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%   Prozent 

°C   Grad Celsius  

Ci   Curie 

CPM   Counts per minute (Zählungen pro Minute) 

g   Gramm  

kg   Kilogramm 

M   Molar 

MBq   Megabecquerel 

mg   Milligramm 

min   Minute 

ml   Milliliter 

Std.   Stunden 

U   Umdrehung 

U/ml   Unit pro ml 

   Alpha 

   Beta 

   Gamma 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 

 

 

-   Anti- (gegen) 

Abb.   Abbildung 

A. dest.  Aqua destillata (destilliertes Wasser) 

CD   Cluster of differentiation (Unterscheidungsgruppen) 

CIS   Clinically isolated syndrome (klinisch isoliertes Syndrom) 

CLARITY  Cladribine tablets treating MS orally (Cladribintabletten zur oralen 

Therapie der MS) 

EMA European Medicines Agency (europäische Arzneimittelzulassungs-

behörde) 

Et al. Et alii / et aliae (und andere)  
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FACS Fluorescence activated cell sorting (fluoreszenzaktivierte 

Zellsortierung) 

FDA Food and Drug Administration (Arzneimittelzulassungsbehörde der 

Vereinigten Staaten von Amerika) 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

ICAM   Intercellular adhesion molecule (interzelluläres Adhäsionsmolekül) 

IL   Interleukin 

INF   Interferon 

MRT   Magnetresonanztomographie 

MS    Multiple Sklerose 

MW   Mittelwert 

NGF   Nerv growth factor (Nervenwachstumsfaktor)  

ONWARD  Oral cladribine added on to interferon beta-1a in patients with 

active relapsing disease (orales Cladribin zusätzlich zu Interferon 

beta-1a in Patienten mit aktiver, schubförmiger Erkrankung) 

ORACLE-MS  Oral cladribine in early MS (orales Cladribin bei früher MS) 

PBMCs   Peripheral blood mononuclear cells (periphere mononukleäre 

Blutzellen)  

PBS   Phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 

PE   Phycoerythrin  

PHA   Phytohämagglutinin 

PPMS    Primary progressive multiple sclerosis (primär progrediente 

Multiple Sklerose)  

PREMIERE  Prospective observational long-term safety registry of MS patients 

who have participated in cladribine clinical trials (prospektives, 

langfristiges Beobachtungssicherheitsregister für MS Patienten, die 

an einer klinischen Cladribinstudie teilgenommen haben) 

RANTES  Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 

(reguliert bei Aktivierung, durch normale T-Zellen exprimiert und 

sezerniert) 

RPMI   Roswell Park Memorial Institut 

RRMS   Relapsing remitting multiple sclerosis (schubförmig remittierende 

Multiple Sklerose) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Roswell_Park_Memorial_Institute_medium
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s   Soluble (löslich) 

SD   Standard deviation (Standardabweichung) 

SPMS    Secondary progressive multiple sclerosis (sekundär progrediente 

Multiple Sklerose)  

Tab.   Tabelle 

TH   T-Helferzellen 

TNF   Tumornekrosefaktor 
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1 EINLEITUNG 

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entzündliche Erkrankung des zentralen 

Nervensystems mit bisher ungeklärter Ätiologie [1]. Weltweit sind über zwei Millionen 

Menschen betroffen und bei jungen Erwachsenen stellt die MS die häufigste Ursache für 

nicht traumatische Behinderungen dar [2-4]. 

Basierend auf dem Krankheitsverlauf kann zwischen der schubförmig remittierenden MS 

(relapsing remitting multiple sclerosis, RRMS), der sekundär progredienten MS 

(secondary progressive multiple sclerosis, SPMS) und der primär 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 Schüben. Zwischen den 

Schüben kommt es zu keiner klinischen Verschlechterung der Symptomatik. Im 

natürlichen Verlauf entwickelt etwa die Hälfte der RRMS Patienten innerhalb von 10 

Jahren eine sekundäre Progredienz. Hierbei kommt es zu einer Abnahme der Schubrate, 

die allerdings mit einer Verschlechterung der klinischen Symptomatik zwischen den 

Schüben einhergeht. Im Verlauf können die Schübe ganz ausbleiben. 15 % der Patienten 

leiden von Beginn an an einer PPMS, die durch eine kontinuierliche Progredienz der 

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

 
Bis heute ist eine kurative Therapie der MS nicht möglich. Die medikamentöse 

Behandlung zielt daher auf die Reduktion der Schubrate, die Verlangsamung des 

Krankheitsverlaufs, die möglichst vollständige Rückbildung schubassoziierter 

Symptomatik und die symptomatische Therapie bleibender Beeinträchtigungen ab. Man 

unterscheidet in der Therapie der MS zwischen der verlaufsmodifizierenden Therapie, die 

als Dauertherapie auch in Phasen ohne klinische Krankheitsaktivität fortgeführt wird und 

einer Schubtherapie, die nur bei akut auftretenden Schüben 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-Präparate, Glatirameracetat, Dimethylfumarat und 

Teriflunomid zur Verfügung. Bei Therapieversagen der Basistherapeutika oder primär 

hochaktivem Verlauf können Natalizumab, Fingolimod oder Alemtuzumab verwendet 
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werden. Als Mittel zweiter Wahl steht Mitoxantron zur Verfügung. Zur Behandlung der 

SPMS bei Verläufen mit Schüben sind Beta-Interferon-Präparate und Mitoxantron Mittel 

der ersten Wahl, für Verläufe ohne Schübe kann Mitoxantron erwogen werden. 

Cyclophosphamid kann bei schweren RRMS und SPMS Verläufen als Heilversuch 

eingesetzt werden [6]. Darüber hinaus wird Daclizumab zeitnah als weitere therapeutische 

Option für RRMS Patienten zur Verfügung stehen [7,8]. Die mögliche Zulassung von 

Ocrelizumab zur Behandlung der RRMS und PPMS wird aktuell von der amerikanischen 

(Food and Drug Administration, FDA) und von der europäischen 

Arzneimittelzulassungsbehörde (European Medicines Agency, EMA) geprüft [9]. 

Die Therapie akuter Schübe hat eine Verkürzung der Schubdauer sowie eine möglichst 

vollständige Rückbildung der Schubsymptomatik zum Ziel. Dazu wird hochdosiertes 

Methylprednisolon für drei bis maximal fünf Tage intravenös verabreicht. Kommt es 

dadurch nicht zu einer zufriedenstellenden Rückbildung der schubassoziierten Defizite ist 

eine wiederholte Methylprednisolonbehandlung indiziert. Bei weiterhin unzureichender 

Rückbildung der neurologischen Symptomatik stellt die Plasmapherese eine weitere 

Therapieoption dar [6].  

 
Ein weiteres Medikament, das in einer klinischen Phase III 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 hauptsächlich zur Behandlung hämatologischer Malignome wie der 

Haarzellleukämie, der chronisch lymphatischen Leukämie und der chronischen und akuten 

myeloischen Leukämie verwendet [15]. 

Im Rahmen der CLARITY Studie bewirkte Cladribin eine signifikante Reduktion der 

Schubrate, der Magnetresonanztomographie (MRT)-Aktivität und der 

Behinderungsprogression in RRMS Patienten [10,16]. Darüber hinaus zeigte sich eine 

signifikante Erhöhung des Anteils an Patienten ohne nachweisbare Krankheitsaktivität 

[17]. Allerdings traten im Vergleich zur Placebogruppe auch vermehrt unerwünschte 

Nebenwirkungen wie z.B. Lymphopenien und Herpes zoster Infektionen auf. Auch eine 

eventuell höhere 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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schätzten 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 für die 

Behandlung der MS einzustellen [20].   

