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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS), eine chronisch-entzündliche Erkrankung des zentralen Nervensystems 

(ZNS). Sie ist die häufigste Ursache für erworbene Behinderung im jungen Erwachsenenalter. 

Weltweit sind ungefähr 2,8 Millionen Menschen an MS erkrankt [1]. Das durchschnittliche 

Erkrankungsalter liegt bei etwa 30 Jahren [2]. 

Die Ätiologie der Erkrankung ist bis heute ungeklärt, obwohl die pathophysiologischen 

Zusammenhänge immer genauer verstanden werden und zahlreiche Risikofaktoren bekannt sind

[3]. Zu den wichtigsten Risikofaktoren für die Entstehung der MS zählt eine genetische 

Prädisposition sowie begünstigende Umweltfaktoren [4]. Die genetische Prädisposition zeigt sich 

in einem veränderten Risiko bei unterschiedlicher ethnischer Herkunft. Für Patienten mit 

nordeuropäischer Abstammung besteht ein deutlich höheres Erkrankungsrisiko [5]. Des Weiteren 

besteht eine Assoziation mit bestimmten humanen Leukozytenantigenen (HLA), vor allem mit der

Variante HLA-DRB1*15 [6]. Es zeigt sich auch eine familiäre Häufung der Erkrankung. Für Kinder

mit einem an MS erkrankten Elternteil liegt das Risiko im Laufe des Lebens an MS zu erkranken 

bei 1,45% [7]. Umweltfaktoren, die die Erkrankung begünstigen, sind bestimmte Virusinfektionen, 

vor allem die Infektion mit Epstein-Barr Virus (EBV) [8]. Ein weiterer Umweltfaktor ist das 

Rauchen, wodurch das Risiko, an MS zu erkranken, um bis zu 55% steigt [9]. 

MS kann abhängig von den betroffenen neurologischen Systemen sehr variable motorische oder 

sensible Defizite verursachen. Diese gehen mit einer Demyelinisierung, einem resultierenden 

axonalen Schaden sowie einer Gliose einher, die durch entzündliche Aktivität im ZNS bedingt 

sind [10]. Häufige Manifestationen sind die Retrobulbärneuritis, Paresen der Extremitäten, 

Sensibilitätsstörungen, Kleinhirnfunktionsstörungen sowie eine beschleunigte 

Hirnvolumenminderung mit neuropsychologischen Veränderungen [11,12]. Verlauf und 

Progredienz der Erkrankung können individuell sehr verschieden sein. Es werden mehrere 

Verlaufsformen unterschieden. Als klinisch isoliertes Syndrom (CIS) wird das erstmalige akute 

Auftreten neurologischer Defizite, die sich in der Regel vollständig zurückbilden, bezeichnet [13]. 

Bei circa 85% der MS-Patienten tritt die schubförmig remittierende MS (relapsing-remitting MS, 

RRMS) auf. Ein Schub ist charakterisiert durch das plötzliche Auftreten von neurologischen 

Defiziten über mehr als 24 Stunden. Nach einem Schub, gegebenenfalls unter entsprechender 

Therapie, bildet sich bei RRMS die Symptomatik oftmals zurück (Remission) [14]. Bei bis zu 80% 

der RRMS-Patienten konvertiert die Erkrankung innerhalb von 20 Jahren in eine sekundär 

progrediente Form (SPMS). Hierbei akkumulieren neurologische Defizite und es kommt zu einer 

zunehmenden Verschlechterung der Symptome ohne Remission [15]. Bei etwa 10-15% der 
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Patienten tritt eine primär progrediente MS (PPMS) auf, wobei die Symptome nicht schubförmig 

auftreten, sondern bereits zu Beginn eine kontinuierliche Zunahme der Beschwerden stattfindet 

[16].

Die Diagnose der MS wird anhand der modifizierten McDonald-Kriterien gestellt, wobei sowohl 

klinische Befunde als auch apparative Untersuchungen einbezogen werden [17]. Notwendig für 

eine sichere Diagnosestellung sind sowohl die zeitliche als auch die räumliche Dissemination 

sowie der Ausschluss anderer Differentialdiagnosen. Die zeitliche Dissemination ist klinisch durch

das Auftreten von zwei oder mehr Schüben gegeben oder kann durch Hinweise auf 

unterschiedlich alte Läsionen in der Magnetresonanztomographie (MRT) festgestellt werden. In 

Ausnahmefällen kann die Diagnose auch bei fehlendem Nachweis der zeitlichen Dissemination 

unter Einbeziehung von Laborparametern gestellt werden. Räumliche Dissemination besteht, 

wenn in mehr als einer ZNS-Region klassische MRT-Läsionen nachweisbar sind oder klinische 

Evidenz dafür vorliegt [18]. Die individuelle Beeinträchtigung der Patienten kann von der 

Ausprägung der ZNS-Läsionen abweichen. Zur Beurteilung der Alltagseinschränkung und der 

Krankheitsprogredienz wird typischerweise die Expanded Disability Status Scale (EDSS) 

eingesetzt [19]. Dabei wird anhand des Grades der Symptomatik in acht verschiedenen 

funktionellen Systemen ein Wert für die Behinderung auf einer Skala von 0 bis 10 zugeordnet. 

1.2. Die Rolle des Immunsystems bei MS

MS ist eine immunvermittelte Erkrankung, bei der autoreaktive Zellen des Immunsystems das 

ZNS infiltrieren und dort entzündliche und neurodegenerative Prozesse in Gang setzen. Dabei 

spielen verschiedene Immunzellpopulationen unterschiedliche Rollen in der 

Krankheitsentwicklung [20]. Autoreaktive CD8+ zytotoxische T-Zellen richten sich vor allem 

gegen Bestandteile des Myelins wie das Myelin Basische Protein und das Myelin 

Oligodendrozyten Glykoprotein, wodurch eine Schädigung der Myelinscheiden hervorgerufen 

wird [21]. Diese Schädigung hat zur Folge, dass die Axone der Nervenzellen ungeschützt sind 

und in der Folge auch beschädigt werden, was eine Störung der Nervenleitung und einen Ausfall 

der Funktion des betroffenen Areals bedeuten kann. Die CD4+ T-Helferzellen (TH), vor allem die 

Subtypen TH1 und TH17, spielen durch die Sekretion von proinflammatorischen Signalmolekülen

wie Interferon-γ und Interleukin 17 eine Rolle im pathogenetischen Prozess der MS [22]. Diese 

verschiedenen autoreaktiven T-Zelltypen sind vor allem im peripheren Blut vertreten, migrieren 

aber im Krankheitsgeschehen durch die Blut-Hirn-Schranke auch ins ZNS und werden dort durch 

Antigenkontakt reaktiviert [23]. Am Krankheitsprozess beteiligte Zellen aus der B-Zellreihe sind 

unter anderem die antikörperproduzierenden Plasmazellen und Plasmablasten sowie 

antigenpräsentierende Gedächtnis-B-Zellen [24]. Die genauen Antigene, die pathologische B-

Zell-Antworten auslösen und eine Differenzierung zu autoreaktiven Plasmazellen stimulieren, 

sind jedoch bisher nicht bekannt [25]. B-Zellen sind auch für die Regulation der T-Zell-Aktivität 
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relevant. Hierbei spielen vor allem die regulatorischen B-Zellen und naive B-Zellen eine Rolle. 

Diese sezernieren unter anderen proinflammatorische Zytokine wie den Tumor-Nekrose-Faktor α 

und Interleukin 6, aber auch das antiinflammatorische Interleukin 10 [26]. Wenn letzteres zu 

gering auftritt, kann eine chronische Entzündung begünstigt werden, da die regenerativen 

Prozesse nicht ausreichend stimuliert werden [27]. 

Die entzündliche Aktivität im ZNS zeigt sich im Liquor. Ein laborchemischer Parameter bei MS ist 

der IgG-Index. Hierbei werden die IgG-Spiegel in Liquor und Serum verglichen. Ist dieser Index 

erhöht, kann eine intrathekale IgG-Synthese oder eine Störung der Blut-Hirn-Schranke 

nachgewiesen werden [28]. Bei über 90% der Patienten sind oligoklonale Banden (OKB) in der 

isoelektrischen Fokussierung des Liquors nachweisbar [29]. Diese entstehen, wenn B-Zellen das 

ZNS infiltrieren und nach weiterer Differenzierung zu Plasmablasten und Plasmazellen intrathekal

Immunglobuline (Ig), vor allem IgG, synthetisieren. Zur weiteren Untersuchung von 

pathophysiologischen Prozessen und Therapiemöglichkeiten bei MS wird häufig das Tiermodell 

der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis verwendet. Hierbei wird durch aktive 

Immunisierung oder passiven Transfer von autoreaktiven T-Zellen eine entzündliche Reaktion 

ausgelöst, die der bei MS ähnelt [30]. 

1.3. Therapien bei MS

In der Therapie von MS ist aufgrund der unbekannten Ätiologie derzeit keine kausale Therapie 

möglich. Daher wird mit immunmodulatorischen Behandlungsstrategien in den Krankheitsverlauf 

eingegriffen [31]. Für die RRMS werden die Therapiemöglichkeiten unterteilt in 

verlaufsmodifizierende Therapie und Schubtherapie [32]. Die verlaufsmodifizierende Therapie 

dient der Kontrolle der Krankheitsaktivität mit dem Ziel, die Schubhäufigkeit bestmöglich zu 

reduzieren und somit auch eine Zunahme der kumulativen Behinderung zu verhindern. Hierbei 

werden in Deutschland Therapiemöglichkeiten für Patienten mit einer hochaktiven und einer 

moderaten Verlaufsform der MS unterschieden [33]. Zur Therapie von Patienten mit moderater 

Verlaufsform werden in Deutschland sowohl Interferon-β-Derivate und Glatirameracetat per 

injectionem eingesetzt als auch die neueren oral applizierbaren Medikamente Dimethylfumarat 

und Teriflunomid [34, 35]. Bei Vorliegen einer hochaktiven Verlaufsform der MS oder 

unzureichenden Therapieerfolgen stehen in Deutschland Fingolimod und die Biologicals 

Natalizumab, Alemtuzumab und Ocrelizumab zur Verfügung [36, 37, 38]. Andere 

Therapiemöglichkeiten sind Ozanimod, Cladribin sowie Mitoxantron [39, 40, 41]. Bei einem 

akutem Krankheitsschub ist eine gezielte Therapie zur raschen Remission nötig. Sie besteht in 

der Regel aus hochdosierten Methylprednisolongaben über 3-5 Tage. Bei persistierenden 

Schüben kann eine Plasmapherese oder Immunadsorption in Erwägung gezogen werden. Für 

die SPMS und die PPMS stehen weniger Therapiemöglichkeiten zur Verfügung. Bei SPMS mit 

nachgewiesener Krankheitsaktivität durch aufgelagerte Schübe oder neue MRT-Läsionen kann 
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die Therapie mit Interferon-β oder Siponimod erfolgen [42]. Es besteht außerdem die Möglichkeit 

zur regelmäßigen Kortisonstoßtherapie. In der Therapie der PPMS konnte bisher nur 

Ocrelizumab erfolgversprechende Ergebnisse erzielen [43]. Für die langfristige 

Alltagsbewältigung sind Rehabilitationsmaßnahmen wie regelmäßige Physiotherapie, 

Selbsthilfegruppen sowie eine psychotherapeutische und sozialmedizinische Anbindung wichtig 

[44].

