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[EINLEITUNG]

1 EINLEITUNG

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems mit bisher ungeklarter Atiologie [1]. Weltweit sind tiber zwei Millionen
Menschen betroffen und bei jungen Erwachsenen stellt die MS die h&ufigste Ursache fiir
nicht traumatische Behinderungen dar [2-4].

Basierend auf dem Krankheitsverlauf kann zwischen der schubférmig remittierenden MS
(relapsing remitting multiple sclerosis, RRMS), der sekund&r progredienten MS
(secondary progressive multiple sclerosis, SPMS) und der primér progredienten MS
(primary progressive multiple sclerosis, PPMS) unterschieden werden. Bei 85 % der
Patienten liegt initial eine RRMS vor. Diese ist gekennzeichnet durch eine akute
Verschlechterung der neurologischen Symptomatik in Form von Schilben. Zwischen den
Schiben kommt es zu keiner klinischen Verschlechterung der Symptomatik. Im
naturlichen Verlauf entwickelt etwa die Halfte der RRMS Patienten innerhalb von 10
Jahren eine sekundare Progredienz. Hierbei kommt es zu einer Abnahme der Schubrate,
die allerdings mit einer Verschlechterung der klinischen Symptomatik zwischen den
Schiiben einhergeht. Im Verlauf konnen die Schibe ganz ausbleiben. 15 % der Patienten
leiden von Beginn an an einer PPMS, die durch eine kontinuierliche Progredienz der

Erkrankung ohne das Auftreten von Schiiben gekennzeichnet ist [5].

Bis heute ist eine kurative Therapie der MS nicht mdglich. Die medikamentdse
Behandlung zielt daher auf die Reduktion der Schubrate, die Verlangsamung des
Krankheitsverlaufs, die mdoglichst  vollstindige  Ruckbildung  schubassoziierter
Symptomatik und die symptomatische Therapie bleibender Beeintrachtigungen ab. Man
unterscheidet in der Therapie der MS zwischen der verlaufsmodifizierenden Therapie, die
als Dauertherapie auch in Phasen ohne klinische Krankheitsaktivitat fortgefihrt wird und
einer Schubtherapie, die nur bei akut auftretenden Schiben Anwendung findet [6].

Ziele der verlaufsmodifizierenden Therapie der RRMS sind die Reduktion der Schubrate
und die allgemeine Verlangsamung des Krankheitsverlaufes. Als verlaufsmodifizierende
Basistherapeutika bei milden oder moderaten RRMS Verlaufsformen stehen zurzeit
unterschiedliche Beta-Interferon-Préparate, Glatirameracetat, Dimethylfumarat und
Teriflunomid zur Verfligung. Bei Therapieversagen der Basistherapeutika oder primar

hochaktivem Verlauf kénnen Natalizumab, Fingolimod oder Alemtuzumab verwendet
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werden. Als Mittel zweiter Wahl steht Mitoxantron zur Verfugung. Zur Behandlung der
SPMS bei Verlaufen mit Schiiben sind Beta-Interferon-Praparate und Mitoxantron Mittel
der ersten Wahl, fir Verlaufe ohne Schiibe kann Mitoxantron erwogen werden.
Cyclophosphamid kann bei schweren RRMS und SPMS Verldufen als Heilversuch
eingesetzt werden [6]. Darlber hinaus wird Daclizumab zeitnah als weitere therapeutische
Option fir RRMS Patienten zur Verfugung stehen [7,8]. Die mdgliche Zulassung von
Ocrelizumab zur Behandlung der RRMS und PPMS wird aktuell von der amerikanischen
(Food and Drug Administration, FDA) und von der européischen
Arzneimittelzulassungsbehorde (European Medicines Agency, EMA) geprift [9].

Die Therapie akuter Schibe hat eine Verkirzung der Schubdauer sowie eine moglichst
vollstandige Ruckbildung der Schubsymptomatik zum Ziel. Dazu wird hochdosiertes
Methylprednisolon fur drei bis maximal funf Tage intravends verabreicht. Kommt es
dadurch nicht zu einer zufriedenstellenden Ruckbildung der schubassoziierten Defizite ist
eine wiederholte Methylprednisolonbehandlung indiziert. Bei weiterhin unzureichender
Rickbildung der neurologischen Symptomatik stellt die Plasmapherese eine weitere

Therapieoption dar [6].

Ein weiteres Medikament, das in einer klinischen Phase 11l Studie (CLARITY, Cladribine
tablets treating MS orally) auf seine Wirksamkeit in der Therapie von MS getestet wurde,
ist Cladribin (2-Chlor-2'-desoxyadenosin), ein synthetisches Purinnukleotid-Analogon zu
Desoxyadenosin [10]. Cladribin wirkt auf proliferierende und ruhende Lymphozyten sowie
auf Monozyten und dendritische Zellen zytotoxisch [11-14]. Aufgrund dieser Wirkung
wurde es bisher hauptsachlich zur Behandlung hamatologischer Malignome wie der
Haarzellleukamie, der chronisch lymphatischen Leukdmie und der chronischen und akuten
myeloischen Leukamie verwendet [15].

Im Rahmen der CLARITY Studie bewirkte Cladribin eine signifikante Reduktion der
Schubrate, der Magnetresonanztomographie (MRT)-Aktivitat und der
Behinderungsprogression in RRMS Patienten [10,16]. Darlber hinaus zeigte sich eine
signifikante Erhohung des Anteils an Patienten ohne nachweisbare Krankheitsaktivitat
[17]. Allerdings traten im Vergleich zur Placebogruppe auch vermehrt unerwiinschte
Nebenwirkungen wie z.B. Lymphopenien und Herpes zoster Infektionen auf. Auch eine
eventuell hohere Wahrscheinlichkeit an einem Tumor zu erkranken, konnte in der initialen

Zulassungsstudie nicht ausgeschlossen werden [10,18]. Sowohl die FDA als auch die EMA
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schatzten das Nutzen-Risiko-Profil daher im Jahr 2011 als unzureichend ein, weshalb
Cladribin initial nicht zur Behandlung der RRMS zugelassen wurde [19,20]. Daraufhin
entschied Merck KGaA vorerst die Weiterentwicklung des Medikaments fur die
Behandlung der MS einzustellen [20].

Im Juli 2016 stellte der Hersteller allerdings bei der EMA einen erneuten Antrag auf
Marktzulassung von Cladribintabletten fur die MS Therapie. Dabei begriindete er seine
Entscheidung mit dem Vorliegen neuer Daten zur Wirksamkeit und Sicherheit von
Cladribin, die es 2011 in diesem Umfang noch nicht gegeben hatte. Der Antrag beinhaltete
neben der CLARITY Studie Daten aus zwei weiteren Phase Il Studien [CLARITY
EXTENSION (Verlangerung der CLARITY Studie) und ORACLE-MS (Oral cladribine in
early MS)], einer Phase 1l Studie (ONWARD, Oral cladribine added on to interferon beta-
la in patients with active relapsing disease) und dem Langzeitregister PREMIERE
(Prospective observational long-term safety registry of MS patients who have participated
in cladribine clinical trials) [21]. Nicht zu allen genannten Studien liegen zum jetzigen
Zeitpunkt vollstandig publizierte Ergebnisse vor. Die CLARITY EXTENSION Studie
hatte die Untersuchung der Wirksamkeit und Sicherheit einer verlédngerten
Cladribintherapie zum Ziel [22,23]. Der Effekt von Cladribin auf die Zeit bis zur
Konversion zu einer klinisch definierten MS bei Patienten mit klinisch isoliertem Syndrom
(clinically isolated syndrom, CIS) wurde im Rahmen der ORACLE-MS Studie untersucht.
Es zeigte sich eine signifikante Verzogerung bis zur Konversion zu einer klinisch
definierten MS in cladribinbehandelten Patienten verglichen mit Placebo [24]. Die
ONWARD Studie testete die Wirksamkeit und Sicherheit einer kombinierten Therapie von
Cladribin mit Interferon-Beta in RRMS Patienten [25]. Weitere sicherheitsrelevante
Informationen lieferte das Langzeitregister PREMIERE, welches Daten von Patienten
erhob, die an einer der vorigen Cladribinstudien teilgenommen hatten [26].

Weitere Informationen zum moglicherweise erhohten Krebsrisiko durch eine
Cladribintherapie lieferte eine Metaanalyse der klinischen Phase 111 Studien von Cladribin,
Alemtuzumab, Dimethylfumarat, Fingolimod, Glatirameracetat, Natalizumab und
Teriflunomid hinsichtlich aufgetretener Karzinome. Dabei konnte keine Erhohung des
Krebsrisikos in der Gruppe cladribinbehandelter Patienten verglichen mit den
Behandlungsgruppen (Placebo und Verum) der Vergleichsstudien beobachtet werden [27].
Die genauen Wirkmechanismen, die den positiven Effekten von Cladribin auf RRMS

Patienten zugrunde liegen, sind bisher ungeklart. In der CLARITY Studie bewirkte
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Cladribin einen langfristigen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf trotz kurzer
Anwendungsdauer [10,16,17]. Patienten erhielten Cladribin in zwei oder vier Zyklen
innerhalb der ersten 48 Wochen gefolgt von zwei Zyklen in den Wochen 48 und 52. Der
bekannte zytotoxische Cladribineffekt zeigte sich wéhrend der Studie durch eine Abnahme
der Lymphozytenzahlen in behandelten MS Patienten [10]. Unbekannt ist jedoch, ob
Cladribin neben diesem immunsuppressiven Effekt auch eine immunmodulatorische
Wirkkomponente aufweist.

Fur andere in der MS Therapie eingesetzte zytostatische Medikamente wie Mitoxantron
und Cyclophosphamid wurde neben den zytotoxischen Effekten beispielsweise eine
Beeinflussung des  Zytokinprofils  beschrieben  [28-30]. So konnte nach
Mitoxantronbehandlung eine Erhéhung der Interleukin (IL)-4 und IL-5 Sekretion in cluster
of differentiation (CD)4" T-Zellen behandelter MS Patienten ex vivo nachgewiesen werden
[28]. Eine Behandlung mit Cyclophosphamid bewirkte ex vivo eine Abnahme der
Interferon (IFN)-y und eine Zunahme der IL-4, IL-5 und IL-10 Ausschittung in peripheren
mononukledren Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) und eine
Abnahme der IL-12 Sekretion in Monozyten von behandelten MS Patienten verglichen mit
unbehandelten Patienten [29,30].

Fur Cladribin zeigten verschiedene Arbeitsgruppen eine Abnahme von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Adhdsionsmolekiilen [31-33]. Darber
hinaus wiesen Kopadze et al. in vitro eine Reduktion der Migrationskapazitit in
cladribinbehandelten PBMCs nach [34]. Allerdings lasst das Studiendesign der
verschiedenen Untersuchungen z.B. die Durchfihrung der Experimente unter dauerhafter
Cladribinanwesenheit oder mit bereits zytotoxisch wirkenden Cladribinkonzentrationen
eine sichere Abgrenzung von mdglichen immunmodulatorischen zu zytotoxischen
Cladribineffekten nicht zu [31-34].

Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob Cladribin zusétzlich zu den bekannten
immunsuppressiven Eigenschaften immunmodulatorische Effekte aufweist. Eigene
Vorarbeiten im Rahmen einer Bachelorarbeit zum Thema ,,Zytotoxische Effekte von
Cladribin auf humane periphere mononukledre Zellen und T-Zell-Subpopulationen in
vitro“ beschiftigten sich mit dem direkten Effekt von Cladribin auf die Proliferation
unstimulierter und stimulierter PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen. Dazu wurden

unstimulierte und mit 1 pg/ml anti(o)-CD3/a-CD28-Antikorpern, 2 pg/ml a-CD3/a-
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CD28-Antikérpern oder 1 pug/ml Phytohamagglutinin (PHA) stimulierte PBMCs, CD4" T-
Zellen und CD8" T-Zellen fir 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden
Cladribinkonzentrationen inkubiert. Es zeigte sich eine dosisabhéngige Abnahme der
Proliferation nach 72 Stunden fir alle Zellpopulationen sowohl mit als auch ohne Stimuli
[35,36]. Die Stimulation mit 2 pg/ml a-CD3/a-CD28-Antikorpern bewirkte keine
Veranderungen im Proliferationsverhalten, verglichen mit der Stimulation mit 1 pg/ml a-
CD3/a-CD28-Antikorpern [35]. Deshalb wurde in der hier préasentierten Arbeit eine
Konzentration von 1 pg/ml fur die Stimulation mit a-CD3/a-CD28-Antikorpern
verwendet. Des Weiteren bewirkte eine Inkubation von stimulierten Zellen mit einer
Cladribindosis tiber 5x10” M ein Absinken der Proliferation auf das Niveau unstimulierter,
unbehandelter Zellen, weshalb in den im Folgenden présentierten Versuchen 5x107 M

Cladribin als héchste Konzentration verwendet wurde [35,36].

