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Meinen Eltern

,Mit jedem Tag stellte ich fest, dass mich schrittweise meine Kraft verlief3.”

Augustus Frederick d’Este (1794-1848) liber Multiple Sklerose
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Einleitung

1. Einleitung

Neuroimmunologie befasst sich mit Interaktionen zwischen Immunsystem und zentralem
Nervensystem. Ein Ziel der neuroimmunologischen Forschung ist es, zum weiteren Verstandnis von
autoimmunen Krankheiten, wie der Multiplen Sklerose und der Neuromyelitis Optica, beizutragen
[Miller, A. et al., 2009]. Bei beiden Erkrankungen kommt es zu einer autoimmun vermittelten
Inflammation und Demyelinisierung von Nerven innerhalb des zentralen Nervensystems. Trotz
intensiver  Forschung konnten noch nicht alle zugrundeliegenden immunologischen
Pathomechanismen identifiziert werden. Gerade die Kenntnis {ber inflammatorische
Wechselwirkungen innerhalb des zellularen Immunsystems, ist essentiell fir eine zielgerichtete und

effektive Therapie von Patienten mit MS oder NMO.

1.1 Multiple Sklerose

Augustus Frederick d’Este (1794- 1848) hinterlieR in seinen Tageblichern die erste Beschreibung
typischer Symptome einer Multiplen Sklerose. Die pathologischen Veranderungen im ZNS wurden
kurz darauf erstmals ca. 1837 von Robert Carswell und 1842 von Jean Cruveilhier entdeckt und
beschrieben. Erst 1868 beschrieb Jean-Martin Charcot den pathologischen Zusammenhang zwischen

einer ,sclérose en plaques” und der klinischen MS-Symptomatik [Landtblom, A.M. et al., 2010].

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

In Deutschland leben ca. 100.000-120.000 Menschen mit der Diagnose MS. Weltweit sind es etwa 2,5
Millionen Menschen. Sowohl Inzidenz, als auch Pravalenz variieren weltweit stark. In Nordamerika,
Nordeuropa und im Suden Australiens kdnnen die héchsten Pravalenzwerte festgestellt werden
[Noseworthy, J.H. et al., 2000]. Die Verteilung auf der Nordhalbkugel folgt dabei einem Nord-
Slidgefille. Die Pravalenz der MS betrégt in Europa 60 bis 100/100.000 Einwohner [Kroner-Milsch, A.
et al., 2012]. Die Inzidenz wird flir Europa als 4/100.000/Jahr angegeben. Einzelne Regionen wie
Schottland, Sardinien und Ost-Norwegen weisen eine hohere Inzidenz auf [Pugliatti, M. et al., 2006].
Es findet sich ein fir Autoimmunerkrankungen typisches Verteilungsmuster zwischen Frauen und
Mannern von 3:1 [Bove, R. et al., 2013]. Der Erkrankungsbeginn lag 2008 im Mittel bei 29,2 Jahren
[WHO, 2008]. Abbildung 1 stellt eine weltweite Ubersicht des durchschnittlichen Erkrankungsalters in

den Landern dar.
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Abbildung 1: Weltkarte zum Erkrankungsalter bei MS  [WHO, 2008]

Auf Grund des friithen Erkrankungsalters zahlt die MS zu einem der haufigsten Griinde fiir eine nicht
angeborene Behinderung beim jungen Erwachsenen [Noseworthy, J.H. et al., 2000]. Die Atiologie von
MS ist noch nicht umfassend bekannt. Es konnten jedoch einige Risikofaktoren ermittelt werden, die
zur Krankheitsentstehung beitragen:

Eine genetische Disposition spiegelt sich im gehduften Auftreten von MS innerhalb einzelner Familien
wider. Verwandte ersten Grades haben ein 20-faches Erkrankungsrisiko. Bei homozygoten Zwillingen
steigt das Risiko sogar 200-fach im Vergleich zur Normalbevdlkerung [Kroner-Milsch, A. et al., 2012].
Auch die volkerkundliche Abstammung nimmt Einfluss auf die Haufigkeit von MS: Die Pravalenz in
Schottland liegt deutlich Uber der von England. Der Pravalenzunterschied folgt der geografischen
Grenze, sodass eine schottische Abstammung als Risikofaktor angesehen werden muss [Rothwell,
P.M. et al.,, 1998]. Auch in Sardinien liegt die Pravalenzrate deutlich {iber dem italienischen
Durchschnitt [Pugliatti, M. et al., 2006]. Die fiir das MHC-System codierende HLA-DR2 (=DRB1*1501)
Frequenz wurde in allen Landern auRer Sardinien, als genereller genetischer Risikofaktor innerhalb
der europaischen Bevolkerung identifiziert [Noseworthy, J.H. et al., 2000]. Bei der genetischen
Disposition handelt es sich um einen polygenen Prozess, bei dem weitere nicht MHC kodierende Loki
eine Rolle spielen. Diese nehmen einzeln nur einen geringen Einfluss, haben aber in Kombination mit
HLA-DRB1, HLA-DRB2 oder DRBQ Varianten in IL-2 und IL-7 Rezeptoren Auswirkungen auf das
Immunsystem (z.B. HLA-DRB1/EVI5). Es dndert sich bei solch einer Konstellation unteranderem das
Verhaltnis von ungebundenen zu membrangebundenen IL-7, IL-2 und TNF-Rezeptoren [Oksenberg,
J.R., 2013]. Es konnte kein Zusammenhang zwischen HLA-DRB1-Allelen und dem Schweregrad der
MS-Erkrankung festgestellt werden [Van der Walt, A. et al., 2011].
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Durch Migration wird das Erkrankungsrisiko beeinfluss. Dies impliziert, dass Umweltfaktoren Einfluss
auf den Ausbruch von MS nehmen. Studien haben belegt, dass sich diese Umwelteinfliisse vor allem
in den ersten 15 Lebensjahren auf das personliche Erkrankungsrisiko auswirken [Kroner-Milsch, A. et
al., 2012].

Das Ebstein Barr Virus (EBV) ist dabei der stdrkste bekannte Risikofaktor fir MS. Bei 99% der
Patienten mit MS wurde eine EBV-Seropositivitat durch eine frihere Infektion nachgewiesen [Bagert,
B.A., 2009]. EBV-Infektionen in der Jugend bedingen ein 15-mal héheres MS-Erkrankungsrisiko im
Vergleich zur Normalbevélkerung. Bei einer EBV Infektion im Erwachsenenalter resultiert ein 30-mal
hoheres Risiko an MS zu erkranken [Ascherio, A., 2013]. Auf welche Weise die EBV Infektion zur MS
Entstehung beitrdgt ist unklar. Antigenmimicry, langlebige B-Zell-Klone, sowie eine zytotoxische T-
Zellantwort auf infizierte B-Zellen werden diskutiert [Bagert, B.A., 2009]. Ein Zusammenhang von
anderen Virusinfektionen (z.B. HHV-6, HSV 1) und der Erkrankung an MS konnte in Studien bisher
nicht eindeutig nachgewiesen werden [Kroner-Milsch, A. et al., 2012].

