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Zusammenfassung

In der Multiplen Sklerose sind Monozyten/Makrophagen als pathogenetisch relevante Im-
munzellen umfangreich beschrieben. Moglichweise leisten NADPH Oxidasen einen Bei-
trag zum Krankheitsgeschehen und dem Untergang von Nervenzellen, wobei deren Rolle
bislang unklar ist.

Die Aktivierung von NADPH Oxidasen lasst sich mit Fluorescence lifetime imaging
microscopy (FLIM) direkt, d.h. Marker-frei auf molekularer Ebene visualisieren.

In CD11b* Monozyten aus dem Vollblut von Patienten mit Multipler Sklerose konnte so
zum ersten Mal ein differenziertes Aktivierungsmuster in Abhangigkeit von der Krank-
heitsphase sowie der Therapie gezeigt werden.! Zudem konnte der Effekt von Griintee-
extrakt EGCG auf das Immunsystem genauer charakterisiert werden.

Die Ergebnisse belegen einen Nutzen der Methode FLIM fir das Monitoring entzindli-
cher Erkrankungen. Die detektierte Uberaktivierung von NADPH Oxidasen in Multipler

Sklerose impliziert neuartige Therapieansatze.

Abstract

The role of monocytes/macrophages in the course of the neuro-inflammatory disease
multiple sclerosis has long been established. Though the definite mechanisms of damage
to neurons were less obvious until recently. Potentially, NADPH oxidases are involved in
the pathogenesis of multiple sclerosis.

The activation of NADPH oxidases can now be visualized directly on a molecular level
with a marker-free approach using Fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM).
CD11b* monocytes from whole-blood in multiple sclerosis reveal a distinctive pattern of
activation depending on the phase and the therapy of the disease.! Furthermore, the
evaluation of the effect of green-tea extract EGCG on immune function provides a better
insight in its potential actions in multiple sclerosis.

The results point to a benefit of monitoring disease activity in inflammatory conditions with
FLIM and hereby evaluate treatments. The overactivation of NOX enzymes warrants a

new therapeutic approach in multiple sclerosis.



1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1.1 Das Immunsystem — Monozyten/Makrophagen als Effektoren

Die Effektoren des Immunsystems bekampfen Mikroorganismen wie Bakterien, Viren und
Pilze. Daruber hinaus ist eine wesentliche Funktion des Immunsystems die Erkennung
und gezielte Elimination von entarteten koérpereigenen Zellen.? Das Immunsystem be-
steht aus zellularen Komponenten wie Monozyten/Makrophagen, Granulozyten und Lym-
phozyten sowie aus humoralen Bestandteilen wie Antikorpern und Zytokinen. Das Im-
munsystem wird grundsatzlich in angeboren und adaptiv unterteilt. Charakteristikum der
angeborenen Immunitéat ist seine rasche Unterscheidung in fremd und selbst sowie in
normal und anormal anhand hoch konservierter Muster.2 Die adaptive Immunitét ist in der
Lage, nach einer stattgehabten Infektion ein Gedachtnis auszubilden. Somit verlauft eine
zweite Attacke durch die gleichen Erreger in der Regel deutlich abgeschwacht.* Beide
Elemente des Immunsystems sind an vielen Stellen miteinander verkntpft und daher

nicht isoliert zu betrachten.®

Fur die vorliegende Arbeit sind die fur wenige Stunden im Blut zirkulierenden Monozyten
und der final differenzierte Zelltyp der Makrophagen relevant, deren Lebenswege in Abb.
1 nachvollzogen werden konnen.® Makrophagen sind entsprechend ihrer gewebsspezifi-
schen Differenzierung — beispielsweise als Alveolarmakrophagen oder Peritonealmakro-
phagen — heterogene Zellen. Auch Monozyten im Blut liegen bereits in unterschiedlichen
Populationen vor, die anhand ihrer migratorischen Eigenschaften differenziert werden

kénnen.”
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Abb. 1: Der Weg des Monozyten/Makrophagen

Monozyten/Makrophagen und ihre Vorlauferzellen in den Kompartimenten Knochen-
mark, Blut und Zielgewebe. Monozyten verlassen das Knochenmark, zirkulieren im Blut
und gelangen ins Zielgewebe, wo die terminale Differenzierung erfolgt. Adaptiert nach:

Bildquelle s. Text

Mit ihrer Phagozytosefunktion verbinden Monozyten/Makrophagen als wichtige Stellglie-
der angeborene und erworbene Abwehr. Konkret kdnnen die Zellen des mononuklearen
Phagozytose-Systems Mikroorganismen aufnehmen und diese zerstdren, um sie danach
den ubrigen Effektoren des Immunsystems in Form von prozessierten Antigenen zu pra-
sentieren.® Dabei ist die Degradation von endozytiertem Material in Monozyten/Makro-
phagen u.a. von der Generierung sog. Reaktiver Sauerstoffspezies abhangig.'®

1.2 Reaktive Sauerstoffspezies

1.2.1 Oxidativer Stress — Gefahrenpotential reaktiver Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) reagieren aufgrund ihrer ungepaarten Elektronen
rasch mit anderen Verbindungen. Dadurch verursachte strukturelle Veranderungen von
Lipiden, Proteinen, DNA und Kohlenhydraten kénnen als oxidativer Schaden die Integri-
tat von Zellen storen.t! Trotz der biologischen Gefahren spielen reaktive Sauerstoffspe-
zies im Organismus eine wichtige Rolle wie z.B. beim signaling zwischen Zellen und
Kompartimenten.'? Diese stehen optimaler Weise in einem Gleichgewicht mit den u.g.

antioxidativen Mechanismen des Korpers. Oxidativer Stress lasst sich als Exzess pro-



oxidativer Aktivitat verstehen, die vom antioxidativen Schutz nicht mehr aufgewogen wer-
den kann.'® Anders als reaktive Sauerstoffspezies entstehen reaktive Stickstoffspezies
(RNS) durch NO-Synthasen (NOS) aus Arginin.1* Dabei sind die beiden konstitutiv expri-
mierten Isoformen endotheliale (eNOS) und neuronale NOS (nNOS) sowie die induzier-
bare Form (iNOS) bekannt. In der folgenden Arbeit stehen reaktive Sauerstoffspezies im
Vordergrund; RNS finden also lediglich der Vollstandigkeit halber Erwé&hnung. Signifi-
kante Quellen fir reaktive Sauerstoffspezies sind im biologischen Kontext vor allem Mi-
tochondrien — dort insbesondere der Anfall von reaktiven Sauerstoffspezies in der

Atmungskette — und die membranstandigen NADPH Oxidasen.©

1.2.2 Antioxidative Mechanismen des Organismus

Der menschliche Organismus verfugt Gber potente antioxidative Schutzmechanismen,
sodass physiologischer Weise ein Gleichgewicht zwischen pro-oxidativen und antioxida-
tiven Faktoren besteht. Es gibt enzymatische antioxidative Mechanismen wie die Super-
oxid-Dismutase, die Glutathion-Peroxidase und die Katalase sowie nicht-enzymatische
Antioxidantien, zu denen Vitamin C, E, Glutathion, g-Caroten und Vitamin A zéhlen.® Die
Superoxid-Dismutase ist das zuerst entdeckte Enzym, das freie Radikale intrazellular
wirksam in weniger reaktive Molekulle umwandelt.’® Das Glutathion-System wiederum
entgiftet reaktive Sauerstoffspezies Uiber die Bereitstellung von reduzierendem Glutathion
mit einer Peroxidase, woraufhin Glutathiondisulfid regeneratorisch zu Glutathion redu-
ziert werden muss. Ein Ausfall der Glutathion-Persoxidase resultiert in einer verstarkten
Empfindlichkeit gegeniliber oxidativem Stress und unterstreicht damit deren hohe Rele-
vanz in der antioxidativen Abwehr.” Einige Vitamine wie zum Beispiel Vitamin C und E
wirken nicht-enzymatisch antioxidativ, wobei deren chemischer Aufbau ihre unmittelbar
reduzierenden Eigenschaften bedingt. Gleiches gilt fur die Harnsaure, der ebenso eine

wichtige Rolle als Radikal-Falle zugesprochen wird.!8

1.3 Die NADPH Oxidasen — Funktion und Aktivierung
Schon friih hat man gezeigt, dass der Prozess der Phagozytose mit einem erhfhten Sau-
erstoffverbrauch einhergeht und diesen als Extrarespiration betitelt.2® In Leukozyten von

Meerschweinchen fand die Reaktion der NADPH Oxidase in der Phagozytose zuerst Er-



wahnung.?® Das mittlerweile als respiratory burst von Phagozyten bezeichnete Phano-
men wurde mit der verstarkten enzymatischen Aktivitat der NADPH Oxidase in folgender

Reaktionsgleichung erklart:

NADPH + 202 < NADP* + 202~ -+ H*, 2!

NADPH Oxidasen (NOX) liegen als Enzymkomplexe vor, deren Systematik umfangreich
charakterisiert ist. Es existieren die sieben Isoformen NOX2, NOX1, NOX3, NOX4, NOX5
sowie DUOX1 und DUOX2, die ein zell- und gewebsspezifisches Expressionsmuster auf-
weisen. Die NADPH Oxidasen bestehen jeweils aus mehreren Untereinheiten, deren
Funktionen mittlerweile weitgehend aufgeklart sind. Die verschiedenen Isoformen besit-
zen allesamt die Untereinheit p22phox, differieren allerdings vor allem in Hinsicht auf
zytosolische Bestandteile.?? Von besonderer Bedeutung ist fir die folgende Arbeit die
Isoform NADPH-Oxidase-2 (NOX2), auch phagozytische NOX, und wird daher en detail

erlautert.

Die NADPH-Oxidase-2 besteht — wie in Abb. 2 nachzuvollziehen — aus den Untereinhei-
ten p22phox, gp91phox, p47phox, p40phox und p67phox sowie RAC.2® Zur Aktivierung
der NOX2 mussen sich die Anteile aus dem Zytosol — p40phox, p47phox, p67phox und
RAC — mit den membranstandigen Untereinheiten p22phox und gp91phox zusammenla-
gern. Erst im assemblierten Zustand kann NADPH an das Enzym binden und ihre Reak-
tion katalysieren, d.h. die schrittweise Ubertragung von Elektronen auf molekularen Sau-
erstoff.?* NADPH Oxidasen lassen sich auf direktem Wege durch pro-inflammatorische
Stimuli aktivieren, wie mit LPS 2° sowie TNFa oder PMA gezeigt wurde.?® Die Expression
von gp91phox ist abhangig vom entziindungsrelevanten Transkriptionsfaktor NF-«kB und

wird entsprechend von den Aktivatoren LPS/IFNy verstarkt.?’
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Abb. 2: NADPH-Oxidase-2

Aufbau und Zusammenlagerung der phagozytischen NADPH-Oxidase-2 in der Zell-
membran. Die NADPH Oxidase im Ruhezustand (I. im Bild). In aktivierter Form lagern
sich unter Mitwirkung der GTPase Rac die Komponenten zu einem Enzymkomplex zu-
sammen. Das katalytische Zentrum, an das NADPH bindet, liegt an der Untereinheit gp91

(rechts im Schaubild). Adaptiert nach: Bildquelle s. Text

Mehrere Untereinheiten der NADPH-Oxidase scheinen essentiell fir das Funktionieren
des Enzymkomplexes zu sein — so beispielsweise die Untereinheit gp91phox (s.u.). Es
verdichten sich die Hinweise, dass uber das Vorhandensein der Untereinheit gp91phox
die Expression der funktionellen NADPH-Oxidasen reguliert wird. In der Entwicklung des
Monozyten steigt die Expression von gp91phox vom spaten Monozyten-Stadium bis zum
terminal differenzierten Makrophagen stark an.?® In direkt aus dem Vollblut extrahierten
humanen Monozyten sind bereits die relevanten Untereinheiten p22phox, p47phox,

p67phox und gp91phox nachweisbar.?®
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1.4 Oxidativer Stress im Zentralnervensystem — ein empfindliches Organ

In vielen Hinsichten ist das Zentralnervensystem (ZNS) ein Sonderfall. Fir Nervenzellen
gehen mit ihrer hohen Spezialisierung auch Nachteile in puncto Resistenz einher, sodass
sie gegentiber diversen schadigenden Faktoren auRRerst empfindlich sind.3° Das Rege-
nerationspotential von Nervengewebe ist hochst gering, da die Neurone des ZNS post-
mitotisch sind bis auf diejenigen Ausnahmen, die heute als neuronale Stammzellen be-
kannt sind. Allenfalls im Hippocampus und in der Subventrikularen Zone des lateralen

Ventrikels ist eine adulte Neurogenese gesichert.3!

Aufgrund ihres hohen Energiebedarfs, den Neurone mit oxidativer Phosphorylierung de-
cken, sind sie von der steten Versorgung mit Sauerstoff abhangig. Hypoxie fuhrt inner-
halb von Sekunden zu einem Verlust neuronaler Funktion und endet mit dem Zelltod.3?
Nervenzellen benétigen Glucose als Substrat — in Fastenzeiten metabolisieren sie zudem
Ketone — und es ist bekannt, dass sie von Astrozyten mit Laktat versorgt werden.®3 Auch
mittelkettige Fettsduren tragen bereits unter normalen Bedingungen zum Energieumsatz
bei.3* Der hohe Sauerstoffumsatz im neuronalen Stoffwechsel bedingt den regelhaften
Anfall von reaktiven Sauerstoffspezies in Mitochondrien, die unter physiologischen Be-
dingungen (s.o. antioxidative Mechanismen des Organismus) keine Gefahr darstellen. Im
geschadigten Gewebe allerdings — beispielsweise in neurodegenerativen Erkrankungen
— tragt eine mitochondriale Dysfunktion zu oxidativem Stress und dem Absterben von

Nervenzellen bei.®®

In der Betrachtung von oxidativem Stress im ZNS ist insbesondere das Immunsystem
wichtig. Historisch wurde aufgrund seiner phanotypischen Besonderheiten vom Immun-
privileg des ZNS gesprochen. Es sind hier kaum Immunzellen zu finden, die beispiels-
weise experimentell eingebrachtes, fremdes Gewebe abstol3en. Die Blut-Hirn-Schranke
galt vormals — u.a. wegen ihrer tight junctions — als fir Zellen und grol3e, polare Molekle
weitgehend dichte Barriere, die von Immunzellen nur bei gestorter Integritat Uberwunden
wird.®® Es ist allerdings bekannt, dass mononukleare Zellen auch transendothelial via
Diapedese aus dem GefaR ins Hirnparenchym wandern kdnnen.3” Die absolute Zahl von
eingewanderten Leukozyten ist im gesunden ZNS-Gewebe hingegen sehr gering, was
mit einer geringen Expression von ICAM-1 am GefalRendothel in Abwesenheit inflamma-

torischer Zustande assoziiert ist.*® Das ZNS-Parenchym scheint zudem durch ein anti-
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inflammatorisches Milieu gepragt zu sein.*® Eine Sonderrolle nehmen im ZNS die Mikrog-
lia-Zellen ein, da diese die ortsstéandigen, gewebsspezifischen Phagozyten des ZNS sind.
Mikroglia-Vorlaufer wandern wahrscheinlich wéahrend der Entwicklung aus dem Dotter-
sack ein und reproduzieren sich lokal. Auf einen entzindlichen Stimulus hin werden
Mikroglia-Zellen aktiviert, was sich in einer veranderten Morphologie und Phagozytose-
fahigkeit zeigt.4°

1.5 Neuroinflammation im Tiermodell — Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

1.5.1 Vor- und Nachteile als Modell der Multiplen Sklerose

Die Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) ist ein verbreitetes Tiermodell,
das Uberwiegend als Mausmodell verwendet wird, um die Entziindung von Nervengebe
in Analogie zur Multiplen Sklerose zu untersuchen. Es wird zwischen der aktiven Immu-
nisierung mit Myelinbestandteilen wie Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein sowie dem
adoptiven Transfer von T-Zellen unterschieden, was zu der Multiplen Sklerose &hnlichen
Infiltraten im ZNS und konsekutiver Symptomatik ftihrt.#1 Der Vorteil der EAE ist, dass
unter standardisierten Bedingungen einzelne Aspekte von neuroinflammatorischen Vor-
gangen untersucht werden kdnnen. Allerdings sind einige Aspekte der Multiplen Sklerose
im Modell nicht reprasentiert, sodass Ruckschliisse auf die Erkrankung des Menschen
teilweise nicht zulassig sind.*? Ein axonaler Schaden als Zeichen des Angriffs auf Neu-
rone wurde sowohl in der Multiplen Sklerose als auch in der EAE der Ratte unter Ver-
wendung des Markers B-Amyloid precursor protein nachgewiesen.*® In der EAE der
Maus konnte die Fokale Axonale Dissektion, vermittelt durch reaktive Sauerstoffspezies,
als pathomechanistisches Korrelat der neuronalen Schadigung festgestellt werden, 44
was die Validitat des Modells fur die Untersuchung von oxidativem Stress untermauert.