2 FRAGESTELLUNG DER DISSERTATIONSARBEIT

Ziel dieser Dissertationsarbeit war es zu untersuchen, ob Cladribin neben den bekannten
zytotoxischen Wirkmechanismen auch immunmodulatorische Effekte besitzt, welche
mitverantwortlich fur die positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufes in RRMS
Patienten im Rahmen einer Cladribintherapie sein konnten. Dazu wurde ein
experimentelles Design entwickelt, in dem nach einer initialen in vitro Exposition mit
Cladribin die langfristigen Zelleffekte in Abwesenheit des Medikaments untersucht
wurden. Dies hatte zum Ziel eine sichere Abgrenzung zwischen immunmodulatorischen
und immunsuppressiven Cladribineffekten zu ermdglichen. Bisherige Untersuchungen zu
diesem Thema lieBen aufgrund der gewdéhlten Versuchsbedingungen (z.B. die
Durchfuhrung der Experimente unter dauerhafter Cladribinanwesenheit oder mit bereits
zytotoxisch wirkenden Cladribinkonzentrationen) keine sichere Unterscheidung zwischen

diesen beiden Effekten zu.

Um die sichere Unterscheidung zu ermdglichen, sollte daher nach mdglichen
immunmodulatorischen  Effekten von Cladribin  aullerhalb  des zytotoxischen
Wirkungsbereiches des Medikaments gesucht werden. Dazu wurde zunéchst der direkte
Effekt einer Behandlung mit klinisch relevanten Cladribinkonzentrationen auf das
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Apoptoseverhalten von PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen in vitro untersucht.

AnschlieBend wurden die Auswirkungen dieser initialen Cladribinbehandlung auf das

langfristige Proliferationsverhalten tberlebender PBMCs in Abwesenheit von Cladribin in

vitro getestet. Weitergehend erfolgte die Untersuchung des Zytokinsekretionsverhaltens

Uberlebenden PBMCs in vitro, welche ebenfalls ausschliellich einer initialen

Cladribinexposition ausgesetzt waren.

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Laborgerate

Analysenwaage Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Autoklav 2540 EL Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
FACScan Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

Flockeneisbereiter KF85

Migel, Brannenburg, Deutschland

Handstiickzahler

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Harvester

Perkin EImer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

Kihlschranke

Liebherr, Bulle, Schweiz

Philipp Kirsch GmbH, Offenburg,
Deutschland

Lichtmikroskop Hund

Wetzlar und Carl Zeiss, Jena, Deutschland

Magnetrihrer (MR 3001) mit Heizplatte

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Microbeta® Plate Counter

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Rotor Dynal, Oslo, Norwegen

Sterilwerkbank Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Vakuumpumpsystem Vakubrand GmbH, Wertheim, Deutschland
\Vortexer IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Biofuge fresco

Thermo Electron Corporation, Osterode,
Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Megafuge 1.0/1.0R

Thermo Electron Corporation, Osterode,
Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Pico 17 Centrifuge

Thermo Electron Corporation, Osterode,
Deutschland

Zentrifuge: Mikrozentrifuge Galaxy
MiniStar

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland
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3.1.2 Laborzubehor und Verbrauchsmaterialien

1,3 ml Polypropylenréhrchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

15 ml Polypropylenréhrchen

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

50 ml Polypropylenrdhrchen

BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA

5 ml Polysteren Rundboden fluorescence
activated cell sorting (FACS) Rohrchen

BD Labware, Bedford, MA, USA

Aluminiumfolie

Ecopla, Le Touvet, Frankreich

Agqua ad iniectabilia

Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland

Cellstar Petrischalen

Greiner Labortechnik GmbH, Osterreich

Glass Fibre Filter

Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

Hé&macytometer-Deckgléser

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Injekt Solo Einmalspritzen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Kryo Aufbewahrungsbox NeoLab, Heidelberg, Deutschland

Laborglasflaschen Schott AG, Mainz, Deutschland

Lagerungsbox 96 Well Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Loffelspatel Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Multipette plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

NanoEnTec, Newton, MA, USA

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf

Hamburg und Greiner, Frickenhausen,
Deutschland

ReaktionsgefaRe (0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefalstander

Nalgene Labware, Rochester, NY, USA

Sterilfilter (0,20 pm)

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Thermotransportbox (Styropor)

Skufa GmbH, Alveslohe, Deutschland

Untersuchungshandschuhe, puderfrei

Peha-soft, Paul HartmannAG, Heidenheim,
Deutschland

Wégeschalen

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Zellkulturplatten (96 Well, Flachboden)

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Zellkulturplatten (96 Well, Rundboden)

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

3.1.3 Reagenzien und Chemikalien

AB-Serum, human

Transfusionsmedizin, Universitatsmedizin
Greifswald, Deutschland

Biocoll Separating Solution (Ficoll,
1,077 g/ml Dichte)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA)

MP Biomedicals, Solon, USA




[MATERIAL UND METHODEN]

Buffy Coat

Transfusionsmedizin, Universitatsmedizin
Greifswald, Deutschland

Cladribin (Leustatin, 1 mg/ml)

Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) ohne Ca & Mg

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Ethanol Absolute

J.T.Baker, Deventer, Holland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

FACS Puffer BD FacsFlow™

BD Biocsciences, Heidelberg, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

GIBCO™ Water Distilled Sterile

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonséure-

GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Puffer (HEPES)

IL-2 Strathmann Biotec AG, Hamburg,
Deutschland

L-Glutamin Biochrom AG, Berlin, Deutschland

[Methyl-*H] Thymidin 185MBg, 5mCi/ml

Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK

Natriumazid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Paraformaldehyd Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Penicillin und Streptomycin

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

PHA

Genzyme Virotech GmbH, Risselsheim,
Deutschland

Roswell Park Memorial Institut (RPMI)-
1640

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Trypanblau-Losung

Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

3.14 Kits

Dynal CD4 Positive Isolation Kit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Dynal CD8 Positive Isolation Kit

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Annexin V
Apoptosis Detection Kit

BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA

FlowCytomix Human Th1/Th2 11 Plex Kit

Bender MedSystems GmbH, Wien,
Osterreich

3.1.5 Antikorper und Antikérperkonjugate

FITC mouse anti-human CD3, Klon
BW264/56

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Phycoerythrin (PE) mouse anti-human CD4,
Klon M-T466

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

PE mouse anti-human CD8, Klon
BW135/80

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland
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Purified Mouse anti-human CD3, Klon BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA
HIT3a

Purified Mouse anti-human CD28, Klon BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA
CD28.2

3.1.6 Software

Flow Cytomix Pro 2.2 Software Bender MedSystems GmbH, Wien,
Osterreich

FlowJo 7.5 TreeStar Inc., Ashland, OR, USA

GraphPad Prism Version 5.0 GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA

WinMDI 2.8 TSRI, La Jolla, Kalifornien, USA

3.2 Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Methoden stellen eine ausfiihrlichere Beschreibung sowie
eine Erganzung der im Rahmen der Publikation verwendeten Methoden dar [36]. Die
Methoden der Zellisolation und Zellkultur sind identisch mit den im Rahmen der
Bachelorarbeit zum Thema ,,Zytotoxische Effekte von Cladribin auf humane periphere
mononukledre Zellen und T-Zell-Subpopulationen in vitro* verwendeten Methoden [35].

3.2.1 Zellisolation

Die PBMCs wurden mittels Standard Ficollgradienten Zentrifugation aus Buffy Coats
isoliert. Dazu wurden diese zunéchst 1:2 mit PBS verdinnt und auf Ficoll tberschichtet.
AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation mit 2800 U/min fur 15 min ohne Bremse
wodurch sich die mononukledren Zellen in einem Zellring ablagerten. Dieser wurde
mithilfe einer Pipette abgenommen und die gewonnen Zellen mit PBS verdinnt und bei
1800 U/min fur 9 min zentrifugiert. Im Anschluss an diesen Waschschritt wurde der
Uberstand verworfen und eventuell noch vorhandenen Erythrozyten durch kontrollierte
Hamolyse mit kaltem, destilliertem Wasser (Aqua destillata, A. dest.) entfernt. Nach zwei
weiteren Waschschritten mit PBS wurden die gewonnenen PBMCs in RPMI-1640 Medium
aufgenommen und bis zur ihrer Weiterverwendung im Brutschrank aufbewahrt [35,36].

Die Gewinnung der CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen erfolgte mittels Positivselektion
aus den gewonnenen PBMCs mit dem Dynal CD4 Positive Isolation Kit und dem Dynal

CD8 Positive Isolation Kit entsprechend der Angaben des Herstellers (Invitrogen GmbH,




[MATERIAL UND METHODEN]

Karlsruhe, Deutschland). Um die Reinheit der gewonnenen Zellen zu kontrollieren,
erfolgte die Farbung der CD4" T-Zellen mit FITC konjugierten a-human CD3-Antikérpern
und PE konjugierten o-human CD4-Antikérpern. Die CD8" T-Zellen wurden
dementsprechend mit FITC konjugierten a-human CD3-Antikérpern und PE konjugierten
o-human CD8-Antikoérpern gefarbt. Daraufhin erfolgte die Messung der Proben am
FACScan. Die Auswertung erfolge mithilfe des Programms WinMDI 2.8. CD4" T-Zellen
wurden als doppelt positiv fiir CD3 und CD4 und CD8" T-Zellen als doppelt positiv fiir
CD3 und CD8 definiert [35,36]. Folgende Reinheitswerte wurden ermittelt (Mittelwert +
Standardabweichung): CD4" T-Zellen: 98,7 % + 1,2, CD8" T-Zellen: 98,9 % + 0,4.

Die Bestimmung der Zellzahlen der isolierten PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
erfolgte mittels Trypanblaufarbung und Zellz&hlung in der Neubauer-Z&hlkammer. Dazu
wurden jeweils 10 pl der Zellsuspension mit PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
1:10 mit 0,5 %igem Trypanblau verdunnt und auf vorbereitete Zdhlkammern gegeben. Die
Gesamtzellzahl pro ml ergab sich gemé&R folgender Formel [35,36]:

Zellzahl  Zellzahl x Verdiinnungsfaktor

ml  ausgezihlte Fliche x Kammertiefe

3.2.2 Zellkultur

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden in RPMI-1640 Medium
kultiviert, das mit 1 % Glutamin, 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin und 10 % humanem
AB Serum versetzt wurde. Die Aufbewahrung der Zellen fand in einem Brutschrank bei
37 °C, 5 % Kohlenstoffdioxidgehalt und gesattigter Wasserdampfatmosphare statt. In allen
Versuchen wurden PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen in einer Dichte von
200.000 Zellen pro Well in die Zellkulturplatten ausgesat. Eine Stimulation der Zellen
erfolgte wahlweise mit an die Zellkulturplatte gecoateten a-CD3/a-CD28-Antikdrpern
(1 ug/ml) oder mit 16slichem PHA (1 pg/ml). Cladribin wurde in geldster Form zur
Verfligung gestellt und mit RPMI-1640 Medium auf die benétigten Konzentrationen
verdunnt [35,36].

3.2.3 Bestimmung der frihen Apoptoseinduktion durch Cladribin

Ziel war es den direkten Einfluss einer Cladribinbehandlung auf das Apoptoseverhalten

unterschiedlicher Zellpopulationen zu bestimmen. Dazu wurden unstimulierte und mit
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a-CD3/a-CD28-Antikdrpern stimulierte PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen fiir
bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10°® M
bis 5x10” M) inkubiert. Die Bestimmung der Apoptose erfolgte nach 12, 24, 48 und 72
Stunden durch Annexin V und Propidiumiodidfarbung entsprechend den Herstellerangaben
(FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit, BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA). Es
wurden drei unabhangige Experimente mit einem Minimum von jeweils drei technischen
Replikaten pro Versuchsbedingung durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden mithilfe der

Software FlowJo 7.5 ausgewertet [36].

3.24 Cladribineffekte auf Proliferation und Zytokinsekretion in einer
mehrwdchigen in vitro Zellkultur

Es sollten die langfristigen Effekte einer initialen Cladribininkubation auf berlebende
PBMCs nach Entfernung von Cladribin aus der Zellkultur getestet werden. Dazu wurden
mit a-CD3/a-CD28-Antikorpern oder PHA stimulierte PBMCs fur 72 Stunden ohne oder
mit 1x10°® M bis 5x10”" M Cladribin inkubiert. Danach wurde Cladribin durch dreimaliges
Waschen mit PBS aus der Zellkultur entfernt und die PBMCs in cladribinfreies Medium
Ubertragen, welches zusétzlich mit 50 U/ml IL-2 versetzt wurde. Es erfolgte eine weitere
Kultivierung fir bis zu 58 Tage. An den Tagen 9, 16, 23, 30, 44 und 58 nach Transfer in
cladribinfreies Medium wurde jeweils ein Teil der Zellen aus der Zellkultur entfernt und
nach einer 20-stiindigen Ruhephase ohne IL-2 mit a-CD3/a-CD28-Antikdrpern oder PHA
restimuliert. Es wurde eine unstimulierte Kontrolle mitgefuhrt. Nach 48-stiindiger
Inkubation wurde die Proliferation bestimmt und Uberstande abgenommen. Es wurden
funf (Stimulation mit a-CD3/a-CD28-Antikdrpern) und vier (Stimulation mit PHA)
unabhéngige Experimente durchgefihrt. Die Anzahl technischer Replikate an den Tagen 9,
16, 23, 30, 44 und 58 wurde der Anzahl verfligbarer Zellen angepasst. Pro
Versuchsbedingung wurden mindestens drei technische Replikate analysiert [36].

