Auswirkungen auf die Leber haben (Selkala et al.,
2015). Des Weiteren sollte der genaue Wirkmechanismus und die Interaktion mit NOX2 sowie
den weiteren NOX-Familienmitgliedern weiter charakterisiert werden. Untersuchungen mit
strukturverwandten Substanzen von Phytol zeigten deutliche Unterschiede in der Wirkung:
Kurzkettige gesattigte Alkane mit einer Kettenlange zwischen C11 und C13 aktivierten die
ROS-Produktion in humanen HL-60-Zellen in &hnlicher Art und Weise wie Phytol und hatten
keinen Einfluss bei der Induktion der RA im Tiermodell. Dahingegen fiihrten gesattigte Alkane
mit einer Kettenldnge von C14 bis C17 sowie Pristansdure zu keiner gesteigerten ROS-
Produktion in den humanen HL-60-Zellen und konnten die RA in Ratten induzieren (Hultgvist
et al., 2006). Demnach haben kleine strukturelle Anderungen bereits einen signifikanten Effekt
auf die Wirkung. Mdglicherweise spielt die Polaritat der Substanzen eine entscheidende Rolle
bei der Wirkung, da diese die Interaktionsfahigkeit mit Membranen beeinflusst und die
Substanzen somit auch einen Einfluss auf die Zusammensetzung dieser Membranen haben
konnten. Die Zusammensetzung von Membranen hat des Weiteren einen entscheidenden
Einfluss auf die Lokalisation von NOX2 und dessen Aktivitat (Shao et al., 2003).

Neben Phytol konnten auch anderen NOX2-aktivierende Substanzen als neue
Therapieoptionen dienen. Bisher wurde vornehmlich nach Substanzen gesucht, welche die
ROS-Produktion durch NOX2 inhibieren (Lambeth et al., 2008, Jaquet et al., 2009). Die Suche
nach NOX2-Agonisten gestaltet sich als schwierig, da direkte Interaktionen mit einem
Enzymkomplex wie NOX2 nur schwer vorherzusagen sind. Die meisten Ansétze beschéftigen
sich daher mit der mdglichen Beeinflussung von vorgeschalteten Zielstrukturen. Dabei ist zu
beachten, dass eine genaue Regulation sowie Lokalisation der potentiellen NOX2-Agonisten

ausschlaggebend fiir die Wirkung ist (Hultgvist et al., 2015).

Der Ansatz neurodegenerative Erkrankungen durch eine Modulation der ROS-Produktion zu

therapieren ist jedoch langst nicht nur auf die Familie der NOX beschrankt (Sorce et al., 2017).
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Im ZNS koénnen ROS ebenfalls von Stickstoffmonoxid-Synthasen, Monoaminoxidasen, sowie
Xanthinoxidasen generiert werden (Reyes et al., 2005). Eine Beeinflussung dieser Redox-
Systeme konnte &hnliche Effekte wie die Modulation von NOX2 ergeben, jedoch sind stets die
positiven sowie die negativen Aspekte der ROS-Modulation abzuwéagen.

5.2 Immunmodulation durch den Naturstoff Silvestrol

Der anti-viral wirksame Naturstoff Silvestrol wurde bezlglich seines Einflusses auf die
Differenzierung sowie die Polarisierung bzw. Aktivierung humaner Immunzellen untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die Silvestrol-vermittelten Effekte abhangig von der Art der

Immunzellen sowie deren Aktivierungsstatus waren (Ubersicht siehe Abbildung 48).

Wahrend der Differenzierung von humanen Makrophagen scheint Silvestrol tiberwiegend das
anti-inflammatorische bzw. resolutionsférdernde Potential zu inhibieren, da es zu einer
Reduktion der relativen Expression der Oberflachenmarker CD206 sowie TREM2 kam.
Weiterhin wurden die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und CCL18 im Uberstand der

differenzierten Makrophagen durch Silvestrol verringert.

In bereits ausdifferenzierten Makrophagen verstarkt Silvestrol wahrscheinlich den pro-
inflammatorischen Status der M1-Makrophagen durch die gesteigerte Sezernierung des pro-
inflammatorischen Zytokins TNF-a. Jedoch kann die Rekrutierung weiterer Immunzellen

moglicherweise verringert werden, da es zur verringerten Ausschittung von Chemokinen kam.

Bei M2-Makrophagen  verstarkt  Silvestrol den  anti-inflammatorischen  bzw.
resolutionsfordernden Phanotyp indem entsprechende Oberflachenmarker verstarkt
exprimiert wurden. Weiterhin kam es zur verringerten Bildung der Chemokine IL-8 und CCL2,
welche an der Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten beteiligt sind (Mukaida, 2000,
Reichel et al., 2009). Durch eine verringerte Rekrutierung dieser Immunzellen wird der anti-
inflammatorische bzw. resolutionsfordernde Einfluss der M2-Makrophagen von Silvestrol

unterstutzt.

Die Differenzierung und Aktivierung von Dendritischen Zellen scheint durch Silvestrol
unterdriickt zu werden, da zahlreiche Differenzierungsmarker eine verringerte Expression
aufwiesen. Die Stoffwechselwege der oxidativen Phosphorylierung sowie der Glykolyse
wurden in Makrophagen und Dendritischen Zellen durch Silvestrol signifikant reduziert. Der
Einfluss von Silvestrol auf den zellularen Energiestoffwechsel konnte tber die Inhibition von
,proto-oncogene serine/threonine-protein kinase Pim“ (PIM)1 bzw. PIM2 vermittelt werden, da
Silvestrol ein stark inhibitorisches Potential gegentiber dieser beiden Kinasen zeigt (Schatz et
al.,, 2011). Eine Inhibition der PIM-Kinasen fihrt zur Beeinflussung des zellularen

Energiestoffwechsels tber den Signalweg von ,mammalian target of rapamycin“ (mTORC1)
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und verringert u.a. den Vorgang der Glykolyse (Beharry et al., 2011, Song et al., 2015). Somit
kénnte Silvestrol Uber diesen Wirkmechanismus Einfluss auf den Energiestoffwechsel und
somit auch auf die Aktivitat der Immunzellen nehmen. In Monozyten war der Einfluss auf den
Stoffwechsel weniger stark ausgepragt was an der kirzeren Inkubationsdauer mit Silvestrol
liegen konnte.

Wahrend der Differenzierung der Makrophagen verringerte Silvestrol die Expression des
resolutionsférdernden Oberflachenmarkers CD206. Dieser Rezeptor dient zur Erkennung des
Zuckers Mannose auf der Oberflache von Pathogenen, wie Viren oder Bakterien, und
vermittelt u.a. den Vorgang der Phagozytose (Azad et al., 2014). Da die Erkennung und die
Phagozytose von Pathogenen zu den Kernaufgaben der Makrophagen gehoért, behindert
Silvestrol somit deren Funktionalitat. Interessanterweise war gleichzeitig CD163, ein
immunologischer Sensor flir Bakterien (Fabriek et al., 2009), durch Silvestrol hochreguliert was
auf einen gegenlaufigen Effekt hinweist. Neben der Phagozytose von Pathogenen dient der
Oberflachenmarker CD206 auch zur Aufnahme von freien entzindungsvermittelten
Glykoproteinen. Im Entziindungsprozess werden Glykoproteine mit einem hohen Anteil an
Mannose gebildet, welche wahrend der Entziindungsauflésung wieder abgebaut werden um
eine anhaltente Inflammation zu verhindern (Gazi and Martinez-Pomares, 2009). Zu diesen
Glykoproteinen gehtren die lysosomale Hydrolasen, der gewebespezifische
Plasminogenaktivator sowie die Myeloperoxidase. Demnach ist die Expression von CD206
entscheidend fir die korrekt abgestimmte Aufldsung der inflammatorischen Reaktion (Lee et
al., 2002). Eine Reduktion der CD206-Expression wirkt insofern pro-inflammatorisch, da die
immunstimulierenden Glykoproteine verlangsamt abgebaut werden. Weiterhin war wéhrend
der Differenzierung der Makrophagen die Sezernierung des Zytokins IL-6 durch Silvestrol
reduziert, welches entscheidend fir den Differenzierungsprozess ist (Chomarat et al., 2000).
Demnach behindert Silvestrol auch den Differenzierungsprozess der Makrophagen an sich.
Im weiteren Verlauf der Entziindungsreaktion rekrutieren Makrophagen weitere Immunzellen
wie beispielsweise T-Zellen. Dieser Prozess der T-Zell-Rekrutierung wird durch die
Chemokine CCL17 und CCL18 vermittelt deren beider Konzentration im Uberstand der
Makrophagen durch Silvestrol verringert war (Adema et al., 1997, Imai et al., 1997, Chenivesse
et al., 2012). Dies kdnnte auch durch die reduzierte Konzentration an IL-10 bedingt sein, da
IL-10 zu einer Freisetzung von CCL18 in APZ fiuhrt (van der Voort et al., 2005).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Schlisselfunktionen der Makrophagen (Erkennung
von Pathogenen und Rekrutierung weiterer Immunzellen) durch Silvestrol beeintrachtigt

werden.