Im Juli 2016 stellte der Hersteller allerdings bei der EMA einen erneuten Antrag auf 

Marktzulassung von Cladribintabletten für die MS Therapie. Dabei begründete 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 III Studien [CLARITY 

EXTENSION (Verlängerung der CLARITY Studie) und ORACLE-MS (Oral cladribine in 

early MS)], einer Phase II Studie (ONWARD, Oral cladribine added on to interferon beta-

1a 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 vollständig publizierte Ergebnisse vor. Die CLARITY EXTENSION Studie 

hatte die Untersuchung der Wirksamkeit und Sicherheit einer verlängerten 

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 Verzögerung 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 möglicherweise erhöhten Krebsrisiko durch eine 

Cladribintherapie lieferte eine Metaanalyse der klinischen Phase III Studien von Cladribin, 

Alemtuzumab, Dimethylfumarat, Fingolimod, Glatirameracetat, Natalizumab und 

Teriflunomid hinsichtlich aufgetretener Karzinome. Dabei konnte keine Erhöhung 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 ungeklärt. 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 während 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.  

Für 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 Erhöhung 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)- und eine Zunahme der IL-4, IL-5 und IL-10 Ausschüttung in peripheren 

mononukleären 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].  

Für Cladribin zeigten verschiedene Arbeitsgruppen eine Abnahme von pro- und 

antiinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen und Adhäsionsmolekülen [31-33]. Darüber 

hinaus wiesen Kopadze et al. in vitro eine Reduktion der Migrationskapazität in 

cladribinbehandelten PBMCs nach [34]. Allerdings lässt das Studiendesign der 

verschiedenen Untersuchungen z.B. die Durchführung der Experimente unter dauerhafter 

Cladribinanwesenheit oder mit bereits zytotoxisch wirkenden Cladribinkonzentrationen 

eine sichere Abgrenzung von möglichen immunmodulatorischen zu zytotoxischen 

Cladribineffekten nicht zu [31-34].  

Ziel dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob Cladribin zusätzlich zu den bekannten 

immunsuppressiven Eigenschaften immunmodulatorische Effekte aufweist. Eigene 

Vorarbeiten im Rahmen einer Bachelorarbeit zum Thema „Zytotoxische Effekte von 

Cladribin auf humane periphere mononukleäre Zellen und T-Zell-Subpopulationen in 

vitro“ beschäftigten 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 µg/ml anti(-CD3/-CD28-Antikörpern, 2 µg/ml -CD3/-
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CD28-Antikörpern oder 1 µg/ml Phytohämagglutinin (PHA) stimulierte PBMCs, CD4
+
 T-

Zellen und CD8
+
 T-Zellen für 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden 

Cladribinkonzentrationen inkubiert. Es zeigte sich eine dosisabhängige Abnahme der 

Proliferation nach 72 Stunden für alle Zellpopulationen sowohl mit als auch ohne Stimuli 

[35,36]. Die Stimulation mit 2 µg/ml -CD3/-CD28-Antikörpern bewirkte keine 

Veränderungen im Proliferationsverhalten, verglichen mit der Stimulation mit 1 µg/ml -

CD3/-CD28-Antikörpern [35]. Deshalb wurde in der hier präsentierten Arbeit eine 

Konzentration von 1 µg/ml für die Stimulation mit -CD3/-CD28-Antikörpern 

verwendet. Des Weiteren bewirkte eine Inkubation von stimulierten Zellen mit einer 

Cladribindosis über 5x10
-7

 M ein Absinken der Proliferation auf das Niveau unstimulierter, 

unbehandelter Zellen, weshalb in den im Folgenden präsentierten Versuchen 5x10
-7

 M 

Cladribin als höchste 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 für die positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufes in RRMS 

Patienten im Rahmen einer Cladribintherapie sein könnten. 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 ermöglichen. Bisherige Untersuchungen zu 

diesem Thema ließen aufgrund der gewählten Versuchsbedingungen (z.B. die 

Durchführung der Experimente unter dauerhafter Cladribinanwesenheit oder mit bereits 

zytotoxisch wirkenden Cladribinkonzentrationen) keine sichere Unterscheidung zwischen 

diesen beiden Effekten zu.  

 
Um die sichere Unterscheidung zu ermöglichen, sollte daher nach möglichen 

immunmodulatorischen Effekten von Cladribin außerhalb des zytotoxischen 

Wirkungsbereiches des Medikaments gesucht werden. Dazu wurde zunächst 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. 

Anschließend wurden die Auswirkungen dieser initialen Cladribinbehandlung auf das 

langfristige Proliferationsverhalten überlebender PBMCs in Abwesenheit von Cladribin in 

vitro getestet. Weitergehend erfolgte die Untersuchung des Zytokinsekretionsverhaltens 

überlebenden PBMCs in vitro, welche ebenfalls ausschließlich einer initialen 

Cladribinexposition ausgesetzt waren.  

 
 
 
 

3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Material 

3.1.1 Laborgeräte 

Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Autoklav 2540 EL Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland 

FACScan Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 

Flockeneisbereiter KF85 Migel, Brannenburg, Deutschland 

Handstückzähler Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Harvester Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg, 

Deutschland 

Kühlschränke Liebherr, Bulle, Schweiz 

Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, 

Deutschland 

Lichtmikroskop Hund Wetzlar und Carl Zeiss, Jena, Deutschland 

Magnetrührer (MR 3001) mit Heizplatte Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Microbeta
2
 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 Laborzubehör und Verbrauchsmaterialien 

1,3 ml Polypropylenröhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

15 ml Polypropylenröhrchen  SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

50 ml Polypropylenröhrchen BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA 

5 ml Polysteren Rundboden fluorescence 

activated cell sorting (FACS) Röhrchen 

BD Labware, Bedford, MA, USA 

Aluminiumfolie Ecopla, Le Touvet, Frankreich 

Aqua ad iniectabilia Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland 

Cellstar Petrischalen Greiner Labortechnik GmbH, Österreich 

Glass Fibre Filter Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg, 

Deutschland 

Hämacytometer-Deckgläser 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 

Löffelspatel Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Multipette plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Neubauer-Zählkammer NanoEnTec, Newton, MA, USA 

Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen Eppendorf Hamburg und Greiner, Frickenhausen, 

Deutschland 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml)  Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Reaktionsgefäßständer Nalgene Labware, Rochester, NY, USA 

Sterilfilter (0,20 µm) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Thermotransportbox (Styropor) Skufa GmbH, Alveslohe, Deutschland 

Untersuchungshandschuhe, puderfrei Peha-soft, Paul HartmannAG, Heidenheim, 

Deutschland 

Wägeschalen 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, Universitätsmedizin 

Greifswald, Deutschland 

Biocoll Separating Solution (Ficoll, 

1,077 g/ml Dichte) 

Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Bovine Serum Albumin (BSA) MP Biomedicals, Solon, USA 
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Buffy Coat Transfusionsmedizin, Universitätsmedizin 

Greifswald, Deutschland 

Cladribin (Leustatin, 1 mg/ml) Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 

(PBS) ohne Ca & Mg 

PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Ethanol Absolute J.T.Baker, Deventer, Holland 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

FACS Puffer BD FacsFlow
TM

 BD Biocsciences, Heidelberg, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS) Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland 

GIBCO™ Water Distilled Sterile Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsäure-

Puffer (HEPES) 

GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

IL-2 Strathmann Biotec AG, Hamburg, 

Deutschland 

L-Glutamin Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

[Methyl-
3
H]Thymidin 185MBq, 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, Rüsselsheim, 

Deutschland 

Roswell Park Memorial Institut (RPMI)-

1640 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Trypanblau-Lösung Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz 

 

3.1.4 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, 

Österreich 

 

3.1.5 Antikörper und Antikörperkonjugate 

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 

http://en.wikipedia.org/wiki/Roswell_Park_Memorial_Institute_medium
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Purified Mouse anti-human CD3, Klon 

HIT3a 

BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA 

Purified Mouse anti-human CD28, Klon 

CD28.2 

BD Labware, Franklin Lakes, NJ, USA 

 

3.1.6 Software 

Flow Cytomix Pro 2.2 Software Bender MedSystems GmbH, Wien, 

Österreich 

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 ausführlichere Beschreibung sowie 

eine Ergänzung 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 

mononukleäre 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 zunächst 1:2 mit PBS verdünnt und auf Ficoll überschichtet. 

