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1 Multiple Sklerose (MS)

1.1 Autoimmunvermittelte Pathogenese

Trotz grofRer Bemuhungen und Fortschritte in der Forschung stellt die Multiple
Sklerose (MS) die Wissenschaftler und Mediziner immer noch vor viele Ratsel. So
ist ihre Atiologie uns immer noch unbekannt und ihre Pathogenese nur teilweise
verstanden. Nach heutigem Wissensstand handelt es sich bei dieser Krankheit
des zentralen Nervensystems um eine durch T-Lymphozyten vermittelte
Autoimmunerkrankung. Autoreaktive T-Lymphozyten im Blut werden peripher
aktiviert und gelangen durch die Blut-Hirn-Schranke ins zentrale Nervensystem
[1]. Wenn die in das ZNS eingedrungenen T-Lymphozyten ihr Antigen erkennen,
welches im Kontext mit einem Histokompatibilitdsantigen (HLA)-Molekul, das vor
allem auf Mikrogliazellen und Astrozyten exprimiert wird, werden diese reaktiviert
und beginnen u.a. proinflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL) -2, TNF-a und
IFN-y zu sezernieren. Die komplexen Zytokinkaskaden induzieren die Zerstérung
der Bluthirnschranke, so dass weitere T-Lymphozyten migrieren kdnnen [2],
unterstitzen die Apoptose von Oligendrozyten [3] und fordern die vermehrte
Adhasion von Leukozyten entlang der Hirngefal3e [4-5]. Es kommt zu den MS
typischen entzindlichen perivaskularen Infiltraten. Zusammen mit weiteren
Immunmechanismen kann es schlief3lich zur Demyelinisierung und zu axonalen

Schaden kommen, die zu funktionalen Ausfallen fihren kénnen [6].

1.2 Klinisches Bild der MS und Quantifizierung der neurologischen

Beeintrachtigung

Die Symptome der MS sind vielfaltig. Je nach Lokalisation der entziindlichen
Herde, meist in der weiRen Substanz, entstehen unterschiedliche cerebrale und
spinale Ausfallerscheinungen. Ein Mittel zur Quantifizierung der neurologischen
Beeintrachtigung ist die Expanded Disability Status Scale (EDSS) nach J.F.
Kurtzke. Diese Leistungsskala stitzt sich auf funktionelle Systeme des zentralen
Nervensystems und ermdglicht die Erfassung der Ausmalle neurologischer

Defizite, wie zum Beispiel Lahmungen, Sprach- und Schluckstérungen oder
1



Wesensveranderungen. Zu den funktionellen Systemen gehéren Pyramidenbahn,
Cerebellum, Hirnstamm, Sensorium, Blasen- und Mastdarmfunktionen, visuelle

sowie kortikale und subkortikale Funktionen [7].

1.3 Verlaufsformen der MS

Man unterscheidet vor allem zwei wesentliche Verlaufsformen der MS: die
schubférmige remittierende Multiple Sklerose (RRMS, vom Englischen relapsing

remitting) und die priméar progrediente Multiple Sklerose (PPMS).

Die RRMS ist mit einem Anteil von ca. 80% der Patienten, die an Multiple Sklerose
erkranken, die haufigere Verlaufsform. Die neurologischen Defizite zeigen sich in
sogenannten ,Schuben®. Ein Schub ist definiert als ein neu auftretendes
neurologisches Defizit oder eine Verschlechterung eines vorausgegangenen
Ausfalls ohne Fieber- oder Infektassoziation, welches mehr als 24 Stunden
besteht. Der Ausfall remittiert vollstandig oder es verbleiben Residuen. In den
Intervallen zwischen den Schiben ist kein weiterer klinisch erkennbarer Progress
der Krankheit zu erwarten. Allerdings wissen wir heute, dass nur etwa zehn
Prozent der im MRT erfassbaren Krankheitsschibe auch Klinisch in Erscheinung
treten [8]. Frauen sind etwa doppelt so haufig betroffen wie Méanner. Der
Erkrankungsbeginn liegt in der Regel zwischen dem 15. und 40. Lebensjahr, meist
in der zweiten Dekade. In ihrem natlrlichen Verlauf geht die RRMS nach funf bis
zehn Jahren in die Phase der sekundaren Progredienz uber, bei der zunehmend
weniger Schibe auftreten, aber auch zwischen den Schiben eine Zunahme der
Behinderung stattfindet. Man spricht dann von einer sekundéar progredienten MS
(SPMS).

Die  PPMS hingegen verlauft von Anfang an mit einer fortschreitenden
Behinderung ohne abgrenzbare Schilbe. Sie geht somit nicht aus der RRMS
hervor. Der Erkrankungsbeginn liegt meist in der 4. Lebensdekade. Im Gegensatz
zu der RRMS zeigt sich in der Geschlechterverteilung nur eine geringe

Gynékotropie [9].



1.4 Basistherapie der MS

Zur verlaufsbeeinflussenden Behandlung der RRMS stehen Basistherapeutika mit
gesicherter Wirksamkeit auf Schubfrequenz und Krankheitsprogredienz zur
Verfigung [10-11]. Hierzu gehdren neben den immunmodulierenden Praparaten
Interferon-B (IFN-B), Glatirameracetat und Fingolimod, auch Immunsupressiva wie
Azathioprin und Mitoxantron [12]. Immunmodulatorische und immunsuppressive
Medikamente werden in der Literatur oft nicht klar abgegrenzt, well
immunsupressive Medikamente teilweise auch immunmodulierende Eigenschaften
haben [13-14].

Fir an PPMS erkrankte Patient/Innen gibt es hingegen bis heute keine
gesicherten verlaufsbeeinflussenden Therapieoptionen. FiUr Glatirameracetat
zeigte sich bei Auswertung einer abgebrochenen Studie lediglich der Trend einer

verlangsamten Progression bei Mannern [15].

Das zytotoxische Medikament Mitoxantron, welches in der Onkologie vor allem in
der Therapie bei metastasierten Mammakarzinomen oder bei der akuten
myeloischen Leukamie eine grol3e Rolle spielt, hat sowohl einen supprimierenden
als auch einen immunregulatorischen Einfluss auf das periphere Nervensystem
und die Mikrogliazellen, die Antigen prasentierenden Zellen des ZNS. Zum einen
induziert Mitoxantron die Apoptose der Mikrogliazellen, zum anderen erhdht es die
Sekretion von IL-10 [14].

Weitere evidenzbasierte Medikamente in der RRMS-Therapie sind die Beta-
Interferone, welche seit nun mehr als 15 Jahren in der Behandlung der MS
eingesetzt werden. lhre immunmodulatorischen Effekte beeinflussen nachweisbar

den Verlauf der Erkrankung positiv [16].

Das in Saugetierzellen hergestellte Interferon-Bla ist identisch dem natirlichem
Zytokin, welches vom Organismus selbst produziert wird. Interferon-flb
unterscheidet sich von diesem durch fehlende Glykosierungen an zwei
Aminosaurepositionen. Das Methionin in der ersten Position fehlt und das Cystein
an Position 17 ist durch Serin ausgetauscht. IFN-B1lb wird rekombinant in

Escherichia coli exprimiert.



Interferon -3 1a Interferon -3 1b

Side view

Abbildung 1: Molekularstruktur von IFN-Bla und IFN-B1b. (Quelle: entnommen aus dem
Vortrags-Set: Multiple Sklerose/ Rebif®, freundlicher Weise zur Verfliigung gestellt von der Fa.

Serono)

IFN-B-Praparate haben eine in mehreren klinischen Phase Il Studien
nachgewiesene Wirksamkeit in der Behandlung der schubférmigen MS. So konnte
gezeigt werden, dass die alle 2 Tage erfolgende subkutane IFN-B1b-Applikation
die Schubfrequenz um 37% in den ersten zwei Jahren und in einem Zeitraum Uber
funf Jahre um 30% verringert [17]. Auch die Schwere der Schibe und der Grad
der Behinderung wurden positiv beeinflusst. Ebenso konnte ein Rickgang der
aktiven MS-Lasionen im mit Gadolinum durchgefihrten Magnet-Resonanz-
Tomogramm (MRT) um 85% gezeigt werden [18]. Der Wirkmechanismus von IFN-
B ist jedoch bis heute nur teilweise aufgeklart. Gesichert ist der inhibierende Effekt
auf die Migration von Lymphozyten Uber die Bluthirnschranke [19]. Zudem wird
diskutiert, dass die Reaktivitat von CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten durch IFN-f3
supprimiert wird [20].

Bis heute werden kontroverse Beobachtungen tber den Einfluss von IFN-B auf die

Zytokinmuster von Lymphozyten berichtet. So stellte sich in einer Studie von
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Wandinger et al. die Hochregulierung von T-Helfer 1- assoziierten Genen (IL12-
Rezeptor-beta-2-Kette und Chemokinrezeptor CCR5) durch IFN- dar, die somit

eine Entztindungsreaktion hervorrufen kann [21].

Boxel-Dezaire et al. konnten zeigen, dass IFN- eine Reihe von Signalkaskaden
auf Genebene in Abhangigkeit von den Leukozytensubgruppen und Monozyten
induziert und damit die verschiedene Wirkungsspektren in verschiedenen
Erkrankungen erklart [22]. Auch Axtell et al. zeigten in ihrer Studie eine duale
Wirkung von IFN-B auf Zytokinmuster auf der Basis unterschiedlicher

Lymphozytensubpopulationen und Aktivierungskaskaden [23].

Ein Benefit von Interferon-B in der Therapie von PPMS-Erkrankten auf die
Progression konnte bislang nicht gezeigt werden [24-28]. Montalban konnte
lediglich in einer Pilotstudie Hinweise auf einen milderen Verlauf und einen

Ruckgang der entzundlichen Lasionen im MRT beobachten [29].

1.5 Fragestellung und Hypothese

Die Wirkmechanismen der einzelnen Basistherapeutika sind bis heute nur

teilweise entschlisselt.

Um die Hypothese zu testen, dass immunsuppressive Medikamente auch
immunmodulatorische Effekte induzieren kénnen wurde in einer longitudinalen
Studie die Effekte einer Mitoxantron-Therapie von MS Patienten auf die

Zytokinmuster untersucht.

Trotz langjahriger Forschung sind auch die exakten Wirkmechanismen des
immunmodulatorischen Medikamentes IFN-31b noch nicht vollstandig geklart. In
der Literatur gibt es widersprichliche Beobachtungen Uber IFN-R-Effekte auf
Zytokinmuster. Daher sollte in dieser Arbeit am IFN-R1b die Hypothese gepriift
werden, dass sich immunmodulatorischen Effekte in Abhé&ngigkeit vom
Spendertyp (Gesunde, schubférmig und primar progredient verlaufende MS-

Erkrankte) und der betroffenen Lymphozytensubpopulation unterscheiden.