Bei der Polarisierung von M2-Makrophagen kam es interessanterweise zu einer Induktion von
CD206. Durch die Rolle von CD206 bei der Aufnahme von Pathogenen und

immunstimulierenden Glykoproteinen fihrt die erhfhte Expression von CD206 zu einer
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Starkung der resolutionsférdernden Funktionen der M2-Makrophagen. Des Weiteren war der
anti-inflammatorische bzw. resolutionsfordernde Oberflachenmarker TREM2 signifikant erhoht
und die pro-inflammatorischen Chemokine IL-8 und CCL2 verringert. Durch die verringerte
Rekrutierung von Monozyten und Neutrophilen wird der inflammatorische Prozess
eingedammt und die Entzundungsauflosung geférdert. In den M2-Makrophagen vermittelt
Silvestrol demnach nur resolutionsférdernde Effekte und verstarkt damit die M2-Makrophagen

in ihrem anti-inflammatorischen Aufgabenspektrum.

Auffallig war, dass IL-8 und CCL2 ebenfalls von M1-Makrophagen signifikant weniger
sezerniert wurden. Jedoch kam es gleichzeitig zu einer Verstéarkung der pro-inflammatorischen
Aspekte in M1-Makrophagen: Die verringerte Expression des resolutionsfordernden
Oberflachenmarkers TREMZ2, die reduzierte Konzentration des anti-inflammatorischen
Zytokins IL-10 und die gesteigerte Konzentration des pro-inflammatorischen Zytokins TNF-a
betonen die pro-inflammatorischen Eigenschaften der M1-Makropagen. Die erhdhte Bildung
von TNF-a kann weiterhin die Aktivierung der Immunzellen vorantreiben. Das fir die
Polarisierung der M1-Makrophagen verwendete IFN-y vermittelt seine Effekte u.a. Uber die
Signalwege STAT-1 und ,nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells®
(NFkB). In Osteoblasten konnte gezeigt werden, dass eine Runterregulation von STAT-1 oder
STAT-3 zu einer reduzierten CCL2-Expression fihrt (Kok et al, 2009). In einer
Lungenkrebszelllinie konnte eine Verbindung zwischen der STAT-1 und der IL-8-Expression
nachgewiesen werden (Huang et al., 2017), wahrend die Bildung von TNF-a durch den NFkB-
Signalweg reguliert wird. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Silvestrol die Expression von
STAT-1 und STAT-3 reduziert (Patton et al., 2015, Cerezo et al., 2018). Folglich kénnten die
verringerten Konzentrationen von IL-8 und CCL2 auf der reduzierten STAT-1/3-Expression
beruhen. Zusammengefasst konnte beobachtet werden, dass sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische bzw. resolutionsférdernde Aspekte in M1-Makrophagen moduliert wurden

und daher keine klare Tendenz auszumachen war.

Silvestrol scheint die Aktivierung der Immunzellen in unterschiedlicher Art und Weise zu
beeinflussen. Daraus ergibt sich die Frage, welche Signalwege dem Wirken von Silvestrol
zugrunde liegen kdnnten. Die primare Wirkung von Silvestrol ist die Inhibierung der Helikase
elF4a welche Teil des elF4F-Proteinkomplexes ist. Dieser Komplex bindet an die 5°
Methylguanosin Cap Struktur der mRNA und rekrutiert die 40S-Untereinheit der Ribosomen
an die mRNA und initiiert so die Cap-abhéngige mRNA Translation (Merrick, 2015). In diesem
Prozess ist die Helikase elF4a notwendig fur die Entwindung der mRNA. In Krebszelllinien
konnte nachgewiesen werden, dass die Inhibition von elF4a durch Silvestrol zu einer
verringerten Translation spezifischer mRNAs fiuihrt (Wolfe et al., 2014). Der Vorgang und die
Auswirkungen der elF4a-Inhibition durch Silvestrol wurde in Immunzellen zuvor nicht

untersucht.
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Silvestrol scheint die Differenzierung der Dendritischen Zellen grofdtenteils zu unterdricken,
da die Mehrheit der untersuchten Oberflachenmarker in ihrer Expression signifikant verringert
wurden (CD83, CD206, CD1a, CD1c, HLA-DR, CD54, CD209, CD86). Weiterhin sanken die
Konzentrationen von IL-10, IL-8 und IL-6 im Uberstand der differenzierten Dendritischen
Zellen. Die inhibitorischen Eigenschaften von Silvestrol gegeniiber den Dendritischen Zellen
kénnten, ahnlich wie bei den polarisierten Makrophagen, auf den STAT-3-Signalweg
zuriickzufuhren sein. So zeigten verschiedene Publikationen, dass STAT-3 die Reifung und
Aktivierung von Dendritischen Zellen durch die Inhibition von MHC Klasse Il Molekilen sowie
kostimulatorischen Molekilen auf den Dendritischen Zellen unterdriickt (Bauer et al., 2009,
Hillmer et al., 2016). Weiterhin hemmt STAT-3 die Freisetzung von TLR-induzierten pro-
inflammatorischen Zytokinen (Wolfle et al., 2011). Die Hemmung der Dendritischen Zellreifung
bzw. deren Funktionalitat kann durch die IL-6-STAT-3 oder IL-10-STAT-3 vermittelten
Signalwege oder indirekt Giber inhibitorische Molekule, welche IL-6 induzieren, erreicht werden
(Corinti et al., 2001, Liang et al., 2008). Bei der Aktivierung der Dendritischen Zellen steigerte
Silvestrol die Konzentration an IL-6 und IL-10. Dadurch kénnte es Uber den STAT-3-Signalweg
zur Inhibierung der Aktivierung der Dendritischen Zellen kommen. Dagegen spricht jedoch,
dass es wahrend der Differenzierung auch schon zu einer starken Reduktion zahlreicher
Oberflachenmarker kam, jedoch IL-6 und IL-10 beide in verringerten Konzentrationen
vorlagen. Ebenfalls dagegen spricht, dass Silvestrol selbst die Phosphorylierung von STAT-3
teilweise inhibiert (Patton et al., 2015) was zu einem gegenlaufigen Effekt fihren kénnte. Somit
muissen auch andere Signalwege in Betracht gezogen werden, tber welche Silvestrol seine
inhibitorischen Effekte auf Dendritische Zellen vermitteln kann. Untersuchungen in
Tumormodellen zeigten, dass die mMRNA-Expression von STAT-1 durch Silvestrol inhibiert wird
(Patton et al., 2015, Cerezo et al., 2018). Das macht Silvestrol nicht nur in der Onkologie zu
einer vielversprechenden Leitsubstanz, sondern konnte auch die beobachtete Hemmung der
Dendritischen Zellen erklaren. STAT-1 wird wahrend der Reifung von Dendritischen Zellen
sowohl durch IL-4 als auch durch GM-CSF induziert und ist essenziell fir die Bildung von
.suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) und SOCS3, welche beide an der
Differenzierung der Dendritischen Zellen beteiligt sind (Jackson et al., 2004, McCormick and
Heller, 2015). Aufgrund der Inhibition von STAT-1 durch Silvestrol verbleiben die Dendritischen
Zellen moglicherweise in einem unreifen Stadium. Dies wirde die Reduktion der relativen

Expression zahlreicher Oberflachenmarker durch Silvestrol erklaren.

Moglicherweise reduziert Silvestrol auch die Immunzellinfiltration, da die Freisetzung von
Chemokinen bei den meisten Untersuchungen reduziert wurde und es zu einer verringerten
Expression von Adhasionsmolekiilen kam. Wahrend der Differenzierung der Dendritischen
Zellen wurde die relative Expression des Oberflaichenproteins CD54 signifikant verringert.