Anschließend erfolgte eine Zentrifugation mit 2800 U/min für 15 min ohne Bremse 

wodurch sich die mononukleären Zellen in einem Zellring ablagerten. Dieser wurde 

mithilfe einer Pipette abgenommen und die gewonnen Zellen mit PBS verdünnt und bei 

1800 U/min für 9 min zentrifugiert. Im Anschluss an diesen Waschschritt wurde der 

Überstand verworfen und eventuell noch vorhandenen Erythrozyten durch kontrollierte 

Hämolyse 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, 
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Karlsruhe, Deutschland). Um die Reinheit der gewonnenen Zellen zu kontrollieren, 

erfolgte die Färbung der CD4
+
 T-Zellen mit FITC konjugierten -human CD3-Antikörpern 

und PE konjugierten -human CD4-Antikörpern. Die CD8
+
 T-Zellen wurden 

dementsprechend mit FITC konjugierten -human CD3-Antikörpern und PE konjugierten 

-human CD8-Antikörpern gefärbt. Daraufhin erfolgte die Messung der Proben am 

FACScan. Die Auswertung erfolge mithilfe des Programms WinMDI 2.8. CD4
+ 

T-Zellen 

wurden als doppelt positiv für CD3 und CD4 und CD8
+
 T-Zellen als doppelt positiv für 

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 Trypanblaufärbung und Zellzählung in der Neubauer-Zählkammer. Dazu 

wurden jeweils 10 µl der Zellsuspension mit PBMCs, CD4
+
 T-Zellen und CD8

+
 T-Zellen 

1:10 mit 0,5 %igem Trypanblau verdünnt und auf vorbereitete Zählkammern gegeben. Die 

Gesamtzellzahl pro ml ergab sich gemäß folgender Formel [35,36]:  

Zellzahl

ml
=

Zellzahl x Verdünnungsfaktor

ausgezählte Fläche 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 gesättigter Wasserdampfatmosphäre 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 ausgesät. Eine Stimulation der Zellen 

erfolgte wahlweise mit an die Zellkulturplatte gecoateten -CD3/-CD28-Antikörpern 

(1 µg/ml) oder mit löslichem PHA (1 µg/ml). Cladribin wurde in gelöster Form zur 

Verfügung gestellt und mit RPMI-1640 Medium auf die benötigten Konzentrationen 

verdünnt [35,36]. 

 

3.2.3 Bestimmung der frühen Apoptoseinduktion durch Cladribin  

Ziel war es den direkten Einfluss einer Cladribinbehandlung auf das Apoptoseverhalten 

unterschiedlicher Zellpopulationen zu bestimmen. Dazu wurden unstimulierte und mit  



  [MATERIAL UND METHODEN] 
 

 
 

 

 

 11 

 

-CD3/-CD28-Antikörpern stimulierte PBMCs, CD4
+
 T-Zellen und CD8

+
 T-Zellen für 

bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10
-8

 M 

bis 5x10
-7

 M) inkubiert. Die Bestimmung der Apoptose erfolgte nach 12, 24, 48 und 72 

Stunden durch Annexin V und Propidiumiodidfärbung entsprechend den Herstellerangaben 

(FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit, BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA). Es 

wurden drei unabhängige Experimente mit einem Minimum von jeweils drei technischen 

Replikaten pro Versuchsbedingung durchgeführt. Die Ergebnisse wurden mithilfe der 

Software FlowJo 7.5 ausgewertet [36]. 

 

3.2.4 Cladribineffekte auf Proliferation und Zytokinsekretion in einer 

mehrwöchigen in vitro Zellkultur 

Es sollten die langfristigen Effekte einer initialen Cladribininkubation auf überlebende 

PBMCs nach Entfernung von Cladribin aus der Zellkultur getestet werden. Dazu wurden 

mit -CD3/-CD28-Antikörpern oder PHA stimulierte PBMCs für 72 Stunden ohne oder 

mit 1x10
-8

 M bis 5x10
-7

 M Cladribin inkubiert. Danach wurde Cladribin durch dreimaliges 

Waschen mit PBS aus der Zellkultur entfernt und die PBMCs in cladribinfreies Medium 

übertragen, welches zusätzlich mit 50 U/ml IL-2 versetzt wurde. Es erfolgte eine weitere 

Kultivierung für 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-stündigen Ruhephase ohne IL-2 mit -CD3/-CD28-Antikörpern oder PHA 

restimuliert. Es wurde eine unstimulierte Kontrolle mitgeführt. Nach 48-stündiger 

Inkubation wurde die Proliferation bestimmt und Überstände abgenommen. Es wurden 

fünf (Stimulation mit -CD3/-CD28-Antikörpern) und vier (Stimulation mit PHA) 

unabhängige Experimente durchgeführt. Die Anzahl technischer Replikate an den Tagen 9, 

16, 23, 30, 44 und 58 wurde der Anzahl verfügbarer Zellen angepasst. Pro 

Versuchsbedingung wurden mindestens drei technische Replikate analysiert [36]. 

Zur Bestimmung der Proliferation wurden die PBMCs für 18 Stunden mit [
3
H]Thymidin 

inkubiert. Mit Hilfe eines Harvesters erfolgte anschließend die Übertragung auf 

Glasfaserfilter, welche sechsmal mit A. dest. + 0,02 % Natriumazid gewaschen und danach 

getrocknet wurden. Die Proliferation wurde mittels Microbeta
2
 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 Überständen wurden mithilfe eines 

Multiplex-Assays zur Bestimmung der Typ-1 und Typ-2 T-Helferzellantwort (TH1/TH2 

Antwort) analysiert, welcher wie vom Hersteller beschrieben, durchgeführt wurde 

(FlowCytomix Human Th1/Th2 11 Plex Kit, Bender MedSystems GmbH, Wien, 

Österreich). Zur Messung der Zytokinkonzentrationen wurde ein FACScan verwendet. Die 

Ergebnisse wurden mithilfe der Flow Cytomix Pro 2.2 Software analysiert. Der IL-4/IFN- 

Quotient wurde als Quotient aus der IL-4 Konzentration in [pg/ml] zur IFN- 

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 für 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 überlebender PBMCs wurden als 

Balkendiagramme (Mittelwert + Standardabweichung) dargestellt, die Zytokindaten als 

Boxplot Diagramme [36].  