Die Pravalenz von Multipler Sklerose ist in Gebieten mit geringerer Sonneneinstrahlung, respektive
einem geringeren Vitamin D Angebot erhoht [Kroner-Milsch, A. et al., 2012]. In neuen Studien schien
ein Vitamin D Mangel sowohl das Risiko der MS Entwicklung nach einem klinisch isolierten Syndrom
zu erhohen, als auch die Progression der MS zu férdern [Deluca, H.F. et al., 2001].

Auch Rauchen und Adipositas in der Kindheit werden zu den Risikofaktoren gerechnet [Ascherio, A.,

2013].

Es wird angenommen, dass die individuelle Suszeptibilitait fur Multiple Sklerose von einer
Kombination aus genetischer Disposition mit verschiedenen Umweltfaktoren abhangt. Ein

spezifischer auslosender atiologischer Faktor konnte bisher nicht identifiziert werden.

1.1.2 Pathogenese

Zum besseren Verstandnis der Pathogenese von MS werden hauptsachlich Studien am Tiermodel der
MS, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) durchgefiihrt. Dabei werden
vorwiegend Mause mit Antigenen, wie unter anderem Mpyelin Oligodendrozyten Glykoprotein
immunisiert [Amiry-Moghaddam, M. et al.]. Dies fiihrt zu einer histopathologisch mit MS
vergleichbaren Erkrankung [Yanaba, K. et al., 2008]. Anhand der an EAE erkrankten Mause konnten
wichtige Riickschliisse auf immunpathologische Abldufe bei Multipler Sklerose beim Menschen
gezogen werden [Constantinescu, C.S. et al.,, 2011]. Fest steht, dass eine autoimmun vermittelte
Reaktion zum selektiven Verlust von Myelinscheiden im ZNS fihrt und direkt oder indirekt
vermittelte Axonschaden bedingt [Kleinschnitz, C. et al.,, 2007]. Welche immunologischen

Wechselwirkungen genau ablaufen, ist nicht in allen Einzelheiten geklart. Auch das Zielantigen, auf
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Grund dessen es zur Zerstorung der Myelinscheide aus Oligodentrozyten kommt, wurde noch nicht
identifiziert [Lassmann, H. et al., 2005]. Lange Zeit wurde die Entstehung und Aufrechterhaltung der
Autoimmunreaktionen bei MS ausschlieBlich T-Lymphozyten zugeschrieben [Hellings, N. et al., 2002;
Stinissen, P. et al., 1999; Stinissen, P. et al., 1997]. Neuere Erkenntnisse verdeutlichen zudem die
pathophysiologische Bedeutung von B-Zellen [Disanto, G. et al., 2012; Franciotta, D. et al., 2008;
Krumbholz, M. et al.,, 2012]. Bei MS findet sich dementsprechend eine proinflammatorische
Dysregulation von B- und T-Lymphozyten. Zudem kommt es durch TNF a, aktivierte Makrophagen
sowie einer antikorpervermittelten Immunreaktion zu einer direkten Zerstérung der
Oligodentrozyten [Lock, C.B. et al., 2003]. Aus nicht geklarter Ursache erfolgt in chronischen Lasionen
trotz Anwesenheit von Vorlaufer-Oligodentrozyten keine komplette Remyelinisierung [Miron, V.E. et
al., 2011]. Eine neurodegenerative Komponente, welche das gesamte Gehirnparenchym betrifft, wird

bei MS diskutiert [Moore, G.R., 2010].

Die autoimmunen B- und T-Zell-Interaktionen laufen bei MS-Patienten heterogen ab und resultieren
in unterschiedlichen Krankheitsauspragungen [Moore, G.R., 2010]. Es werden verschiedene
Pathomechanismen fir aktiv fulminante und chronische Verlaufe diskutiert [Frohman, E.M. et al.,
2006]. Bei den meisten Patienten kdnnen die Plaques im ZNS einem der vier immunologischen

Muster zugeordnet werden [Hernandez-Pedro, N.Y. et al., 2013]:

Typl: T-Zell vermittelte Zerstérung der Oligodentrozyten durch Makrophagen.

Typ ll: T-Zellen und AK sind nachweisbar. Die Demyelinisierung entsteht durch spezifische AK und

das Komplementsystem. Dies stellt die haufigste Konstellation bei MS-Patienten dar.

Typ lll: Es handelt sich um eine distale Oligodentropathie, welcher eine Apoptose folgt.

Typ IV: Einer priméaren Oligodentrozyten-Schadigung folgt eine sekundare Demyelinisierung.

In fast allen aktiven Lasionen lassen sich zudem Makrophagen und Mikroglia nachweisen. Daher
wurde vor allem fir die Plaquetypen Il und IV diskutiert, ob eine TLR vermittelte
Makrophagenaktivierung initial zur Zerstérung der Myelinscheide beitragt [Sriram, S., 2011].

Die auf Grund der immunpathologischen Vorgédnge bei MS entstehenden Demyelinisierungsherde
sind histopathologisch scharf abgrenzbar und weisen Axone komplett ohne Myelinscheide innerhalb

eines vernarbten Gliazellgewebes auf [Lassmann, H. et al., 2005].
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1.1.3 Symptome und Diagnostik

Ohne isolierende Oligodentrozyten ist die axonale Leitgeschwindigkeit herabgesetzt oder
unterbrochen [Lock, C.B. et al., 2003]. Der Verlust der Myelinscheide fiihrt im inflammatorischen
Milieu zu dauerhaften Axonschaden [Irvine, K.A. et al., 2008]. Das klinische Bild von MS wird

dementsprechend durch das Ausmal und die Lokalisation der demyelinisierten Lasionen bestimmt.

Erstes Frilhsymptom ist bei 20 % der Patienten eine Neuritis nervi optici (NNO) [Francis, C.E., 2013].
Diese aulRert sich durch eine plotzliche, meist einseitige Visusverschlechterung mit verandertem
Farb- und Kontrastsehen und periorbitalen Schmerzen [Chen, L. et al., 2005]. Sind zum Zeitpunkt der
NNO im MRT keine Herde nachweisbar, besteht trotzdem ein 25 %-Risiko innerhalb der ndchsten 15
Jahre an MS zu erkranken [Kroner-Milsch, A. et al., 2012].