Dieses Protein gehort zur Familie der Integrine und ist entscheidend am Prozess der
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Leukodiapedese beteiligt (Long, 2011). Auch andere immunmodulatorische Wirkstoffe wie
beispielsweise Makrolide reduzieren die Expression von CD54 (Khair et al., 1995, Kawasaki
et al., 1998) und inhibieren die Migration von Neutrophilen (Oda et al., 1994). Des Weiteren
reduzierte Silvestrol die Expression von CCL18 und CCL17 wéahrend der Differenzierung von
Makrophagen sowie die Expression von IL-8 (= CXCL8) und CCL2 in M1- und M2-
Makrophagen. IL-8 war weiterhin auch bei der Differenzierung sowie Aktivierung der
Dendritischen Zellen signifikant verringert. Die Stoffgruppe der Tetrazykline reduziert die LPS-
induzierte Produktion von Chemokinen wie IL-8, CCL3 und CCL4 in der THP-1 Zelllinie durch
den NFkB-Signalweg (Sun et al., 2015). Moglicherweise erfolgt die Reduktion von IL-8 und
CCL2 durch Silvestrol ebenfalls tber diesen Signalweg. Somit kdnnte Silvestrol durch die
Abschwéchung des Migrationsprozesses die Anzahl an Immunzellen am Ort der

Entziindungsreaktion verringern und damit resolutionsférdernd wirken.

Die hier erhobenen Daten sowie die vorhandene Literatur weisen darauf hin, dass die
Silvestrol-vermittelten Effekte von den jeweiligen Immunzellen sowie deren Differenzierungs-
bzw. Aktivierungsstatus abhdngig sind. Zu Beginn einer Entziindungsreaktion unterdriickt
Silvestrol offenbar das entziindungsmodulierende Potential von Makrophagen und
Dendritischen  Zellen wahrend der Differenzierungsvorgdnge. Im Laufe der
Entziindungsreaktion verstérkt Silvestrol das anti-inflammatorische bzw. resolutionsférdernde
Potential von M2-Makrophagen wahrend der Einfluss auf M1-Makrophagen keine klare

Tendenz zeigt.
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Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass weitere Untersuchungen notwendig
sind, um fundierte Aussagen dariber treffen zu kénnen, ob die Gabe von Silvestrol in der
Anfangsphase einer Entziindungsreaktion das Immunsystem im Kampf gegen die Pathogene
durch die pro-inflammatorischen Eigenschaften und in der Endphase die Auflosung durch die
anti-inflammatorischen bzw. resolutionsfordernden Eigenschaften unterstitzt. Dafur kdnnten
moglicherweise in vivo Modelle von Infektionskrankheiten verwendet werden. In solchen
Untersuchungen sowie in Kklinischen Studien ist die Bestimmung von Biomarkern der
Immunreaktion von besonderer Bedeutung. Weiterhin muss der Einfluss von Silvestrol auf die

Viabilitdit der Immunzellen beachtet werden und mdgliche zytotoxische Effekte in vivo

charakterisiert werden.
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Abbildung 48: Immunmodulation durch den Naturstoff Silvestrol. Regulation von Oberflachenrezeptoren
und sezernierten Zytokinen im Uberstand von Makrophagen (A), M1-polarisierten Makrophagen (B),
M2-polarisierten Makrophagen (C), Dendritischen Zellen (D) sowie aktivierten Dendritischen Zellen (E)
nach Differenzierung (A/D), Polarisierung (B/C) oder Aktivierung (E) mit 5 nM Silvestrol. Die
Oberflachenmarker und Zytokine wurden anhand ihrer Uberwiegenden Eigenschaften in die Kategorien
pro- oder anti-inflammatorisch bzw. resolutionsférdernd eingeordnet. Wenn keine klare Zuordnung
moglich war wurden diese als divers gekennzeichnet.
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5.3 Immunmodulation durch die Steroid Substanz 1o

Die Steroid Substanz 1o wurde als potenzieller neuer Wirkstoffkandidat fiur die Behandlung
von Malaria sowie Schistosomiasis identifiziert (Krieg et al., 2017). Abseits der direkten anti-
parasitaren Wirkung wurde dieser Wirkstoff in der vorliegenden Arbeit auf sein
immunologisches Profil Uberprift. Dabei zeigte sich, dass Steroid Substanz 1o in den
humanen Immunzellen (Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen) keine Reduktion
der Zellviabilitat bis zu einer Konzentration von 50 uM vermittelte. Hohere Konzentrationen
waren dagegen mit einer reduzierten Viabilitat und einer Clusterbildung der Zellen verbunden.
Weiterhin verstarkte Steroid Substanz 1o das pro-inflammatorische Potential von M1-
Makrophagen, lenkte den Phéanotyp von M2-Makrophagen in Richtung von M1-Makrophagen
und unterdriickte die Differenzierung und Aktivierung von Dendritischen Zellen (Ubersicht
siehe Abbildung 49). Die Regulation des zellularen Energiestoffwechsels durch Steroid
Substanz 1o stitzt die beobachteten Effekte der Makrophagen Polarisation durch eine
Reduktion der oxidativen Phosphorylierung in M1- und M2-Makrophagen sowie einer Starkung

der Glykolyse in M2-Makrophagen.

In weiteren Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe wurde das Sicherheitsprofil des
Wirkstoffes analysiert (Blum et al., eingereicht). Dabei zeigte sich, dass die Steroid Substanz
lo keine Off-Target Effekte vermittelte, keinen Einfluss auf die Integritdt der Zellbarriere
austibte, keine Apoptose ausléste und kein mutagenes Potential besal3. Interessanterweise
reduzierte Steroid Substanz 1o jedoch die Viabilitat von HCT116-Zellen ab einer Konzentration
von 10 uM. Dies erfolgt méglicherweise durch die Induktion eines G1-Blocks (Blum et al.,
eingereicht). In Primérzellen konnten keine Verringerung der Zellviabilitat bis zu einer
Konzentration von 50 pM festgestellt werden. Der Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse
liegt wahrscheinlich an dem unterschiedlichen Status der Zellen. Da sich die Krebszellen
fortwahrend teilten und damit die unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus durchschritten,
konnten diese auch innerhalb dieser Zellzyklusphasen angehalten werden. Dagegen

befanden sich die Primarzellen nicht im Zellzyklus und teilten sich auch nicht weiter.

Ein akzeptables Toxizitatsprofil fir neue Wirkstoffe ist gegeben, wenn die toxische
Konzentration mindestens um den Faktor 50 hoher ist als die therapeutisch verabreichte Dosis
(Hughes et al., 2011). Demnach wéare auch die in den Krebszelllinien festgestellte verringerte
Viabilitdt ab 10 pM akzeptabel, da die mittlere inhibitorische Konzentration (ICse) von Steroid
Substanz 1o bei 4,1+ 1,6 nM gegeniber dem Parasiten P. falciparum (Stamm 3D7) liegt
(Krieg et al., 2017). Weiterhin gilt es zu beachten, dass die Ergebnisse in den Primérzellen fur
die mogliche therapeutische Anwendung von grof3erer Bedeutung sind als die Ergebnisse in
einer artifiziellen Krebszelllinie. Weiterhin zeigten die Analysen der Off-Targets weitestgehend

keine Aktivitaten bis zu einer Konzentration von 100 uM. Die einzig potentielle Inhibition war
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mit dem ,human ether-a-go-go realted gene“ (hERG) assoziiert (40,25 + 9,11 % Inhibierung
bei 100 uM Steroid Substanz 10) (Blum et al., eingereicht). Diese lag jedoch innerhalb des
tolerierbaren Bereichs.

Untersuchungen in Caco-2-Zellen zeigten einen geringen Permeabilitatskoeffizienten (Blum et
al., eingereicht). Dies deutet darauf hin, dass Steroid Substanz 1o nur in geringem Mal3en
absorbiert werden kann. In vitro Versuche zeigten, dass die Serum Level von Steroid Substanz
1o nach i.p. Gabe von 100 mg/kg bei ca. 19 pM lagen (Krieg et al., 2017).