 

3.2.6 Ethische Grundsätze 

Die Buffy Coats zur Gewinnung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden aus 

Blutspenden gesunder Blutspender in der Transfusionsmedizin der Universitätsmedizin 

Greifswald gewonnen. Alle Blutspender unterschrieben zum Zeitpunkt der Blutspende eine 

schriftliche Einverständniserklärung. In dieser willigten sie ein, dass klinisch nicht 

verwendete Blutspenden für Forschungszwecke genutzt werden dürften. Die Anonymität 

der Spender blieb im Rahmen dieser Arbeit zu jedem Zeitpunkt gewahrt. Dementsprechend 

gaben alle Blutspender ein allgemeines Einverständnis ohne allerdings zu wissen für 

welches Forschungsprojekt ihre Blutspende konkret verwendet werden könnte. Dieses 

Vorgehen wurde durch die Ethik Kommission der Universität Greifswald bewilligt 

(BB014/14). Darüber hinaus wurde diese Arbeit entsprechend der ethischen Grundsätze für 

die medizinische Forschung am Menschen der Deklaration von Helsinki durchgeführt [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-stündiger Inkubation mit Cladribin untersucht [35,36].  

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde weiterführend das Apoptoseverhalten von 

unstimulierten und stimulierten PBMCs, CD4
+
 T-Zellen und CD8

+
 T-Zellen nach 12, 24, 

48 und 72-stündiger Inkubation mit unterschiedlichen Cladribinkonzentrationen (1x10
-8

 M 

bis 5x10
-7

 M) bestimmt (Abb. 1, Tab. 1-6). Es zeigte sich sowohl für unstimulierte als auch 

für mit -CD3/-CD28-Antikörpern stimulierte PBMCs, CD4
+
 T-Zellen und CD8

+
 T-

Zellen eine zeit- und cladribindosisabhängige Zunahme der Apoptose (Abb. 1). Dabei war 

bei Stimulation mit -CD3/-CD28-Antikörpern 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
-7

 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-stündige 

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 -CD3/-CD28-
Antikörpern stimulierten PBMCs, CD4

+
 T-Zellen und CD8

+
 T-Zellen in vitro 

Dargestellt ist die Apoptose von unstimulierten (A-C, n = 3) und mit 1 µg/ml -CD3/-CD28-
Antikörpern 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
-8

 M bis  
5x10

-7
 M). Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde die Apoptose durch Annexin V und 

Propidiumiodid Färbung bestimmt. Dargestellt ist der Anteil apoptotischer, Annexin V positiver 
Zellen [frühapoptotische Zellen (Annexin V positive, PI negative Zellen) + spätapoptotische Zellen 
(Annexin V positive, PI 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 
Frühapopto-
tische Zellen 

Spätapopto-
tische Zellen 

Nicht apopto-
tischer Zelltod 

Zeitpunkt Cladribindosis MW in % SD MW in % SD MW in % SD MW in % SD 

12 Std. 

Kein Cladribin 82,9 2,1 11,6 1,0 5,4 1,2 0,1 0,1 

1x10
-8

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

5x10
-8

 M Cladribin 77,4 2,3 14,9 0,9 7,5 1,4 0,1 0,1 

1x10
-7

 M Cladribin 76,1 3,5 16,1 1,9 7,7 2,1 0,1 0,1 

5x10
-7

 M Cladribin 71,4 3,0 20,3 2,4 8,3 0,7 0,0 0,0 

24 Std. 

Kein Cladribin 79,3 1,4 9,2 4,5 10,9 5,1 0,6 0,6 

1x10
-8

 M Cladribin 74,8 2,1 11,3 7,1 13,3 6,2 0,7 0,8 

5x10
-8

 M Cladribin 63,8 5,6 14,6 9,4 21,2 9,1 0,4 0,4 

1x10
-7

 M Cladribin 58,2 4,6 16,3 9,7 24,9 9,4 0,6 0,7 

5x10
-7

 M Cladribin 49,2 10,5 17,7 13,7 32,8 19,2 0,3 0,2 

48 Std. 

Kein Cladribin 70,3 4,7 16,9 2,1 12,6 2,7 0,2 0,0 

1x10
-8

 M Cladribin 58,6 7,9 23,8 3,2 17,3 4,7 0,3 0,1 

5x10
-8

 M Cladribin 33,5 9,3 37,2 4,1 29,0 10,9 0,4 0,0 

1x10
-7

 M Cladribin 26,7 7,5 38,8 3,6 34,2 8,4 0,3 0,1 

5x10
-7

 M Cladribin 18,1 5,9 41,3 7,8 40,3 9,2 0,3 0,2 

72 Std. 

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

1x10
-8

 M Cladribin 46,0 12,6 26,2 4,6 27,3 15,8 0,4 0,4 

5x10
-8

 M Cladribin 16,5 8,3 37,4 5,7 45,6 12,7 0,4 0,3 

1x10
-7

 M Cladribin 11,8 5,6 40,1 7,5 47,5 11,3 0,5 0,3 

5x10
-7

 M Cladribin 6,9 3,9 40,8 7,3 51,4 10,6 0,9 0,7 

 

Unstimulierte PBMCs (n = 3) wurden für bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden 
Cladribinkonzentrationen (1x10

-8
 M bis 5x10

-7
 M) inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde 

das Apoptoseverhalten durch Annexin V und Propidiumiodid (PI) Färbung analysiert. Dargestellt 
sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V negative, PI negative Zellen), frühapoptotischer Zellen 
(Annexin V positive, PI negative Zellen), spätapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI 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 

Frühapopto-
tische Zellen 

Spätapopto-
tische Zellen 

Nicht apopto-
tischer Zelltod 

Zeitpunkt Cladribindosis MW in % SD MW in % SD MW in % SD MW in % SD 

12 Std. 

Kein Cladribin 88,2 5,4 4,5 0,6 7,1 5,2 0,1 0,1 

1x10
-8

 M Cladribin 87,9 4,0 5,1 0,9 6,9 4,5 0,1 0,0 

5x10
-8

 M Cladribin 86,4 3,0 5,8 1,2 7,7 3,6 0,1 0,1 

1x10
-7

 M Cladribin 86,5 1,6 6,3 1,4 7,0 2,7 0,1 0,0 

5x10
-7

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

24 Std. 

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

1x10
-8

 M Cladribin 82,3 7,7 5,9 4,2 11,3 5,5 0,6 0,5 

5x10
-8

 M Cladribin 78,8 3,5 8,2 6,5 12,6 2,8 0,4 0,3 

1x10
-7

 M Cladribin 75,2 6,0 10,0 8,5 14,3 3,0 0,6 0,4 

5x10
-7

 M Cladribin 69,7 5,9 11,4 10,0 18,5 4,5 0,4 0,3 

48 Std. 

Kein Cladribin 88,2 0,8 4,4 1,0 7,0 0,8 0,3 0,2 

1x10
-8

 M Cladribin 76,0 8,5 11,3 2,4 12,4 6,8 0,3 0,2 

5x10
-8

 M Cladribin 40,9 13,6 25,7 7,5 32,9 13,9 0,4 0,1 

1x10
-7

 M Cladribin 34,6 12,6 26,1 6,2 38,8 14,6 0,6 0,4 

5x10
-7

 M Cladribin 23,9 8,7 26,4 9,6 49,1 14,9 0,6 0,4 

72 Std. 

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

1x10
-8

 M Cladribin 51,3 15,3 17,0 2,4 31,4 13,0 0,3 0,1 

5x10
-8

 M Cladribin 10,9 5,3 24,7 9,3 64,0 13,8 0,5 0,3 

1x10
-7

 M Cladribin 7,2 2,8 21,1 6,8 70,9 10,0 0,8 0,7 

5x10
-7

 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 für bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit 

steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10
-8

 M bis 5x10
-7

 M) inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 
Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und Propidiumiodid (PI) Färbung 
analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V negative, PI negative Zellen), 
frühapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI negative Zellen), spätapoptotischer Zellen 
(Annexin V positive, PI 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. 3 Apoptoseverhalten unstimulierter CD8
+
 T-Zellen nach Behandlung mit steigenden 