Fingolimod war das erste zugelassene Medikament zur Therapie von RRMS, welches oral 

eingenommen werden konnte [45]. Bei einer regelmäßigen Gabe von 0,5 mg pro Tag konnte in 

der Zulassungsstudie die jährliche Schubrate gegenüber Placebo mehr als halbiert werden [46]. 

Die Progredienz der Behinderung konnte ebenfalls positiv beeinflusst werden. Es gab nur in 

17,7% der Fälle innerhalb von 2 Jahren eine Erhöhung des EDSS-Wertes, während dies bei 

24,1% der Placebo-Patienten der Fall war [47]. Auch die MRT-Befunde zeigten nach vier Jahren 

Therapie mit Fingolimod im Durchschnitt mit 4,5 vergrößerten oder neuen Läsionen weniger als 

die Vergleichsgruppe (durchschnittlich 6,5 neue oder vergrößerte Läsionen) [48]. Die häufigsten 

Nebenwirkungen von Fingolimod sind Herzrhythmusstörungen wie Bradykardien oder ein AV-

Block I°/II° nach der ersten Gabe, die bei bis zu 5% der Patienten auftreten, in der Regel keine 

Therapie verlangen und selbstlimitierend sind [49]. Bei der Langzeittherapie mit 0,5 mg 

Tagesdosis treten Nebenwirkungen selten auf (bei etwa 4% der Patienten). Beschriebene 

Nebenwirkungen unter Fingolimod-Therapie sind verschiedene Infektionen, vor allem der oberen 

Atemwege, Kopfschmerzen, eine Erhöhung der Leberenzyme im Blut sowie ein Makulaödem [48,

50].

1.4. Wirkmechanismus von Fingolimod

Im Weiteren dreht sich diese Arbeit um die Therapie der MS mit Fingolimod, weshalb zunächst 

dessen Wirkmechanismus beleuchtet werden soll. Die Wirkung von Fingolimod basiert auf einer 

strukturellen Analogie des Moleküls zu Sphingosin, einem Sphingolipid, das nach 

Phosphorylierung zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) verschiedene Immunprozesse reguliert [51]. 

S1P fungiert als Signalmolekül der Migration von Lymphozyten (Abbildung (Abb.) 1). Es leitet die 

Zellen entlang eines steigenden Gradienten aus dem Gewebe durch die Lymphknoten in die 

efferenten Lymphgefäße und weiter ins Blut, wo eine besonders hohe S1P-Konzentration 

besteht. Außerdem ist die Migration von Zellen auch in anderen lymphatischen Organen wie Milz,

Thymus und Knochenmark durch S1P organisiert [52]. Ein weiteres Molekül, welches für die 

Migration von Immunzellen durch die Lymphknoten relevant ist, ist der Homing-Rezeptor CCR7, 

der vor allem von naiven T-Zellen, zentralen Gedächtnis-T-Zellen und einigen B-Zellen exprimiert 

wird. Durch die Bindung der Liganden CCL19 und CCL21 an CCR7 wird die Einwanderung der 

Zellen in die Lymphknoten bewirkt [53].
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Fingolimod wird nach der Aufnahme in die Zellen, wie auch Sphingosin, von Sphingosinkinasen 

zu seiner aktiven Form, Fingolimod-Phosphat, phosphoryliert. Es sind 5 verschiedene 

Rezeptoren für S1P (S1PR) bekannt, die besonders stark von T-Zellen aber auch von B-Zellen 

exprimiert werden. Fingolimod-Phosphat bindet an 4 dieser 5 Rezeptoren, S1PR1 und S1PR3-5, 

stimuliert jedoch nicht die gekoppelten Signalwege [54]. Durch die Bindung der Rezeptoren unter 

der regelmäßigen Gabe von Fingolimod werden diese internalisiert und abgebaut. Die 

entstehende reduzierte Stimulation durch S1P bewirkt, dass die Immunzellen ihre Migration nicht 

fortsetzen und somit in den Lymphknoten verbleiben. Dadurch zirkulieren mutmaßlich weniger 

autoreaktive Zellen im Blut, sodass diese nicht das ZNS infiltrieren können. Hierdurch wird eine 

Minderung der entzündlichen Aktivität bewirkt [55]. 

Abbildung 1: Migration der Immunzellen und Effekte der Therapie mit Fingolimod.

Die obere Hälfte der Abbildung zeigt die Regulation der Migration der Immunzellen durch 
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) entlang eines S1P-Gradienten (türkis dargestellt, höhere 
Farbintensität entspricht einer höheren Konzentration an S1P). Die Immunzellen (gelb, Kreis) 
exprimieren verschiedene S1P-Rezeptoren (grün) und wandern über das Blut (nach Bindung von
Chemokinen wie CCL19 und CCL21 in den hochendothelialen Venolen, nicht gezeigt) oder über 
afferente Lymphgefäße in die Lymphknoten ein [56]. In der unteren Hälfte der Abbildung ist die 
Migration der Immunzellen unter der Therapie mit Fingolimod (rote Form, inklusive 
Strukturformel) dargestellt. Hierbei wird durch Blockade und die (hier nicht dargestellte) 
Rezeptor-Internalisierung die Regulation der Migration der Immunzellen durch S1P unterbunden. 

1.5. Transkriptomanalysen 

In jeder Zelle eines Menschen liegt im Prinzip immer das gleiche Genmaterial vor und dennoch 

gibt es zahlreiche verschiedene Zellarten und -funktionen. Diese Vielfalt wird erreicht, indem das 

Genom, die Gesamtheit aller Gene, in variablem Umfang transkribiert wird [57]. Um also die 

Funktion von Zellen zu betrachten, reicht es nicht aus, deren Desoxyribonukleinsäure (DNA) zu 

analysieren, sondern es muss das Ausmaß betrachtet werden, in dem die unterschiedlichen 

Gene in Ribonukleinsäure (RNA) übersetzt werden. Das Transkriptom bezeichnet die Gesamtheit
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aller Transkripte in einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt [58]. Des Weiteren können durch 

die vollständige Transkriptomanalyse auch Aussagen über die Expressionsniveaus nicht-protein-

kodierender Transkripte getroffen werden. Hierzu gehört auch die Klasse der microRNA (miRNA).

Dies sind kurze Transkripte, die posttranskriptional die Genexpression beeinflussen und bei 

zahlreichen zellulären und immunologischen Prozessen eine Rolle spielen [59]. Zur 

Genexpressionsanalyse stehen verschiedene Methoden zur Verfügung. Mithilfe der quantitativen 

Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR) kann das Expressionsniveau von einzelnen 

Gentranskripten sehr sensitiv bestimmt werden. Es werden bestimmte Nukleotidsequenzen in 

mehreren Zyklen amplifiziert. Dabei werden Fluoreszenzsignale erzeugt, die nach jedem Zyklus 

gemessen werden [60]. Dies ist ein sehr aufwändiges Verfahren und es können nur ausgewählte 

bekannte Sequenzen untersucht werden, weshalb hiermit nicht das gesamte Transkriptom 

hinreichend analysiert werden kann. Die Verwendung von Microarrays, die mit 

Oligonukleotidsonden Millionen von Sequenzen abdecken können, ermöglicht das gesamte 

humane Transkriptom quantitativ zu untersuchen [61]. Eine neuere Möglichkeit zur RNA-Analyse 

ist die sogenannte next-generation-Sequenzierung. Hierbei werden alle Gentranskripte der Zellen

sequenziert und auf diese Weise quantitativ bestimmt [62]. 

Eines der Ziele der Untersuchung des Transkriptoms ist die Identifizierung von Biomarkern. Ein 

Biomarker ist ein objektiv messbarer Indikator, der anzeigt, ob biologische Prozesse normal oder 

pathologisch ablaufen, und die Antwort des Organismus auf äußere Einflüsse messbar macht 

[63]. Biomarker sind wichtig für die Diagnosestellung, die Einschätzung der Krankheitsaktivität 

sowie die Prognose des Ansprechens auf verschiedene Therapien. Durch die Komplexität der 

pathophysiologischen Mechanismen bei MS sind bereits zahlreiche molekulare Biomarker 

postuliert worden, die jeweils auf einzelne Aspekte der Erkrankung abzielen. Nur wenige von 

ihnen sind jedoch im klinischen Alltag etabliert. Hier finden lediglich der IgG-Index sowie der 

Nachweis von OKB im Liquor Verwendung, die eine entzündliche Aktivität im ZNS anzeigen [64]. 

Biomarker, die bei MS mit hoher Sensitivität und Spezifität Hinweise auf die aktuelle entzündliche 

Aktivität oder sogar auf das Schubrisiko geben können, sind derzeit nicht ausreichend validiert. 