Bei der Untersuchung der immunmodulatorischen Auswirkungen von Steroid Substanz 1o
konnte festgestellt werden, dass Steroid Substanz 10 den pro-inflammatorischen Phénotyp
von M1-Makrophagen weiter verstarkt und M2-Makrophagen ebenfalls pro-inflammatorisch
beeinflusst. In M1- und M2-Makrophagen unterscheidet sich der Energiestoffwechsel nach der
Aktivierung (O'Neill and Hardie, 2013, Netea et al.,, 2016). In M1-Makrophagen wird der
Vorgang der Glykolyse verstarkt, wahrend die oxidative Phosphorylierung abgeschwacht wird.
Weiterhin wird der Citratzyklus bei der Weiterverarbeitung von Citrat und Succinat teilweise
unterbrochen. Dadurch kommt es zum Anstieg von Citrat, ltaconsaure und Succinat (Tannahill
et al., 2013, Jha et al., 2015). Bei dem Fettsauremetabolismus wird Citrat als Ausgangsstoff
fur die vermehrte Bildung von pro-inflammatorischen Prostaglandinen verwendet. Des
Weiteren kommt es zur verstarkten Bildung der pro-inflammatorischen Mediatoren ROS und
NO (Kelly and O'Neill, 2015). Itaconséaure unterstiitzt die anti-bakterielle Wirkungsweise von
M1-Makropohagen (Strelko et al., 2011). Die verstarkte Ansammlung von Succinat kann den
Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierter Faktor-1a (HIF-1a) aktivieren, welcher zahlreiche
Gene und dartber die Expression verschiedener inflammatorischer Mediatoren wie 1L-1p3, IL-8
und CCL2 reguliert (Cane et al., 2010, Baay-Guzman et al., 2012, Tannahill et al., 2013). In
M1-Makrophagen konnte eine gesteigerte Konzentration von PGE2 detektiert werden, welche
auf eine Unterbrechung des Citratzyklus hinweist. Eine Steigerung von IL-8 konnte sowohl in
M1- als auch in M2-Makrophagen gemessen werden. Eine Regulation von IL-18 und CCL2
fand jedoch nur in M2-Makrophagen statt. Dennoch konnte gezeigt werden, dass
Makrophagen durch die Inkubation mit Steroid Substanz 10 wéahrend der Polarisierung mehr
pro-inflammatorische  Zytokine  bilden. Dies konnte an einem beeinflussten
Energiestoffwechsel der Makrophagen liegen. Die Untersuchungen des Stoffwechsels
polarisierter M1-Makrophagen zeigte eine signifikante Reduktion der OCR durch Steroid
Substanz 1o wéhrend die ECAR nicht beeinflusst wurde. Da die mittels OCR quantifizierte
oxidative Phosphorylierung, welche fir M2-Makrophagen charakteristisch ist, durch Steroid
Substanz 1o reduziert wird, begtinstigt dies den pro-inflammatorischen Phanotyp der M1-
Makrophagen. Interessanterweise war die OCR in polarisierten M2-Makrophagen ebenfalls
signifikant reduziert, wahrend die ECAR durch Steroid Substanz signifikant erhéht wurde. Die

ECAR spiegelt die Glykolyse wieder, welche fir M1-Makrophagen charakteristisch ist (O'Neill
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and Hardie, 2013). Dies weist daraufhin, dass die M2-Makrophagen durch Steroid Substanz
lo in Richtung eines pro-inflammatorischen, M1-Makrophagen ahnlichen, Ph&notyp
beeinflusst werden. Somit konnen die beobachteten Veranderungen im Oberflachenmarker-
sowie Zytokin-Profil der polarisierten Makrophagen moglicherweise auf den beeinflussten
Stoffwechsel zurtickgefihrt werden.

Die gesteigerte Sezernierung von pro-inflammatorischen Zytokinen durch Steroid Substanz 10
behandelte Makrophagen kann weiterhin die Umgebung der Entziindungsreaktion
beeinflussen. Durch eine Verstarkung der pro-inflammatorischen Aspekte konnte Steroid
Substanz 1o das Immunsystem bei der initialen Abwehr der Pathogene tber unterschiedliche
Wirkmechanismen unterstutzen. Die gesteigerte Konzentration von IL-23 kann beispielsweise
die Bildung von Ty17-Zellen induzieren, welche vor allem IL-17 produzieren. Dadurch spielen
Tul7-Zellen eine essenzielle Rolle bei der Immunabwehr von Viren und Bakterien (Li et al.,
2018). Wahrend der Erythrozyten-Phase einer akuten Plasmodium chabaudi Infektion konnten
Tul7-Zellen vor allem in der Leber lokalisiert werden. Da die Leber eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der Malaria einnimmt, kdénnten die Tul7-Zellen dort fur die Bekdmpfung der
Parasiten von Bedeutung sein. In IL-17-defizienten Mausen konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede im Krankheitsverlauf nach Plasmodium chabaudi Infektion festgestellt werden.
Demnach ist die Rolle von Tul17-Zellen im Krankheitsverlauf der Malaria noch unklar (Mastelic
et al., 2012, Perez-Mazliah and Langhorne, 2014).

IL-8, oder auch CXCL8 genannt, gehotrt zu der Gruppe der Chemokine und ist fur die
Rekrutierung von Neutrophilen am Ort der Infektion sowie fir die gesteigerte Phagozytose
verantwortlich. Im Krankheitsverlauf der Malaria spielen Neutrophile eine entscheidende Rolle,
da sie die Erreger mittels Phagozytose und oxidativem Burst unschadlich machen kénnen.
Weiterhin werden dber IL-8 und CXCL10 zuséatzliche Immunzellen wie Monozyten,
Dendritische Zellen und T-Gedachtniszellen angezogen (Aitken et al., 2018). Durch die
verstarkte Akkumulation der Immunzellen am Ort der Infektion kann die Beseitigung der
eingedrungenen Pathogenen verbessert und der Krankheitsverlauf positiv beeinflusst werden.
Die gesteigerte Produktion von TNF-a kénnte sich ebenfalls positiv auswirken: TNF-a wirkt
anti-parasitar und steigert gemeinsam mit IFN-y die Produktion von NO und weiteren toxischen
Radikalen, welche die Parasiten schadigen (Anstey et al., 1996). Bei einer zu sehr gesteigerten
Produktion von TNF-a kdnnte jedoch auch der Wirt selbst durch das vermehrte Auftreten der
Radikale geschadigt werden. Daher sind exakte Level an TNF-a sowie weiteren Zytokine

essenziell fir eine optimale Immunantwort (Artavanis-Tsakonas et al., 2003).

In der Literatur wird bei Malaria Infektionen ein Ungleichgewicht zwischen dem M1- und M2-
Phanotyp bei Monozyten zugunsten des M2-Phanotyps beschrieben (Bobade et al., 2019).
Die Starkung des M2-Phanotypes geht dabei wahrscheinlich auf Hamozoin zuriick. Dies ist