Um diese Hypothese zu testen, wurde ein hochstandardisiertes in vitro System

bendtigt, in dem die in vitro Effekte von IFN-B1b auf die Zytokinsekretion von



PBMCs, CD4+ und CD8+ Lymphozyten, die von unterschiedlichen Spendertypen

gewonnen wurden, untersucht werden konnten.

2 Methoden

2.1 Studienkohorten

An der Studie nahmen 10 Gesunde (Kontrollgruppe), 9 PPMS- und 19 RRMS-
Patient/Innen teil (siehe Tabelle 1 und 2). Die Kontrollgruppe bestand aus
Mitarbeiter/innen der Universitdtsmedizin Greifswald und Student/Innen der Ernst-
Moritz-Arndt Universitat zu Greifswald. Die PPMS- bzw. RRMS-Patienten wurden
in der Multiplen Sklerose Ambulanz der Neurologischen Klinik der
Universitdtsmedizin Greifswald rekrutiert. Keiner der Patient/Innen wurde in den
letzten 12 Monaten mit einem immunmodulatorischen oder immunsupressiven
Medikament behandelt. Eine eventuelle Kortisonsto3therapie lag mindestens 30
Tage zurick. Alle Blutproben wurden nach schrifltlicher Aufklarung und mit
Einwilligung der Studienteilnehmer/innen entnommen. Die Ethikkommission der
Universitdt Greifswald hat die Experimente im Rahmen dieses Projektes

beflrwortet.

Median
Teilnehmer Geschlecht w:m Alter (Jahre) EDSS

Alter (Jahre) EDSS

Tabelle 1: Kohortenilbersicht: Kontrollen
n. z. = nicht zutreffend; w = weiblich; m = mannlich; EDSS = Expanded Disability Status Scale.



Median
Teilnehmer Geschlecht w:m Alter (Jahre) EDSS

Alter (Jahre) EDSS

Tabelle 2: Kohortenlibersicht: MS-Patient/Innen

w = weiblich; m = ménnlich; PPMS = primér progrediente Multiple Sklerose;

RRMS = schubférmig remittierende Multiple Sklerose; EDSS = Expanded Disability Status Scale.



2.2 Zellisolierung
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus.

EDTA = Ethylendiamintetraacetat; PBMC = periphere mononukleéare Blutzellen; CD4+ = CD4+ T-
Lymphozyten; CD8+ = CD8+ T-Lymphozyten; PHA = Phytohamagglutinin; RPMI = Roswell Park

Memorial Institute -Medium; FACS = Flourescense activated cell sorting = Durchflusszytometrie



2.2.1 Gewinnung von peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCSs)

Jedem/r Studienteilnehmer/in wurden 70 mL Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-
Vollblut abgenommen. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden unter sterilen
Bedingungen unter der Laminarbox durchgefuihrt. Das Blut wurde zunachst mit
Phosphate Buffered Saline (PBS) 1:2 verdunnt. Uber eine
Dichtegradientenzentrifugation [2800U/min, (1639xg) 15 min ohne Bremse]

wurden die PBMCs mittels dem Zellseperationsmedium Ficoll isoliert.

Nach dem Waschen wurde das Zellpellet in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) -komplett-Medium und 10% humanem AB-Serum aufgenommen. (Abb. 2,
oben links).

2.2.2 lIsolierung von T-Zellsubpopulationen

CD8+ und CD4+ T-Zellen wurden mittels Dynabeads® (Dynal, Oslo, Norway) aus
den PBMC gewonnen. Um eine optimale Zellausbeute zu gewahrleisten wurden

sequentiell zunachst die CD8+ T-Zellen und danach die CD4+ T-Zellen isoliert.

Die Isolation erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers und wird im

Folgenden kurz zusammengefasst (siehe auch Abb. 2, oben mittig und rechts):

Die ubrige PBMC- Zellsuspension wurde mit 72uL/ 10 Mio Zellen CD8+
Dynabeads® versehen. Nach Inkubation auf einem Rotor bei 4°C wurde die CD8+
T-Zell-Dynabeads® -Suspension mit Hilfe einer Magnetsaule magnetisiert und die
Uberstande abgenommen, die anschlieRend zur Gewinnung von CD4+ T-Zellen
weiterverwendet wurden. Die magnetisierten Dynabeads®, die die CD8+ Zellen
gebunden hatten, blieben am Rand der Magnetséule zurlck. Die isolierten CD8+
Zellen wurden anschlieRend mit Detechabeads® versetzt, um die CD8+ Zellen nun
vom Antikorper zu l6sen. Nach einer weiteren Inkubationszeit von einer Stunde
auf dem Rotor bei Zimmertemperatur wurde die Zellmischung erneut magnetisiert
und die Uberstande, in denen sich jetzt die gelésten CD8+-Zellen befanden,

gesammelt.



Durch eine Zentrifugation [1200 U/Min., sechs Minuten] pelletierten die
gewonnenen CD8+ T-Zellen. Das Zellpellet wurde in 1ml RPMI +10% AB-Serum

aufgenommen.

Zu den gewonnenen Uberstanden aus der CD8+ Zell-Dynabeads® -Suspension
wurden nun far die Isolierung von CD4+ T-Lymphozyten 144uL/ 10 Mio Zellen
Dynabeads®, die mit einem magnetisierten CD4+ -spezifischen Antikérper
versehen waren, zugegeben. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgten wie bei

Isolierung der CD8+ Zellen.

2.3 Stimulation der Zellen mit Phytohamagaglutinin (PHA) und anti-CD3/

anti-CD28 und Versetzen der gewonnenen Zellen mit verschiedenen

Konzentrationen von IEN-R1b

Die jeweiligen Zellsuspensionen (PBMCs, CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten)
wurden mit Trypanblau, einem anionischen Diazofarbstoff, angefarbt. Die Zellen
wurden konventionell mittels Neubauer-Kammer unter dem Mikroskop gezahlt. Die
Zellzahl wurde auf 2x 10°Zellen/mL eingestellt, 2x10° Zellen/mL je Well auf einer
96-Well- Rundbodenplatte pipettiert und mit verschiedenen Konzentrationen IFN-
B1b [0 iE/mL, 100 iE/mL, 1000 iE/mL, 10000 iE/mL] versehen. Alle Proben wurden
als Triplikate aufgetragen, also jeweils drei Kontrollproben jeder Konzentration
gegen drei Proben mit dem Phytohamaglutinin (PHA)-Stimulant und drei Proben
mit dem anti-CD3/ anti-CD28 Stimulant. PHA stimuliert als Mitogen T-
Lymphozyten. Anti-CD3/ anti-CD28 ist ein physiologischer T-Lymphozyten-
Aktivator. Zur Regulation der Proliferation der aktivierten T-Zellen, wurde den anti-

CD3/ anti-CD28 stimulierten Zellen Interleukin-2 als Wachstumsfaktor zugeftigt.
Es folgte die Inkubation fir drei Tage im Brutschrank (37°C, 5% CO,).

Von den T-Lymphozyten wurde mit Hilfe eines FACS Scans (Flourescense
activated cell sorting), einem Durchflusszytometer, die isolierten Zellpopulationen
spezifiziert. Dabei wurde mit Hilfe des Kompensationsvorgangs verhindert, dass

es zu einer spektralen Uberlappung kommt. Es wurden fiir die Versuche nur
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Zellen weiterverwendet, die eine Reinheit von mindestens 80%, meistens von Uber
95% besalien.

2.4 [3H]-Thymidin-Inkorporarationsassay

Die Proliferation wurde mittels Standard [3H]-Thymidin-Inkorporarationsassay
gemessen. Die 18-stindige Thymidinmarkierung erfolgte 72 Stunden nach
Versuchsbeginn. 100uL der Uberstande wurden fir die Zytokinmessung
abgenommen. Nach 17 Stunden Inkubation wurden die Zellen mittels eines
Harvesters geerntet und die Inkorporation von Tritium markiertes Thymidin in

einem Szintilaltionzahler quantifziert.

2.5 Humaner T1/T2 Zytokinassay (CBA-BD™ Cytometric Bead Array)

Der qualitative und quantitative Nachweis der Zytokine

Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5), Interleukin-10 (IL-10), Tumor Necrosis
Factor-a (TNF-a) und Interferon-y (IFN-y)

erfolgte mittels ,human Ty1/Ty2 Cytokine CBA — Kit (Beckton Dickenson, San
Diego, CA)“ .

2.5.1 Standard- und Probenvorbereitung
Mit einer Verdinnungsreihe (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512)
wurde der Standardreihe hergestellt. Ein Polypropylen (PP)-Roéhrchen ohne

Standard diente als Negativkontrolle.

Auf einer 96-Loch-Rundboden-Kulturplatte wurden jeweils 40puL von dem nach
Anleitung des Herstellers zubereiteten PE-Beadgemisch in die Vertiefungen
vorgelegt. AnschlieBend wurden jeweils 20uL der vorbereiteten Standardreihe
oder 20uL der Proben, bestehend aus den Uberstanden (siehe Abb. 2, blau)
hinzugegeben. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten nach den Anweisungen des

Herstellers.
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2.5.2 Messung und Auswertung

Die Messung erfolgte mit Hilfe des Programms Cell Quest am FACScan nach
Kompensation und Justierung nach Anleitung der Software CBA Setup Template
(Becton Dickinson, San Diego, USA). Die Auswertung erfolgte mit der BD CBA
Software. Bei jeder Messung wurde eine neue Standardkurve erstellt. Werte
oberhalb der Standardkurve (tber 10 000 pg/mL) konnten mit Hilfe der Software
extrapoliert werden. Da diese bei IFN-y regelmafig auftauchten, wurde IFN-y
zusatzlich im ELISA bestimmt und die im CBA-Assay ermittelten Werte fir die

weitere Auswertung nicht verwendet.