Zu Beginn der MS besteht oft eine Schwache in den Extremitidten mit leichter Ataxie. Die
Muskeleigenreflexe sind meist erhoht [Masuhr, K.F. et al., 2013]. Je nach Verlauf entwickeln sich
spater manifeste Paresen, bis hin zur spastischen Paraparese. Auch Sensibilitatsstérungen sind sehr
haufig und &dulern sich unter anderem als Parasthesien, Dysdsthesien oder neuropathische
Schmerzen. Ein elektrisierendes Gefiihl die Wirbelsdule hinab bei Kopfbeugung (Lhermitte Zeichen)
deutet auf eine Lasion im cervikalen Spinalmark hin [Sa, M.J., 2012]. Symptome aufgrund einer
Rickenmarksbeteiligung sind bei MS eher unilateral oder asymmetrisch ausgepragt [Weinshenker,
B.G. et al., 2006].

In spateren Stadien lassen sich oft cerebelldare Symptome, wie Ataxie, Aktionstremor und Nystagmus
erkennen. Es kann zu einer skandierten Sprache oder bei Hirnstamml&sionen zu anderen Dysarthrien
kommen [Kroner-Milsch, A. et al., 2012]. Die Entwicklung einer Epilepsie wird nur in Einzelfillen
beobachtet [Sa, M.J., 2012].

Blasen- und Mastdarmstérungen sind ein typisches Symptom einer langer bestehenden MS [Yang,
C.C., 2013]. 75 % der MS-Patienten haben im Spatstadium Blasenstérungen. Die Art der
Blasenentleerungsstorung wird von der Lage der demyelinisierten Lasion bestimmt [Kroner-Milsch, A.
et al., 2012]. Auch sexuelle Dysfunktionen treten haufig bei MS-Patienten beider Geschlechter auf
[Fletcher, S.G. et al., 2009].

Die Mehrzahl der MS-Patienten leidet an Fatigue, einem korperlichen und geistigen
Erschopfungszustand [Cook, K.F. et al., 2013]. Des Weiteren fiihrt eine Erkrankung an MS bei 40-65 %
der Patienten zu kognitiven Einschrankungen [Jongen, P.J. et al., 2012]. Auch Depressionen treten
gehauft bei MS-Patienten auf. Eine depressionsauslosende Plaque-Lokalisation konnte bisher nicht

identifiziert werden [Kroner-Milsch, A. et al., 2012].
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Sowohl die Schwere der Symptomatik als auch der Krankheitsverlauf bei MS sind individuell

verschieden. Es werden vornehmlich die folgenden klinischen Erkrankungsverlaufe unterschieden:

Schubférmig remittierende Multiple Sklerose — RRMS

Die RRMS stellt mit 85% den haufigsten MS Phanotyp bei Diagnose dar [Keegan, B.M. et al., 2002].
Die Symptome treten bei RRMS in Schiiben auf. Diese konnen in unterschiedlicher Frequenz
auftreten und dauern meist etwa eine Woche bis einen Monat [Vollmer, T., 2007]. Nach den Schiben
kommt es entweder zur vollstandigen Restitution, oder es bleibt — haufig bei langer bestehender
RRMS — ein neurologisches Defizit bestehen. Zwischen den Schiben darf per Definition einer RRMS
jedoch keine Krankheitsprogression nachweisbar sein [Lublin, F.D. et al., 1996]. Der erste Schub vor

MS-Diagnose wird als klinisch isoliertes Syndrom bezeichnet [Murray, T.J., 2006].

Sekundar progrediente Multiple Sklerose — SPMS

Bei etwa der Halfte der RRMS-Félle geht der schubférmige Verlauf nach ungefdhr 10 Jahren in eine
progrediente MS-Erkrankung Gber [He, D. et al., 2013]. Neue Erkenntnisse implizieren, dass der
Ubergang zur SPMS eher vom Patientenalter als von der Erkrankungsdauer abhingig ist [Tutuncu, M.
et al.,, 2013]. Bei SPMS kommt es durch akkumulierte Axonschaden zur kontinuierlichen
Zustandsverschlechterung [Vollmer, T., 2007]. Zuséatzlich kann es zu einer schubweisen Verstarkung

der Symptomatik kommen [Keegan, B.M. et al., 2002].

In Abbildung 2 sind der Verlauf von RRMS und SPMS in Abhangigkeit des pathophysiologischen

Krankheitsgeschehens graphisch dargestellt.

_____________ Relapsing-remitting ___________________ Secondary progression

Clinical threshold

Brain volume s sreses evesdiie soer-w es sl e w aflihenes el et e e

Inflammation
Axonal loss
Frequent inflammation, Continuing inflammation, Infrequent inflammation,
demyelination, axonal persistent demyelination chronic axonal degeneration,
transection plasticity gliosis

and remyelination

Abbildung 2: Graphische Darstellung des Ubergang von RRMS zu SPMS
[Vollmer, T., 2007]
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Primar progrediente Multiple Sklerose — PPMS

Besteht seit Krankheitsbeginn eine kontinuierliche Krankheitsprogression, handelt es sich um eine
PPMS [Keegan, B.M. et al., 2002]. Im Krankheitsverlauf kann es lediglich zu kleinen Verbesserungen
oder einer verzogerten Zustandsverschlechterung kommen. Schiibe treten im Unterschied zur SPMS
jedoch nicht auf [Lublin, F.D. et al., 1996]. Eine PPMS fiihrt im Krankheitsverlauf friih zu hochgradigen

Behinderungen [Confavreux, C. et al., 2006].

Als prognostisch glinstig gelten ein friihes Erkrankungsalter, weibliches Geschlecht, eine vollstindige
Genesung zwischen den Schiiben sowie NNO und vorwiegend sensorische Symptome [Keegan, B.M.
et al., 2002]. Mannliches Geschlecht, ein primar progressiver Verlauf sowie vorwiegend cerebellare
Symptomatik werden hingegen als prognostisch ungiinstig angesehen [Weinshenker, B.G. et al.,
1991]. Eine hohe Schubfrequenz scheint den Behinderungsgrad im spaten Erkrankungsstadium nicht
zwingend zu beeinflussen [Scalfari, A. et al.,, 2013]. Schibe koénnen durch Infektionen oder
psychischen Stress ausgelost werden [Mitsonis, C.I. et al., 2009]. Wenn MS-Symptome durch Warme

verschlechtert werden, spricht man vom Uthoff-Phdanomen [Sa, M.J., 2012].