1.5.2 Die Rolle der NADPH-Oxidasen

Die NADPH-Oxidasen sind in im ZNS von M&ausen mit Experimenteller autoimmuner En-
zephalomyelitis (EAE) wahrscheinlich tberaktiviert.*> Die Autoren haben in ihrer Arbeit
durch enzymatische Messungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Dihydroethidium eine all-
gemeine Aktivierung der NADPH-Oxidasen im Hirngewebe nachgewiesen. Allerdings ist
mit ihrem Versuchsaufbau keine Zuordnung der NADPH-Oxidasen-Aktivierung zu einzel-
nen Zellen moglich. Ein indirekter Hinweis fur eine verstarkte NADPH-Oxidasen-Aktivie-
rung von Monozyten/Makrophagen ist die pathogene Wirkung von NF-xB in der EAE.*®

Interessanterweise ist die NADPH-Oxidasen-Aktivitat in der EAE im entziindeten ZNS-
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Gewebe von sechs Monate alten gegeniiber sechs Wochen alten Mausen gesteigert.*’
Diese Daten lassen vermuten, dass sich oxidativer Stress im entziindeten ZNS altersab-

hangig verandert.

1.6 Multiple Sklerose — Erkrankung des ZNS

1.6.1 Kiinik der Multiplen Sklerose

MS-Patienten kénnen sich mit unterschiedlichsten Symptomen und Funktionsstérungen
vorstellen. Sehr haufig sind sensible Stérungen wie beispielsweise Parasthesien. Haufig
leiden die Patienten anfangs an einer Schwache, die allerdings ein unspezifisches Zei-
chen darstellt. Sehstérungen — i.d.R. bedingt durch eine Optikusneuritis — sind eine wei-
tere haufige Erstmanifestation. Im Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose treten bei
Uber der Halfte der Patienten in abnehmender Reihenfolge die Symptome Schwache,
sensible Stérungen, Ataxie, Blasenstorungen, Fatigue, Krampfe und Doppelbilder/Seh-
storungen auf.*® Im Gegensatz zur Progression, d.h. dem graduellen Symptomzuwachs,
ist ein Schub definiert als ein Uber 24 Stunden wahrendes Symptom, das neu oder reak-
tiviert ist und subjektiv berichtet oder objektiv festgestellt wird. Dabei zahlen alle innerhalb
von 30 Tagen auftretende Symptome zu einem Schubereignis. Abzugrenzen von einem
tatsachlichen Schub ist eine Pseudoexazerbation, die als kurzzeitige Verschlechterung
durch einen Infekt oder als Uhthoff-Phanomen bei exogener Erwarmung wie z.B. beim

Baden auftreten kann.*®

Die Diagnose Multiple Sklerose erfolgt klinisch und wird wesentlich durch die Magnetre-
sonanztomographie (MRT) und zusatzliche Untersuchungen wie die Liquoranalyse und
evozierte Potenziale gestiitzt.>° Wichtige diagnostische Hinweise finden sich in der Li-
guoranalyse, so gelten die ausschlieR3lich im Liquor befindlichen oligoklonalen Banden
als Beleg fur eine intrathekale Immunglobulin-Synthese.>! Insgesamt bleibt die Multiple
Sklerose durch ihre mannigfaltigen Differentialdiagnosen wie Infektionen usw. eine Her-

ausforderung fur den Neurologen.5?

Das Clinically Isolated Syndrome (CIS) ist per definitionem ein erstmalig aufgetretenes
Schubereignis. Haufig ist initial eine Affektion des Nervus opticus, des Hirnstamms oder
des Ruckenmarks festzustellen. Von den Patienten mit CIS gehen circa 30-70 % in eine

definitive Multiple Sklerose tber.> Teilweise werden MS-typische Lasionen im MRT be-
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reits vor einer Symptommanifestation entdeckt; die Konversionsrate bei radiologisch iso-
liertem Syndrom, d.h. klinisch unauffalligen Probanden mit den beschriebenen Lasionen,

zum CIS betrug in einer Studie 37 % nach einer mittleren Zeitdauer von 2,3 Jahren.>

Die meisten MS-Patienten erleiden einen schubférmigen Verlauf.5® Charakteristisch ist
das totale oder anteilige Abklingen der Symptome nach Tagen bis Wochen, das als Re-
mission bezeichnet wird.>® Die Verlaufe der Multiplen Sklerose differieren allerdings
stark.>” Die Maximalform ist als Marburg-Variante oder maligne Multiple Sklerose be-
schrieben, die bei fulminantem Verlauf innerhalb weniger Monate letal enden kann.5®
Nach Jahren der Krankheitsaktivitat erlebt die Mehrzahl der Patienten eine Konversion
zur progressiven Multiple Sklerose.® Die sekundar progrediente Multiple Sklerose ist
durch eine graduelle Zunahme der Behinderung bei initial schubférmiger Krankheit cha-
rakterisiert, wobei auch weiterhin Schiibe auftreten kénnen.% Mit 10-15 % prasentiert
sich ein kleinerer Teil der MS-Patienten mit einem primar progredienten Verlauf.>® Dieser
ist durch eine kontinuierliche Zunahme der Behinderung gekennzeichnet, ohne dass
Schibe auftreten. Ein progredient schubférmiger Verlauf liegt vor, wenn nach einer Pro-
gredienz auch Schibe auftreten, was eine seltenere Form der Multiplen Sklerose dar-

stellt.58

In Europa leiden bei eingeschrankter Lebenserwartung 83 von 100.000 Menschen unter
Multipler Sklerose (Pravalenz), wéahrend die Inzidenz bei 4,3 Fallen pro 100.000 pro Jahr
liegt.®° Die Erkrankung verlauft chronisch, was sich klinisch in einer Zunahme der Behin-
derung auBert. Als Score fiur die Einschatzung der Krankheitslast wird der von Kurtzke
entwickelte EDSS mit Zahlenwerten von 0 (normaler neurologischer Untersuchungsbe-
fund) bis 10 (Tod durch Multiple Sklerose) verwendet. Im EDSS finden sich 8 Funktions-
systeme wieder, deren Einschrankung jeweils klinisch bewertet wird. Ab einem EDSS
von 4 steht die Gehfahigkeit der Patienten im Vordergrund. Trotz seiner hohen Untersu-
cherabhéngigkeit bietet der EDSS eine in Studien verwendete orientierende Einschat-
zung der Klinik von MS-Patienten.®! Klinisch hat sich unterdessen die Existenz zweier
Komponenten in der Pathogenese abgezeichnet: die Schubaktivitat ist in der Multiplen
Sklerose spatestens ab einem fortgeschrittenen Stadium unabhangig von der Krankheits-

progression.®?
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1.6.2 Pathogenese der Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose bleibt seit der sehr frihen Beschreibung von Charcot in 1868 als
demyelinisierende Erkrankung des ZNS 83 noch immer unheilbar. Sie wird mittlerweile als
ein Zusammenspiel von Umwelt und genetischen Faktoren verstanden.®* MS-Patienten
besitzen autoreaktive T-Zellen, d.h. anders als bei Gesunden reagieren diese experimen-
tell mit einer pro-entziindlichen Antwort auf Bestandteile des Myelins.®® Durch eine mole-
kulare Mimikry kénnen virale Peptide, die dem Myelin-basischen Protein ahnlich sind,
eine autoaggressive Antwort von T-Zellen induzieren.®® In der Multiplen Sklerose wan-
dern u.a. Th17 Zellen — moglichweise nach einem solchen infektiosen Trigger — ins ZNS
ein, wo sie die Bluthirnschranke in ihrer Integritat storen und CD4 pos. T-Zellen rekrutie-
ren.%” Chemokine und ihre Rezeptoren sind neben weiteren Zytokin-Rezeptor-Paaren an
der anschlieRenden Rekrutierung und Migration von Immunzellen wie Monozyten, T- und
B-Zellen in das ZNS-Parenchym beteiligt.®¢ B-Zellen beeinflussen wahrscheinlich den
Verlauf der Multiplen Sklerose, indem sie Follikel-ahnliche Strukturen in den Meningen
bilden, wo sie zu Plasmazellen differenziert — in unmittelbarer Nahe zum Kortex gelegen

— Antikorper produzieren.®®

In MS-Lasionen ist neben der vielbeschriebenen Demyelinisierung des Gewebes eine
axonale Transsektion nachweisbar, die als Ausdruck der neuronalen Schadigung gilt und
vermutlich die Progression der Erkrankung bestimmt.” Ein direkter zellularer Angriff des
Immunsystems konnte fir diese Schadigung neuronaler Strukturen ursachlich sein.”t Zu-
satzlich wirkt auf humoraler Ebene wahrscheinlich in einem Teil der MS-Patienten eine
Antikorperantwort gegen MOG, das sich auf Oligodendroglia befindet, pathogen.’? Au-
Rerdem findet sich in MS-L&sionen an neuronalen Strukturen ein betrachtlicher oxidativer

Schaden, wie anhand von Lipidperoxidation und oxidierter DNA nachgewiesen wurde.”®

Die Prasenz von Makrophagen in MS-L&sionen ist genauestens charakterisiert und wird
auf eine Einwanderung aus der Peripherie zurtickgefihrt.”* In der Experimentellen auto-
immunen Enzephalomyelitis (EAE) gibt es seit lAngerem Hinweise auf einen wesentli-
chen Beitrag von Makrophagen zur Pathogenese.” Tatsachlich scheint die Infiltration
des ZNS durch Monozyten aus dem Blut hochrelevant fur die Progression der EAE zu
sein.’® Nach der Induktion der EAE steigt die Zahl CD11b*CCR2*Ly6C** Monozyten im

Blut stark an und fallt dort mit dem Symptombeginn ab, wahrend am EAE-peak wiederum
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im ZNS eine stark erhdhte Zellzahl zu finden ist. Die Autoren schlie3en aus der Korrela-
tion von klinischem Score und der Zahl 0.g. Zellen im ZNS, dass diese pathogenetisch
relevant sind.”” Tierexperimente legen nahe, dass Makrophagen myelomonozytarer Her-
kunft wichtiger fur die Pathogenese der Multiplen Sklerose sein kénnten als Mikroglia, da
erstere in der EAE immunaktiviert und letztere immunsupprimiert sind.’® Es bleibt zu er-
wahnen, dass Ly6G neg. CD11b* Monozyten eine supprimierende Funktion mit anti-ent-
zindlicher Wirkung haben kénnen.”® Die funktionelle Charakterisierung monozytarer Zell-
subtypen ist noch nicht abschliel3end erfolgt. Mause mit konstitutiver NF-kB-Aktivierung
zeigen eine deutliche Verschlechterung der EAE, die mit einer T-Zell-unabhangigen,
merklich erhéhten Zahl von aktivierten monozytaren CD11b* Splenozyten einhergeht.4®
Dies ist ein weiterer Beleg fur die Pathogenitat von myelomonozytaren Zellen in der EAE

und der Multiplen Sklerose.

1.7 Therapie der Multiplen Sklerose

1.7.1 Aktuelle Therapieoptionen

Die aktuelle Therapie der Multiplen Sklerose besteht aus der Therapie im Schub und der
Basis- sowie der Eskalationstherapie. Im Schub werden Kortikosteroide hochdosiert (Me-
thylprednisolon 1000 mg/d) fur 3-5 Tage verabreicht, wobei die Verabreichungen per os
und intravends aquivalent sind.8 Zur Basistherapie der schubférmigen Multiplen Skle-
rose (RRMS) sind sowohl Glatirameracetat, ein synthetisches Polypeptid, sowie Interfe-
ron-B, ein rekombinantes Zytokin, empfohlen. Die beiden subkutan verabreichten Medi-
kamente haben eine vergleichbare Wirksamkeit und ein Therapiewechsel zwischen den
beiden o0.g. bei Unwirksamkeit ist haufig effektiv.8! Die Eskalationstherapie besteht aus
hocheffektiven Therapeutika, die allerdings ein umfangreiches Nebenwirkungsprofil be-
sitzen. Natalizumab ist ein humanisierter Antikbrper aus der Gruppe der a-Integrine, der
gegen very-late-antigen-4 auf T-Zellen, Monozyten und Granulozyten gerichtet ist und
deren Einwanderung ins Hirnparenchym unterbinden kann.®? Vor allem die Progressive
Multifokale Leukenzephalopathie limitiert als Komplikation den Einsatz von Natalizumab
trotz seiner starken Wirksamkeit. Fingolimod blockiert als Sphingosin-1-Phosphat-Re-
zeptoragonist die Evasion von Immunzellen aus dem Lymphknoten, wodurch eine deut-
liche Schubreduktion erfolgt.8® Fur die Therapie der SPMS sind wenige Medikamente
wirksam und zugelassen wie z.B. Mitoxantron, 8 das auch in der RRMS zur Eskalation
eingesetzt wird. In der PPMS beschréankt sich die Therapie auf Versuche mit Cyclophos-
phamid und Steroiden; eine nachgewiesenermal3en wirksame Behandlung existiert
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nicht.>® Wichtig ist zudem die Erwahnung von partiellen Therapieerfolgen mit Rituximab,
einem Anti-CD20 Antikorper, u.a. in der RRMS. Ausreichende Evidenz fur die Therapie
der Multiplen Sklerose mit Rituximab ergibt sich bislang nicht, eine Rolle von B-Zellen in

der Pathogenese scheint aber naheliegend.8®

Die aufgefuhrten Therapiestrategien sind hocheffektiv in ihren anti-inflammatorischen Ei-
genschaften und fihren zu einer Schubreduktion (s.0.) oder kénnen die Konversion von
Clinically Isolated Syndrome (CIS) zu definitiver Multipler Sklerose verzégern.8 Eine Wir-
kung der MS-Therapie auf die Progression ist nicht sicher nachgewiesen und wird z.B.
bei Interferon-B und GA vermutet.®” Dimethylfumarat, ein kirzlich in der Multiplen Skle-
rose zugelassenes Therapeutikum, wirkt moglicherweise neuroprotektiv Uber eine Re-
duktion von oxidativem Stress.88 Neuroprotektive Ansatze sind vielversprechend, wobei
die klinische Evaluation der Wirksamkeit laut Goodin und Kollegen u.a. wegen der teil-
weise nicht ausreichenden Lange von Therapiestudien schwierig ist. Die Frage nach ge-
eigneten Surrogatparametern fur die Schadigung von Neuronen wird vor der tatsachli-
chen Untersuchung neuroprotektiver Wirkstoffe zu klaren sein, wobei einige Marker viel-
versprechend sind.?° Die Untersuchung des Potentials antioxidativ wirksamer Medika-

mente in der MS-Behandlung erfordert zudem verlassliche Marker flir oxidativen Stress.