2.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Es wurden serielle Standardreihen fur IFN-y und IL-17 nach Anleitung des
jeweiligen Herstellers angefertigt. Die Standardreihen und Proben, bestehend aus
den Uberstanden (siehe Abb. 2, griin), wurden auf die jeweils fiir das Zytokin
spezifisch gecoateten Platten Ubertragen. Nach  Auftragen  des
Detektionsantikorpers folgte fir beide Zytokin-ELISA eine Inkubation von einer
Stunde auf dem Schiuttler. Anschlielend wurden die 96-Well-FluoroNunc TM-
MaxiSorpTM-Surface-Platten mit Waschpuffer und Tween gewaschen. Auf die
IFN-y —Platte wurde Streptavidin-Merrettich-Peroxydase-Konjugat gegeben, auf
die IL-17 —Platte wurde Avidin-Merrettich-Peroxydase-Konjugat pipettiert. Dadurch
werden der Enzymumsatz pro Zytokinmolekdl und der Substratumsatz erhdht.
Eine anschlieRende Inkubation fir 30 Minuten und mehrere Waschvorgénge
folgten bis TMB-Ready-Mix zur Farbreaktion zugegeben werden konnte. Nach
diesem Schritt wurden die Platten fur 15 Minuten abgedunkelt. Die Farbreaktion,
die dem Substratumsatz entspricht, wurde durch Schwefelsdure abgestoppt und
die Extinktion innerhalb von 30 Minuten im Elisa Reader (Photometer) gemessen.
Der Substratumsatz ist kongruent mit der Zytokinkonzentration, die unter Abgleich
mit der Standardreihe ermittelt werden konnte. Da sowohl der Standard als auch
die Proben jeweils doppelt bestimmt wurden, ist der Mittelwert beider in die
Berechnung eingegangen. Um zu vermeiden, dass Werte aul3erhalb der
Standardkurve liegen, wurden einige Proben verdiinnt. Beim INF-y- ELISA wurden
die in RPMI-Medium und die mit anti-CD3/ anti-CD28, im IL-17- ELISA nur die
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anti-CD3/ anti-CD28 stimulierten Uberstéande 1:10 verdiinnt. Die restlichen Proben
wurden unverdunnt auf die Wells pipettiert. Die Verdinnung wurde bei der

Auswertung bericksichtigt.

2.7 Statistische Auswertunqg

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der Software Graph Pad Prism 5.0. Die
Daten wurden mit dem Friedman-Test und fir multiple Vergleiche dem Dunn’s-

Test analysiert.

Zur statistischen Analyse der Daten ohne IFN-B1b wurde der Kruskal-Wallis-Test
angewandt. Es ist ebenfalls ein nichtparametischer Test, der im Rahmen der

Varianzanalyse die Mittelwerte mehrerer nicht gepaarter Gruppen vergleicht.

3 Ergebnisse

Die wesentlichen Ergebnisse sind in den Publikationen ,Mitoxantrone treatment in
multiple sclerosis induces TH2-type cytokines® und ,Differential effects of
Interferon-B1b on cytokine patterns of CD4+ and CD8+ T cells derived from RRMS
and PPMS* dargestellt.

In der Arbeit ,Mitoxantrone treatment in multiple sclerosis induces TH2-type
cytokines®, war ich teilweise an der Rekrutrierung der Patienten und an der
Durchfihrung der in vitro Assays beteiligt. Dartber hinaus habe ich an der
Erstellung der Publikation mitgewirkt. Darin konnte beobachtet werden, dass die
Langzeittherapie von MS Patienten mit Mitoxantron zu einer Induktion von
antiinflammatorisch wirksamen Zytokinen IL-10 und zu einer induktion der TH2-
Zytokine IL-4 und IL-5 in CD4+ T-Lymphozyten fuhrte. Damit wurde gezeigt, dass
immunmodulatorische Effekte auch von einer immunsuppressiven Substanz

induziert werden kdnnen.

In der Publikation ,Differential effects of Interferon-B1b on cytokine patterns of
CD4+ and CD8+ T cells derived from RRMS and PPMS” sind die wesentlichen
Ergebnisse meiner Untersuchungen dargestellt. Bei diesen Experimenten war ich
sowohl an der Planung als auch an der Entwicklung des in vitro Systems und der

Rekrutierung der Spender beteiligt. Die experimentellen Arbeiten und die Analyse
13



der gewonnen Daten wurden hauptsachlich durch mich durchgefihrt. Bei der
Veroffentlichung in der Zeitschrift Multiple Sclerosis Journal konnten jedoch nicht
alle Zytokine und Stimulationsbedingungen gezeigt werden. Im Folgenden werden

daher die vollstéandigen Versuchsergebnisse dargestellt.

3.1 IEN-B1b — Effekte auf die Proliferation

In Abwesenheit von IFN-B1b unterschieden sich die Dosisantwortkurven zwischen
und innerhalb der Probanden- und Zellgruppen auch mit den beiden
Stimulationsbedingungen nicht (Abb.3 a-f: a) p=0,06568, b) p=0,9878, ¢)=0,3904,
d) p=0,2231, e) p=0,2180 und f) p=0,3870). Je mehr IFN-B1b hinzugegeben
wurde, desto starker wurde die Proliferation sowohl bei Stimulation mit PHA (Abb.
4 a-i: a)-b), d)-f) und h) p<0,0001, c) und i) p=0,0001, g) p=0,028) als auch mit
anti-CD3/anti-CD28 (Abb. 5 a-i: a) p=0,0021, b) p<0,001, c) p=0,0003, d)
p=0,9914, e) p=0,232, f) p=0,0181), g) p=0,2456, h)=0,0146, i) p=0,0321)
vermindert. Allerdings war der inhibitorische Effekt auf die mitogene
Zellproliferation der CD4+ T-Zellen (Abb 3 d-f) schon bei der geringsten IFN-B1b-
Konzentration ausgepragt, sodass man von einem unspezifischen Wirkungseffekt
auf die Zytokinsekretion ausgehen muss, da die Inhibition der Proliferation auf
maogliche toxische Effekte hinweist. Aus diesem Grund wurden im Weiteren nur die
Effekte auf die Zytokinsekretion in den anti-CD3/ anti-CD28-stimulierten Zellen

untersucht.
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Abbildung 3: Proliferation ohne IFN-B1b. Auf der X-Achse sind die Probandengruppen
aufgetragen, auf der Y-Achse die Zellproliferation in counts per minute [SI]. Auf der linken Seite
befinden sich die Graphen bei PHA-Stimulation, rechts bei anti-CD3/ anti-CD28- Stimulation. Die
Zellgruppen PBMC, CD4+ und CD8+ T-Zellen sind horizontal angeordnet. Die Daten wurden
berechnet mit dem Kruskal-Wallis-Test und sind dargestellt als Median im Interquartilbereich

(median interquartile range).
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Abbildung 4: Proliferation mit IFN-B1b von 0-10000 iE/mL bei PHA-Stimulation. Auf der X-
Achse sind die IFN-B1lb-Konzentrationen in [iIE/mL] aufgetragen, auf der Y-Achse die counts per
minute [SI]. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS, PPMS) dargestellt,
horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ und CD8+ T-Zellen). Die Vergleiche erfolgten mittels
Friedman-Test und Dunn’s Test (* = p = 0,01 - 0,05, ** = p = 0,001- 0,01, ** = p < 0,001) und sind

als Median im Interquartilbereich (median interquartile range) dargestellt.
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Abbildung 5: Proliferation mit IFN-B1b von 0-10000 iE/mL bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse sind die IFN-B1b-Konzentration in [iE/mL] aufgetragen, auf der Y-
Achse die Zellen/mL. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS, PPMS)
dargestellt, horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ und CD8+ T-Zellen). Die Vergleiche erfolgten
mittels Friedman-Test und Dunn’s Test (* = p = 0,01 - 0,05, ** = p = 0,001- 0,01, *** = p < 0,001)

und sind als Median im Interquartilbereich (median interquartile range) dargestellt.

3.2 IEN-B1b — Effekte auf die Zytokinproduktion

3.2.1 Proinflammatorische Zytokine

In Abbildung 6 sind die Zytokinmuster der jeweiligen Probandengruppen ohne
IFN-B1b dargestellt. Diese unterschieden sich bis auf die IFN-y Sekretion in den
CD8+ T-Zellen der PPMS, die signifikant niedriger im Vergleich zu den Gesunden
war nicht (Abb. 6 h); p<0,05).
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Abbildung 6: Proinflammatorische Zytokine ohne IFN-Blb bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse sind die Probandengruppen aufgetragen, auf der Y-Achse die TNF-
a-(a,d,g), IFNy- (b,e,h) und die IL-17 Sekretion (c,f,i) in [pg/mL]. Horizontal werden die Zellgruppen
(PBMC (a-c), CD4+ - (d-f) und CD8+ -Zellen (g-i)) dargestellt. Die Vergleiche erfolgten mittels
Friedman-Test und Dunn’s Test (* = p = 0,01 - 0,05) und sind als Median im Interquartilbereich

(median interquartile range) dargestellit.

3.2.1.1 Inhibition von Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) von PBMCs und TNF —
a- Induktion von CD4+ T-Zellen in RRMS

Die TNF-a-Sekretion von PBMCs wurde in allen Gruppen signifikant inhibiert
(Gesund p= 0,0002, RRMS p< 0,0001, PPMS p=0,0014). Der starkste Effekt der
Inhibition von IFN-B1b war in der RRMS-Gruppe zu sehen (Abb. 7, b; p<0,0001).
Obwohl TNF-a in den PBMC in allen Probandengruppen signifikant unter anti-

CD3/ anti-CD28-Stimulierung reduziert wurde (Abb 7, a-c), wurde es in der
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RRMS-Gruppe von den CD4+ T-Lymphozyten vermehrt sezerniert (Abb. 7, e;
p=0,0142).
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Abbildung 7: TNF-a-Sekretion mit IFN-B1b von 0-10000 iE/mL bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse ist die IFN-B1lb-Konzentration in [IE/mL] aufgetragen, auf der Y-
Achse die TNF-a-Sekretion in [pg/mL]. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS,
PPMS), horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ - und CD8+ -T-Zellen) dargestellt. Die
Vergleiche erfolgten mittels Friedman-Test und Dunn’s Test (* = p = 0,01 - 0,05, ** = p = 0,001-
0,01, ** = p < 0,001) und sind als Median im Interquartilbereich (median interquartile range)

dargestellit.
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3.2.1.2 Interferon-gamma (IEN-y)-Inhibition in CD4+ T-Lymphozyten in RRMS
Die Sekretion von IFN-y wurde nur in den CD4+ T-Lymphozyten der RRMS-
Gruppe signifkant reduziert (Abb. 8, e; p=0,0007), wéahrend sie in den CD8+ T-

Zellen der Kontrollgruppe scheinbar induziert wurden (Abb. 8, g, Gesund
p=0,0123). Es fand sich ein gleicher Trend in den Zellen der RRMS und PPMS-
Patient/Innen, der jedoch nicht signifikant war. (Abb. 8, h-i, RRMS p=0,0947,
PPMS p=0,1285)
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Abbildung 8: IFN- y -Sekretion mit IFN-B1b von 0-10000 iE/mL bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse ist die IFN-Blb-Konzentration in [IE/mL] aufgetragen, auf der Y-
Achse die IFN-y-Sekretion in [pg/mL]. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS,
PPMS) dargestellt, horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ - und CD8+ T-Zellen). Die Vergleiche
erfolgten mittels Friedman-Test und Dunn’s Test (* = p = 0,01 - 0,05, ** = p = 0,001- 0,01, ** =p <

0,001) und sind als Median im Interquartilbereich (median interquartile range) dargestellt.
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3.2.1.3 Kein Einfluss von IFN-81b und Interleukin-17 (IL-17)

Bei dem proinflammatorischen Zytokin IL-17 wurden keine signifikanten Einflisse

des IFN-B1b auf die Probandengruppen oder die Zellsubpopulationen beobachtet
(Abb 9, a-i).
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Abbildung 9: IL-17 -Sekretion mit IFN-B1b von 0-10000 iE/mL bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse ist die IFN-B1b-Konzentration in [iE/mL] aufgetragen, auf der Y-
Achse die IL17-Sekretion in [pg/mL]. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS,
PPMS) dargestellt, horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ - und CD8+ T-Zellen). Die Vergleiche
erfolgten mittels Friedman-Test und Dunn’s Test und sind als Median im Interquartilbereich

(median interquartile range) dargestellt.