Fir die klinische Verlaufsbeurteilung kann der Grad der Behinderung anhand der ,Expanded
Disability Status Scale” (EDSS) eingeteilt werden. Dabei werden acht Funktionssysteme
(Pyramidenbahn, Zerebellum, Hirnstamm, mentale Funktionen des GroBhirns, Visus, Sensibilitat,
Blase/Mastdarm, sonstige neurologische Defizite) nach ihrer Funktionalitit in Schweregrade
eingeteilt. Je nach Einteilung in allen Funktionssystemen kann ein EDSS-Wert von 0-10 ermittelt
werden [Kurtzke, J.F., 1983]. Eine genaue Beschreibung der EDSS-Werte ist in Tabelle 1 aufgelistet.
Ab einem EDSS von 6 ist die Gehfahigkeit eingeschrankt und ein Stock als Gehhilfe von N6ten. Diesen
Wert erreichen 50% der Patienten nach 15 Jahren [Weinshenker, B.G., 1994].

Die Diagnose Multiple Sklerose wird klinisch mit Hilfe der McDonald Kriterien gestellt: Die klinischen
Symptome missen dabei mit einer rdumlichen und zeitlichen Dissemination der Herde im MRT
Befund einhergehen [McDonald, W.l. et al., 2001]. Es ist allerdings sinnvoll MRT und weitere
Diagnostik nur bei starkem klinischen MS-Verdacht aufgrund eines CIS und nicht als Screening
einzusetzen [Polman, C.H. et al.,, 2011]. Sind die klinischen Symptome in Kombination mit MRT
Befunden nicht eindeutig, konnen auch eine Liquoranalyse oder visuell evozierte Potentiale zur
Diagnosefindung eingesetzt werden [McDonald, W.I. et al., 2001]. Bei der Analyse des Liquors lasst
sich anhand des Albumin Liquor/Serum Quotienten eine Blut-Hirn-Schrankenstérung nachweisen.
Zudem stellen sich intrathekal synthetisierte IgG Autoantikorper als oligoklonale Banden in der

Elektrophorese dar [Andersson, M. et al., 1994]. Der Nachweis oligoklonaler Banden bildet ein
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wichtiges diagnostisches Kriterium [Link, H. et al.,, 2006]. Eine andere autoimmune oder
neurologische Erkrankung, welche die klinischen Symptome besser erklaren kann, muss vor Diagnose
einer Multiplen Sklerose ausgeschlossen werden. Bei Patienten mit NMO &ahnlicher Symptomatik

muss durch Aquaporin 4 AK Nachweis eine NMO-Erkrankung von der MS-Diagnose abgegrenzt

werden [Polman, C.H. et al., 2011].

EDSS |Beschreibung
0 Normaler neurologischer Untersuchungsbefund (alle FS Grad 0)
1,0 Keine Behinderung, minimale Zeichen in 1 FS (Grad 1)
1,5 Keine Behinderung, minimale Zeichen in > 1 FS (Grad 1)
2,0 Minimale Behinderung in 1 FS (Grad 2)
2,5 Minimale Behinderung in 2 FS (Grad 2)
3.0 gl)léfiige Behinderung in einem FS (Grad 3), oder milde Behinderung in 3—4 FS (Grad
35 Uneingeschrankt gehfahig mit maRiger Behinderung in einem FS (Grad 3) und leichte
’ Behinderung in 1-2 FS (Grad 2); oder 2 FS Grad 3; oder 5 FS Grad 2
Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fiir 500 m; selbstandig flir 12 Std. am Tag trotz
4,0 relativ schwerer Behinderung mit einem FS Grad 4 (andere Grad 0 oder 1) oder
Kombination geringerer Schweregrade, die vorausgehende Schritte Gbertrifft
Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fiir 300 m; die meiste Zeit des Tages auf;
4,5 vollschichtig arbeitsfahig, aber gegebenenfalls mit Einschrankung und auf leichte
Hilfe angewiesen
50 Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fiir 200 m; Schwere der Behinderung beeintrachtigt,
’ volle Tagesaktivitaten
55 Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fiir 100 m; Schwere der Behinderung erlaubt keine
’ volle Tagesaktivitat
6.0 Intermittierende oder stindige einseitige Gehhilfe ben6tigt um 100 m mit oder ohne
’ Pause zu gehen
6,5 Standige beidseitige Gehbhilfe benétigt, um 20 m ohne Pause zu gehen
Unfahig, auch mit Hilfe mehr als 5 m zu gehen, weitgehend auf Rollstuhl
7,0 angewiesen; fahrt selbst mit Standardrollstuhl, Transfer eigenstandig; sitzt ca. 12
Std. im Rollstuhl
Unfahig, mehr als ein paar Schritte zu gehen; auf den Rollstuhl beschrankt, bei
7,5 Transfer Hilfe bendtigt; fahrt selbst, kann aber nicht den ganzen Tag in normalem
Rollstuhl verbringen; elektrischer Rollstuhl wird moglicherweise benétigt
Weitgehend bettldgerig oder im Stuhl/Rollstuhl; kann die meiste Zeit des Tages
8,0 auBerhalb des Bettes sein; viele Funktionen der Selbstpflege erhalten; hat effektive
Armfunktion
85 Weitgehend bettlagerig flir die meiste Zeit des Tages; einige Armfunktionen
’ erhalten; einige Funktionen der Selbstpflege erhalten
9,0 Hilfloser, bettlageriger Patient; kann kommunizieren und essen
95 Vollkommen hilfloser, bettlageriger Patient; unfahig, effektiv zu kommunizieren
! oder zu essen/schlucken
10,0 |Tod durch MS

Tabelle 1: EDSS Einteilung

[Kroner-Milsch, A. et al., 2012]
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Neben der klinischen Symptomatik liefert eine MRT Untersuchung wichtige Informationen fiir die
Diagnostik und den Verlauf von MS. Typischerweise ist im MRT Befund eine periventrikuldre
Lokalisation der Herde in der weilen Substanz zu erkennen [Reiche, W. et al., 2000]. Oft lassen sich
auch vereinzelte Herde in der grauen Substanz (vor allem um kleine Venolen), in der Medulla
oblongata oder exzentrisch im Spinalmark nachweisen. Bei 90% der MS-Patienten ist der Balken mit
betroffen [Kroner-Milsch, A. et al., 2012]. Mittels MRT kann die typische Streuung der
Lasionslokalisationen dargestellt werden [Traboulsee, A.L. et al., 2006]. Zudem kénnen Stérungen der
Blut-Hirnschranke innerhalb der Lasionen identifiziert und neue von alten Lasionen unterschieden
werden [Zivadinov, R. et al.,, 2006]. Durch ein spezielles MRT Verfahren konnte bei MS-Patienten
auch in normal erscheinenden Bezirken der weilen Substanz eine Blut-Hirnschrankenstérungen
nachgewiesen werden [Cramer, S.P. et al., 2013]. Mit neuen MRT Techniken kénnen des Weiteren
der Grad der Demyelinisierung, Axonschdden und Entziindungsareale dargestellt werden. Zudem
kann die Lasion, welche am meisten zur Krankheitsprogression beitragt, identifiziert werden [Rovira,