Cladribinkonzentrationen in vitro 

Unstimulierte CD8
+
 T-Zellen Lebende Zellen 

Frühapopto-
tische Zellen 

Spätapopto-
tische Zellen 

Nicht apopto-
tischer Zelltod 

Zeitpunkt Cladribindosis MW in % SD MW in % SD MW in % SD MW in % SD 

12 Std. 

Kein Cladribin 86,4 6,8 5,3 1,4 7,9 5,4 0,3 0,4 

1x10
-8

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

5x10
-8

 M Cladribin 85,9 2,0 6,8 1,4 7,0 3,1 0,3 0,1 

1x10
-7

 M Cladribin 85,1 2,1 6,9 2,5 7,8 3,6 0,2 0,2 

5x10
-7

 M Cladribin 84,0 1,0 7,8 3,2 8,0 3,1 0,2 0,2 

24 Std. 

Kein Cladribin 88,2 1,7 3,4 2,6 7,9 2,7 0,5 0,5 

1x10
-8

 M Cladribin 82,2 2,5 6,0 5,4 11,3 4,4 0,5 0,3 

5x10
-8

 M Cladribin 69,9 5,5 11,8 10,3 17,9 8,0 0,5 0,5 

1x10
-7

 M Cladribin 65,8 7,3 15,0 10,4 18,7 9,5 0,5 0,2 

5x10
-7

 M Cladribin 56,6 7,5 16,6 14,0 26,0 15,2 0,8 1,1 

48 Std. 

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

1x10
-8

 M Cladribin 67,0 8,3 16,2 6,3 16,4 4,1 0,4 0,2 

5x10
-8

 M Cladribin 25,5 8,3 36,0 11,5 38,0 6,8 0,5 0,2 

1x10
-7

 M Cladribin 19,9 5,5 36,7 11,5 43,0 7,5 0,4 0,1 

5x10
-7

 M Cladribin 12,6 3,2 37,1 18,9 49,8 16,0 0,5 0,2 

72 Std. 

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

1x10
-8

 M Cladribin 44,6 8,3 23,3 6,0 31,8 8,1 0,4 0,2 

5x10
-8

 M Cladribin 5,1 0,5 30,8 13,7 62,9 14,5 1,1 1,3 

1x10
-7

 M Cladribin 3,7 0,7 28,9 15,5 66,2 16,6 1,2 1,4 

5x10
-7

 M Cladribin 2,3 1,6 27,0 16,9 69,8 17,2 0,9 0,6 

 

Unstimulierte CD8
+
 T-Zellen (n = 3) wurden für bis zu 72 Stunden ohne Cladribin oder mit 

steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10
-8

 M bis 5x10
-7

 M) inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 
Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und Propidiumiodid (PI) Färbung 
analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V negative, PI negative Zellen), 
frühapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI negative Zellen), spätapoptotischer Zellen 
(Annexin V positive, PI 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. 4 Apoptoseverhalten stimulierter PBMCs nach Behandlung mit steigenden 
Cladribinkonzentrationen in vitro 

Stimulierte PBMCs Lebende Zellen 
Frühapopto-
tische Zellen 

Spätapopto-
tische Zellen 

Nicht apopto-
tischer Zelltod 

Zeitpunkt Cladribindosis MW in % SD MW in % SD MW in % SD MW in % SD 

12 Std. 

Kein Cladribin 66,7 5,2 22,1 2,0 10,8 3,7 0,4 0,3 

1x10
-8

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

5x10
-8

 M Cladribin 67,0 5,5 22,3 3,4 10,2 2,4 0,4 0,4 

1x10
-7

 M Cladribin 63,5 4,8 24,2 3,1 11,4 2,5 0,8 1,0 

5x10
-7

 M Cladribin 61,5 5,4 24,7 4,6 13,0 2,1 0,8 0,9 

24 Std. 

Kein Cladribin 59,0 6,8 27,5 7,6 13,0 3,5 0,6 0,3 

1x10
-8

 M Cladribin 57,3 6,8 28,0 6,0 14,2 4,5 0,4 0,2 

5x10
-8

 M Cladribin 48,5 4,2 31,7 9,3 19,4 9,6 0,4 0,3 

1x10
-7

 M Cladribin 47,5 8,8 29,5 9,9 22,4 11,4 0,6 0,5 

5x10
-7

 M Cladribin 42,9 7,1 30,8 10,0 25,7 13,1 0,5 0,3 

48 Std. 

Kein Cladribin 42,3 3,9 35,4 13,2 21,9 9,8 0,4 0,5 

1x10
-8

 M Cladribin 34,4 3,7 38,8 15,1 26,4 13,0 0,4 0,5 

5x10
-8

 M Cladribin 30,2 7,5 32,9 4,6 36,2 11,3 0,7 0,7 

1x10
-7

 M Cladribin 25,0 6,0 32,9 10,9 41,5 14,8 0,6 0,7 

5x10
-7

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

72 Std. 

Kein Cladribin 45,6 9,4 27,8 4,8 23,7 8,8 2,9 4,3 

1x10
-8

 M Cladribin 37,0 9,3 31,2 1,8 29,3 13,1 2,5 3,6 

5x10
-8

 M Cladribin 16,7 4,4 36,9 11,8 45,2 17,9 1,2 1,8 

1x10
-7

 M Cladribin 13,6 5,3 35,5 4,6 49,6 11,6 1,2 1,9 

5x10
-7

 M Cladribin 8,4 3,9 28,6 2,1 61,8 7,6 1,2 1,8 

 

PBMCs (n = 3) wurden mit 1 µg/ml -CD3/-CD28-Antikörpern stimuliert und für bis zu 72 Stunden 
ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10

-8
 M bis 5x10

-7
 M) inkubiert. 

Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und 
Propidiumiodid (PI) Färbung analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V 
negative, PI negative Zellen), frühapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI negative Zellen), 
spätapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI 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. 5 Apoptoseverhalten stimulierter CD4
+
 T-Zellen nach Behandlung mit steigenden 