3.2.2 Antiinflammatorische Zytokine

Signifikante  Unterschiede bei antiinflammatorischer Zytokinproduktion in
Abwesenheit von IFN-B1b waren in den PBMCs zu sehen (Abb.10 a-c). Die
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Sekretion dieser Zytokine war in der PPMS-Gruppe jeweils vermehrt nachweisbar
(in a) p=0,0082, in b) p=0,0061 und in c) p=0,0064). Bei den T-Lymphozyten
(Abb.10, d-i) konnte kein vermehrtes Vorkommen antiinflammatorischer Zytokine
bei PPMS-Probanden nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Antiinflammatorische Zytokine ohne IFN-B1b bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse sind die Probandengruppen aufgetragen, auf der Y-Achse die IL-10-
(a,d,g), IL-4- (b,e,h) und die IL-5-Sekretion (c,f,i) in [pg/mL]. Horizontal werden die Zellgruppen
(PBMC (a-c), CD4+ - (d-f) und CD8+ -Zellen (g-i)) dargestellt. Die Vergleich erfolgten mittels

Friedman-Test und Dunn’s Test (** = p = 0,001- 0,01) und sind als Median im Interquartilbereich
(median interquartile range) dargestellt.
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3.2.2.1 Keine Induktion von Interleukin-10 (IL=10) in PPMS

Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 wurde nur bei den RRMS-Patienten in

allen Zellgruppen durchgangig signifikant induziert (Abb.11, b,e,h). Am starksten
war die Induktion bei der héchsten IFN-B1lb-Konzentration von 10 000 iE/ml zu
sehen (in b) p<0,001, in e) p<0,001 und in h) p<0,01). Die Induktion der CD4+ T-
Lymphozyten bei steigender Konzentration von IFN-B1b war auch bei Gesunden
(Abb. 11 d), p=0,0006), nicht jedoch in der PPMS-Gruppe (Abb. 11 f), p=0,0917)

zu beobachten.
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Abbildung 11: IL-10-Sekretion mit IFN-B1b von 0-10000 iE/mL bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse ist die IFN-B1b-Konzentration aufgetragen, auf der Y-Achse die IL-
10-Sekretion in [pg/mL]. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS, PPMS)
dargestellt, horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ und CD8+ T-Zellen). Die Vergleiche erfolgten
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mittels Friedman-Test und Dunn’s Test (** = p = 0,001- 0,01, *** = p < 0,001) und sind als Median

im Interquartilbereich (median interquartile range) dargestellit.

3.2.2.2 Interleukin-4 (1L-4) —Induktion in RRMS

IL-4 wurde unter anti-CD3/ anti-CD28-Stimulation in den CD4+ T-Lymphozyten der
RRMS-Patienten induziert (Abb. 12, e; p=0,0005), in der PPMS-Gruppe jedoch
nicht (Abb.12 f), p=0,1806).
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Abbildung 12: IL-4-Sekretion mit IFN-B1b von 0-10000 iE/mL bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse ist die IFN-Blb-Konzentration in [IE/mL] aufgetragen, auf der Y-
Achse die IL-4-Sekretion in [pg/mL]. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS,
PPMS), horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ - und CD8+ T-Lymphozyten) dargestellt. Die
Vergleiche erfolgten mittels Friedman-Test und Dunn’s Test (** = p = 0,001- 0,01) und sind als

Median im Interquartilbereich (median interquartile range) dargestellt.
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3.2.2.3 Interleukin-5 (IL-5) wird inhibiert
Bei der anti-CD3/ anti-CD28-Stimulierung war eine Reduktion des

antiinflammatorischen Zytokins IL-5 in allen Probandengruppen und in allen
Zellgruppen bis auf in den CD4+ T-Lymphozyten der PPMS-Gruppe signifikant
(Abb. 13, a-i). Die Signifikanzen waren am hdchsten in der RRMS-Gruppe (Abb.13
b), €) und h), in b), ) und h) p<0,0001).
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Abbildung 13: IL-5-Sekretion mit IFN-B1b von 0-10000 pg/mL bei anti-CD3/ anti-CD28-
Stimulation. Auf der X-Achse ist die IFN-B1b-Konzentration aufgetragen, auf der Y-Achse die IL-5-
Sekretion in [pg/mL]. Senkrecht werden die Probandengruppen (Gesund, RRMS, PPMS)
dargestellt, horizontal die Zellgruppen (PBMC, CD4+ und CD8+ T-Zellen). Die Vergleiche erfolgten
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mittels Friedman-Test und Dunn’s Test (* = p = 0,01 - 0,05, ** = p = 0,001- 0,01, *** = p < 0,001)

und sind als Median im Interquartilbereich (median interquartile range) dargestellt.

4 Diskussion

4.1 Proliferation mit und ohne IEFN-B

Es konnten ohne IFN-B1b keine signifikanten Unterschiede in der Proliferation von
Zell- und Probandengruppen beobachtet werden. Bei steigender Konzentration
von IFN-B1b konnte unter beiden Stimulationsbedingungen ein inhibitorischer
Proliferationseffekt auf PBMC und T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung von IFN-B1b konnten bereits Noronha et al. zeigen [30]. Die
Inhibition der Proliferation durch IFN-B1lb auf die Zellgruppen von allen
Proband/Innen lasst zunéchst eine weitgehend intakte Immunantwort bei MS-
Erkrankten annehmen. Um die Ursache fir die unterschiedliche Wirkung von IFN-

B1b zu verstehen, ist es notwendig die Zytokinebene zu betrachten.

4.2 Differenzierte Modulation von Zytokinmustern

In Abwesenheit von IFN-B1b zeigte sich mit Ausnahme der IFN-y-Produktion der
CD8+ T-Lymphozyten kein signifikanter Unterschied in der Zytokinproduktion der
Lymphozytensubpopulationen zwischen den Probandengruppen. Bei den
antiinflammatorischen Zytokinen war grundsatzlich eine erhéhte Produktion in den
PBMCs bei der PPMS-Gruppe zu sehen. Diese Beobachtung stimmt mit einer
Studie von Killstein et al. tberein, die 2001 in PPMS- im Vergleich zu RRMS-
Patient/Innen eine erhthte Zytokinproduktion der antiinflammatorischen Zytokine
IL-4 und IL-10 in den CD8+ T-Lymphozyten und eine Inhibition des

proinflammatorischen Zytokins TNF-a beschrieben haben [31].

Wir konnten zeigen, dass die Effekte des IFN-B1b auf die Zytokinmuster sich
abhangig von den Zellsubtypen, also den CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten,

unterscheiden.
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In vielen bisherigen Studien wurden T-Lymphozyten allgemein oder speziell CD4+
T-Lymphozyten untersucht, weil man lange Zeit davon ausging, dass Multiple
Sklerose eine vor allem durch T-Helfer-1 Typ -Lymphozyten vermittelte
Immunerkrankung ist. Diese Zellen kénnen im Tiermodell der MS eine
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) induzieren und sind an der
Entwicklung von Schiben bei RRMS-Patient/Innen beteiligt [1, 32]. Die Rolle der
CD8+ T-Lymphozyten in der Pathogenese der MS wurde lange Zeit wenig
beachtet. 2001 konnte in der experimentellen Forschung beobachtet werden, dass
auch CD8+ T-Lymphozyten eine der MS ahnliche Autoimmunerkankung des ZNS
induzieren konnen [33]. Auch in MS-Léasionen selbst wurden quantitativ mehr
CD8+ als CD4+ T-Lymphozyten gefunden [34-35]. Somit ist es fiir ein besseres
Verstandnis der Immunpathogenese der MS erforderlich, das Verhalten der CD4+-
und der CD8+ T-Lymphozyten zu untersuchen. Dies kann letztlich dazu beitragen
neue Therapieoptionen zu entwickeln [35].

In der vorliegenden Studie hatte IFN-B1b einen geringeren Einfluss auf die CD8+
T-Lymphozyten als auf CD4+ T-Zellen. Lediglich IL-10 in der RRMS-Gruppe
wurde induziert und die IFN-y —Sekretion bei Gesunden sowie die IL-5 Sekretion
in allen Probandengruppen wurden inhibiert. Der geringere Einfluss des IFN-B1b
auf CD8+-T-Lymphozyten stimmt mit friheren Beobachtungen zur Modulation der
Migration durch IFN-f Uberein [19].

Im Gegensatz dazu wurde bei CD4+ T-Zelllen die Sekretion von funf von sechs
Zytokinen durch IFN-B1lb beeinflusst. Die IFN-y- und IL-5-Sekretion der CD4+ T-
Lymphozyten wurde unter IFN-B1b verringert, wahrend IL-4, IL-10 und TNF-a nur
in der RRMS-Gruppe vermehrt freigesetzt wurden.

Einen Einfluss von IFN-B1b auf die PBMCs war in allen drei Probandengruppen
nur bei der TNF-a-Inhibition nachweisbar. Dieses Zytokin, welches vor allem in
den aktiven MS-Lasionen lokalisiert ist, kann durch die Induktion von Apoptose in
Oligodendrozyten zur Demyelinisierung beitragen [36]. Die TNF-a-Produktion der
isolierten Lymphozyten blieb weitgehend unbeeinflusst. Auch andere Studien
beschrieben die Expression der TNF-a-mRNA der PBMC durch IFN-B [37-38].
IFN-B1b scheint, wenn es um die TNF-a-Sekretion geht, keine direkte Wirkung auf
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T-Lymphozyten zu haben. Es lasst sich also vermuten, dass es sich hierbei
maoglicherweise um das von den Monozyten selbst sezernierte TNF-a handelt.

Die IFN-B1b-Wirkung ist jedoch nicht nur abhéangig von der Zellgruppe, sondern

auch von dem Krankheitstyp der Multiplen Sklerose.