1.7.2 Therapie der Zukunft — EGCG als Neuroprotektivum

Eine groRere Anzahl von epidemiologischen Daten legen seit lAangerem einen Zusam-
menhang zwischen dem Konsum von grinem Tee und einer verringerten Risiko von
Krebserkrankungen wie beispielsweise dem Magenkarzinom nahe.®® Daten in autoimmu-
nen Konditionen zeigen eine anti-inflammatorische Wirkung von Griinteeextrakt.®! Epide-
miologische Daten lassen auch einen positiven Einfluss auf das ZNS vermuten, nachdem
der Konsum von griinem Tee mit einer besseren kognitiven Funktion assoziiert ist.%? Die
Effekte von griinem Tee — so beispielsweise seine antioxidativen Eigenschaften — lassen
sich wesentlich dem Polyphenol Epigallocatechin Gallat (EGCG) zuschreiben.®® Das
Grunteeextrakt EGCG scheint anti-inflammatorische sowie antioxidative Eigenschaften
zu besitzen und steht im Verdacht, in verschiedenen Konditionen neuroprotektiv zu wir-
ken.®* Neben der bislang Uiblichen Gewinnung von EGCG (s. Abb. 3) durch Extraktion

aus griinem Tee ist mittlerweile die Synthese gelungen.®®
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Struktureller Aufbau von Epigallocatechin Gallat.%®

EGCG zeigt eine anti-inflammatorische Wirkung auf Phagozyten.®” Es konnte sich um
einen verzogerten Effekt von EGCG auf Expressionsebene handeln, da die Faktoren
NRF2 und NF-kB beeinflusst werden.®® Auch unmittelbare Effekte von EGCG werden
diskutiert und sind fur diese Arbeit von besonderer Relevanz. Es bleibt zu betonen, dass
die antioxidative Wirkung von EGCG auf Leukozyten dosis-abhangig in pro-oxidative und
damit nachteilige Effekte umschlagen kann.®® EGCG hat bei oraler Aufnahme unterdes-
sen eine deutliche Verbesserung der Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE) unter Beweis gestellt — sowohl der EAE-score als auch der entziindliche Schaden
im ZNS werden durch EGCG wirksam bekampft.1%0

Die Plasmakinetik von EGCG wurde in gesunden Probanden mit Dosen von 50 bis 1.600
mg untersucht und ergab Spitzenkonzentrationen im Plasma von 130 bis 3.392 ng/ml 1,3
bis 2,2 h nach oraler Aufnahme.'°!* Dabei war EGCG sicher und wurde bei rascher Re-
sorption gut toleriert. 800 mg oral pro Tag wurden auch Uber einen Zeitraum von vier
Wochen gut vertragen und fur sicher befunden.'2 Allerdings sollte eine mogliche Hepato-
toxizitat von EGCG beachtet werden.'% Angesichts der vorklinischen Daten sowie den
Erfahrungen in gesunden Probanden liegt es nahe, die explizite Wirkung von EGCG in
der Multiplen Sklerose zu erforschen und sein Potential als Neuroprotektivum zu bestim-
men. Hierzu werden u.a. die Daten aus den Placebo-kontrollierten Studien (Vgl.
NCTO00799890 sowie NCT01417312) mit oraler Gabe von EGCG in verschiedenen For-

men der Multiplen Sklerose relevant sein.1%4
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1.7.3 Soziodkonomische Aspekte der Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose verursacht hohe Kosten durch Therapie und indirekt fur die Gesell-
schaft. In den USA lagen diese bei 34.000 $ jahrlich.1%® In Kanada hat sich gezeigt: je
hoher ihr EDSS und somit der Grad ihrer korperlichen Einschrankung, desto weniger
Patienten gehen einer Arbeit nach.1% Bei einem EDSS von 6 arbeiten so nur noch 5 %
in Vollzeit. Insgesamt entstehen pro durchschnittichem MS-Patienten mit einem EDSS 6
tatsachlich 51.608 $ Behandlungskosten pro Jahr, im Unterschied zu 10.598 $ bei einem
EDSS 1 (Zahlen exklusive Schubkosten s.u.). Die Kosten durch MS-Patienten im Ge-
sundheitssystem werden von den Autoren in Remissionskosten und Kosten im Schub
unterteilt: in Remission entstehen dabei vor allem Kosten im ambulanten Bereich.1% Zum
Zeitpunkt der Studie waren Medikamente nicht wesentlicher Kostentreiber, was sich mit
Interferon-B sowie neuartigen Antikdrper-Therapien vermutlich verandert hat. Die Kosten
durch neuere Medikamente wurden zum Zeitpunkt der Studie auf jahrlich 13.000-22.000
$ geschatzt. Im stationdren Bereich entstehen jahrliche Schubkosten von 3.113 $, die bei
unveranderter Schubtherapie auf einem &ahnlichen Niveau geblieben sein kénnten.1% In-
terferon-p ist ein Beispiel einer effektiven MS-Therapie, deren Einfluss auf die Erkrankung
gut studiert ist. So zeigen Daten aus Grol3britannien, dass Interferon-g die Lebensqualitat
gemessen in quality-adjusted life years positiv beeinflusst.1%” Allerdings sind die Kosten
pro vermiedenem Schub hoch, ergo ist die Kosteneffektivitat gering. Das Beispiel illus-
triert, dass der Therapiestandard im Sinne 0.g. gemessener Parameter verbesserungs-
wirdig ist. Die Multiple Sklerose verursacht wie oben beschrieben abhéngig vom Grad
der Betroffenheit hohe Kosten. Eine verzogerte Krankheitsprogression konnte also durch
einen Einfluss auf die Arbeitsfahigkeit die Kosten reduzieren, wahrend die Lebensqualitat
deutlich steigt. Die Modifikation des Krankheitsverlaufs durch zukinftige Therapiean-
satze ist damit aus Sicht der Gesellschaft ein wichtiges Ziel wissenschaftlicher Bemiuhun-

gen.

1.8 Ziel der Arbeit

Bislang lasst sich der progrediente Verlauf der Multiplen Sklerose bei einem unvollstan-
digen Verstandnis der Pathogenitatsfaktoren unzureichend therapieren. In der vorliegen-
den Arbeit soll daher die Rolle von oxidativem Stress im Krankheitsverlauf der Erkran-

kung untersucht werden. Trotz zahlreicher Belege flr einen definitiven oxidativen Scha-
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den im Zentralnervensystem von Patienten mit Multipler Sklerose ist der relevante Me-
chanismus in der Entstehung von oxidativem Stress weniger gut charakterisiert. Daher
soll die Aktivierung von NADPH Oxidasen in der Multiplen Sklerose untersucht werden,
um zu klaren, ob diese ein pathophysiologisches Korrelat der Erkrankung bildet. Es soll
insbesondere untersucht werden, ob und inwieweit sich die Aktivierung der NADPH Oxi-
dasen im Verlauf verschiedener Krankheitsphasen verandert. Da Immunmechanismen
im Alter teils erhebliche Veranderungen durchlaufen, soll auch der Einfluss des Lebens-

alters auf die Aktivierung von NADPH Oxidasen eruiert werden.

Bei verschiedentlichen Hinweisen auf eine positive Wirkung von Grlinteeextrakt EGCG
in Multipler Sklerose, sollte diese genauer untersucht werden. Dabei soll mit einer funkti-
onellen Charakterisierung des EGCG-Effekts auf Immunzellen sein Potential als Neu-
roprotektivum ermittelt werden. Fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) ist eine
in ihrer biomedizinischen Anwendung junge Methode und wird erst seit wenigen Jahren
zur Detektion von oxidativem Stress angewandt. Daher erscheint die Validierung des ex-
perimentellen Aufbaus mit unterschiedlichen Methoden von héchster Wichtigkeit. Um ein
Monitoring von neuroinflammatorischen Konditionen zu ermdglichen, muss FLIM von der
bisherigen Anwendung weiterentwickelt werden, wozu im Folgenden Vorarbeiten ange-
stellt werden. Mit FLIM soll in dieser Arbeit die Krankheitsaktivitat in der Multiplen Skle-
rose detektiert werden, um kiinftig eine Verlaufsbeurteilung sowie eine Testung von Me-

dikamenten auf molekularer Ebene zu ermdglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeiner Versuchsaufbau

In Abb. 4 ist der Aufbau fur die Fluoreszenzmikroskopie-Versuche mit humanen Zellen
verschiedener Probanden und Zellen in Kultur schematisch dargestellt. Nach vorherigen
ZNS-Experimenten von Mausen mit Experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis
(EAE) in vivo werden die Monozyten/Makrophagen der Peripherie in allen Phasen/For-
men der Multiplen Sklerose sowie in jeweiligen gesunden Kontrollen mit NAD(P)H FLIM
untersucht. Fur die Untersuchung der humanen CD11b* Monozyten werden Blutproben
von MS-Patienten verschiedener Krankheitsphasen sowie gesunder Kontrollprobanden
aufgearbeitet. Kultivierte Zellen werden nach jeweiliger Behandlung wie die isolierten hu-
manen Zellen in eigens dafir angefertigten Kammern mit dem Fluoreszenzmikroskop
gemessen. Ein Teil der Patienten hat vor der Blutentnahme eine Behandlung wie EGCG
oder Placebo erhalten.!

Behandlung
=
— Lasermikroskop
Behandelte
Zellkultur
Proband
Auf-
arbeit-
1
Zellkammer

Abb. 4: Versuchsaufbau
Versuchsaufbau von NAD(P)H FLIM in extrahierten Zellen von Probanden und in kulti-

vierten Zellen.

21



2.2 Laborartikel

2.2.1 Puffer
PBS
PBS/BSA

FACS Puffer

MACS Puffer

2.2.2 Medien
RPMI 1640
RPMI 1640 in der
THP-1 Kultur

2.2.3 Antikorper
CD11b human,
Microbeads

CD14
CD45Ro
CD62L

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
PBS

BSA

PBS

0,5% BSA

0,5% NaN3

PBS

0,5% BSA

EDTA

Zellkulturmedium mit 25mM HEPES
Zellkulturmedium (s.o0.)

10% FBS

1% Pen/Strep

Oberflachenmarker

myeloider Zellen wie
Monozyten/Makrophagen fir MACS
Marker fur Monozyten/Makrophagen
Auf THP-1 Zellen (s.u.)

Auf THP-1 Zellen (s.u.)

2.2.4 Fluoreszenzfarbstoffe

Alexa 546
FITC
Alexa 647

Gekoppelt an CD62L
CD45Ro
CD14
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Gibco In vitrogen, Karlsruhe
S.0.

Serva, Heidelberg

s.0.

s.0.

Merck, Darmstadt

S.0.

s.0.

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo-Fisher, Waltham

Miltenyi, Bergisch Glad-
bach

DRFZ
DRFzZ
DRFzZ

DRFz
DRFZ
DRFz



2.2.5 Agenzien
EGCG

PMA

AEBSF

Rotenone

2.3 Zellen

Antioxidans, >95 % Reinheit, geldst in
PBS

Pro-oxidative Substanz, >99 % Rein-
heit, gelost in

DMSO

und verdinnt mit PBS
Serinprotease-Inhibitor mit antioxida-
tiver Wirkung durch Hemmung von
NADPH Oxidasen, gelost in PBS
Komplex-I-Inhibitor der mitochondria-
len Atmungskette, wirkt antioxidativ in

Hypoxie-Versuchen, >95 % Reinheit

2.3.1 CD11b* Monozyten
In der untersuchten Kohorte sind gesunde Probanden, Patienten mit RRMS, SPMS, CIS

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

S.0.

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

eingeschlossen.! Die Probanden sind soweit moglich alters- und geschlechtsgematcht.

Der klinische Status wurde mittels EDSS erhoben. Die SPMS Patienten haben unter-

schiedliche Behandlung, die anderen Patienten erhielten GA und/oder EGCG 600 mg pro

Tag oder Placebo (s. Tabelle, dort unter keine Behandlung). Die MS-Studie erfolgte in

Kooperation mit der Hochschulambulanz fir Neuroimmunologie der Charité unter Leitung
von Prof. Friedemann Paul; s. NCT00799890 sowie NCT01417312.1°¢ Alle Proben sind
nach umfangreicher Aufklarung und im vollen Einverstandnis der Probanden erfolgt. Wie
der Tabelle zu entnehmen, sind die Probanden im Durchschnitt 43 (RRMS), 33 (CIS), 39
(gesunde Kontrollen) und 50 Jahre alt (SPMS).
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Tabelle 1: Patientenproben

Kohorte | Ge- Alter Dauer EDS | Schub | NOX Aktivierungsflache (%)

schlec | (J.) der Er-|S in den

ht krankung letzten GA GA+EG | Keine

(w/m) (M.) 12 M. cG Behand-

lung

RRMS w 43 73 3.5 2 10.85 |6.36

w 49 73 3.0 0 6.04 6.95

w 42 77 4.0 1 14.3 4.8

w 34 57 3.5 1 12.38

w 55 208 2.5 0 11.85

m 49 10 0 1 8.31

w 44 28 3.5 0 9.56 5.34

w 38 31 2.5 1 6.75

w 29 114 3.5 3 19.37

w 60 43 2.5 1 17.48

w 32 19 2.0 1 14.72

m 33 77 2.0 0 16.88

w 44 132 2.5 0 19.51

w 45 50 15 2 21.93
CIS m 33 5 0 1 3.46

w 32 6 1.0 1 4.58

w 47 5 2.5 1 2.73

w 26 3 2.0 1 2.13

w 28 5 1.0 1 5.08
Gesunde | m 22 3.59
Kontrol- | w 26 3.77
len m 53 3.89

w 52 3.79

m 28 3.31

w 50 2.02

24




Ko- Ge- Alter | Dauer der | EDSS | Schub in-| NOX Aktivierungsflache
horte schlec | (J.) Krankheit nerhalb der | (%)

ht (M.) letzten 12

(w/ m) M.
SPMS | m 58 153 6.0 0 10.83

w 54 336 2.5 0 13.09

m 33 123 6.5 0 16.59

m 53 360 35 0 15.17

m 49 203 6.5 0 20.28

w 55 352 4.0 0 14.48

Nach der vorsichtigen Blutentnahme in cell preparation tubes (BD, New Jersey) und
mehrfachem Schwenken derselben wird in einem Zeitfenster von maximal 2 h mit der
Aufbereitung der Zellen begonnen.1® Zuerst werden die Rohrchen bei 1.800 rpm, 20 min
zentrifugiert. AnschlieBend wird schrittweise die zellreiche Schicht auf PBS auf Eis pipet-

tiert. Es folgen zwei Waschschritte mit PBS (500 x g, 5 min).

Die Zellsuspension wird gezahlt und in MACS-Puffer aufgenommen. Es erfolgt eine Mar-
kierung mit CD11b MACS-Microbeads (Miltenyi, Bergisch Gladbach) fur 20 min auf
Eis.10 Die Menge an Antikérper-Losung ist der Zellzahl angepasst. Nach einem Wasch-
schritt zur Entfernung ungebundener Antikdrper mit MACS Puffer wird die Zellsuspension
in 500 ul MACS-Puffer aufgenommen. Die MACS-Saule wird in ihrem Magneten positio-
niert und mit MACS-Puffer vorgewassert, dann die Zellsuspension vorsichtig darauf ge-
geben und nach dem Durchlaufen dreimalig mit 0,5 ml gespult. Schlie3lich wird die Saule
aus dem Magneten gelost und mit dem Stof3el kraftig mit 1 ml MACS-Puffer durchgespililt.
Das Protokoll orientiert sich an der Literatur.!!! Die gewonnene Zellsuspension wird nun
auf ihre Zellzahl untersucht und ein ausreichendes Volumen fir die nachtragliche FACS-

Kontrolle aufbewahrt.

Die isolierten CD11b* Zellen werden in RPMI-Medium gewaschen (300 x g, 10 min) und

in ein je nach Zellzahl variierendes Volumen des RPMI-Mediums aufgenommen, sodass
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spater eine optimale Zelldichte in der Kammer besteht (zumeist 100 pl). Es wird aus ei-
nem Objekttrager und einem Deckglaschen mittels einer fllissig-heif3en Bienenwachs-
/Vaseline-Mischung (Verhaltnis ca. 5:1) eine Kammer flr die Zellsuspension vorbereitet.
Die Zellen kénnen nun in die Kammer gegeben werden und diese wird abgedichtet. Eine
lichtmikroskopische Kontrolle bestatigt, dass die Zellen gleichmafig verteilt sind. Die Zell-
kammer wird nun fir 30 min bei 37 °C inkubiert und steht danach fur die Messung zur

Verfligung.

Nach dem Experiment wird eine Kontrolle mittels FACS durchgefuihrt. Dazu wird der auf-
bewahrte Teil der Zellen nach einem Waschschritt in FACS-Puffer aufgenommen (300 x
g, 10 min). Die Markierung erfolgt mit CD14, CD16, CD11b im Verhaltnis der Volumina
Zellsuspension : Antikérpermenge = 100 : 1. Nach einer Inkubation auf Eis von 20 min
wird die Lésung gewaschen und der Uberstand verworfen. Die Kontrolle dient der Sicher-
stellung der Reinheit des MACS-Vorgangs. Neben der Kontrolle der Oberflachenmarker
bietet spater der Phanotyp der Zellen in der Mikroskopie einen Nachweis tber den Erfolg

der Sortierung.