Cladribinkonzentrationen in vitro 

Stimulierte CD4
+
 T-Zellen Lebende Zellen 

Frühapopto-
tische Zellen 

Spätapopto-
tische Zellen 

Nicht apopto-
tischer Zelltod 

Zeitpunkt Cladribindosis MW in % SD MW in % SD MW in % SD MW in % SD 

12 Std. 

Kein Cladribin 88,4 4,7 4,4 2,9 7,0 1,9 0,3 0,2 

1x10
-8

 M Cladribin 87,2 4,7 4,9 3,5 7,7 1,3 0,3 0,2 

5x10
-8

 M Cladribin 86,2 3,9 5,3 2,6 8,2 1,3 0,3 0,2 

1x10
-7

 M Cladribin 84,2 2,2 5,4 2,5 10,0 0,4 0,4 0,3 

5x10
-7

 M Cladribin 86,9 4,5 4,8 2,6 7,9 2,1 0,3 0,3 

24 Std. 

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

1x10
-8

 M Cladribin 84,5 5,1 4,0 1,3 11,3 3,9 0,2 0,1 

5x10
-8

 M Cladribin 78,3 5,7 7,1 3,2 14,4 3,7 0,2 0,1 

1x10
-7

 M Cladribin 77,3 6,6 6,8 2,7 15,6 4,6 0,3 0,1 

5x10
-7

 M Cladribin 74,5 6,1 8,9 3,5 16,4 4,3 0,2 0,1 

48 Std. 

Kein Cladribin 82,5 11,4 5,4 5,8 12,0 5,8 0,1 0,0 

1x10
-8

 M Cladribin 74,0 5,6 8,2 4,6 17,6 1,0 0,2 0,0 

5x10
-8

 M Cladribin 52,7 9,6 12,2 5,7 34,9 5,5 0,2 0,1 

1x10
-7

 M Cladribin 44,6 13,2 12,3 5,0 43,0 8,4 0,2 0,1 

5x10
-7

 M Cladribin 32,4 7,6 11,7 3,9 55,7 3,9 0,2 0,0 

72 Std. 

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

1x10
-8

 M Cladribin 53,4 6,7 9,6 3,3 36,7 4,6 0,3 0,1 

5x10
-8

 M Cladribin 27,0 12,0 10,2 3,6 62,6 9,8 0,3 0,2 

1x10
-7

 M Cladribin 20,4 9,3 9,2 3,7 70,2 9,1 0,3 0,2 

5x10
-7

 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 µg/ml -CD3/-CD28-Antikörpern stimuliert und für bis zu 72 

Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10
-8

 M bis 5x10
-7

 M) 
inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und 
Propidiumiodid (PI) Färbung analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V 
negative, PI negative Zellen), frühapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI negative Zellen), 
spätapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI 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. 6 Apoptoseverhalten stimulierter CD8
+
 T-Zellen nach Behandlung mit steigenden 

Cladribinkonzentrationen in vitro 

Stimulierte CD8
+
 T-Zellen Lebende Zellen 

Frühapopto-
tische Zellen 

Spätapopto-
tische Zellen 

Nicht apopto-
tischer Zelltod 

Zeitpunkt Cladribindosis MW in % SD MW in % SD MW in % SD MW in % SD 

12 Std. 

Kein Cladribin 76,3 14,6 7,6 4,4 15,6 10,1 0,5 0,4 

1x10
-8

 M Cladribin 73,9 13,2 9,2 4,5 16,3 8,5 0,6 0,5 

5x10
-8

 M Cladribin 73,2 13,4 10,5 5,3 15,9 8,1 0,3 0,3 

1x10
-7

 M Cladribin 74,4 12,7 10,4 5,6 14,9 7,3 0,3 0,4 

5x10
-7

 M Cladribin 73,7 12,6 11,3 5,4 14,7 7,4 0,4 0,4 

24 Std. 

Kein Cladribin 70,2 13,8 8,0 3,4 21,7 13,0 0,2 0,1 

1x10
-8

 M Cladribin 69,1 13,1 9,8 2,8 20,9 12,8 0,3 0,3 

5x10
-8

 M Cladribin 64,8 12,8 11,4 2,5 23,2 12,4 0,5 0,7 

1x10
-7

 M Cladribin 61,7 11,3 11,9 5,5 26,1 14,7 0,3 0,3 

5x10
-7

 M Cladribin 55,6 11,6 13,8 5,8 29,9 13,9 0,7 0,9 

48 Std. 

Kein Cladribin 60,9 15,5 8,6 4,1 30,3 11,6 0,2 0,2 

1x10
-8

 M Cladribin 52,8 13,9 11,0 4,5 36,1 9,4 0,1 0,1 

5x10
-8

 M Cladribin 33,7 11,3 12,8 3,3 53,3 8,3 0,2 0,1 

1x10
-7

 M Cladribin 28,0 9,1 12,5 1,3 59,3 7,9 0,2 0,1 

5x10
-7

 M Cladribin 16,1 7,6 10,6 1,0 73,1 7,2 0,2 0,1 

72 Std. 

Kein Cladribin 49,2 14,0 8,6 1,9 41,9 12,2 0,3 0,4 

1x10
-8

 M Cladribin 31,3 8,3 10,7 3,1 57,8 10,1 0,3 0,3 

5x10
-8

 M Cladribin 17,0 4,6 8,4 2,1 74,3 2,8 0,3 0,3 

1x10
-7

 M Cladribin 11,0 3,9 6,8 2,3 82,0 3,2 0,2 0,3 

5x10
-7

 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 µg/ml -CD3/-CD28-Antikörpern stimuliert und für bis zu 72 

Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen (1x10
-8

 M bis 5x10
-7

 M) 
inkubiert. Nach 12, 24, 48 und 72 Stunden wurde das Apoptoseverhalten durch Annexin V und 
Propidiumiodid (PI) Färbung analysiert. Dargestellt sind der Anteil lebender Zellen (Annexin V 
negative, PI negative Zellen), frühapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI negative Zellen), 
spätapoptotischer Zellen (Annexin V positive, PI 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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Um zu bestimmen, welchen Langzeiteffekt eine kurzzeitige Cladribinbehandlung auf die 

Proliferation überlebender PBMCs hat, wurde das Proliferationsverhalten dieser Zellen 9, 

16, 23, 30, 44 oder 58 Tage nach Beendigung der initialen Cladribinbehandlung 

untersucht. Es ließ 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 überlebende PBMCs (Abb. 

2) [36].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 für 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribinkonzentrationen 
(1x10

-8
 M bis 5x10

-7
 M) inkubiert. Daraufhin wurde das Cladribin durch dreimaliges Waschen aus 

der Zellkultur entfernt und die Zellen in cladribinfreies Medium übertragen. Nach 9, 16, 23, 30, 44 

oder 58 Tagen wurden die Zellen für 48 Stunden mit 1 µg/ml -CD3/-CD28-Antikörpern (A, n = 5) 
oder 1 µg/ml PHA (B, n = 4) und die Proliferation durch Messung des inkorporierten [

3
H]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 

Zytokinausschüttung in überlebenden PBMCs untersucht. Dazu wurde das pro- und 

antiinflammatorische Zytokinprofil nach Restimulation mit -CD3/-CD28-Antikörpern 

oder PHA an den Tagen 9, 16, 23, 30, 44 und 58 nach Transfer in cladribinfreies Medium 

bestimmt [36].  

Nach Restimulation mit -CD3/-CD28-Antikörpern kam es zu einer dosisabhängigen 

Erhöhung der Ausschüttung antiinflammatorischer Zytokine in den Zellen, die initial mit 

Cladribin behandelt wurden. Dabei hatte eine anfängliche Inkubation mit 5x10
-7

 M 

Cladribin den stärksten Effekt auf die antiinflammatorische Zytokinausschüttung zu allen 

betrachteten Zeitpunkten (Abb. 3, A-C). Für IL-4 zeigte sich eine signifikante Erhöhung 

der Zytokinausschüttung bei initialer Inkubation mit 5x10
-7

 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). Für IL-5 fand sich an Tag 9 eine signifikant erhöhte Zytokinausschüttung nach 

initialer Inkubation mit 5x10
-7

 M Cladribin (p < 0,01) (Abb. 3, B). Für beide Zytokine war 

an den übrigen Tagen ein Trend zur dosisabhängig verstärkten Ausschüttung zu 

beobachten, der aber keine statistische Signifikanz erreichte (Abb. 3, A+B). Auch für IL-

10 wurde ein Trend zur erhöhten Zytokinausschüttung in initial cladribinbehandelten 

Zellen beobachtet (Abb. 3, C). Weiterhin wurde der Einfluss einer anfänglichen 

Cladribinbehandlung auf die Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine untersucht. 

