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1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste nicht-traumatische, chronische,
neurodegenerative Autoimmunerkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) in
industrialisierten Landern. Die Zahl der Erkrankten wird weltweit auf 2,8 Millionen Menschen
geschatzt, davon ca. 250.000 an MS erkrankte Personen in Deutschland (Deutsche Multiple
Sklerose Gesellschaft, DMSG; https://www.dmsg.de/multiple-sklerose/was-ist-ms; abgerufen
am 24.06.2024). Die Auspragung der MS ist sehr variabel und wird klassischer Weise in drei
Verlaufsformen unterteilt: die schubférmige Verlaufsform (relapsing-remitting MS, RRMS), die
sekundar progrediente Verlaufsform (secondary progressive MS, SPMS) und die primar
progrediente MS (primary progressive MS, PPMS). Ca. 80% aller diagnostizierten MS Falle
kénnen als RRMS klassifiziert werden. Diese tritt im Rahmen der Erstdiagnose meist mit
sensorischen Ausféllen, Schwache der Extremitdten einseitiger Sehnerventzindung,
Doppelbildern oder Gangschwierigkeiten auf. Diese haben hierbei schubférmigen Charakter,
da die Symptome meist Uber wenige Tage auftreten, sich stabilisieren und nachfolgend
entweder spontan oder aufgrund von Behandlung mit Kortikosteroiden binnen weniger
Wochen wieder abklingen (Noseworthy et al., 2000). Ungefahr 20 % der Patienten mit RRMS
transitieren im Median nach ca. 15 Jahren zur SPMS, bei der keine Schubereignisse mehr
auftreten und bei der die klinische Prasentation mit einer konstanten Verschlechterung der
Symptome einhergeht. Ca. 20% aller diagnostizierten MS-Falle sind aufgrund initialer,
konstanter Verschlechterung ohne Auftreten von Schubereignissen der PPMS-Form zu zu
ordnen (Scalfari et al., 2010, Goldenberg, 2012, McGinley et al., 2021). Insgesamt weist die
MS eine geschlechtsspezifische Verteilung auf. Hierbei kommt es zu einer erhdhten Inzidenz

bei Frauen im Verhaltnis von 2:1 (Compston and Coles, 2008).

Die Atiopathogenese der MS ist aktuell nicht vollstandig untersucht bzw. aufgeklart und
wird im weitesten Sinne als multifaktoriell eingestuft. Ein erster Nachweis des genetischen
Einflusses gelang bereits Mitte der 90er Jahre in einer groRangelegten Befragungsstudie von
Halbgeschwistern mit bzw. ohne MS in Kanada (Sadovnick et al., 1996). Die erste Genom-
weite Assoziationsstudie (genome wide association study; GWAS) wurde mit Gber 12.000
Individuen durchgeflihrt. Hierzu zahlten unter anderem utber 1500 Elternpaare mit jeweils
einem an MS leidendem Kind, ca. 2500 MS Patienten und mehrere gesunde

Vergleichskohorten. Die erste GWAS konnte die Identifikation von 110 Einzelbasenpaar-



Polymorphismen (SNP, single nucleotide polymorphism) liefern (Hafler et al., 2007). Diese
Zahl ist bis heute auf ca. 200 mit MS assoziierte SNPs angewachsen (Shirai and Yamauchi,
2022). Neben epigenetischen bzw. genetischen Faktoren (Akkad et al., 2015, Andlauer et al.,
2016) spielen zudem ebenfalls exogene und endogene Umweltfaktoren eine wichtige Rolle.
Diese haben Uber die Entwicklung der westlichen Industrie-Nationen, gerade im Bereich
Lifestyle und Ernahrung, in den letzten 20 Jahren stark an Bedeutung gewonnen (Ascherio
and Munger, 2007). Hierzu zéhlen unter anderem Vitamin D Mangel (Munger et al., 2004),
eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (Haahr et al., 1995, Haahr et al., 2004) und Nikotin
Abusus (Riise et al., 2003, Friend et al., 2006). Zudem zeigen auch bestimmte, Gber- bzw.
unterdosierte Erndhrungskomponenten wie z.B. eine erhdhte Salzzufuhr einen Einfluss auf die
MS auf. Eine hierzu durchgefuhrte Studie konnte sowohl im experimentellen Tiermodell der
MS (experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, EAE), als auch in vitro zeigen, dass eine
erhdhte Konzentration von Natriumchlorid (NaCl) die Differenzierungsrate naiver Th(elfer)
Zellen zu Th17 Zellen erhdhte, welche gleichsam im Kontext der Modell-Erkrankung einen
schwereren Verlauf der EAE induzierten. Bezogen auf die Pathogenitat der Th17 Zellen in der
EAE, konnten die Autoren ebenfalls eine erhohte Sekretionsrate von Tumor-Nekrosefaktor a
(TNFa) feststellen, was die Rolle von einfachen Ernahrungsfaktoren bei Entstehung und
Verlauf von autoimmunen, neurologischen Erkrankungen deutlich unterstreicht (Kleinewietfeld
et al., 2013).

1.2. Pathologie und Therapien der MS

Die MS zeichnet sich charakteristischer Weise durch wiederkehrende, chronische
Autoimmunangriffe gegen das weilte Hirngewebe aus, welche unter anderem durch das
Versagen zentraler und/oder peripherer Toleranzmechanismen wie z.B. der fehlerhaften
Thymusselektion autoreaktiver T Zellen entstehen kénnen (Handel et al., 2018). Diese
Autoimmunreaktion fuhrt typischerweise zur Zerstérung der Myelinscheide von Nervenfasern
im ZNS. Die Zerstérung von Myelin an Axonen innerhalb des ZNS durch aktivierte,
autoreaktive T Zellen erfolgt in zwei aufeinander folgenden Stufen. Zunachst werden Myelin-
spezifische T Zellen von antigenprasentierenden Zellen (antigen-presenting cells; APCs) in
der Peripherie aktiviert. Hierdurch wird die Expression von spezifischen Oberflachenmolekiilen
wie z.B. VCAM 1 (vascular cell adhesion molecule 1) erhdht, welche die Abwanderung aus
den Lymphknoten erleichtern. In der Peripherie tragen entsprechend abgewanderte,
autoreaktive Zellen zu einer Erhéhung der Permeabilitdt des Blut-Hirn-Schranken-Endothels
bei, z.B. durch eine erhdhte Sekretion von proinflammatorischen Molekilen wie u.a. TNFa

(Wekerle et al., 1991). Dies fuhrt zur Lockerung der sog. ,tight-junctions®, Verbindungen



zwischen zerebralen Endothelzellen am Ubergang zwischen ZNS und Peripherie, was,
abgesehen von autoimmunen Reaktionen, ebenfalls im Kontext von Infektionen auftreten kann
(Minagar and Alexander, 2003). Hierdurch wird die Passage der T Zellen Uber die Blut-Hirn-

Schranke erleichtert und eine erhdhte Migration in das ZNS ermdoglicht.

Im ZNS werden die autoimmunen, aktivierten T Zellen durch Prasentation des Myelin-
Antigens durch APCs stimuliert, was eine aktive Proliferation zur Folge hat. Dabei werden
proinflammatorische Molekile wie TNFa, Interferon (IFN)y, Interleukin (IL) 2 und 17 sezerniert,
welche die autoimmune Antwort von inflammatorischen Zellen wie Makrophagen, Monozyten
oder zytotoxischen T Zellen induzieren, welche im weiteren Verlauf nun das koérpereigene
Nervengewebe abbauen. Darlber hinaus kdnnen dendritische Zellen durch Prasentation von
Myelin-Peptiden die Proliferation von spezifischen Th17 Zellen stimulieren und damit die
autoimmune Reaktion weiter verstarken. (Hellings et al., 2002, Goverman, 2009, McFarland
and Martin, 2007).

Die Autoimmunkomponente geht mit einer Zunahme von proinflammatorischen,
autoreaktiven T Zellen, wie beispielsweise Th17 und Th1, sowie einer verminderten Anzahl
und beeintrachtigten Funktion von regulatorischen T Zellen (Treg) einher (Kleinewietfeld and
Hafler, 2014). Dieses Ungleichgewicht zwischen autoreaktiven und regulatorischen Elementen
fuhrt zu wiederkehrenden Entzindungen im Gewebe und vermittelt teilweise die
fortschreitende Neurodegeneration und anschlieBende neurologische Defizite bei MS
Patienten. Wenn eine MS Erkrankung unbehandelt bleibt, kann dies aufgrund einer frihzeitig
auftretenden Neurodegeneration zu schwerwiegenden Beeintrachtigungen fuhren (z.B.
Lahmungen oder kognitive Defizite) (Haghikia et al., 2013, WiendI et al., 2021).

Im Zuge der letzten 30 Jahre sind zahlreiche Medikamente vor allem fur die
Behandlung der schubférmigen Verlaufsform der MS in verschiedenen klinischen Studien
getestet und von offizieller Seite fur die klinische Verwendung zugelassen worden. Die
Wirkmechanismen liegen hierbei hauptsachlich in der Immunmodulation bzw. der
Immunsuppression, um die frihe Autoimmunkomponente durch z.B. autoreaktive T Zellen
oder APCs zu unterdriicken (Haghikia et al., 2013).

Ein Beispiel ist unter anderem Fingolimod, das erste oral einnehmbare Medikament,
welches nach Phosphorylierung an mehrere der auf vielen Immunzelltypen vorhandenen
Sphingosin-1-phosphat-Rezeptoren binden kann (Brinkmann et al., 2002). Diese sind fur

Immunzellen essentiell um nach der Reifung aus sekundaren, lymphatischen Organen in das



Blut zu migrieren. Vor allem die Form des Sphingosin-1-phosphat Rezeptors 1 ist hierbei auf
der Zelloberflache von ausgereiften T und B Zellen zu finden. Dieser wird durch Bindung mit
Fingolimod internalisiert und abgebaut. Hierdurch kénnen Immunzellen innerhalb der
Lymphknoten nicht mehr Uber die Endothelmembran migrieren und verbleiben in den
lymphatischen Geweben (Matloubian et al., 2004). Dies verhindert ebenfalls im Kontext der
MS die Migration Uber die Blut-Hirn-Schranke und in das ZNS. In klinischen Studien bei RRMS
konnte gezeigt werden, dass Fingolimod in der Lage ist, unter anderem das Risiko der
Krankheitsprogression signifikant zu senken (Kappos et al., 2010). Die Weiterentwicklung von
Fingolimod, sog. Siponimod, ein Agonist spezifisch fur die Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptoren 1 und 5 konnte acht Jahre spater sogar Wirkung auf die Progression bei SPMS

Patienten zeigen (Kappos et al., 2018).

1.3. Das Darm-Mikrobiom als potentieller Einflussfaktor autoimmuner
Erkrankungen
Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass die zunehmende Anzahl von MS
Fallen weltweit, sowie eine Zunahme anderer Autoimmunerkrankungen teilweise auf
Umweltveranderungen zuruckzufihren ist. Hierbei spielt insbesondere die Erndhrung eine
wichtige Rolle, da es durch diese zu einer veranderten Darm-Mikrobiom-Zusammensetzung
kommen kann (Berer et al., 2017). Das humane Darm-Mikrobiom beinhaltet in seiner
Gesamtheit mehrere Milliarden differenzierte, kommensale, symbiotische und pathogene
Mikroorganismen. Es macht beim Menschen ca. 1 bis 3 % des Korpergewichts aus. Es kdnnen
nur wenige der Mikroorganismen auf3erhalb des Wirtskorpers kultiviert werden, jedoch ist es
durch die fortschrittliche Technologie des Next Generation Sequencing mittlerweile mdglich,
die mikrobielle  Besiedlung aus  Stuhlproben zu charakterisieren und im
erkrankungsspezifischen Kontext genauer zu analysieren (Cotillard et al., 2013). Das humane
Darm-Mikrobiom besteht vornehmlich aus den Stdmmen Bacteriodetes und Firmicutes aus der
Domane der Bakterien, wahrend gleichsam ebenfalls Archeae und Hefen zu geringen Anteilen
den menschlichen Darm besiedeln (Turnbaugh et al., 2007, Ley et al., 2008, Lozupone et al.,
2012, Yatsunenko et al., 2012).

Innerhalb des Darms verarbeitet die bakterielle Population unverdauliche Bestandteile
von Nahrungsmitteln durch spezifisch-bakterielle Enzyme und optimiert damit die Aufnahme
von Nahrstoffquellen (Flint et al., 2012, Backhed et al., 2005). Hierbei produzieren

Darmbakterien eine Vielzahl von bioaktiven Verbindungen, die fiir die Gesundheit und



Krankheit des Wirts entscheidend sind (Conlon and Bird, 2014). Diese Symbiose bietet
entscheidende evolutionare Vorteile bei Eukaryoten, nicht nur aufgrund der verbesserten
Fermentation von Nahrungsmitteln, sondern auch aufgrund der direkten Interaktion zwischen

dem Mikrobiom und dem angeborenen und adaptiven Immunsystem Uber das Darmepithel.

Das Darm-Mikrobiom und Immunzellen interagieren zwischen Schichten der
Darmepithelmembran, die als Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe (gut-associated
lymphatic tissue; GALT) bezeichnet wird. Die Wirkung von Ernahrung auf das GALT kann Gber
mehrere unterschiedliche Wege erfolgen: einerseits kdnnen Ernahrungsbestandteile direkt mit
Zellen des entsprechenden Gewebes interagieren; andererseits kénnen metabolische
Abbauprodukte, welche bei der Degradierung der aufgenommenen Nahrung durch Bakterien

entstehen, mit dem GALT interagieren (Macia et al., 2012).

Das Darm-Mikrobiom ist vor allem notwendig fur die Etablierung und Regulation der
Immun-Toleranz (Honda and Littman, 2016). Regulatorische Immun-Komponenten, wie Treg,
gewahrleisten eine ausreichende Immun-Toleranz gegenilber einerseits endogenen
Komponenten, andererseits auch spezifisch gegentiber dem pathogenen Teil des Darm-
Mikrobioms (Sakaguchi et al., 2008). Das Immunsystem beeinflusst das Mikrobiom direkt und
vice versa. Es liegt daher nahe, dass Autoimmunerkrankungen mit einem gestérten Mikrobiom
assoziiert sind. Beispielsweise wurden in aktuellen Studien bei Patienten mit MS signifikante
Veranderungen im Darm-Mikrobiom im Vergleich zu gesunden Kontrollen entdeckt (Chen et
al., 2016). Bei MS Patienten waren bestimmte bakterielle Phyla, die an der Induktion von
intestinalen Treg beteiligt sein sollen, im Vergleich zu gesunden Kontrollen deutlich verringert
(Miyake et al., 2015).

1.4. Kurzkettige Fettsauren und ihre immunmodulatorische Bedeutung

Die klassischen Hauptnahrungsbestandteile der menschlichen Ernahrung setzen sich
aus Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten zusammen. Die Hauptabbauprodukte durch
bakterielle Degradierung aus vor allem ballaststoffreicher Nahrung stellen die sog.
kurzkettigen Fettsauren (short-chain fatty acids SCFA), namentlich Ethansaure (Acetic Acid,
AA), Butansaure (Butyric Acid, BA) und Propionsaure (Propionic Acid, PA) (Salminen et al.,
1998), sowie Mikronahrstoffe wie Vitamine und Spurenelemente (Fernandez and Collins,
1987) und sekundare Gallensauren dar (Ajouz et al., 2014). Einmal systemisch verfiigbar,
haben diese Metaboliten einen entscheidenden Einfluss auf verschiedene physiologische
Prozesse des menschlichen Koérpers. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass der Verzehr grof3er
Mengen an Ballaststoffen das Risiko flr koronare Herzkrankheiten reduziert (Liu et al., 1999).

Die Autoren einer ahnlichen Studie vermuten, dass es im Rahmen von interventionellen
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Ernahrungsveranderungen zu einer Reduktion des Gesamtcholesterin- sowie LDL-
Cholesterinspiegels kommen koénnte (Harris and Kris-Etherton, 2010), was einen positiven
Einfluss auf das Risiko fiir kardiovaskulare Pathogenesen haben kdnnte. Weiterhin scheinen
erhdhte Mengen an faserreichen Vollkornbestandteilen der taglichen Erndhrung mit einer
Minderung des Risikos fiur Typ-lI-Diabetes in Verbindung zu stehen (Montonen et al., 2003).
Es wird vermutet, dass der Mechanismus zur Besserung der Symptomatik eine Senkung des
Nuchtern-Blutzuckers sowie des glykolisierten Hamoglobins durch Erndhrungsumstellung

seien konnte (Post et al., 2012).