Zur Bestimmung der Proliferation wurden die PBMCs fiir 18 Stunden mit [*H]Thymidin
inkubiert. Mit Hilfe eines Harvesters erfolgte anschlieRend die Ubertragung auf
Glasfaserfilter, welche sechsmal mit A. dest. + 0,02 % Natriumazid gewaschen und danach
getrocknet wurden. Die Proliferation wurde mittels Microbeta? Plate Counter gemessen.

Der Stimulationsindex wurde als Quotient aus dem counts per minute (CPM)-Wert der
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jeweiligen Probe zum CPM-Wert der unstimulierten und unbehandelten Probe definiert
[36].

Die Zytokinkonzentrationen aus den gewonnenen Uberstinden wurden mithilfe eines
Multiplex-Assays zur Bestimmung der Typ-1 und Typ-2 T-Helferzellantwort (TH1/TH2
Antwort) analysiert, welcher wie vom Hersteller beschrieben, durchgefuhrt wurde
(FlowCytomix Human Th1/Th2 11 Plex Kit, Bender MedSystems GmbH, Wien,
Osterreich). Zur Messung der Zytokinkonzentrationen wurde ein FACScan verwendet. Die
Ergebnisse wurden mithilfe der Flow Cytomix Pro 2.2 Software analysiert. Der IL-4/IFN-y
Quotient wurde als Quotient aus der IL-4 Konzentration in [pg/ml] zur IFN-y

Konzentration in [pg/ml] berechnet [36].

3.2.5 Statistische Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden auf ihre Normalverteilung getestet, wobei nicht bei allen
Daten eine Normalverteilung vorlag. Daher wurden fir die statistische Analyse der
Ergebnisse der Kruskal-Wallis Test und der Dunn's Post-Hoc-Test verwendet. P-Werte
< 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die Ergebnisse der Apoptoseversuche
und der Versuche zur Langzeitproliferation Uberlebender PBMCs wurden als
Balkendiagramme (Mittelwert + Standardabweichung) dargestellt, die Zytokindaten als

Boxplot Diagramme [36].

3.2.6 Ethische Grundsatze

Die Buffy Coats zur Gewinnung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden aus
Blutspenden gesunder Blutspender in der Transfusionsmedizin der Universitdtsmedizin
Greifswald gewonnen. Alle Blutspender unterschrieben zum Zeitpunkt der Blutspende eine
schriftliche Einverstandniserklarung. In dieser willigten sie ein, dass klinisch nicht
verwendete Blutspenden fiir Forschungszwecke genutzt werden durften. Die Anonymitét
der Spender blieb im Rahmen dieser Arbeit zu jedem Zeitpunkt gewahrt. Dementsprechend
gaben alle Blutspender ein allgemeines Einverstdndnis ohne allerdings zu wissen fir
welches Forschungsprojekt ihre Blutspende konkret verwendet werden konnte. Dieses
Vorgehen wurde durch die Ethik Kommission der Universitdt Greifswald bewilligt
(BB014/14). Darlber hinaus wurde diese Arbeit entsprechend der ethischen Grundsétze fiir

die medizinische Forschung am Menschen der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt [36].
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4 ERGEBNISSE

Um zu bestimmen, ab welchen Cladribinkonzentrationen zytotoxische Effekte auf
verschiedene Zellpopulationen nachweisbar sind, wurde in Vorversuchen bereits das
Proliferationsverhalten von unstimulierten und stimulierten PBMCs, CD4" T-Zellen und
CD8" T-Zellen nach 72-stiindiger Inkubation mit Cladribin untersucht [35,36].

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde weiterfuhrend das Apoptoseverhalten von
unstimulierten und stimulierten PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen nach 12, 24,
48 und 72-stiindiger Inkubation mit unterschiedlichen Cladribinkonzentrationen (1x10® M
bis 5x10”7 M) bestimmt (Abb. 1, Tab. 1-6). Es zeigte sich sowohl fiir unstimulierte als auch
fir mit a-CD3/a-CD28-Antikérpern stimulierte PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-
Zellen eine zeit- und cladribindosisabhangige Zunahme der Apoptose (Abb. 1). Dabei war
bei Stimulation mit a-CD3/a-CD28-Antikorpern ein sprunghafter Anstieg des Anteils
apoptotischer Zellen zwischen 24 und 48 Stunden zu beobachten (Abb. 1, D-F). Nach 72
Stunden waren durchschnittlich 95 % der unstimulierten Zellen und 93 % der stimulierten
Zellen apoptotisch, die mit 5x10” M Cladribin inkubiert wurden. Im Vergleich dazu traf
dies nur auf durchschnittlicher 24 % der unstimulierten, unbehandelten und 42 % der
stimulierten, unbehandelten Zellen zu (Tab. 1-6) [36]. Somit bewirkte eine 72-stiindige
Inkubation mit Cladribin sowohl eine Abnahme der Proliferation als auch eine Zunahme
der Apoptose (Abb. 1, Tab. 1-6) unstimulierter und stimulierter PBMCs, CD4" T-Zellen
und CD8" T-Zellen unmittelbar im Anschluss an die Cladribinbehandlung [35,36].
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Abb. 1 Einfluss von Cladribin auf die Apoptose von unstimulierten und mit a-CD3/a-CD28-
Antikérpern stimulierten PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen in vitro

Dargestellt ist die Apoptose von unstimulierten (A-C, n=3) und mit 1 pg/ml a-CD3/a-CD28-
Antikérpern stimulierten (D-F, n = 3) PBMCs (A+D), CD4" T-Zellen (B+E) und CD8" T-Zellen (C+F)
in vitro ohne Cladribin und bei Zugabe steigender Cladribinkonzentrationen (1x10'8M bis
5x107 M). Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde die Apoptose durch Annexin V und
Propidiumiodid Farbung bestimmt. Dargestellt ist der Anteil apoptotischer, Annexin V positiver
Zellen [frihapoptotische Zellen (Annexin V positive, Pl negative Zellen) + spéatapoptotische Zellen
(Annexin V positive, Pl positive Zellen)] als Mittelwert + Standardabweichung. Modifiziert nach
Korsen et al. [36].
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Tab.1 Apoptoseverhalten unstimulierter PBMCs nach Behandlung mit steigenden
Cladribinkonzentrationen in vitro

Unstimulierte PBMCs | Lebende Zellen | cocr@9lia | SRERRPRCS | fscher Zeltiod
Zeitpunkt | Cladribindosis |[MWin%  SD |MWin%: SD [MWin%:  SD |MWin% SD
Kein Cladribin 82,9 2,1 11,6 1,0 5.4 1,2 0,1 0,1

1x10™ M Cladribin 79,7 3,3 13,9 1,7 6,3 1,7 0,1 0,1

12 Std. | 5x10°® M Cladribin 77.4 23 14,9 0.9 75 14 0.1 0.1
1x10” M Cladribin 76,1 3,5 16,1 1,9 7,7 2,1 0,1 0,1

5x10" M Cladribin | 714 30 20,3 2,4 8,3 0,7 0,0 0,0

Kein Cladribin 79,3 1,4 9,2 45 10,9 5.1 0,6 0,6

1X10° M Cladribin | 748 21 | 113 71| 133 62 | 07 | 08

24 Std. | 5x10® M Cladribin 63.8 5.6 14.6 94 21,2 91 0.4 0.4
110" MCladribin | 582 46 | 163 @ 97 | 249 94 | 06 @ 07

5x107 MCladribin | 495 105 | 177 137 | 328 192 | 03 o2

Kein Cladribin 70,3 4,7 16,9 21 12,6 2,7 0,2 0,0

1x10° M Cladribin | 586 79 | 238 @ 32 | 173 47 | 03 @ 01

48 Std. | 5x10® M Cladribin 335 9,3 37,2 4,1 29,0 10,9 0,4 0,0
1x10°”" M Cladribin 26,7 7.5 38,8 3,6 34,2 8,4 0,3 0,1

5x107 M Cladribin | 1g 1 5,9 41,3 7,8 40,3 9,2 0,3 0,2

Kein Cladribin 67,6 2,9 18,4 3,7 13,7 0,7 0,4 0,3

1x10°® M Cladribin 460 126 | 26,2 4.6 273 | 158 0,4 0,4

72 Std. | 5x10°® M Cladribin 16,5 8,3 37,4 57 45,6 12,7 0,4 0,3
1x10”" M Cladribin 11,8 5,6 40,1 75 475 | 11,3 0,5 0,3

5x10°" M Cladribin 6,9 3,9 40,8 7.3 514 10,6 0,9 0,7

Unstimulierte PBMCs (n = 3) wurden fur bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden
Cladribinkonzentrationen (1x10’8 M bis 5x107 M) inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde
das Apoptoseverhalten durch Annexin V und Propidiumiodid (Pl) Farbung analysiert. Dargestellt
sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V negative, Pl negative Zellen), friihapoptotischer Zellen
(Annexin V positive, Pl negative Zellen), spatapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl positive
Zellen) und Zellen, die keinen apoptotischen Zelltod gestorben sind (Annexin V negative, PI
negative Zellen) als Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD). Modifiziert nach Korsen et
al. [36].
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Tab. 2 Apoptoseverhalten unstimulierter CD4" T-Zellen nach Behandlung mit steigenden
Cladribinkonzentrationen in vitro

Unstimulierte CD4" T-Zellen | Lebende Zellen E;[éﬂaelpzoeﬁ)ltgr; t?spcér:zpzoerl)ltgr-l t’i\ggnéfggﬁttg(-j
Zeitpunkt | Cladribindosis |[MWin%  SD |MWin%: SD [MWin%:  SD |MWin% SD
Kein Cladribin 88,2 5,4 45 0,6 7.1 5,2 0,1 0,1

1x10® M Cladribin 87,9 4,0 51 0,9 6,9 4,5 0,1 0,0

12 Std. | 5x10® M Cladribin 86,4 3.0 5.8 1,2 7.7 3.6 0,1 0,1
1x10”" M Cladribin 86,5 1,6 6,3 1,4 7,0 2,7 0,1 0,0

5x10"" M Cladribin 80,3 7,9 8,7 1,9 10,9 7,2 0,1 0,1

Kein Cladribin 85,3 8,5 43 2,7 10,0 6,7 0,4 0,4

1x10° M Cladribin | g23 7,7 59 42 | 113 55 0,6 0,5

24 Std.  [5x10® M Cladribin 78.8 35 8,2 6,5 12,6 2.8 0.4 0,3
1x10" M Cladribin 75,2 6,0 10,0 8,5 14,3 3,0 0,6 0,4

510" M Cladribin | 697 59 | 114 100 | 185 @ 45 0,4 0,3

Kein Cladribin 88,2 0,8 4.4 1,0 7.0 0,8 0,3 0,2

1x10°® M Cladribin 76,0 8,5 11,3 2,4 12,4 6,8 0,3 0,2

48 std. | 5x10™® M Cladribin 40,9 13,6 25,7 75 32,9 13,9 0,4 0,1
1x10” M Cladribin 34,6 12,6 26,1 6,2 38,8 14,6 0,6 0,4

5x107 M Cladribin | 239 8,7 26,4 9,6 49,1 149 0,6 0,4

Kein Cladribin 83,0 6,4 5,7 2,2 11,0 4.4 0,4 0,2

1x10°® M Cladribin 51,3 15,3 17,0 2.4 314 13,0 0,3 0,1

72'std. |5x10™ M Cladribin 10,9 5,3 24,7 9,3 64,0 13,8 0,5 0,3
1x10" M Cladribin 7,2 2,8 21,1 6,8 70,9 10,0 0,8 0,7

5x10°" M Cladribin 3,3 1,2 18,7 7.4 77,0 9,1 1,1 1,2

Unstimulierte CD4" T-Zellen (n=3) wurden fiir bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit
steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10'8 M bis 5x10’ M) inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72
Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und Propidiumiodid (PI) Féarbung
analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V negative, Pl negative Zellen),
frihapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl negative Zellen), spatapoptotischer Zellen
(Annexin V positive, PI positive Zellen) und Zellen, die keinen apoptotischen Zelltod gestorben sind
(Annexin V negative, Pl negative Zellen) als Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD).
Madifiziert nach Korsen et al. [36].
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Tab. 3 Apoptoseverhalten unstimulierter CD8" T-Zellen nach Behandlung mit steigenden
Cladribinkonzentrationen in vitro

Unstimulierte CD8" T-Zellen | Lebende Zellen E;[éﬂaelpzoeﬁ)ltgr; t?spcér:zpzoerl)ltgr-l t’i\ggnéfggﬁttg(-j
Zeitpunkt | Cladribindosis |[MWin%  SD |MWin%: SD [MWin%:  SD |MWin% SD
Kein Cladribin 86,4 6,8 5,3 1,4 7,9 5,4 0,3 0,4