Die Induktion der durch Lymphozyten sezernierten antiinflammatorischen
Zytokinen IL-10, IL-4 sowie die Herunterregulierung des proinflammatorischen
Zytokins IFN-y in T-Lymphozyten konnte in der RRMS-Gruppe, nicht jedoch in der
PPMS-Gruppe beobachtet werden. Auch Hamamcioglu et al. machten die
Beobachtung, dass IFN- einen geringeren Einfluss auf Lymphozyten von PPMS-
als auf Lymphozyten von RRMS-Erkrankten hat, welches sie mit einer héheren
Anzahl von Monozyten wie PBMCs gegenuber Lymphozyten in chronischen
Plaques erklarten [39]. Die in allen Zelltypen nachweisbare Induktion von IL-10
war ebenfalls nur in der RRMS-Gruppe sichtbar.

Unerwartet in der vorliegenden Studie war die generelle Inhibition von IL-5. IL-5 ist
ein Interleukin, welches die Reifung und Differenzierung von Eosinophilen
induziert und deswegen eine Rolle in der MS spielen kdnnte, weil vermehrt
Eosinophile in den entziindlichen Nerven und Herden im EAE-Tiermodell und in
der MS gefunden wurden [40]. Glatirameracetat und Mitoxantron bewirken eine
Hochregulierung des antiinflammatorischen Interleukins [41], wie man es auch bei
IFN-B1b erwartet hatte.

In Ubereinstimmung mit unseren Daten zeigten Jansson et al. im Ellispot-Versuch,
dass die IL5-Sekretion von PBMCs bei Interferon- und Glatirameracetat
behandelten Patienten herunterreguliert, die myelinspezifische Antwort jedoch
hochreguliert wurde [42]. Zukunftig sollte dieses Zytokin und seine Rolle in der

Pathogenese der MS genauer untersucht werden.

Ein anderes Zytokin, welches in den letzten Jahren an Bedeutung gewann ist IL-
17. Es wird in aktiven MS-Lasionen sowohl von T-Lymphozyten als auch von
Astrozyten und Oligodendrozyten sezerniert [43]. Im Tiermodell wurde gezeigt,
dass TH1- und TH17-Zellen in der Lage sind, Entziindungen und Paralysen

hervorzurufen [44-45]. Neuere Studien zeigen die Wichtigkeit dieses Zytokins vor
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allem in der Interaktion mit unterschiedlichen Signalkaskaden [46-47]. Anders als
bei Guo et al. und Michalowska et al. konnte in dieser Studie kein signifikanter
Einfluss von IFN-B1lb auf die IL-17-Sekretion von PBMCs oder Lymphozyten in
Abhangigkeit vom Erkrankungstyp beobachtet werden [48-49]. Allerdings ist der
Effekt in der IFN-B-Therapie abhangig von der Serumkonzentration von IL-17.
Hohe Serumkonzentrationen von IL-17 verringern den Benefit der Behandlung
[50]. In der vorliegenden Arbeit wurden im Vergleich zu den anderen Zytokinen
hohe Spiegel gemessen. Moglicherweise hatte dies einen Einfluss auf die Wirkung
des IFN-B.

29



5

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Literaturverzeichnis

Wekerle, H., Intercellular interactions in myelin-specific autoimmunity. J Neuroimmunol,
1988. 20(2-3): p. 211-6.

Kebir, H., et al., Human TH17 lymphocytes promote blood-brain barrier disruption and
central nervous system inflammation. Nat Med, 2007. 13(10): p. 1173-5.

Vartanian, T., et al., Interferon-gamma-induced oligodendrocyte cell death: implications
for the pathogenesis of multiple sclerosis. Mol Med, 1995. 1(7): p. 732-43.

Lucchinetti, C.F., et al., A role for humoral mechanisms in the pathogenesis of Devic's
neuromyelitis optica. Brain, 2002. 125(7): p. 1450-61.

Holman, D.W., R.S. Klein, and R.M. Ransohoff, The blood-brain barrier, chemokines and
multiple sclerosis. Biochim Biophys Acta, 2011. 1812(2): p. 220-30.

Bitsch, A., et al., Acute axonal injury in multiple sclerosis. Correlation with demyelination
and inflammation. Brain, 2000. 123(6): p. 1174-83.

Kurtzke, J.F., Rating neurologic impairment in multiple sclerosis: an expanded disability
status scale (EDSS). Neurology, 1983. 33(11): p. 1444-52.

Traboulsee, A., MRI relapses have significant pathologic and clinical implications in
multiple sclerosis. J Neurol Sci, 2007. 256(1): p. 19-22.

Ebers, G.C., Natural history of primary progressive multiple sclerosis. Mult Scler, 2004.
10(1): p. 8-13.

Del Santo, F., et al., Treatments for relapsing-remitting multiple sclerosis: summarising
current information by network meta-analysis. Eur J Clin Pharmacol, 2011.

Farina, C., et al., Glatiramer acetate in multiple sclerosis: update on potential mechanisms
of action. Lancet Neurol, 2005. 4(9): p. 567-575.

Multiple Sklerose Konsensusgruppe, Escalating immunomodulatory therapy of multiple
sclerosis Update. DMSG, 2006. (34).

Zhou, P.J., et al., Immunomodulatory drug FTY720 induces requlatory CD4(+)CD25(+) T
cells in vitro. Clin Exp Immunol, 2009. 157(1): p. 40-7.

Li, J.M., et al., Mitoxantrone exerts both cytotoxic and immunoregulatory effects on
activated microglial cells. Imnmunopharmacol Immunotoxicol, 2012. 34(1): p. 36-41.
Wolinsky, J.S., The PROMiSe trial: baseline data review and progress report. Mult Scler,
2004. 10(1): p. 65-71..

Rudick, R.A. and S.E. Goelz, Beta-interferon for multiple sclerosis. Exp Cell Res, 2011.
317(9): p. 1301-11.

The IFNB Multiple Sclerosis Study Group and The University of British Columbia MS/MRI
Analysis Group, Interferon beta-1b in the treatment of multiple sclerosis: final outcome of
the randomized controlled trial. Neurology, 1995. 45(7): p. 1277-85.

Stone, L.A., et al., The effect of interferon-beta on blood-brain barrier disruptions
demonstrated by contrast-enhanced magnetic resonance imaging in relapsing-remitting
multiple sclerosis. Ann Neurol, 1995. 37(5): p. 611-9.

Dressel, A., et al., Migration of T-cell subsets in multiple sclerosis and the effect of
interferon-betala. Acta Neurol Scand, 2007. 116(3): p. 164-8.

Zafranskaya, M., et al., Interferon-beta therapy reduces CD4+ and CD8+ T-cell reactivity in
multiple sclerosis. Immunology, 2007. 121(1): p. 29-39.

Wandinger, K.P., et al., Complex immunomodulatory effects of interferon-beta in multiple
sclerosis include the upregulation of T helper 1-associated marker genes. Ann Neurol,
2001. 50(3): p. 349-57.

van Boxel-Dezaire, A.H., et al., Major differences in the responses of primary human
leukocyte subsets to IFN-beta. J Immunol, 2010. 185(10): p. 5888-99.

Axtell, R.C., C. Raman, and L. Steinman, Type | Interferons: Beneficial in Thl and
Detrimental in Th17 Autoimmunity. Clin Rev Allergy Immunol, 2012.

30



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Interferon beta-1b is effective in relapsing-remitting multiple sclerosis. I. Clinical results of
a multicenter, randomized, double-blind, placebo-controlled trial. The IFNB Multiple
Sclerosis Study Group. Neurology, 1993. 43(4): p. 655-61.

Study Group, Randomised double-blind placebo-controlled study of interferon beta-1a in
relapsing/remitting multiple sclerosis. PRISMS (Prevention of Relapses and Disability by
Interferon beta-1a Subcutaneously in Multiple Sclerosis). Lancet 1999. 353(9153): p.678.
Lancet, 1998. 352(9139): p. 1498-504.

Cohen, J.A., et al., Benefit of interferon beta-la on MSFC progression in secondary
progressive MS. Neurology, 2002. 59(5): p. 679-87.

Kappos, L., et al., Interferon beta-1b in secondary progressive MS: a combined analysis of
the two trials. Neurology, 2004. 63(10): p. 1779-87.

Kappos, L., et al., Long-term effect of early treatment with interferon beta-1b after a first
clinical event suggestive of multiple sclerosis: 5-year active treatment extension of the
phase 3 BENEFIT trial. The Lancet Neurology, 2009. 8(11): p. 987-997.

Montalban, X., Overview of European pilot study of interferon beta-1b in primary
progressive multiple sclerosis. Multiple Sclerosis, 2004. 10(3): p. 62-64.

Noronha, A., A. Toscas, and M.A. Jensen, Interferon beta decreases T cell activation and
interferon gamma production in multiple sclerosis. J Neuroimmunol, 1993. 46(1-2): p. 145-
53.

Killestein, J., et al., Intracellular cytokine profile in T-cell subsets of multiple sclerosis
patients: different features in primary progressive disease. Multiple Sclerosis, 2001. 7(3):
p. 145-150.

Kumar, V., K. Stellrecht, and E. Sercarz, Inactivation of T cell receptor peptide-specific CD4
regulatory T cells induces chronic experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). J
Exp Med, 1996. 184(5): p. 1609-17.

Sun, D., et al., Myelin antigen-specific CD8+ T cells are encephalitogenic and produce
severe disease in C57BL/6 mice. J Immunol, 2001. 166(12): p. 7579-87.

Babbe, H., et al., Clonal expansions of CD8(+) T cells dominate the T cell infiltrate in active
multiple sclerosis lesions as shown by micromanipulation and single cell polymerase chain
reaction. J Exp Med, 2000. 192(3): p. 393-404.

Crawford, M.P., et al., High prevalence of autoreactive, neuroantigen-specific CD8+ T cells
in multiple sclerosis revealed by novel flow cytometric assay. Blood, 2004. 103(11): p.
4222-31.

Selmaj, K.W. and C.S. Raine, Tumor necrosis factor mediates myelin and oligodendrocyte
damage in vitro. Ann Neurol, 1988. 23(4): p. 339-46.

Sarchielli, P., et al., Expression of TNF-alpha mRNA by peripheral blood mononuclear cells
of multiple sclerosis patients treated with IFN-beta 1A. Cytokine, 2001. 14(5): p. 294-8.
Ossege, L.M., et al., Immunomodulatory effects of interferon-beta-1b in patients with
multiple sclerosis. Int Inmunopharmacol, 2001. 1(6): p. 1085-100.

Hamamcioglu, K. and A.T. Reder, Interferon-{beta} regulates cytokines and BDNF: greater
effect in relapsing than in progressive multiple sclerosis. 2007. p. 459-470.

Milici, A.J., et al., Early eosinophil infiltration into the optic nerve of mice with
experimental allergic encephalomyelitis. Lab Invest, 1998. 78(10): p. 1239-44.