Auch für die individuelle Wirksamkeit und Verträglichkeit von einzelnen Medikamenten gibt es 

aktuell nur wenige molekulare Biomarker wie etwa der Nachweis von anti-JCV-Antikörpern, 

welche ermöglichen, das Risiko für eine progressive multifokale Leukenzephalopathie unter 

immunmodulatorischer Therapie (insbesondere Natalizumab) einzuschätzen. Für eine Übersicht 

von etablierten, molekularen Biomarkern bei MS sei auf Paul et al. verwiesen [65]. 
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2. Fragestellungen 
Bei der vorliegenden Studie zum Verlauf der Therapie mit Fingolimod bei Patienten mit Multipler 
Sklerose standen zum einen Aspekte der klinischen Wirksamkeit und Verträglichkeit im 
Vordergrund: 

• Kann durch die Therapie mit Fingolimod eine Reduktion der Schubrate bei den in diese 
Untersuchung eingeschlossenen Patienten mit RRMS erreicht werden?

• Kann bei diesen Patienten durch Fingolimod eine Progression der Behinderung 
verhindert werden?

• Treten Nebenwirkungen auf, die eine Fortführung der Therapie mit Fingolimod unattraktiv 
machen? 

Die Untersuchungen von Blutproben der Patienten zielten außerdem darauf ab, die Wirkung von 

Fingolimod auf zellulärer Ebene zu erfassen. Hierbei ergab sich die Frage, wie sich die Therapie 

mit Fingolimod auf die Anteile der verschiedenen Zellpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten

bzw. NK-Zellen) im Blut auswirkt, beziehungsweise welche Zellen stärker in ihrer Migration 

innerhalb lymphogener Gewebe beeinflusst werden. 

Außerdem wurden offene Fragen adressiert, die sich auf den Wirkmechanismus von Fingolimod 

auf molekularer Ebene beziehen: 

• Sind bereits nach der ersten Gabe von Fingolimod Gene in ihrer Expression verändert 
und wie wirkt sich die dauerhafte Therapie mit Fingolimod auf das Transkriptionsprofil der 
weiterhin im Blut zirkulierenden Zellen aus? 

• Gibt es Gene, die bei mehreren der untersuchten Zellpopulationen (T-Zellen, B-Zellen, 
Monozyten und NK-Zellen) in ihrer Expression verändert sind? 

• Welche biologischen Funktionen haben die Genprodukte, die von Transkripten kodiert 
werden, die unter Therapie auf einem anderen Expressionslevel vorliegen?

• Gibt es Vorläufertranskripte von miRNA, die in Folge der Behandlung mit Fingolimod im 
Blut stärker oder schwächer exprimiert werden? 

• Wie wirkt sich die veränderte Genexpression auf die Signaltransduktion von S1P aus?
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3. Methoden

3.1. Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine longitudinale Beobachtungsstudie. Die 

Studienpopulation umfasste elf Patienten, die im Rahmen dieser Studie erstmals Fingolimod 

erhalten haben. Zuvor wurde bei ihnen mithilfe der überarbeiteten McDonald-Kriterien von 2010 

[66] eine hochaktive RRMS diagnostiziert. Unter den Patienten waren 7 Frauen und 4 Männer im 

Alter von 26 bis 46 Jahren (Tabelle 1, Seite 13). Die vorhergehende Therapie bestand bei sieben 

der Patienten aus Interferon-β. Vier von den Patienten erhielten zuvor Glatirameracetat. Trotz 

dieser Medikationen traten jedoch innerhalb eines Jahres vor Beginn der Therapie mit Fingolimod

1 bis 3 (Ø 1,6) Schübe auf. Der EDSS-Wert lag zu Beginn der Therapie zwischen 1,5 und 5,5 (Ø 

3,4). Die Umstellung auf Fingolimod erfolgte bei dem Großteil der Patienten (n=9) innerhalb eines

Monats nach Absetzen der Vormedikation. Fingolimod wurde in der Standarddosierung von 0,5 

mg täglich entsprechend der europäischen Zulassungskriterien appliziert. Die individuelle 

Entscheidung zur Therapie mit Fingolimod erfolgte bei allen Patienten bereits vor der 

vorliegenden Studie gemäß der damals aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für 

Neurologie zur Therapie von RRMS [33]. Nach Aufklärung über die Transkriptomstudie 

haben die Patienten freiwillig schriftlich in die Teilnahme an der Studie eingewilligt. Das 

Konzept der Studie wurde gemäß der Deklaration von Helsinki entwickelt und durch die 

Ethikkommission der Universität Rostock genehmigt (Ethikvotum Nr. A 2011 125). Die 

erhobenen Forschungsdaten wurden anonymisiert gespeichert und ausgewertet. Die 

Transkriptomuntersuchungen wurden durch die Firma Novartis teilweise finanziell unterstützt 

(Projektnr.: CFTY720DDE14T). Die Behandlung der Patienten einschließlich Diagnose und 

Therapie erfolgte jedoch nicht nach einem vorab festgelegten Prüfplan im Sinne einer 

klinischen Studie. 

3.2. Probenentnahme und -verarbeitung

Zur Transkriptomuntersuchung von verschiedenen Zellpopulationen im Therapieverlauf wurden 

von den 11 Patienten zu 3 verschiedenen Zeitpunkten Blutproben zu je 20 ml in Röhrchen mit 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) gewonnen (Abb. 2). Dies erfolgte vor der ersten Gabe von 

Fingolimod sowie 24 Stunden (also vor der zweiten Gabe) und 3 Monate nach dem 

Therapiebeginn. 
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Abbildung   2  : Übersicht über die einzelnen Arbeitsschritte. Die Flussdiagramme zeigen den 
Ablauf der einzelnen Arbeitsschritte unterteilt in die Abschnitte Datengewinnung und den 
darauffolgenden Prozess der Datenanalyse.

Für die zelltypspezifische Analyse erfolgte die Aufteilung der entnommenen 20 ml Blut in 5 mal 4 

ml. Im Anschluss wurden den nun 5 Aliquoten zunächst verschiedene whole blood MicroBeads 

(Miltenyi Biotec®) zugegeben. Diese markieren spezifische Oberflächenmoleküle magnetisch, in 

diesem Fall CD4, CD8, CD14, CD19 und CD56. Die CD4+-Zellen sind vorwiegend T-Helferzellen 

[67]. CD8 ist auf zytotoxischen T-Zellen zu finden [68]. Durch die Selektion von CD19+-Zellen 

können B-Zellen isoliert werden. Monozyten tragen in der Regel das Oberflächenmolekül CD14 

und natürliche Killerzellen (NK-Zellen) CD56 [69]. Im Anschluss wurden die so markierten Zellen 

mithilfe des automatischen magnetic-activated cell separator (autoMACS, Miltenyi Biotec®) positiv

selektiert. Die unmarkierten Zellanteile wurden verworfen. Um die Effekte der Fingolimod-

Therapie auf die Häufigkeit der Zellpopulationen im Blut zu bestimmen, wurden die selektierten 

Zellen unter dem Mikroskop gezählt. Nach der Zugabe von Lyse-Puffer wurden die Proben bis 

zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. Die Gesamt-RNA der Zellen wurde mit dem 

mirVana isolation kit (Ambion) extrahiert. Die RNA-Konzentrationen wurden anschließend mit 

dem NanoDrop 1000 Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific) bestimmt. Zur 

Qualitätskontrolle der RNA wurden unter Verwendung des Agilent 2100 Bioanalyzer und RNA 

6000 Pico Lab Chips (Agilent Technologies) RNA integrity numbers (RIN) bestimmt [70]. Diese 

zeigen auf einer Skala von 1 bis 10 an, ob eine ausreichende Integrität der extrahierten RNA 

gewährleistet ist. 
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3.3. Bestimmung differentiell exprimierter Gene 

Zur Analyse der zellulären RNA wurden 150 Human Transcriptome Arrays (HTA) 2.0 (Affymetrix) 

eingesetzt [61]. Damit erfolgten für die 5 verschiedenen Zellpopulationen zu 3 Zeitpunkten 

Untersuchungen der je 10 Proben mit der besten RNA-Qualität. In der Untersuchung der CD8+-

Zellen fehlt die Probe von Patient Nr. 2, bei den CD56+-Zellen ist es die Probe von Patient Nr. 11 

und bei den CD4+-, CD14+- und CD19+-Zellen die Probe von Patient Nr. 10. Diese Arrays 

decken mit über 6 Millionen verschiedenen Oligonukleotidsonden alle derzeit annotierten protein-

kodierenden und nicht-kodierenden humanen Transkripte und deren Isoformen ab [59, 69]. Die 

Sonden sind jeweils 25 Basen lang und haben eine komplementäre Sequenz zu einem Bereich 

eines entsprechenden Transkripts. Für jedes Transkript sind viele verschiedene Sonden 

vorhanden. Somit können über 67.500 Transkripte in ihrem Expressionsniveau beurteilt werden. 

Von diesen Transkripten sind etwa 70% protein-kodierende Transkripte und etwa 30% nicht-

kodierende Transkripte [71]. Die Sonden werden bei der Auswertung zu Gruppen (engl. 

Probesets) zusammengefasst, die spezifisch für einzelne Exonfragmente, Exon-Exon-Grenzen 

oder Transkript-Cluster sind. Für gut annotierte Gene mit offiziellem HGNC-Gensymbol gibt es in 

der Regel genau ein Transkript-Cluster Probeset. Von den 150 Proben wurden jeweils 70 ng (bei 

CD4+-, CD19+- und CD56+-Zellen) bzw. 200 ng (bei CD8+- und CD14+-Zellen) der Gesamt-RNA

genutzt, um daraus unter Verwendung des Affymetrix Whole Transcript Protokolls komplementäre

RNA (cRNA) zu gewinnen. Mithilfe dieser cRNA wurde anschließend Einzelstrang-DNA generiert,

die fragmentiert und biotinyliert wurde. Die Einzelstrang-DNA wurde nun bei 45 °C für 16 Stunden

auf den HTA 2.0 Microarrays hybridisiert (Abb. 3). Um die Arrays von überschüssiger DNA zu 

befreien, wurden sie gespült und mit einem Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugat unter 

Verwendung einer Affymetrix Fluidics Station 450 fluoreszenzmarkiert. Die Signale der 

Microarrays wurden schließlich mithilfe des GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix) ausgelesen.