ein Malaria-Pigment, welches bei dem Abbau des humanen Hamoglobins durch die Parasiten
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gebildet wird und zahlreiche immunologische Effekte vermittelt (Esposito et al., 2008). Die
Gabe von Hamozoin erhohte die Expression des resolutionsférdernden Oberflachenrezeptors
CD206 sowie die Sekretion der Zyto- und Chemokine IL-10, CCL17 und CCL1 in humanen
Monozyten (Bobade et al., 2019). Weiterhin wurde der M1-Phanotyp unterdriickt indem es zu
einer geringeren Bildung von NO und ROS kam. Dabei wurde eine Beteiligung der Signalwege
p38-mitogenaktivierte  Proteinkinase (p38 MAPK), Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
/Proteinkinase B sowie NFkB bei der Verstarkung des M2-Phénotyps nachgewiesen. Der M2-
Phéanotyp ist weiterhin durch die Expression des Oberflachenmarkers CD163 und die Bildung
des Enzyms Arginase 1 charakterisiert. Untersuchungen in Malaria-infizierten Kindern zeigten
erhohte Level von Arginase 1 und IL-10, reduzierte Mengen an NO sowie eine verstarkte
Expression von M2-Markern (CD163, CD206) (Weinberg et al.,, 2016). Die Wirkstoffe
Chloroquin und Artemisinin reduzierten den durch Hamozoin induzierten M2-Phé&notyp durch
eine Reduktion von IL-10 und CD206 (Bobade et al., 2019). Beide Wirkstoffe finden
Anwendung in der Behandlung bzw. der Prophylaxe von Malaria. Durch die Verstarkung des
M1-Phéanotyp und die Abschwéchung des M2-Phanotyps von Makrophagen durch Steroid
Substanz 10 kodnnte dies ahnlich wie bei Chloroquin und Artemisinin den Effekten von
Hamozoin entgegenwirken und den Krankheitsverlauf der Malaria verbessern. Des Weiteren
kénnen folgende Substanzen ebenfalls die Aktivierung des M2-Phéanotyps reduzieren und
damit mdglicherweise ahnliche Effekte hervorrufen: Bisphosphonate (Coscia et al., 2010), GM-
CSF (Vogel et al., 2014), LPS sowie IFN-y (Nathan et al., 1983, Mosser and Edwards, 2008,
Weinberg et al.,, 2016). Untersuchungen von Bisphosphonaten sowie darauf basierende
Weiterentwicklungen zeigten durch die Inhibierung des parasitaren Enzyms farnesyl
diphosphate synthase/geranylgeranyl diphosphate synthase” (FPPS/GGPPS)
vielversprechende Effekte in unterschiedlichen Malaria-Modellen und kénnten einen neuen
Ansatz fir die Therapie der Malaria darstellen (Dunford et al., 2008, No et al., 2012, Gisselberg
et al., 2018). Ein zusatzlicher immunmodulierender Mechanismus kdnnte den priméren
Effekten dabei zugutekommen. In GM-CSF-KO Mausen konnte eine gesteigerte Anfalligkeit
gegeniber Plasmodium chabaudi nachgewiesen werden (Riopel et al., 2001). Dies betont
ebenfalls die entscheidende Rolle von M1-Makrophagen bei der Abwehr der Malaria. Dennoch
gilt es zu bedenken, dass es in humanen Erkrankungen nicht blich ist reine M1- oder M2-
Phanotypen vorzufinden. Tats&chlich handelt es sich zumeist um ein Gemisch beider Formen,
welche nebeneinander vorkommen und sich gegenseitig beeinflussen. Das genaue Verhaltnis
ist dabei von zahlreichen Faktoren wie aktivierenden und inhibierenden Stimuli sowie direkten

Einflissen aus der Umgebung abhangig (Martinez and Gordon, 2014, Murray et al., 2014).

Bei dem Prozess der Malariainfektion nehmen Dendritische Zellen eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung der T-Zellen und der Einbindung der adaptiven Immunitét ein. In der Literatur sind

unterschiedliche Auswirkungen einer Malariainfektion auf Dendritische Zellen beschrieben.
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Die Ergebnisse unterscheiden sich zum Teil stark, was méglicherweise auf die Verwendung
unterschiedlicher Plasmodium Stamme sowie unterschiedliche Aktivierungs-Stadien der
untersuchten Dendritischen Zellen zurlickzufiihren ist. Zunéchst beschrieben Urban et al.,
dass durch die Inkubation mit Plasmodium falciparum infizierte rote Blutzellen (iRBCs) die
Reifung und die Fahigkeit der T-Zell-Aktivierung von Dendritischen Zellen inhibiert wird (Urban
et al., 1999). Spatere Untersuchungen zeigten jedoch, dass diese Inhibition nur auftritt, wenn
das Verhaltnis von iRBCs zu Dendritischen Zellen bei 100:1 liegt (Elliott et al., 2007). Bei einem
geringeren Verhaltnis von 10:1 kommt es dagegen sogar zu einer gesteigerten Reifung und
Polarisation der Dendritischen Zellen. Bei Feldstudien an Kindern in Kenia wéhrend der akuten
Phase der Malariainfektion konnte im Vergleich zu gesunden Probanden eine signifikant
gesteigerte Anzahl an CD141*-Dendritischen Zellen nachgewiesen werden, wéahrend die
Anzahl an CD1c*-Dendritischen Zellen nicht beeinflusst wurde (Urban et al., 2006a). Des
Weiteren konnte eine Korrelation zwischen der Menge an CD141*-Dendritischen Zellen und
dem Schweregrad der Malariaerkrankung festgestellt werden (Urban et al., 2006b,
Guermonprez et al., 2013). Durch die Gabe von Steroid Substanz 10 bei der Differenzierung
von Dendritischen Zellen konnte eine gesteigerte Expression von CD141 festgestellt werden.
Bei der Aktivierung der Dendritischen Zellen wurde CD141 jedoch nicht beeinflusst.
Mdoglicherweise ist die beobachte Regulation von CD141 somit gegenlaufig zu den zuvor in
Makrophagen beobachteten lberwiegend pro-inflammatorischen Effekten. Da jedoch auch
der pro-inflammatorische Oberflachenmarker CD80 bei der Differenzierung der Dendritischen
Zellen hochreguliert wurde, kdnnten sich mdglicherweise diese beiden Effekte gegenseitig
aufheben.

Eine schwere Komplikation bei Infektionen mit Plasmodium falciparum ist die zerebrale
Malaria. Die durch den Erreger infizierten Erythrozyten veréandern ihre Oberflachenstruktur und
bilden verstarkt Adh&asionsmolekile aus. Dadurch kommt es vermehrt zu einem Anhaften der
infizierten Erythrozyten an den Innenwanden der Kapillaren und einer Blockierung des
Blutstroms. Diese wird durch die Akkumulation von Immunzellen und Blutblattchen weiter
verstarkt. Ein dadurch reduzierter Blutfluss kann vor allem im Gehirn zu schwerwiegenden
Komplikationen fuhren. Folgen der verringerten Sauerstoffversorgung sind komatdse
Zustanden, Zuckungen, Blutungen der Netzhaut und Bewegungsstérungen (Bruneel, 2019).
Untersuchungen in mit Plasmodium berghei ANKA infizierten C57BL/6-Mausen zeigten eine
elementare Beteiligung von Dendritischen Zellen bei der Induktion der zerebralen Malaria
(deWalick et al., 2007). Eine andere Quelle berichtet von einer drastischen Reduktion an
Dendritischen Zellen wahrend der Infektion mit Plasmodium berghei ANKA durch die
Aktivierung der Caspase-3 und einer gesteigerten Apoptose-Rate (Tamura et al., 2015).
Demnach ist die genaue Rolle der Dendritischen Zellen wahrend dem Infektionsmechanismus

von Plasmodium falciparum und der zerebralen Malaria hoch nicht vollstandig geklart (Amorim
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et al., 2016). Durch die Reduktion der Differenzierung sowie Aktivierung von Dendritischen
Zellen konnte Steroid Substanz 1o das Risiko der zerebralen Malaria moglicherweise
verringern, jedoch gqilt es zu bedenken, dass die wiederum pro-inflammatorische
Beeinflussung der Makrophagen Polarisation durch Steroid Substanz 1o bei einer
ausgebildeten zerebralen Malaria gegenlaufig wirken kdnnte. Um der zerebralen Malaria
entgegen zu wirken werden u.a. Statine verwendet (Reis et al., 2012), welche die anti-
inflammatorischen Aspekte der Makrophagen verstarken und so die Auflosung der
Entziindungsreaktion im Gehirn beginstigen (Zhang and Zhang, 2015, Zhang et al., 2018).
Da in den hier durchgefiihrten Versuchen ein gegenlaufiger Effekt von Steroid Substanz 10
auf die Makrophagen beobachtet wurde, stellt eine ausgebildete zerebrale Malaria

mdoglicherweise eine Kontraindikation flir die Gabe der Steroid Substanz 1o dar.
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Abbildung 49: Immunmodulation durch die Steroid Substanz 10. Regulation von Oberflachenrezeptoren
und sezernierten Zytokinen im Uberstand von Makrophagen (A), M1-polarisierten Makrophagen (B),
M2-polarisierten Makrophagen (C), Dendritischen Zellen (D) sowie aktivierten Dendritischen Zellen (E)
nach Differenzierung (A/D), Polarisierung (B/C) oder Aktivierung (E) mit 50 pM Steroid Substanz 1o.
Die Oberflachenmarker, Zytokine und Prostaglandine wurden anhand ihrer Uberwiegenden
Eigenschaften in die Kategorien pro- oder anti-inflammatorisch bzw. resolutionsférdernd eingeordnet.
Wenn keine klare Zuordnung moglich war wurden diese als divers gekennzeichnet.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation gliedert sich in 2 Abschnitte: Im 1. Abschnitt wurden die
Auswirkungen des Naturstoffs Phytol auf den Krankheitsverlauf des murinen EAE-Modells
charakterisiert, wahrend im 2. Abschnitt die immunmodulierenden Eigenschaften der
neuartigen Leitsubstanzen Silvestrol sowie Steroid Substanz 1o untersucht wurden.