SCFA haben viele verschiedene Funktionen, hauptsachlich durch eine direkte
Regulation bzw. Modulation des Immunsystems (Conlon and Bird, 2014). In mehreren Studien
wurde gezeigt, dass SCFA die Immunantwort direkt regulieren/ modulieren kdnnen und damit
ein entzindungshemmendes Milieu begunstigen. BA und PA haben zum Beispiel die
Fahigkeit, bei Neutrophilen die Apoptose zu induzieren (Aoyama et al., 2010). In einem
Tiermodell der Kolitis konnte zudem durch Zugabe von mikrobiell generiertem BA eine erhdhte
Induktion der extrathymischen Differenzierung von Treg nachgewiesen werden (Arpaia et al.,
2013). Gleichsam wurde ebenfalls bei BA Administration eine Verbesserung des
experimentellen Krankheitsverlaufes der Kolitis aufgrund einer erhdhten Induktion der
Differenzierung von kolonischen Treg gezeigt (Furusawa et al., 2013). BA konnte ebenfalls
immunmodulatorisch auf intestinale Makrophagen wirken, indem es die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen durch Histondeacetylasen-(HDAC)-Inhibition reduzierte
(Chang et al., 2014). Weiterfuhrende Studien zu PA konnten neben einer Verbesserung der
Blut-Hirn-Schranken Integritat (Hoyles et al., 2018), ebenfalls eine klinische Verbesserung im
Rahmen eines Case-Reports fir akute motor-sensorische axonale Neuropathie, eine seltene
Form des Guillain-Barré-Syndroms mit schwerem, klinischen Verlauf, zeigen (Yoon et al.,
2018). Aulierdem zeigte eine umfassende Studie zu Atherosklerose, dass der Einsatz von PA
im Kontext von Gefallerkrankungen unter anderem durch die Reduktion des intestinalen Low
Density Lipoproteins (LDL) und dem Einfluss auf Darm-assoziierte Immunzellen, ein

therapeutisches Potential aufweist (Haghikia et al., 2022).

SCFA sind zusatzlich wichtige Mediatoren metabolischer Prozesse. In einer Studie zur
fakalen Mikrobiomtransplantation wurden bei der Transplantation des Darm-Mikrobioms von
schlanken Spendern auf Patienten mit metabolischem Syndrom eine erhdhte Insulinsensitivitat
und erhéhte Mengen an BA produzierenden Bakterien detektiert (Vrieze et al., 2012).
Zusatzlich kénnen sowohl PA als auch BA das Korpergewicht und die damit verbundene

Glukose-Homoostase positiv modulieren, indem sie die intestinale Glukoneogenese, also
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einen Stoffwechselweg zur Synthese von Glukose aus Nicht-Kohlehydraten, aktivieren kdnnen
(De Vadder et al., 2014).

Epidemiologische Studien haben schon vor langer Zeit eine Beteiligung von
UberméaRiger Fettaufnahme und Fettleibigkeit an der Atiologie der MS nahegelegt (Swank et
al.,, 1952). Dennoch wurden die direkten Auswirkungen von SCFA auf die zellulare
Immunantwort und die Pathologie des ZNS im Kontext der MS erst kirzlich untersucht (Endo
et al., 2015). Im Tiermodell der MS konnte gezeigt werden, dass die Zufltterung von PA eine
signifikante Zunahme der GALT-assoziierten Treg induzieren konnte. Zudem konnte
gleichsam der Krankheitsverlauf des Modells durch PA abgemildert werden, was mit einer
histologisch nachgewiesenen Reduktion der Demyelinisierung, sowie einer Abnahme des

axonalen Schadens im ZNS einherging (Haghikia et al., 2015).

1.5. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des immunmodulatorischen Potentials von
SCFA und deren Auswirkung im Kontext der MS. Hierzu sollen in mehreren Schritten folgende

Fragestellungen beantwortet werden:

A. Gibt es grundlegende Unterschiede in der Bioverfugbarkeit von SCFA im Vergleich
zwischen gesunden Kontrollen und MS Patienten?

B. Wie beeinflusst die Supplementierung von eventuell verringerten SCFA den
Immunphanotyp und die Funktion spezifischer Immunzellen in gesunden Kontrollen
und MS Patienten?

C. Kann eine SCFA Supplementierung einen Einfluss auf klinische Parameter der MS
haben?

D. Uber welche potentiellen Mechanismen kénnen SCFA einen spezifischen Einfluss
auf die klinische Auspragung der MS, das Immunsystem oder das Darm-Mikrobiom

haben?



2. Material und Methoden

2.1. Material
211.

Laborgerate (nach (Duscha et al., 2020))

12

BD FACS Canto II™

BD Biosciences, Heidelberg

LSM880 gekoppelt mit Elyra PS.1

Zeiss, Oberkochen

AP| 2000

Applied Biosystems, USA

MACS® Mini Seperator

Miltenyii Biotec, Bergisch Gladbach

MACS® Quadro Seperator

Miltenyii Biotec, Bergisch Gladbach

MACS® Multi Stand

Miltenyii Biotec, Bergisch Gladbach

Poroshell HPH-C18 (2,1x150 mm, 4um)

Agilent Technologies, USA

Safe 2020 Biologische Sicherheitswerkbank Kil.2

Thermo Fisher Scientific, USA

Gewebe-Homogenisator CK28 — 2ml

Bertin Instruments, Frankreich

HPLC Agilent 1100

Agilent Technologies, USA

DB-FFAP (60 x 0,53 mm)

Agilent Technologies, USA
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GC-2010-FID

Shimadzu, Japan

Seahorse Bioscience XF96 Flux Analyzer

Agilent Technologies, USA

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

BD Cytometer Setup & Tracking Beads Kit (use

with BD FACSDiva™ software v 6.x)

BD Biosciences, Heidelberg

BD FACS Clean™

BD Biosciences, Heidelberg

BD FACS Flow™

BD Biosciences, Heidelberg

BD FACS Rinse™

BD Biosciences, Heidelberg

BD FACS Shutdown Solution ™

BD Biosciences, Heidelberg

Gibco™ DPBS -/- (ohne Calcium und Magnesium)

steril

Thermo Fisher Scientific, USA

Gibco ™ RPMI 1640 Glutamax

Thermo Fisher Scientific, USA

MACS® LD Columns

Miltenyii Biotec, Bergisch Gladbach

MACS® MS Columns

Miltenyii Biotec, Bergisch Gladbach
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verpackt

96 well Rundboden Zellkultur Platte, steril, einzeln

Sarstedt, NiUmbrecht

7,5 ml EDTA Kabavetten

Kabe Labortechnik, Nimbrecht

7,5 ml Serum Koagulations-Gel Réhrchen

Kabe Labortechnik, Nimbrecht

15 ml Stuhlréhre mit Spatel

Kabe Labortechnik, Numbrecht

Fotales Kalberserum (fetal calf serum, FCS)

Sigma-Aldrich, USA

Alle weiteren hier nicht aufgefiihrten Gerate und Verbrauchsmaterialien, die in dieser

Arbeit verwendet wurden, entsprechen den gangigen Laborstandards bzw. sind im

entsprechenden Methodenteil genannt (falls Experimente in Kooperation durchgefihrt

wurden).

2.1.3. Software

Imaris 9.3.3

Bitplane, UK

https://imaris.oxinst.com/pa

ckages

Graphpad Prism v9.2

GraphPad Software
Inc., USA

https://www.graphpad.com/

scientific-software/prism/

BD FACSCanto™ BD FACSCanto

Il Software

BD Biosciences,

Heidelberg

N/A
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BD FACSDiva™ FACSDiva BD Biosciences, N/A

software v6 Heidelberg

Seahorse Wave Desktop Software | Agilent Technologies, https://www.agilent.com/en/
USA products/cell-analysis/cell-

analysis-software/data-

analysis/wave-desktop-2-6

2.1.4. Chemikalien, Peptide und rekombinante Proteine

Natrium-Propionat (60 x 500 mg, verkapselt, 99,8 %
Reinstoff)

Flexopharm Brain GmbH, Herne

Dimethylsulfonoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, USA

CellTracker Green CMFDA

Thermo Fisher Scientific, USA

MitoTracker Red CMXRos

Thermo Fisher Scientific, USA

Hoechst 33342

Thermo Fisher Scientific, USA

N-(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid
hydrochlorid

Sigma Aldrich, USA

Glyzinethylesterhydrochlorid

Sigma Aldrich, USA
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Butansaure-'3C4 Natrium Salz

Sigma Aldrich, USA

Perchlor Saure

Sigma Aldrich, USA

2-Ethylbutansaure

Sigma Aldrich, USA

Natrium Propionat-'3C;

Cambridge Isotope Laboratories,
USA

Methan Saure

Merck Milipore, USA

Ammoniaklésung, 32 %

Merck Milipore, USA

Phosphorsaure, 85 %

Merck Milipore, USA

Aqua Dest (A. dest) (ultra steril) VWR, USA
Natriumhydroxid VWR, USA
Kaliumhydroxid VWR, USA
Isopropylalkohol VWR, USA
Methanol VWR, USA
Diethylether Th. Geyer, Hoxter

Natriumdihydrogenphosphatdihydrat

Carl Roth, Karlsruhe

Salzsaure

Carl Roth, Karlsruhe
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Ammoniumformiat (Fluka™)

Honeywell, USA

Crotonsaure

Sigma Aldrich, USA

eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor Staining

Buffer Set (Invitrogen)

Thermo Scientific, USA

BD FACS™ Lysepuffer 10X Konzentrat

BD Biosciences, Heidelberg

Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare)

Thermo Scientific, USA

Lymphocyte Growth Medium (LGM)-3

Lonza, Schweiz

X-VIVO 15, serum-frei

Biozym, Hessisch Oldendorf

SYLGARD™ 184 Silikon Elastomer Kit

Dow Corning, USA

Seahorse XF Kalibrierungslosung

Agilent Techologies, USA

Oligomycin Sigma-Aldrich, USA
Antimycin A Sigma-Aldrich, USA
Rotenon Sigma-Aldrich, USA

Poly-D-lysine Hydrobromid

Sigma-Aldrich, USA

Alle weiteren hier nicht aufgefuhrten, standardisierten Chemikalien wurden in Analyse-

Qualitat von Avantor, Merck, Carl Roth und anderen Herstellern von Laborchemikalien

bezogen.
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2.1.5. Kommerzielle Kits und Assays

BD Multitest™ 6-Color TBNK BD Biosciences, Heidelberg
Human IL-10 DuoSet ELISA R&D Systems, USA
Human IL-17 DuoSet ELISA R&D Systems, USA
Human IFN-gamma DuoSet ELISA R&D Systems, USA

CD4* CD25" CD127dim/" Regulatory T Cell Isolation Kit | Miltenyii Biotec, Bergisch Gladbach

I, human

CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit (Invitrogen) Thermo Scientific, USA

Naive CD4" T Cell Isolation Kit II, human Miltenyii Biotec, Bergisch Gladbach

96well Agilent Seahorse XF Cell Culture Microplates Agilent Technologies, USA

Agilent Seahorse XF Sensor Cartridge Agilent Technologies, USA

2.1.6. Antikorper

PerCP-Cy™5.5 Maus Anti-Human CD196 (CCRG6) | BD Biosciences, Heidelberg
Klon 11A9

FITC Maus Anti-Human CD4 Klon RPA-T4 BD Biosciences, Heidelberg

PE Maus Anti-Human CD161 Klon DX12 BD Biosciences, Heidelberg
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APC Maus Anti-Human CD183 Klon 1C6/CXCR3

BD Biosciences, Heidelberg

APC Maus Anti-Human IFN-y Klon B27

BD Biosciences, Heidelberg

PE Maus Anti-Human IL-17A Klon SCPL1362

BD Biosciences, Heidelberg

FITC Maus Anti-Human CD4 Monoklonaler Antikorper
(Klon RPA-T4), eBioscience™ (Invitrogen)

Thermo Scientific, USA

APC Maus Anti-Human CD25 Monoklonaler Antikorper

(Klon BC96), eBioscience™ (Invitrogen)

Thermo Scientific, USA

PE Maus Anti-Human FOXP3 Monoklonaler Antikérper
(Klon 236A/E7), eBioscience™ (Invitrogen)

Thermo Scientific, USA

eBioscience™ Fixable Viability Dye eFluor™ 780

(Invitrogen)

Thermo Scientific, USA

Unkonjugierter Maus Anti-Human CD3 Monoklonaler

Antikorper (Klon UCHT1), eBioscience™ (Invitrogen)

Thermo Scientific, USA

Unkonjugierter Maus Anti-Human CD28 Monoklonaler

Antikorper (Klon CD28.2), eBioscience™ (Invitrogen)

Thermo Scientific, USA

Maus Anti-Human IL-10 Monoklonaler Antikdrper (Klon
JES3-9D7) (Invitrogen)

Thermo Scientific, USA
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2.2. Methoden

2.2.1. Studiendesign und Studienteilnehmer

Diese Studie wurde nach fachkundiger Prifung der Ethik Kommissionen der Fakultat
fur Medizin der Ruhr-Universitat Bochum (Reg.Nr. 15-5351, 4493-12, 17-6235) und der
Fakultat fur Medizin der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg (Reg.Nr.
357_17B) unter genannten Registrierungsnummern genehmigt. Patienten wurden rekrutiert in
der Abteilung fiir Neurologie des St. Josef Hospitals Bochum, Universitatsklinikum der Ruhr-
Universitdt Bochum, der Abteilung fir Neurologie und Komplementarmedizin des
Evangelischen Krankenhauses (EVK) Hattingen und der Abteilung fur Rheumatologie des
Universitatsklinikums Erlangen. Alle Studienteilinehmer wurden vor der Teilnahme
entsprechend der jeweiligen Patienten- bzw. Probandenaufklarungsbégen vom
Studienarzt/Studienleiter aufgeklart und gewahrten ihre Zustimmung per Unterschrift. Es
wurden nur MS Patienten eingeschlossen, die eine gesicherte MS Diagnose nach McDonald
Kriterien (2017) aufwiesen und bei denen eine Bestimmung der oligoklonalen Banden im

Liquor mit positivem Befund durchgefihrt wurde.

Gesunde Kontrollpersonen (healthy controls; HC), rheumatoide Arthritis (RA) Patienten
und MS Patienten wurden zu Beginn der Studie angewiesen, zweimal taglich eine 500 mg
Kapsel Natrium-Propionat (PA; Flexopharm Brain GmbH, Deutschland) mit ausreichender
Menge Wasser fur 14 Tage kontinuierlich einzunehmen. Eine Verlangerung der
Einnahmeperiode bis hin zu drei Jahren nach erstmaliger Gabe wurde im Einklang mit der
genehmigten Ethik auf freiwilliger Basis der Probanden/Patienten durchgefihrt. Patienten mit
Erstdiagnose MS und keiner immun-modulatorischen Basistherapie erhielten nach
Zustimmung PA initial fir 14 Tage ohne weitere Medikation (Therapie-naive, de novo). Im
Anschluss wurde eine individuelle Basistherapie verordnet. Fur die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen ergeben sich somit folgende Zeitpunkte: dO (Basiswert), d14
(14 Tage PA Einnahme), d90 (drei Monate / 90 Tage PA Einnahme bei de novo Patienten)
sowie longitudinal (PA Einnahme zwischen drei Monaten und drei Jahren bei Patienten mit
Basistherapie). MS Patienten erhielten eine neurologische Untersuchung durch einen
Neurostatus C zertifizierten Neurologen in der entsprechenden neurologischen Ambulanz des
rekrutierenden Zentrums alle drei bis sechs Monate im Studienverlauf. Hierbei wurden

potentielle Schiibe, neue neurologische Symptome bzw. Krankheitsprogression Uber die
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Expanded Disability Status Scale (EDSS, Abstufung siehe Tabelle 2.2.1.A) sowie etwaige

Nebenwirkungen erfasst.

Die durchgefuhrte Studie war mit einer EffektgroBe von 0,28 ausreichend
aussagekraftig (Power-Berechnung mit dem primaren Endpunkt Treg Zunahme basierend auf
zuvor publizierten Daten im Tiermodell (Haghikia et al., 2015)). Unter Annahme eines
Standardfehlers von 0,05 ergab sich somit eine statistische Aussagekraft von 85%. Eine
Power-Analyse flr eine unabhangige Validierungskohorte wurde nachfolgend statistisch mit
dem Wilcoxon Signed-Rank-Test durchgefliihrt. Hierbei ergab sich ein n von 36 de-novo-
Patienten mit einer Effektgrélie von 0,5 (basierend auf den Daten der initialen MS-Kohorte),
einem Standard-Fehler von 0,05 und einer statistischen Aussagekraft von 90 %. Power
Analysen wurden mit dem Programm G-Power (Version 3.1.9.7;
https://www.psychologie.hhu.de/arbeitsgruppen/allgemeine-psychologie-und-

arbeitspsychologie/gpower) durchgefiihrt.

Die klinischen Daten der MS Patienten, bestehend aus EDSS und Schubrate pro Jahr
(Anzahl der Schiibe / Jahr), wurden fir weiterfihrende, retrospektive Analysen in der Klinik fir
Neurologie der Ruhr-Universitat Bochum im St. Josef-Hospital Bochum erhoben. Eine
Zusammenfassung der Kohorten und der individuellen Versuchsgruppen ist in Abbildung
2.2.1.1 dargestellt.