Alle Prozesse wurden gemäß des Hersteller-Protokolls durchgeführt.
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Abbildung   3: Genexpressionsmessung mittels Affymetrix-Microarrays: a) Scan eines 
Affymetrix-Microarraychips als Darstellung der unverarbeiteten Rohdaten. b) Die quantitative 
Bestimmung der an die Gen-Sonden gebundenen Fragmente erfolgt über die Bestimmung der 
Intensität der Fluoreszenzmarkierung. c) Es sind zu den jeweils zu untersuchenden RNA-
Abschnitten komplementäre, je 25 Basen lange Oligonukleotid-Sonden auf der Basis des 
Microarrays fixiert. Es werden aus der ursprünglichen RNA erstellte, biotinylierte Einzelstrang-
DNA-Fragmente hinzugegeben und hybridisiert. Die den Sonden komplementären Fragmente 
binden nun an die fixierten Oligonukleotid-Sonden. Die restliche DNA wird anschließend 
ausgewaschen. In einem nächsten Schritt erfolgt die Fluoreszenzmarkierung des gebundenen 
Biotins. Nun kann die Auslesung des Arrays mit einem Scanner erfolgen.

Die initiale Verarbeitung der Microarray-Scans wurde mit der Affymetrix GeneChip Console 

(AGCC)-Software, Version 4.0, vorgenommen. Die damit erstellten CEL-Daten wurden dann 

unter Nutzung der Affymetrix Expression Console (EC) einer RMA-Normalisierung unterzogen, 

die auch eine log2-Transformation der Daten einschließt [72], und in eine tabellarische Form 

gebracht. Die rohen und prozessierten Daten sind vollständig öffentlich zugänglich in der Gene 

Expression Omnibus-Datenbank [73] (SuperSeries GSE73174) hinterlegt [74]. Um die 

Veränderungen des Transkriptoms im Therapieverlauf zu analysieren, wurden die Daten mittels 

der Transcriptome Analysis Console 1.0 von Affymetrix weiterverarbeitet. Die RNA-

Expressionsniveaus nach 24 Stunden und 3 Monaten wurden dazu jeweils mit der Baseline (vor 

1. Gabe Fingolimod) verglichen. Die Kriterien für eine signifikante Genexpressionsänderung 
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waren hierbei ein t-Test p-Wert von <0,001 sowie ein Fold change von >1,5 oder <-1,5. Der Fold 

change (FC) beschreibt die relative Veränderung des Expressionsniveaus. Ein FC von 1,5 

entspricht dabei einer Erhöhung der Expression des Gens auf das 1,5 fache. Ein negativer FC 

bedeutet eine Verringerung der Expression, bei einem FC von -1,5 auf 2/3 des vorherigen 

Wertes. Aufgrund der hohen Anzahl an differentiell exprimierten Genen bei CD4+-Zellen wurde 

hier der FC-Schwellenwert auf >2 bzw. <-2 erhöht. 

3.4. Analyse der Genfunktionen und -interaktionen

Um die funktionellen Effekte der Expressionsveränderungen einzuschätzen, war es nötig, zu 

betrachten, in welchem Ausmaß die differentiell exprimierten Gene an biologischen Prozessen 

beteiligt sind. Für CD4+-Zellen wurde analysiert, ob bestimmte funktionelle Gruppen der 

Hauptkategorien „Molekulare Funktionen“ und „Biologische Prozesse“ der Gene Ontology (GO)-

Datenbank [75] unter den differentiell exprimierten Genen stärker repräsentiert sind als andere. 

Für die Untersuchung der CD8+-Zellen wurden Funktionskategorien der SABiosciences-

Datenbank verwendet. Mithilfe der Software GOstats wurde dann analysiert, ob eine dieser 

Gruppen innerhalb der untersuchten Genlisten statistisch überrepräsentiert ist [76]. Zur näheren 

Untersuchung der Transkripte, deren Varianten und den zugehörigen Genloci wurde der Genome

Browser der University of California Santa Cruz verwendet [77]. Dieser vereint Daten vieler 

verschiedener Forschungsgruppen und Datenbanken wie GenBank und RefSeq. Zur Annotation 

ausgewählter Probesets für nicht-kodierende differentiell exprimierte Gene wurde im Genome 

Browser die durch die Oligonukleotidsonden repräsentierte genomische Sequenz auf bekannte 

Messenger-RNA (mRNA), Transfer-RNA (tRNA), miRNA und sonstige DNA-Ableseprodukte 

untersucht.

Zur weiteren Untersuchung der molekularen Effekte von Fingolimod wurden Interaktionen 

innerhalb der S1P-assoziierten Signalwege analysiert. Besonders durch Bindung des Rezeptors 

S1PR1 wird durch Fingolimod-Phosphat eine verlängerte Internalisierung bewirkt [78]. Zur 

Analyse der Expressionsveränderungen von Signalmolekülen wurde ein Schema der aktivierten 

Signalwege nach Bindung von S1P an S1P-Rezeptoren konstruiert. Wie in Kapitel (Kap.) 5.2 

näher beschrieben, wurden aus 11 verschiedenen Übersichtsarbeiten Gene identifiziert, bei 

denen Einigkeit darüber bestand, dass sie im Metabolismus und den Wirkungskaskaden von S1P

eine Rolle spielen. Das Schema beinhaltet somit die Synthese von S1P beziehungsweise die 

Phosphorylierung von Fingolimod, die Interaktionen mit den S1P-Rezeptoren und 

nachgeschaltete Prozesse. Außerdem wurde der Chemokin-Rezeptor CCR7 aufgrund seiner 

wichtigen Rolle in der Regulation der Lymphozytenmigration mit in die Signalweganalyse 

integriert. Das molekulare Netzwerk wurde schließlich durch Verwendung des Programms 

Cytoscape 3.1.0 jeweils unter Einbeziehung der Expressionsdaten der CD4+- und CD8+-Zellen 

graphisch dargestellt [79]. 
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4. Ergebnisse

4.1. Studienpopulation 

Für die meisten Patienten hatte die Umstellung der Therapie auf Fingolimod einen sehr positiven 

Effekt auf den Krankheitsverlauf. Bei 9 der 11 Patienten traten in den 12 Monaten nach dem 

Therapiebeginn keine neuen Schübe auf (Tabelle 1). Eine Patientin (Patient (Pat.) Nr. 6) hatte im 

zweiten Halbjahr nach Therapiebeginn 2 Schübe, führte die Therapie aber weiterhin fort. Bei 

einem weiteren Patienten (Pat. Nr. 7) trat bereits nach 3 Monaten Fingolimod-Therapie ein Schub

auf. Es folgten zwei weitere Schübe, woraufhin die Therapie nach 8 Monaten abgebrochen 

wurde. Es wurde im Anschluss eine Therapie mit Alemtuzumab begonnen. Bei diesen beiden 

Patienten, die unter der Therapie mit Fingolimod Schübe erlitten, kam es außerdem zu einer 

deutlichen Verschlechterung des EDSS-Wertes ein Jahr nach Therapiebeginn mit Fingolimod im 

Vergleich zum Ausgangswert. Außerdem war noch bei einem weiteren Patienten (Pat. Nr. 2), bei 

dem jedoch kein Schub auftrat, eine leichte EDSS-Wert-Erhöhung um 0,5 Punkte zu beobachten.

Bei 6 der 11 Patienten konnte ein Jahr nach Therapiebeginn eine Verringerung des EDSS-Wertes

festgestellt werden. Bei 2 Patienten blieb der EDSS-Wert unverändert. Die Patienten Nr. 1 und 

Nr. 10 zeigten im ersten Therapiejahr leicht erhöhte Leberwerte (Kap. 5.2). Bei den anderen 

Patienten wurden in dieser Zeit keine Nebenwirkungen berichtet.

Tabelle   1: Klinische und demographische Daten der Patienten.

Die Tabelle enthält Informationen über die 11 untersuchten Patienten. Dabei sind zum einen 
demographische Daten wie Alter und Geschlecht dargestellt sowie krankheitsbezogene Daten. 
Diese betreffen die Krankheitsdauer, die letzte Therapie vor der Umstellung (Interferon (IFN), 
Glatirameracetat (GA)) auf Fingolimod und den zeitlichen Abstand zwischen dem Ende der 
Vortherapie und der ersten Dosis Fingolimod. Der Expanded Disability Status Scale (EDSS)-Wert
vor und nach einem Jahr der Therapie mit Fingolimod sowie die Anzahl der Schübe in den 12 
Monaten vor (Baseline-1J) und den 12 Monaten nach dem Therapiebeginn (Baseline+1J) mit 
Fingolimod sind ebenfalls angegeben. 
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Alter Geschlecht

1 43 20 weiblich  IFN beta 1a 38 4,0 3,0 1 0
2 26 3 weiblich  IFN beta 1b 1 1,5 2,0 2 0
3 29 5 weiblich  GA <1 2,5 1,5 3 0
4 43 1 weiblich  IFN beta 1a 1 4,0 3,5 2 0
5 45 12 weiblich  IFN beta 1a 2 3,0 3,0 3 0
6 33 2 weiblich  GA <1 2,5 5,5 2 2
7 33 4 männlich  IFN beta 1a <1 3,0 6,0 1 3
8 46 15 männlich  IFN beta 1b <1 3,5 2,0 1 0
9 37 9 männlich  GA 1 5,5 4,0 1 0
10 31 7 männlich  GA <1 3,5 2,0 1 0
11 46 9 weiblich  IFN beta 1b <1 4,0 4,0 1 0

Patient 
Nr.

Krankheits-
dauer in 
Jahren

Letzte 
Therapie vor 
Fingolimod

Abstand zur 
Vortherapie 
in Monaten 

EDSS: 
Baseline

EDSS:    
+1 Jahr

Anzahl 
Schübe 
Baseline -1J

Anzahl 
Schübe 
Baseline +1J
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4.2. Veränderungen in der Anzahl zirkulierender Immunzellen

Bereits 24 Stunden nach der ersten Gabe von Fingolimod zeigte sich im Mittel eine Reduktion in 

der Anzahl separierter CD4+-Zellen um 21,1% sowie der CD19+-Zellen um 14,2% (Abb. 4). Nach

drei Monaten Therapie war die Anzahl der CD8+-Zellen um 59,5% reduziert, die der CD4+- und 

CD19+-Zellen sogar um 92,4% bzw. 87,0%. Die mittlere Anzahl von CD56+-Zellen war verglichen

mit dem Ausgangswert um 15,7% verringert. Die geringste Reduktion zeigte sich in der Anzahl 

der CD14+-Zellen mit -5,3%.