Vorarbeiten zeigten einen positiven Einfluss von Phytol auf den Krankheitsverlauf im murinen
EAE-Modell fir Multiple Sklerose, eine verringerte Proliferationsfahigkeit von Splenozyten
sowie eine Regulation der NOX2 mRNA-Expression (Blum et al., 2018b).

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Gabe von Phytol den
Prozess der Demyelinisierung im lumbalen Rickenmark deutlich reduzierte und die Anzahl
der Immunzellen in den inguinalen Lymphknoten sowie im lumbalen Riickenmark signifikant
verringerte. Weiterhin konnte eine Regulation der spezifischen T-Zell-Transkriptionsfaktoren
T-Bet sowie Foxp3 nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass Phytansaure, nicht jedoch
Pristansaure, die beiden Metaboliten von Phytol, die Proliferationsfahigkeit der T-Zellen
signifikant verringerte. Beide Metaboliten zeigten zusatzlich unterschiedlichen Einfluss auf die
T-Zell-Subtypen. Hultgvist et al. konnten eine verstarkte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) durch Phytol nachweisen (Hultgvist et al., 2006). Vorarbeiten zeigten
eine Steigerung der mRNA-Expression des ROS-produzierenden Enzymkomplex NOX2 im
Verlauf des EAE-Modells sowie eine Regulation der NOX2-Expression im lumbalen
Ruckenmark und in den inguinalen Lymphknoten durch Phytol (Blum et al., 2018b). Deshalb
wurde die Rolle von NOX2 an den Phytol-vermittelten Effekten weiter charakterisiert. Dabei
zeigte sich, dass die gesteigerte NOX2-Expression im lumbalen Rickenmark auf die
eingewanderten Immunzellen zurtickzufihren war. Die von NOX2 im zentralen Nervensystem
(ZNS) gebildeten ROS, welche zur Schadigung der Myelinschicht beitragen kénnen, wurden
durch die Gabe von Phytol im lumbalen Rickenmark verringert. Untersuchungen in NOX2KO-
M&ausen zeigten, dass die beobachteten ex vivo Effekte von Phytol sowie dessen Metaboliten
nur teilweise NOX2-abhangig waren. Im murinen EAE-Modell mit NOX2KO-Mausen zeigte
Phytol weiterhin einen positiven Einfluss auf die klinischen Symptome. Auffallig war dabei,
dass NOX2KO-Tiere grundsatzlich weniger klinische Scores zeigten als Wildtyp-Tiere. In
NOX2-Chimaren hatte Phytol keinen signifikanten Einfluss auf den Krankheitsverlauf. Grund
dafir kdnnte eine Beschadigung der Blut-Hirn-Schranke bei der Generierung der Chimaren
und eine damit verbundene verstérkte Infiltration von Immunzellen in das ZNS gewesen sein.
Weiterhin konnte Phytol méglicherweise tber die geschadigte Blut-Hirn-Schranke verstarkt in
das ZNS eindringen und dort Uber eine gesteigerte ROS-Produktion zu schadigenden Effekten

fuhren.
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Die in vivo Daten weisen auf einen Uberwiegend NOX2-unabhangigen Wirkmechanismus von
Phytol hin. Dennoch scheint NOX2 bei einigen Effekten zumindest beteiligt zu sein.
Zusammenfassend zeigte die Gabe von Phytol einen Uberwiegend positiven Einfluss auf den
Krankheitsverlauf im murinen EAE-Modell, dennoch ist die Phytol-vermittelte Induktion von
NOX2 und die Bildung von ROS kritisch zu sehen, da diese sowohl positive als auch negative
Effekte vermitteln und stark von der Quantitat sowie der Lokalisation der Bildung abhangig
sind.

Im 2. Teilprojekt wurden die immunmodulierenden Auswirkungen der neuartigen
Leitsubstanzen Silvestrol sowie Steroid Substanz 1o charakterisiert. Der anti-viral wirksame
Naturstoff Silvestrol zeigte dabei diverse Auswirkungen auf die Differenzierung sowie
Polarisierung von humanen Makrophagen. Wahrend der Differenzierung inhibierte Silvestrol
das anti-inflammatorische bzw. resolutionsférdernde Potential der Makrophagen durch eine
Reduktion der resolutionsfordernden Oberflachenmarker CD206 und TREM2. Weiterhin
wurde die Sezernierung der anti-inflammatorischen Zyto- bzw. Chemokine IL-10 und CCL18
verringert. Der pro-inflammatorische Phanotyp von M1-Makrophagen wurde weiterhin durch
die vermehrte Bildung von TNF-a unterstitzt, wahrend bei M2-Makrophagen der anti-
inflammatorische bzw. resolutionsférdernde Phanotyp verstarkt wurde. In Dendritischen Zellen
schien Silvestrol sowohl die Differenzierung als auch die Aktivierung zu inhibieren, da
zahlreiche Oberflichenmarker und sezernierte Zytokine signifikant verringert wurden. Die
Stoffwechselwege der oxidativen Phosphorylierung und der Glykolyse wurden sowohl in
Makrophagen als auch in Dendritischen Zellen signifikant reduziert. Demnach ist unklar, ob in
der Summe die pro- oder anti-inflammatorischen Aspekte von Silvestrol berwiegen und ob
der Einfluss auf den Stoffwechsel die Immunantwort beeintrachtigt.

Der anti-parasitare Wirkstoff Steroid Substanz 10 zeigte keinen negativen Einfluss auf die
Viabilitdt in primdren humanen Immunzellen bis zu einer Konzentration von 50 pyM und
verstarkte das pro-inflammatorische Profil von M1-Makrophagen. Weiterhin wurde der anti-
inflammatorische bzw. resolutionsférdernde Phanotyp von M2-Makrophagen unterdriickt und
stattdessen die pro-inflammatorischen Aspekte verstarkt. Diese Beobachtungen der
verdnderten Oberflachenmarker sowie der sezernierten Zytokine wurden weiterhin durch die
Veranderung des zellularen Stoffwechsels gestiitzt. Dabei steigerte Steroid Substanz 1o die
Glykolyse in M2-Makrophagen, welche eigentlich fir M1-Makrophagen charakteristisch ist.
Dadurch kann die Verschiebung der M2-Makrophagen zu einem M1-Ph&notyp erklart werden.
Weiterhin beeintrachtigte Steroid Substanz 1o die Differenzierung und Aktivierung von
Dendritischen Zellen. Zusammenfassend verstarkte Steroid Substanz 1o tiberwiegend die pro-
inflammatorischen Aspekte der Immunreaktion durch eine Aktivierung der M1-Makrophagen.
Bei der mdglichen Anwendung als Therapeutikum fir Malaria sowie Schistosomiasis kann

somit das Immunsystem bei der initialen Abwehr der Parasiten unterstiitzt werden.
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ATP Adenosintriphosphat

AUC LJArea under the curve”

BHS Blut-Hirn-Schranke

bp Basenpaare

BrdU Bromdesoxyuridin

BSA Rinderalbumin

Bzw. beziehungsweise

CCL2 ,CC-chemokine ligand 2”

CD ,Cluster of differentiation*

cDNA Komplementére DNA (,complementary DNA”)

CFA Freund-Adjuvans (,Complete Freund’s Adjuvans”)

CGD Chronische Granulomatose (,chronic granulomatous disease®)

CIS Klinisch isoliertes Syndrom (,clinically isolated syndrom®)

Ct ,Cycle threshold”

CXCL10 ,C-X-C motif chemokine 10”

DAPI 4’6-Diamidin-Phenylindol

DMF Dimethylfumarat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxy-Nukleosid-Triphosphat

DUOX duale Oxidase

EAE Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

EBV Eppstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

elF4a eukaryotischer Initiationsfaktor 4A

ELISA »-Enzyme-linked Immunosorbent Assay*

et al. Und andere (et alii/aliae/alia)

EU Européische Union

F Dendritische Zelle

F4/80 ,EGF-like module-containing mucin-like hormone receptor-like 1”

FACS Durchflusszytometrie (,fluorescence-activated cell sorting”)