A. et al., 2008].

1.2 NMO

1894 beschrieb Eugene Devic das gleichzeitige Vorliegen einer beidseitigen Neuritis nervi optici mit
einer akuten transversen Myelitis als Neuromyelitis Optica [Devic, C., 1894]. Die NMO wird daher
auch als ,Devic’s disease” bezeichnet. Lange Zeit wurde sie fiir eine Unterform der Multiplen
Sklerose gehalten, da sich die beiden Krankheitsbilder stark ahneln kénnen. Bei beiden Erkrankungen
kann es sowohl zu einer NNO, als auch zu einer Myelitis und entziindlich demyelinisierten Herden im
ZNS kommen [Wingerchuk, D.M. et al., 2007]. Durch die Entdeckung spezifischer pathognomonischer
Antikorper konnte die NMO jedoch eindeutig von der MS abgegrenzt werden und gilt heute als
eigenstandige demyelinisierende Autoimmunerkrankung [Lennon, V.A. et al., 2004]. Sie ist neben der

MS die wohl haufigste entziindlich demyelinisierende Erkrankung des ZNS [Asgari, N., 2013].

1.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Pravalenz der NMO liegt etwa bei 1 zu 100.000 Einwohnern weltweit [Kim, W. et al., 2011]. NMO
ist somit wesentlich seltener als Multiple Sklerose und tritt vorwiegend bei ethnischen Gruppen ohne
kaukasischen Ursprung auf. Im Vergleich zur MS lasst sich vor allem in Volksgruppen aus Japan, Ost -
Asien und Indien eine erhéhte NMO-Fallzahl erkennen [Wingerchuk, D.M. et al., 2007]. Die in Ost -
Asien verbreitete opticospinale Variante der MS wurde aufgrund ihrer Ubereinstimmenden Klinik
schon lange Zeit mit der NMO verglichen [Weinshenker, B.G., 2003]. Durch NMO-AK Marker konnte

nachgewiesen werden, dass es sich bei opticospinaler MS und NMO hoéchstwahrscheinlich um
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identische Krankheitsbilder handelt [Lennon, V.A. et al., 2004]. Demyelinisierende Krankheiten treten
bei afrikanischen Volksgruppen sehr selten auf. Im Falle einer solchen Diagnose handelt es sich dann
jedoch bei fast allen Fallen um NMO [Wingerchuk, D.M. et al., 2007]. In mehreren Studien fiel auf,
dass Frauen fiinf bis neunmal haufiger von Neuromyelitis Optica betroffen sind als Manner [Lana-
Peixoto, M.A., 2008; Weinshenker, B.G., 2003]. Der Erkrankungsmedian liegt im Unterschied zur MS
erst bei 39 Jahren [Kantarci, O.H. et al., 2005].

Die Atiologie der Neuromyelitis Optica ist nicht genau bekannt. Es ldsst sich ein gehduftes Auftreten
mit anderen Autoimmunerkrankungen und eine familidare Haufung von NMO- und MS-Fillen
erkennen [Asgari, N. et al., 2012]. Im Gegensatz zur MS, scheint bei NMO jedoch keine Korrelation
zwischen dem Vorhandensein des HLA-DRB1 Allels und der Erkrankung gegeben zu sein [Kira, J.,
2003]. Das HLA Klasse Il Molekil DPB1*0501 wurde hingegen bei asiatischen Patienten mit NMO
signifikant haufiger nachgewiesen [Wang, H. et al., 2011; Yamasaki, K. et al., 1999]. Es wird jedoch
kontrovers diskutiert, ob DPB1*0501 die Suszeptibilitat fir NMO erhoht, da dieses HLA Allel bei 60 %
aller Asiaten nachgewiesen werden konnte, in Europa jedoch nur selten auftritt [Wingerchuk, D.M. et
al.,, 2007]. In einer anderen Studie wiesen NMO-Patienten eine erhohte HLA-DQB1*0402 Frequenz
auf [Asgari, N. et al., 2012]. Bei einigen NMO-Patienten konnte ein Zusammenhang zwischen
Krankheitsausbruch und diversen Infektionen beobachtet werden. Infektionen mit Helicobacter
pylori und Chlamydia pneumoniae stehen in Verdacht eine NMO-AK-Reaktion auslésen zu kdénnen
[Yoshimura, S. et al., 2013]. Eine Entstehung von NMO-AK durch molekulare Mimikry oder durch eine
fehlerhafte Immunantwort gegen zugrunde gehende Zellen, welche Aquaporin 4 (AQP4) in der

Membran tragen, wird in Erwagung gezogen [Levy, M. et al., 2014].

1.2.2 Pathogenese

NMO-AK binden spezifisch an das integrale Membranprotein Aquaporin 4 [Lennon, V.A. et al., 2005].
AQP4 wird in geringer Menge in Lunge, Magen, Skelettmuskel und Innenohr gefunden, hauptsachlich
aber von Astrozyten im Gehirn exprimiert. Es ist ein Wasserionenkanal, welcher in zwei Isoformen
vorhanden sein kann [Amiry-Moghaddam, M. et al., 2003]. NMO-AK kdnnen nur sogenannte OAPs
erkennen, welche ausschlieBlich von der M23 Isoform des AQP4-Kanals gebildet werden [Nicchia,
G.P. et al.,, 2009]. Die unterschiedliche Verteilung der Isoformen konnte erklaren, warum AK-
Reaktionen gegen AQP4-Kandle bei Neuromyelitis Optica nur innerhalb des ZNS, nicht aber in

peripheren Organen nachgewiesen werden kénnen [Asgari, N. et al., 2011].

AQP4 ist zwar im gesamten Gehirn nachzuweisen, kommt jedoch am Nervus opticus und im
Rickenmark in sehr hohen Konzentrationen vor. Immunhistochemisch wurde es zudem vermehrt im

Hypothalamus und der Membran ependymaler Zellen dargestellt [Pittock, S.J. et al., 2006]. Auch
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endotheliale Zellen der Blut-Hirnschranke kénnen AQP4 in geringem MaRe herstellen [Amiry-
Moghaddam, M. et al., 2003]. AQP4 findet sich in der Blut-Hirnschranke zudem im Dystroglykan-
Proteinkomplex in den Fultfortsdtzen von Astrozyten [Lennon, V.A. et al.,, 2005]. AQP4-Kandle in
subpialen und perivaskuldaren FuRfortsatzen tragen essentiell zur Wasserhomoostase im Gehirn bei

[Amiry-Moghaddam, M. et al., 2003].