Hier zeigten sich keine signifikanten Veränderungen der IFN-, 

Tumornekrosefaktor (TNF)-, IL-8 und IL-6 Ausschüttung durch initialer Inkubation mit 

Cladribin im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 3, E-H). Um den Gesamteffekt der 

veränderten Zytokinausschüttung auf das pro- und antiinflammatorische Zytokinprofil 

genauer einschätzen zu können, wurde weiterführend der IL-4/IFN- 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 -CD3/-CD28-

Antikörpern reproduziert werden (Abb. 4). Es zeigte sich eine dosisabhängige Erhöhung 

der antiinflammatorischen Zytokinproduktion in initial cladribinbehandelten PBMCs im 

Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb.4, A-C). Hierbei ließ sich für IL-4 an den Tagen 

16 und 23 (Tag 16, p < 0,05; Tag 23, p < 0,05) eine signifikante Erhöhung der 

Zytokinausschüttung beobachten (Abb. 4, A). Für IL-5 und IL-10 zeigte sich ein Trend zur 
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verstärkten Zytokinproduktion in anfänglich cladribinbehandelten PBMCs ohne allerdings 

statistische Signifikanz zu erreichen (Abb. 4, B+C). Im Gegensatz zur Restimulation mit 

-CD3/-CD28-Antikörpern ließ sich bei Restimulation mit PHA auch für einige 

proinflammatorische Zytokine eine Erhöhung der Zytokinausschüttung nach initialer 

Cladribinbehandlung beobachten (Abb. 4, E-H). Die Analyse des IL-4/IFN- 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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Abb. 3 Langfristiger Effekt einer initialen Cladribinbehandlung auf die Zytokinsekretion von mit -

CD3/-CD28-Antikörpern restimulierten PBMCs 9, 16, 23, 30, 44 und 58 Tage nach Transfer in 
cladribinfreies Medium in vitro 

PBMCs (n = 5) wurden initial für 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden Cladribin-
konzentrationen (1x10

-8
 M bis 5x10

-7
 M) inkubiert. Daraufhin wurde das Cladribin durch dreimaliges 

Waschen aus der Zellkultur entfernt und die Zellen in cladribinfreies Medium übertragen. Nach 9, 

16, 23, 30, 44 oder 58 Tagen wurden die Zellen für 48 Stunden mit 1 µg/ml -CD3/-CD28-
Antikörpern restimuliert. Aus den entnommenen Überstände wurden die Zytokinkonzentrationen 
bestimmt. Die Ergebnisse sind als Box Plot Diagramm dargestellt. Die Whiskers repräsentieren die 

maximalen und minimalen Werte. Der IL-4/IFN- Quotient wurde als Quotient aus der IL-4 

Konzentration in [pg/ml] zur IFN- Konzentration in [pg/ml] berechnet. *: p < 0,05; **: p < 0,01. 
Modifiziert nach Korsen et al. [36]. 
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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 für 72 Stunden ohne Cladribin oder mit steigenden 
Cladribinkonzentrationen (1x10

-8
 M bis 5x10

-7
 M) inkubiert. Daraufhin wurde das Cladribin durch 

dreimaliges Waschen aus der Zellkultur entfernt und die Zellen in cladribinfreies Medium 
übertragen. Nach 9, 16, 23 und 30 Tagen wurden die Zellen für 48 Stunden mit 1 µg/ml PHA 
restimuliert. Aus den entnommenen Überstände wurden die Zytokinkonzentrationen bestimmt. Die 
Ergebnisse sind als Box Plot Diagramm dargestellt. Die Whiskers repräsentieren die maximalen 

und minimalen Werte. Der IL-4/IFN- Quotient wurde als Quotient aus der IL-4 Konzentration in 

[pg/ml] zur IFN- 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 

hierfür verantwortlich ist, bleibt bis heute ungeklärt. Diese Arbeit befasst sich erstmalig 

mit der Frage, ob Cladribin zusätzlich zu den bekannten zytotoxischen Effekten 

immunmodulatorische Effekte auf solche Zellen ausübt, die eine initiale Behandlung mit 

Cladribin überleben [36]. 

 
Dazu wurden die in dieser in vitro Arbeit verwendeten Cladribinkonzentrationen so 

gewählt, dass eine Vergleichbarkeit mit den in vivo Konzentrationen während der 

CLARITY Studie möglich ist [36]. Die Patienten erhielten im Rahmen der CLARITY 

Studie einmal täglich eine oder zwei 10 mg Cladribintabletten für vier oder fünf 

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 Körpergewicht Cladribin 

Plasmalevel von > 100x10
-9

 M Cladribin [37]. Nach einmaliger Gabe von 10 mg Cladribin 

oral ermittelten Munafo et al. darüber hinaus eine Plasmakonzentration von 7x10
-8

 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 möglichen 

immunmodulatorischen Effekten von Cladribin unterscheiden zu können, war es wichtig 

immunmodulatorische Mechanismen außerhalb des zytotoxischen Wirkungsbereiches von 

Cladribin zu suchen. Dazu wurde zunächst der mögliche zytotoxisch Effekt einer 

Behandlung mit klinisch relevanten Cladribinkonzentrationen untersucht [36]. In 

vorhergegangenen in vitro Versuchen konnte bereits eine dosisabhängige Abnahme der 

Proliferation in unstimulierten und stimulierten PBMCs, CD4
+
 T-Zellen und CD8

+
 T-

Zellen direkt nach Behandlung mit Cladribin nachgewiesen werden [35,36]. Darüber 

hinaus zeigte sich in zusätzlichen Versuchen der Arbeitsgruppe eine Abnahme des Anteils 

überlebender PBMCs nach Cladribinbehandlung [36]. Weiterführend wurden nun die 

unmittelbaren Effekte von Cladribin (1x10
-8

 M bis 5x10
-7

 M) auf das Apoptoseverhalten 

unstimulierter und stimulierter PBMCs, CD4
+
 T-Zellen, CD8

+
 T-Zellen in vitro untersucht. 

Hierbei konnte eine dosis- und zeitabhängige Zunahme der Apoptose in 
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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 

präsentierten Versuchen hinsichtlich der verwendeten Zellpopulationen, 

Cladribinkonzentrationen, Inkubationszeiträumen 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
-6

 M Cladribin 

für 72 Stunden [39]. In der Studie von Barbieri et al. führte eine Inkubation von 

unstimulierten PBMCs mit 1x10
-6

 M Cladribin für 72 Stunden zu einer Apoptoserate von 

durchschnittlich 81 % [40]. Laugel et al. beobachteten bei Inkubation mit 1x10
-6

 M 

Cladribin für 4 Tagen eine Apoptoserate von > 90 % in stimulierten PBMCs [31]. 

Um weiterführend 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 anfängliche Inkubation mit 1x10
-8

 M bis 

5x10
-7

 M Cladribin für 72 Stunden keine Auswirkung auf die Proliferation überlebender 

PBMCs in einem Zeitraum von bis zu 58 Tagen nach Transfer in cladribinfreies Medium 

hatte. Im Gegensatz zu der akuten Zytotoxizität direkt nach Inkubation mit Cladribin 

konnten somit keine langfristigen zytotoxischen Effekte beobachtet werden. Daher 

ermöglichte der hier verwendete Versuchsaufbau eine Untersuchung möglicher 

immunmodulatorische Effekte außerhalb des zytotoxischen Wirkungsbereiches von 

Cladribin [36]. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass eine kurze, initiale Cladribinbehandlung für 72 Stunden 

das Zytokinprofil überlebender PBMCs im Vergleich zu unbehandelten Zellen langfristig 

zugunsten eines antiinflammatorischen Zytokinprofils veränderte. Dies zeigte sich in einer 

Zunahme des IL-4/IFN- Quotienten und in der signifikant erhöhten Produktion von IL-4 

und IL-5 und einem Trend zu vermehrter IL-10 Produktion. In weiterführenden Versuchen 

der Arbeitsgruppe wurde kein Effekt auf die Sekretion von IL-17A, IL-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- und TNF- war ab einer Dosis von 1x10
-6

 M Cladribin inhibiert 

[31]. Weitere Arbeitsgruppen beobachteten in vivo eine Abnahme von löslichen 

Adhäsionsmolekülen und Chemokinen nach subkutaner Cladribinbehandlung [32,33]. 