1x10® M Cladribin 89,1 2,3 3,6 2,3 6,9 3,3 0,4 0,3

12 Std. | 5x10® M Cladribin 85.9 2.0 6.8 1.4 7.0 3.1 0.3 0,1
1x107 M Cladribin | g5 1 2,1 6,9 2,5 7.8 3,6 0,2 0,2

5x10"" M Cladribin 84,0 1,0 7.8 3,2 8,0 3,1 0,2 0,2

Kein Cladribin 88,2 1,7 34 2,6 7.9 2,7 0,5 0,5

1x10° M Cladribin | g2 = 25 6,0 54 | 11,3 4.4 05 03

24 Std.  [5x10® M Cladribin 69.9 55 11,8 10,3 17,9 8,0 0,5 0,5
1x10"MCladribin | 658 = 73 | 150 104 | 187 & 95 05 02

5x10" M Cladribin | 566 = 75 | 166 140 | 260 152 | o8 11

Kein Cladribin 84,8 2,2 6,4 2,6 8,3 2,2 0,5 0,1

1x10° M Cladribin | 670 83 | 162 63 | 164 @ 41 0,4 0,2

48 std. | 5x10™® M Cladribin 25,5 8,3 36,0 11,5 38,0 6,8 0,5 0,2
1x10" M Cladribin 19,9 5,5 36,7 11,5 | 43,0 75 0,4 0,1

5x10”" M Cladribin 12,6 3,2 3710 189 | 498 16,0 0,5 0,2

Kein Cladribin 77,2 5,38 8,4 1,0 14,1 5,8 0,3 0,2

1x10°® M Cladribin 44.6 8,3 23,3 6,0 31,8 8,1 0,4 0,2

72 Std. | 5x10°® M Cladribin 5.1 05 30,8 137 | 629 @ 145 1,1 1,3
1x10”" M Cladribin 3,7 0,7 28,9 155 | 662 | 16,6 1,2 1,4

5x10"" M Cladribin 2,3 1,6 270 169 | 698 | 172 0,9 0,6

Unstimulierte CD8" T-Zellen (n=3) wurden fiir bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit
steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10® M bis 5x10” M) inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72
Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und Propidiumiodid (PI) Féarbung
analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V negative, Pl negative Zellen),
frihapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl negative Zellen), spéatapoptotischer Zellen
(Annexin V positive, PI positive Zellen) und Zellen, die keinen apoptotischen Zelltod gestorben sind
(Annexin V negative, Pl negative Zellen) als Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD).
Madifiziert nach Korsen et al. [36].
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Tab.4 Apoptoseverhalten  stimulieter PBMCs nach Behandlung mit steigenden
Cladribinkonzentrationen in vitro

Stimulierte PBMCs | Lebende Zellen | ¢ 997 BIn | SREERAGn | fischer Zeltiod
Zeitpunkt | Cladribindosis |[MWin%  SD |MWin%: SD [MWin%:  SD |MWin% SD
Kein Cladribin 66,7 5,2 22,1 2,0 10,8 3,7 04 0,3

1x10™ M Cladribin 64,1 6,6 23,9 3,6 11,5 3,3 0,5 0,3

12 std. | 5x10® M Cladribin 67,0 55 223 34 10,2 2.4 0,4 0,4
1x10°”" M Cladribin 63,5 4,8 24,2 31 11,4 25 0,8 1,0

5x107 M Cladribin | 615 5,4 24,7 46 13,0 2,1 0,8 0,9

Kein Cladribin 59,0 6,8 27,5 7.6 13,0 35 0,6 0,3

1X10° M Cladribin | 573 68 | 280 @ 60 | 142 45 | 04 @ 02

24 Std. 5x10°8 M Cladribin 48,5 4,2 31,7 9,3 19,4 9,6 0,4 0,3
110" MCladribin | 475 = 88 | 205 = 99 | 224 114 | 06 @ 05

5xL0" MCladribin | 429 71 | 308 100 | 257 131 | o5 03

Kein Cladribin 42,3 3,9 354 132 | 219 9,8 0,4 0,5

1x10° M Cladribin | 344 37 | 388 151 | 264 130 | 04 @ 05

48 Std. | 5x10® M Cladribin 30,2 75 32,9 4,6 36,2 11,3 0,7 0,7
1x107 M Cladribin | 250 6,0 329 | 109 | 415 @ 148 0,6 0,7

5x107 M Cladribin | 19 1 5,7 31,3 8,3 49,1 13,0 05 0,5

Kein Cladribin 45,6 9,4 27,8 4.8 23,7 8,8 2,9 4.3

1x10™ M Cladribin | 37,0 9,3 31,2 1,8 293 | 131 2,5 3,6

72 Std. | 5x10° M Cladribin 16,7 4.4 3,9 11,8 | 452 @ 17,9 1,2 1,8
1x10”" M Cladribin 13,6 5,3 35,5 4.6 496 | 116 1,2 1,9

5x10°" M Cladribin 8,4 3,9 28,6 2,1 61,8 7,6 1,2 1,8

PBMCs (n = 3) wurden mit 1 pg/ml a-CD3/a-CD28-Antikérpern stimuliert und fur bis zu 72 Stunden
ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10® M bis 5x10” M) inkubiert.
Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und
Propidiumiodid (PI) Farbung analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V
negative, Pl negative Zellen), frihapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl negative Zellen),
spatapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl positive Zellen) und Zellen, die keinen
apoptotischen Zelltod gestorben sind (Annexin V negative, Pl negative Zellen) als Mittelwert (MW)
und die Standardabweichung (SD). Modifiziert nach Korsen et al. [36].
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Tab.5 Apoptoseverhalten stimulierter CD4" T-Zellen nach Behandlung mit steigenden
Cladribinkonzentrationen in vitro

Zeitpunkt | Cladribindosis |[MWin%  SD |MWin%: SD [MWin%:  SD |MWin% SD
Kein Cladribin 88,4 4,7 4,4 2,9 7,0 1,9 0,3 0,2

1x10® M Cladribin 87,2 4,7 4,9 35 7.7 1,3 0,3 0,2

12 Std. | 5x10°® M Cladribin 86,2 3.9 5.3 2.6 8,2 1,3 0,3 0,2
1x107 M Cladribin | g4 2,2 5,4 2,5 10,0 0,4 0,4 0,3

5x10"" M Cladribin 86,9 45 48 2,6 7.9 2,1 0,3 0,3

Kein Cladribin 86,3 3,1 3,7 0,9 9,8 2,3 0,2 0,1

1x10° M Cladribin | g45 51 4,0 13 | 113 39 0,2 0.1

24 std. | 5x10° M Cladribin | 783 5,7 7.1 3,2 14,4 3,7 0,2 0.1
1x107 M Cladribin | 773 66 6.8 27 | 156 = 46 03 0.1

5x107 M Cladribin | 745 @ 61 8,9 35 | 164 @ 43 0,2 0,1

Kein Cladribin 82,5 11,4 54 58 12,0 58 0,1 0,0

1x10° M Cladribin | 740 = 56 8,2 46 | 176 10 0,2 0,0

48 Std. | 5x10® M Cladribin 52,7 9.6 12,2 5,7 34,9 5,5 0,2 0,1
1107 M Cladribin | 446 132 | 123 50 | 430 84 0,2 0,1
5x10'MCladribin | 354 76 | 117 39 | 557 39 0.2 0,0

Kein Cladribin 78,6 9,7 5,8 45 15,4 5,2 0,2 0,1

1x10°® M Cladribin 53,4 6.7 9,6 3.3 36,7 4,6 0,3 0,1

72 Std. | 5x10® M Cladribin 270 120 | 102 3.6 62,6 9,8 0,3 0,2
1x10" M Cladribin 20,4 9,3 9,2 3,7 70,2 9,1 0,3 0,2

5x10°" M Cladribin 7,7 2,7 7.2 3,0 84,9 2,3 0,2 0,2

CD4" T-Zellen (n = 3) wurden mit 1 ug/ml a-CD3/a-CD28-Antikdrpern stimuliert und fiir bis zu 72
Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10® M bis 5x107 M)
inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und
Propidiumiodid (PI) Farbung analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V
negative, Pl negative Zellen), frihapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl negative Zellen),
spatapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl positive Zellen) und Zellen, die keinen
apoptotischen Zelltod gestorben sind (Annexin V negative, Pl negative Zellen) als Mittelwert (MW)
und die Standardabweichung (SD). Modifiziert nach Korsen et al. [36].
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Tab. 6 Apoptoseverhalten stimulierter CD8" T-Zellen nach Behandlung mit steigenden
Cladribinkonzentrationen in vitro

Zeitpunkt | Cladribindosis [MWin%: SD |MWin% SD |[MWin%: SD |MWin% SD
Kein Cladribin 76,3 146 7,6 4,4 156 @ 101 0,5 0,4

1x10° M Cladribin | 739 132 9,2 45 16,3 8,5 0,6 0,5

12 Std. | 5x10°® M Cladribin 732 134 | 105 53 15,9 8.1 0.3 0.3
1x10"MCladribin | 744 127 | 104 56 | 149 73 | 03 04
5x10"MCladribin | 737 126 | 113 5,4 14,7 7,4 0,4 0,4

Kein Cladribin 702 | 138 8,0 3,4 21,7 | 130 0,2 0.1

1x10° M Cladribin | 91 131 9,8 2,8 209 @ 128 0,3 0,3

24std. |5x10°MCladribin | 648 128 | 114 25 | 232 124 | 05 @ 07
1x10"MCladribin | 617 @ 113 | 119 55 | 261 147 | 03 @ 03

5x10” MCladribin | 556 116 | 138 | 58 | 209 139 | 07 09

Kein Cladribin 60,9 155 8,6 4,1 303 116 0,2 0,2

1x10° M Cladribin | 528 139 | 11,0 45 36,1 9,4 0.1 0.1

48 Std. |5x10°MCladribin | 337 113 | 128 33 | 533 @ 83 | 02 @ o1
1x10"MCladribin | 280 91 | 125 13 | 593 79 | 02 o1

5x10”" M Cladribin | 161 7,6 10,6 1,0 73,1 7.2 0,2 0,1

Kein Cladribin 492 | 14,0 8,6 1,9 41,9 | 122 0,3 0,4

1x10° M Cladribin | 313 = 83 | 107 @ 31 | 578 101 | 03 @ 03

72 Std. | 5x10°® M Cladribin 17,0 4,6 8,4 2,1 74,3 2.8 0,3 0,3
1x107 M Cladribin | 110 39 6,8 23 82,0 3,2 0,2 0,3

5x10”" M Cladribin 4,7 2,2 5,1 2,0 89,9 1,8 0,3 0,3

CD8" T-Zellen (n = 3) wurden mit 1 ug/ml a-CD3/a-CD28-Antikdrpern stimuliert und fir bis zu 72
Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10'8M bis 5x10” M)
inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und
Propidiumiodid (PI) Farbung analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V
negative, Pl negative Zellen), frihapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl negative Zellen),
spatapoptotischer Zellen (Annexin V positive, Pl positive Zellen) und Zellen, die keinen
apoptotischen Zelltod gestorben sind (Annexin V negative, Pl negative Zellen) als Mittelwert (MW)
und die Standardabweichung (SD). Modifiziert nach Korsen et al. [36].
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Um zu bestimmen, welchen Langzeiteffekt eine kurzzeitige Cladribinbehandlung auf die
Proliferation (berlebender PBMCs hat, wurde das Proliferationsverhalten dieser Zellen 9,
16, 23, 30, 44 oder 58 Tage nach Beendigung der initialen Cladribinbehandlung
untersucht. Es lieB sich kein Unterschied im Proliferationsverhalten von unbehandelten
Zellen und Zellen, die in den ersten 72 Stunden mit Cladribin behandelt wurden,
nachweisen (Abb. 2). Im Gegensatz zu den akut zytotoxischen Effekten direkt nach
Inkubation mit Cladribin (Abb. 1, Tab. 1-6) zeigten sich somit keine langfristigen
zytotoxischen Effekte einer initialen Cladribinbehandlung auf uberlebende PBMCs (Abb.
2) [36].

A 1000~ a-CD3/a-CD28-Antikorper B 1 000- PHA
1T 11,
x Ir 1 1L 11
2
G 100+ 100+
S
g
>
£ 104 10
n
1III TTT TTT TTT TTT TTT - T 1T T
ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE ABCDE
Tag9 Tag16 Tag23 Tag 30 Tag 44 Tag58 Tag9 Tagl6 Tag23 Tag30

A = Kein Cladribin, B = 1x10°® M Cladribin, C = 5x10° M Cladribin, D = 1x10"7 M Cladribin, E = 5x10°7 M Cladribin

Abb. 2 Langfristiger Effekt einer initialen Cladribinbehandlung auf die Proliferation von PBMCs 9,
16, 23, 30, 44 und 58 Tage nach Transfer in cladribinfreies Medium in vitro

PBMCs wurden initial fir 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen
(1x10® M bis 5x10” M) inkubiert. Daraufhin wurde das Cladribin durch dreimaliges Waschen aus
der Zellkultur entfernt und die Zellen in cladribinfreies Medium Ubertragen. Nach 9, 16, 23, 30, 44
oder 58 Tagen wurden die Zellen fir 48 Stunden mit 1 pg/ml a-CD3/a-CD28-Antikdrpern (A, n = 5)
oder 1 pg/ml PHA (B, n = 4) und die Proliferation durch Messung des inkorporierten [3H]Thymidins
bestimmt. Der Stimulationsindex wurde als Quotient aus dem counts per minute (CPM)-Wert der
jeweiligen Probe zum CPM-Wert einer unstimulierten und unbehandelten Probe definiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Modifiziert nach Korsen et al. [36].
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Weitergehend wurde der Einfluss der initialen Cladribinbehandlung auf die
Zytokinausschuttung in Uberlebenden PBMCs untersucht. Dazu wurde das pro- und
antiinflammatorische Zytokinprofil nach Restimulation mit a-CD3/a-CD28-Antikdrpern
oder PHA an den Tagen 9, 16, 23, 30, 44 und 58 nach Transfer in cladribinfreies Medium
bestimmt [36].