Abbildung   4: Effekt der Fingolimod-Therapie auf die Anzahl der Zellen verschiedener 
Zellpopulationen im Blut von MS-Patienten: Absolute Veränderung der Anzahl von 
Lymphozyten und Monozyten pro 2 ml Blut. Es wurde für jeden Zeitpunkt jeweils der Mittelwert 
der verschiedenen Patientenproben gebildet.

4.3. Veränderung der RNA-Expression in T-Zellen

Nach Qualitätskontrolle der RNA und Bestimmung der RIN-Werte wurden pro Zellpopulation für 

jeden Zeitpunkt 10 Proben mit ausreichender RNA-Qualität und -Konzentration für die 

Microarray-Analyse verwendet [74]. Für den Zeitpunkt 24 Stunden nach der 1. Gabe von 

Fingolimod konnten keine signifikanten Veränderungen der Genexpression der T-Zellen 

festgestellt werden. Bei den CD4+-Zellen war nur ein Gen (bzw. Probeset) differentiell exprimiert, 

bei den CD8+-Zellen keines. Das Transkriptom dieser Zellen hat sich im weiteren Studienverlauf 

im Vergleich zu den anderen Zellpopulationen aber am meisten geändert. So zeigte die 

Transkriptomanalyse der CD8+ T-Zellen nach 3 Monaten Therapie eine deutliche Veränderung: 

Es waren 861 Gentranskripte differentiell exprimiert, 80% davon zeigten signifikant höhere 

Expressionslevel als zu Therapiebeginn. Bei den CD4+ T-Zellen waren bei einem FC von >1,5 

oder <-1,5 nach 3 Monaten Therapie 6489 Gene in ihrer Expression verändert (Tabelle 2, S. 15). 

Für die weitere funktionelle Analyse wurde deshalb ein FC-Grenzwert von >2 bzw. <-2 gewählt. 

Dieses Kriterium erfüllten 890 Gene. Hiervon waren 618 Gene stärker und 272 Gene schwächer 

exprimiert als vor Beginn der Therapie. 
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Tabelle   2  : Transkriptomveränderungen der verschiedenen Zellpopulationen im Verlauf der 

Therapie mit Fingolimod. 

Die Tabelle zeigt die Anzahl der Gene, die nach 24 Stunden (h) beziehungsweise 3 Monaten (M) 
Therapie differentiell exprimiert waren. Als Kriterien für eine differentielle Expression wurden ein 
Fold change von >1,5 oder <-1,5 und ein t-Test p-Wert von <0,001 gewählt. Adaptiert von 
Angerer et al. 2018 (Kapitel 5.3.). Die Anzahlen sind die jeweilige Anzahl gefilterter Probesets, 
diese werden zur besseren Lesbarkeit Gene oder Gentranskripte genannt. 

Sowohl bei den CD4+- als auch bei den CD8+-Zellen konnte eine Überrepräsentation 

verschiedener funktioneller Gengruppen unter den differentiell exprimierten Genen festgestellt 

werden. Bei den CD4+-Zellen wurden unter Einbeziehung der Hauptkategorien „Biologische 

Prozesse“ und „Molekulare Funktionen“ aus den untergeordneten GO-Gruppen mit Odds Ratio 

>7 jeweils die 10 Gruppen mit dem niedrigsten Signifikanzwert gefiltert. Darunter befanden sich 

vor allem Gruppen, die mit der Regulation der Aktivität von Immunzellen assoziiert sind. Unter der

Hauptkategorie „Biologische Prozesse“ fanden sich z. B. die Gengruppen „Positive Regulation 

der Lymphozyten-Aktivierung“, „Regulation der Zytokinsekretion“ und „Zytokinsekretion“. Zu den 

überrepräsentierten „Molekularen Funktionen“ gehörten vorwiegend GO-Gruppen, die mit der 

Modulation des Immunsystems assoziiert sind (Kap. 5.1). Bei den CD8+-Zellen wurden 16 

Gruppen der SABiosciences-Datenbank ermittelt, die besonders viele Gene enthielten, die unter 

der Therapie mit Fingolimod differentiell exprimiert waren. So wurde beispielsweise eine 

Überrepräsentation von Genen der Gruppe „G-Protein-gekoppelte Rezeptoren“ beobachtet. 

Außerdem wurden unter den differentiell exprimierten Genen Vorläufertranskripte für miRNA 

gefunden. Hierzu gehören beispielsweise hsa-mir-216b und hsa-mir-548c bei den CD4+-Zellen 

sowie hsa-mir-548j und hsa-mir-644a bei den CD8+-Zellen.

Die Analyse des S1P-assoziierten Geninteraktionsnetzwerkes zeigte, dass Fingolimod als 

funktioneller S1P-Rezeptor-Antagonist durch Bindung entsprechender G-Protein-gekoppelter 

Rezeptoren in die durch diese vermittelten Signalwege eingreift. Es wurden Effekte der 

verminderten Wirkung von S1P festgestellt. Die Veränderungen der Expression der Gene 

innerhalb der S1P-assoziierten Signalwege der CD4+ und CD8+-Zellen unter Fingolimod-

Therapie zeigte, dass der CCR7-Rezeptor sowohl bei CD4+-Zellen (FC=-2,05) als auch bei 

CD8+-Zellen (FC=-6,52) auf mRNA-Ebene signifikant schwächer exprimiert wurde als zu 

Therapiebeginn. Nach 3 Monaten Therapie waren bei den CD8+-Zellen insgesamt 6 Gene der 

Signalwegmoleküle signifikant stärker exprimiert. Hierzu gehörten die Signalmoleküle MAPK1, 
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Zelltyp

24 h nach Therapiebeginn 3 M nach Therapiebeginn

CD4+ 1 0 2574 3915
CD8+ 0 0 690 171
CD14+ 0 0 1 0
CD19+ 0 0 41 1
CD56+ 0 0 0 0

stärker 
exprimierte Gene

schwächer 
exprimierte Gene

stärker 
exprimierte Gene

schwächer 
exprimierte Gene
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PIK3CG, PLCB1, PLCG2 und ROCK2. Außerdem war das S1PR5-Gen höher exprimiert. Bei den

CD4+-Zellen gab es, neben dem vermindert exprimierten Gen CCR7, einige S1P-

Signalweggene, die stärker exprimiert waren als zu Therapiebeginn. Darunter waren zum 

Beispiel PIK3CG (FC=2,13) und die Rho-Kinasen ROCK1 (FC=1,58) und ROCK2 (FC=1,87) 

(Kap. 5.1). 

4.4. Veränderung der RNA-Expression in B-Zellen

Bei den CD19+ B-Zellen war eine signifikante Veränderung der Genexpression nach 3 Monaten 

Therapie zu sehen (Tabelle 2, S. 15). Obwohl 24 Stunden nach der ersten Gabe von Fingolimod 

kein Gen den Kriterien für eine differentielle Expression entsprach, waren es nach 3 Monaten 

Therapie 42 Gene. Von diesen Genen war der Großteil (n=41) stärker exprimiert als vor 

Therapiebeginn. Ein Gentranskirpt (GenBank-Nr: DQ584601) war schwächer exprimiert als vor 

Therapiebeginn. Zu den Transkripten mit veränderter Expression unter Fingolimod gehörten 

(nach Affymetrix-Annotation) 25 protein-kodierende sowie 17 nicht-kodierende Transkripte. 

Außerdem wurden Vorläufertranskripte für miRNA (hsa-mir-326 und hsa-mir-3120) gefunden, die 

in ihrer Expression nach 3-monatiger Therapie verstärkt waren. 

4.5. Änderung der RNA-Expression von Monozyten und NK-Zellen

Schon die Anzahl der Monozyten und NK-Zellen im Blut zeigte im Verlauf der Therapie mit 

Fingolimod nur eine geringe Veränderung (Kap. 4.2). Die molekularen Effekte waren bei diesen 

beiden Zellpopulationen ebenfalls sehr gering. Bei den CD56+ NK-Zellen entsprach weder nach 

24 Stunden noch nach 3 Monaten Therapie ein Gen den Kriterien für eine differentielle 

Expression. Bei den CD14+ Monozyten konnte nach 3 Monaten Therapie ein nicht protein-

kodierendes Gentranskirpt (Ensembl-Name: AC097634.1) als höher exprimiert eingestuft werden.

Nach 24 Stunden Therapie zeigte sich hier auch keine signifikante Veränderung im 

Transkriptionsprofil (Tabelle 2, S. 15).

4.6. Vergleichende Analyse der Genexpressionsveränderungen

Es gab große Unterschiede im Ausmaß der Veränderung des Expressionsprofils der 

verschiedenen untersuchten Zellpopulationen. Während die B- und T-Lymphozyten in ihrer 

Genexpression beeinflusst wurden, zeigten die NK-Zellen und Monozyten keine signifikanten 

Veränderungen auf Transkriptomebene. Diese Unterschiede sind in Abb. 5 gegenübergestellt. 

Um festzustellen, ob bestimmte Gene unabhängig vom Zelltyp durch Fingolimod in ihrer 

Expression beeinflusst werden, wurde analysiert, wie viele Gene nach drei Monaten Therapie 

sowohl bei CD4+-, CD8+- als auch CD19+-Zellen differentiell exprimiert waren (FC >1,5 oder <-

1,5, p-Wert <0,001). 
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Abbildung   5: Differentiell exprimierte Gene der im Blut zirkulierenden CD4+-, CD8+-, 
CD14+-, CD19+- und CD56+-Zellen nach 3 Monaten Fingolimod-Therapie: Volcano-Plot-
Darstellung der Genexpressionsänderungen nach drei Monaten Therapie mit Fingolimod im 
Vergleich zu Therapiebeginn bei CD4+-Zellen (a), CD8+-Zellen (b), CD14+-Zellen (c), CD19+-
Zellen (d) und CD56+-Zellen (e). Auf der x-Achse ist jeweils der Fold change (FC) dargestellt, auf
der y-Achse negativ logarithmisch der t-Test p-Wert. Gene, die den Kriterien für eine differentielle
Expression (FC>1,5 oder <-1,5; p-Wert <0,001) entsprachen, sind farbig markiert. Dabei spricht 
rot für einen FC >1,5 und grün für einen FC <-1,5. Das Venn-Diagramm in f) zeigt die 
Überlappungen der Genlisten und somit die Schnittmengen der Gene, die bei mehr als einem 
Lymphozyten-Zelltyp differentiell exprimiert waren. 