2.3.2 THP-1 Zelllinie

Zur Etablierung der Antikdrpermarkierung werden Zellen vom Typ THP-1 verwendet.'?
Dies ist eine leicht zu kultivierende humane, monozytare Zelllinie eines Leukamiepatien-
ten. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C in RPMI 1640, 10 % FBS, 1 % PenStrep, CO2 5%.
Die Zellen werden nativ gemessen oder mit Antikbrpern markiert. U.a. erfolgte eine Be-
handlung mit Aktivatoren der NADPH-Oxidasen wie PMA (s.0.). Die Messung wurde in
geeigneten Gefal3en wie microscopic petri dishes oder 8-well plates am 2-Photonen-Mik-
roskop durchgefiihrt. Zur Markierung werden die Antikdrper fur die Dauer von 20 min auf
Eis bzw. im Kuhlschrank bei 4 °C inkubiert. Anschlielend werden nach einem Zentrifu-
gationsvorgang (300 x g, 10 min) ungebundene Antikorper im Uberstand entfernt. Die
Kontrolle Gber den Erfolg der Fluoreszenzfarbung erfolgt mittels einer gleichzeitigen De-
tektion von in der Probe gemischten gefarbten und ungefarbten Zellen in der Einzelpho-
tonen-Mikroskopie. Uber den Kontrast des Fluoreszenzfarbstoffs kann damit schlieRlich
das FLIM-Signal den gefarbten und ungefarbten Zellen zugeordnet werden. Gleicherma-
Ben ist auch der potentielle Einfluss der Antikbrpermarkierung auf das FLIM-Signal zu
eruieren. Fluoreszenzfarbstoffe werden nach ihrer Anregbarkeit mit dem verfligbaren La-
ser und den verschiedenen Messkanalen ausgesucht. Da die Autofluoreszenz im blauen
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Kanal die Detektion der Farbstoffe beeintrachtigen wirde, sind diejenigen Farbstoffe aus-
gewahlt worden, die Licht in den Kanélen green, red und far-red emittieren (u.a. Alexa
488, Alexa 546, Alexa 647, Alexa 660, Alexa 700, PE, Cy5, FITC). Die Antikorper wurden
passend zum Antigenexpressionsprofil der THP-1 Zellen nach Herstellerangabe ausge-
sucht (u.a. CD14, CD45Ro, CD45RA, CD62L, HLA-DR, CD71; s.o. fur die Antikorper-
Markierung). Die Hypoxie-Experimente wurden mit einer Hypoxie-Kammer (UCI, LFD)
durchgefuhrt, die 4 min mit einem 5 % COz2, 1 % O2, 94 % Stickstoff-Gasgemisch geflutet
wird. Danach wird die Kammer luftdicht verschlossen und fir die Dauer von 36 h bei 37
°C inkubiert. Anschlie3end wird die Kammer getffnet und die Zellen werden in eine luft-

dichte Imaging-Kammer tbertragen und bis zum Zeitpunkt der Messung inkubiert.

2.4 Fluorescence lifetime imaging microscopy — FLIM

2.4.1 Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie
Fir das Verstandnis der Fluoreszenzmikroskopie ist wichtig, die fur eine Messung rele-

vanten Elemente zu kennen (s. Abb. 5).

. Detektor

e Emissionsfilter

Anregungsfilter
—‘ dichroischer
J - Spiegel
A
Lichtquelle
(Hg-Hochdruck-
dampflampe)
Objektiv
Préparat
|

Abb. 5: Das Fluoreszenzmikroskop
Grundlegender Aufbau der Fluoreszenzmikroskopie. Quelle Uni Gottingen (s. Text)
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Prinzipiell gibt es in der Fluoreszenzmikroskopie eine Lichtquelle, die auf ein Praparat
gerichtet ist. Dieses Praparat besitzt fluoreszierende Eigenschaften durch den Aufbau
von Molekilen, Zugabe eines Farbstoffs oder Expression eines Proteins. Der Laserstrahl
vermag bei genauer Einstellung das Absorptionsspektrum bzw. -maximum des Fluoro-
phors zu treffen und dadurch anzuregen. Die Anhebung des Farbstoffs auf ein héheres
Energielevel entladt sich in der Emission von Licht einer entsprechend grol3eren Wellen-
lange und geringerer Energie im Vgl. mit dem auf die Probe eintreffenden Laserstrahl:
auch bekannt als Stokes-Shift (s. Abb. 6). Mit einem geeigneten Photodetektor kann das

Signal gemessen und anschlieRBend digital aufbereitet werden.'3

-

Stokes-Shift

—

Intensitat

Absorption Emission

Wellenldnge
Abb. 6: Stokes-Shift

Stokes-Shift als Differenz aus Absorptions- und Emissionsmaxima. Quelle Uni Géttingen
(s. Text)

Ein Anregungsfilter 1&sst selektiv nur bestimmte Wellenlangen passieren; dieser wird bei
monochromatischen Lasern nicht bendtigt. Unter Ablenkung mit einem dichroischen
Spiegel wird das Anregungslicht im Objektiv gesammelt und zum Praparat gelenkt. Die
Emission des Préparats passiert aufgrund ihrer h6heren Wellenlange den dichroischen
Spiegel in Richtung des Detektors. Der Emissionsfilter ist lediglich fir einen Teil des

Spektrums durchlassig, damit nur das gewiinschte Signal zum Detektor gelangt.113
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Seit der Erfindung des Mikroskops sind Fortschritte in der optischen Physik betrachtlich
und haben die biomedizinische Forschung mit dem Verstandnis von Pathomechanismen
revolutioniert.*** Mit modernen mikroskopischen Methoden gelingt heutzutage eine ext-
reme VergroRerung von untersuchtem Material, sodass mittlerweile Prozesse lebender

Zellen im Nanometer-Bereich visualisiert werden konnen.115

2.4.2 Besonderheiten der Zweiphotonenmikroskopie

Die Zweiphotonenmikroskopie funktioniert im Gegensatz zur o.g. Methode mittels eines
gepulsten Lasers konstanter Wellenlange als Lichtquelle, d.h. mit einem diskontinuierli-
chen Lichtstrahl. Das kann je nach Geréat beispielsweise ein Titan-Saphir Laser sein, der
durch prazise Schwingungen gepulstes Licht im Bereich von Femto-Sekunden generiert.
Die monochromatischen Laserstrahlen treffen in dichter Folge nacheinander auf das Pra-
parat und regen bei entsprechender Wellenlange den Fluorophor an. Das Signal der
Emission wird anschlieRend vom Detektor registriert und digital aufgezeichnet wie oben
beschrieben. Besonderheit der Zweiphotonenmikroskopie gegentiber der Single-Photon-
Microscopy ist, dass nur in der Fokusebene mit hoher Wahrscheinlichkeit zwei Photonen
gleichzeitig eintreffen. Da sich die Energie beider Photonen addiert, wird der Fluorophor
also im Fokus mit ausreichender Energie angeregt. Die Exposition der umliegenden Teile
der Probe ist geringer, wodurch Phototoxizitat und damit ein Ausbleichen der Probe re-

duziert werden.116

2.4.3 FLIM — Abklingverhalten von Fluoreszenzfarbstoffen
Zusatzlich zur Hohe der Intensitat erhalten wir bei der Detektion Informationen zur Dauer

der Fluoreszenz. Dabei kann der Abfall der Fluoreszenz vereinfacht mit folgender Glei-

t
chung beschrieben werden: I1(t) = ae = .17 Hierbei ist a die Intensitat der Fluoreszenz
bei Zeitpunkt t = 0, t die Zeit nach der Absorption, t die definierte Lebensdauer, d.h. die

Zeit nach der die Intensitat auf i oder 37 % abgefallen ist, vorausgesetzt, dass vor der

Absorption I(t) = 0. Doch der komplexen Umgebung mit mannigfaltigen Einflussfaktoren

werden fur FLIM in der Auswertung nur hohere Annaherungen gerecht (s.u.).
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2.4.4 Messung von NAD(P)H mit FLIM

NAD(H) und NADP(H) sind komplexe Molekule, die als Koenzyme von Redoxreaktionen
des Stoffwechsels in allen lebenden Zellen des Korpers vorkommen. In Abb. 7 ist die
Molekulstruktur der Giber Phosphatgruppen gekoppelten Nukleotide Adenin und Nicotina-
mid nachzuvollziehen. Unterschied zwischen NAD(H) und NADP(H) ist eine Phosphat-
gruppe am Riboserest; in der vorliegenden Arbeit werden beide Molekule aufgrund ihrer

ahnlichen Fluoreszenzeigenschaften als NAD(P)H zusammengefasst.
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H  NH, H H NH,

NAD" + H + 2e= ——> NADH

Abb. 7: Aufbau von NAD(P)H

NAD™ (I.0.) und NADP* (r.0.); Redoxreaktion des Molekiils (u.). Im Kreis befindet sich die
fluoreszierende Komponente.'8
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Ausschlie3lich im hydrierten Zustand kann das fluoreszierende NADH — wie gleichfalls
NADPH (NAD* und NADP™* sind jedoch nicht fluoreszent) — im UV-Bereich mit einem
Absorptionsmaximum bei 340 nm angeregt werden (s. Abb. 8); das Emissionsmaximum
von NADH (wie auch NADPH) liegt bei 460 nm.''° Anders als die Messung der Intensitat
von Fluorophoren ist die Lebensdauer-Messung von NAD(P)H in Losung wie in Zellen

konzentrationsunabhangig und benétigt daher keine Kalibration.2°
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300 |340 | 380 420 |460 | 500 540 580
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Abb. 8: Einzelphotonen-Absorptions- und Emissionsspektrum von NADH

Absorptions- und Emissionsspektren von NADH mit Markierung der Maxima in Single-
Photon-Microscopy. Absorptionsspektrum (-); technisches Emissionsspektrum (- - -); kor-

rigiertes molekulares Emissionsspektrum (-.-.-). Bildquelle s. Text

Im beschriebenen Versuchsaufbau wird die Probe mit zwei Photonen angeregt, sodass
die Eigenschaften von NAD(P)H in der Zweiphotonenmikroskopie kurz beschrieben wer-
den. Wie in Abb. 9 zu sehen, fallt die Absorption von NAD(P)H in Zweiphotonenmikro-
skopie von 700 bis 800 nm exponentiell ab.?! D.h. eine Messung bei 760 nm Anregung

(Berlin, DRFZ) oder 740 nm (UCI, LFD) eignet sich zur gezielten Anregung von NAD(P)H.
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Abb. 9: Zweiphotonen-Absorptionsspektrum von NAD(P)H

Absorptionsspektren von NADH (grtine Dreiecke n. oben) und NADPH (blaue Dreiecke
n. unten) in der Zweiphotonenmikroskopie; mit schwarzem Pfeil und rotem Kasten her-
vorgehoben. Im Vergleich dazu sind andere Autofluorophore wie FAD (schwarze Recht-
ecke) und LipDH (rote Kreise; rechte Achse) dargestellt. Die Absorptionsspektren in Sin-
gle-Photon-Microscopy von NADH (blaue Linie), FAD (schwarze Linie), und LipDH (rote

Linie) sind zum Vgl. ebenfalls abgebildet. Bildquelle siehe Text

Die Anregung von NAD(P)H mit Zweiphotonenmikroskopie besitzt ein Emissionsmaxi-
mum im blauen Bereich nahe 460 nm (bei Anregung mit 730 nm), wie in Abb. 10 nach-
zuvoliziehen ist.1?! Die Emission von NAD(P)H bei Anregung mit Zweiphotonenmikrosko-

pie entspricht also weitgehend der Anregung mit Single-Photon-Microscopy (s.0.).
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Abb. 10: Zweiphotonen-Emissionsspektrum von NAD(P)H

Die Zweiphotonenmikroskopie-Emissionsspektra von NADH (Dreieck n. oben; s. Markie-
rung) und NADPH (Dreieck n. unten) emittieren im blauen Bereich nahe 460 nm Anre-

gung. FAD und LipDH rechts im Graphen zum Vergleich. Bildquelle siehe Text

Durch die Anregung im roten Bereich mit Zweiphotonenmikroskopie ist die Eindringtiefe
des Laserlichts groRer und beispielsweise Gewebe kann gut penetriert werden.* Zudem
vermeidet die Zweiphotonenanregung von NAD(P)H die Verwendung von UV-Licht, wie
dies bei Ein-Photon-Anregung notig ware (Vgl. Anregungsspektrum in Abb. 8). UV-Licht
ist in der Tat fur die Induktion von Schéaden durch Generation von oxidativem Stress be-
kannt.'?? Es ist daher anzunehmen, dass die Verwendung von UV-Licht die Detektion

von oxidativem Stress und somit die folgenden Experimente verfalschen kdnnte.

2.4.5 Detektion der NADPH-Oxidasen-Aktivierung

Die Unterscheidung von freiem und an das Enzym Malat-Dehydrogenase gebundene
NAD(P)H anhand seiner Fluoreszenzlebensdauer mittels FLIM ist gut dokumentiert 123,
Daten unserer Gruppe zeigen (s. Abb. 11), dass die Bindung von NAD(P)H an unter-
schiedliche Enzyme die Fluoreszenzlebensdauer spezifisch verandern kann.! Die be-
schriebenen Messungen sind in Losung erfolgt, was flr die als Multi-Enzym-Komplex in
Assoziation mit Membranen funktionierende NADPH Oxidase nicht durchfiihrbar ist. Ein
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Einfluss der Enzymstruktur auf die Fluoreszenzlebensdauer von NAD(P)H wurde schon

vormals berichtet.124
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Abb. 11: Fluoreszenzlebensdauer von NAD(P)H
Messungen von NAD(P)H in Ldsung frei (in Abb. mit Kasten hervorgehoben) und unter

Zugabe verschiedener Enzyme. Quelle s. Text

Daten von diversen Zelltypen belegen eine mit 3,6 ns deutlich verlangerte Fluoreszenz-
lebensdauer von NAD(P)H bei Aktivierung der NADPH Oxidase. Dieses Signal einer lan-
geren Fluoreszenzlebensdauer ist reversibel durch Zugabe von NADPH-Oxidasen-Inhi-
bitoren wie AEBSF. Somit lasst sich in Zellen und Geweben die Aktivierung der NADPH-

Oxidase unter Verwendung von FLIM mit Zweiphotonenmikroskopie messen.20
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2.4.6 Imaging — Systeme in Berlin (DRFZ) und UCI (LFD)

System Berlin (DRFZ)

Die FLIM-Experimente wurden mit einem speziellen Zweiphotonen Laser-Mikroskop mit
kommerziellem Scanning System durchgefiihrt (TriMScope, LaVision BioTec, Bielefeld).
TCSPC detektiert mit Hilfe einer ultraschnellen Photodiode selektiv diejenigen Photonen,
die zeitlich an die Laserpuls-Emissionen gekoppelt im Detektor eintreffen. Neben der hier
beschriebenen und in den Experimenten verwendeten zeitkorrelierten Messung gibt es
den Ansatz einer phasen-modulierten FLIM-Analyse. Diese nutzt — anders als der ge-
pulste Laser — eine sinusformige Anregung der Fluorophore und misst die phasenver-

schobene Emission, um daraus die Fluoreszenslebensdauer zu bestimmen.

Die Detektion des Fluoreszenzsignals wurde mit photomultiplier tubes in einem 16-Kanal
parallelisierten TCSPC-Detektor (FLIM-X16, LaVision BioTec, Bielefeld) realisiert.
NAD(P)H wurde bei 760 nm angeregt, wahrend die Detektion mit Emissionsfiltern bei 460
+ 30 nm erfolgte. Flr die Messung von Intensitat und Fluoreszenzlebensdauer wurde
eine durchschnittliche maximale Laser-Power von 8 mW verwendet, um Phototoxizitét zu
vermeiden. Die experimentellen Parameter fir FLIM umfassten einen Histogramm-bin
von 160 ps fur NAD(P)H-FLIM. Das Zeitfenster, innerhalb dessen das Abklingen der Flu-
oreszenz gemessen wurde, setzten wir auf 9 ns. Fur die FLIM-Datenanalyse wurden
selbstgeschriebene Programme verwendet (Python, R Niesner), die auf der Grundlage
von Levenberg-Marquardt Algorithmen fir nichtlineares Fitting agieren (s.u.). Der Ver-

suchsaufbau ist in Ganze publiziert.!