Nach Restimulation mit a-CD3/a-CD28-Antikorpern kam es zu einer dosisabhéngigen
Erh6hung der Ausschuttung antiinflammatorischer Zytokine in den Zellen, die initial mit
Cladribin behandelt wurden. Dabei hatte eine anfangliche Inkubation mit 5x107 M
Cladribin den stéarksten Effekt auf die antiinflammatorische Zytokinausschittung zu allen
betrachteten Zeitpunkten (Abb. 3, A-C). Fir IL-4 zeigte sich eine signifikante Erhéhung
der Zytokinausschiittung bei initialer Inkubation mit 5x107 M Cladribin verglichen mit
unbehandelten PBMCs an Tag 9 (p < 0,01), Tag 44 (p < 0,01) und Tag 58 (p < 0,01) (Abb.
3, A). Fir IL-5 fand sich an Tag 9 eine signifikant erhdhte Zytokinausschittung nach
initialer Inkubation mit 5x10” M Cladribin (p < 0,01) (Abb. 3, B). Fiir beide Zytokine war
an den uUbrigen Tagen ein Trend zur dosisabhangig verstarkten Ausschittung zu
beobachten, der aber keine statistische Signifikanz erreichte (Abb. 3, A+B). Auch fur IL-
10 wurde ein Trend zur erhohten Zytokinausschittung in initial cladribinbehandelten
Zellen beobachtet (Abb. 3, C). Weiterhin wurde der Einfluss einer anfanglichen
Cladribinbehandlung auf die Ausschittung proinflammatorischer Zytokine untersucht.
Hier zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der IFN-y,
Tumornekrosefaktor (TNF)-a, IL-8 und IL-6 Ausschattung durch initialer Inkubation mit
Cladribin im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 3, E-H). Um den Gesamteffekt der
verénderten Zytokinausschittung auf das pro- und antiinflammatorische Zytokinprofil
genauer einschatzen zu konnen, wurde weiterfiihrend der 1L-4/IFN-y Quotient analysiert.
Hierbei zeigte sich eine deutliche Verlagerung zum antiinflammatorischen Zytokinprofil
(Tag 9, p <0,05; Tag 44, p <0,01; Tag 58, p < 0,01) (Abb. 3, D) [36].

Diese Ergebnisse konnten auch bei Restimulation mit PHA statt o-CD3/a-CD28-
Antikorpern reproduziert werden (Abb. 4). Es zeigte sich eine dosisabhéngige Erh6hung
der antiinflammatorischen Zytokinproduktion in initial cladribinbehandelten PBMCs im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb.4, A-C). Hierbei lieB sich fir IL-4 an den Tagen
16 und 23 (Tag 16, p<0,05; Tag 23, p<0,05) eine signifikante Erhohung der
Zytokinausschiittung beobachten (Abb. 4, A). Fir IL-5 und IL-10 zeigte sich ein Trend zur
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verstarkten Zytokinproduktion in anfanglich cladribinbehandelten PBMCs ohne allerdings
statistische Signifikanz zu erreichen (Abb. 4, B+C). Im Gegensatz zur Restimulation mit
o-CD3/a-CD28-Antikdrpern liel sich bei Restimulation mit PHA auch fir einige
proinflammatorische Zytokine eine Erhdhung der Zytokinausschiittung nach initialer
Cladribinbehandlung beobachten (Abb. 4, E-H). Die Analyse des IL-4/IFN-y Quotienten
zeigte allerdings auch hier eine Verlagerung hin zur antiinflammatorischen Zytokinantwort
(Tag 16, p < 0,05; Tag 23, p < 0,05) (Abb. 4, D) [36].
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A = Kein Cladribin, B = 1x10® M Cladribin, C = 5x10® M Cladribin, D = 1x107 M Cladribin, E = 5x107 M Cladribin

Abb. 3 Langfristiger Effekt einer initialen Cladribinbehandlung auf die Zytokinsekretion von mit a-
CD3/a-CD28-Antikdrpern restimulierten PBMCs 9, 16, 23, 30, 44 und 58 Tage nach Transfer in
cladribinfreies Medium in vitro

PBMCs (n=5) wurden initial fir 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribin-
konzentrationen (1x10°® M bis 5x10” M) inkubiert. Daraufhin wurde das Cladribin durch dreimaliges
Waschen aus der Zellkultur entfernt und die Zellen in cladribinfreies Medium Ubertragen. Nach 9,
16, 23, 30, 44 oder 58 Tagen wurden die Zellen fur 48 Stunden mit 1 pug/ml o-CD3/a-CD28-
Antikorpern restimuliert. Aus den entnommenen Uberstande wurden die Zytokinkonzentrationen
bestimmt. Die Ergebnisse sind als Box Plot Diagramm dargestellt. Die Whiskers reprasentieren die
maximalen und minimalen Werte. Der IL-4/IFN-y Quotient wurde als Quotient aus der IL-4
Konzentration in [pg/ml] zur IFN-y Konzentration in [pg/ml] berechnet. *: p <0,05; **: p <0,01.
Modifiziert nach Korsen et al. [36].
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A = Kein Cladribin, B = 1x10"® M Cladribin, C = 5x10® M Cladribin, D = 1x10” M Cladribin, E = 5x10~ M Cladribin

Abb. 4 Langfristiger Effekt einer initialen Cladribinbehandlung auf die Zytokinsekretion von mit PHA
restimulierten PBMCs 9, 16, 23 und 30 Tage nach Transfer in cladribinfreies Medium in vitro

PBMCs (n=4) wurden initial fur 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden
Cladribinkonzentrationen (1x10'8 M bis 5x107 M) inkubiert. Daraufhin wurde das Cladribin durch
dreimaliges Waschen aus der Zellkultur entfernt und die Zellen in cladribinfreies Medium
Ubertragen. Nach 9, 16, 23 und 30 Tagen wurden die Zellen fir 48 Stunden mit 1 pg/ml PHA
restimuliert. Aus den entnommenen Uberstande wurden die Zytokinkonzentrationen bestimmt. Die
Ergebnisse sind als Box Plot Diagramm dargestellt. Die Whiskers représentieren die maximalen
und minimalen Werte. Der IL-4/IFN-y Quotient wurde als Quotient aus der IL-4 Konzentration in
[pg/ml] zur IFN-y Konzentration in [pg/ml] berechnet. *: p <0,05; **: p <0,01. Modifiziert nach
Korsen et al. [36].
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5 DISKUSSION

Cladribin bewirkte im Rahmen der CLARITY Studie eine positive Beeinflussung des
Krankheitsverlaufs in RRMS Patienten [10,16,17]. Der genaue Wirkmechanismus, der
hierflir verantwortlich ist, bleibt bis heute ungeklart. Diese Arbeit befasst sich erstmalig
mit der Frage, ob Cladribin zusétzlich zu den bekannten zytotoxischen Effekten
immunmodulatorische Effekte auf solche Zellen ausubt, die eine initiale Behandlung mit
Cladribin tberleben [36].

Dazu wurden die in dieser in vitro Arbeit verwendeten Cladribinkonzentrationen so
gewahlt, dass eine Vergleichbarkeit mit den in vivo Konzentrationen wahrend der
CLARITY Studie mdoglich ist [36]. Die Patienten erhielten im Rahmen der CLARITY
Studie einmal taglich eine oder zwei 10 mg Cladribintabletten fur vier oder funf
aufeinanderfolgende Tage. Hierbei wurden keine Cladribinplasmakonzentrationen
bestimmt [10]. Allerdings beobachteten Liliemark et al. in einer Studie zur
Pharmakokinetik von Cladribin nach oraler Gabe von 0,28 mg/kg Kdrpergewicht Cladribin
Plasmalevel von > 100x10° M Cladribin [37]. Nach einmaliger Gabe von 10 mg Cladribin
oral ermittelten Munafo et al. dariiber hinaus eine Plasmakonzentration von 7x10® M
Cladribin [38]. Die in dieser Arbeit verwendeten Dosen liegen somit im Bereich der in vivo

relevanten Plasmakonzentrationen [36].

Um zwischen den bereits bekannten immunsuppressiven und moglichen
immunmodulatorischen Effekten von Cladribin unterscheiden zu kdnnen, war es wichtig
immunmodulatorische Mechanismen auBerhalb des zytotoxischen Wirkungsbereiches von
Cladribin zu suchen. Dazu wurde zunéchst der mdgliche zytotoxisch Effekt einer
Behandlung mit klinisch relevanten Cladribinkonzentrationen untersucht [36]. In
vorhergegangenen in vitro Versuchen konnte bereits eine dosisabhangige Abnahme der
Proliferation in unstimulierten und stimulierten PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-
Zellen direkt nach Behandlung mit Cladribin nachgewiesen werden [35,36]. Darlber
hinaus zeigte sich in zusatzlichen Versuchen der Arbeitsgruppe eine Abnahme des Anteils
uberlebender PBMCs nach Cladribinbehandlung [36]. Weiterfuhrend wurden nun die
unmittelbaren Effekte von Cladribin (1x10® M bis 5x107 M) auf das Apoptoseverhalten
unstimulierter und stimulierter PBMCs, CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen in vitro untersucht.

Hierbei konnte eine dosis- und zeitabhdngige Zunahme der Apoptose in

26



[DISKUSSION]

cladribinbehandelten Zellen beobachtete werden [36]. Obwohl die akut zytotoxische
Wirkung von Cladribin auf Lymphozyten, Monozyten und unterschiedliche
Krebszelllinien in der Vergangenheit bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen
nachgewiesen wurde, lassen nur wenige dieser Studien eine Vergleichbarkeit mit den hier
prasentierten  Versuchen  hinsichtlich  der  verwendeten  Zellpopulationen,
Cladribinkonzentrationen, Inkubationszeitrdumen und Methodik zu [31,39-42]. So
beobachteten Borner et al. eine Apoptoserate von durchschnittlich 58 % in unstimulierten
PBMCs und 62 % in PHA stimulierten PBMCs nach Behandlung mit 3,5x10° M Cladribin
fir 72 Stunden [39]. In der Studie von Barbieri et al. fihrte eine Inkubation von
unstimulierten PBMCs mit 1x10° M Cladribin fiir 72 Stunden zu einer Apoptoserate von
durchschnittlich 81 % [40]. Laugel et al. beobachteten bei Inkubation mit 1x10° M
Cladribin fur 4 Tagen eine Apoptoserate von > 90 % in stimulierten PBMCs [31].

Um weiterfuhrend die Frage zu beantworten, ob eine initiale Cladribinbehandlung neben
kurzfristigen auch  langfristige  zytotoxische  Effekte  bewirkt, wurde das
Proliferationsverhalten von PBMCs nach Entfernung von Cladribin aus der Zellkultur
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine anfangliche Inkubation mit 1x10® M bis
5107 M Cladribin fiir 72 Stunden keine Auswirkung auf die Proliferation tiberlebender
PBMCs in einem Zeitraum von bis zu 58 Tagen nach Transfer in cladribinfreies Medium
hatte. Im Gegensatz zu der akuten Zytotoxizitat direkt nach Inkubation mit Cladribin
konnten somit keine langfristigen zytotoxischen Effekte beobachtet werden. Daher
ermoglichte der hier verwendete Versuchsaufbau eine Untersuchung moglicher
immunmodulatorische Effekte auBerhalb des zytotoxischen Wirkungsbereiches von
Cladribin [36].