Wiesemann, E., et al., Correlation of serum IL-13 and IL-5 levels with clinical response to
Glatiramer acetate in patients with multiple sclerosis. Clin Exp Immunol, 2003. 133(3): p.
454-60.

Jansson, A., et al., Elispot assay detection of cytokine secretion in multiple sclerosis
patients treated with interferon-beta 1a or glatiramer acetate compared with untreated
patients. Multiple Sclerosis, 2003. 9(5): p. 440-445.

31



43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Tzartos, J.S., et al., Interleukin-17 production in central nervous system-infiltrating T cells
and glial cells is associated with active disease in multiple sclerosis. Am J Pathol, 2008.
172(1): p. 146-55.

Becher, B. and B.M. Segal, T(H)17 cytokines in autoimmune neuro-inflammation. Curr Opin
Immunol, 2011. 23(6): p. 707-12.

Jager, A., et al., Thl, Th1l7, and Th9 effector cells induce experimental autoimmune
encephalomyelitis with different pathological phenotypes. J Immunol, 2009. 183(11): p.
7169-77.

Wang, H.H., et al., Interleukin-17-secreting T cells in neuromyelitis optica and multiple
sclerosis during relapse. J Clin Neurosci, 2011. 18(10): p. 1313-7.

Steinman, L., Mixed results with modulation of TH-17 cells in human autoimmune
diseases. Nat Immunol, 2010. 11(1): p. 41-4.

Guo, B., E.Y. Chang, and G. Cheng, The type | IFN induction pathway constrains Th17-
mediated autoimmune inflammation in mice. J Clin Invest, 2008. 118(5): p. 1680-90.
Michalowska-Wender, G., et al., Interleukin 17 receptor in multiple sclerosis patients
treated with interferon beta-1a. Folia Neuropathol, 2011. 49(2): p. 138-41.

Axtell, R.C., C. Raman, and L. Steinman, Interferon-beta exacerbates Thl7-mediated
inflammatory disease. Trends Immunol, 2011. 32(6): p. 272-7.

32



6 Zusammenfassung

IFN-B1b hat eine Vielzahl von Effekten auf das Immunsystem, die wir noch nicht
ganz verstehen und deren Auswirkung auf die Behandlung von MS wir nicht
transferieren konnen. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass der Einfluss
des IFN-B1b auf die Zytokinsekretion abhangig vom Krankheits- und Zelltyp ist. In
den Ergebnissen zeigte sich eine deutlich groRere IFN-B1b- Pravalenz in der
RRMS-Gruppe, welches konform zu den bisherigen klinischen Beobachtungen in

der MS-Therapie ist.

Zusammen mit den Beobachtungen der Mitoxantronstudie unterstlitzen diese
Ergebnisse die Hypothese, dass der Schlussel fur die Therapie in der Multiplen

Sklerose auf der immunmodulatorischen Ebene zu finden ist.

Um auch Fortschritte in der Entwicklung wirksamer Langzeittherapien fir PPMS-
Patienten zu machen, ist es wichtig, die Pathogenese der PPMS besser zu
verstehen. Erst das genaue Verstandnis der pathologischen Mechanismen kann
es ermoglichen, neue Angriffspunkte fir Medikamente zu entdecken. Die
Schwierigkeit fir die neuroimmunologische Forschung besteht zusatzlich darin,
dass die Veranderungen bei der PPMS, im Gegensatz zur RRMS, nicht
sprunghaft, sondern schleichend verlaufen und damit klinische Effekte schwerer

zu beurteilen sind.
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Objectives — Mitoxantrone is a cytotoxic drug with immune Greifswald, Germany
modulatory properties used in the treatment of progressive forms of
multiple sclerosis (MS). We explored the effect of mitoxantrone
treatment in MS patients on cytokine patterns induced in peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) and T-cell subsets ex vivo. Materials
and methods — Blood was obtained before mitoxantrone infusion and 6,
12 and 18 days thereafter. Proliferation and prototypic TH1-, TH17-
and TH2-type cytokines were determined following in vitro stimulation

which may contribute to its beneficial effects in MS.

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic disabling
disease that affects young adults with a female
preponderance. Treatment options are limited and
mainly focussed on the early relapsing remitting
stages of the disease. Glatiramer acetate (GA) and
interferon-p (IFNP) are the first-line treatment
options to ameliorate disease activity in the
relapsing remitting stage of MS (1). A shift of
cytokine patterns from proinflammatory THI-
type cytokines to anti-inflammatory TH2-type
cytokines in CD4+ T cells has been clearly
demonstrated for GA, whereas the effects of
IFNB on cytokine production have been less
unambiguous (2-6). More consistently, IFNP
has been shown to decrease the migratory capac-
ity of peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs; 7-10).

38

of PBMC, CD4+ and CD8+ T cells. In addition, a patient cohort
receiving its first mitoxantrone treatment was cross-sectionally
compared with a cohort of patients with more than 1 year of
treatment. Results — Mitoxantrone treatment increased the ex vivo
production of the TH2 cytokines interleukin-4 (IL-4; P < 0.05) and
IL-5 (P < 0.001) in phytohemagglutinin-stimulated CD4+ T cells
within 18 days of treatment. The cross-sectional study revealed that
long-term treatment with mitoxantrone increased the inducibility of
IL-4 and IL-5 secretion by PBMCs and CD4 + T cells even further. No
significant changes were observed for interferon-y, tumour necrosis
factor-o, IL-17 and IL-10. Mitoxantrone did not alter the proliferative
capacity of ex vivo-stimulated T cells. Conclusion — Mitoxantrone
treatment in MS enhances the inducibility of TH2-type cytokines,
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In patients failing immune modulatory treat-
ment or entering the secondary progressive phase
of the disease, cytotoxic immunosuppressants are
often used to treat MS. Although cyclophospha-
mide and azathioprin are used traditionally in
the treatment of MS, mitoxantrone is the only
cytotoxic agent which has been shown to slow
progression and reduce the relapse rate in a
randomized, double-blind, placebo-controlled
phase 3 clinical trial (1, 11). Consequently, it is
the only drug currently approved for secondary
progressive MS in the absence of relapses (11).
Mitoxantrone is an anthrecenedione which inhibits
topoisomerase 2, interferes with DNA replication
and induces DNA strand breaks (12). The duration
of mitoxantrone therapy is restricted, however,
owing to its potential cardiotoxic side effects,
which limit the cumulative life-time dose in
the treatment of MS to 140 mg/m?> (13). The
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elucidation of its mechanism(s) of action in MS
may help in identifying other (cytotoxic) drugs that
could be beneficial in MS.

Although cytotoxic actions of mitoxantrone in
MS are well documented, reports on immune
modulatory effects have been less consistent. The
migration of mononuclear cells (14) and B-cell
function (15) were inhibited by mitoxantrone in
animal studies. Mitoxantrone also induces rapid
cytotoxic effects on PBMCs in MS patients (16). In
1986, differential effects on suppressor and helper
T cells have been reported (17), whereas later
studies have not confirmed changes in the cytokine
network of PBMC or lymphocyte subsets (18, 19).
More recently, though, modulation of the chemo-
kine receptors CXCR1 and CXCR2 has been
described, suggesting additional immune modula-
tory effects of mitoxantrone (20).

The present study was designed to further
investigate short- and long-term effects of mito-
xantrone treatment in MS patients on cytokine
patterns of PBMC. Because there is evidence that
immune modulatory treatments may affect distinct
sets of cytokines in T-cell subsets, cytokine
patterns of CD4+ and CD8+ T lymphocytes
were also investigated (9, 21, 22).

Materials and methods
Patients

Nineteen patients were recruited from the MS
clinics of a university hospital. Patients received
either their first dose of mitoxantrone, or had been
treated for at least 12 months. Blood was sampled
on the day of mitoxantrone infusion before the
drug was applied and on days 6, 12 and 18
thereafter. According to the standard protocol
used in our department, mitoxantrone was given
every 3 months; patients were treated with an
initial dose of 12 mg/m? for three consecutive
cycles. Afterwards the dosage was reduced to
5 mg/m?> as long as patients remained clinically
stable, to extend the treatment period. If severe
lymphocytopenia developed, the dosage was
adjusted accordingly. In the studied patient
cohort, there was a preponderance of female
gender (13 women; 6 men); the majority suffered
from secondary progressive MS (SPMS) and the
median age was 51 years (range 31-70 years). No
patient included in this study had received steroids
within 30 days prior to blood sampling. Detailed
patient characteristics are given in Table 1. Fully
informed consent was obtained from all patients in
writing. The study was approved by the local ethics
committee.
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Table 1 Patient characteristics

Mitoxantrone

MS Dosage,

Sex Age EDSS course Cycle mg/m? Pretreatment
F 46 30 SP 1 12 GLAT
F 46 30 RR 1 12 GLAT
F 52 35 RR 1 12 None
F 66 4.0 Sp 1 12 IFNB-1b
F 70 55 SP 1 12 IFNB-1b
F 70 6.0 SP 1 12 IFNB-1a
F 66 65 SP 1 12 None
F 51 70 PP 1 12 IFNB-1b
F kil 75 Sp 1 12 GLAT
M 35 35 RR 1 12 IFNB-1a
M 40 4.0 N 1 12 None
M 33 6.0 RR 1 12 IFNB-1a
F 48 6.5 SP 5 5 Mitox
F 60 4.0 SP 6 10 Mitox
M 50 75 SP 6 5 Mitox
M 32 70 SP 7 5 Mitox
F 65 75 SP 8 5 Mitox
M 51 6.5 Ny 9 5 Mitox
F 59 70 SP 16 5 Mitox

Pretreatment refers to other disease-modifying medication used in the three pre-
ceding months before recruitment into the study. None of the patients received
steroids in the preceding 30 days or suffered from an acute relapse.

F, female; M, male; MS, multiple sclerosis; Mitox, mitoxantrone; GLAT, glatiramer
acetate (20 mg daily); IFN, interferon B (250 pg of IFNB1b every other day and
44 pg of IFNB-1a thrice a week); RR, relapsing remitting MS; SP, secondary pro-
gressive MS; PP, primary progressive MS; EDSS, Expanded disability status scale.

Cells

PBMCs were isolated by standard Ficoll gradient
centrifugation; CD4+ T cells and CD8+ T cells
were positively selected using the respective
CD4/CD8 Dynabead and Detach-a-Bead Kits
(DYNAL, Oslo, Norway) according to the manu-
facturer’s instructions. Fluorescence-activated cell
sorting (FACS) analysis confirmed that the
enriched CD4+ cell population was in average
95.8% (ranging from 86.4% to 99.5%) CD3+/
CD4+ /CD8- and the enriched CD8+ cell pop-
ulation was in average 90.5% (ranging from 80.7 to
99.1%) CD3+/CD4-/CD8 +.