Zur Messung wird nach dem Einschalten und Uberpriifen der Geratschaften und Soft-
ware, sowie einem Testlauf mit definiertem Fluorophor, mit dem Experiment begonnen.
Dazu wird die Zellkammer aus dem Inkubator auf einer Heizplatte mit 37 °C gebettet. Die
Ebene, auf der die Zellen zum Liegen gekommen sind, wird sorgfaltig adjustiert. Es wer-
den mehrere Aufnahmen von repréasentativen Arealen der Zellkammer angefertigt, so-
dass eine absolute Zahl von circa 100 Zellen pro Proband/Patient erreicht wird. Nach

dem Experiment werden die Utensilien fachgerecht entsorgt.
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In Abb. 12 sind links monozytare Zellen in der Intensitatsdarstellung von NAD(P)H zu
sehen.! Die Abklingkurve zeigt nach Laser-Anregung das Fluoreszenzsignal und wie
Uber die Zeit weniger Photonen-Counts registriert werden. Die abgebildete Gleichung
nach Levenberg-Marquardt hélt beim Fitting die Gbrigen Parameter konstant, um die Flu-
oreszenzlebensdauer t2 zu ermitteln, unter der zulassigen vereinfachten Annahme, 71
entsprache dem Abklingsignal des freien NAD(P)H. Die biexponentielle Analyse approxi-
miert also mit Fitting in jedem einzelnen Pixel die Lebensdauer der fluoreszierenden
Komponenten.?> Im rechten Bild ist in einer Farbkodierung das NAD(P)H-FLIM-Signal
dargestellt. Werte tGiber 3.300 ps gehen auf die NADPH-Oxidasen-Aktivierung zurtick und

werden rot angezeigt.*
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Abb. 12: Biexponentieller Ansatz der FLIM-Auswertung

Darstellung der Auswertung von NAD(P)H-FLIM-Daten; I. Intensitatsbild, Mitte Abkling-
kurve, darunter Gleichung nach Levenberg-Marquardt, r. farbliche Darstellung von 72 mit

Lebensdauerlegende. Bildquelle im Text
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Abb. 13 demonstriert die Diskrimination von aktivierten und nicht-aktivierten Zellen an-
hand ihrer NADPH-Oxidasen-Werte: ein ,NOX-only“gate mit Werten von 3.300 bis 3.900
ps garantiert eine hohe Selektivitat.! Diese Ausfiihrungen bilden die Grundlage der Da-
tenauswertung der Experimente in Berlin (DRFZ) — im Ggs. zu den Daten, die mit UCI
(LFD) gekennzeichnet sind. Die Auswertung erfolgt mit Python (programmiert von R Nies-
ner) und ImageJ (Open Source, Java). Es erfolgt eine Kontrolle der Zellen nach Grol3e
und Morphologie, sodass kein Zelldebris, Lymphozyten oder andere Verunreinigungen
das Ergebnis beeinflussen. Die Aktivierung der zellularen NADPH Oxidasen in % wird fur
die jeweiligen experimentellen Gruppen gesammelt und schlie3lich im Vergleich mit Kon-
trollgruppen statistisch getestet (s.u.).
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Abb. 13: NAD(P)H-FLIM zur Aktivitatsmessung

NAD(P)H-FLIM zur Unterscheidung von Zellen mit aktivierter und solchen mit nicht-akti-
vierter NADPH Oxidase. L.: bildliche Darstellung von 72 ; Mitte: Histogramme der oberen
und unteren Zelle zeigen die Fluoreszenzlebensdauer des Enzym-gebundenen NAD(P)H
in der region of interest, wobei im ,NOX-only“ gate der unteren Zelle kein Signal zu sehen

ist. Bildquelle im Text
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System UCI (LFD)

Die Daten von der University of California, Irvine sind an einem Zeiss 710 Mikroskop (Carl
Zeiss, Jena) aufgenommen worden. Das System funktioniert mit einem Titanium:Sap-
phire MaiTai Laser (Spectra-Physics, Mountain View, CA). Die Anregung erfolgt bei 80
MHz. Die Daten werden mit einer ISS A320 FastFLIM FLIMBox (ISS, Champaign, IL)
aufgenommen. Es handelt sich bei dem Aufbau um einen GaAs PMT (H7422P-40, Ha-
mamatsu, Japan) und um ein Objektiv mit 40 x und 1.2 NA (Carl Zeiss, Oberkochen). Die
Power wurde auf ~ 5 mW konstant gehalten. Die Aufnahmen wurden mit einer Pixel dwell
time = 25 ps und einer Bildgré3e von 256 x 256 Pixeln angefertigt. Zur FLIM-Anregung
wurde 740 nm gewahlt und die Emission mit 460 + 40 nm gefiltert; die genaue Beschrei-

bung der Messung findet sich veroffentlicht.126

Die Datenakquise und Auswertung erfolgte mit SImFCS software (LFD, UC Irvine) auf
der Grundlage des Phasor-approach. Die Ergebnisse von der UCI (LFD) sind daher ge-
maf der Beschreibung der Autoren in Phasor-Plots dargestellt.*?” Vor der Messung er-
folgt eine Kalibration mit einem Fluorophor bekannter Lebensdauer wie Rhodamin 110
(FL =4 ns), um einen Referenzwert fur die aufzunehmenden Daten zu erhalten. Anschlie-
3end wird die Lebensdauer von jedem Pixel eines aufgenommenen Bildes nach Gratton
fit-frei im Phasor-Plot zur Darstellung gebracht. Die Messung selbst erfolgt durch das
Auflegen der Probe in den auf 37 °C vorgeheizten Inkubator des Mikroskops. Manuell
wird die zellreiche Ebene eingestellt und schlie3lich werden einzelne Zellen aufgenom-

men.

Die Gruppe um Gratton hat die NAD(P)H FLIM-Detektion zur Untersuchung metaboli-
scher Zustande in zellularen Systemen validiert. Somit lasst sich das Verhaltnis von
freiem und enzymgebundenem NAD(P)H bestimmen und dartber Aufschluss tber einen
tendenziell glykolytischen Stoffwechsel gegentiber Zustdanden mit mehrheitlich oxidativer
Phosphorylierung in Zellen bestimmen.*?® Kiirzlich hat die Gruppe auch oxidativen Stress
mit FLIM detektieren konnen, dessen Signal sie oxidierten Lipiden zuschreibt.1?6 Die Au-
toren haben mittels Raman-Spektroskopie die Existenz oxidierter Lipide in membranéren
Strukturen nachgewiesen, die eine verlangerte Fluoreszenzlebensdauer mit FLIM zeig-
ten. Daher gehen sie bei oxidativ gestresste Zellen mit einer im Phasor verlangerten Flu-
oreszenzlebensdauer vom monoexponentiellen Korrelat oxidierter Lipide aus (FL = 7,8
ns).
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Oxidativer Stress wird im Phasor entsprechend seiner verlangerten Fluoreszenzlebens-
dauer linksseitig der normalen Zellpopulation abgebildet (Vgl. Abb. 14). In der Auswer-
tung werden die Populationen von Photonen-Counts in der Phasor-Darstellung markiert.
Gleichzeitig wird die Zellmorphologie und -markierung im Intensitats-Bild kontrolliert. Da-
bei wird jede experimentelle Gruppe spezifisch gekennzeichnet, was anschlielend den
Vergleich unterschiedlicher Populationen erméglicht. Die Resultate der jeweiligen Grup-
pen werden tabellarisch exportiert und gemaf der Hypothese statistisch getestet (s.u.).
Im Schema sind die Grundlagen der Auswertung nachzuvollziehen, wobei eine langere
Fluoreszenzlebensdauer linksseitig im Phasor mit einem veranderten Bindungsverhalten

von NAD(P)H sowie einer Zunahme von oxidierten Lipiden einhergeht.

Freies NAD(P)H

Normale Zellpopulation
(ohne Behandlung)

Vollstandig gebundenes
NAD(P)H

34ns

~* 37 Bereich von oxidativem
An= Stress

[\ Oxidierte Lipide

NLs

Abb. 14: Oxidativer Stress im Phasor

Schema der Phasor-Detektion von oxidativem Stress, die sich im Halbkreis links von ei-
ner normalen, nicht behandelten Zellpopulation darstellt, d.h. mit einer verlangerten Flu-

oreszenzlebensdauer.

2.5 Methodik zur Validierung der NAD(P)H FLIM-Daten in Patientenproben

2.5.1 Dihydrodichlorofluoreszein-Assay fur Reaktive Sauerstoffspezies

Fur den Assay wurde mit dem Detektions-Kit H2DCFDA (Thermo-Fisher, Waltham) nach
Protokoll gearbeitet.'?® Die gesammelten Serum-Proben der RRMS-Patientenkohorte

Placebo-behandelter und EGCG-behandelter Patienten wurden vorsichtig von -80 °C
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aufgetaut. AnschlieRend wurde der Fluoreszenzfarbstoff bei Raumtemperatur mit den
Proben vermischt. Die Messung des durch reaktive Sauerstoffspezies irreversibel in flu-
oreszierenden Farbstoff umgewandelten Reagens erfolgte umgehend im Fluorometer bei

488 nm Anregung.

2.5.2 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion der gp91phox-Expression

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurde mit SYBR green Reagenzien
(Life technologies, Carlsbad) gemaR dem Protokoll durchgefiihrt.'*® Das Housekeeper-
Gen GAPDH wurde als endogene Kontrolle verwendet. Mit Hilfe der komparativen Me-
thode wurde cDNA von PBMCs nach reverser-Transkriptase-Reaktion zwischen Pla-
cebo-behandelten und EGCG-behandelten RRMS-Patienten verglichen. Primer wurden
wie folgt verwendet; GAPDH, vorwarts: 5'-GCCTTCCGTGTTCCTACC-3', rickwarts: 5'-
GCCTGCTTCACCACCTTC-3"; gp91phox, vorwarts: 5-CAGGAGTTCCAAGATGCCTG-
3', ruckwarts: 5-GATTGGCCTGAGATTCATCC-3. Die Auswertung der Daten erfolgte
doppel-blind.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Prasentation der Daten erfolgte mit dem Pro-
gramm GraphPad Prism 5 (Graphpad Software, USA) und Excel (Windows, USA). Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD der Zellen in einem Probanden gezeigt. Zum Ver-
gleichen der Gruppen wurden ANOVA und t-Test verwendet, dabei i.d.R. Gruppengrof3en
von 6 oder mehr. Bei identischen Subjekten wurde eine gepaarte Analyse durchgefuhrt
(paired t-Test). Bei multipler Testung wurde die Bonferroni-Korrektur verwendet. Korrela-

tionsanalysen wurden nach Pearson durchgefuhrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Monozytare NADPH-Oxidasen-Uberaktivierung in Multipler Sklerose

Vorherige Experimente zeigten eine NADPH-Oxidasen-Aktivierung von Monozyten/Mak-
rophagen im ZNS bei symptomatischen Mausen mit Experimenteller autoimmuner Enze-
phalomyelitis.! Eine neuronale Dysfunktion als Folge der NADPH-Oxidasen-Aktivierung
konnte explizit nachgewiesen werden. Diese NADPH-Oxidasen-Aktivierung war ebenso
in peripheren CD11b* Monozyten messbar, die aus der Milz von aktiv erkrankten Tieren
extrahiert wurden. Wir stellten die Hypothese einer monozytaren NADPH-Oxidasen-Ak-
tivierung aufRerhalb des ZNS in Multipler Sklerose auf. Um den Status der NADPH-Oxi-
dasen-Aktivierung in der Peripherie zu erheben, analysierten wir Proben aus dem Voll-
blut.

NAD(P)H FLIM in CD11b* Monozyten aus dem Vollblut von gesunden Probanden zeigt
eine geringe Aktivierung der NADPH Oxidasen mit einem Mittelwert (MW) von 3,4 % bei
einer Standardabweichung (SD) von 0,7. Um eine friihe Krankheitsphase in der Multiplen
Sklerose zu charakterisieren, untersuchten wir Patienten mit einem Clinically Isolated
Syndrome (CIS). Diese zeigen einen im Vergleich mit gesunden Probanden nicht signifi-
kant unterschiedlichen Aktivierungswert bei MW 3,6 % (SD 1,23). In unbehandelten Pa-
tienten mit RRMS war in unseren Experimenten eine hohe Aktivierung der NADPH-OXxi-
dasen mit MW 18,32 % (SD 2,5) feststellbar. Der Unterschied der unbehandelten RRMS-
Gruppe zu gesunden Kontrollen fiel hochsignifikant mit p < 0,01 aus. Die RRMS-Patien-
ten mit Standardtherapie GA unterscheidet sich signifikant mit p < 0,05 von den mit GA
und EGCG behandelten RRMS-Patienten mit einem MW von 6,42 % (SD 1,25). Somit
bewirkte EGCG im Vergleich mit Placebo eine signifikante Reduktion der NADPH-Oxi-
dasen-Aktivierung in Patienten mit RRMS.

Die Gruppe der mit GA behandelten RRMS-Patienten zeigt Aktivierungswerte mit einem
MW von 10,83 % (SD 2,83). Um nun die spatere Phase der Erkrankung zu analysieren,
verwendeten wir Proben von MS-Patienten mit sekundar-progressivem Verlauf. Die un-
tersuchten SPMS-Patienten zeigen eine NADPH-Oxidasen-Aktivierung von MW 15,07 %
(SD 3,22).
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Abb. 15: NADPH-Oxidasen-Aktivierung in Multipler Sklerose

NADPH-Oxidasen-Aktivierung in CD11b* Monozyten aus dem Vollblut gesunder Proban-
den und Patienten in verschiedenen Stadien der Multiplen Sklerose; Messung Berlin
(DRFZ). CD11b* Monozyten zeigen eine Stadien-abhé&ngige NADPH-Oxidasen-Aktivie-
rung in Multipler Sklerose: Gesunde Probanden und CIS-Patienten haben eine geringe
nicht-signifikant unterschiedliche Aktivierung, die in der RRMS (mit Standardtherapie GA
behandelt) signifikant ansteigt und in der SPMS nochmals ansteigt (Testung mit ANOVA).
Graphisch dargestellt sind Mittelwert und SD, pro Patient mind. 50 gemessene Zellen.
NADPH-Oxidasen-Aktivierung in rot; Mal3stabsleiste 10 um. Anteilig vertffentlicht: Ge-
sunde/RRMS in Promotion von A Mossakowski als Kontrollen verwendet sowie in ge-

meinsamer Publikation.?
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Die mittleren Altersunterschiede der Gruppen untersuchter Probanden/Patienten sind
teilweise signifikant — insbesondere die SPMS- und RRMS-Patienten liegen gemittelt sie-
ben Jahre auseinander — und sollen daher im Folgenden als mdgliche confounder wei-

tergehend untersucht werden.

In Gesunden, in der Gruppe der CIS-Patienten sowie in der EGCG-behandelten Gruppe
zeigen sich jeweils Aktivierungswerte unter 10 %. Sowohl unbehandelte RRMS- als auch
SPMS-Patienten hingegen zeigen eine NADPH-Oxidasen-Aktivierung von tdber 10 %.
Basierend auf unserer Analyse scheint es in der Multiplen Sklerose also einen Schwel-
lenwert der NADPH-Oxidasen-Aktivierung bei circa 10 % zu geben. Diese Aktivierungs-
schwelle gilt es zuklnftig mit grof3eren Datenmengen zu belegen und einen préazisen

cutoff zu definieren.

Die Auftragung der NADPH-Oxidasen-FLIM-Werte gegen die klinischen Angaben des
EDSS der Patienten zeigt eine Korrelation nach Pearson mit r = 0,63 bei einem Determi-
nationskoeffizienten r? = 0,39. Die NADPH-Oxidasen-Aktivierung korreliert also mittel-
stark mit der Klinik der Multiplen Sklerose (Vgl. Abb. 16).
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Abb. 16: NADPH-Oxidasen-Aktivierung und EDSS

Die y-Achse zeigt die NADPH-Oxidasen-Aktivierung in %. Die x-Achse reprasentiert den
EDSS-Wert des jeweiligen Probanden. MS-Patienten sind rot hervorgehoben, blau ge-

sunde Probanden; Messung Berlin (DRFZ).