Dabei konnte gezeigt werden, dass eine kurze, initiale Cladribinbehandlung fiir 72 Stunden
das Zytokinprofil tiberlebender PBMCs im Vergleich zu unbehandelten Zellen langfristig
zugunsten eines antiinflammatorischen Zytokinprofils veranderte. Dies zeigte sich in einer
Zunahme des IL-4/IFN-y Quotienten und in der signifikant erh6hten Produktion von IL-4
und IL-5 und einem Trend zu vermehrter 1L-10 Produktion. In weiterflihrenden Versuchen
der Arbeitsgruppe wurde kein Effekt auf die Sekretion von IL-17A, 1L-23 oder NGF-$
(nerv growth factor beta) nachgewiesen [36]. Entgegen der im Rahmen dieser Arbeit
beschriebenen Verschiebung zugunsten eines antiinflammatorischen Zytokinprofils,

beobachteten Laugel et al. eine Inhibition der pro- und antiinflammatorischen
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Zytokinproduktion nach Behandlung von T-Zellen mit Cladribin in vitro. Die Produktion
von IL-2, IL-10, IFN-y und TNF-a war ab einer Dosis von 1x10° M Cladribin inhibiert
[31]. Weitere Arbeitsgruppen beobachteten in vivo eine Abnahme von Idslichen
Adhasionsmolekilen und Chemokinen nach subkutaner Cladribinbehandlung [32,33].
Mitosek-Szewczyk et al. wiesen im Serum von RRMS Patienten nach Cladribingabe eine
Abnahme der Adhdsionsmolekiile SICAM-1 (soluble intercellular adhesion molecule-1)
und sE-Selectin nach [33]. Eine Abnahme der IL-8 Konzentration im Liquor und der
RANTES (regulated on activation, normal T cell expressed and secreted) Konzentration
im Liquor und Serum von cladribinbehandelten RRMS Patienten wurde von Bartosik-
Psujek et al. beschrieben [32]. Allerdings wurde Cladribin in diesen Studien in
Konzentrationen verwendet, die, wie in dieser Arbeit und im Rahmen der Bachelorarbeit
gezeigt werden konnte, bereits stark zytotoxisch wirkten [31-33,35,36]. Laugel et al.
fihrten ihre Versuche dartber hinaus unter dauerhafter Cladribininkubation durch [31].
Daher ist es wahrscheinlich, dass fir einen Teil der Beobachtungen zytotoxische
Cladribineffekte verantwortlich sind. Eine Abgrenzung von immunsuppressiven zu
immunmodulatorischen Effekten ist somit nicht sicher mdglich. Die Arbeitsgruppe von
Kraus et. al untersuchte kirzlich den Effekt von Cladribin auf murine und humane
dendritische Zellen in vitro. T-Zellen, die durch murine dendritischen Zellen stimuliert
wurden, welche mit Cladribin vorbehandelt waren, produzierten signifikant weniger IFN-y
und TNF-oo und signifikant mehr IL-10. Die IL-4 Produktion blieb unveréndert [43].
Zusammen mit den hier prasentierten Beobachtungen, dass eine direkte Behandlung
humaner PBMCs mit Cladribin zu einer erhohten IL-4 Produktion fiihrte, weil3t dies darauf
hin, dass Cladribin seinen immunmodulatorischen Effekt sowohl durch einen direkten
Einfluss auf die T-Zell Funktion als auch durch eine Veranderung der kostimulatiorischen
Funktion von dendritischen Zellen bewirkt [36,43].

Gewisse Limitationen der hier prasentierten Arbeit missen bei der Interpretation der
Ergebnisse in Betracht gezogen werden. Bei den Daten handelt es sich um in vitro
Ergebnisse mit begrenztem Stichprobenumfang. Eine in vitro Studie kann nur mit
Einschrankungen die Situation nach in vivo Behandlung von MS Patienten mit Cladribin
widerspiegeln. Beispielsweise kann der Effekt von Cladribin auf geweberesidente Zellen
und der Einfluss der Zellrepopularisierung durch Stammzellreifung oder durch

Einwanderung von Immunzellen aus den lymphatischen Organen ins Blut in den hier
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beschriebenen Versuchen nicht nachgestellt werden. Dartiber hinaus wurden die
verwendeten Zellen aus Buffy Coats gesunder Blutspender isoliert. Daher ist es méglich,
dass sich diese im Antwortverhalten von PBMCs, CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen von
MS Patienten unterscheiden [36]. Da Cladribin zum Zeitpunkt der Untersuchung allerdings
weder in den USA noch in Europa zur MS Therapie zugelassen war, war eine Bestatigung
der in vitro Ergebnisse durch ex vivo Studien bislang nicht méglich [19,20]. Allerdings hat
die EMA im Juli 2016 den Antrag der Merck KGaA auf Marktzulassung von
Cladribintabletten fiir die MS Therapie angenommen und uberprift nun die eingereichten
Daten [21]. Sollte es zu einer erfolgreichen Zulassung von Cladribin fur die MS Therapie
kommen, ware die Durchfuihrung einer ex vivo Studie mit gréRerem Stichprobenumfang
zur Bestétigung der Daten moglich. Daruber hinaus wéren weiterfuhrende Untersuchungen
zum Wirkmechanismus, der den hier prasentierten Effekten zugrunde liegt, von Interesse.
Die Verschiebung des Zytokinprofils in cladribinbehandelten Zellen kénnte beispielsweise
sowohl durch selektives Uberleben einzelner T-Zell-Subpopulationen als auch durch

Zytokininduktion verursacht werden [36].

Trotz gewisser Einschrankungen der hier prasentierten Ergebnisse, ermdglichte der in
dieser  Arbeit  verwendete  Versuchsaufbau  erstmalig  eine  Untersuchung
immunmodulatorischer Cladribineffekte auBerhalb des zytotoxischen Wirkspektrums des
Medikaments. Es konnte gezeigt werden, dass eine kurzzeitige Cladribinbehandlung eine
nachhaltige Verdnderung im Zytokinprofil der tberlebenden PBMCs bewirkte. Diese
sezernierten signifikant mehr antiinflammatorische Zytokine im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. Dies kann nicht durch langfristige zytotoxische Effekte der
Cladribinbehandlung erklart werden, da die Proliferation der Uberlebenden PBMCs
unbeeintrachtigt war und die Zytokinproduktion induziert und nicht inhibiert wurde. Die
hier beobachteten immunmodulatorischen Effekte kdnnten somit zur positiven Wirkung
von Cladribin auf den Krankheitsverlauf in RRMS Patienten beitragen [36].

Dartiber hinaus ermdglicht der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Versuchsaufbau die
in vitro Untersuchung moglicher immunmodulatorischer Effekte eines primar
immunsuppressiv. wirkenden  Medikamentes  aullerhalb  dessen  zytotoxischen
Wirkungsbereiches. Daher konnte dieser Versuchsaufbau in Zukunft auch zur
Untersuchung mdoglicher immunmodulatorischer Wirkmechanismen anderer MS

Therapeutika genutzt werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der klinischen Phase Il Zulassungsstudie bewirkte Cladribin einen positiven
Effekt auf den Krankheitsverlauf der schubférmig remittierenden Multiplen Sklerose
(relapsing remitting multiple sclerosis, RRMS). Bis heute bleibt der verantwortliche
Wirkmechanismus im Detail ungeklart. Neben den bekannten zytotoxischen Effekten
konnten zusétzliche immunmodulatorische Effekte einen Teil des Wirkmechanismus
darstellen. Ziel dieser Arbeit war es mogliche immunmodulatorische Effekte von Cladribin
auflerhalb des zytotoxischen Wirkungsbereichs des Medikaments zu untersuchen.

Dazu wurde zunédchst der direkte Effekt einer Behandlung mit klinisch relevanten
Cladribinkonzentrationen auf das Apoptoseverhalten von peripheren mononukledren
Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs), CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
in vitro untersucht. Anschlieflend wurde ein experimentelles Model entwickelt mit dem die
Auswirkungen  einer  initialen  Cladribinbehandlung auf das langfristige
Proliferationsverhalten und die Zytokinsekretion tberlebender PBMCs in Abwesenheit von
Cladribin getestet werden konnten. Die initiale Behandlung mit Cladribin wirkte akut
zytotoxisch, Ubte aber Kkeine langfristigen zytotoxischen Effekte auf das
Proliferationsverhalten (berlebender PBMCs aus. In diesen Zellen wurde allerdings bei
Restimulation mit o-CD3/a-CD28-Antikorpern eine Verschiebung des Zytokinprofils
zugunsten antiinflammatorischer Zytokine beobachtet. Dies zeigte sich in einer signifikant
erhéhten Ausschittung von IL-4 (Tag 9, 44 und 58, p <0,01) und IL-5 (Tag 9, p <0,01),
einem erhohten IL-4/IFN-y Quotienten (Tag 9, p < 0,05; Tag 44 und 58, p <0,01) und
einem Trend zur vermehrten IL-10 Sekretion. Es wurden keine signifikanten
Veranderungen von IFN-y, TNF-a, IL-8 und IL-6 beobachtet.

Somit fuhrte eine initiale Behandlung von PBMCs mit klinisch relevanten Cladribin-
konzentrationen in vitro zu einer langanhaltenden Verschiebung des Zytokinprofils
zugunsten antiinflammatorischer Zytokine. Diese immunmodulatorischen Cladribineffekte
kdonnten mitverantwortlich fur die positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufes in
RRMS Patienten sein. Dartiber hinaus ermdglicht der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Versuchsaufbau eine in vitro Untersuchung immunmodulatorischer Effekte primér
immunsuppressiv wirkender Medikamente aul3erhalb der zytotoxischen Wirkungsbereiche.
Dieser Versuchsaufbau koénnte daher in Zukunft auch zur Untersuchung moglicher

immunmodulatorischer Wirkmechanismen anderer MS Therapeutika genutzt werden.
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Abstract

Background and Objectives

Cladribine is a cytotoxic drug which ameliorates the clinical course of relapsing-remitting
multiple sclerosis. In addition to cytotoxicity, the mode of action may include immunomodu-
latory mechanisms. This in vitro study was designed to investigate cladribine’s effects on
cell function after the removal of cladribine to distinguish cytotoxic versus immunomodulato-
ry effects.

Methods

Cells were incubated in the absence or presence of cladribine (1x10® M to 1x10°° M) for

72 h. Cladribine was removed from the cell culture and surviving peripheral blood mononu-
clear cells were cultured up to 58 days to determine the immunomodulatory effects of cladri-
bine on cell function (e.g., proliferation and cytokine release).

Results

In the long-term, brief cladribine exposure did not impair the proliferation of surviving periph-
eral blood mononuclear cells. However, it induced an anti-inflammatory shift in the cytokine
milieu with significantly enhanced release of IL-4 (Days 9 and 44, p<0.01; Day 58, p<0.05)
and IL-5 (Day 9, p<0.01), resulting in an increased IL-4/INF-gamma ratio (Days 9 and 44,
p<0.01; Day 58, p<0.05). Additionally, a trend towards an increased IL-10 production was
observed. No changes were found in the production of IFN-gamma, TNF-alpha, IL-6, IL-8,
IL-17A, IL-23 or NGF-beta.
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Conclusions

In vitro cladribine exposure induces a sustained anti-inflammatory shift in the cytokine pro-
file of surviving peripheral blood mononuclear cells. This immunomodulatory action might
contribute to cladribine’s beneficial effects in the treatment of multiple sclerosis.

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central nervous system which
affects more than two million patients worldwide and is the most frequent cause of non-trau-
matic disabilities in young adults [1,2]. Due to the fact, that there is still no curative treatment
for MS available pharmaceuticals aim for a reduction in relapse rate, disability progression,
neurological degeneration and a symptomatic treatment of disease symptoms [3].

Clinical phase III trials have demonstrated a beneficial effect on the clinical course of relaps-
ing remitting MS for at least 10 compounds. The mechanism of action of these drugs is consid-
ered either immunomodulatory (e.g., interferon-beta, glatirameracetate) or
immunosuppressive (e.g., mitoxantrone, cyclophosphamide and teriflunomide) [4-6].

Cladribine, a synthetic purine nucleotide analogue of desoxyadenosine is one of the medica-
tions that has shown clinical efficacy in a phasellI clinical trial in RRMS [6,7]. The compound
is cytotoxic to proliferating and non-proliferating lymphocytes, as well as to monocytes and
monocyte-derived dendritic cells [8-11]. It is currently used as part of therapy against malig-
nant haematological diseases (e.g., hairy cell leukaemia, chronic lymphatic leukaemia, chronic
and acute myeloid leukaemia and non-Hodgkin lymphomas) [12].

In its phase III clinical trial in RRMS patients, oral cladribine was administered in two or
four courses of treatment within the first 48 weeks, followed by two additional courses during
Weeks 48 and 52. This brief treatment resulted in a significant reduction of the relapse rate,
magnetic resonance imaging (MRI) activity and disability progression in RRMS patients
[7,13]. Despite meeting its primary outcome parameter during the phaselll clinical trial, the
Food and Drug Administration and the European Medicine Agency refused marketing autho-
risation for cladribine because of its benefit risk profile [14]. Compared with placebo, lympho-
penia and Herpes zoster virus infections were more likely to occur in patients receiving
cladribine. Furthermore, a slightly higher risk of developing secondary malignancies had not
been ruled out [7,15].

The beneficial effects observed in RRMS patients persisted for many months after the cessa-
tion of cladribine exposure, which was limited to two or four courses within the first 48 weeks
followed by two courses during Weeks 48 and 52 [7,13]. Therefore, we hypothesized that in ad-
dition to its direct cytotoxic effects the compound’s mode of action may also encompass immu-
nomodulatory mechanisms. Such effects might include alterations in cytokine patterns of cells
that survived the initial cladribine treatment. Indeed, cyclophosphamide and mitoxantrone,
two other immunosuppressive drugs, are well known to have additional immunomodulatory
effects [16-18].