Es konnten 404 Gene gefunden werden, die nach 3 Monaten Fingolimod-Therapie sowohl bei 

CD4+- als auch bei CD8+-Zellen differentiell exprimiert waren. Darunter waren 11 Gene 

außerdem auch bei den CD19+-Zellen differentiell exprimiert. Es wurden keine Gene gefunden, 

die bei CD19+- und CD8+-Zellen in ihrer Expression verändert waren, jedoch nicht bei CD4+-

Zellen. Allerdings waren 13 der 42 bei CD19+-Zellen differentiell exprimierten Gene ebenfalls bei 

CD4+-Zellen differentiell exprimiert, aber nicht bei CD8+-Zellen (Abb. 5f). Zu den 11 Genen, die 

bei allen drei Zellpopulationen differentiell exprimiert waren (Tabelle 3, S. 18), gehörten 3 protein-

kodierende Transkripte (IQGAP2, MYBL1 und PTPN12) und 8 nicht-kodierende Transkripte. Bei 

den beiden Patienten, die unter der Therapie mit Fingolimod Schübe erlitten (Pat. Nr. 6 und 7), 

zeigten sich keine erkennbaren Abweichungen in den Transkriptomänderungen im Vergleich zu 

den anderen Patienten. So war beispielsweise das Transkript CCR7 bei allen Patienten sowohl in

CD4+- als auch in CD8+-Zellen zum 3-Monats-Zeitpunkt niedriger exprimiert als zu 

Therapiebeginn. Die Studie war angesichts der geringen Fallzahl nicht dafür ausgelegt, 

Unterschiede in der Genexpression, die mit dem klinischen Verlauf der Patienten korrelieren, 

valide zu erkennen.
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Tabelle 3: Liste von Genen, die bei im Blut von MS-Patienten zirkulierenden CD4+, CD8+ 

und CD19+-Zellen signifikante Veränderungen in der Expression zeigten.

Die angegebenen Transkript-Cluster der HTA 2.0 Arrays wurden vom Hersteller Affymetrix 
definiert [61]. Die Tabelle zeigt diejenigen Gentranskripte, die bei CD4+-, CD8+- und CD19+-
Zellen mit einem Fold change (FC) >1,5 und einem t-Test p-Wert <0,001 nach 3 Monaten 
Fingolimod-Therapie im Vergleich zu Therapiebeginn differentiell exprimiert waren, sortiert nach 
Genomposition. Für 8 der entsprechenden Genorte sind zwar Gentranskripte in den 
Datenbanken annotiert, aber noch keine offiziellen HGNC-Gensymbole festgelegt worden (---). 
Die Angabe des Genorts bezieht sich auf das humane Referenzgenom GRCh37/hg19. Die Gene 
sind entweder auf dem Plusstrang (+) oder auf dem Minusstrang (-) des DNA-Doppelstrangs 
lokalisiert. 

18

Nr. Probeset Gensymbol Genort
1 TC02004620.hg.1 --- chr2(-):145143042-145143557
2 TC02004622.hg.1 --- chr2(-):145251832-145254445
3 TC02004623.hg.1 --- chr2(-):145268952-145277958
4 TC05002969.hg.1 --- chr5(-):39383148-39393457
5 TC05000368.hg.1 IQGAP2 chr5(+):75699074-76003957
6 TC07000495.hg.1 PTPN12 chr7(+):77166415-77269388
7 TC08002460.hg.1 --- chr8(-):104395306-104396082
8 TC08001286.hg.1 MYBL1 chr8(-):67474410-67525529
9 TC08002364.hg.1 --- chr8(-):67476954-67525175
10 TC10002487.hg.1 --- chr10(-):17256245-17271983
11 TC12000011.hg.1 --- chr12(+):890299-890424
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6. Diskussion

6.1. Klinischer Verlauf

Der in der vorliegenden Studie beobachtete klinische Verlauf mit einer deutlichen Reduktion der 

Schubhäufigkeit stimmt mit den Ergebnissen vorangegangener Studien überein. In der 

Zulassungsstudie konnte bei 70,4% der Patienten eine Schubfreiheit in den ersten zwei Jahren 

der Therapie mit 0,5mg Fingolimod täglich erreicht werden [46]. Die beobachtete leichte 

Leberwerterhöhung bei 2 Patienten ist bereits als Nebenwirkung von Fingolimod beschrieben

[48]. Die vorliegende Studie unterstützt die vorbeschriebene Einschätzung, dass der Nutzen in 

der Reduktion der Krankheitsaktivität das Risiko des Auftretens von Nebenwirkungen überwiegt 

[80]. Neue, bisher nicht beschriebene Nebenwirkungen traten in der untersuchten 

Patientengruppe nicht auf. 

6.2. Änderung der Zellzahlen im Blut unter Fingolimod-Therapie

Die Reduktion der Anzahl von CD4+-, CD8+- und CD19+-Zellen im peripheren Blut von RRMS-

Patienten nach 3 Monaten Therapie mit Fingolimod um 60% und mehr stimmt mit den 

Ergebnissen anderer Studien überein [81]. Die Anzahl im Blut zirkulierender Immunzellen wird 

initial bereits in den ersten Stunden nach der 1. Gabe von Fingolimod reduziert, erreicht 

allerdings nach 24 Stunden wieder in etwa das ursprüngliche Niveau. Erst bei wiederholter Gabe 

von Fingolimod ist eine anhaltende Absenkung der Zellzahlen zu sehen [82, 83] Ein 

Zusammenhang zwischen der effektiven Reduktion der peripheren Immunzellzahl und dem 

Therapieerfolg ließ sich nicht nachweisen [84]. Durch die erstmalige komplette 

Transkriptomanalyse der wichtigsten Immunzellpopulationen im Zeitverlauf konnten in der 

vorliegenden Arbeit neue Erkenntnisse über die molekularen Effekte der Therapie gewonnen 

werden, auf die ich im Weiteren näher eingehen werde. 

6.3. Änderungen im Genexpressionsprofil von Immunzellen

Besonders bei den CD4+- und CD8+-Zellen ging die signifikante Reduktion der Zellzahlen im 

peripheren Blut mit einer deutlichen Veränderung des Genexpressionsprofils einher. Bei den 

CD14+-Zellen und den CD56+-Zellen zeigte sich hingegen keine Änderung auf 

Transkriptomebene. Dies korreliert mit der allgemein geringeren Expression von Homing-

Rezeptoren wie CCR7 durch diese Zellen [85]. Durch diese wird eine Rezirkulation der 

exprimierenden Zellen durch das Lymphsystem stimuliert [86]. 

Bei den T-Zellen zeigte sich eine deutliche Assoziation der differentiell exprimierten Gene mit 

funktionellen Gruppen, die Immunreaktionen regulieren, ausführen oder initiieren. Beispielsweise 
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war sowohl bei den CD4+- als auch bei den CD8+-Zellen der Oberflächenrezeptor CX3CR1 unter

der Therapie stärker exprimiert. Dieser bindet den Liganden CX3CL1, dessen Konzentration im 

Serum und im Liquor von RRMS-Patienten als erhöht beschrieben wurde [87]. Bei den CD4+-

Zellen gehörten zu den stärker exprimierten Genen verschiedene Toll-Like-Rezeptor (TLR)-

Transkripte (z.B. TLR1, TLR2, TLR4). Diese sind relevant für die Regulation der 

Immunzellaktivierung aufgrund von Pathogenen sowie Zell- und Gewebeschädigungen [88]. Bei 

den CD8+-Zellen zeigte sich eine signifikant verringerte Expression der Transkripte für IL6R und 

IL6ST im Verlauf der Therapie. Dabei handelt es sich um den Rezeptor (IL6R) sowie ein 

Signaltransduktionsmolekül (IL6ST) für das Interleukin IL6. Dieses Zytokin spielt eine Rolle bei 

der Interaktion verschiedener Immunzellen und der Entwicklung von autoreaktiven B- und T-Zell-

Antworten [89, 90]. Unter den Transkripten, die bei den CD4+-, CD8+ und CD19+-Zellen 

differentiell exprimiert waren, befand sich unter anderem das Gen MYBL1, welches kodierend ist 

für einen Transkriptionsfaktor, der zuvor in B-Zellen von Patienten mit Burkitt-Lymphom verstärkt 

exprimiert nachgewiesen wurde [91]. Dabei handelt es sich um ein B-Zell-Lymphom, dass mit 

einer EBV-Infektion in Zusammenhang gebracht wird [92]. Eine Infektion mit EBV stellt einen 

starken Risikofaktor für MS dar [8]. Diese Parallele könnte bedeuten, dass überlappende 

Pathomechanismen sowohl im Rahmen eines Burkitt-Lymphoms als auch im Rahmen der MS 

auftreten und durch Fingolimod moduliert werden. 

Unter den T-Zell-Subpopulationen ergab sich ein deutlich anderes Genexpressionsprofil der 

verbleibenden zirkulierenden Zellen. Der Chemokin-Rezeptor CCR7 war sowohl bei CD4+-Zellen

(FC=-2,05) als auch bei CD8+-Zellen (FC=-6,52) nach 3 Monaten Therapie mit Fingolimod in 

seiner Expression deutlich reduziert. Bei den CD19+-Zellen war CCR7 in geringem Maße 

ebenfalls verringert exprimiert (FC=-1,28, p-Wert= 0,105). Die Signalweganalyse zeigte, dass 

unter der Therapie mit Fingolimod die Signale der S1P-Rezeptoren nicht mehr gegen die CCR7-

vermittelten Homing-Signale konkurrieren können, was die vorbeschriebene Retention vom 

Lymphozyten in Lymphknoten bewirkt [53]. Die vorliegenden Expressionsprofile bestätigten, dass

unter den T-Zellen einige Subpopulationen schwächer in den Lymphknoten zurückgehalten 

werden als andere. So zirkulieren beispielsweise die CD4+-CCR7– -Effektor-Gedächtnis-T-Zellen

auch unter der Therapie mit Fingolimod im Blut [93]. Bei den CD8+-Zellen zeigte sich in der 

vorliegenden Studie eine Verringerung der Expression von CD27 auf mRNA-Ebene (FC=-1,81). 