3.2 Detektion verlangerter Fluoreszenzlebensdauern mittels Phasor

In Abb. 21 und 22 sind Versuche mit der monozytéren Zelllinie THP-1 mit verschiedenen
Auslésern fur oxidativen Stress gezeigt. Die von der Gratton-Gruppe in anderen Zellen
validierte Hypoxie-Behandlung zur Induktion von oxidativem Stress bewirkt auch in THP-
1 Zellen eine relativ verlangerte Fluoreszenzlebensdauer (s. Abb. 21). Dies ist Uber eine
veranderte Lage im Phasor-Halbkreis nachvollziehbar. Die Vorbehandlung mit AEBSF,
einem NADPH-Oxidasen-Inhibitor, sowie Rotenon, einem Hemmer der mitochondrialen
Atemkette, reduzieren bei 36-stiindiger Hypoxie jeweils signifikant die Entstehung von
oxidativem Stress (p < 0,05 t-Test), wie mit Phasor-FLIM gezeigt. AEBSF fiihrt im Expe-
riment zu einer deutlichen Verschiebung in Richtung freies NAD(P)H. Die starke Streuung
der Phasor-Daten der mit Rotenon behandelten Zellen weist auf einen zellularen Scha-
den hin. Die Behandlung mit PMA 300 nmol/L, 1h Inkubation (s. Abb. 22) fihrte ebenso
wie die Hypoxie-Behandlung zur Entstehung von oxidativen Stress in THP-1 Monozyten,

wie hier mit Phasor-FLIM gezeigt (p < 0,05 t-Test).
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Abb. 17.1: NAD(P)H-FLIM in Hypoxie

THP-1 Zellen nach 36h Hypoxie. Bilder l.v.0.n.u.: unbehandelt, Behandlung mit AEBSF
300 uM (NADPH-Oxidasen-Inhibitor) und Rotenone 12,5 uM (Komplex-I-Inhibitor der mi-
tochondrialen Atmungskette); es sind jeweils das Fluoreszenzlebensdauerbild (tau), das
Intensitatsbild sowie rechts der Phasor-Plot abgebildet. Messung UCI (LFD). Mal3stab 10

um.
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Abb. 17.2: NAD(P)H-FLIM in Hypoxie

THP-1 Zellen nach 36h Hypoxie in integrierter Darstellung. FLIM-Bilder r.v.0.n.u.: Unbe-
handelt, Behandlung mit AEBSF 300 uM (NADPH-Oxidasen-Inhibitor) und Rotenone
12,5 uM (Komplex I-Inhibitor der mitochondrialen Atemkette); es sind der Phasor-Plot
sowie die Fluoreszenzlebensdauer-Darstellung gezeigt. Messung UCI (LFD). Mal3stab

10 um, Unterschiede signifikant (p < 0,05).
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Abb. 18: NAD(P)H-FLIM in PMA-behandelten Zellen

THP-1 Zellen vor (griin) und nach (rot) 1h Inkubation mit 300 nmol/L PMA, Aktivator der
NADPH Oxidasen; Messung UCI (LFD). Die behandelten Zellen zeigen einen Shift zu
langerer Fluoreszenzlebensdauer als Kontrollen. Es sind die Fluoreszenzlebensdauer-
Abbildung, die Intensitatsbild-Kontrolle sowie der Phasor-Plot gezeigt. Mal3stab 10 um;
Unterschiede signifikant (p < 0,05).
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3.3 EGCG-Wirkung auf Monozyten im Phasor

Nach den Ergebnissen der EGCG-Studie in Multipler Sklerose (s.0.) stellt sich die Frage,
ob eine direkte Wirkung von EGCG in Zellkultur objektivierbar ist. Zur Untersuchung der
EGCG-Wirkung in vitro wurden THP-1 Zellen fur 1 h mit 100 uM EGCG behandelt, wie in
Abb. 19 zu sehen (> 10 Z. pro Gr.). Der Anteil an freiem NAD(P)H nahm in den behan-
delten Zellen signifikant zu (p < 0,05 t-Test). Die Behandlung von Monozyten (s. Abb. 20)
aus dem Vollblut von gesunden Probanden mit PMA und EGCG liel3en den Marker fir
oxidativen Stress im Phasor verglichen mit reiner PMA Behandlung verschwinden (> 10
Z. pro Gr.). Zudem fuhrte die gleichzeitige EGCG-Behandlung zu einer signifikanten Er-
hoéhung des Anteils von freiem NAD(P)H (p < 0,05 t-Test).
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Abb. 19: EGCG-Wirkung in Monozyten

THP-1 Zellen vor (griin) und nach (blau) 1 h Inkubation mit EGCG 100 uM; Messung UCI
(LFD). Die behandelten Zellen zeigen einen Shift zu mehr freiem NAD(P)H als Kontrollen.
Maflstab 10 um. Es sind das Fluoreszenzlebensdauerbild (tau), die Intensitatsdarstellung

und der Phasor-Plot gezeigt. MalR3stab 10 um; Unterschiede signifikant (p < 0,05).
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Abb. 20: Wirkung von EGCG in PMA-behandelten Monozyten

Monozytare Zellen humaner PBMCs vor (obere Bildreihe), nach (mittlere Bildreihe) Be-
handlung mit PMA 300 nmol/L sowie nach Inkubation mit EGCG 100 uM 1h und PMA
gleichzeitig (untere Bildreihe); Messung UCI (LFD). Es sind die Fluoreszenzlebensdauer-
Abbildung (tau), die Intensitatsdarstellung sowie der Phasor-Plot gezeigt. Mal3stab 10
um; Unterschiede signifikant (p < 0,05).

3.4 EGCG - weitere Evaluation des Effekts
Der mit NAD(P)H-FLIM beobachtete Effekt von EGCG konnte direkt oder durch andere

Faktoren vermittelt sein. Daher sollte untersucht werden, ob die Wirkung von EGCG in
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der Multiplen Sklerose auf seine reduzierenden Eigenschaften zuriickzufthren ist. Au-
Rerdem ist fraglich, ob die Behandlung mit EGCG die Menge der verfiigbaren NADPH-
Oxidasen in MS-Patienten herabreguliert hat. In Abb. 21 und 22 ist daher die Untersu-
chung der EGCG-Therapie der RRMS-Patienten mit den alternativen Methoden des
DCF-ROS-Assay und der gPCR fur die essentielle Untereinheit gp91phox der NADPH-
Oxidasen abgebildet. Die EGCG-Therapie fuhrt (im Vgl. zu Placebo-Kontrollen) zu keiner
Veranderung der ROS-Ladung im Serum, wie mit dem ROS-Indikator DCF untersucht
(n=6, t-Test, gepaarte Analyse, p > 0,05 n.s.). Des Weiteren zeigte sich in der Expressi-
onsanalyse, dass sich EGCG im Vergleich mit Placebo in der cDNA von PBMCs nicht
auf die Expression der Untereinheit gp91phox der NADPH-Oxidase-2 auswirkt (n=8, t-
Test, gepaarte Analyse, p > 0,05 entspricht n.s. Unterschied).

DCF ROS in serum in RRMS

0.20-
0.154 > =0
(m]
(@)
8 0.10- $F— —_—
© ._\‘.
*~— —o
0.05-
0.00 T T
o ©
oé’O (000
®
Probe

Abb. 21: Wirkung von EGCG auf Reaktive Sauerstoffspezies in Multipler Sklerose
Reaktive Sauerstoffspezies in Serum, Messung mit DCF und dargestellt als relative opti-
cal density (OD); Messung Berlin (DRFZ). RRMS-Patienten zeigen bei Behandlung mit
EGCG im Vergleich zu Placebo (p > 0,05, paired t-Test) keine signifikanten Unter-

schiede.?

51



10 5

gp91 cOMA level

T L]

RRMS | RRMS
GA + placebo | GA+EGCG

in
L

Abb. 22: Wirkung von EGCG auf Expressionsebene in Multipler Sklerose
Ergebnisse der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion der Untereinheit gp91 bzw.
gp91phox der NADPH Oxidasen in EGCG-behandelten MS-Patienten im Vergleich mit
Placebo-behandelten Patienten, dargestellt als relative levels (normalisiert auf endogene
Kontrolle s.0.); Messung Berlin (DRFZ). Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
(p > 0,05, paired t-Test) im Expressionsmuster der NADPH Oxidase durch die Therapie
mit EGCG.!

3.5 Altersabhéangigkeit der NADPH-Oxidasen-Aktivierung

Aus den obigen Daten ergibt sich die Frage, ob das unterschiedliche Lebensalter der
Probanden und MS-Patienten (s. Tabelle in Methoden) einen Einfluss auf die NADPH-
Oxidasen-Aktivierung darstellt. In Abb. 23 sind daher die NADPH-Oxidasen-Aktivierung
und das Lebensalter der Probanden aufgetragen; hierbei sind alle untersuchten Subgrup-
pen, wie MS-Patienten unterschiedlicher Stadien, und Gesunde in die Analyse einge-
schlossen worden. Die Korrelationsanalyse ergibt eine nicht-signifikante Korrelation von
r = 0,023. In der retrospektiven Analyse gibt es also keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Alter der Probanden und der Aktivierung der NADPH-Oxidasen.
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Abb. 23: NADPH-Oxidasen-Aktivierung in Multipler Sklerose nach Lebensalter

Auftragung der NADPH-Oxidasen-Aktivierung auf der y-Achse in % aller bisher gesam-

melten Probanden (n = 29, davon 23 Multiple Sklerose und 6 gesund) gegen das Alter

(x-Achse). Korrelation r = 0,023 (p = 0,26, n.s.), keine signifikante Korrelation zwischen

NADPH-Oxidasen-Aktivierung und Alter. MS-Patienten sind rot hervorgehoben, grin
EGCG-behandelte Patienten, blau gesunde Probanden; Messung Berlin (DRFZ).

Es erscheint sinnvoll, die NADPH-Oxidasen-Aktivierung in unterschiedlichem Alter wei-

terhin prospektiv zu erheben. Dazu wurden in zwei Kohorten gesunder Probanden unter-

schiedlichen Alters CD11b* Monozyten des Vollbluts gemessen (s. Abb. 18). Die jinge-

ren Probanden waren 20-30 Jahre sowie die alteren Probanden lber 60 Jahre. Es zeigt

sich kein signifikanter Unterschied der NADPH-Oxidasen-Aktivierung zwischen beiden
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Alterskohorten. Auffallig war lediglich die grél3ere Streuung der Werte in der Kohorte der
Uber 60-jahrigen: SD 1,53 (alt) vs. 0,84 (jung). AulRerdem zeigten die CD11b* Monozyten
der Alteren dreimal so haufig inaktivierte Zellen, d.h. NADPH-Oxidasen-Aktivierung 0 %,
wie die ihrer Vergleichsgruppe: 25 inaktivierte auf 437 untersuchte Zellen (alt) vs. 8 inak-
tivierte auf 466 untersuchte Zellen (jung). Die Verteilung der NADPH-Oxidasen-Aktivie-
rung zeigt altersabhangige Unterschiede, fir deren genauere Charakterisierung grof3ere

Datenmengen nétig sein werden.

NOX-Aktivierung in %
8

Alte Junge

Abb. 24: NADPH-Oxidasen-Aktivierung nach Alter bei Gesunden

NADPH-Oxidasen-Aktivierung in % in CD11b* Monozyten in zwei Alterskohorten gesun-
der Probanden von 20-30 Jahren (n = 7) sowie Probanden tber 60 J. (n = 8). Die Gruppe
der alteren Probanden hatte eine Aktivierung von 6,87 % (SD 1,53) im Durchschnitt. Die
jungen Probanden haben eine durchschnittliche Aktivierung von 7,28 % (SD 0,84). Es
zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Altersgruppen (p = 0,54);

Messung Berlin (DRFZ).
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3.6 Simultane Messung von NAD(P)H FLIM und Antikérpermarkierung

Die Abb. 25 zeigt ungefarbte und Fluoreszenz-Antikérper-markierte THP-1 Monozyten
in der simultanen Messung mit FLIM. Der Vergleich von ungeféarbten Zellen und solchen
mit Fluoreszenzfarbstoff — im Experiment anhand von Alexa 647, gekoppelt an Antikor-
per CD14 untersucht und gemessen mit Single-Photon-Microscopy — zeigt in der Zu-
ordnung zum FLIM-Signal keinerlei Unterschiede (s. Phasor-Plot rechts in Abb. 25).

Abb. 25: NAD(P)H-FLIM in fluoreszenzmarkierten und nichtmarkierten Zellen
THP-1 Monozyten und Fluoreszenzfarbstoff; Messung UCI (LFD). Das NAD(P)H-FLIM-

Signal zeigt keine Unterschiede zwischen gefarbten und ungefarbten Zellen; es sind die
Single-Photon Aufnahme, Intensitatsdarstellung, Fluoreszenzlebensdauer-Abbildung

und Phasor-Kontrolle zu sehen. MalRstab 40 um; Unterschied nicht signifikant (p > 0,05).
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In Abb. 26 sind THP-1 Monozyten in einer Mehrfachfarbung gezeigt. Zusatzlich zur
FLIM-Detektion sind die Farbstoffe FITC, Alexa 546 und Alexa 647 dargestellt (Vgl. Me-
thoden). Im Fusionsbild sind die drei Fluoreszenzfarbstoffe mit der Durchlicht-Mikrosko-

pie addiert. So lassen sich die markierten Zellen der FLIM-Reprasentation zuordnen.

Abb. 26: NAD(P)H-FLIM in mehrfachgeféarbten Zellen
Mehrfachfarbung in THP-1 Monozyten; Messung UCI (LFD), Mal3stab 200 um.
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4  DISKUSSION

4.1 Oxidativer Stress in Multipler Sklerose — Uberaktivierung der NADPH-Oxidasen

In MS-Lasionen ist bereits seit langerem die axonale Transsektion als Korrelat einer neu-
ronalen Schadigung bekannt.”® An entsprechenden axonalen Sphéroiden zeigt sich ein
oxidativer Schaden, der einen Hinweis auf die exzessive Entstehung von reaktiven Sau-
erstoffspezies in der Pathogenese sein konnte.”® Zum ersten Mal scheint zudem die Re-
versibilitat von oxidativem Stress unter Hinzugabe von ROS-Scavengers in der Experi-
mentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) bei der fokalen axonalen Transsektion
bewiesen.** Die Autoren vermuten einen relevanten Beitrag von Makrophagen und
Mikroglia. In infiltrierenden Makrophagen von MS-L&sionen ist in der Tat die Expression
von NADPH-Oxidase-2 beschrieben.3! Daten aus der EAE unserer Arbeitsgruppe unter-
stitzen eine Schadigung von Axonen durch aktivierte NADPH Oxidasen von Monozy-
ten/Makrophagen in vivo.! Diese Monozyten/Makrophagen haben einen myelomonozyta-
ren Ursprung, weshalb die Untersuchung einer NADPH-Oxidasen-Aktivierung in der Pe-

ripherie, d.h. in der Milz der Maus oder dem Vollblut von MS-Patienten, sinnvoll erschien.

Tatsachlich hat sich in unserer Untersuchung ein differenziertes Aktivierungsmuster der
NADPH Oxidasen in CD11b* Monozyten der Multiplen Sklerose ergeben. Im Verlauf ihrer
Erkrankung zeigten Patienten eine Uberaktivierung der NADPH-Oxidasen, die bei Pati-
enten mit CIS noch nicht in Erscheinung trat. Wohl aber sind in der Kohorte der RRMS-
Patienten und in der — mit 50 Jahren durchschnittlich sieben Jahre alteren — SPMS-Ko-
horte eine Uberaktivierung der NADPH-Oxidasen feststellbar. Die Krankheitsphasen-ab-
hangige Aktivierung ist interessanterweise analog zum Krankheitsverlauf der MOG-Pep-
tid-induzierten EAE der Maus, die in CD11b* Monozyten der Milz im Vergleich zu gesun-
den Tieren zu Krankheitsbeginn (Onset) keine und spater im Peak eine erhdhte Aktivie-

rung zeigt.!

Insbesondere stimmen die Daten der CD11b* Monozyten in Multipler Sklerose mit der
Literatur Uberein, die eine erhdhte Radikalproduktion von Monozyten in Patienten mit MS
nahegelegt hat. Die Untersuchung toxischer Sauerstoffmetabolite zeigte, dass Monozy-
ten aus dem Blut von Patienten mit Multipler Sklerose nach entsprechender Stimulation

eine signifikant starkere Produktion von Superoxidanion und H202 zeigen.*3? Eine weitere
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Studie ergab, dass mononukleare Zellen aus dem Vollblut von MS-Patienten PKC-ab-
hangig mehr reaktive Sauerstoffspezies produzieren als gesunde Kontrollen.'33 Unsere
Ergebnisse weisen dariiber hinaus erstmalig NADPH Oxidasen als die wahrscheinliche

Quelle der exzessiven Radikalproduktion nach.