FcR Fc-Rezeptor

FFA1/GPR40 .Free fatty acid receptor 1”

FKS Fetales Kélberserum

FM Fluoromyelin

Foxp3 ~forkhead-box-protein p3*

FPPS/GGPPS .farnesyl diphosphate synthase/geranylgeranyl diphosphate
synthase”

FSC Vorwartsstreulicht (,forward scatter”)
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mg
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»,GATA binding protein 3“
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Immunglobulin G
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infizierte roten Blutzellen

»interferon regulatory factor 4*

Kilodalton (Einheit)
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Inguinale Lymphknoten
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,Lymphocyte antigen 6 complex locus G6D”
,magnetic activated cell sorting"
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Milligramm (Einheit)

Haupthistokompatibilitatskomplex (,major histocompatibility
complex®)

Minute (Einheit)

Milliliter (Einheit)

Millimolar (Einheit)

Myeloide Dendritische Zelle
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
Boten-RNA (,Messenger RNA”)
Multiple Sklerose
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MmTORC1 »,mammalian target of rapamycin®

Md Makrophage

n Anzahl (Versuche, ,number®)

n. d. Nicht detektierbar

NaCl Natriumchlorid

NADPH Nicotinamid-Adenine-Dinucleotid-Phosphat
Ncfl »Neutrophil Cytosolic Factor 1*

NFkB »Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B cells”
nm Nanometer (Einheit)

nM Nanomolar (Einheit)

NO Stickstoffmonoxid

NOX NADPH Oxidase

Nrf2 ,Nuclear Factor-Related Factor 2“

oD Optische Dichte

OHG Hydroxyguanosin

P38 MAPK p38-mitogenaktivierte Proteinkinase

PBMC ~Peripheral Blood Mononuclear Cell*

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PBS-T PBS/Triton X-100

PCR Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction®)
pDC Plasmazytoide Dendritische Zelle

PFA Paraformaldehyd

PGE2 Prostaglandin E2

PH Phytol

Phy. Phytansaure

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIM ,Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase Pim*
PLC Phosphoinositid-Phospholipase C

PLP Proteolipid-Protein

POD Peroxidase

PPAR-a ~Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-a“
PPIA ~Peptidylprolyl Isomerase A*

PPMS Primér progrediente Multiple Sklerose

Pris. Pristansaure

PTX Pertussis-Toxin

gqPCR Quantitative Echtzeit PCR

Ra Rezeptorantagonist

RA Rheumatoide Arthritis

RML Lumbales Riickenmark
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ROR-yt »,RAR-related orphan receptor gamma t”

rpm Umdrehungen pro Minute (,revolutions per minute” (Einheit))

RT Raumtemperatur

SEM Standardfehler des Mittelwert (,Standard error of the mean”)

SSC Seitwartsstreulicht (,side scatter)

STAT »oignal Transducers and Activators of Transcription®

TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TGF »ransforming growth factor”

TLR » 1 oll-like receptor®

—
-
(0]

«Q

Regulatorische T-Zellen

unter anderem

c
D

Unstim. Unstimuliert

VLA-4 .very late antigen-4”

WHO ~World Health Organization*

z. B. zum Beispiel
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10 Anhang

10.1 Chemikalien & Verbrauchsgegenstande

Bezeichnung

Hersteller

4’6-Diamidin-Phenylindol (DAPI)
5x Puffer fir Reverse Transkriptase
70 um Nylon Filter

Accutase

Agarose

Ammoniumthiocyanat

BD FACS™ Lysing Solution
Biocoll

BSA-Ldsung (10 %)
CD3/CD28-Beads, murin
CD14-MicroBeads, human
CD90.2-MicroBeads, murin
Celecoxib

Chloroform

Collagenase A
Desoxy-Nucleosid-Triphosphate (dNTPs),
10 mM

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA Gel Loading Dye (6x)
Dulbecco’s PBS

Dynabeads® Mouse T-Activator CD3/CD28
Einbettmedium

Einmalspritzen

EPPI-Pistill Potter

Ethanol 100 %

Ethanol 70 %
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
EvaGreen® gPCR-Mix (Rox), 5x
FACS Lysing Solution

FcR Blocking Reagenz

Fetales Kélberserum (FKS)

Flow cytometric absolute standard
Fluoromount-G™

GeneRuler DNA Ladder Mix
Glycerol

GM-CSF, human
Guanidiniumthiocyanat

HBSS

HEPES

IFN-y, rekombinant, human
IL-1B, rekombinant, human
IL-2

AppliChem GmbH, Darmstadt
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Greiner BIO-ONE, Frickenhausen
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Lonza, Rockland, ME, USA
Sigma-Aldrich, Schnellendorf

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Merck, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Biomol, Hamburg

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Schnellendorf

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich, Schnellendorf

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
PAA Laboratories, Colbe

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Leica Microsystems, Nussloch

Braun, Melsungen

Schuett Biotec, Gottingen
Sigma-Aldrich, Schnellendorf

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Schnellendorf
Bio&Sell, Feucht

Beckton Dickinson, Heidelberg
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Polysciences, Eppelheim
eBioscience, San Diego, CA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sigma Aldrich, Schnellendorf

Gibco Life technologies, Carlsbad, CA,
USA

Sigma-Aldrich, Schnellendorf
PeproTech, Hamburg

PeproTech, Hamburg

Life Technologies, Darmstadt
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IL-4, premium grade, human

IL-6, rekombinant, human

Isopropyl Alkohol 100 %
Kryoprobenschale Tissue-Tek® Cryomold®
Biopsy

L-Glutamin, 200 mM

LPS

LS Saulen (MACS)

MACSQuant® Calibration Beads
MACSQuant® Running Buffer
MACSQuant® Storage Solution
MACSQuant® Washing Solution
M-CSF, human

MicroAMPTM Optical Adhesive Film
Microseal® B Seal

Mikrotiter Platte (96 Well)
Mikrozentrifugenréhrchen

M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/mL)
MOG3s.55/CFA Emulsion EAE Kit
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumpyruvat, 100 mM
Objekttrager Superfrost® Plus
Parafiim®

Paraformaldehyd (PFA)
PCR-Tubes Sapphire

Penicillin / Streptomycin
Penicillin/Streptomycin Lésung

peqGOLD DNA Ladder-Mix
100 — 10 000 bp (500 ng/uL)

PGE2

Phenol

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Phytansaure 50 mM

Phytol-Futter (5 g/kg)

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen gestopft, TipOne
Pristansdure 50 mM

Proteinase K (10 pg/mL)

gPCR Platte 96 Well, Hard-Shell

RED Extract DNA Polymerase
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL)
RNase Zap

Roti-Safe GelStain

RPMI 1640 Glutamax Medium
Seahorse XF 1,0 M Glukose Ldsung
Seahorse XF RPMI Medium
SepMate® Dichtezentrifugationsréhrchen
Silvestrol

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
PeproTech, Hamburg

Carl Roth, Karlsruhe

Sakura Finetek, Torrance, CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Merck, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Bio-Rad, Miinchen

Greiner, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Hooke Laboratories, Lawrence, KS, USA
Sigma Aldrich, Schnellendorf
Sigma-Aldrich, Schnellendorf

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
PAA Laboratories, Colbe

Peglab, Erlangen

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Schnellendorf

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Larodan AB, Malmd, Schweden

Sniff, Soest

Sarstedt, Nimbrecht

StarLab GmbH, Hamburg

Larodan AB, Malmd, Schweden
Roche, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Ampligon, Odense, Danemark
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Life Technologies, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Agilent, Waldbronn

Agilent, Waldbronn

Stemcell, Vancouver, Kanada

AG Arnold Grunweller, Universitat Marburg
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Steroid Substanz 10

Sucrose

Taq 2x Master Mix RED (1,5 mM MgClI2)
Tetramethylbenzidin

Tissue freezing medium®

TNF-a, human

TRI — Reagenz

Triton X-100

Vollblut (Human), Buffy-Coat

Wasser, Nuklease-frei

AG Katja Becker, Universitat Giel3en
Sigma-Aldrich, Schnellendorf
Ampligon, Odense, Danemark

Roche, Penzberg

Leica Microsystems, Nussloch
PeproTech, Hamburg

AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck, Darmstadt
DRK-Blutspendedienst, Frankfurt a. M.
Qiagen, Hilden