Tabelle 2.2.1.A : Abstufung des EDSS (nach https:/Awww.msges.at/multiple-sklerose/diagnose/edss-skala-expanded-
disability-status-scale/; abgerufen am 23.11.2022)

Grad|Beschreibung

0,0 |[normale neurologische Untersuchung

1,0 |lkeine Behinderung, minimale Abnormitat in einem funktionellen System

1,5 ||keine Behinderung, minimale Abnormitat in mehr als einem funktionellen System

2,0 ||minimale Behinderung in einem funktionellen System

2,5 |minimale Behinderung in zwei funktionellen Systemen

3,0 |maRiggrade Behinderung in einem funktionellen System oder leichte Behinderung in

drei bis vier funktionellen Systemen bei vollkommener Gehfahigkeit
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3,5 ||vollig gehfahig, aber mit maRiger Behinderung in einem funktionellen System (Grad 3)
und ein bis zwei funktionellen Systemen Grad 2; oder in zwei funktionelle Systemen
Grad 3; oder in funf funktionellen Systemen Grad 2

4,0 |lgehfahig ohne Hilfe und Rast fiir eine Strecke von 500 Metern. Aktiv wahrend ca. 12
Stunden pro Tag trotz relativ schwerer Behinderung

4,5 |lgehfahig ohne Hilfe und Rast fiir eine Strecke von 300 Metern, ganztagig arbeitsfahig,
gewisse Einschrankung der Aktivitat, minimale Unterstlitzung nétig, relativ schwere
Behinderung

5,0 |lgehfahig ohne Hilfe und Rast fir eine Strecke von 200 Metern, Behinderung
beeintrachtigt tagliche Aktivitat wie beispielsweise Fahigkeit zu Vollzeit-Berufstatigkeit
ohne besondere Vorkehrungen

5,5 |lgehfahig ohne Hilfe und Rast fir eine Strecke von 100 Metern, Behinderung macht
normale tagliche Aktivitat unmdglich

6,0 ||Bedarf intermittierend oder auf einer Seite konstant, Gehhilfe erforderlich, um eine
Strecke von 100 Metern ohne Rast zurlickzulegen

6,5 |konstanter Bedarf von Gehhilfe auf beiden Seiten, um eine Strecke von 20 Metern ohne
Rast zurlickzulegen

7,0 |lunfahig, selbst mit Hilfe, mehr als eine Strecke von finf Metern zu gehen, weitgehend
auf einen Rollstuhl angewiesen, Rollstuhl kann ohne Hilfe bewegt und transferiert
werden

7,5 |lunfahig, mehr als ein paar Schritte zurlickzulegen, auf den Rollstuhl angewiesen, Hilfe
fur Transfer erforderlich, Rollstuhl kann selbst bewegt werden, kann jedoch nicht
ganztagig im Rollstuhl verbringen, eventuell motorisierter Rollstuhl erforderlich

8,0 |weitgehend auf Bett oder Rollstuhl angewiesen, Kérperpflege weitgehend ohne Hilfe
mdglich, Arme meist gut zu benitzen

8,5 |weitgehend — auch tagsuber — auf Bett angewiesen, Arme teilweise zu benitzen,
teilweise Selbstpflege mdglich

9,0 [hilflos auf Bett angewiesen, Essen und verbale Kommunikation méglich

9,5 |lganzlich hilflos, braucht Unterstitzung beim Essen, Schlucken und Kommunizieren

10,0 ||Tod infolge der Erkrankung
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Die Blut- und Stuhlprobenentnahme erfolgte in der Neurologischen Klinik der Ruhr-
Universitat Bochum, St. Josef-Hospital Bochum und in der Klinik fir Neurologie Il im
Evangelischen Krankenhaus (EVK) Hattingen. Fidr Immunphanotypisierung und
Suppressions-/Proliferationsassays wurde das in EDTA Kabavetten (Kabe Labortechnik,
Numbrecht) abgenommene Blut sofort nach der Entnahme in das angeschlossene
Neuroimmunologische Labor des St. Josef Hospitals verbracht und bearbeitet. Serumproben
(abgenommen in Serum Koagulations-Gel Réhrchen, Kabe Labortechnik, NUmbrecht;
Bearbeitung siehe Abschnitt 2.2.2) und Stuhlproben (abgenommen in Stuhlréhre mit Spatel,
Kabe Labortechnik, Numbrecht) wurden fur spatere Analysen kurz nach Abnahme bei -80°C
eingefroren. Auch periphere, mononukledre Zellen aus dem Blut (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) wurden nach Isolation tber Dichtegradientenzentrifugation (siehe
Abschnitt 2.2.3) lebendig flr 1°C pro Minute bis -80°C in RPMI 1640 + GlutaMax (Gibco™,
Thermo Fisher Scientific, USA) mit 5 % Dimethylsulfonoxid (DMSO, Sigma Aldrich, USA) und
10 % fétalem Kaélberserum (fetal calf serum, FCS, Sigma Aldrich, USA) flr spatere

Experimente eingefroren.
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Klinische Daten

Immun-
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n=2
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Abbildung 2.2.1.1: Schematische Ubersicht iiber die Studienkohorten und entsprechende Einteilung in verschiedene
Experimentgruppen; Abbildung modifiziert nach (Duscha et al., 2020).

2.2.2. Archivierung von Serumproben

Serumproben wurden innerhalb von 2zwei Stunden nach Blutabnahme im

Neuroimmunologischen Labor der Abteilung flr Neurologie des St. Josef Hospitals Bochum
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weiterbearbeitet. Hierzu wurden gefillte Serum-Réhrchen entsprechend des individuellen
Gewichtes tariert und bei 2000 x g fir 15 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Serumuberstand wurde im Anschluss ohne Kontamination durch Sediment- bzw.
Zellbestandteile in 1,5 ml Eppendorf-Gefalte mit Schraubverschluss aliquotiert und bei -80°C

bis zur weiteren Untersuchung eingefroren.

2.2.3. lIsolation von PBMCs aus Vollblut Gber Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolation von PBMC erfolgte in einem Zeitrahmen von 2 bis 3 Stunden nach
Blutentnahme in 7,5 ml EDTA Kabavetten (Kabe Labortechnik, Deutschland) unter einer
sterilen Sicherheitswerkbank. Hierzu wurde zu Beginn 2 Kabavetten Vollblut (15 ml) im
Verhaltnis 1:2 mit DPBS -/- (Dulbeccos Phosphat Bufferd Saline ohne Calcium und
Magnesium, Gibco™, Thermo Scientific, USA) auf 30 ml verdinnt. AnschlieRend wurde in ein
50 ml Falcon Tube 15 ml Ficoll Paque Plus (GE Healthcare, Thermo Scientific, USA) vorgelegt
und 30 ml des Vollblut-PBS Gemisches vorsichtig aufgeschichtet. Im Anschluss wurde das
Gemisch bei 800 x g fur 30 min bei Raumtemperatur ohne Beschleunigung und Bremse
zentrifugiert. Im Zuge der Zentrifugation wurden aufgrund der molekularen Beschaffenheit des
Ficolls die einzelnen Zellbestandteile aufgetrennt (siehe Abb. 2.2.3.1). AbschlieRend wurde
die Interphase mit PBMCs zwischen Ficoll und Plasma mit einer 1000 pl Pipette vorsichtig
abpipettiert und in ein neues 50 ml Falcon Tube Uberfihrt. Die Zellsuspension wurde auf 50
ml mit kaltem DPBS -/- aufgefiillt und bei 500 x g fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellpellet in 5 ml DPBS -/- resuspendiert und wiederum mit kaltem DPBS
-/- auf 50 ml aufgefillt. Anschlief3end erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 500 x g fir 10 min
auf 4°C. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet in 10 ml kaltem DPBS -/-
resuspendiert. Die PBMCs wurden mittels Neubauer Zahlkammer gezahlt und entsprechend
nachfolgender Experimente in Fraktionen aufgeteilt und weiterverwendet und/oder eingefroren

(Suppressions Assay, Archivierung, etc.).
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Plasma
Zentrifugation
Vollblut + PBS ——
Gemisch
PBMCs
Ficoll
Ficoll Granulozyten

Erythrozyten

Abbildung 2.2.3.1: Schematische Darstellung der Dichtegradientenzentrifugation zur Isolation von PBMCs aus EDTA-
Volbblut.

2.2.4. Quantifizierung von SCFA in Serum und Liquor

Die Untersuchung von SCFA wurde in Kooperation mit Frau Prof. Dr. Gabriele Stang|
und Herrn Dr. Frank Hirche vom Institut fir Agrar- und Ernahrungswissenschaften der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgeflihrt. Zuvor archiviertes Probenmaterial wurde
verblindet und auf Trockeneis Ubersendet. AnschlieRende Messungen wurden von Herrn Dr.
Hirche durchgefuhrt. Die Eigenleistung dieser Arbeit bezieht sich auf die Archivierung des
Biomaterials, sowie die anschlieRende Auswertung der entblindeten Rohdaten. Zur
Vollstandigkeit ist im Folgenden die in Halle verwendete Methode zur Analyse von SCFA aus
Serum bzw. Liquor Proben anhand der publizierten Methode Ubersetzt und zusammengefasst
(Duscha et al., 2020).

Fur die Vorbereitung von Serumprobenmaterial wurde eine Modifikation der Methode
von McArthur und Sarnaik verwendet (McArthur and Sarnaik, 1982). Pro vermessene Probe
wurden initial zur Fallung 200 ul Plasma und 20 ul des internen Standards (IS) Ethylbutyrat
(130 mM,) gemischt. Zu 200 ul des Plasma-IS-Gemisches wurden 10 ul 70%iger
Perchlorsdure und 20 pl 2 M Salzsaure hinzugefliigt und anschlieRend zur eigentlichen
Proteinfallung mit 1 ml eiskaltem Dietyhlether versetzt. Nach der Phasentrennung wurden 800
Ml der organischen Phase mit 7,5 ul 4 M Natriumhydroxid Uberfihrt und stark mittels
Vortexschittler vermischt. Die entsprechende Probe wurde unter konstanter

Stickstoffbegasung zunachst bei Raumtemperatur und abschlieRend bei 60°C getrocknet. Zur
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Derivatisierung wurden zurlickbleibende, feste Bestandteile in 20 pyl 2 M Salzsaure
rekonstituiert und mit 2-Propanol auf ein Volumen von 400 pl verdinnt. Anschlieliend wurde
die Probe bei 200 x g fiir 3 min zentrifugiert und nachfolgend Uber einen Gaschromatographen
(GC-2010, Shimadzu, Deutschland) mittels einer DB-FFAP-Kapillarsaule (60 mm x 0,53 mm
Innendurchmesser, Agilent Technologies, USA) und Flammenionisationsdetektoreinheit

vermessen.

Zur Extraktion von PA aus Liquor wurde ebenfalls die Methode von McArthur und
Sarnaik in modifizierter Form genutzt (McArthur and Sarnaik, 1982). Hierzu wurden 50 pl der
Ligour-Probe mit 5 yl internem Standard d3-PA (EQ Laboratories, Deutschland; 300 mM in 10
mM NaOH) versetzt und anschlielend 5 Minuten bei 8°C inkubiert. Nachfolgend wurden 50 pl
der Suspension mit 50 pyl 1M Perchlorsaure gemischt und nach Hinzufiigen von 1 ul
Diethylether fir die Extraktion vorbereitet. Hierzu wurde die Probe zu Anfang 1 Minute bei 15
Hz geschiittelt und anschlielend bei 200 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Nachfolgend wurden
800ul der oberen Diethyletherphase abgenommen, mit 10 yl 1M NaOH gemischt und

anschlielRend unter Stickstoffbegasung bei Raumtemperatur verdampft.

Zur Derivatisierung wurde die Methode nach Chan (Chan et al., 2017) in modifizierter
Form genutzt. Rickstande der vorherigen Extraktion wurden mit 15 ul 0,45 M Phosphorsaure
und 15 yl 1M Phosphatpuffer (pH 6) rekonstituiert. Nach anschlieRender Zugabe von 10 ul N-
(3-Dimethylaminopropyl)-N'-Ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (0,5 M, Sigma  Aldrich,
Deutschland) und 5 ul Glyzinethylester-Hydrochlorid (1,3 M, Sigma Aldrich, USA) wurde die
Lésung 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion des Carbodiimid wurde durch
Zugabe von 10 pl Dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich, Deutschland) und 15
Kaliumhydrogentartrat (Sigma Aldrich, Deutschland) abgestoppt. Zum Reaktionsgemisch
wurden 500ul Diethylether zur Phasentrennung hinzugefligt und wie oben beschrieben
zentrifugiert und anschliellend unter Stickstoffbegasung bei Raumtemperatur verdampft. Der
Reaktionsrickstand wurde anschlieend mit einer 1/1 Mischung Methanol (Sigma Aldrich,

Deutschland) und A.dest geldst und weiterflihrend mittels LC-MS/MS Analyse quantifiziert.

Die LC-MS/MS-Messungen wurden mit einer Agilent 1100 HPLC, ausgerustet mit einer
Poroshell HPH-C18-Saule (150 mm x 2,1 mm, 4 mm; Agilent Technologies, Deutschland),
gekoppelt mit einer API 2000 Flissigchromatographie/Massenspektroskopie Einheit (Applied
Biosystems, Deutschland) durchgefuhrt. Die Elution innerhalb der HPLC erfolgte bei 42 °C
mittels eines Gradienten aus Methanol und 10 mM Ammoniumformiat (Sigma Aldrich,
Deutschland) (Verhaltnis 20/80), Methanol, Wasser und Methansaure (Verhaltnis 80/20/0,1)
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und Methanol (rein). Das Eluat der Saule wurde im Anschluss mit Methanol, Wasser und
Methansaure im Verhaltnis 180/20/0,4 angesauert und massenspektroskopisch untersucht.
Die Massentubergange flir PA lagen bei 160,1/114,1 m/z, flr den deuterierten Standard bei
163,2/117,2 m/z.

2.2.5. Quantifizierung von kurzkettigen Fettsauren in Stuhlproben

Die Untersuchung von SCFA im Stuhl wurden in Kooperation mit Prof. Dr. Dominik
Mdaller, Dr. Stefan Kempa und Dr. Andras Balogh vom Max-Delbrick Zentrum (MDC) flr
molekulare Medizin Berlin durchgefiihrt. Entsprechend zu vermessende Stuhlproben wurden
verblindet auf Trockeneis transferiert und in der Arbeitsgruppe/Core-Facility fir
Proteomics/Metabolomics bearbeitet. Die Rohdaten der Messungen wurden fur die
weiterflhrende Analyse im Rahmen der Kooperation zur Verfligung gestellt. Die Eigenleistung
dieser Arbeit bezieht sich auf die Archivierung des Biomaterials, sowie die anschlieRende
Auswertung der entblindeten Rohdaten. Zur Vollstandigkeit ist im Folgenden die in Berlin
verwendete Methode zur Analyse von SCFA aus Stuhlproben anhand der publizierten

Methode Ubersetzt und zusammengefasst (Duscha et al., 2020).

SCFA in Stuhlproben wurden nach publiziertem Protokoll von Furusawa et al.
(Furusawa et al., 2013) mit Modifikationen aufbereitet und analysiert. Hierzu wurden 10 mg
der Stuhlprobe mit 2,8 mm Precellys Keramikkugeln (Bertin Technologies, Deutschland)
homogenisiert. Es wurde eine Extraktionslésung verwendet, die aus 100 mL 100 mM
Crotoninsaure (interner Standard; Sigma Aldrich, Deutschland), 50 mL HCI (Sigma Aldrich,
Deutschland) und 200 mL Ether (Sigma Aldrich, Deutschland) bestand. Die Proben wurden 10
Minuten bei Raumtemperatur bei 1500 Umdrehungen/min auf einem Schuttler homogenisiert
und anschlie®end 10 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert. Aus der oberen Ether-Phase wurden
80 mL in neue Glasréhrchen mit 16 mL N-tert-Butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamid
(MTBSTFA, Sigma Aldrich, Deutschland) tUbertragen. Die Proben wurden 20 Minuten bei 80
°C auf einem Schuttler bei 500 Umdrehungen/min inkubiert und danach 24 Stunden bei

Raumtemperatur zur Derivatisierung belassen.

Die anschlieBende LC-MS/MS-Messungen wurden wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben
durchgefihrt.
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2.2.6. Immunphanotypisierung

EDTA Vollblut wurde zu entsprechenden Studienzeitpunkten von MS Patienten und
HC in mehreren Ansatzen zur durchfluizytometrischen Analyse gefarbt. Hierzu wurden
zunachst 50 pl Vollblut in 5 ml FACS Roéhrchen vorgelegt und mit 20 pyl BD Multitest 6-Color
TBNK (aCD3-FITC; aCD16-PE+ aCD56-PE; aCD45-PerCP Cy5.5; aCD4-PE Cy7; aCD19-
APC; aCD8-APC Cy7; BD) vermischt und 20 min bei RT inkubiert. Nachfolgend wurden 500
ul BD FACS Lysepuffer hinzugefugt und 7 min bei RT und abgedunkelt inkubiert. Anschlie3end
wurde das Gemisch mit 2 ml DPBS -/- aufgefullt und 5 min bei 500 x g auf RT zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 250 ul DPBS -/- resuspendiert und

anschlielend uber die FACS Canto Software vermessen.

Fur die Bestimmung der Th-Zell Subpopulationen Th1 und Th17 wurde 100 pl EDTA
Vollblut mit jeweils 5 pl folgender Antikdrper gemischt und 30 min bei RT abgedunkelt
inkubiert: aCD196 (CCR6)-PerCP Cy5.5 (11A9; BD), aCD4-FITC (RPA-T4; BD), aCD161-PE
(DX-12; BD) und aCD183 (CXCRS3)-APC (1C6/CXCR3; BD) (Maecker et al., 2012).
Nachfolgend wurden 500 yl BD FACS Lysepuffer hinzugefiigt und 7 min bei RT und
abgedunkelt inkubiert. AnschlieRend wurde das Gemisch mit 2 ml DPBS -/- aufgeflllt und 5
min bei 500 x g auf RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit

500 pl DPBS -/- resuspendiert und anschlieRend vermessen.