Vorherige Studien legen nahe, dass dies einen relativen Anstieg der späten Effektor-Gedächtnis-

T-Zellen widerspiegelt. Es ist kritisch anzumerken, dass bei der vorgenommenen Positivselektion 

der T-Zellen ebenfalls einige Monozyten und NK-Zellen, die zu einem geringen Anteil auch CD4 

bzw. CD8 auf der Zelloberfläche tragen, mitselektiert wurden [85]. Dadurch sind in diesen 

Zellpopulationen auch einige Zellen, welche die sonstigen Charakteristika von T-Zellen nicht 

vorweisen.
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Im Vergleich zu den T-Zell-Subpopulationen konnte bei den B-Zellen eine geringere Veränderung 

des Expressionsprofils unter der Therapie mit Fingolimod festgestellt werden. Dies lässt in 

Kombination mit der deutlichen Zellzahlreduktion von 87% im Blut der Patienten nach 3 Monaten 

der Fingolimod-Therapie darauf schließen, dass die verschiedenen B-Zell-Subpopulationen etwa 

gleich stark durch Fingolimod in den Lymphknoten zurückgehalten werden. Vorherige Studien 

haben bereits beschrieben, dass die Anzahl von B-Gedächtniszellen, naiven B-Zellen sowie 

Plasmablasten durch die Therapie mit Fingolimod ähnlich effektiv im Blut reduziert wird [94,95]. 

Die 42 gefilterten Probesets repräsentierten aber auch mehrere protein-kodierende Transkripte 

(CA2, HIST1H3A-J, HBA2, MYBL1), die nach 3 Monaten Therapie mit Fingolimod stärker 

exprimiert waren (Kap. 5.3) und die in unreifen B-Zell-Subpopulationen stärker exprimiert werden 

als in reifen Subpopulationen [96]. Dies könnte ein Indiz dafür sein, dass der Anteil ausgereifter 

B-Zellen durch die Therapie mit Fingolimod effektiver im Blut reduziert wird, wobei unreife Zellen 

auch vermehrt aus dem Knochenmark freigesetzt werden, wenn die Zahl der B-Zellen im Blut 

sinkt [97]. Eine ähnliche moderate Verschiebung der Subpopulationen der B-Zellen hin zu 

unreifen Subtypen wurde ebenfalls in anderen Studien festgestellt [98,99,100]. 

Zwei der Patienten erlitten auch unter der Therapie mit Fingolimod Schübe. Hierbei war es 

interessant zu untersuchen, ob sich bei diesen Patienten ein spezielles Genexpressionsprofil 

oder eine besondere Expression bestimmter Gene auf mRNA-Ebene feststellen lässt. So könnte 

ein potenzieller prognostischer Marker für den Krankheitsverlauf gefunden werden. Allerdings 

zeigte sich bei diesen beiden Patienten keine signifikante Abweichung in den 

Genexpressionsdynamiken als Zeichen des unzureichenden Ansprechens auf die Therapie. Für 

die Identifikation von zuverlässigen prädiktiven Biomarkern war die Studiengröße (n=10) jedoch 

auch nicht ausreichend.

6.4. Veränderte Expression von bestimmten microRNA-Vorläufern

Die Transkriptomanalyse der CD4+- und CD8+-Zellen zeigte zumindest 13 Vorläufertranskripte 

von miRNA (d.h. Probesets, die spezifisch sind für sogenannte stem-loop-Sequenzen) mit 

differentieller Expression nach 3 Monaten Therapie mit Fingolimod. Es konnten dabei 2 miRNA-

Vorläufer (für hsa-mir-644a und hsa-mir-4295) identifiziert werden, die sowohl bei den CD4+- als 

auch bei den CD8+-Zellen infolge der Therapie verstärkt exprimiert waren (Kap. 5.1, 5.2). Die 

Funktion dieser miRNA im Rahmen der MS ist allerdings noch nicht ausreichend untersucht. Das 

Gen DLEU2, das unter Therapie mit Fingolimod in den T-Zellen stärker exprimiert war, enthält die

stem-loop-Sequenz für die miRNA hsa-mir-16-1. Bisherige Studien haben gezeigt, dass diese 

miRNA in CD4+-Zellen bei MS-Patienten schwächer exprimiert ist [101], unter Therapie mit 

Interferon-beta jedoch hochreguliert wird [102]. Bei den CD19+-Zellen zeigten sich ebenfalls 2 

Gene mit höherem Expressionsniveau unter der Therapie mit Fingolimod, die in intronischen 

Bereichen miRNA kodieren. Es handelt sich zum einen um das Gen für Dynamin 3 [103]. Die in 
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der DNM3 prä-mRNA kodierte miRNA ist hsa-mir-3120. Diese interagiert unter anderem mit dem 

Hitzeschock-verwandten Protein 70 (heat shock cognate protein 70) [104], welches vor allem in 

neuronalen Zellen exprimiert ist [85]. Das zweite Gen (ARRB1) enthält den Vorläufer von hsa-mir-

326, welche bei MS im Vergleich zu Gesunden in Blutzellen als verschieden exprimiert 

beschrieben wurde [105]. Ergänzend zu den Microarray-Messungen wäre es interessant, die 

reifen Formen der miRNA mittels rt-PCR in künftigen Studien weiter zu analysieren. 

6.5. Ausblick

Es konnten in der vorliegenden Arbeit Erkenntnisse über die transkriptomweiten Effekte des S1P-

Rezeptor-Modulators Fingolimod gewonnen werden. Es zeigten sich signifikante Änderungen in 

der Anzahl der im peripheren Blut zirkulierenden Zellen sowie den Genexpressionsprofilen der 

CD4+- CD8+-, und CD19+-Zellen. Die vorliegende Analyse könnte weiterführend durch 

Untersuchung der Effekte auf das Transkriptom über einen längeren Therapiezeitraum und eine 

größere Studienpopulation ausgebaut werden, auch im Hinblick auf die Identifikation von 

molekularen Biomarkern zur Prognose und Verlaufskontrolle. Neben Fingolimod gibt es bereits 

weitere S1P-Rezeptor-Modulatoren, wie Siponimod, Ponesimod und Ozanimod, welche für die 

Therapie der MS und anderer Autoimmunerkrankungen, wie Psoriasis oder systemischem Lupus 

erythematodes, erprobt werden [106]. Hierbei zeigte sich bei Siponimod über die bei Fingolimod 

bestehende Wirkung bei RRMS hinaus auch eine Verzögerung der Krankheitsprogredienz bei 

SPMS. Siponimod ist mit dieser Indikation seit 01/2020 EU-weit zugelassen [107]. Es wäre 

interessant zu untersuchen, inwieweit sich die Genexpressionsänderungen und Verschiebungen 

der Anteile zirkulierender B- und T-Zellsubpopulationen der verschiedenen S1P-Rezeptor-

Modulator-Therapien unterscheiden. 

Durch die Analyse des Transkriptoms konnten Erkenntnisse über den Effekt von Fingolimod auf 

die Signaltransduktion und funktionelle Veränderungen der verschiedenen 

Immunzellpopulationen gewonnen werden. Es war möglich durch die Transkriptomanalyse zu 

bestimmen, welche Gene durch die Medikamentenwirkung verändert transkribiert werden, 

allerdings ist bei vielen nicht-kodierenden Genen die Funktion und damit auch die Bedeutung 

einer veränderten Transkription bisher nicht bekannt. Durch alternatives Spleißen können aus 

einer prä-mRNA mehrere Varianten entstehen, die zu verschiedenen Proteinisoformen translatiert

werden. Deshalb ist es interessant, anhand der Transkriptomdaten auch Spleißvarianten 

quantitativ zu bestimmen, was im Rahmen einer anderen Doktorarbeit an der Sektion 

Neuroimmunologie untersucht wird. Auch wäre es in Zukunft spannend, der Analyse des 

Proteoms, also der Gesamtheit der Proteine, näher zu kommen, was aktuell aufgrund 

technischer Schwierigkeiten eine sehr komplexe Untersuchung darstellt. Dabei könnte noch 

weitreichender analysiert werden, welche funktionellen Veränderungen der 

Immunzellpopulationen es im Rahmen von MS oder der Therapie mit Fingolimod gibt. 
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7. Zusammenfassung
Die Multiple Sklerose (MS) ist eine durch autoreaktive Immunreaktionen vermittelte chronisch-

entzündliche Erkrankung des zentralen Nervensystems, die mit degenerativen Prozessen vor 

allem der weißen Substanz einhergeht. Die erste zugelassene orale sekundärprophylaktische 

Therapie zur Behandlung der schubförmigen MS war Fingolimod, ein Sphingosin-1-Phosphat 

(S1P)-Rezeptor-Modulator, der eine transiente Retention der im Blut zirkulierenden Immunzellen 

in Lymphknoten bzw. lymphoiden Geweben bewirkt. 

Ziel der durchgeführten Untersuchungen war, die Wirksamkeit und Sicherheit der Therapie mit 

Fingolimod in einer Rostocker Kohorte zu untersuchen sowie die molekularen Effekte der 

Therapie mit Fingolimod auf Transkriptomebene besser zu verstehen. 

Zu diesem Zweck wurde 11 Patienten mit schubförmig verlaufender MS, die vorher noch nicht mit

Fingolimod behandelt wurden, zu 3 Zeitpunkten Blut abgenommen, jeweils vor der ersten Dosis 

von täglich 0,5 mg sowie 24 Stunden und 3 Monate nach der ersten Gabe von Fingolimod. Eine 

klinische Verlaufsbeurteilung mit Erfassung der Schubhäufigkeit sowie des Grades der 

Behinderung im Alltag erfolgte über 1 Jahr. In den entnommenen Blutproben wurden sowohl die 

Zellzahlen der CD4+-, CD8+-, CD14+-, CD19+- und CD56+- Immunzellen bestimmt als auch 

mittels hochauflösender Microarrays mit über 6 Millionen Gensonden eine vollständige 

Transkriptomanalyse der verschiedenen Zellpopulationen zu allen 3 Zeitpunkten für jeweils 10 

Proben durchgeführt.