Die Korrelation der NADPH-Oxidasen-Aktivierung in CD11b* Monozyten mit dem EDSS
der untersuchten Individuen (s.0.) unterstitzt die Relevanz der monozytaren NADPH-
Oxidasen fur den klinischen Verlauf der Multiplen Sklerose. Ergebnisse aus parabioti-
schen EAE-Mausen legen in der Tat fur die Multiple Sklerose nahe, dass die aus der
Peripherie einwandernden Monozyten/Makrophagen tatsachliche Treiber der Krankheits-
progression sind.134 Es ist zwar unumstritten, dass Monozyten/Makrophagen eine Rolle
im Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose spielen (s. Einleitung), dennoch scheint de-
ren konkreter Beitrag im Einzelnen komplexer. Bei der Auswertung der FLIM-Daten fiel
auf, dass einige der CD11b* Monozyten stark aktiviert waren und daneben einige keiner-
lei Aktivierung zeigen. Dies bedarf vorerst der Quantifikation, jedoch lassen sich bereits

Hypothesen anhand der Literatur erstellen.

Es ist denkbar, dass Subtypen von Monozyten unterschiedlich in inrem Zielgewebe agie-
ren. So wurde gezeigt, dass Monozyten vom Typ Il anti-inflammatorische Eigenschaften
besitzen und den Verlauf der EAE zu lindern vermégen.'3® Diese Zellen wurden in der
Studie durch Behandlung mit GA induziert und entfalteten ihre Wirkung nach adoptivem
Transfer tGber die Exkretion anti-inflammatorischer Zytokine. Seit langerem ist bekannt,
dass im Blut unterschiedliche Monozyten-Populationen existieren, die u.a. in ihrem Re-
zeptorbesatz variieren. So wandert nur die CX3CR1 neg. CCR2-exprimierende Popula-
tion in entziindetes Gewebe, wahrend die CX3CR1 pos. CCR2 neg. Population in nicht-

entziindetes Gewebe wandert.’

In der EAE liel3e sich mit entsprechender Monozyten-Markierung herausfinden, welche
Subpopulation der Monozyten eine aktivierte NADPH-Oxidase-2 zeigt und anschlief3end
im ZNS der EAE-Tiere nachweisbar ist. Im Menschen kénnte das NADPH-Oxidasen-Ak-
tivierungsmuster der Immunzellen und insbesondere der Monozyten (-subpopulationen)
differenziert prospektiv untersucht werden. Eventuell ergabe sich hieraus ein ,Fingerab-
druck” der Krankheitsphasen und -aktivitat, sodass die Therapie entsprechend optimiert

werden kann.
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Das unterschiedliche Alter der initial untersuchten Kohorten in unterschiedlichen Phasen
der Multiplen Sklerose, sowie der gesunden Kontrollen erfordert eine Kontrolle des Le-
bensalters als Einflussfaktor auf die NADPH-Oxidasen-Aktivitdt. Sowohl die Korrelation
der retrospektiven Daten aller gesammelten NADPH-Oxidasen-FLIM-Experimente als
auch die prospektive Untersuchung in gesunden Probanden unterschiedlichen Alters

sprechen deutlich gegen einen Einfluss des Alters.

Diese Ergebnisse gereichen somit zur Validierung von NADPH-Oxidasen-FLIM in Pati-
entengruppen, die eine Altersdifferenz aufweisen, wie dies in der MS-Kohorte der Fall ist.
Unsere Daten stltzen daher bei erster Betrachtung nicht die Hypothese einer Verande-
rung von oxidativem Stress im Alter.36 Unsere Experimente mit NADPH-Oxidasen-FLIM
zeigten jedoch nur im Vergleich des basalen Aktivierungswerts keine signifikant unter-
schiedlichen Mittelwerte. Zudem streuen die Aktivierungswerte im Alter starker, was ein
zusatzlicher Hinweis auf eine veranderte Regulation von oxidativem Stress sein kdnnte.
So ist denkbar, dass die Reaktion der monozytaren NADPH Oxidasen auf inflammatori-
sche Stimuli in Zellen alter Individuen deutlich verandert ist. Die antioxidative Abwehr
(s.0.) kbnnte dabei eine Rolle fur Altersunterschiede spielen. Aktuelle Untersuchungen
deuten auf eine abweichende Funktion der NADPH-Oxidase-2 in verschiedenen Zellty-

pen im hoheren Lebensalter hin.t37

4.2 Therapieevaluation — NAD(P)H-FLIM als Marker-freier Ansatz?

Es war in der Tat ein Einfluss der Therapie auf die Aktivierung der NADPH Oxidasen in
CD11b* Monozyten in der Multiplen Sklerose feststellbar (s. Ergebnisse). Die Behand-
lung mit Glatirameracetat (GA) — aktueller Therapiestandart der RRMS — brachte eine
Reduktion der NADPH-Oxidasen-Aktivierung mit sich. EGCG reduzierte signifikant und
mit hoherer Wirksamkeit als GA und Placebo die Aktivierung der NADPH Oxidasen in

Multipler Sklerose auf ein anndhernd gesundes Niveau.

Ein Effekt von GA auf CD11b* Monozyten scheint wahrscheinlich, nachdem die behan-
delten Patienten eine geringere NADPH-Oxidasen-Aktivierung zeigten und die Literatur
entsprechende Hinweise liefert. GA kann Monozyten vermutlich direkt binden, wodurch

die Funktion von Monozyten im Sinne einer anti-inflammatorischen Wirkung beeinflusst
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wird.*®® Zudem ist ein synergistischer Effekt von EGCG und GA denkbar, wie er bereits
in der Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) beschrieben wurde.*3°

Die Reversibilitat von oxidativen Schaden am Axon wurde bereits mit diversen antioxida-
tiven Substanzen in der EAE demonstriert.*4° Die lokale antioxidative Intervention ist also
vermutlich neuroprotektiv. Die Effekte einer systemischen Applikation von zielgerichteten
antioxidativen Therapien bleiben aber schwer vorherzusagen. EGCG hat bekannterma-
Ben antioxidative Eigenschaften und ist in der Lage reaktive Sauerstoffspezies direkt ab-
zufangen.**! Da es in unseren Experimenten keine signifikanten Unterschiede von reak-
tiven Sauerstoffspezies im Serum von MS-Patienten mit EGCG oder Placebo gab, er-
scheint eine Wirkung von EGCG als Scavenger in diesem Fall weniger wahrscheinlich.
Einige Autoren haben Effekte von EGCG auf die NADPH-Oxidasen-Expression festge-
stellt.1*? Unsere Daten konnen jedoch keinen signifikanten Unterschied der Expression
der essentiellen Untereinheit gp91phox zwischen EGCG- und Placebo-Behandlung in

Multipler Sklerose bestatigen.

Die valide Detektion der NADPH-Oxidasen-Aktivierung als Marker fur oxidativen Stress
in biexponentieller FLIM nach Levenberg-Marquardt wurde von unserer Gruppe zuvor
hinreichend demonstriert.1?° Anhand der obigen Experimente konnte mittels Hypoxie- so-
wie PMA-Behandlung in THP-1 Monozyten nun auch mit Phasor-FLIM die Detektion von
oxidativem Stress anhand einer verlangerten Fluoreszenzlebensdauer validiert werden.
Die Autoren hatten die Detektion von oxidativem Stress mit Phasor zuvor an anderen
Zelltypen gezeigt.’?® Insbesondere die oben durchgefiihrte separate Hemmung der
NADPH Oxidasen und der Atmungskette bestatigt die Verwendbarkeit des experimentel-

len Ansatzes zur Detektion von oxidativem Stress in monozytaren Zellen.

Die mit Phasor durchgefihrten Untersuchungen des Effekts von EGCG in vitro lassen
eine direkte Wirkung der Substanz vermuten. In THP-1 Monozyten zeigte sich ein ver-
mehrter Anteil an freiem NAD(P)H. Zudem lie3 EGCG in PMA-stimulierten Monozyten
den Marker fur oxidativen Stress im Phasor verschwinden, wahrend der Shift zu freiem
NAD(P)H sichtbar wurde. Méglicherweise ist die Hemmung der NADPH Oxidasen, die in
CD11b* Monozyten beobachtbar war, also durch einen verdrdngenden Mechanismus zu
erklaren. EGCG hemmt in der Tat kompetitiv NADP+ abhangige Enzyme, sodass der
Zelle weniger NADPH z.B. flr Verbraucher wie NADPH Oxidasen zur Verfligung steht.143
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Andere Autoren beschreiben eine hemmende Wirkung von EGCG auf NADPH Oxidasen
durch eine verhinderte Translokation von zytosolischen Untereinheiten an den Membran-
gebundenen Komplex.'#* Mit FLIM wurde in anderen Zelltypen in vitro ebenfalls eine ver-
kirzte Fluoreszenzlebensdauer von NAD(P)H gemessen.**® Unsere Daten in CD11b*
Monozyten sowie THP-1 Monozyten legen einen direkten inhibitorischen Effekt auf die
Aktivierung der NADPH Oxidasen nahe. Im Zusammenspiel mit tberaktivierten NADPH
Oxidasen in der Multiplen Sklerose kdnnte EGCG also eine ursachliche Intervention bie-

ten.

Die NADPH-Oxidase-2 ist in Phagozyten wie Monozyten/Makrophagen und Neutrophilen
bekanntermalRen stark exprimiert. Die Expression der NADPH-Oxidase-2 oder
gp91phox-homologen Isoformen ist jedoch in etlichen weiteren Geweben und Zellen be-
schrieben worden.'#6 Auch von B-Zellen ist bereits langer bekannt, dass sie NADPH Oxi-
dasen exprimieren.4” So wurde beispielsweise fiir B-Zellen gezeigt, dass diese unter
Phagozytose-Bedingungen mittels NADPH-Oxidase-2 hohe Mengen an reaktiven Sauer-
stoffspezies produzieren.'#® Bei Stimulation des B-Zell-Rezeptors generiert die NADPH-
Oxidase-2 in B-Zellen reaktive Sauerstoffspezies, jedoch sind NADPH-Oxidase-2 knock-
out bzw. Ncfl -/- B-Zellen funktionell nicht eingeschrankt.'*® Mittlerweile ist von CD8 pos.
regulatorischen T-Zellen bekannt, dass sie NADPH-Oxidase-2 exprimieren und diese fir
die Zellfunktion unabdingbar ist.'3” Das Expressionsmuster von NADPH Oxidasen und
insbesondere NADPH-Oxidase-2 ist hochrelevant, um die Wirkung und Nebenwirkungen
von zielgerichteten Therapien abzuschatzen

4.3 NADPH-Oxidasen-Inhibition als therapeutisches Prinzip

Ein genetisch bedingter Funktionsausfall von Untereinheiten der NADPH Oxidasen fuhrt
zum Kklinischen Bild der Septische Granulomatose oder Chronic Granulomatous Disease
im Englischen.?®° Die Septische Granulomatose ist eine seltene genetische Erkrankung,
die X-chromosomal-rezessiv oder auch autosomal-rezessiv vererbt wird.*>! Mutationen
in den vier Genen CYBB, CYBA, NCF-1 und NCF-2 fir die entsprechenden Proteine
gp91phox, p22, p47 und p67 — wie auch Defekte von Rac2, einer NADPH-Oxidasen-
aktivierenden GTPase — haben allesamt einen Funktionsverlust des Enzymkomplexes
zur Folge.?® Patienten mit Septischer Granulomatose erleiden multiple Infektionen mit

bakteriellen Erregern wie Staphylokokken sowie auch mit Pilzen wie Aspergillus.1®? Diese
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Erkrankung geht mit einer verringerten Lebenserwartung einher, wobei bereits im Kin-
desalter mitunter letale Infektionserkrankungen auftreten kénnen.'>3 Es sind in der Lite-
ratur tatsachlich keine Falle von Septischer Granulomatose und gleichzeitiger Multipler

Sklerose beschrieben.

Auf der Basis der Septischen Granulomatose sind Tiermodelle generiert worden, die eine
Mutation der NADPH-Oxidasen-Gene besitzen, wie beispielsweise die p47phox-/-
Maus.'>* Der Ausfall der NADPH Oxidasen hat in zwei dieser CGD-Tiermodelle ebenso
fur B-Zellen eine reduzierte Bakterienabwehr gezeigt.'*® Paradox erscheint, dass ROS-
defiziente M&use mit einer NCF-1-Mutation, d.h. p47phox-/-, altersabhangig eine spon-
tane Arthritis entwickeln.'®® Dies konnte sich durch eine Rolle der reaktiven Sauer-

stoffspezies im signaling der Immunzellen erklaren.

Zu entgegengesetzt Uber-exprimierten NADPH Oxidasen und den Konsequenzen fur den
menschlichen Organismus liegen kaum Daten vor. Im Mausmodell fur Arteriosklerose hat
die alleinige Uberexpression von NADPH-Oxidasen-Genen zu einer verstarkten Radikal-
bildung, aber keiner verstarkten Arteriosklerose gefiihrt.1%¢ Die heraufregulierte Expres-
sion von NADPH-Oxidasen-Genen ist in unterschiedlichen pro-inflammatorischen Zu-

standen bzw. Prozessen beschrieben worden wie in Allergie 157 sowie Karzinogenese.'>®

Die Uberaktivierung der NADPH Oxidasen in Monozyten/Makrophagen ist wahrschein-
lich ein wichtiger Pathomechanismus der Multiplen Sklerose.! Monozyten/Makrophagen
exprimieren die Isoform NADPH-Oxidase-2, die in der Hohe ihrer Expression fir Pha-
gozyten typisch ist.?? DemgemaR wirde sich die Untersuchung einer selektiven Hem-
mung der NADPH-Oxidase-2 empfehlen, um den Effekt der Medikation in der Multiplen
Sklerose zu beobachten (Vgl. Abb. 27). Theoretisch misste mit der Dosierung eines
NADPH-Oxidase-2-Inhibitors ein mittleres Aktivierungsniveau, d.h. eines im Bereich von
Gesunden erzielt werden. Eine dariberhinausgehende Hemmung auf ein zu geringes
Aktivierungsniveau konnte allerdings entsprechend der o0.g. genetischen Dysfunktion
eine gefahrliche Immunsuppression bewirken und den Organismus angesichts mikrobi-

eller Infektionen ungeschiitzt lassen.t>°
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Abb. 27: NADPH-Oxidase-2 in Neuroinflammation

Modell des Beitrags der NADPH-Oxidase-2 zur Pathogenese der Multiplen Sklerose und
die gezielte Inhibition zur Verhinderung von neuronalen Schéaden.

Die Inhibition der NADPH Oxidasen ist bereits in der Experimentellen autoimmunen En-
zephalomyelitis (EAE) untersucht worden. Die Behandlung der EAE mit niedriger Dextro-
morphan-Dosis war mit der Hemmung der NADPH-Oxidase-2 assoziiert. Mit der Behand-
lung wurden in der Studie Demyelinisierung und axonale Schaden bei geringem entziind-
lichen Infiltrat reduziert.*>® Mittlerweile ist die direkte Inhibition von NADPH Oxidasen in
der EAE mit dem Wirkstoff Apocynin untersucht worden, was zu einer Abschwachung
der Symptomatik bei verringerten Immunzellinfiltraten fuhrt.18° Es ist fraglich, wie selektiv
die beiden getesteten Substanzen die NADPH-Oxidase-2 inhibieren. Die beobachtete
Verbesserung der EAE sowohl bei Dextromorphan (s.0.), als auch Apocynin kénnte auf-
grund ihrer geringen Selektivitat durch andere Zielstrukturen als die NADPH-Oxidase-2



bedingt sein.'5! Mit nicht-selektiven NADPH-Oxidasen-Inhibitoren lieRBe sich eine spezifi-
sche Inhibition von Monozyten folgendermal3en experimentell testen: der Maus kdnnten
in der EAE Monozyten entnommen und in vitro mit einem NADPH-Oxidasen-Inhibitor be-
handelt werden. Diese kdnnten anschlielend — im Sinne eines adoptiven Transfers und
verglichen mit Placebo- und Sham-behandelten Tieren — anderen Mausen injiziert und

der Effekt auf die EAE untersucht werden. Bislang liegen dazu jedoch keine Daten vor.