Zur Treg Analyse wurden 1 Million zuvor isolierte PBMCs (siehe Abschnitt 2.2.3) wie
oben beschrieben mit CD4-FITC (RPA-T4, eBioscience) und CD25-APC (BC96, eBioscience)
extrazellular gefarbt. Im Anschluss wurde unter Verwendung des Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer Set (eBioscience) gemall Herstellerprotokoll FoxP3 mittels FoxP3-PE
(236A/E7, eBioscience) intrazellular angefarbt. Dies umfasste eine halbstiindige Inkubation in
Fixierungs/Permeabilisierungspuffer (Kit Bestandteil), zwei Waschschritte mit Waschpuffer (Kit
Bestandteil) bei 500 x g fur 5 min auf RT, sowie eine 2 stndige Inkubation des intrazellularen
Antikdrpers. Nach einem weiteren Waschgang (500 x g, RT, 5min) wurde das Zellpellet mit

500 pl DPBS -/- resuspendiert und vermessen.

Die Phanotypisierung wurde an einem BD FACS Canto2 durchgefuhrt und mit BD
FACS DIVA v6 bzw. BD FACS CANTO2-Software analysiert. Die statistische Analyse wurde
mit Graphpad Prism v9.2 durchgefihrt, wobei flr die Intergruppenanalyse der zweiseitige
Mann-Whitney-Test und flur die intra-individuelle Analyse der zweiseitige gepaarte t-Test

angewendet wurde.
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2.2.7. Suppressionsassay

Fur den Ansatz des Suppressionsassays wurden PBMCs aus Vollblut von HC und MS
Patienten Uber Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll Paque PLUS (GE Healthcare)
isoliert. Im Anschluss wurden aus bis zu 100 Mio PBMCs Treg Uber das Magnetic Activated
Cell Sorting mit Hilfe des Kits fur eine Auftrennung nach CD4, CD25 und CD127dim
(CD4+CD25+CD127dim Regulatory T Cell Isolation Kit Il, human; Miltenyi Biotec) nach

Herstellerprotokoll isoliert.

Initial wurde eine Depletierung von ungewlnschten Zellen vorgenommen. Hierzu
wurden bis zu 100 Mio PBMCs zuerst mit einem biotinylierten Antikérpercocktail gegen
diverse, ungewunschte Oberflachenmarker von Lymphozyten inkubiert (z.B CD19 fur B Zellen,
CD16-56 fur NK Zellen). Danach erfolgte die Inkubation mit anti-Biotin Microbeads mit
gekoppelten, magnetischen Molekllen. Anschliefend wurde die Loésung Uuber eine
ferromagnetische Saule (LD-Saule, Miltenyii Biotec) innerhalb eines starken Magnetfeldes
gegeben, um nur CD4* und CD127- Zellen zu eluieren. Die in der Saule verbliebenen Zellen

wurden nachfolgend ausgespult und als Kontrollzellen fur den Suppressionsassay verwendet.

Der Durchfluss der ersten Sdule wurde des Weiteren mit anti-CD25 Antikdrpern
inkubiert und im zweiten Schritt der Aufreinigung Uber eine neue Saule (MS-Saule, Miltenyii
Biotec) positiv selektioniert. Die somit CD4* und CD25" hafteten innerhalb der magnetischen
Saule und konnten nach Abschluss des Arbeitsschrittes durch mechanisches Spllen der

Saule eluiert werden.

Ausgesplilte Zellen der ersten Saule (CD127*, CD4") wurden am Ende des Verfahrens
zusammen mit dem Durchfluss der MS Saule (CD4*, C257) als Kontrollzellen (PBMC")
zusammengefuhrt. Ca. 2 Millionen PBMC- wurden mit dem CellTrace CFSE Kit (Thermo
Scientific) gefarbt. Dieses diente zur Untersuchung der Proliferation der gefarbten Zellen in
An- und Abwesenheit von Treg. Hierzu wurden die entsprechenden Zellen mit 1 yl / 1 Million
Zellen des CFSE Farbstoffs in 2 ml DPBS -/- bei 37°C fir 15 min inkubiert. Die Reaktion wurde
mit Zugabe von 5 ml FCS (Sigma) abgestoppt und anschlielend bei 500 x g fir 5 min bei RT
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in Kulturmedium (X-VIVO 15,

Biozym) zu jeweils 50.000 pro 100 pl resuspendiert.

Die Zellen wurden zu jeweils 50.000 Zellen pro Well in Duplikaten in Serum-freiem X-
VIVO 15-Medium (Biozym) auf 96-Well-Platten (U-Boden, Sarstedt, Deutschland) ausgesat.
Treg sowie ungefarbte PBMC- wurden im Verhaltnis 1:2 oder 1:1 mit CFSE-gefarbten PBMC-
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ausgesat. Als Referenz fiir die autonome Proliferation der CFSE-gefarbten Zellen wurden
PBMC- separat ausgesat, ohne entsprechend andere Zellen. Die Kultur wurde zur Aktivierung
potentiell proinflammatorischer Zellen mit 3 ug / ml aCD3 und 1 ug / ml aCD28 (beides

Invitrogen) restimuliert.

Fur IL-10-Blockierungsexperimente wurde ein anti-IL-10 Antikérper (Invitrogen) in einer
Konzentration von 30 ng/ml zur Kokultur hinzugefligt. Alle Assays wurden 5 Tage lang bei
37°C und 5% CO: kultiviert. Die Proliferation wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert,
wobei tote Zellen durch Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (eBioscience) ausgeschlossen
wurden. Uberstdnde der Kultur wurden nach Zentrifugation abgenommen und bei -80°C
eingefroren flr weiterflhrende Analysen (siehe Abschnitt 2.2.9). Die statistische Analyse
wurde mit Graphpad Prism v9.2 durchgeflhrt; flr die Intergruppenanalyse wurde ein
zweiseitiger Mann-Whitney-Test angewendet, fir die intra-individuelle Analyse ein zweiseitiger

gepaarter t-Test.

2.2.8. In vitro Untersuchungen von PA Effekten auf PBMCs und Treg

Archivierte PBMCs sowie archivierte, isolierte Treg von MS Patienten und HC wurden
aufgetaut, gezahlt und bei einer Zelldichte von 1 Mio. Zellen / ml Medium (X-VIVO 15; Biozym)
in 48-Well-Platten ausgesat. Beide Zelltypen wurden mit 10 ng / ml rekombinantem L2
(Immunotools) stimuliert, um die Zellproliferation zu unterstutzen. Treg wurden zusatzlich am
ersten Tag der Kultur mit 3 ug / ml aCD3 und 1 ug / ml aCD28 (Invitrogen) restimuliert. Ein
halber Medienwechsel wurde jeden zweiten Tag ab Tag zwei der Restimulation mit frischem
Medium inklusive besagter Zusatze durchgeflihrt. Die in-vitro-Expansion wurde 6 Tage lang
fortgesetzt, bevor eine in-vitro Behandlung mit PA-gestartet wurde. Die expandierten PBMC
und Treg wurden am 6. Tag der Kultur geerntet, gezahlt und anschlielend in X-VIVO 15-
Medium mit den zuvor genannten Stimuli sowie zusatzlich 150 mM PA oder DPBS -/- (Gibco)
als Kontrolle ausgesat. Die in-vitro-Behandlung wurde 5 Tage lang durchgefihrt, ein halber
Medienwechsel erfolgte ab Tag zwei jeden zweiten Tag. Die Zellen wurden anschlief3end
geerntet und fir den Suppressionsassay verwendet, wie zuvor beschrieben (siehe Abschnitt
2.2.8).

2.2.9. Bestimmung sezernierter Zytokine aus Zellkulturiberstanden

Die Zytokinkonzentrationen fir IL-17, IFNy sowie IL-10, wurden in Triplikaten in
Suppressionsassay-Uberstanden mittels Enzym-linked Immunosorbent Assays (ELISA)

gemessen. Hierzu wurden ELISA-Duo-Kits (R&D Systems) gemal dem Herstellerprotokoll
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verwendet. Die Ergebnisse wurden auf statistische Signifikanz durch gepaarten t-Test fir intra-
Gruppen- und beidseitigem Mann-Whitney-Test fir interindividuelle Gruppenunterschiede

unter Verwendung von Graphpad Prism v9.2 getestet.

2.2.10. Analyse mitochondrialer Funktion von Treg

Archivierte Tregs von de-novo MS Patienten wurden aufgetaut und auf vom Hersteller
steril mit Poly-D-Lysin vorbeschichtete 96-Well-Agilent-Seahorse-XF-Zellkultur-Mikroplatten
mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen pro Well in X-VIVO 15 Medium (Biozym) ausgesat und bei
37°C und 5 % COq fir 24 Stunden inkubiert. Die Sensor-Kartuschen wurden tber Nacht in
einem Inkubator ohne CO; bei 37°C mit Seahorse XF Calibrant hydratisiert. Nach 24 Stunden
wurde das Zellmedium durch DMEM (Sigma-Aldrich) angereichert mit 2 mM Natriumpyruvat
(Sigma-Aldrich), 2mM L-Glutamin (GIBCO, ThermoFisher Scientific) und 10 mM Glukose
(Sigma-Aldrich) ausgetauscht. Die Zellen wurden 1 Stunde vor der Messung bei 37°C in einem
Inkubator ohne CO: inkubiert. Die metabolischen Aktivitdten der Zellen wurden mit einem
Seahorse Bioscience XF96 Extracellular Flux Analyzer (Agilent Technologies) gemessen. Das
Zell-Mito-Stress-Test-Kit  wurde hierbei nach Herstellerangaben verwendet. Kurz
zusammengefasst wurden nacheinander im Abstand von 20 min jeweils der ATP-Synthase-
Inhibitor Oligomycin (2 mM), FCCP (2 mM) und Antimycin A / Rotenon (1 mM/0,5 mM)
sequentiell in die einzelnen Wells zu den ausplattierten Zellen injiziert. Schllisselparameter der
mitochondrialen Funktion (basale Atmung, maximale Atmung) wurden gemaf dem Mito Stress
Test-Protokoll berechnet. Fur die basale und maximale Atmung wurde ein zweiseitiger Mann-
Whitney-Test fur den Vergleich zwischen HC und MS genutzt. Eine one-way-ANOVA mit
Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen wurde fir die Verlaufskontrollen nach PA Gabe

durchgeflihrt.

2.2.11. Untersuchung der Mitochondrien-Morphologie bei Treg

Die Untersuchungen zur mitochondrialen Morphologie bei Treg wurden in Kooperation
mit Prof. Dr. Konstanze F. Winklhofer und Dr. Verian Bader in der Abteilung fir Molekulare
Zellbiologie der Ruhr-Universitat Bochum durchgefiihrt. Die Graphiken zur mitochondrialen
Morphologie wurden von der Abteilung fur Molekulare Zellbiologie zur Verfigung gestellt, die
Rohdaten der Mitochondrienmorphologie wurden selbststandig ausgewertet. Die
Eigenleistung dieser Arbeit bezieht sich auf die Archivierung und Isolation von Treg, sowie auf
die anschliefende Auswertung der Rohdaten. Zur Vollstandigkeit ist im Folgenden die in
Bochum verwendete Methode zur Bestimmung der mitochondrialen Morphologie anhand der

publizierten Methode Ubersetzt und zusammengefasst (Duscha et al., 2020).
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Archivierte Treg wurden aufgetaut und anschlieRend zu je 250.000 Zellen pro 100 pl in
einer 96 well Platte mit X-VIVO 15-Medium fr 20 min bei 37°C und 5 % CO: inkubiert. Hierzu
wurde jeweils 2,5 mM CellTracker Green, 66 nM MitoTracker Red CMXRos und 1 mg/ml
Hoechst 33342 hinzugefiugt. AnschlieRend wurden die Zellen mit X-VIVO 15-Medium und
DPBS -/- (Gibco) gewaschen (Zentrifugation bei 500 x g, RT, 5 min) und in 4% PFA in PBS
(Gibco, pH 7,4) fixiert. Zur Bildaufnahme wurden die Zellen in DPBS -/- (Gibco, pH 7,4) in eine
35-mm-Glasboden-Mikroschale (m-Dish, Ibidi, Deutschland) dberfuhrt. Ca. 15-20 einzelne
Treg wurden pro Individuum (HC n = 2; de-novo MS n = 3) mit einem Zeiss ELYRA PS.1 -
LSM 880 aufgenommen. Hierbei wurden 20 bis 38 Z-Stacks bei einem Intervall von 514 nm
durch 405, 488 und 561 nm Laseranregung mit 9,36 ms Pixelverweilzeit erfasst. Fur die
Bildanalyse wurden die Oberflachen von Zellen, Zellkernen und Mitochondrien mit der Batch-
Verarbeitungsfunktion von Imaris 9.3.1 rekonstruiert. Sich hieraus ergebende Daten wurden
bezogen auf mitochondriale Oberflache, mittlere Kugelférmigkeit und zur ellipsoiden
Achslange C (langste Achse) extrahiert und mit dem Vantage-Modul von Imaris 9.3.1

exemplarisch und mit Graphpad Prism v9.2 statistisch dargestellt.

2.2.12. Statistische Auswertung

Rohdaten sowie weiterfihrende Ergebnisse der Experimente wurden mit Graphpad
Prism v9.2 statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt. Die genutzten statistischen Tests
sowie n-Zahlen und p-Werte sind in den entsprechenden Beschreibungen der Abbildungen
aufgefuihrt. GemaR den Standards guter wissenschaftlicher Praxis sind statistisch signifikante
p-Werte < 0,05 mit einem * dargestellt. Weiterhin entsprechen p-Werte < 0,01 einer Darstellung
von ** und p-Werte < 0,001 einer Darstellung von ***. Alle Abbildungen stellen, falls in den
Beschriftungen nicht anders angegeben, die entsprechenden, individuellen Werte zusammen

mit einem Mittelwert und dem mittleren Standardfehler (standard error of the mean, SEM) dar.
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3. Ergebnisse

3.1. Quantifizierung von lokalen und systemischen Konzentrationen von SCFA

in MS Patienten und gesunden Kontrollen

Zu Beginn wurden Stuhlproben von HC (n=23), MS Patienten unter Basistherapie
(disease modifying treatment, DMT) (MS, n=20) und von MS Patienten mit Erstdiagnose (de
novo MS, n=32) mittels Flissigkeits-Chromatographie gekoppelt mit Massenspektroskopie
(LC-MSMS) untersucht. Hierbei lag der Fokus auf SCFA, genauer auf PA, BA und AA.
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Abbildung 3.1.1 A-C: Flissigkeits-Chromatographische - Massenspekiroskopische Messungen von SCFA in
Stuhlproben von HC, MS unter DMT sowie de novo MS zeigten eine reduzierte Menge an PA in MS Patienten, deutlich pragnanter
in Patienten mit Erstdiagnose (A). Es konnten keine signifikanten Unterschiede fiir AA (B) sowie BA (C) detektiert werden. Gezeigt
sind Einzeldatenwerte in umol/g Stuhlprobe verknipft mit Mittelwert und SEM (HC n=19; MS n=20; de novo MS n=32); statistische
Auswertung iber one-way ANOVA (p<0,001) mit Bonferroni Korrektur fir multiple Tests; HC vs MS p=0.0045; HC vs de novo MS
p<0.0001; modifiziert nach (Duscha et al., 2020).

Im Stuhl konnte eine signifikant erniedrigte Konzentration von PA bei MS und de novo
MS Patienten im Vergleich zu HC nachgewiesen werden. Zusatzlich enthielt Stuhl von
Patienten mit Erstdiagnose tendenziell geringere Konzentrationen von PA im Vergleich zu
Patienten mit langerer Erkrankungsdauer und DMT. Fir BA sowie AA ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den drei Untersuchungsgruppen (Abb. 3.1.1). Um einen
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Effekt durch unterschiedliche Verlaufsformen der MS zu untersuchen, wurde die MS Gruppe
entsprechend stratifiziert (RRMS (n=5), SPMS (n=9) und PPMS (n=6)). Dies konnte zeigen,
dass die Konzentration von PA unabhangig von der Verlaufsform im Vergleich zu HC
signifikant erniedrigt ist (Abb. 3.1.2 A). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Verlaufsformen bei Betrachtung der Konzentrationen von BA sowie AA im Stuhl
(Abb. 3.1.2 B/C).
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Abbildung 3.1.2 A-C: Stratifizierung des MS Patientenkollektives mit DMT nach Verlaufsform zeigte eine deutlich
niedrigere Konzentration an PA im Stuhl von MS Patienten aller drei Verlaufsformen; HC vs RRMS p=0.0422; HC vs SPMS
p=0.0461; HC vs PPMS p=0.0182; (A). Fir BA sowie AA ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (B/C). Gezeigt sind
Einzeldatenwerte in umol/g Stuhlprobe verknipft mit Mittelwert und SEM (HC n=19; RRMS n=5; SPMS n=9; PPMS n=6);
statistische Auswertung Uiber one-way ANOVA (p<0,001) mit Bonferroni Korrektur fir multiple Tests; modifiziert nach (Duscha et
al.,, 2020).