Cell culture was performed at a cell density of
2% 10° cells per well in 96-well u-bottom plates
(Costar, Corning, NY, USA) with 200 pl of Rose-
well Park Memorial Institute medium supplemented
with 1% glutamine, 1% penicillin, 1% streptomycin
and 10% human AB serum (kindly provided by Prof
A. Greinacher). For the cytokine and proliferation
assays, cells were incubated with either phyto-
hemagglutinin (PHA) (1 pg/ml) or beads coupled
with anti-CD3/anti-CD28 monoclonal antibodies
(CD3/CD28 T-cell expander®; Dynal Biotech;
25 ul/10° cells) and interleukin-2 (IL-2; 10 ng/ml),
according to the manufacturer’s instructions.



Cytokines

Cell culture supernatants were collected after 72 h
of incubation at 37°C, 5% CO,. IL-4, IL-5, IL-10
and tumour necrosis factor (TNF)-o were mea-
sured using the Human Th1/Th2 BD™ Cytomet-
ric Bead Array (CBA; Beckton Dickinson, San
Diego, CA, USA). The cytokines were quantified
by FACS analysis on a Beckton Dickenson FAC-
Scan. Data were evaluated using the CBA software
package provided by Beckton Dickenson. The
linear range of the standard curves spanned from
10 to 10,000 pg/ml.

As the concentrations of IFN-y were constantly
above the linear range of the CBA assay, IFN-y
was measured by ELISA (Biosource, Nivelles,
Belgium), as was IL-17 (eBioscience, Frankfurt,
Germany).

Proliferation

Proliferation was measured by standard *H-thymi-
din incorporation assays. *H-thymidin (Amersham,
Braunschweig, Germany) was added at 72 h
and incorporation was determined on a Wallac
1409 liquid scintillation B-counter (PerkinElmer
Waltham, MA, USA) after additional 18 h of
incubation. Proliferation was evaluated as stimula-
tion index (SI) calculated as counts per minute
(CPM) with stimulans/CPM without stimulans.

Statistical analysis

As a large proportion of the data deviated from the
Gaussian distribution according to the Kolmogo-
rov Smirnov test, all data were analysed using
Friedmann test with Dunn’s multiple comparison
test as post test. Missing data were handled using
the last observation carried forward method. The
comparison of two sets of data was performed
using paired or unpaired Student’s ¢-test or Mann—
Whitney test, as appropriate. All analyses were
carried out using the software GraphPad-PRISM
5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). A value of P < 0.05 was regarded as
significant.

Results
Short-term effects of mitoxantrone

As expected, leukocyte counts in peripheral blood
were decreased in all patients 2 weeks following
mitoxantrone application. Compared with pre-
treatment values absolute numbers of lymphocytes
declined by 26-81% (52% + 4.0% mean + SE).
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The decline tended to be more pronounced in the
dose of 12 mg/m” than in the cohort that had
received the reduced dose of 5mg/m’ (58% +
5.5% vs 41% £ 2.8%; P = 0.0534).

Ex vivo proliferative capacity is not inhibited following
mitoxantrone infusion

PBMC, CD4+ T cells and CD8+ T cells were
isolated before and 6, 12 or 18 days following
mitoxantrone application and stimulated with
PHA, or a combination of anti-CD3 and anti-
CD28 monoclonal antibodies. Under both condi-
tions the proliferative capacity that is represented in
the SI was not inhibited compared with pretreat-
ment values (Fig. 1). A subanalysis of patients who
had received the high dose of 12 mg/m? confirmed
the finding that mitoxantrone did not impair the
ex vivo proliferative response (Fig. 1).

Mitoxantrone induces TH2-type cytokines in CD4+ T cells

CD4+ T cells from mitoxantrone-treated patients
responded to PHA stimulation with an induction of
IL-4 secretion after mitoxantrone infusion. Also, IL-
5 release was enhanced on day 18 compared with
pretreatment values (median 0.0 pg/ml before treat-
ment compared with 24.0 pg/ml 18 days after
mitoxantrone infusion; P < 0.05). Increases of
IL-5 release were even more pronounced (11.0
pg/mlvs43.0 pg/ml; P < 0.01; Fig. 2). Incontrast,
the ex vivo induction of the proinflammatory cyto-
kines IL-17 and IFN-y remained unaltered (Fig. 2)
as were TNF-a and IL-10 production (data not
shown). Cytokine secretion patterns of PBMC
and CD8+ T cells, however, remained largely
unaffected (Fig. 2). The stimulation of blood cell
subsets via the T cell receptor (TCR) with anti-
CD3/anti-CD28 antibodies produced similar trends
but generally lower responses (data not shown).

Long-term effects of mitoxantrone treatment on immune cell
proliferation and cytokine patterns

To study long-term effects of mitoxantrone on
PBMC and T-cell subsets, a cross-sectional anal-
ysis was performed, comparing MS patients who
were scheduled to receive their first dose of
mitoxantrone with patients on treatment for at
least 12 months. The proliferative response and the
cytokine patterns of PBMC, CD4+ and CD8+
T-cell subsets were investigated in blood samples
obtained before the administration of mitoxan-
trone. Following long-term treatment, the cytokine
patterns elicited by PHA and TCR stimulation
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Figure 1. Proliferative responses (A-C) expressed as stimulation index in ex vivo PHA-stimulated peripheral blood mononuclear cells
(PBMC: A, D), CD4+ T cells (B, E) and CD8 + T cells (C, F). Cells were obtained before administration of mitoxantrone and on
days 6, 12 and 18 thereafter. Mitoxantrone dosage was either 5 mg/m? (grey) or 10 and 12 mg/m? (black). CPM for the different
conditions in the proliferation assay was as follows (mean + SE): PBMC: no stimulans — 1334 + 382; CD3/CD28 stimulation
33,309 + 2992; PHA stimulation, 61656 + 3508; CD4+ T cells: no stimulans — 1761 + 506; CD3/CD28 stimulation,
58,757 4 2442; PHA stimulation, 36,549 + 3446; CD8+ T cells: no stimulans, 900 + 276; CD3/CD28 stimulation, 45,154 + 4831;

PHA stimulation, 31,326 + 3615.

were shifted towards a TH2 profile, whereas the
proliferative responses of PBMC and T cells
remained unchanged (Fig. 3). Assessment of cyto-
kine production revealed a significantly increased
secretion of the TH2-type cytokines IL-4 and IL-5
in PBMC and CD4+ T cells, whereas THI-type
cytokines and IL-17 were not affected (Fig. 3). The
cytokine production of CD8+ T cells was not
modified (Fig. 3).

Discussion

The TH2-type cytokines IL-4 and IL-5 are consid-
ered to be beneficial in MS. IFN-y represents the
prototypic TH1-type cytokine; IL-17 characterizes
proinflammatory TH17 cells, a set of T cells which
is distinct from the THI cells (23). In MS, THI-
type cytokines as well as IL-17 are thought to
contribute to the immunopathogenesis of lesion
formation (24-26).

In this study mitoxantrone treatment in MS
patients shifted the cytokine profile, which could be
elicited CD4+ T cells and PBMC ex vivo, towards
a TH2 profile. Within 3 weeks of mitoxantrone
administration, IL-4 and IL-5 became strongly
inducible in CD4+ T cells. Effects on IL-17 and
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IL-10 were weak and we observed no alteration of
IFN-y secretion. Also, PBMC and CD4+ T cells
from patients treated for more than | year with
mitoxantrone (obtained 3 months after the last
treatment cycle) released three to four times more
IL-4 and IL-5 than those from patients without
mitoxantrone therapy. Again, the inducibility of
THI-type cytokines and IL-17 was not altered.
Together these observations add evidence to the
hypothesis that in addition to the cytotoxic action
of mitoxantrone a sustained immune modulatory
effect contributes to the drug’s beneficial impact on
MS.

Cytokine patterns of CD8+ T cells were not
altered by mitoxantrone, supporting the emerging
concept that treatments which ameliorate MS can
exert differential effects on T-cell subsets (9, 21, 22,
27).

Previous studies that have addressed the influ-
ence of mitoxantrone on the cytokine balance
in vitro or ex vivo did not detect significant changes.
Twenty-four hours of mitoxantrone exposure at
the end of a 5-day in vitro culture had no effect on
IL-4 or IFN-y transcription (19). The current
study, however, investigated the effects of mito-
xantrone treatment in vivo, which resulted in an
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Figure 2. Production of cytokines in ex vivo PHA-stimulated peripheral blood mononuclear cells (A, D, G, J), CD4+ T cells (B, E,
H, K) and CD8+ T cells (C, F, 1, L). Cells were obtained before administration of mitoxantrone (grey) and on days 6, 12 and 18
thereafter (black). *P < 0.05; **P < 0.01. Depicted are medians and interquartile ranges.

increased capacity to secrete IL-4 and IL-5 ex vivo.
In agreement with our findings, a previous ex vivo
study did not observe changes in IL-10 production,
whereas IL-4 and IL-5 were not investigated (18).

The alterations of cytokine patterns described
here cannot be explained by mitoxantrone
cytotoxicity alone (i) as we observed a net increase
of cytokine release and (ii) as the proliferative
capacity of the blood cells was not significantly
inhibited.

The latter observation needs to be reconciled
with the well-known cytotoxic effect of mitoxan-
trone that is also reflected in the drop of leukocyte
counts in this study. Chan et al. describe a rapid
inhibition of the proliferative responses of PBMC
within 1 h of mitoxantrone infusion in MS
patients. Two weeks after mitoxantrone adminis-
tration, however, the results for ex vivo prolifera-
tion and apoptosis are less consistent and patient
numbers are small. In two out of four patients

4
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Figure 3. Proliferative responses expressed as stimulation index after ex vivo stimulation with PHA (A-C) and the production of
cytokines in ex vivo PHA-stimulated peripheral blood mononuclear cells (D, G, J, M), CD4+ (E, H, K, N) and CD8 + T cells (F, I,
L. O). Cells were obtained before the first ever administration of mitoxantrone (grey) or after > 1 year of mitoxantrone treatment
(black) immediately before the next administration of the drug. *P < 0.05. Depicted are medians and interquartile ranges.

proliferation was inhibited in PHA-stimulated
PBMC, whereas more cell death was observed
following TCR-mediated stimulation in all four
individuals (16). Also, the cytotoxic effect of
mitoxantrone preferentially affects B cells, which
were not investigated here (15, 16, 19). Therefore,
the available evidence suggests that mitoxantrone
induces rapid cell death, whereas the proliferative
capacity of the surviving lymphocytes remains
largely unaffected. These surviving CD4+ lym-
phocytes appear primed to secrete TH2-type cyto-
kines. It remains to be determined whether this is
because of a selective survival of TH2-primed
CD4+ T cells or whether the cytokine patterns of
individual cells are shifted towards a predominance
of IL-4 and IL-5 secretion.