Durch die Therapie mit Fingolimod konnte bei der Mehrheit der Patienten eine Reduktion der 

Schubhäufigkeit ohne das Auftreten von beeinträchtigenden Nebenwirkungen erreicht werden. Im

Verlauf der Therapie mit Fingolimod zeigten sich nach 24 Stunden kaum Veränderungen in der 

Anzahl der verschiedenen Zellpopulationen im Blut, nach 3 Monaten konnte allerdings eine 60-

90%ige Reduktion in der Anzahl der CD4+-, CD8+- und CD19+-Zellen im peripheren Blut 

nachgewiesen werden. Bei diesen Zellpopulationen konnte zudem eine signifikante Veränderung 

des Genexpressionsprofils festgestellt werden. Bei den CD4+- und CD8+-Zellen, die die 

stärksten Veränderungen der Expressionsprofile zeigten, ergab eine Zuordnung der differentiell 

exprimierten Transkripte zu funktionellen Gruppen eine deutliche Assoziation zu Gengruppen, die

bei der Regulation von Immunreaktionen und der Migration von Immunzellen wichtige Rollen 

spielen. Bei den CD19+-Zellen waren nach 3 Monaten Therapie mit Fingolimod 41 Gene stärker 

und 1 Gen schwächer exprimiert als zu Therapiebeginn. Die CD14+- und CD56+-Zellen zeigten 

nur eine geringe Absenkung der Zellzahlen im Blut sowie keine signifikanten Veränderungen der 

Genexpression nach 3 Monaten Therapie mit Fingolimod. 

Durch die Analyse der Transkriptomveränderungen im Therapieverlauf mit Fingolimod konnten 

neue Erkenntnisse über die molekularen Effekte des Medikaments gewonnen werden. Es wäre 
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interessant weiterführend zu untersuchen, inwieweit sich diese Veränderungen auch im Proteom 

niederschlagen. Des Weiteren gibt es neue klinische Studien zu weiteren S1P-Rezeptor-

Modulatoren, welche etwas selektiver einzelne S1P-Rezeptoren binden als Fingolimod. Durch 

vergleichende Transkriptomanalysen könnte man Gemeinsamkeiten und Unterschiede dieser 

Klasse von Medikamenten herausarbeiten. 
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8. Abkürzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
AGCC Affymetrix GeneChip Console
autoMACS automatischer magnetic-activated cell separator (Eigenname)
CIS Klinisch isoliertes Syndrom (clinically isolated syndrome)
cRNA Komplementäre RNA
DNA Desoxyribonukleinsäure
EBV Epstein-Barr Virus
EC Expression Console
EDSS Expanded Disability Status Scale
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
FC Fold change
GA Glatirameracetat
GO Gene Ontology
HLA Humanes Leukozytenantigen
HTA Human Transcriptome Array
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
Kap. Kapitel
miRNA microRNA
mRNA Messenger-RNA
MRT Magnetresonanztomografie
MS Multiple Sklerose
NK-Zellen Natürliche Killerzellen
OKB Oligoklonale Banden
Pat. Patient
PPMS Primär progrediente Multiple Sklerose
RIN RNA integrity number
RMA Robust Multi-array Average
RNA Ribonukleinsäure
RRMS Schubförmig remittierende Multiple Sklerose (relapsing-remitting multiple 

sclerosis)
rt-PCR Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (real time polymerase chain 

reaction)
S1P Sphingosin-1-Phosphat
S1PR Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor
SPMS Sekundär progrediente Multiple Sklerose
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TH T-Helferzellen

TLR Toll-like-Rezeptor
tRNA Transfer-RNA
ZNS Zentrales Nervensystem
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10. Thesen
1. Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung des zentralen 

Nervensystems, welche sich typischerweise im Alter zwischen 20 und 40 Jahren klinisch 

manifestiert und zu verschiedenen neurologischen Defiziten führen kann. Die MS verläuft 

bei den meisten Patienten schubförmig. 

2. Die sekundärprophylaktische Therapie der MS basiert auf immunmodulatorischen 

Medikamenten, welche die entzündliche Krankheitsaktivität hemmen und so die 

Behinderungsprogression der Patienten verringern. Eines dieser Medikamente ist 

Fingolimod, welches durch Modulation des Sphingosin-1-Phophat (S1P)-Rezeptors wirkt, 

welcher normalerweise durch Bindung von S1P eine Migration der Immunzellen durch 

Lymphknoten bewirkt. Durch Modulation des Rezeptors unter Fingolimod-Therapie 

werden die Immunzellen in den Lymphknoten zurückgehalten. 

3. Durch Transkriptomanalysen, also die quantitative Bestimmung aller Transkripte 

bestimmter Zellen, können Veränderungen in der Genexpression verschiedener 

Zellpopulationen im zeitlichen Verlauf einer Therapie untersucht werden.

4. Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Effekte der Therapie mit Fingolimod 

auf das Transkriptom von Immunzellen im Blut von MS-Patienten zu analysieren sowie 

die funktionelle Bedeutung der Veränderungen für die einzelnen Zellpopulationen 

auszuwerten. Ferner war es Ziel, das klinische Ansprechen der Patienten auf die 

Therapie zu evaluieren.

5. Bei 11 MS-Patienten, bei denen eine Umstellung der immunmodulatorischen Therapie auf

Fingolimod geplant war, wurde je vor der 1. Dosis sowie 24 Stunden und 3 Monate 

danach Blut entnommen. Hieraus wurden CD4+-, CD8+-, CD14+-, CD19+- und CD56+-

Zellen isoliert, gezählt und deren RNA extrahiert. Eine klinische Beobachtung der 

Patienten erfolgte über ein Jahr.

6. Es erfolgte dann zu jedem Zeitpunkt von je 10 Proben pro Zellpopulation ein 

Transkriptomprofiling mittels high-densitiy Microarrays, welche alle derzeit bekannten 

protein-kodierenden und nicht-kodierenden Transkripte abdecken. Anschließend erfolgten

vergleichende Analysen der Genexpressionsveränderungen, Assoziationsanalysen 

differentiell exprimierter Gene zu funktionellen Gengruppen sowie Untersuchungen der 

Effekte innerhalb der S1P-assoziierten Signalwege. 

7. Bei 9 von 11 Patienten konnte eine Reduktion der Schubhäufigkeit ohne das Auftreten 

von beeinträchtigenden Nebenwirkungen erreicht werden. Es konnte bei allen 

untersuchten Zellpopulationen nach 3 Monaten Therapie mit Fingolimod eine Reduktion 
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der im Blut zirkulierenden Zellen festgestellt werden, am stärksten bei den CD4+-, CD8+- 

und CD19+-Zellen. Bei den 3 letztgenannten Zellpopulationen ließen sich auch 

signifikante Transkriptomveränderungen nachweisen. Nach 3 Monaten Therapie mit 

Fingolimod waren bei CD4+-Zellen 6489 Gene, bei CD8+-Zellen 861 Gene und bei 

CD19+-Zellen 42 Gene in ihrem Expressionslevel verändert (p<0,001, Fold change >1,5 

oder <-1,5). 24 Stunden nach der ersten oralen Einnahme von Fingolimod zeigten sich 

bei allen 5 Zellpopulationen keine nennenswerten Transkriptomveränderungen.

8. Die vergleichende Analyse zeigte 11 Gene, welche bei CD4+-, CD8+- und CD19+-Zellen 

verstärkt exprimiert waren. Hierzu gehören auch die 3 protein-kodierenden Transkripte 

MYBL1, IQGAP2 und PTPN12. Der für das Homing in Lymphknoten wichtige Rezeptor 

CCR7 war bei den T-Zellen unter Therapie mit Fingolimod verringert exprimiert. Die 

Analyse der Effekte auf den S1P-Signalweg zeigte eine verminderte Wirkung von S1P. 

9. Es zeigten sich bei den T-Zellen viele unter Therapie mit Fingolimod differentiell 

exprimierte Gene, die Verschiebungen von T-Zellubpopulationen aufzeigen und die bei 

der Regulation von verschiedenen Immunprozessen wirken. Bei den CD8+-Zellen war 

beispielsweise das Transkript für den Rezeptor für Interleukin 6, ein Zytokin, dessen 

fehlerhafte Regulation bei verschiedenen autoreaktiven T-Zell-Reaktionen nachgewiesen 

wurde, unter Therapie niedriger exprimiert

10. Unter den differentiell exprimierten Genen zeigte sich bei den T-Zellen eine 

Überrepräsentation bestimmter funktioneller Gengruppen. Bei den CD4+-Zellen waren es

Gruppen der „Biologischen Prozesse“ wie beispielsweise „Regulation der 

Zytokinsekretion“ und „Positive Regulation der Lymphozyten-Aktivierung“. Bei den CD8+-

Zellen war es z.B. die Gruppe der „G-Protein-gekoppelten Rezeptoren“. 

11. Des Weiteren zeigten sich bei CD4+-, CD8+- und CD19+-Zellen verschiedene 

Vorläufersequenzen von miRNA in ihrem Expressionslevel verändert. Zwei solcher 

Vorläufertranskripte (für hsa-mir-644a und hsa-mir-4295) waren sowohl bei den CD4+- 

als auch bei den CD8+-Zellen unter Therapie verstärkt exprimiert. Deren Bedeutung bei 

MS ist jedoch noch nicht abschließend analysiert. Zur Validierung dieser Beobachtungen 

wäre eine Messung der reifen miRNA, z.B. mittels PCR-Untersuchungen, in der Zukunft 

sinnvoll. 

12. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es unter der Therapie mit Fingolimod zu einer 

signifikanten Reduktion der Anzahl zirkulierender T- und B-Lymphozyten kommt. Die 

CD4+-, CD8+- und CD19+-Zellen zeigten außerdem signifikante Veränderungen des 

Genexpressionsprofils, insbesondere auch eine differentielle Expression von Genen, 

welche bei der Regulation von Immunprozessen mitwirken. 
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