Nachfolgend wurden Untersuchungen in Bezug auf SCFA im Serum durchgefihrt. Hier
zeigte sich im Vergleich mit den Ergebnissen der Stuhlanalyse ein ahnliches Bild mit ebenfalls
einer signifikant niedrigeren Konzentration von PA im Serum von MS und de novo MS
Patienten, sowie keinen Unterschieden bei BA und AA (Abb. 3.1.3). Eine Stratifizierung in
Verlaufsformen der MS mit DMT Gruppe zeigt ebenfalls eine konsequente erniedrigte
Konzentration im Vergleich zu HC (Abb. 3.1.4).
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Abbildung 3.1.3 A-C: LC-MSMS Analysen von Patientenserum spiegeln ein ahnliches Bild wie Ergebnisse der
Stuhlanalysen. (A) MS Patienten mit DMT sowie de novo Patienten wiesen eine signifikant niedrigere Konzentration an PA im
Serum im Vergleich zu gesunden Kontrollen auf (HC n=19; MS n=24; de novo MS n=33; HC vs MS p=0.0006; HC vs de novo MS
p=0.0389). Es ergaben sich keine Unterschiede bei Betrachtung von BA sowie AA im Serum (B/C). Statistische Auswertung Giber
one-way ANOVA (p<0,001) mit Bonferroni Korrektur flir multiple Tests; modifiziert nach (Duscha et al., 2020).
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Abbildung 3.1.4.: Aufteilung der MS Patienten-Daten mit DMT in die verschiedenen Veraufsgruppen zeigte eine
deutlich emiedrigte Konzentration an PA im Serum in allen Erkrankungsformen (A). Es ergaben sich keine Unterschiede bei
Betrachtung von BA sowie AA Konzentrationen. HC n=19; RRMS n=6; SPMS n=12; PPMS n=6; HC vs RRMS p=0.0372; HC vs
SPMS p=0.0148; HC vs PPMS p=0.0084; statistische Auswertung iber one-way ANOVA (p<0,001) mit Bonfferoni Korrektur fiir
multiple Tests; modifiziert nach (Duscha et al., 2020).
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3.2. Supplementierung von PA — Dosistitration bei gesunden Kontrollen

Basierend auf den Ergebnissen der metabolischen Untersuchungen und aufgrund
eigener Vorarbeiten (Haghikia et al., 2015) wurde eine Supplementierung von PA zuerst bei
HC zur Dosistitration durchgefuhrt. Hierzu wurden fur 14 Tage jeweils taglich 100 mg (n = 7),
500 mg (n = 5) oder 1000 mg (n = 24) PA in Form von zwei Kapseln eingenommen. Jeweils
zu dO und zu d14 wurden T-Zell Subtypen, namentlich Treg, Th1 und Th17 aus peripherem

Blut mittels Durchflulizytometrie untersucht.

14 tagige Supplementierung von PA zeigte bei einer Dosis von 1000 mg taglich eine
signifikante Erhdhung von Treg um ca. 30 % im Vergleich zum Basiswert. Niedrigere
Dosierung von PA hatten keinen Einfluss auf periphere Treg (Abb. 3.2.1 A). Ebenfalls wurden
Th1 sowie Th17 im Falle der gesunden Probanden nicht von einer PA Supplementierung
unterschiedlicher Dosierung beeinflusst (Abb. 3.2.1 B/C). Fir nachfolgende Experimente im

Rahmen der Studie wurde eine PA Dosis von 1000 mg pro Tag festgelegt.
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Abbildung 3.2.1: Dosistitration von PA bei Betrachtung der relevanten mit MS assoziierten T Zell Subpopulationen Treg,
Th1 und Th17. Bei einer Dosis von 100 mg pro Tag zeigte sich eine deutliche Zunahme der Treg. Th1 sowie Th17 wurden bei HC
nicht von PA Supplementierung beeinflusst. (HC; 100 mg, n =7; 500 mg, n = 5; 1,000 mg, n = 24; jede Gruppe wurde entsprechend
gegen die Baseline mittels Mann-Whitney Test auf Signifikanz Uberpriift; HC Baseline vs HC d14 1000 mg; p<0,0001), modifiziert
nach Duscha et al. 2020.

3.3. Der Effekt von PA Supplementierung auf das periphere Immunsystem im

Kontext von MS

Fir eine Untersuchung des Effektes von 1000 mg PA pro Tag auf das periphere
Immunsystem bei MS Patienten wurden insgesamt 91 MS Patienten mit DMT (RRMS n = 45;
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SPMS n = 36; PPMS n = 10), 36 de novo MS Patienten sowie 24 HC rekrutiert, welche fir 14
Tage PA zur Supplementierung erhielten. Optional konnte die PA Supplementierung nach
Ablauf der 14 Tage fortgesetzt werden. Dieses Angebot nahmen 40 MS Patienten mit DMT
sowie 14 der de novo Patienten an. Weiterfiihrende Blutabnahmen erfolgten longitudinal nach
90 Tagen.

Zur Beurteilung des Effektes von PA auf den Immunphanotyp wurden Treg, Th1, Th17
sowie ein globales Immunzellpanel bestehend aus T Zellen (CD3), Thelfer Zellen (CD4),
cytotoxischen T Zellen (CD8), B Zellen (CD19) und NK Zellen (CD16/56) mittels
Durchflulizytometrie zu den oben genannten Zeitpunkten gemessen. Initial zeigte sich
entsprechend bekannter Literatur (Kleinewietfeld and Hafler, 2014) eine geringere Menge an
Treg im peripheren Blut von MS Patienten im Vergleich zu HC. Nach 14 Tagen
Supplementierung zeigte sich fur Treg ein signifikanter Anstieg in HC um ca. 30 %. Treg in MS
Patienten waren ebenfalls nach 14 Tagen signifikant erhdht um ca. 30 %, was einem Basiswert
Niveau von HC entsprach. Dieser Effekt persistierte ebenfalls bei longitudinaler Betrachtung
(Beispielhafter FACS Plot Abb. 3.3.1 und Abb. 3.3.2 A).

2,3 % 4,7 %

CD4

FoxP3

Abbildung 3.3.1: Beispielhafter Plot der durchflulzytometrischen Bestimmung von Treg Gber CD4 und FoxP3 (Daten
eines MS Patienten; links zur Baseline, rechts nach 14 Tagen PA Supplementation; modifiziert nach Duscha et al. 2020).
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Th17 waren im Vergleich der Baseline zwischen HC und MS signifikant erhéht bei MS
Patienten. Nach 14 tagiger PA Supplementierung ergaben sich bei HC keine Anderungen. Bei
MS Patienten jedoch sank der Anteil von Th17 um ca. 35 %. Dieser Effekt konnte ebenfalls
longitudinal nachgewiesen werden (Abb3.3.2 B). Th1 wies keine Unterschiede zwischen HC
und MS zur Baseline auf. Wahrend bei HC ebenfalls keine Veranderungen durch PA
Supplementierung in Bezug auf Th1 nachgewiesen werden konnten, sanken Th1 bei MS
Patienten signifikant um 27 % nach 14 Tagen sowie nach longitudinaler Einnahme (Abb. 3.3.2
C).
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Abbildung 3.3.2: Durchfluzytometrische Analyse der T Zell Subpopulationen im peripheren Blut zeigte einen signifikant
positiven Effekt auf Treg sowohl bei HC, als auch bei MS Patienten (A). Wahrend Th1 und Th17 nach 14-tagiger Einnahme bei HC
keinen Effekt zeigten, stellte sich bei MS Patienten eine signifikante Reduktion beider Populationen ein (B/C). HC n =24; MS, n =
91 fur Baseline und d14; n = 40 longitudinal. Intergruppenanalyse mit Mann-Whitney Test; Intragruppenanalyse mit gepaartem t-
Test. A: HC Baseline vs HC d14 / MS Baseline vs MS d14 / HC Baseline vs MS Baseline p < 0.0001; MS d14 vs MS longitudinal,
p = 0.0009; B: HC Baseline vs MS Baseline, p = 0.0192; MS Baseline vs MS d14, p = 0.0018; MS Baseline vs MS longitudinal, p =
0.0015. C: MS Baseline vs MS d14, p = 0.0163; MS Baseline vs MS longitudinal, p = 0.0331, modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Nachfolgend wurde die de novo Kohorte ebenfalls auf die drei T Zell Subpopulationen
hin untersucht. Fir Treg konnte der in der MS mit DMT Kohorte gezeigte Effekt repliziert
werden. Hier stiegen Treg nach Supplementierung von PA fiir 14 Tage um ca. 25 % an, was
sich nach 90 Tagen ebenfalls zeigen lie3 (Abb. 3.3.3 A). Die Anzahl an Th17 nahm im
Studienverlauf signifikant im Vergleich zum Basiswert ab, prominenter nach 90 Tagen

Supplementierung (Abb. 3.3.3 B). Th1 Zellen nahmen im Zeitraum von 14 Tagen
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Supplementierung von PA signifikant um ca. 22 % ab, wobei longitudinal keine Unterschiede
erkennbar waren (Abb. 3.3.3 C).
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Abbildung 3.3.3: T Zell Subpopulationen wurden in der de novo Kohorte durchfluRzytometrisch
untersucht. Der Anstieg an Treg (A) sowie eine Abnahme von Th17 (B) und Th1 (C) konnten wie in der MS mit
DMT Kohorte repliziert werden. Baseline und d14, n = 38; d90, n = 14; gepaarter t Test; A: Baseline vs d14, p =
0.0429; Baseline vs d90, p = 0.0002; B: Baseline vs d14, p = 0.0038; Baseline vs d90, p < 0.0001; d14 vs d90, p =
0.0122; C: Baseline vs d14, p = 0.002, modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Abschlielend wurde das globale Immunzellpanel mit der MS unter DMT Kohorte und
HC durchgefiihrt. Hierbei ergaben sich nur ein signifikanter Unterschied zwischen der Baseline
bei HC und der Baseline MS bei cytotoxischen (CD8) T Zellen. Es ergaben sich keine weiteren

Unterschiede in den anderen Immunzellpopulationen (Abb. 3.3.4).

Zusammenfassend zeigte PA Supplementation fur 14 Tage und ebenfalls longitudinal
sowohl bei MS Patienten mit DMT, als auch bei Patienten mit Erstdiagnose einen robusten
Effekt auf die Thelfer Zellpopulationen im peripheren Blut, mit besonderem Fokus auf einen
Anstieg von Treg und einer Verminderung von Th17. Eine initial bestehende Dysbalance
zwischen Treg und Th17 konnte durch 14 tagige PA Supplementation teilweise beeinflusst

werden.
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Abbildung 3.3.4: Globale Immunphanotypisierung zeigte keine Unterschiede in peripheren CD3+ T Zellen
(A), Thelfer Zellen (CD4+; C), NK Zellen (CD16/56; D) sowie in B Zellen (CD19; E) nach 14 Tagen PA
Supplementierung. CD8+ cytotoxische T Zellen zeigten signifikant geringere Mengen in MS Patienten zur Baseline
im Vergleich zu HC. Mann-Whitney Test; HC n = 8; MS n = 71; CD8 HC Baseline vs MS Baseline p = 0.0398;
modifiziert nach Duscha et al. 2020.

3.4. Der Effekt von PA Supplementierung auf andere autoimmunvermittelte

Erkrankungen am Beispiel von RA

Zur Validierung der Ergebnisse der Immunphanotypisierung bei MS Patienten wurde
eine weitere Kohorte einer anderen Autoimmunerkrankung, namentlich RA von insgesamt 20
Patienten in der Klinik fir Rheumatologie am Universitatsklinikum Erlangen von Patrick Trager
und Mario Zaiss rekrutiert und immunologisch phenotypisiert. Hierbei wurde PA fir 28 Tage
mit 1000 mg pro Tag supplementiert. 10 Patienten wurde Blut zur Baseline abgenommen, bei
10 Patienten konnte kein Blut zur Baseline erhalten werden. Verlaufsuntersuchungen erfolgten
bei allen 20 Patienten an d14 und d28. DurchfluBzytometrisch wurden Treg aus peripherem

Blut bestimmt.
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Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass ebenfalls bei RA Patienten Treg nach 14
Tagen PA Supplementierung um ca. 45 % anstiegen. Dieser Effekt persistierte auch nach 28
Tagen der PA Einnahme. Zusammengefasst wirkt PA ebenfalls immun-modulatorisch in einer

anderen Autoimmunerkrankung, wie am Beispiel der RA gezeigt.
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Abbildung 3.4.1: PA Supplementation bei RA Patienten zeigte einen signifikanten Anstieg von Treg im
peripheren Blut nach 14 und 28 Tagen der Einnahme (Baseline n = 10, d14/d28 n = 20; Mann-Whitney Test;
Baseline vs d14 p = 0.002; Baseline vs d28 p = 0.0019), modifiziert nach Duscha et al. 2020.

3.5. Funktionale Untersuchung von Treg im Kontext der PA Supplementierung

Um die Verschiebung der Treg / Th17 Dysbalance hinsichtlich des Immunphanotyps
hin zu einem Gleichgewicht beider Zelltypen durch PA Supplementierung auf funktionaler
Eben zu untersuchen, wurden im Zuge der Phanotypisierung ebenfalls Suppressionsassays
durchgefihrt. Diese gaben Aufschluss Uber die sog. Suppressive Kapazitat von Treg, also die
Fahigkeit von Treg, Proliferation bzw. immunologische Funktion von anderen potentiell

pathologischen Zelltypen zu supprimieren (beispielhaft gezeigt in Abb. 3.5.1). Hierzu wurden
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Assays von HC (n = 16) und MS Patienten unter DMT (n = 74) zur Baseline und nach 14 Tagen
PA Supplementation untersucht. Zudem wurden gleichsame Experimente mit de novo
Patienten zu den Zeitpunkten Baseline, d 14 und d90 durchgeflihrt (Baseline/d14 n = 38; d90
n=14).

27 % 75 %
| Ctr " cD3
] I . CD28

32/%

A J

Abbildung 3.5.1: Exemplarische Histogramme des Suppressionsassays fiir die Proliferation von PBMCs
in Anwesenheit oder Abwesenheit von Treg. Die oberen Grafiken zeigen unstimulierte und stimulierte (CD3/CD28)
PBMCs. Die unteren Grafiken zeigen gefarbte PBMCs in Kokultur mit ungefarbten Treg Zellen am Tag 0 (70%
Proliferation, linke Grafik) und am Tag 14 nach PA Supplementation (32% Proliferation, rot, rechte Grafik). Die
Prozentsatze geben die Proliferation von gefarbten PBMCs an Tag 4 der Kokultur an.

Zum Basiswert konnte eine signifikant niedrigere suppressive Kapazitat der Treg von
MS Patienten im Vergleich zu HC beobachtet werden, was sich mit Ergebnissen aus der
Literatur deckte (Viglietta et al., 2004). Nach 14 Tagen PA Supplementation gab es keine
Unterschiede bei HC; die suppressive Kapazitat der Tregs von MS Patienten stieg jedoch im

Rahmen der Einnahme signifikant auf das Niveau der gesunden Kontrollen an (Abb. 3.5.2).
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Abbildung 3.5.2: Untersuchung der Funktion von Treg uber Messung der suppressiven Kapazitat zeigt
eine initial reduzierte Funktion von Treg bei MS Patienten. Nach 14-tagiger PA Einnahme steigt die suppressive
Funktion signifikant auf das Niveau von HC an. HC, n = 16; MS, n = 74; Intergruppenanalyse, Mann-Whitney Test;
Intragruppenanalyse, gepaarter t Test; HC Baseline vs MS Baseline, p = 0.0083; MS Baseline vs MS d14, p =
0.0048; modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Bei Betrachtung der suppressiven Kapazitdt der Treg von MS Patienten mit
Erstdiagnose zeigt sich ein dhnliches Bild. Hier steigt die suppressive Kapazitat signifikant von
Baseline zu d14 um 35 % an und steigt nach 90 Tagen Supplementierung auf 50 %
Unterschied zur Baseline (Abb. 3.5.3).

Zusammengefasst lasst sich eine gesteigerte suppressive Kapazitat und somit
zelluldre Funktion von Treg bei MS Patienten mit DMT und Erstdiagnose bei PA Einnahme

von 14 bis 90 Tagen beobachten.
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Abbildung 3.5.3: Treg von de novo Patienten zeigten eine erhéhte suppressive Kapazitat nach 14 bis 90
Tagen PA Einnahme. Baseline / d14, n = 38; d90, n = 14; gepaarter t Test; Baseline vs d14, p = 0.0009; Baseline
vs d90, p = 0.0021; modifiziert nach Duscha et al. 2020.

3.6. Untersuchung des Verhaltnisses zwischen Anzahl und funktionaler

Kapazitat von Treg

Um zu untersuchen, ob die gesteigerte suppressive Kapazitat sowie die erhdhte Anzahl
von Treg im peripheren Blut von der individuellen Basistherapie der MS Patienten unter DMT
abhangig ist, wurden Daten fur prozentualen Treg Anteil sowie suppressive Kapazitat
entsprechend der Basistherapie zu den Zeitpunkten Baseline und d14 stratifiziert (Treg Abb.
3.6.1; Suppressive Kapazitat Abb. 3.6.2).