Auf welche Art und Weise es durch die NMO spezifischen AQP4 AK zu einer Entziindungsreaktion mit
folgender Demyelinisierung kommt, wird in diversen Studien diskutiert:

Die AK-Bindung an den AQP4-Kanal fihrt bei Anwesenheit von Komplementfaktoren zu einer
direkten Zerstoérung der Astrozyten [Kinoshita, M. et al., 2009]. Durch die inflammatorische
Komplementreaktion kommt es auch zur Zerstérung der umliegenden Oligodentrozyten. Zudem
andert sich durch eine Bindung von NMO-AK an AQP4 dessen Polarisation, was eine Erhéhung der
Permeabilitdt der Astrozyten-Endothelgrenze zur Folge hat [Asgari, N. et al., 2011]. Eine Auswirkung
auf die Permeabilitat der gesamten Blut-Hirnschranke ist somit denkbar. Proinflammatorische Zellen
des Immunsystems konnten so besser ins ZNS emigrieren und die Entziindungsreaktion
aufrechterhalten. Der Wasserfluss durch AQP4-Kandle wird durch die AQP4-AK nicht beeinflusst
[Nicchia, G.P. et al., 2009]. Es kommt jedoch zu einer NMO-AK induzierten Verringerung der AQP4-
Kanéle, die zudem mit einer niedrigeren Expression des Glutamattransporters EAAT2 in Astrozyten
einhergeht [Hinson, S.R. et al., 2008]. Durch AQP4-AK wird somit die Glutamathomoostase des
Gehirns beeinflusst. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Akkumulation von Glutamat toxisch auf
Oligodentrozyten auswirkt [Marignier, R. et al., 2010]. NMO-AK fiihren dementsprechend zu einer
Demyelinisierung, die sowohl vom Komplementsystem vermittelt wird, als auch davon unabhangig

ablauft.

1.2.3 Symptome und Diagnostik

Die Symptome der Neuromyelitis Optica werden wie bei MS von der Lage der demyelinisierten Herde
bestimmt. Diese korreliert bei NMO im MRT Befund mit den Hauptlokalisationen der AQP4-Kanile
[Pittock, S.J. et al.,, 2006]. Der klinische Verlauf einer Neuromyelitis Optica ist im Schnitt

schwerwiegender, als der einer Multiplen Sklerose [Weinshenker, B.G. et al., 2006].

Abhdngig von der AQP4-Verteilung ist vor allem der Sehnerv, sowie das Riickenmark betroffen.
Lasionen kdnnen aber auch im Hirnstamm, Basalganglien und Kleinhirn gefunden werden [Graber,
D.J. et al., 2008]. Die Erkrankung tritt daher in den meisten Fillen erstmals durch eine NNO in
Erscheinung. Diese ist bei 20 % der NMO-Patienten bilateral ausgepragt und verlauft im Vergleich zur
NNO bei MS schwerwiegender [Levin, M.H. et al., 2013]. Begleitend, oder im Intervall, |dsst sich im

Spinalmark eine transverse Myelitis nachweisen. Diese &duBert sich als beidseitige motorische
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Schwache oder Lahmung, Empfindungsstorung distal der Lasion, Nervenwurzelschmerz oder
Sphinkterstorung [Szczepiorkowski, Z.M. et al., 2010]. Wie bei MS kdnnen bei spinaler Beteiligung
paroxysmale tonische Spasmen auftreten und das Lhermitte-Zeichen ausgeldst werden [Wingerchuk,

D.M. et al., 2007].

NMO verlauft entweder monophasisch oder schubférmig remittierend [Weinshenker, B.G. et al.,
2006]. Der prognostisch bessere monophasische Verlauf kann nur bei 20 % der NMO-Patienten
diagnostiziert werden. Die initiale NMO-Attacke verlduft hierbei zwar heftig, die 5-lahres
Uberlebensrate betrigt jedoch 90 %. [Szczepiorkowski, Z.M. et al., 2010]. Bei einem schubférmigen
Verlauf kommt es zu Schiiben mit Optikusneuritis oder transverser Myelitis oder einer Kombination
von beidem. Nach jeder Attacke verbleibt ein Defizit [Weinshenker, B.G. et al., 2006]. Diese Form der
NMO hat eine schlechte Prognose und fiihrt bei 50 % der Patienten zu Erblindung oder
Rollstuhlpflicht auf Grund einer Tetra- oder Paraparese [Szczepiorkowski, Z.M. et al., 2010]. Ist der
Hirnstamm mit betroffen, kann es zu Schluckauf, Schwindel oder Atemlahmung kommen
[Wingerchuk, D.M. et al., 2007]. Bei 30 % der Patienten mit schubférmig remittierendem Verlauf
kommt es innerhalb von 5 Jahren zum Tod durch Atemlahmung. Zwischen den Schiiben erfolgt bei
NMO keine Krankheitsprogression, daher pragt die Frequenz und Schwere der Schiibe den klinischen
Verlauf [Szczepiorkowski, Z.M. et al., 2010]. Ist der NMO-Patient bei Erstdiagnose liber 50 Jahre alt,
kommt es meist friihzeitig zu einer raschen motorischen Behinderung oder dem Tod [Collongues, N.

et al.,, 2013].

Momentan werden die von Wingerchuk aufgestellten und 2007 lberarbeiteten Kriterien zur NMO
Diagnose angewandt. Es wird darin das Vorhandensein einer Optikusneuritis und einer Myelitis
gefordert. Zusatzlich sollen 2 der folgenden 3 Nebenkriterien erfiillt sein [Wingerchuk, D.M. et al.,
2006]:
- Nachweis einer spinalen Lasion im MRT, welche sich mindestens liber 3 vertebrale Segmente
erstreckt.
- Der MRT Befund bei Erkrankungsbeginn darf im Verteilungsmuster der Herde nicht fiir eine
MS Diagnose sprechen.

- Seropositivitat fir NMO I1gG AK
Mittlerweile wurde mittels MRT nachgewiesen, dass die Herde neben dem Riickenmark und Nervus

Optikus im gesamten Gehirn auftreten konnen [Wingerchuk, D.M., 2007]. ,Wolken-adhnliche

Lasionen”, sowie Lasionen periventrikuldar und im Hypothalamus sind typisch fiir NMO [Shimizu, Y.,
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2010]. Der Nachweis weiterer Ladsionslokalisationen neben dem Riickenmark und Nervus Optikus
schlief3t eine NMO also nicht aus [Wingerchuk, D.M. et al., 2006].

AQP4-AK kénnen bei 70-80 % der NMO Patienten nachgewiesen werden [Levy, M. et al., 2014]. Die
Schwere der NMO Symptomatik scheint mit der Hohe des Antikdrper Spiegels zu korrelieren [Tanaka,

K., 2007]. Wie bei MS wird der Grad an Behinderung mittels EDSS angegeben.