Cyclophosphamide, another cytotoxic agent
used in the treatment of MS, also induces TH2
cytokines. These are thought to contribute to the
therapeutic effects of the drug (28-30). As we
provide evidence that mitoxantrone induces similar
alterations, this feature could serve as a lead for the
selection of cytotoxic drugs for clinical trials in
MS.

242

43

In summary, this study shows that IL-4 and
IL-5 are readily induced in CD4+ T cells
following mitoxantrone treatment of MS
patients. In addition, patients on long-term
therapy (at least 1 year) developed an enhanced
IL-4 and IL-5 response in PBMC and CD4+ T
cells as compared with mitoxatrone-naive MS
patients. We conclude that a shift in the cytokine
balance towards a TH2 profile could be one
mechanism of action underlying the beneficial
effects of mitoxantrone in MS.
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Abstract

The influence of interferon (IFN)-B on cytokine release by immune cells remains controversial. This study compared
IFN-B1b effects on mononuclear cells, CD4+ and CD8+ T cells derived from healthy controls and relapsing-remitting
multiple sclerosis (RRMS) and primary progressive multiple sclerosis (PPMS) patients. Effects of IFN-f b (0-10,000 U/ml)
on cytokine release were determined in cell culture. IFN-B1b inhibited IFN-y and induced interleukin (IL)-4 selectively
in RRMS-derived CD4+ T cells. IL-10 was significantly induced in all cell populations from RRMS but only marginally in
PPMS. IL-5 was always inhibited; IL-17A remained unaltered. These in vitro data parallel clinical observations that IFN-f}

is most effective in RRMS.
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Introduction

Interferon-p (IFN-B) treatment exerts a proven beneficial
effect in relapsing-remitting MS (RRMS) but not pri-
mary progressive MS (PPMS).!"2 IFN-B is a pleiotropic
cytokine altering the regulation of several hundred
genes in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).}
Functional in vitro and ex vivo studies have demonstrated
that IFN-p interferes with T-cell activation and migration
while data on alterations in cytokine patterns remain
contradictory.*¢

We designed this study to elucidate whether the effects
of IFN-B on cytokine profiles are dependent on lymphocyte
subtype and disease course. Therefore, cytokine secretion
patterns of CD4+ and CD8+ T cells derived from different
donor groups (healthy controls, RRMS, and PPMS) were
analyzed in a highly standardized assay.

Materials and methods

Nineteen RRMS (age 37 [19-54], Expanded Disability
Status Scale [EDSS] 1.5 [0.0-4.0]), nine PPMS patients
(age 43 [32-61], EDSS 4.0 [3.5-8.0]) and 10 healthy

controls (age 33 [24-56]) (median [range]) were
recruited. Patients were clinically stable and naive to
immunomodulatory and immunosuppressive treatments,
and had not received steroids during the 30 days prior to
blood sampling. The study was approved by the local
ethics committee. Participants provided written informed
consent.

PBMCs were isolated by standard Ficoll gradient cen-
trifugation. CD4+ or CD8+ T-lymphocytes were isolated
using the Dynabead and Detach-a-bead kit (Dynal, Oslo,
Norway). The purity of T-lymphocyte subsets was >80%,
as assessed by Fluorescence-activated cell sorter (FACS).
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Cell activation was induced via the T cell receptor
(TCR) by CD3/CD28 Dynabeads (Dynal, Oslo, Norway)
in the absence or presence of increasing concentrations
(1001U/ml to 10,0001U/ml) of IFN-B1b (Betaferon®,
Bayer Schering Pharma, Berlin, Germany). In some exper-
iments, Phytohemagglutinin (PHA) (1 pg/ml) was used
instead of CD3/CD28 Dynabeads. For each condition, a
control experiment was performed with non-stimulated
cells.

Proliferation was determined by a standard 72-h
3H-thymidine incorporation assay.

Interleukin (IL)-4, IL-5, IL-10 and tumor necrosis factor
(TNF)-a were determined by human TH1/TH2 BD™ CBA
(Becton Dickinson, San Diego, CA) on a Becton Dickinson
FACScan. IFN-y and IL-17A were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (Biosource Europe
S.A., Nivelles, Belgium and Natu Tec, eBiosience,
Frankfurt/Main, Germany). Cytokine concentrations were
calculated as [cytokine concentration (With stimulants)]  —
[cytokine concentration (Vithout stimulants)]

Statistical analysis was performed for paired observa-
tions using Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Software, La
Jolla, CA, USA). Friedmann tests with Dunn’s post tests
were applied to analyze the data since the majority did not
show a Gaussian distribution.

Results

Proliferation was inhibited by IFN-B1b. In TCR-stimulated
cells, a mild dose-dependent effect was observed.
Proliferation in PHA-stimulated cells was already impaired
at the lowest IFN-B1b concentration. To minimize toxic
effects of IFN-f1b on cytokine patterns, all subsequent
analyses were performed with the more physiological anti-
CD3/ anti-CD28 stimulation.

In the absence of IFN-Blb, cytokine secretion by
PPMS-derived cells differed from controls. PBMC from
PPMS secreted more IL-4 (67 [17.5-126.7] vs. 0 [0-
5]pg/ml; p < 0.001), more IL-5 (304 [122-580] vs. 40
[28-84]pg/ml; p < 0.001) and more IL-10 (54 [34-79]
vs. 0 [0-7] pg/ml; p <0.001). CD8+ T-cells released less
IFN-y (0 [0-95] vs. 180 [97-396]pg/ml; p < 0.05:
(median [interquartile range]). No differences were
observed between healthy controls and RRMS-derived
cells (data not shown).

IFN-B1b inhibited TNF-a secretion in PBMCs from all
donor groups (healthy p = 0.0002; RRMS p < 0.0001;
PPMS p = 0.0014; Figure la—c). TNF-o production by
isolated T cells was detectable but not altered by IFN-B1b
(data not shown).

Starting at a concentration of 100 U/ml, IFN-B1b inhib-
ited IFN-y, the prototypical TH1 type cytokine, in CD4+

T cells derived from RRMS patients (p = 0.0007, Figure le),
but not PPMS patients (p > 0.05, Figure 1f). In CD4+ T
cells from healthy controls, IFN-B1b induced a trend
towards lower IFN-y secretion (p = 0.0734, Figure 1d). In
CD8+ T cells from healthy donors, a dose-dependent
increase of IFN-y was observed (p = 0.0123). CD8+ T
cells derived from RRMS (p = 0.0947) and PPMS (p =
0.1285) patients exhibited a similar trend. In contrast,
IL-17A remained unchanged (data not shown).

A dose-dependent induction of IL-10 by IFN-y was
observed in all cell types from RRMS patients (PBMCs p <
0.0001; CD4+ T cells p < 0.0001; CD8+ T cells p < 0.0001)
and in CD4+ T cells from healthy controls (p = 0.0006), but
not in PPMS-derived cells (Figure 1j-r).

IFN-P did not induce significant changes in IL-4, the
prototypical TH2 type cytokine, with the exception that
10,000 IU/ml of IFN-B1b induced IL-4 in CD4+ T cells
derived from RRMS patients (p = 0.0005; Figure 2a—c).

One of the most consistent findings was the inhibition
of IL-5 by IFN-B; this was most pronounced in
PBMC but also seen in all other cell types investigated
(Figure 2d-1).

Discussion

The current study, which applied a highly standardized in
vitro assay, demonstrates distinct IFN-B1b effects on
cytokine induction, depending on immune cell type and
donor group. This is in line with recent reports demonstrat-
ing cell type-specific activation of signal cascades by [FN-
B and activation pathway-dependent responses to IFN-p
treatment.”®

In general, CD8+ T cells appeared less susceptible than
CD4+T cells to IFN-B1b. Also, TNF-a release from PBMC,
but not isolated T cells, was inhibited by IFN-B1b. Together
with observations in PBMCs of IFN-p treated MS patients,’
our results suggest that the inhibitory effect of IFN-B on
TNF-y release is not directly exerted on T cells, but requires
other cells included in PBMCs.

The inhibition of IL-5 release was unexpected because
IL-5 is considered a TH2-type cytokine. However, enhanced
IL-5 production was seen in T cells from patients with
active MRI lesions, suggesting a role for IL-5 in the immu-
nopathogenesis of MS.!” Future studies are required to
clarify the role of IL-5 in autoimmunity.

For some cytokines critical in MS, the alterations
induced by IFN-B were related to the MS type. In CD4+ T
cells, IL-10, a cytokine considered beneficial in MS, was
induced in RRMS and controls, but not in PPMS. The inhi-
bition of IFN-y, a cytokine considered detrimental in MS,°
was solely observed in RRMS-derived CD4+ T cells. These
observations are intriguing as they correlate with clinical
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Figure |. Effect of IFN-B1bon TNF-a, IFN-y and IL-10 production.
a—c:TNF-a production in anti-CD3/anti-CD28-stimulated PBMCs from (a) healthy controls (n = 10), (b) RRMS patients (n = 19),and (c) PPMS

patients (n = 9).

d-i: IFN-y production in anti-CD3/anti-CD28-stimulated CD4+ T cells (d-f) and CD8+ T cells (g-i) from (d,g) healthy controls (n = 10), (e,n) RRMS
patients (n = 19),and (f,i) PPMS patients (n = 9).
j=r:1L-10 production in anti-CD3/anti-CD28-stimulated PBMCs (j-I), CD4+ T cells (m-o0),and CD8+ T cells (p-r) from (j,m,p) healthy controls (n =
10), (k,n,q) RRMS (n = 19),and (l,0,r) PPMS (n = 7).
Data are depicted as medians and interquartile ranges. *p < 0.05, *p < 0.01,** < 0.001.
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Figure 2. Effect of IFN-B1b on IL-4 and IL-5 production.

a—c: IL-4 production in anti-CD3/anti-CD28-stimulated CD4+ T cells from (a) healthy controls (n = 10), (b) RRMS (n = 19) and (c) PPMS (n = 9).
d-I: IL-5 secretion of PBMCs (d—f), CD4+ T cells (g—i),and CD8+ T cells (j-I) from (d.g,j) controls (n = 10), (e,h,k) RRMS (n = 19),and (f,i,l) PPMS
(n=9forfizn=7forl).

Data are depicted as medians and interquartile ranges. *p < 0.05, **p < 0.01,*p < 0.001.
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»Erkenntnis ist eine Sonne, die den Menschengeist erleuchtet;
sie breitet nach allen Richtungen hin ihre glanzenden Radien
aus; sie erfullt mit ihrer Klarheit die Welt, und der Geist
schwimmt auf ihren hellen Strahlen und badet sich im

Lichtmeer."

Ludwig Bechstein (1801-1860), deutscher Schriftsteller und Bibliothekar