Bei Stratifizierung von Treg nach individueller Basistherapie liel sich zeigen, dass Treg
unter samtlichen Therapieformen bis auf Glatiramer Acetat einen tendenziellen bzw.
signifikanten Anstieg aufwiesen. Die starksten Effekte konnten bei dem B Zell depletierenden
Therapeutikum Rituximab und der Behandlung mit Dimethyl Fumarat beobachtet werden.

Ebenfalls zeigte die Gruppe ohne DMT einen signifikanten Anstieg von Treg (Abb. 3.6.1).
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Abbildung 3.6.1: Stratifizierung von Treg zur Baseline und 14 Tage nach PA Supplementierung in MS Patienten
unter DMT zeigt einen starken Effekt bei Rituximab, Dimethyl Fumarat und ohne DMT; Mann-Whitney test;
Interferon beta (IFN-B) n = 4; Teriflunomid n = 4; Glatiramer Acetat n = 8; Fingolimod n = 5; Rituximab n = 14;
Dimethyl Fumarat n = 21; ohne DMT n = 35; Rituximab dO vs d14 p = 0.0264; Dimethyl Fumarat d0 vs d14 p =
0.0048; kein DMT p = 0.0009; modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Bei Aufteilung der Daten zu suppressiver Kapazitat in die unterschiedlichen
Therapieformen zeigte sich ein ahnliches Muster. Jedoch konnte hier nach 14 tagiger PA
Behandlung in allen Gruppen ein zumindest tendenzieller Effekt beobachtet werden, welcher
wiederum fur Rituximab, Dimethyl Fumarat und ohne DMT als signifikant bewertet werden
kann (Abb 3.6.2). Nicht signifikante Ergebnisse in den Gruppen Interferon beta, Teriflunomid,
Glatiramer Acetat sowie Fingolimod kénnten auf im Vergleich zu geringe n Zahlen zurlck zu

fuhren sein.
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Abbildung 3.6.2: Stratifizierung der suppressiven Kapazitat zur Baseline und nach 14-tagiger Einnahme
von PA von MS Patienten unter DMT zeigten eine signifikante Erhéhung bei Therapie mit Rituximab, Dimetyl
Fumarat sowie ohne DMT. Interferon beta (IFN-B) n = 4; Teriflunomid n = 3; Glatiramer Acetat n = 4; Fingolimod n
= 4; Rituximab n = 10; Dimethyl Fumarat n = 18; ohne DMT n = 31; Rituximab dO vs d14 p = 0.0484; Dimethyl
Fumarat dO vs d14 p = 0.0028; ohne DMT d0 vs d14 p = 0.0447; modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Nach Uberpriifung der individuellen Basistherapie als mdéglicher Einflussfaktor auf den
immunmodulierenden Effekt von PA, sollte Uberprift werden ob die erhdhte suppressive
Kapazitat in vivo durch die erhdhte Anzahl an Treg im peripheren Blut vermittelt wird. Hierzu
wurden MS Patienten basierend auf dem Anstieg bzw. der Abnahme/Stabilitdt der Treg
Population nach 14 Tagen PA Einnahme in Responder (Treg Ratio d14/Baseline >1) und Non-
Responder (Treg Ratio d14/Baseline <1) aufgeteilt. AnschlieBend wurde die suppressive
Kapazitat in beiden Gruppen zur Baseline und nach 14 Tagen PA Supplementation verglichen.
Weiterhin wurden entsprechende Ratios von Treg (d14/Baseline) und suppressiver Kapazitat
(d14/Baseline) individuell korreliert (Abb 3.6.3).
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Hierbei ergab sich sowohl bei Respondern als auch bei Non-Respondern ein
signifikanter Anstieg der suppressiven Kapazitat nach 14 tagiger Einnahme von PA. Dies zeigt
deutlich eine Unabhangigkeit des Anstiegs der suppressiven Kapazitat von der Anzahl
peripherer Treg bei PA Supplementierung (Abb. 3.6.3 A). Diese Ergebnisse werden ebenfalls
unterstiitzt durch eine fehlende Korrelation zwischen der Anderung der Anzahl von Treg und

der entsprechenden Anderung der suppressiven Kapazitat (Abb. 3.6.3 B).
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Abbildung 3.6.3: (A) Im Vergleich von Treg Respondern und Non-Respondern in Bezug auf suppressive
Kapazitat nach 14-tagiger PA Einnahme zeigen sich in beiden Gruppen signifikante Anstiege der suppressiven
Kapazitat von Treg; gepaarter t Test fir Intragruppenanalyse, Mann-Whitney Test flr Intergruppenanalyse;
(Responder n = 42; Non-Responder n = 32; R Baseline vs R d14 p = 0.0053; NR Baseline vs nR d14 p = 0.0008).
(B) Eine lineare Regressionsanalyse von Treg sowie suppressiver Kapazitat, jeweils als Ratio aus d14/Baseline,
zeigt keine Korrelation zwischen beiden Variablen (n = 74; p = 0.2214; R2 = 0.0209); modifiziert nach Duscha et al.
2020.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Analyse des Verhaltnisses zwischen
Anzahl von peripheren Treg und suppressiver Kapazitat im Kontext von PA Supplementierung,
dass eine gesteigerte Treg Funktion nicht von der Anzahl an Zellen im peripheren Blut und
nicht von der individuellen Basistherapie abhangig ist. Somit konnte ein robuster Effekt von PA
auf suppressive Kapazitat und somit direkt auf die Funktion von Treg im Kontext der MS

nachgewiesen werden.
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3.7. Langzeit-Beobachtung von klinischen Parametern bei PA

Supplementierung

Zur Beurteilung ob die experimentell erfassten Ergebnisse ebenfalls eine klinische
Auspragung im Kontext der PA Supplementierung aufweisen, wurden retrospektiv klinische
Daten von insgesamt 97 MS Patienten der PA Kohorte erfasst. Hierzu z&hlten einerseits der

EDSS, andererseits die individuelle Schubrate der Patienten.

Zu Beginn wurde der mittlere EDSS der gesamten Kohorte von sechs Jahren vor bis
drei Jahren nach PA Supplementation erfasst und graphisch aufgetragen (Abb. 3.7.1) wobei

keine Unterschiede bzw. Tendenzen zu einer Ab- oder Zunahme festgestellt werden konnten.

PA Supplementierung
8-

EDSS
v

0

6 5 -4 3210 1 2 3
Jahre vor / nach PA Supplementierung

Abbildung 3.7.1: Graphische Darstellung des mittleren EDSS Verlaufes von sechs Jahren vor PA bis hin
zu drei Jahren nach Beginn der PA Supplementation. Dargestellt ist der Mittelwerte des EDSS pro Jahr (rote Linie)
mit Standardfehler (graue Flache); n = 97.

Eine Unterscheidung zwischen den beiden haufigsten Verlaufsformen (RRMS und
SPMS) konnte im Vergleich zur Untersuchung der gesamten Kohorte hingegen eine leichte
Senkung des mittleren EDSS bei RRMS (Abb. 3.7.2 A) sowie eine Stabilisierung des EDSS
bei SPMS (Abb. 3.7.2 B) zeigen. Eine Betrachtung der kleinsten Gruppe mit primar

progredienter Verlaufsform (n = 17) konnte aufgrund stark unterschiedlicher EDSS Werte der
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inkludierten Patienten sowie einer niedrigen Dokumentationsrate fir den EDSS nicht

ausgewertet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.7.2: Stratifizierung nach Verlaufsform zeigt eine Absenkung des mittleren EDSS bei RRMS
(A) sowie eine Stabilisierung des EDSS Verlaufes bei SPMS (B). Dargestellt ist der Mittelwerte des EDSS pro Jahr
(rote Linie) mit Standardfehler (graue Flache); RRMS n = 49; SPMS n = 31; Abb. A modifiziert nach Duscha et al.
2020.

Zur genaueren Bewertung des klinischen Effektes von longitudinaler PA
Supplementierung wurde das Risiko der Krankheitsprogression anhand einer Analyse nach
Kaplan Maier mit 0 = gleicher/verbesserter EDSS im Vergleich zum Vorjahr sowie des
Exklusionsfaktors 1 = Verschlechterung des EDSS im Vergleich zum Vorjahr mit 97 Patienten
mit PA Supplementierung und 57 Alters und Geschlechts angepassten MS Patienten ohne PA
Supplementierung durchgefihrt. Hierbei wurden dieselben Zeitintervalle wie in der oben
beschriebenen EDSS Auswertung genutzt. Beide Kurven wurden mittels log-Rank Test fir den
Zeitraum vor und nach PA Supplementation statistisch untersucht. Hierbei ergab sich ein
signifikanter Unterschied nach PA Supplementierung (Zeitpunkt 0) zwischen beiden Gruppen,
wobei das Risiko zur Krankheitsprogression in der PA behandelten Gruppe signifikant
reduziert wurde (Abb3.7.3).
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Abbildung 3.7.3: Kaplan-Meier Analyse fuir MS Patienten von sechs Jahren vor bis zu drei Jahren nach PA

Supplementierung zeigt eine signifikant niedrigere Krankheitsprogression in der PA Gruppe (griine Linie) im Vergleich zu
Alters und Geschlechts angepassten MS Patienten (rote Linie) (log rank Test, p = 0.0027; MS+PA, n =97; MS ohne PA,

n=>57).

Zur Untersuchung des Einflusses von PA Supplementierung auf die jahrliche

Schubrate, wurden entsprechende Daten von 97 MS Patienten retrospektiv aufgenommen und

vor sowie nach PA Supplementation ausgewertet (Abb 3.7.4). Eine Supplementierung mit PA

reduziert hierbei die mittlere, jahrliche Schubrate signifikant um 30 %. Bei Betrachtung der

prozentualen Veranderung der jahrlichen Schubrate (Abb 3.7.4 B) konnte weiterhin gezeigt

werden, dass von 97 MS Patienten ca. 10 Patienten unter PA Supplementation eine

Verschlechterung der Schubrate verzeichneten. 47.42 % blieben stabil und 41,24 %

verbesserten sich Uber den Behandlungszeitraum. Bei einer Stratifizierung der relativen

Anderung der jahrlichen Schubrate in Bezug auf einzelne Basistherapien konnte gezeigt

werden, dass keine individuelle Therapieform einen gegenteiligen Einfluss hat. Alle

unterschiedlichen Basistherapien zeigen ebenfalls hauptsachlich eine Stabilisierung bzw.

Verbesserung der relativen Anderung der jahrlichen Schubrate (Abb 3.7.5).
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Abbildung 3.7.4: Statistische Auswertung der jahrlichen Schubrate vor und nach PA Supplementierung
zeigt eine signifikante Reduktion nach Beginn der Behandlung (A) (p = 0.0002, Mann-Whitney test, n = 97). Eine
Stratifizierung der relativen Anderung der jahrlichen Schubrate zeigt, dass nur 11,34 % der Patienten unter PA

Supplementierung eine Verschlechterung aufzeigen. n = 97; modifiziert nach Duscha et al. 2020.



53

-

100' : : : S : 3 Verbesserung
; : ; : . mm Stabi
Bl Verschlechterung

| »

(3]

18 24

12 § f 16

% relative Anderung der
jahrlichen Schubrate
@)
=
| ~

o
o
o

Fingolimod
Glatiramer Acetat il -

Rituximab

Teriflunomid

Kein DMT

Dimethyl Fumarat

Abbildung 3.7.5: Stratifizierung der relativen Anderung der jahrlichen Schubrate in die unterschiedlichen
Basistherapien nach PA Supplementation (MS gesamt n = 97, einzelne Zahlen Uber den Balken entsprechen der

n Zahl inkludierter Individuen), modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Zusammengefasst zeigt eine langfristige Supplementierung mit PA eine Verbesserung
des klinischen Verlaufes der MS anhand einer Stabilisierung (SPMS) bzw. Reduktion des
mittleren EDSS (RRMS) sowie einem reduzierten Risiko zur Krankheitsprogression. Zudem
wurde in Bezug auf die jahrliche Schubrate eine signifikante Reduktion nachgewiesen, was

insgesamt fir einen deutlichen, klinischen Effekt der PA Supplementierung spricht.
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3.8. Validierung von PA Konzentrationen im Liquor von MS Patienten

Um die bereits identifizierte klinische Relevanz von PA Supplementation weiter zu
untersuchen und zu validieren, ob spezifische Effekte in Verbindung mit PA auch
mdglicherweise direkt im ZNS vermittelt werden kdnnen, wurde die Konzentration von PA im
Liquor von drei MS Patienten nach 2,78 + 0,24 Monaten der Supplementierung mittels GC-
MSMS vermessen. Die initiale Konzentration zum Basiswert liegt hierbei wesentlich unterhalb
der systemischen Konzentration im Serum (siehe Abschnitt 3.1.1). Uber den Zeitraum der
Einnahme erhohte sich die Konzentration von PA im Liquor signifikant um ca. 20 % (Abb.
3.8.1).

In der Betrachtung dieser Teilergebnisse lasst sich zusammenfassen, das durch

Supplementation ebenfalls die Konzentration von PA im Liquor, also direkt im ZNS, ansteigt.

5.0;

2.51

I\

PA Konzentration im Liquor [uM]

Baseline 1
Longitudinal -

Abbildung 3.8.1: PA Supplementation fiir ca. drei Monate vermittelt einen signifikanten Anstieg der Fettsaure im Liquor
bei MS Patienten (n = 3; p = 0.038; gepaarter t Test), modifiziert nach Duscha et al. 2020.
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3.9. Untersuchung der suppressiven Kapazitat bei in vitro Stimulation von Treg
mit PA

Um direkt zu untersuchen, ob PA in vitro eine Erhdhung der suppressiven Funktion von
Treg auslésen kann, wurden Treg aus PBMCs von gesunden Kontrollpersonen isoliert und
parallel zu den Ubrigen PBMCs ohne Treg fur 5 Tage in Anwesenheit oder Abwesenheit von
PA kultiviert. Die im Anschluss geernteten Zellen wurden dann, wie bereits beschrieben,
experimentell in einem Suppressionsassay genutzt. Hierbei wurde die Proliferation von
PBMCs in Kokultur in Anwesenheit mit bzw. ohne PA-behandelten Treg, wie im Abschnitt 3.5
beschrieben, gemessen. Die PA-Behandlung konnte die suppressive Kapazitat von Treg in
vitro trendmafig erhéhen (Abb 3.9.1).

150,

I\
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Treg & PA 1
Treg + PA 1

Abbildung 3.9.1: Die Analyse der suppressiven Kapazitat von Treg nach flinftagiger in vitro Stimulation
mit PA zeigt einen Trend zu einer erhdhten suppressiven Kapazitat bei PA behandelten Treg im Vergleich zu der

Versuchsgruppe ohne PA (p = 0,0648; gepaarter t Test; n = 6); modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Um den detektierten, direkten in vitro Effekt von PA funktional genauer zu untersuchen,
wurden Zellkulturiberstande der initialen Suppressionsassays (MS mit DMT und de novo MS,
siehe Abschnitt 3.5) auf die relevanten SchlUsselzytokine IL10, IL17 und IFNy mittels ELISA
untersucht. Die Ergebnisse zeigen einen deutlich signifikanten Anstieg von IL10 im Uberstand

des Suppressionsassays bei MS Patienten unter DMT nach 14-tagiger Einnahme von PA.
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Weiterhin wurde im selben Kokultur-Uberstand eine signifikant reduzierte Menge IL17 sowie
IFNy detektiert (Abb. 3.9.2).
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Abbildung 3.9.2: Die Zytokinausschiittung nach viertagiger Kokultur spiegelt die hdhere suppressive
Kapazitat von Treg wieder. Gemessen wurden das antiinflammatorische IL10 sowie die proinflammatorischen
Zytokine IL17 und IFNy aus Kokulturtiberstdnden der MS unter DMT Kohorte nach 14 Tagen PA Supplementierung
(n =20 MS; gepaarter t Test; IL10 MS Baseline vs MS d14, p = 0.0156; IL17 MS Baseline vs d14 p = 0.0229; IFNy
MS Baseline vs d14 p = 0.0400), modifiziert nach Duscha et al. 2020.

In der de novo Kohorte wurden die gleichen Zytokine aus den Suppressionsassay
Kulturiberstadnden zur Baseline, d14 und d90 vermessen. Hier zeigt sich eine deutlich
signifikante Zunahme von IL10 Uber den Untersuchungszeitraum um 90 % im Vergleich
zwischen d14 und Baseline. Dieser Effekt durch die in vivo Behandlung mit PA persistierte
ebenfalls nach 90 Tagen. Unterschiedlich zur MS unter DMT Kohorte konnte keine Anderung
signifikante Reduktion von IL17 im Kulturiberstand detektiert werden. IFNy reduzierte sich nur
nach 90 Tagen der PA Supplementierung um 43 % (Abb. 3.9.3).



57

A B C

— 2500 — 20007 - _ 2000 —————

£ £ E

2 2 2

S S 5

© © i

€ 1250 € 10001 = 10007

r i :

Q . - EX Q T Q . .