1.3 Therapie von MS und NMO

Bei NMO reagiert das Immunsystem auf das AQP4-Antigen auf Astrozyten, wohingegen bei MS eine
Immunreaktion gegen Oligodentrozyten vermutet wird [Yoshida, M., 2010]. Bei beiden Erkrankungen
kommt es letztlich zu einer inflammatorischen Zerstérung der Myelinscheide [Wegner, C., 2013].
Immunologische Vorgadnge innerhalb der B- und T-Zellregulation, welche die autoimmun vermittelte
Demyelinisierung ermoglichen, spielen bei NMO und MS eine Rolle. Bei NMO ist ein
Behandlungsbeginn so friih wie moglich essentiell, um weitere Schiibe hinauszuzégern und die damit
assoziierte Behinderung zu vermeiden [Nomura, K., 2013]. Die MS-Therapie hat das gleiche Ziel und
soll den Beginn einer Progression hinausschieben. MS- und auch NMO-Patienten profitieren von
einem individuellen, umfassenden Behandlungskonzept. Dieses umfasst, neben immunsuppressiven
oder -modulatorischen Medikamenten, auch symptomorientierte und psychologische Aspekte und
Therapien. In der medikamentdsen Therapie gibt es einige Unterschiede zwischen den beiden
Krankheiten. Im weiteren Verlauf wird lediglich auf die wichtigsten immunsuppressiven und

immunmodulatorischen Therapien bei MS und NMO eingegangen:

Behandlung des akuten Schubs

Leichte MS-Verlaufe bedirfen oft keiner Therapie. Bei mittleren bis schweren akuten MS-Schiiben
und bei NMO-Schilben gilt eine intravendse hochdosierte Corticosteroidgabe (z.B.
Methylprednisolon) als das Mittel der Wahl [Berkovich, R., 2013; Nomura, K., 2013]. Der Schub wird
abgemildert, da Corticosteroide Entziindungen reduzieren, die Apoptose von Leukozyten initiieren,
die kapillare Permeabilitdt normalisieren sowie die Migration von polymorphkernigen Leukozyten
unterdriicken kdnnen [Sato, D. et al., 2012]. Bei MS kann dadurch zwar eine schnellere Genesung
erreicht werden, Corticosteroide wirken sich jedoch nicht auf das Mal} der Rehabilitation aus. ACTH
stellt bei MS eine Alternative zu Corticosteroiden dar [Berkovich, R., 2013]. Zeigen Corticosteroide
keine ausreichende Wirkung, sollte bei NMO friihzeitig eine Plasmapherese begonnen werden
[Morgan, S.M. et al., 2013]. Auch bei einem akuten MS-Schub ohne Corticosteroidansprechen deuten
Studienergebnisse auf einen positiven Effekt der Plasmapherese hin [Berkovich, R., 2013]. Durch

Plasmapherese konnen Plasmabestandteile wie Antikorper, Komplementfaktoren, Zytokine und
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Chemokine extrakorporal eliminiert werden. Es sind mehrere Sitzungen nétig und die AK-Produktion

muss mit zusatzlichen Immunsuppressiva gestoppt werden [Szczepiorkowski, Z.M. et al., 2010].

Krankheitsmodulierende Therapie

Bei RRMS bilden u.a. Interferon B und Glatirameracetat die Erstlinientherapie [Tullman, M.J., 2013].
IFN B kann neben der Schubprophylaxe bei RRMS auch bei SPMS zur Krankheitskontrolle eingesetzt
werden [Tullman, M.J., 2013]. Andere Medikamente, die zur Behandlung von RRMS/SPMS
empfohlen werden, sind Fingolimod, Natalizumab, Teriflunomid und Mitoxantron [Minagar, A,
2013]. Fir PPMS gibt es bislang keine Therapie, die den Krankheitsverlauf nachweislich bessert
[Tullman, M.J., 2013].

Als Schubprophylaxe bei NMO werden Corticosterioide niedrig dosiert weitergegeben [Sato, D. et al.,
2012]. INF B fihrt bei NMO im Gegensatz zu MS zu einer Exazerbation der Symptomatik, weshalb
eine frihe diagnostische Unterscheidung der beiden Erkrankungen wichtig ist [Warabi, Y. et al,,
2007]. Alternativ kdbnnen Immunsuppressiva wie Azathioprin, Tacrolimus, Mycophenolatmofetil und
Mitoxantron zur NMO Therapie eingesetzt werden [Nomura, K., 2013]. Sowohl eine Behandlung mit
Azathioprin und nachfolgend oralem Prednisolon als auch eine Rituximabtherapie konnten die
Schubintervalle bei NMO verlangern [Kim, S.M. et al., 2013]. Die Schubanzahl korreliert mit dem
Verlust der Nervenfaserfunktion. Durch diese Therapien kann die Funktionalitdt der Nervenfasern

daher langer aufrechterhalten werden [Sato, D. et al., 2012].

Neben den genannten Therapiemoglichkeiten werden fiir MS und NMO aktuell eine Vielzahl an
erfolgsversprechenden immunmodulatorischen Medikamenten evaluiert [Berkovich, R., 2013]. Dazu

gehort auch der monoklonale AK Rituximab und seine Nachfolger Ocrelizumab und Ofatumumab.

1.4 Rituximab — Aufbau und Wirkmechanismus

Rituximab ist ein chimarer, monoklonaler Antikérper [Minagar, A., 2013]. Monoklonale AK sind
identisch, da sie vom selben B-Lymphozyten produziert wurden (Abbildung 3). Bei chimaren
Antikorpern ist lediglich der konstante Teil humanen Ursprungs. Die variable AK-Region besteht aus
Mausproteinen [Delves, P.J.,, 2011]. Rituximab bindet mit seiner variablen Region an das CD20
Oberflachenantigen. B-Zellen exprimieren CD20 bis zur Differenzierung zu Plasmazellen [Tedder, T.F.
et al.,, 1994]. T-Zellen und andere hdamatopoetische Stammzellen exprimieren kein CD20. Die
Rituximab-Bindung fuhrt Gber zytotoxische Effekte des Komplementsystems und Zellinteraktionen
zur Apoptose der CD20* Zellen [Maloney, D.G., 2012].