For cladribine several studies demonstrated reductions in the release of pro- and anti-in-
flammatory cytokines, chemokines, and adhesion molecules, as well as a decrease in the cellular
migratory capacity of treated cells [19-21]. However, these experiments were performed in the
presence of cladribine; therefore, toxic effects rather than modulation of cell function could ac-
count for the observed changes. The current in vitre study was designed to explore whether cla-
dribine exerts long-term immunomodulatory effects in addition to immediate cytotoxicity.
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Material and Methods
Cellisolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from buffy coats of male and fe-
male blood donors (Transfusion Medicine, University Medicine Greifswald, Germany) using
standard Ficoll gradient centrifugation. CD4™ cells and CD8" cells were positively selected
using Dynal CD4 Positive Isolation Kit and Dynal CD8 Positive Isolation Kit (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe, Germany) according to the manufacturer’s instructions. All cells were fresh-
ly isolated directly before their use. No cryopreserved cells were used in any experiment.

Cell culture

Cells were cultured in RPMI-1640 growth medium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Germany) supplemented with 1% glutamine, 1% penicillin, 1% streptomycin and 10% human

AB serum (Department of Transfusion Medicine, University Medicine Greifswald, Germany).

They were stored in an incubator at 37°C and 5% carbon dioxide under a saturated

steam atmosphere.

Cells were stimulated with either plate-bound anti-CD3 (clone HIT3, 1ug/ml, BD Biosci-
ences Cat# 555336, RRID: AB_395742) and plate-bound anti-CD28 (clone CD28.2, 1pg/ml,
BD Biosciences Cat# 555725, RRID: AB_396068) antibodies (BD Labware, Franklin Lakes, NJ,
USA) or phytohaemagglutinin (PHA, 1pg/ml) or remained unstimulated. In all experiments
PBMCs, CD4" cells and CD8" cells were incubated in the presence (1x10™*M to 1x10°M) or
absence of cladribine [Leustatin (1mg/ml cladribine, sodium chloride, sodium phosphate diba-
sic heptahydrate), Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Germany or Litak (2mg/ml cladribine, sodium
chloridhydroxid, hydrochloric acid) Lipomed GmbH, Weil am Rhein, Germany]. The latter
was only used for the survival experiments represented in Fig 1A and 1B, Cladribine was pro-
vided in dissolved form and was further diluted to the appropriate concentration with RPMI-
1640 growth medium (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) containing 1%
glutamine, 1% penicillin, 1% streptomycin and 10% AB serum. Cladribine was added to the
culture medium directly before use. Exposed cells were treated with cladribine for 72 h. In all
experiments, PBMCs, CD4" cells and CD8™ cells were seeded with a cell density of 200,000
cells per well.

In short-term experiments, cell survival was determined by counting of live cells using the
standard trypan blue exclusion method in single use C-Chip Neubauer improved counting
chambers (NanoEnTec Newton, MA, USA). A total number of four independent experiments
were performed. Proliferation was determined by assessing the incorporation of tritiated thy-
midine. After 72 h, tritiated thymidine was added to the culture and incorporation was quanti-
fied using a Phosphorimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA). Proliferation was
evaluated as the stimulation index, which was calculated as the ratio of counts per minute of
sample with stimulation to counts per minute of untreated sample without stimulation. A total
number of six (stimulation with anti-CD3/anti-CD28 antibodies) and three (PHA stimulation)
independent experiments were performed with a minimum of three technical replicates per in-
dependent experiment. Apoptosis was assessed using Annexin V and propidium iodide stain-
ing after 12, 24, 48 and 72 h (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit, BD Pharmingen, USA)
according to the manufacturer’s instructions. Apoptosis was quantified on a FACScan (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Three independent experiments were performed with a
minimum of three technical replicates per independent experiment.

For long-term experiments, stimulated PBMCs that were exposed to cladribine (1x10*M to
5x10°"M) for the initial 72 h, were washed three times to remove cladribine and transferred
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Fig 1. In vitro effects of cladribine on cell survival of PBMCs and proliferation of PBMCs, CD4" cells and CD8" cells Human immune cells were
stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies (a, n = 4; ¢, n = 6) or PHA (b, n = 4; d, n = 3) in the absence or presence of cladribine (1 x10"*Mto
1x1075 M) for 72 h. Determination of cell survival in PBMCs (a, b) was performed by standard trypan blue exclusion method. Proliferation was determined
separately in PBMC, CD4" cells and CD8" cells (c, d) by the incorporation of tritiated thymidine. Stimulation indices were calculated as the ratios of the
counts per minute of stimulated samples to unstimulated and untreated samples. Data are depicted as mean + standard deviation (SD).

doi:10.1371/journal. pone.0129182.g001

into cladribine-free medium to which 50U/ml interleukin (IL)-2 had been added. Cells were
cultured for 9 to 58 additional days. At Days 9, 16, 23, 30, 44 and 58, cell numbers were equili-
brated and cells were re-stimulated with plate-bound anti-CD3/anti-CD28 antibodies or PHA
as described. The re-stimulation was performed in the absence of cladribine and after a 20 h
IL-2free resting phase. Forty-eight hours later, cell proliferation was determined through the
incorporation of tritiated thymidine, which was measured using a Microbeta® Plate Counter
(PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Supernatants were collected for cytokine analysis. A total
number of five (stimulation with anti-CD3/anti-CD28 antibodies) and four (PHA stimulation)
independent experiments were performed. Number of technical replicates at Days 9, 16, 23, 30,
44 and 58 were adapted to cell availability with a minimum number of three technical repli-
cates per independent experiment.

Cytokines

Cytokine concentrations were determined using a multiplex assay according to the manufac-
turer’s instructions (FlowCytomix Human Th1/Th2 11 Plex Kit, FlowCytomix Human IL17-A,
IL-23 and NGF Kit, Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria). A FACScan was used for
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quantification (Beton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Data were evaluated using the
Flow Cytomix Pro 2.2 software (Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria). The IL-4/Inter-
feron-gamma (IFN-y) ratio was defined as the ratio of IL-4 [pg/ml] to IFN-y [pg/ml].

Statistical analysis

This study was designed as an exploratory study, therefore no predefined primary or secondary
endpoints were used and statistical significance was not adjusted for multiple testing. Because
not all data sets showed Gaussian distributions, the Kruskal-Wallis test and Dunn's Multiple
Comparison test were used in all analyses (Prism 5.0 software, GraphPad Software inc., San
Diego, CA, USA). P-values <0.05 were considered statistically significant. Data from short-
term experiments and proliferation data from long-term experiments are depicted as mean +
standard deviation. Cytokine data are presented as box plot diagrams.

Ethics statement

Blood donations for buffy coats were obtained from healthy donors at the Department of
Transfusion Medicine of the University Medicine Greifswald. Written informed consent was
obtained from every blood donor on the date of blood donation stating that blood components
which will not be used for clinical purposes may be used for clinical investigations and research
in an anonymous manner. The Ethics Committee of the University of Greifswald has approved
this procedure (BB014/14). Therefore all buffy coats were obtained from individuals that had
given written informed consent for the use of their blood cells in a research project but without
re-informing the blood donors about the specific study for which their samples were used. The
study was conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki.

Results

Short-term effects of cladribine on cell survival, immune cell proliferation
and apoptosis

Cell survival of PBMCs was determined by microscopic cell counting and trypan blue exclusion
of dead cells. At the highest concentration of 5x107 M cladribine, 10% + 1.3% (mean + SD) of
cells survived after 72 h when stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies and 8% + 4%
(mean + SD) of cells when stimulated with PHA (Fig 1A and 1B). We assessed the effects of in-
creasing concentrations of cladribine on the proliferation of PBMCs, CD4" cells and CD8”
cells that were either stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies (Iig 1C) or PHA (Fig
1D). When stimulated through their T-cell receptor, 1x10""M cladribine reduced proliferation
of PBMCs by 80% and had a slightly stronger effect on T-cell subsets (Fig 1C). PHA-stimulated
cells were strongly inhibited in their proliferation starting at a concentration of 5x10”M cladri-
bine (Fig 1D). The decrease in the proliferative response was paralleled by a strong increase in
the percentage of Annexin V positive cells, showing that nanomolar concentrations of cladri-
bine are capable of inducing apoptotic cell death (Fig 2, Table 1, Table 2 and Table 3).

Long-term effects of cladribine on the proliferation of surviving PBMCs

To evaluate whether in vitro treatment with cladribine alters the cytokine profile of surviving
cells, proliferation and cytokines were measured after cladribine had been removed from the
cell culture medium. Therefore, cladribine was removed from the cell culture after 72 h of incu-
bation, and PBMCs were cultured for up to 58 days in cladribine-free medium supplemented
with 50U/ml of the survival factor IL-2. Surviving cells were re-stimulated with anti-CD3/anti-
CD28 antibodies or PHA 9 to 58 days after the removal of cladribine. IL-2 was removed from
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Fig 2. Apoptosis of stimulated PBMCs, CD4" cells and CD8* cells caused by cladribine in vitro PBMCs (a, n = 3), CD4" cells (b, n = 3) and CD8"* cells
(c, n = 3) were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies and were incubated in the absence or presence of cladribine (1x1072 M to 5x10~7 M)

for 12, 24, 48 and 72 h. Apoptotic cells were defined as Annexin V positive cells. Data are depicted as mean + standard deviation (SD).

doi:10.1371/jounal.pone.0129182.9002

Table 1. Apoptosis of stimulated PBMCs caused by cladribine in vitro.

Condition Living cells Early apoptosis Late apoptosis Non-apoptotic
death
Mean in % sD Mean in % sD Mean in % SD Mean in % SD
PBMCs
No cladribine 66.7 5.2 221 2.0 10.8 37 0.4 0.3
1x10°® M cladribine 64.1 6.6 239 36 115 33 0.5 0.3
12h 5x10® M cladribine 67.0 5.5 223 34 10.2 24 0.4 0.4
1x107 M cladribine 63.5 4.8 242 3.1 114 25 0.8 1.0
5x107 M cladribine 61.5 5.4 24.7 4.6 13.0 2.1 0.8 0.9
No cladribine 59.0 6.8 275 76 13.0 35 06 0.3
1x10°® M cladribine 57.3 6.8 28.0 6.0 14.2 4.5 0.4 0.2
24h 5x10°® M cladribine 48.5 4.2 317 9.3 19.4 96 04 0.3
1x107 M cladribine 475 8.8 295 9.9 22.4 1.4 0.6 0.5
5x1077 M cladribine 42.9 71 30.8 10.0 257 13.1 0.5 0.3
No cladribine 42.3 3.9 35.4 13.2 219 9.8 0.4 0.5
1x10® M cladribine 34.4 3.7 388 15.1 26.4 13.0 0.4 0.5
48h 5x10® M cladribine 30.2 7.5 329 4.6 36.2 1.3 0.7 0.7
1x107 M cladribine 25.0 6.0 329 10.9 415 14.8 0.6 0.7
5x107 M cladribine 191 5.7 313 83 49.1 13.0 0.5 0.5
No cladribine 45.6 9.4 27.8 4.8 237 88 29 4.3
1x10°® M cladribine 37.0 9.3 31.2 1.8 29.3 131 25 3.6
72h 5x10® M cladribine 16.7 4.4 36.9 11.8 45.2 17.9 1.2 1.8
1x107 M cladribine 136 5.3 355 4.6 49.6 11.6 1.2 1.9
5x107 M cladribine 8.4 3.9 28.6 BT 61.8 7.6 12 1.8

PBMCs (a, n = 3) were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies and were incubated in the absence or presence of cladribine (1x1078 M to 5x1077

M). Apoptosis was determined after 12, 24, 48 and 72 h by Annexin V and propidium iodide (PI) staining. The table lists the percentages of living cells

(Annexin V negative, Pl negative cells), cells that are in the state of early apoptosis (Annexin V positive, Pl negative cells), cells that are in the state of late
apoptosis (Annexin V positive, Pl positive cells) and cells that have died a non-apoptotic cell death (Annexin V negative, Pl positive cells).

doi:10.1371/jounal.pone.0129182.t001
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Table 2. Apoptosis of stimulated CD4" cells caused by cladribine in vitro.