Mitosek-Szewczyk et al. wiesen im Serum von RRMS Patienten nach Cladribingabe eine 

Abnahme der Adhäsionsmoleküle 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. 

führten ihre Versuche darüber hinaus unter dauerhafter Cladribininkubation durch [31]. 

Daher ist es wahrscheinlich, dass für einen Teil der Beobachtungen zytotoxische 

Cladribineffekte verantwortlich sind. Eine Abgrenzung von immunsuppressiven zu 

immunmodulatorischen Effekten ist somit nicht sicher möglich. Die Arbeitsgruppe von 

Kraus et. al untersuchte kürzlich 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- 

und TNF- und signifikant mehr IL-10. Die IL-4 Produktion blieb unverändert [43]. 

Zusammen mit den hier präsentierten Beobachtungen, dass eine direkte Behandlung 

humaner PBMCs mit Cladribin zu einer erhöhten IL-4 Produktion führte, weißt dies darauf 

hin, dass Cladribin seinen immunmodulatorischen Effekt sowohl durch einen direkten 

Einfluss auf die T-Zell Funktion als auch durch eine Veränderung der kostimulatiorischen 

Funktion von dendritischen Zellen bewirkt [36,43].  

 
Gewisse Limitationen der hier präsentierten Arbeit müssen 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 

Einschränkungen 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. Darüber hinaus wurden die 

verwendeten Zellen aus Buffy Coats gesunder Blutspender isoliert. Daher ist es möglich, 

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 Bestätigung 

der in vitro Ergebnisse durch ex vivo Studien bislang nicht möglich [19,20]. Allerdings hat 

die EMA im Juli 2016 den Antrag der Merck KGaA auf Marktzulassung von 

Cladribintabletten für die MS Therapie angenommen und überprüft nun die eingereichten 

Daten [21]. Sollte es zu einer erfolgreichen Zulassung von Cladribin für die MS Therapie 

kommen, wäre die Durchführung einer ex vivo Studie mit größerem Stichprobenumfang 

zur Bestätigung der Daten möglich. Darüber hinaus wären weiterführende Untersuchungen 

zum Wirkmechanismus, der den hier präsentierten Effekten zugrunde liegt, von Interesse. 

Die Verschiebung des Zytokinprofils in cladribinbehandelten Zellen könnte beispielsweise 

sowohl durch selektives Überleben einzelner T-Zell-Subpopulationen als auch durch 

Zytokininduktion verursacht werden [36].  

 
Trotz gewisser Einschränkungen der hier präsentierten Ergebnisse, ermöglichte der in 

dieser Arbeit verwendete Versuchsaufbau erstmalig eine Untersuchung 

immunmodulatorischer Cladribineffekte außerhalb des zytotoxischen Wirkspektrums des 

Medikaments. Es konnte gezeigt werden, dass eine kurzzeitige Cladribinbehandlung eine 

nachhaltige Veränderung im Zytokinprofil der überlebenden PBMCs bewirkte. Diese 

sezernierten signifikant mehr antiinflammatorische Zytokine im Vergleich zu 

unbehandelten Zellen. Dies kann nicht durch langfristige zytotoxische Effekte der 

Cladribinbehandlung erklärt werden, da die Proliferation der überlebenden PBMCs 

unbeeinträchtigt war und die Zytokinproduktion induziert und nicht inhibiert wurde. Die 

hier beobachteten immunmodulatorischen Effekte könnten somit zur positiven Wirkung 

von Cladribin auf den Krankheitsverlauf in RRMS Patienten beitragen [36].  

Darüber hinaus ermöglicht der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Versuchsaufbau die 

in vitro Untersuchung möglicher immunmodulatorischer Effekte eines primär 

immunsuppressiv wirkenden Medikamentes außerhalb dessen zytotoxischen 

Wirkungsbereiches. Daher könnte dieser Versuchsaufbau in Zukunft auch zur 

Untersuchung möglicher immunmodulatorischer Wirkmechanismen anderer MS 

Therapeutika genutzt werden. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Im Rahmen der klinischen Phase III Zulassungsstudie bewirkte Cladribin einen positiven 

Effekt auf den Krankheitsverlauf der schubförmig remittierenden Multiplen Sklerose 

(relapsing remitting multiple sclerosis, RRMS). Bis heute bleibt der verantwortliche 

Wirkmechanismus im Detail ungeklärt. Neben den bekannten zytotoxischen Effekten 

könnten zusätzliche immunmodulatorische Effekte einen Teil des Wirkmechanismus 

darstellen. Ziel dieser Arbeit war es mögliche immunmodulatorische Effekte von Cladribin 

außerhalb des zytotoxischen Wirkungsbereichs des Medikaments zu untersuchen.  

Dazu wurde zunächst der direkte Effekt einer Behandlung mit klinisch relevanten 

Cladribinkonzentrationen auf das Apoptoseverhalten von peripheren mononukleären 

Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs), CD4
+
 T-Zellen und CD8

+
 T-Zellen 

in vitro untersucht. Anschließend wurde ein experimentelles Model entwickelt mit dem die 

Auswirkungen einer initialen Cladribinbehandlung auf das langfristige 

Proliferationsverhalten und die Zytokinsekretion überlebender PBMCs in Abwesenheit von 

Cladribin getestet werden konnten. Die initiale Behandlung mit Cladribin wirkte akut 

zytotoxisch, übte aber keine langfristigen zytotoxischen Effekte auf das 

Proliferationsverhalten überlebender PBMCs aus. In diesen Zellen wurde allerdings bei 

Restimulation mit -CD3/-CD28-Antikörpern eine Verschiebung des Zytokinprofils 

zugunsten antiinflammatorischer Zytokine beobachtet. Dies zeigte sich in einer signifikant 

erhöhten Ausschüttung von IL-4 (Tag 9, 44 und 58, p < 0,01) und IL-5 (Tag 9, p < 0,01), 

einem erhöhten IL-4/IFN- 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 

Veränderungen von IFN-, TNF-, IL-8 und IL-6 beobachtet.  

Somit führte eine initiale Behandlung von PBMCs mit klinisch relevanten Cladribin-

konzentrationen in vitro zu einer langanhaltenden Verschiebung des Zytokinprofils 

zugunsten antiinflammatorischer Zytokine. Diese immunmodulatorischen Cladribineffekte 

könnten mitverantwortlich für die positive Beeinflussung des Krankheitsverlaufes in 

RRMS Patienten sein. Darüber hinaus ermöglicht der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte 

Versuchsaufbau eine in vitro Untersuchung immunmodulatorischer Effekte primär 

immunsuppressiv wirkender Medikamente außerhalb der zytotoxischen Wirkungsbereiche. 

Dieser Versuchsaufbau könnte daher in Zukunft auch zur Untersuchung möglicher 

immunmodulatorischer Wirkmechanismen anderer MS Therapeutika genutzt werden.  
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