‘9 s & ‘[: . * E e .

> G = e B Llmdk
§ 5 3 § 5 3 § 5 3
de novo MS de novo MS de novo MS

Abbildung 3.9.3: Zytokinkonzentrationen im Kulturiiberstand der Suppressionsassays der de novo MS
Kohorte zeigen ebenfalls einen signifikanten Anstieg des antiinflammatorischen Zytokins IL10 (n = 10; IL10: de
novo MS Baseline vs de novo MS d14, p = 0.0014; de novo MS Baseline vs de novo MS d90, p = 0.0036; IFNy de
novo MS IFNy Baseline vs d90 p = 0.0386), modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Zusammengefasst zeigte eine in vitro PA-Behandlung von Treg einen direkten Einfluss
auf die suppressive Kapazitat, welche mit einer erhdhten Zytokinausschittung von IL10

einherging.

3.10. Der Einfluss des Schlusselzytokins IL10 als Mediator einer erhdhten

suppressiven Kapazitat von Treg

Um den Zusammenhang zwischen suppressiver Kapazitat von Treg und IL10 als
antiinflammatorisches Zytokin, welches hauptsachlich von Treg sezerniert wird, genauer zu
untersuchen, wurde neben einer direkten Korrelation beider Parameter ebenfalls ein

Suppressionsassay in Verbindung mit einem IL10 neutralisierenden Antikdrper durchgefihrt.

Die Korrelation von suppressiver Kapazitat und IL10 Konzentration im Kulturiiberstand
wurde mit Daten der MS unter DMT in Verbindung mit Daten der de novo MS Kohorte
durchgefuhrt (n = 68). Hierbei zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen beiden

Parametern mit p = 0,0002 und einem BestimmtheitsmaR von R? = 0,1852. Somit konnten ca.
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20 % des positiven Effektes von PA Supplementierung auf die suppressive Kapazitat von Treg
durch eine erhdhte IL10 Konzentration im Kulturiberstand erklart werden.

400- R? =0.1852
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Abbildung 3.10.1: Korrelation zwischen IL10 Konzentration im Kulturiberstand und suppressiver
Kapazitat von Treg aus den Suppressionsassays der MS unter DMT und de novo MS Kohorte zeigt einen linearen
Zusammenhang zwischen beiden Parametern (n = 68; lineare Regressionsanalyse, p = 0,0002, R? 0,1852),
modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Um den Zusammenhang zwischen IL10 und Immunzellfunktion genauer zu
untersuchen, wurde getestet, ob der durch PA verursachte Anstieg der Treg Suppression der
PBMC-Proliferation die Anwesenheit von IL-10 erfordert. Treg von de novo MS Patienten
wurden zur Baseline und nach 14 Tagen PA Supplementierung isoliert und nachfolgend wie
unter Abschnitt 3.5 beschrieben im Suppressionsassay verwendet. Zusatzlich wurde neben
der beschriebenen Methodik ein monoklonaler Anti-IL10-Antikorper in der Kokultur von PBMC
und Treg verwendet. Wahrend zur Baseline keine Unterschiede detektiert wurden, verhinderte

die Depletion von IL10 den Anstieg der suppressiven Kapazitat nach 14-tagiger Einnahme von
PA (Abbildung 3.10.2).

Zusammenfassend bestatigten diese Ergebnisse die Relevanz von IL10 als
suppressiver Mediator fir die PA-Modulation der Treg Funktion.
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Abbildung 3.10.2: Suppressionsassay mit Zellen von de novo Patienten unter Verwendung eines Anti-IL10-Antikdrpers
zeigen eine Unterdriickung des Effekts in Bezug auf eine erhdhte Funktion von Treg nach 14 Tagen PA Einnahme (n = 24;
Intragruppenanalyse gepaarter t Test; Intergruppenanalyse Mann-Whitney Test; Kontrolle (Ctr) Baseline vs Ctr d14, p = 0.0045; Ctr
d14 vs IL-10 Block d14, p = 0.0031); modifiziert nach Duscha et al. 2020.

3.11. Einfluss von PA auf mitochondriale Atmung und mitochondriale

Morphologie bei Treg

Der Zellstoffwechsel spielt eine wichtige Rolle bei der Funktion verschiedener
Immunzellen, auch im Kontext der MS (Brunet-Ratnasingham et al., 2019). Um den
zugrundeliegenden Mechanismus fur den beobachteten Anstieg der suppressiven Kapazitat
von Treg und der Produktion von IL10 genauer zu untersuchen, wurde die
Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) von isolierten Treg von de novo
MS Patienten vor und nach PA-Supplementierung mittels Seahorse Technologie vermessen

(Abb. 3.11.1 als Ubersichtsdarstellung der Analyseergebnisse).
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Abbildung 3.11.1: Beispielhafte Darstellung einer Auswertung der Seahorse Messung mittels XF Cell Mito Stress Test
zur Beurteilung der mitochondrialen Atmung der Zielzellen. Abbildung modifiziert nach https:/iwww.agilent.com/en/support/cell-

analysis/mitochondrial-respiration-xf-cell-mito-stress-test, abgerufen am 18.06.2022.

Bei MS Patienten zeigte sich im Vergleich zu HCs eine signifikant verminderte OCR
zum Basiswert in der maximalen Atmung sowie eine Tendenz zu einer verminderten basalen
Atmung. (Abb. 3.11.2). Die longitudinale Supplementation mit PA (Tag 90) erhéhte die OCR
der Treg von MS Patienten, welche zu diesem Zeitpunkt einen ahnlichen Gesamtverlauf der
OCR-Kurve aufweisen wie HC. Die Basal- und Maximalatmung von MS Patienten nahmen

nach 90 Tagen PA-Supplementierung ebenfalls signifikant zu (Abb. 3.11.3).
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Abbildung 3.11.2: Die OCR von Treg von HC wurde mit der OCR von Treg von de novo MS Patienten
an Tag 0, Tag 14 und Tag 90 der PA Supplementierung verglichen, wobei sich Baseline sowie d14 Werte der MS
Patienten von HC unterschieden. Nach 90 Tagen PA Supplementation nahern sich die Werte der MS Patienten
denen von HC an (HCs, n =9; MS, n =9).
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Abbildung 3.11.3: Basale sowie auch maximale Atmung von Treg von MS Patienten nach 90 Tagen PA

Supplementierung zeigen einen signifikanten Anstieg im Vergleich zum Ausgangswert (Intergruppenanalyse Mann-

Whitney Test, Intragruppenanalyse gepaarter t Test; HC, n = 9; de novo MS, n = 9; basale Atmung: de novo MS
Baseline vs d90, p = 0,0363; maximale Atmung: HC vs de novo MS Baseline, p = 0,0244; de novo MS Baseline vs
de novo MS d90, p = 0,0429), modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Um zu testen, ob die Zunahme der mitochondrialen Atmung nach longitudinaler PA-

Supplementierung auf eine Zunahme der mitochondrialen Masse zurtickzufihren ist, wurde

das Volumen und die Anzahl von Mitochondrien pro Treg quantifiziert. Es wurden keine
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Unterschiede in den beschriebenen Parametern zwischen Tag 0 und Tag 90 der PA
Supplementierung gefunden (Daten nicht gezeigt). Bei genauerer Analyse der mitochondrialen
Morphologie wurde ein Trend zu einer veranderten mitochondrialen Morphologie bei MS zur
Baseline im Vergleich zu HCs detektiert. MS-Mitochondrien zeigten eine héhere ellipsoide
Lange und eine geringere Kugelférmigkeit als Mitochondrien von HC. Nach 3 Monaten PA-
Supplementierung bei MS Patienten zeigte die mitochondriale Morphologie von MS einen
Trend zu einer mehr sphéarischen und weniger ellipsoiden Form im Vergleich zur Baseline
(Abb. 3.11.4, Quantifizierung in Abb. 3.11.5). Die mitochondriale Morphologie von Treg an d90
von MS Patienten ahnelte hingegen stark der von HC. Dies deutet darauf hin, dass die
Mitochondrien von MS-Treg nicht nur funktional beeintrachtigt sind, sondern auch einen
veranderten, morphologischen Phanotyp aufweisen. Dieser konnte durch longitudinale

Supplementation mit PA umgekehrt werden kann.

d90

Abbildung 3.11.4: Zell, Kem- und Mitochondrien-Oberflachen (in gleicher Reihenfolge griin, blau sowie braun
dargestellt) wurden aus Laser-Scanning-Mikroskopie-Z-Stacks nach Farbung mit CellTracker Green, MitoTracker Red,
Chloromethyl-X-rosamine (CMXRos) und Hoechst 33342 durch Imaris 9.3.1 rekonstruiert (n = 2-3 mit jeweils 15-20 Zellen;
Skalenbalken entspricht 3 um).
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Abbildung 3.11.5: Mittlerer ellipsoider Langenwert C (A) sowie Median der Kugelférmigkeit (B) bei gesunden
Kontrollen (HC) und de novo MS Patienten zur Baseline sowie nach 14 und 90 Tagen PA-Behandlung (HCs, n = 2;
MS, n = 3 fiir jeden Zeitpunkt), modifiziert nach Duscha et al. 2020.

4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erste, wichtige Hinweise auf den immunologischen
aber auch klinisch relevanten Einfluss von PA auf unterschiedliche Facetten der autoimmunen,
chronischen MS gesammelt werden. Zunachst wurde ein Mangelzustand von PA in Serum
und Stuhl bei MS Patienten nachgewiesen, der im Folgenden in einer Pilot-Studie mit
verkapseltem PA supplementiert wurde. Die Ergebnisse weisen auf einen fundierten,
immunologischen Effekt der PA Supplementierung bei MS Patienten auf mehreren biologisch
relevanten Ebenen hin. Hierzu zahlt hauptsachlich eine Regulation der Treg / Th17
Dysbalance und einer Verbesserung der Funktionalitat von Treg durch mitochondriale sowie
IL10 vermittelte Mechanismen. Neben den immunmodulatorischen Effekten konnte eine orale
PA Supplementation auch eine neuroprotektive Wirkung haben, wie durch eine hdhere
Verfugbarkeit von PA im CSF und verbesserte klinische Parameter gezeigt werden konnte.
Zur Validierung eines neuroprotektiven oder sogar neuroregenerativen Effektes von PA sind

allerdings weiterfuhrende Untersuchungen erforderlich.
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4.1. Das Darm-Mikrobiom und seine metabolischen Abbauprodukte als

modulierende Faktoren bei MS

Dank der zunehmende Anzahl an Beweisen fur den Zusammenhang zwischen einem
veranderten Darm-Mikrobiom und der Pathogenese von chronischen Krankheiten wie der MS,
wird es gerade anhand aktueller Literatur deutlich, dass die Dysbiose des Darm-Mikrobioms
entscheidend an der Immunpathogenese von MS beteiligt sein konnte (Manfredo Vieira et al.,
2018). In dieser Arbeit wurde ein Mangelzustand an PA bei MS Patienten identifiziert, der
durch orale Einnahme von PA umkehrbar war. Im Rahmen der Gesamtstudie (Duscha et al.,
2020) wurde ebenfalls eine Dysbiose des Darmmikrobioms bei MS Patienten festgestellt, wie
sie bereits auch in der Literatur beschrieben wurde (Miyake et al., 2015, Jangi et al., 2016).
Hierbei wiesen initiale Beobachtungen bei MS Patienten mehrere interessante Veranderungen
gerade im Kontext von SCFA-assoziierten, bakteriellen Spezies bzw. Gattungen auf, auf die

im Folgenden eingegangen werden soll.

So wurde z.B. eine Reduktion der Gattung Butyricimunas im Stuhl von MS Patienten
nachgewiesen (Duscha et al., 2020). Diese produzieren neben PA und AA hauptsachlich BA
aus faserreichen Nahrungsbestandteilen und sind u.a. fir physiologische SCFA
Konzentrationen im Darm verantwortlich (Le Roy et al., 2019). Es liegt der Schluss nahe, dass
eine Reduktion der Gattung insgesamt eine Verminderung der SCFA Konzentrationen
begulinstigen kdnnte, was sich mit den quantitativen Messdaten dieser Arbeit gut harmonisieren
lasst. Allerdings zeigen rezente Studien auch kontraintuitive Daten. So demonstrieren z.B.
Wan und Kollegen, dass die Besiedlung im Darm durch Butyricimunas positiv mit dem Risiko
der Entwicklung von allergischem Asthma korreliert (Wan et al., 2023). Hierauf basierend kann
vermutet werden, dass Butyricimunas einen eher multivalenten Einfluss im Kontext von
immun-vermittelten Erkrankungen hat und seine Relevanz, im Sinne von reduzierten SCFA
Konzentrationen, eher sekundar einzustufen ist. Weiterhin wurde eine Reduktion der
bakteriellen Familie Prevotellaceae identifiziert, welche einen wichtigen Bestandteil der SCFA
Produzenten bilden (Poeker et al., 2018, Adamberg and Adamberg, 2024). Diese Ergebnisse
wurden durch reduzierte Mengen an PA in Serum und Stuhl bei allen Patienten der Studie
widergespiegelt und wurden bereits in kleinen, gut charakterisieten Kohorten von MS
Patienten mit definierten gesunden Kontrollen aus dem hauslichen Umfeld ohne genetischen

Verwandtschaftsgrad repliziert (Moles et al., 2022).

Der Mangelzustand an PA wurde bei unbehandelten Patienten mit neu diagnostizierter

MS noch ausgepragter detektiert, was darauf hindeutet, dass Veranderungen des Darm-
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Mikrobioms den Verlauf und die Progression der MS beeinflussen kdnnten. Hierbei kénnten
erfolgreiche Interventionen eine Wiederherstellung der Darm-Homoostase induzieren und
somit direkten Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen. Die aktuelle Datenlage zu der
Verflugbarkeit von SCFA in Serum und Stuhl von MS Patienten ist allerdings kontrovers. So
berichten Becker et al. von einer signifikant niedrigeren Konzentration von SCFA im Stuhl von
MS Patientinnen im Vergleich zu MS Patienten, was in dieser Arbeit nicht zu erkennen war
(Becker et al.,, 2021). Weitere Studien zeigen einen signifikanten Unterschied in der
Konzentration bestimmter Aminosduren wie L-Glutamin und spezifischer Lipid- bzw.
Kohlenhydratmetabolite wie z.B. Myo-Inositol, detektieren allerdings keine Unterschiede in der
Konzentration von SCFA in MS Patientenserum (Yang et al.,, 2021). Diese Unterschiede
kénnen durch insgesamt niedrige n Zahlen (Becker n = 43; Yang n = 22; Duscha n = 64),
unterschiedliche Messmethoden (UHPLC vs. GC MSMS vs. LC MSMS) oder nicht
ausreichend definierte Kohorten (Becker nur RRMS, Yang nur RRMS, Duscha RRMS, SPMS,
PPMS sowie de novo MS) begriindet sein.

Interessanterweise unterschied sich die Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms bei
MS Patienten nicht nur von HC, wie aus aktueller Literatur bekannt (Jangi et al., 2016), sondern
zeigte auch im Rahmen der Gesamtstudie innerhalb der unterschiedlichen Verlaufsformen
teils starke Divergenzen (Duscha et al., 2020). Hierbei ist jedoch noch zu bestimmen, ob diese
Variationen zwischen den verschiedenen Verlaufsformen kausal sind oder eine Folge der
entsprechenden Erkrankung. Hierzu konnte eine aktuelle Studie zeigen, dass das Darm-
Mikrobiom bei MS Patienten entsprechend der Krankheitsaktivitat variiert. Hierzu wurden in
einer prospektiven Studie das Mikrobiom von 148 MS Patienten mit entsprechenden
Kontrollen verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass die Bakterienvielfalt des Mikrobioms von
nicht-DMT behandelten MS Fallen negativ mit der Schubrate korrelierte, was den Unterschied
im Mikrobiom zwischen den unterschiedlichen Verlaufsformen erklaren kénnte (Thirion et al.,
2023).

Funktionelle Untersuchungen im Rahmen der publizierten Gesamtstudie (Duscha et
al., 2020) konnten Uberraschenderweise zeigen, dass das Mikrobiom von PA-Respondern in
einem intestinalen Darm-Organ-Kultursystem funktionale Veranderungen in der Darmwand
ausloste (z. B. erhohte Treg Zell-induzierende Gene; (Yissachar et al., 2017)). Bei Non-
Respondern zeigte sich das genaue Gegenteil mit einer erhdhten Induktion von Genen, welche
negativ mit Treg Induktion assoziierbar waren. Zwar sind bereits mehrere Studien verdoffentlicht
worden, die einen Einfluss des Mikrobioms direkt oder indirekt iber SCFA auf die Induktion

von Treg im murinen Modell zeigen (Arpaia et al., 2013, Cording et al., 2013, Furusawa et al.,
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2013), jedoch stellt der nachgewiesene, direkte Effekt Giber eine transkriptionelle Veranderung
im Darmepithel durch humanen Stuhl nach PA Supplementation ein Novum dar. Dies kénnte
nachfolgend ebenfalls eine Erhéhung Darm-assoziierter Treg bedeuten, welche ausgehend
vom lymphatischen Darmepithel in die Peripherie migrieren. Moglicher Weise kénnten diese
in die Peripherie migrierten Zellen genau jene sein, welche im Rahmen dieser Arbeit ausgiebig
untersucht wurden. AbschlieRend kann PA als eines der Hauptfermentationsprodukte aus
Ballaststoffen durch anaerobe Bakterien im Darm als potentieller Mediator des Einflusses der
Darmbakterien auf die darmassoziierte Immunfunktion deklariert werden (Tazoe et al., 2008,
Vinolo et al., 2011).