Condition Living cells Early apoptosis Late apoptosis Non-apoptotic
death
Mean in % SD Mean in % SD Mean in % sD Mean in % SD
CD4* cells
No cladribine 88.4 47 4.4 29 7.0 1.9 0.3 0.2
1x10® M cladribine 87.2 47 4.9 615 7.7 1.3 0.3 0.2
12h 5x10"® M cladribine 86.2 3.9 5.3 2.6 8.2 1.3 0.3 0.2
1x107 M cladribine 84.2 2.2 5.4 25 10.0 0.4 04 0.3
5x107 M cladribine 86.9 4.5 4.8 2.6 7.9 2.1 0.3 0.3
No cladribine 86.3 3.1 3.7 0.9 9.8 2.3 0.2 0.1
1x10"® M cladribine 84.5 5.1 4.0 1.3 1.3 3.9 0.2 0.1
24h 5x10"® M cladribine 78.3 5.7 71 3.2 14.4 3.7 0.2 0.1
1x107 M cladribine 773 6.6 6.8 2.7 15.6 4.6 0.3 0.1
5x107 M cladribine 745 6.1 8.9 3.5 16.4 4.3 0.2 0.1
No cladribine 825 11.4 5.4 58 12.0 5.8 0.1 0.0
1x10® M cladribine 74.0 5.6 8.2 4.6 17.6 1.0 0.2 0.0
48h 5x10°® M cladribine 52.7 9.6 12.2 5.7 349 5.5 0.2 0.1
1x107 M cladribine 44.6 13.2 12.3 57 43.0 8.4 0.2 0.1
5x107 M cladribine 324 7.6 11.7 3.9 55.7 3.9 0.2 0.0
No cladribine 78.6 9.7 5.8 4.5 15.4 5.2 0.2 0.1
1x10® M cladribine 53.4 6.7 9.6 33 36.7 4.6 0.3 0.1
72h 5x10°® M cladribine 27.0 12.0 10.2 3.6 62.6 9.8 0.3 0.2
1x10”7 M cladribine 20.4 9.3 9.2 3.7 70.2 9.1 0.3 0.2
5x107 M cladribine 7.7 2.7 7.2 3.0 849 23 0.2 0.2

CD4" cells (a, n = 3) were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies and were incubated in the absence or presence of cladribine (1x1078 M to
5x1077 M). Apoptosis was determined after 12, 24, 48 and 72 h by Annexin V and propidium iodide (Pl) staining. The table lists the percentages of living
cells (Annexin V negative, Pl negative cells), cells that are in the state of early apoptosis (Annexin V positive, Pl negative cells), cells that are in the state
of late apoptosis (Annexin V positive, P positive cells) and cells that have died a non-apoptotic cell death (Annexin V negative, PI positive cells).

doi:10.1371fjournal pone 01291821002

the cell culture 20 h before re-stimulation. Despite the cytotoxic effects observed in short-term
treatment (Figs 1 and 2) initial exposure to cladribine did not impair the proliferation of sur-
viving cells (Fig 3).

Effects of initial cladribine exposure on cytokine release from surviving
PBMCs

To characterize the surviving cells in more detail, we measured the inducibility of prototypical
pro- and anti-inflammatory cytokines (Figs 4 and 5). The release of anti-inflammatory cyto-
kines by PBMCs in response to stimulation with anti-CD3/anti-CD28 antibodies was influ-
enced by initial cladribine treatment in a concentration-dependent manner (Fig 4). Initial
exposure to 5x10 "M cladribine had the strongest effects on cytokine release at all investigated
time points. There was a statistically significant increase in the cytokine concentration for IL-4
and IL-5 at Day 9 (IL-4 p<0.01 and IL-5 p<0.01), Day 44 (IL-4 p<0.01) and Day 58 (IL-4 p <
0.05); similar trends were observed for IL-10. In contrast, no significant changes were observed
regarding IFN-y, tumor necrosis factor-alpha (TNF-), IL-8 or IL-6. We also measured the se-
cretion of IL-17A, IL-23 and nerve growth factor beta (NGF-p) at Days 9 and 30. No significant
changes were observed (data not shown). To determine the overall effect of this enhanced
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Table 3. Apoptosis of stimulated CD8" cells caused by cladribine in vitro.

Condition Living cells Early apoptosis Late apoptosis Non-apoptotic
death
Mean in % sD Mean in % SD Mean in % SD Mean in % SD
CD8" cells
No cladribine 76.3 14.6 7.6 4.4 15.6 10.1 0.5 0.4
1x10® M cladribine 739 13.2 9.2 4.5 16.3 8.5 0.6 0.5
12h 5x10°® M cladribine 73.2 134 105 5.3 i) 8.1 0.3 0.3
1x107 M cladribine 744 127 10.4 5.6 149 Tt 0.3 0.4
5x10°”7 M cladribine 73.7 12.6 11.3 54 147 7.4 0.4 04
No cladribine 70.2 13.8 8.0 34 217 13.0 0.2 0.1
1x10°® M cladribine 69.1 13.1 9.8 2.8 20.9 12.8 0.3 0.3
24h 5x10°® M cladribine 64.8 12.8 11.4 215 23.2 12.4 0.5 0.7
1x10°”7 M cladribine 61.7 11.3 11.9 55 26.1 14.7 0.3 0.3
5x10”7 M cladribine 55.6 11.6 13.8 5.8 29.9 13.9 0.7 0.9
No cladribine 60.9 15.5 8.6 41 30.3 11.6 0.2 0.2
1x10® M cladribine 52.8 13.9 11.0 4.5 36.1 9.4 0.1 0.1
48h 5x10°® M cladribine 33.7 1.3 12.8 3.3 53.3 8.3 0.2 0.1
1x10°7 M cladribine 28.0 9.1 125 1.3 59.3 7.9 0.2 0.1
5x1077 M cladribine 16.1 7.6 10.6 1.0 73.1 7.2 0.2 0.1
No cladribine 49.2 14.0 8.6 1.9 41.9 12.2 0.3 0.4
1x10® M cladribine 31.3 8.3 10.7 3.1 57.8 10.1 0.3 0.3
72h 5x10® M cladribine 17.0 4.6 8.4 241 74.3 28 0.3 0.3
1x107 M cladribine 11.0 3.9 6.8 2.3 82.0 3.2 0.2 0.3
5x107 M cladribine 4.7 22 51 2.0 89.9 1.8 0.3 0.3

CD8" cells (a, n = 3) were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies and were incubated in the absence or presence of cladribine (1x1078 M to
5x1077 M). Apoptosis was determined after 12, 24, 48 and 72 h by Annexin V and propidium iodide (Pl) staining. The table lists the percentages of living
cells (Annexin V negative, Pl negative cells), cells that are in the state of early apoptosis (Annexin V positive, Pl negative cells), cells that are in the state
of late apoptosis (Annexin V positive, P positive cells) and cells that have died a non-apoptotic cell death (Annexin V negative, PI positive cells).

doi;10,1371fjournal pone. 01291821003

cytokine production, the IL-4/IFN-y ratio was determined. This analysis confirmed a shift to-
wards an anti-inflammatory cytokine milieu (Day 9, p < 0.01; Day 44, p < 0.01; Day 58, p <
0.05) (Fig 4).

In an additional series of experiments, we stimulated the immune cells with the mitogen
PHA instead of anti-CD3/anti-CD28 antibodies. The increase of TH2-type cytokines in cladri-
bine-treated cells was reproduced under these conditions, demonstrating the robustness of this
phenomenon (Fig 5).

Discussion

This study is the first to address the question of whether cladribine exerts long-term immuno-
modulatory effects on the immune cells that survive the initial treatment, in addition to its
demonstrated cytotoxicity. The concentration range of cladribine used for our in vitro study
was chosen to reflect concentrations that occur in in vivo situations. Patients in the phase III
clinical trial of cladribine for the treatment of MS patients received one or two 10 mg cladribine
tablets once daily for four or five consecutive days. No plasma concentrations have been re-
ported from this trial. Data are available from early reports by Liliemark et al. who detected
peak plasma levels exceeding 100x10™ M following the oral administration of 0.28 mg/kg
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Fig 3. In vitro effects of initial cladribine treatment on the proliferation of PBMCs stimulated at Days 9, 16, 23, 30, 44 and 58 after transfer into
cladribine-free medium PBMCs were initially incubated in the absence or presence of cladribine (1x107% M to 5x10~" M) for 72 h. Cells were washed
three times and then transferred into cladribine-free medium. Cells were restimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies (a, n =5) or PHA (b, n =4) for 48h
at Days 9, 16, 23, 30, 44 and 58; proliferation was determined by the incorporation of tritiated thymidine. Stimulation indices were defined as the ratios of the
counts per minute of stimulated samples to unstimulated and untreated samples. Data are depicted as mean + standard deviation (SD).

doi:10.1371/joumal pone.0129182.9003

cladribine [22]. More recently Munafo et al. presented plasma concentrations of 7x10°% M after
a single tablet of 10 mg oral cladribine. [23].

To explore whether the alteration of cytokine patterns persisted beyond the initial cytotoxic
effects of cladribine, human PBMCs were cultured for up to 2 months after an initial 72h expo-
sure to cladribine. Removal of the compound from the culture enabled the experimental sepa-
ration of sustained immune modulation from the acutely toxic effects of cladribine.

The short-term treatment with cladribine resulted in a dose-dependent decrease of prolifer-
ation and a dose- and time-dependent increase of apoptosis. However, these acute effects did
not persist in surviving cells: when the drug was removed from the cell culture after the initial
72h, cladribine did not inhibit the proliferation of PBMCs up to 58 days thereafter. Assessing
the cytokine levels enabled us to show that initial cladribine treatment results in a sustained al-
teration of cytokine release in the surviving cells. Treated cells predominantly released anti-in-
flammatory cytokines in comparison to untreated cells, which was reflected by an increased IL-
4/IFN-y ratio. Cladribine did not change the secretion of NGF-f.

In earlier in vivo studies reductions of chemokines and soluble adhesion molecules were ob-
served after the subcutaneous administration of cladribine [20,21]. Furthermore, Laugel et al.
reported decreases in the production of IL-2, IL-10, IFN-y and TNF-o in T cells that were treat-
ed with cladribine in vitro [24]. However, in these studies readouts were performed in the pres-
ence of cladribine; therefore, direct cytotoxic drug effects likely account for the reduced
cytokine production.

Kraus et al. recently investigated the effects of cladribine on murine and human dendritic
cells in vitro. T cells stimulated by murine dendritic cells that had been pre-treated with cladri-
bine produced significantly less IFN-y and TNF-o and significantly more IL-10. IL-4 produc-
tion remained unchanged [25]. Together with our observation that cladribine-exposed human
T cells produced more IL-4 but did not alter IL-10 production, these data suggest that cladri-
bine exerts its immunomodulatory effects both by directly influencing T cell function and by
altering the co-stimulatory function of dendritic cells.
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72 h. Then cells were washed three times and transferred into cladribine-free medium. Cells were restimulated with anti-CD3/anti-CD28 antibodies for 48 h at
days 9, 16, 23, 30, 44 and 58; supematants were collected and cytokine concentrations were determined. Data are depicted as box plot diagrams. Whiskers
represent maximum and minimum values. The IL-4/IFN-y ratio was defined as the ratio of IL-4 (pg/ml) to IFN-y (pg/ml). *: p<0.05; **: p<0.01.

doi:10.1371/journal.pone.0129182.g004
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supernatants were collected and cytokine were determined. Data are depicted as box plot diagrams. Whiskers represent maximum and minimum values.
The IL-4/IFN-y ratio was defined as the ratio of IL-4 (pg/ml) to IFN-y (pg/ml). *: p<0.05; **: p<0.01.

doi:10.1371/journal pone.0129182.g005

We are aware that an in vitro study only partly reflects the in vivo treatment situation. The ef-
fect of cladribine on tissue resident cells and the effects that may occur through repopulation
from bone marrow and lymphoid organs are not modelled in our in vitro system. Also, since the
cells were obtained from healthy donors they may show a response pattern that differs from cells
derived from patients with an ongoing autoimmune disease. Since marketing authorisation for
cladribine was not granted in the US and Europe for patients with RRMS the manufacturer with-
drew the drug from those markets where cladribine had been introduced. Therefore complement-
ing this study with ex vivo data derived from treated MS patients is not feasible. The statistical
approach chosen, was adapted to the exploratory character of the study. Statistical results were
not corrected for multiple testing for each cytokine investigated. Therefore, additional studies are
needed to confirm our findings. Also, the strongest effects reaching statistical significance were
observed only at the highest concentration of cladribine. However, we believe that these data are
biologically relevant since these findings were consistently observed using two different stimuli.
Furthermore the graphical representation demonstrates a dose dependent induction of cytokines.

Despite these limitations our study is the first to apply an assay that allows the investigation
of immunomodulatory effects of cladribine on surviving PBMCs that cannot be explained by
direct cytotoxicity. Our data reveal that cells which survive cladribine treatment exhibit an
anti-inflammatory phenotype with respect to their cytokine patterns. These findings are in line
with the concept that the induction of an anti-inflammatory cytokine pattern contributes to
the mechanism of action of immunosuppressive drugs in relapsing remitting MS [16]. Since
enhanced induction of IL-4 is a common feature of cyclophosphamide, mitoxantrone and cla-
dribine, it is tempting to speculate that IL-4 induction could be used as a lead marker to select
additional immunosuppressive drugs for clinical testing.

In summary, we were able to demonstrate that an initial treatment with cladribine induces a
sustained alteration in the cytokine profile of surviving PBMCs in vitro. This cannot be ex-
plained by persistent toxic effect after the removal of cladribine because proliferation remained
unimpaired and cladribine administration resulted in an induction of IL-4 and IL-5. We con-
clude that the induction of anti-inflammatory cytokines may contribute to the beneficial effect
of cladribine in RRMS patients.
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