Die Frage ist: Wo genau musste ein NADPH-Oxidasen-Inhibitor fur einen entsprechen-
den Effekt angreifen? Unsere Daten in CD11b* Monozyten sprechen daflr, dass eine
periphere Hemmung der NADPH-Oxidase-2 effektiv sein konnte. Es sei darauf hingewie-
sen, dass eine systemische Inhibition der NADPH-Oxidase-2 in Anbetracht der Beson-
derheiten des ZNS (s.0.) nicht mit einer lokalen Applikation gleichzusetzen ist. Unsere
Daten in der EAE legen nahe, dass neben Phagozyten auch andere Zellen des ZNS —
wie die Astroglia und auch die Neurone selbst — zu oxidativem Stress beitragen.! Dies
koénnte allerdings ein von Monozyten/Makrophagen abhangiges Epiphdnomen sein, d.h.
eine sekundare Aktivierung. In diesem Falle kdnnte bereits die Hemmung der ROS-Pro-
duktion von Monozyten/Makrophagen mit NADPH-Oxidase-2-selektiven Medikamenten
eine fortgesetzte Gewebsdestruktion unterbrechen. Es bleibt aber bislang offen, ob eine
NADPH-Oxidase-2-selektive Hemmung bei systemischer Applikation effektiv sein wird —

insbesondere bei vorrangiger Wirkung in der Periphere.

Spezifische NADPH-Oxidase-2-Hemmer sind erst seit kurzem bekannt. Nox2ds ist ein
effektives, inhibitorisches Peptid mit einer hohen Selektivitat fir die NADPH-Oxidase-2.
Es erreicht eine Hemmung von 85 % der enzymatischen Aktivitat bei 10 uM des Wirk-
stoffs und wirkt sehr potent mit einer IC50 von 0,74 uM auf die NADPH-Oxidase-2, d.h.
bei dieser Konzentration sind bereits 50 % der enzymatischen Aktivitat gehemmt.62 Zu-
dem ist neuerdings die Synthese sog. Bridged tetrahydroisoquinoline gelungen, die als
small molecules mit einer IC50 von 20 bzw. 32 uM selektiv die NADPH-Oxidase-2 hem-
men.%3 Somit ist die Synthese von NADPH-Oxidase-2-spezifischen Therapeutika fur
eine Testung in der Multiplen Sklerose in erreichbare N&he gelangt. Es bleibt dennoch
unklar, ob sich eine NADPH-Oxidasen-Inhibition im Menschen — egal ob nicht-selektiv
oder hoch-selektiv fir NADPH-Oxidase-2 — nebenwirkungsarm durchfiihren lasst und ob

es in der Multiplen Sklerose eine vergleichbare Wirkung geben kdnnte wie in der EAE.
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Aktuelle Daten zeigen eine altersabhangige Dysfunktion CD8+ regulatorischer T-Zellen,
als deren Ursache eine NADPH-Oxidasen-Defizienz vermutet wird.*3” Die Autoren konn-
ten elegant die Wiederherstellung der zellularen Funktion durch NADPH-Oxidasen-Uber-
expression zeigen. Angesichts dieser Erkenntnisse erscheint es sinnvoll, Lymphozyten
wie T- und B-Zellen, sowie ihre Subtypen im Verlauf der Multiplen Sklerose auf eine ver-
anderte Aktivierung der NADPH Oxidasen zu untersuchen. Die anzunehmende Relevanz
der NADPH Oxidasen in regulatorischen Zellen kdnnte zudem a priori den Erfolg einer
NADPH-Oxidasen-Inhibition in Multipler Sklerose kompromittieren, nachdem die wieder-
hergestellte NADPH-Oxidasen-Funktion in der, von den Autoren untersuchten, autoim-

munen Riesenzell-Arteriitis von Vorteil war.

4.4 Methodische Weiterentwicklung von NAD(P)H FLIM

Die Detektion der NADPH-Oxidasen-Aktivierung mit FLIM als Nachweis fir die Entste-
hung von oxidativem Stress ist unterdessen in einer Vielzahl von Zellen und Geweben
erprobt. Die Aktivierung der NADPH Oxidasen lasst sich dabei insbesondere im inflamm-
atorischen Setting nachweisen, was zunachst in Phagozyten '2° und nun auch in der
Multiplen Sklerose ! gezeigt werden konnte. Daten, wie die Messung verschiedener En-
zyme mit NAD(P)H in vitro (s.0.), sowie die Aktivierung der NADPH Oxidasen in Zellen
mit einer deutlich verlangerten Fluoreszenzlebensdauer und deren Reversibilitat bei
NADPH-Oxidasen-Inhibition (s.0.) scheinen den Ursprung des Signals bei Detektion mit

FLIM zu belegen.

Im Vergleich von biexponentieller FLIM nach Levenberg-Marquardt (Berlin, DRFZ) mit
Phasor-basierter FLIM (UCI/LFD) zeigen sich Vor- und Nachteile beider Ansatze. Der
Vorteil der biexponentiellen Auswertung nach Levenberg-Marquardt ist die prazise Ap-
proximierung der FLIM-Daten in Hinblick auf die Aktivierung der NADPH Oxidasen. Aller-
dings zeigen sich teilweise irrefiihrende Ergebnisse bei niedrigen Intensitatswerten der
FLIM-Daten oder Ruckreflexionen. Dies kann zu einer Pseudoaktivierung der NADPH
Oxidasen und demzufolge falschen Schliissen angesichts der Ergebnisse fuhren. Unter
Beriicksichtigung der Intensitaten lasst sich dies konsequent vermeiden. Vorteil des Pha-
sor-approach ist die unmittelbare graphische Darstellung der quasi unveranderten Daten
im Phasor-Plot. Somit erhalt der oder die Auswertende einen wenig verfalschten Uber-

blick und kann durch die Verteilung der Messpunkte erste Schllisse ziehen. Dennoch

65



scheint die Phasor-Methode anfallig fur Rauschen zu sein, sodass deutlich mehr Photo-
nen gesammelt werden missen, um eine adaquate signal-to-noise ratio zu erzielen. Da-
bei ist die Exposition der Probe mit Laserlicht deutlich langer. Weiterhin ist mit Phasor
keine prazise Quantifizierung der NADPH-Oxidasen-Aktivierung mdglich. Auch erfordert
die Phasor-Auswertung eine Kalibrierung bei jeder Messung, da kleine Abweichungen zu
einer Lage aul3erhalb des Phasor-Halbkreises fihren und die Auswertung erschweren.
Diese Abweichungen machen den experimentellen Aufbau sehr stéranfallig. Im Bewusst-
sein der Limitationen sind Schlussfolgerungen unter Verwendung jeder der beiden Me-
thoden valide. Zuem wurde eine Kontrolle der Daten mit der jeweils anderen Methode
durchgefihrt. Fur die quantitative Abbildung der NADPH-Oxidasen-Aktivierung hat sich
der im DRFZ verwendete Levenberg-Marquardt-Ansatz mit biexonentieller Auswertung

bewahrt.

Gratton und Kollegen gehen von oxidierten Lipiden als Signalgeber der verlangerten Flu-
oreszenzlebensdauer in oxidativem Stress aus.'?® Diese oxidierten Lipide besitzen eine
Fluoreszenzlebensdauer von 7,8 ns und kénnten aufgrund ihres mit NAD(P)H vergleich-
baren Emissionsspektrums zu einer verlangerten Fluoreszenzlebensdauer der Zelle oder
des Gewebes fuhren. Der Nachweis mit Raman-Spektroskopie hat die Existenz von oxi-
dierten Lipiden in Assoziation mit Membranen belegt und mit dem FLIM-Signal kolokali-
siert. Allerdings kommt die NADPH-Oxidase als membranéarer Enzymkomplex auch an
ebenjener Stelle vor. Unsere Gruppe geht davon aus, dass die Lipide aufgrund ihrer sehr
langen Fluoreszenzlebensdauer lediglich ein Hintergrund-Rauschen verursachen und
nicht das FLIM-Signal bestimmen. Mit einer differenzierten Behandlung von Zellen mit
Radikalfangern, die quasi Downstream angreifen, und der Blockade der Atemkette in Mi-
tochondrien als Upstream-Eingriff sowie einem selektiven NADPH-Oxidase-2-Inhibitor
kénnte die Methode in Monozyten/Makrophagen weiter validiert werden. Wahrend unse-
lektive NADPH-Oxidasen-Inhibitoren erhéaltlich sind, lassen sich selektive NADPH-OXxi-
dase-2-Inhibitoren nicht Gber den Handel beziehen. Es wurde allerdings bereits gezeigt,
dass deren Synthese moglich ist.163 Insbesondere die in vorherigen Experimenten unse-
rer Arbeitsgruppe gezeigte Reversibilitat der mit FLIM detektierten NADPH-Oxidase-2-
Aktivierung bei transienter oxidativer Belastung ist ein wichtiger Hinweis, da oxidierte Li-
pide einem permanenten — also unumkehrbaren — Schaden entsprechen. Es gibt folglich
erhebliche Evidenz fur den Ursprung des verlangerten Fluoreszenzlebensdauer-Signals
in der Bindung von NAD(P)H an die NADPH-Oxidasen-Untereinheiten.
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Die Herkunft des Signals von oxidativem Stress in FLIM ist jedoch unerheblich fir die
Schlusse aus der Aktivierung der Monozyten/Makrophagen. Von hoher Relevanz fir eine
in Zukunft durchfihrbare differenziertere Untersuchung aktivierter Immunzell-Subtypen
ist die simultane Phanotypisierung der Zellen. Eine hybride Technik im Sinne von FACS-
FLIM, d.h. einer Messung der Fluoreszenzlebensdauer im Zytometer, oder dualen scan-
ning devices konnte definierten zellularen Subgruppen das FLIM-Signal direkt zuordnen.
In Abb. 26 ist das Prinzip einer simultanen Detektion von endogenen Fluorophoren und
exogenen Fluoreszenzfarbstoffen schematisch dargestellt. Die bekannten Subsets mit
unterschiedlichen migratorischen Eigenschaften ” der Monozyten kénnten so erstmalig

funktionell anhand ihrer NADPH-Oxidasen-Aktivierung charakterisiert werden.

Anregung Emission .
Intensitat
Laser
Anregung Emission Fluoreszenz-
lebensdauer

Abb. 28: Simultanmessung fluoreszenzmarkierter Zellen mit FLIM

Schema einer simultanen Messung von NAD(P)H FLIM und Fluoreszenzfarbstoffen.

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, lassen sich THP-1 Monozyten mit mehreren Flu-
oreszenzfarbstoffen markieren, ohne dass die FLIM-Messung beeintrachtigt wird (Vgl.
Abb. 26). Es bleiben bei der Auswahl die geeigneten Fluorophore und Antikérper zu fin-
den. Die simultane Messung von FLIM und der Oberflachenmarkierung ist also sinnvoll
und machbar fir eine weitergehende Erforschung der Funktion definierter Zellgruppen.
Es bleibt zudem zu kléren, ob die Verwendung von FACS-FLIM im Zytometer oder aber
der o0.g. Einsatz dualer scanning-Systeme, d.h. FLIM kombiniert mit Ein-Photon-Anre-
gung im Laser-Raster-System, dem wissenschaftlichen und eventuell klinischen Ge-

brauch eher gerecht werden.

67



Als Marker fur die Progression der Multiplen Sklerose werden bislang klinisch und in Stu-
dien neben dem MRT die Schubrate und der EDSS verwendet. Fiur eine Messung der
Progression werden préazisere Biomarker gesucht, die eine neuronale Schadigung akku-
rat abbilden kdnnen.?® Die Detektion von oxidativem Stress auf zellularer Ebene mit wei-
terentwickelten NAD(P)H-FLIM-Apparaturen konnte nach jetzigem Kenntnisstand in der
Tat eine Losung darstellen. Unser experimenteller Aufbau unter Verwendung von FLIM
zur Detektion von oxidativem Stress erlaubt neuartige Einblicke in die Pathogenese der
Multiplen Sklerose. Dennoch machen sowohl die Vielfalt der Erkrankung, als auch die
unterschiedlichen im Krankheitsgeschehen involvierten Zellen eine Analyse mit hdherem
Durchsatz und in einem groReren Patientenkollektiv nétig. Es wird hier gezeigt und ist
ebenso aus der Literatur ersichtlich, dass das Potential von FLIM fir einen klinisch-diag-

nostischen Einsatz immens ist und eine weitere Erforschung absolut sinnvoll.154

4.5 Conclusio

Es ist uns gelungen mit NAD(P)H FLIM ein besseres Verstandnis der Pathogenese in
Multipler Sklerose zu erreichen. Die Monozyten der Peripherie tragen nach dem Einwan-
dern ins ZNS héchstwahrscheinlich signifikant zum Untergang von Neuronen bei. Dabei
ist die Aktivierung der NADPH Oxidasen einer der Schadigungsmechanismen, vor dem
Nervenzellen nicht ausreichend geschiitzt sind. Aus unseren Daten lasst sich eine, vom
Krankheitsstadium abhangige und im Verlauf zunehmende, Uberaktivierung der NADPH
Oxidasen schlie3en. Die initial formulierte Frage, ob die Aktivierung der NADPH Oxi-
dasen einem pathophysiologischen Korrelat der Multiplen Sklerose entspricht, lasst sich

hiernach also bejahen.

Die Untersuchung des Profils der NADPH-Oxidasen-Aktivierung unterschiedlicher Im-
munzelltypen erscheint angesichts der Datenlage sowohl in der Multiplen Sklerose, als
auch in verschiedenen anderen entziindlichen Krankheitsentitaten sinnvoll. So wird die
Untersuchung des Systemischen Lupus Erythematodes und der Rheumatoiden Arthritis

ein besseres Verstandnis von Mechanismen der Autoimmunitat ermdglichen.

Fur die Multiple Sklerose stellt sich auf der Basis unserer Daten nun folgende Frage: Wie
wirkt sich ein spezifischer Inhibitor der NADPH Oxidasen auf den Krankheitsverlauf aus?

Aus tierexperimentellen Daten in der Experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
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(EAE) lasst sich definitiv ein potentieller Nutzen der Therapie ableiten. Auch Grinteeex-
trakt EGCG scheint eine direkte Wirkung auf NADPH Oxidasen zu entfalten und kommt
damit als mogliches Therapeutikum in Frage. Dennoch sind voreilige Schliisse zu ver-
meiden, da im Menschen bislang kein Nutzen belegt und das Nebenwirkungsprofil wenig
bekannt ist. Ein kompletter Ausfall der NADPH-Oxidasen-Funktion im Menschen ist an-
gesichts der Septischen Granulomatose als duf3erst geféahrlich einzustufen, weswegen
eine potentielle Therapie eine ausreichende Restfunktion der Enzyme gewahrleisten
muss. Neuere Daten lassen jedoch eine vielfaltige Funktion der NADPH Oxidasen in un-
terschiedlichen Zellen des Immunsystems annehmen, weswegen an dieser Stelle ein dif-
ferenzierteres Verstandnis notig ist. Spezifische NADPH-Oxidase-2-Inhibitoren sind noch
nicht kommerziell erhaltlich, wobei die Synthese potenter Stoffe moglich ist, wie in der

vorliegenden Arbeit weiter ausgeftihrt wurde.

Fur die Multiple Sklerose ergeben sich aus der genaueren Charakterisierung der Uber-
aktivierung der NADPH Oxidasen also Mdglichkeiten zielgerichteter Therapieansatze.
NAD(P)H FLIM wird — zumal in seiner weiteren Entwicklung — zur Untersuchung von Pa-
thomechanismen beitragen und eine weitere Option zum Monitoring von entzindlichen
Erkrankungen sein. Gerade als sogenannte Marker-freie Methode in der Visualisierung
zellularer Prozesse auf molekularer Ebene wird der Fluoreszenzlebensdauer-Messung
eine besondere Rolle zukommen. Den Beitrag der NADPH Oxidasen unterschiedlicher
Immunzellsubtypen gilt es weiter zu eruieren, sodass ein spezifischer Fingerabdruck der

NADPH-Oxidasen-Aktivierung zukinftig helfen kdnnte, die Therapie zu Uberwachen.
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