4.2. Einordnung der immunmodulatorischen Wirkung von PA sowie potentielle

Mechanismen

In dieser Arbeit wurden die direkten immunologischen und klinischen Veranderungen
unter oraler PA Supplementierung in einer translationalen Pilot-Studie untersucht. Die PA
Supplementierung fuhrte zu einer positiven Verschiebung des Immunzellengleichgewichts (d.
h. einer Abnahme von Th1/Th17 und einer Zunahme von peripheren Treg, welche bei MS in
einer Dysbalance stehen (Kleinewietfeld and Hafler, 2014)), sowie der funktionellen
Wiederherstellung der suppressiven Funktion von Treg bei MS Patienten. Der Effekt von PA
auf Treg und Th1/Th17 wurde in einer unabhangigen Kohorte von therapienaiven Patienten
mit neu diagnostizierter MS (de novo MS) sowie bei Patienten mit RA ebenfalls nachgewiesen,
was eine verminderte Funktion von Treg als ursachlicher Faktor fur Autoimmunerkrankungen
nahelegt (Ledford, 2017).

Diese Beobachtungen stimmen mit aktuellen Erkenntnissen Uberein die darauf
hinweisen, dass eine verringerte Produktion von SCFA im Darm - ob kausal durch eine
veranderte Erndhrung und/oder eine verringerte Produktion durch ein dysbiotisches Darm-
Mikrobiom verursacht - zu einer Beeintrachtigung der Treg Zellfunktion fihren kann. Dies
wurde in Tiermodellen verschiedener Erkrankungen bereits nachgewiesen. In den eigenen
Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass Supplementierung von PA eine Abmilderung des
Krankheitsverlaufes der EAE herbeifihrt und mit einer Erhdhung von Treg im Darmepithel
einhergeht. Zudem konnte bei PA Gabe histologisch eine reduzierte axonale Schadigung,
geringere Demyelinisierung sowie eine abgesenkte Zahl an Immuninfiltraten im ZNS Gber den

Krankheitsverlauf detektiert werden (Haghikia et al., 2015). Weiterhin wurde im Tiermodell der
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Colitis eine Abmilderung des Krankheitsverlaufes sowie eine erhéhte Anzahl an Darm-
assoziierten Treg bei Gabe von SCFA nachgewiesen (Smith et al., 2013). Zudem gibt es
weitere Verbindungen zwischen einer reduzierten Treg Funktion und einer verminderten
systemischen bzw. Darm-assoziierten Verfligbarkeit von SCFA bei Typ-1-Diabetes sowie dem
Metabolischen Syndrom (Sonnenburg and Backhed, 2016). In diesem Zusammenhang ist die
Beobachtung einer verringerten, suppressiv funktionalen Treg Population bei MS Patienten
nicht Uberraschend, zumal diese bereits beschrieben wurde (Viglietta et al., 2004). Eine durch
PA Supplementierung erreichte Verbesserung der Funktion dieser spezifischen T Zell
Subpopulation im Kontext der MS, zusammen mit einer deutlichen Stabilisierung der
Krankheitsprogression und der klinischen Parameter, reprasentiert jedoch eine neuartige,

klinisch relevante Anwendung eines Darm-Mikrobiom-Metaboliten wie PA.

Um einen der zugrundeliegenden Mechanismen fir den beobachteten Anstieg der
suppressiven Kapazitat von Treg und der entsprechend erhdhten Sezernierung von IL10 zu
ermitteln, wurde die zellulare Atmung von Treg im Kontext der PA Supplementierung mittels
der Agilent Seahorse Technologie untersucht. Hierbei ergab sich eine Verbesserung der
basalen wie auch der maximalen, mitochondrialen Respiration nach 90 Tagen PA
Supplementierung. Weiterhin wurde eine Dysmorphologie der Mitochondrien bei MS Patienten
zur Baseline ermittelt, welche sich nach 90 Tagen PA Einnahme wieder der Morphologie von

HC Mitochondrien annahert.

In Verbindung mit einer Transkriptomanalyse von PBMCs von mit PA behandelten MS
Patienten konnten in der publizierten Hauptstudie aulRerhalb dieser Arbeit mehrere Gene als
reguliert nachgewiesen werden, die in Verbindung mit mitochondrialer Funktion stehen
(Duscha et al.,, 2020). Dazu gehoéren unter anderem CROT, das fur die Carnitin-O-
Octanoyltransferase kodiert. lhre Funktion bei der Transesterifizierung beeinflusst unter
anderem den Transport von Acetyl-Coenzym A (CoA) von Peroxisomen zu den Mitochondrien.
Aceytl-CoA ist an der B-Oxidation beteiligt, die hauptsachlich flir den Abbau von Fettsauren,
aber auch fir die Produktion von Acetyl-CoA selbst verwendet wird, das wiederum fiir die ATP-
Produktion im Citratzyklus genutzt wird (Westin et al., 2008). XPA, ein weiteres Gen, das nach
PA-Aufnahme hoch reguliert wurde, spielt eine wichtige Rolle bei der Mitophagie (Fang et al.,
2014). Die Expression von CMC1 war ebenfalls nach 14-tdgiger PA Einnahme signifikant
erhdéht. CMC1 ist an der Herstellung des mitochondrialen Atmungskettenkomplexes IV beteiligt
und stellt somit einen integralen Bestandteil der Funktionalitat der mitochondrialen
Atmungskette dar (Bourens and Barrientos, 2017). Aufgrund der Bulk RNAseq Analyse

kénnen allerdings keine Zell- bzw. Treg spezifischen Rickschlisse gezogen werden. Eine
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Transkriptomanalyse von isolierten Treg von MS Patienten nach PA Einnahme kdnnte hier
weiteren Aufschluss Uber spezifisch regulierte, mitochondriale Gene geben, welche lber eine
Regulation der metabolischen Eigenschaft von Treg ein potentieller Bestandteil des
Wirkmechanismus von PA seien kdnnten. Zusammenfassend scheint eine Supplementierung
mit PA einen deutlich transkriptionellen Einfluss auf die metabolische Funktion von
Immunzellen, aber auch Treg zu haben. Diese bendtigen bei uneingeschrankter Funktion eine
ausreichende Kapazitat zur oxidativen Phosphorylierung, um entsprechende Energie zur
Herstellung von IL10 als Hauptmediator suppressiver Funktion zu erhalten (Chavez and Tse,
2021).

4.3. Beurteilung des Einflusses von PA Supplementierung auf klinische

Parameter als mdglicher Schlissel zu Neuroregeneration

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine verbesserte Treg
Zellfunktion mit der Reduktion klinischer Symptome bei MS Patienten korreliert. In einem
retrospektiven Rahmen wurde eine Verringerung der Schubrate und eine Stabilisierung der
Krankheitsprogression wahrend longitudinaler PA Supplementation beobachtet. Weiterhin
wurden bei einer kleinen Untergruppe von Patienten aus der in dieser Arbeit erhobenen
Kohorte im Rahmen der Gesamtstudie, Gehirn-Scans mittel Magnet-Resonanz-Tomographie
(MRT) durchgefihrt, um Gewebeschaden im Gehirn objektiver zu bewerten (Duscha et al.,
2020). Die Analyse ergab eine Zunahme des Volumens der grauen Substanz im
Basalganglienbereich, obwohl keine Veranderungen der Lasionslast beobachtet wurden. Das
Fehlen von Veranderungen der Lasionslast ist wahrscheinlich auf eine insgesamt niedrige
entziindliche Aktivitat in dieser Kohorte von Patienten zurlickzuflihren, die eine kontinuierliche
immunmodulatorische Basistherapie wie z.B. Rituximab erhielten. Es kann vermutet werden,
dass PA mdglicherweise neuroprotektive Effekte jenseits der Immunmodulation hervorruft. In
einer aktuellen Studie wurden neuroprotektive Effekte des Rho-Kinase-Inhibitors Fasudil in
Kombination mit PA bei primaren, dopaminergen Ratten-Neuronen untersucht. Die
Anwendung von Fasudil fuhrte zu signifikant erhdhtem Neuritenwachstum und erhéhtem
Zelluberleben von dopaminergen Zellen bei Induktion von oxidativem Stress. Zusatzlich sorgte
hier die Anwendung von PA flir eine Verbesserung des Zellliiberlebens der dopaminergen
Zellen bei Induktion von Rotenon-Toxizitat und erhéhte das Neuritenwachstum in moderatem
Umfang, was einen Anhaltspunkt fiir direkte, neuroprotektive Effekte darstellen kann

(Ostendorf et al., 2020). Eine weitere Studie konnte ebenfalls einen neuroregenerativen Effekt
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von PA an Spinalganglien im Rattenmodell der chronisch inflammatorischen,
demyelinisierenden Polyneuropathie (CIDP), einer autoimmunen Erkrankung des peripheren
Nervensystems, nachweisen. Hierzu wurden Spinalganglien unter Verwendung von H2O-
oxidativem Stress ausgesetzt, der mittels in vitro Behandlung mit PA reduziert werden konnte.
Die Autoren konnten somit einen antioxidativen und neuroregenerativen Effekt von PA auf
Spinalganglien nachweisen (Gruter et al., 2023). In einer kirzlich publizierten Arbeit konnten
wir bereits selbst zeigen, dass PA einen direkten Einfluss auf regenerative Prozesse bei
humanen Neuronen aufweist. Hierzu wurden Uber rickprogrammierte Stammzellen (induced
pluripotent stem cells, iPSC) Motoneurone generiert, welche nachfolgend mittels chemischen
Stimulus bzw. oxidativem Stress geschadigt wurden. Nach Schadigung konnte gezeigt
werden, dass unter Zugabe von PA zur Kultur eine signifikant erhdhte Menge an geschadigten
Neuriten nachwuchs. Dieser Effekt wurde bei gleichzeitiger Gabe von PA sowie BA sogar noch
verstarkt. Weiterfihrende Proteom-Analysen bei geschadigten und behandelten Neuronen
konnten zudem eine Veranderung von Gesamtmengen an Proteinen feststellen, welche
einerseits in Verbindung zum Aufbau von Chromatinstrukturen stehen, und andererseits an
zellularen, metabolischen Prozessen beteiligt sind (Gisevius et al.,, 2024). Trotz vieler
Fortschritte im Bereich der Grundlagenforschung beztiglich der Wirkungsweise von PA sind
weitere, vor allem humane Studien bzw. humane experimentelle Modelle unerlasslich, um

definitive Aussagen zu neuroprotektiven Effekten treffen zu kénnen.

Der zugrundeliegende Mechanismus, der zu einer direkten Neuroprotektion durch PA
fuhrt, muss ebenfalls noch weiterfihrend aufgeklart werden. In verschiedenen Modellen zur
Untersuchung neurodegenerativer Erkrankungen (z.B. Parkinson Erkrankung oder Alzheimer)
wird angenommen, dass SCFA-Derivate durch epigenetische Modulation als neuroprotektive
und/oder neuromodulierende Stoffe wirken kdnnen (Sampson et al., 2016). Hier fungieren
SCFA als Histondeacetylase (HDAC)-Inhibitoren (HDACis) durch Hemmung der Klasse 1 und
2 Deacetylasen (Davie, 2003). HDAC selbst entfernen Acetylgruppen von Lysinresten der
Chromatinstruktur, was zu einer Transkriptionsrepression fihrt. Ungleichgewichte in der
Protein-Acetylierung werden mit neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert, weshalb
HDAC-Inhibition als potentielles Ziel fur gerichtete Manipulation im Kontext von
Neurodegeneration und -regeneration angesehen werden. Der genaue zugrundeliegende
Mechanismus muss jedoch noch weiterfuhrend untersucht werden (Choudhary et al., 2014).
Ein erstes Verstandnis fur einen potentiellen Wirkmechanismus liefert eine aktuellerezente
Studie, welche zeigen konnte, dass PA einen antioxidativen Effekt auf Spinalganglien und

Schwannzellen im Zellkulturmodel von CIDP hat. Hierbei reguliert PA differentiell die
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Expression von HDAC 2 und 8, was nachfolgend zu einer Hyperacetylierung des Histon 3
fuhrt. Diese Hyperacetylierung verstarkte im Anschluss die Expression des wichtigen,
antioxidativen Enzyms Katalase, was abschlieRend zu einer verbesserten Neuroregeneration
fuhrte (Gruter et al., 2023). Hierzu konnten wir in unserer aktuellenrezenten Arbeit ebenfalls
zeigen, dass durch Inhibition von freien Fettsdure-Rezeptoren (free fatty acid receptors,
FFAR), die Histon-Deacetylierung stark vermindert ist in Anwesenheit von PA oder BA.
Transkriptionsanalysen im in vitro Modell konnten hierbei zeigen, dass PA einen anti-
oxidativen Signalweg aktiviert, wahrend BA die neuronale ATP-Synthese erhdht und somit fur

eine erhohte Deacetylierung sorgt (Gisevius et al., 2024).

4.4, Abschlussbetrachtung und Ausblick

Zusammenfassend konnte diese Arbeit mit Ergebnissen von etwa 300 MS Patienten
einen systemischen Mangelzustand an PA nachweisen. Eine Kkontrollierte PA
Supplementierung zeigte positive Effekte auf mehrere wichtige Faktoren der MS Pathogenese:
auf immunologische (Treg, Th1/17 Dysbalance) sowie klinische Parameter bei MS Patienten
(Schubrate und Risiko der Krankheitsprogression) (Abb. 4.4.1). Die Ergebnisse dieser Pilot-
Studie zeigen nicht nur, dass die Supplementierung von PA eine sichere und wirkungsvolle
Erganzung zu bereits zugelassenen und anerkannten, immunmodulierenden Medikamenten
in der MS Therapie ist, sondern bestatigen auch, dass die Wirkungsweise von PA durch eine

Stimulation von Treg erfolgt.
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Abbildung 4.4.1: Graphische Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit; modifiziert nach Duscha et al. 2020.

Zukunftig kdnnen weitere explorative Studien wie eine fakale Mikrobiomtransplantation
bei MS Patienten dabei helfen, genauere Einblicke in die komplexen Wechselbeziehungen
zwischen Darm-Mikrobiom, Darmepithel, Immunsystem und Komponenten des ZNS zu
erhalten. Diese Arbeit stellt die erste Studie dar, die sowohl klinische Wirkung, als auch
potentielle, neuroregenerative Effekte von PA im Kontext einer neuroimmunologischen,
autoimmunen Erkrankung zeigt, und das Darm-Metabolom mit der Gehirn-Immunachse
verknupft. Die in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse bilden eine solide Grundlage fir
prospektive, klinische Phase-II-Studien zur weiterfihrenden Untersuchung von PA als Zusatz
Behandlung nicht nur bei MS, sondern auch bei anderen Autoimmun- sowie

neurodegenerativen Erkrankungen wie z.B. der RA oder der Parkinson Erkrankung.



5. Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

AA acetic acid, Ethansaure

APC antigen-presenting cell, antigenprasentierende Zellen

BA butyric acid, Butansaure

CIDP chronisch inflammatorische demyelinisierende
Ployneuropthie

CoA Coenzym-A

CROT Carnitin-O-Octanoyltransferase

DMSO Dimethylsulfonoxid

OMT disease modifying treatment, Basistherapie im Kontext von
MS

EAE experimentelle, autoimmune Enzephalomyelitis

EDSS expanded disability status scale

EDTA Ethyldiamintetraessigsaure

ELISA enzym-linked immunosorbent assay

FACS fluorecence activated cell sorting, DurchfluRzytometrie

FCS fetal calf serum, fotales Kalberserum

FFAR free fatty acids receptors

GALT gut-associated lymphatic tissue, Darm-assoziiertes
lymphatisches Gewebe

GWAS genome wide association studies, Genomweite
Assozitionsstudien

HC healthy controls, gesunde Kontrollpersonen

HDAC Histondeacetylase

HDACIs Histondeacetylase Inhibitoren

IFNy Interferron y

IL Interleukin

iPSC induced pluripotent stem cells

IS interner Standard

MRT Magnet-Resonanz Tomographie

MS Multiple Sklerose

73



NaCl Natriumchlorid

OCR oxygen consumption rate

PA propionoc acid, Propionsaure

PBMC peripheral blood mononuclear cells

PBS phosphat buffered saline

PPMS primary-progressive MS, primar progrediente Verlaufsform
der MS

RA rheumatoide Arthritis

RRMS relapse-remitting MS, schubférmige Verlaufsform der MS

SCFA short-chain fatty acids, kurzkettige Fettsauren

SEM standard error of the mean

SNP single nucleotide polymorphism, Einzelbasenpaar-
Polymorphismen

SPMS secondary-progressive MS, sekundar progrediente
Verlaufsform der MS

Th Thelfer Zellen

TNFa Tumor-Nekrosefaktor a

Treg regulatorische T Zellen

VCAM 1 vascular cell adhesion molecule 1

ZNS Zentrales Nervensystem
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