10.2 Gerate
Gerat Hersteller
AXIO Observer. Z1 Zeis, Jena

Bio-Rad CFX96™ Real-Time System
ChemiDoc Imaging System

CM3050S Research Kryostats

DMi8 Fluoreszenzmikroskop

EnSpire® 2300 Multimode Plate Reader
Feuchtekammer M920 StainTray™
Inkubator Galaxy 170S

Inkubator HeraCell 240

Labor Kuhl-Gefrierkombination LCv 4010
M900-EasyDip™

MACSQuant® Analyzer 10
Durchflusszytometer

Mikroliterpipetten Research Plus
Mikrotiterplatten-Dispenser Multidrop 384
Neubauer-Zahlkammer

Seahorse XFe96 Analyzer
Sterilwerkbank Herasafe KS

Tecan SpectraFluor Plus Reader
Thermomixer Compact

Tischzentrifuge Galaxy MiniStar

UV Geldoc Gel Imager

Vortex-Genie 2

Vortexmischer MS 3 basic
Wippschittler DRS-12

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge Megafuge 40 R

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Miinchen

Leica, Nussloch

Leica, Nussloch

Perkin Elmer, Libeck

Simport, Saint-Mathieu-de-Beloeil, Kanada
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Liebherr, Bulle FR, Schweiz

Simport, Saint-Mathieu-de-Beloeil, Kanada
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Agilent, Waldbronn

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Tecan, Crailsheim

Eppendorf, Hamburg

VWR, Radnor, PA, USA

Bio-Rad, Mlinchen

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
IKA, Staufen

Neo-Lab, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
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10.3 Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

8-OHG, Mouse (Speziesunabhangig)

AF-488, Donkey Anti-Rabbit
AF-488, Goat Anti-Rat
AF-555, Goat Anti-Maus
CCR4-PE, murin
CCRG6-PE-Vio770, murin
CD11b-VioGreen, murin
CD11c-FITC, murin
CD11c-PE-Vio770, human
CD127, APC-Cy7, murin
CD141-VioBlue, human
CD14-APC-Vio770, human
CD14-VioGreen, human
CD163-VioBlue, human
CD197-FITC, human
CD19-FITC, human
CD1a-FITC, human
CD1c-PE, human
CD206-PE-Vio770, human
CD209-APC-Vio770, human
CD25-VioBright FITC, murin
CD3-PE-CF594, murin
CD3-VioBlue, human
CD40-APC, human

CD45, Rat Anti-Mouse
CD45-VioBlue, murin
CD4-APC, murin
CD54-Pacific Blue, human
CD80-APC, human

CD83, human

CD86-FITC, human
CD8a-PE-Cy5, murin
CXCR3-APC, murin
F4/80-PE-Cy7, murin

FluroMyelinTM Red Fluorescent Myelin

Stain

HLA-DR-PerCP, human
Ibal, Rabbit Anti-Mouse
Ly6G-APC-Cy7, murin
TREM2-PE, human

Abcam, Cambridge, UK

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Bio Legend, Fell

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Bio Legend, Fell

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Bio Legend, Fell

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Bio Legend, Fell

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Bio Legend, Fell

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Bio Legend, Fell

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Wako, Neuss

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
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10.4 Oligonukleotide zur Quantifizierung muriner Gene

Gen Sense Sequenz (5° — 3Y) Hersteller

Foxp3 Forward Primer CCC ATC CCC AGG AGT CTT G Biomers, Ulm
Reverse Primer ACC ATG ACT AGG GGC ACT GTA

GATA3 Forward Primer ATC CAG CAC AGA AGG CAG GG Biomers, Ulm
Reverse Primer GCT TGG GCT TGA TAA GGG GC

IL-4 Forward Primer GTC ATC CTG CTC TTCTTT CTC G BioSpring, Frankfurt a. M.
Reverse Primer CTG TGG TGT TCT TCG TTG CTG

IL-10 Forward Primer TGC CAA GCC TTATCG GAA ATG Eurofins Scientific,
Reverse Primer ACT CTT CACCTG CTC CACTGCC Luxemburg

IL-17 Forward Primer TCT GTG TCT CTG ATG CTG TTG Eurofins Scientific,
Reverse Primer CTG Luxemburg

CAG GGT CTT CAT TGC GGT GG

NOX2 Forward Primer GGG GAACTG GGC TGT GAA TG BioSpring, Frankfurt a. M.
Reverse Primer CGA GCA ACA CGC ACT GGA AC

ROR- Forward Primer AGA ACT GCC CCATTG ACC GA Biomers, Ulm

vt Reverse Primer CCT GTT GCT GCT GCT GTT GC

T-Bet Forward Primer GCT CAC CAA CAA CAA GGG GG Biomers, Ulm
Reverse Primer TCT CCATCATTC ACC TCC ACG

IFN-y Forward Primer CAC GGC ACA GTC ATT GAA AGC BioSpring, Frankfurt a. M.
Reverse Primer CAC CAT CCT TTT GCC AGT TCC

PPIA Forward Primer GCT GGA CCA AAC ACA AAC GG BioSpring, Frankfurt a. M.
Reverse Primer GCC ATT CCT GGA CCC AAA AC

10.5 Kits

Bezeichnung

Hersteller

BD Cytometric Bead Array Human
Inflammatory Cytokines Kit

BD Cytometric Bead Array Mouse
Thl/Tw2/TH17 Cytokine Kit

BrdU Colorimetric Proliferation Assay
EAE-Kit EK-2110

Extract-N-Amp Blood PCR Kit
First-Strand cDNA Synthese Kit
Human CCL17 (TARC) ELISA Kit
Human CCL18/PARC ELISA Kit
Human IL-23 Uncoated ELISA Kit
Human PGE2 ELISA Kit

MACS Comp Bead Kit

Orangu™ Cell Couting Solution
RNAqgueous-Micro Procedure Kit
Seahorse XFe96 FluxPak

Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Roche, Penzberg

Hooke Laboratories, Lawrence, KS, USA
Sigma Aldrich, Schnellendorf

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
BioLegend, Fell

BosterBio, Pleasanton, CA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Enzo Life Science, Ldrrach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Cell Guidance Systems, Cambridge, UK
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Agilent, Waldbronn

Bio Legend, Fell
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10.6 Lésungen, Puffer & Medien

Reagenz Zusammensetzung

10x TBE Puffer 108 g Tris Base
55 g Borsaure
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

Ad. 11H0
BD-Lysepuffer 10 % BD FACS™ Lysing Solution
90 % VE-H,O
Erythrozyten-Lysepuffer 150 mM NH4CI

100 mM NaHCOs3

0,1 mM Na-EDTA (pH 7,4)
FACS-Lysepuffer 15 ml HBSS

15 ml Accutase

30 mg/ml Collagenase A
MACS-Puffer 2 mM PBS-EDTA, pH 7,5

0,5 % BSA (w/v)

PBS

pH 7,2
PBS-T 1 ml Triton X-100

Ad. 11PBS
Proteinkinase K 5 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0)

0,15 g CaCl;

25 ml Glycerol

Ad. 50 ml H20O
Schwanzlysepuffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,5)

5mM EDTA

0,2% SDS

200 mM NacCl
Seahorse-Medium Seahorse XF RPMI Medium

1 mM HEPES

10 mM Glucose

2 mM L-Glutamin

1 mM Natriumpyruvat

pH 7,4
TRI-Reagenz 500 g Phenol

116,3 g Guanidiniumthiocyanat (0,8 M)

38,9 g Ammoniumthiocyanat (0,8 M)

41 ml Natriumacetat (3 M, pH 5)

61,5 ml Glycerol (100 %)
Zellkulturmedium RPMI-Medium-Glutamax

10 % (v/iv) FKS

1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

10.7 Software

Bezeichnung Hersteller

Axio Vision 4.7.2 Zeis, Jena

Bio-Rad CFX Manager 3.1 Bio-Rad, Miuinchen

FCAP Array 3.0 BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
FlowJow v10 Treestar, Ashland, OR, USA

Graphpad Prism 7 GraphPad Software, San Diego, CA, USA
Image Studio Lite 5.0 Software LI-COR, Bad Homburg

Leica Application Suite X Leica, Nussloch

Seahorse Wave Desktop Software Agilent, Waldbronn
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Entlehnungen aus anderen benutzten Druckwerken oder digitalisierten Publikationen und
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Frankfurt am Main, 10.12.2019
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