Die Pharmakokinetik von Rituximab weist interindividuell eine groRe Spannweite auf, wobei die

Serumkonzentrationen mit dem klinischen Ansprechen korrelieren [Plosker, G.L. et al., 2003].
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1.5 Fragestellung

Rituximab wird aktuell als , off-label use” erfolgreich bei autoimmun vermittelten Erkrankungen wie
MS und NMO eingesetzt. Bei einer Therapie mit Rituximab werden alle CD20" B-Zellen eliminiert.
Dadurch werden B-Zellen mit proinflammatorischen Funktionen, wie Antigenprasentation,
Zytokinproduktion sowie Aktivierung von Makropagen und T-Zellen ausgeschaltet [Duddy, M. et al.,
2006]. Auch B-Gedachtniszellen werden depletiert. Dies konnte dazu beizutragen, dass auch nach
Therapieende keine neuen AK produzierenden Plasmazellen entstehen. Bereits vorhandene
langlebige AK produzierende Plasmazellen werden durch Rituximab nicht eliminiert, weshalb sich der
Antikorperspiegel in MS oder NMO unter Therapie nicht dndert. Der therapeutische Erfolg einer
Rituximabbehandlung scheint daher nicht auf einer Hemmung der AK-Synthese zu beruhen. Er kann
bei MS und NMO eher einer direkten Unterdriickung von proinflammatorischen B-Zellinteraktionen
zugeschrieben werden [Hauser, S.L. et al., 2008]. Dies stiitzt die These, dass in der Genese der MS
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und NMO neben der humoralen B-Zellantwort vor allem antigenprdsentierende B-Zellfunktionen
eine grolde Rolle spielen.

Die Ergebnisse einer vorangehenden Studie an EAE erkrankten Mausen unter B-Zelldepletion
verdeutlichen diese Annahme [Weber, M.S. et al., 2010]: Bei einer durch das rekombinante Protein
MOG bedingten EAE wurde der Krankheitsverlauf durch eine B-Zelldepletion abgemildert. Die
Frequenz von TH1 und TH17 Zellen sank durch die B-Zelldepletion. B-Zellen scheinen durch ihre
Funktion als proteinprasentierende Zellen die proinflammatorischen T-Zellen zu stimulieren. Eine
durch das MOG (35-55) Peptid ausgeltste EAE wurde hingegen durch B-Zelldepletion verschlechtert.
B-Zellen werden durch Peptidantigene nicht aktiviert. Sie scheinen bei diesem Krankheitsverlauf
daher eine ausschlieRlich regulatorische, antiinflammatorische Rolle zu spielen.

Durch eine anti-CD20-Behandlung nahm die Zahl regulatorischer T-Zellen in beiden EAE-Modellen
der Mausstudie ab. Die Aktivitdt von Monozyten stieg hingegen nach B-Zell-Eliminierung unabhangig
vom EAE-Modell an [Weber, M.S. et al., 2010]. Regulatorische B- und T-Zellen kénnten
dementsprechend einen wichtigen regulatorischen Effekt auf Monozyten ausliben. Eine
Rituximabtherapie konnte bei MS oder NMO demnach die Unterdriickung proinflammatorischer APC
Funktionen von Monozyten einschrdanken. Dies konnte bei einzelnen MS-Patienten zu einer
Exazerbation der inflammatorischen Demyelinisierung fiihren. Dies impliziert, dass die genaue
Kenntnis Gber Auswirkungen einer Rituximabtherapie auf das zelluldre Immunsystem von Patienten
mit neuroinflammatorischen Erkrankungen, essentiell fir eine sichere immunmodulatorische
Therapie ist. Diese Arbeit soll einen Einblick auf die zellulare Immunkonstellation nach kompletter B-
Zelldepletion mittels Rituximab bei Patienten mit neuroinflammatorischen Erkrankungen (vorrangig

MS und NMO) geben. Es werden Fragen zu folgenden Themenkomplexen erortert:

Regulatorische T-Zellen konnten auch bei MS/NMO wichtige antiinflammatorische Funktionen
ausiiben. Wird die Frequenz regulatorischer T-Zellen und anderer Leukozytensubpopulationen durch
Rituximab beeinflusst?

Rituximab eliminiert sowohl pro- als auch antiinflammatorische CD20* B-Zellen. Lassen sich aus den
Ergebnissen Riickschlisse Gber regulatorische Funktionen der B-Zellen bei MS und NMO ziehen?
B-Zellen und Monozyten scheinen als APCs eine wesentliche Rolle in der Pathogenese von MS und
NMO einzunehmen. Andert eine Rituximabtherapie die Frequenz und proinflammatorische Aktivitit
von Monozyten?

Welche Rolle spielen APCs bei MS/NMO?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Accujet® pro

AID EliSpot reader

Analog Vortex Mixer

Centrifuge 5810R

CyAn ADP9C Durchflusszytometer
Finnpipette-F2 (8 Kanal, 12 Kanal)
Galaxy mini Fuge

Inkubator
Kryokonservierungstank 24 K
Lichtmikroskop

MACS ®Separator

Multifuge 3SR Plus

Neubauer Zdhlkammer

Pico Fuge

Pipetten Research (20 ul, 200 pl, 1000 pl)
Sterilbank

Tecan Genios plate reader

Waage

Wasserbad

Wasserdeionisierungsanlage Milli-Q

2.1.2 Software

Microsoft office Word 2007
Microsoft office Excel 2007
AID EliSpot software
Flowlo 7.6.1

Summit V4.3.01

Brand GmbH + Co KG, Wertheim, DE
Autoimmun Diagnostika, StraRberg, DE
VWR, Darmstadt, DE

Eppendorf, Hamburg, DE

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE
Thermo scientific, Waltham, US

VWR, Darmstadt, DE

Binder, Tuttlingen, DE

tec-lab GmbH, Taunusstein, DE

VWR, Darmstadt, DE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Haraeus, Newport Pagnell, GB

Optik Labor, Friedrichsdorf, DE
Stratagene, La Jolla, US

Eppendorf, Hamburg, DE

Kojair Tec Oy, Vilppula, FI

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH
Sartorius AG, Gottingen, DE
Memmert, Schwabach, DE

EMD Millipore Corporation, Billerica, US

Microsoft Corporation, Redmond, US
Microsoft Corporation, Redmond, US
Autoimmun Diagnostika, StraBberg, DE
Tree Star Inc., Ashland, US

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Alliquot GefiaBe Cryo.S ™ 1,5 ml

Cellstar® 15 ml tubes

Cellstar® 50 ml tubes

Cellstar® 96 flat-well Zellkulturplatten

Cellstar® 96 U-well Zellkulturplatten

Cellstar® Glaspipetten (2,0 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Cellstar® Zellkulturflaschen 550ml (175 cm?)
EDTA Blutentnahmerdhrchen S-monovette 9 ml
Eppendorf Gefale (1,5 ml, 2,0 ml)
Spritzenvorsatzfilter

Falcon® FACS R6éhrchen 5 ml

MACS® Pre-Separation Filters 30 um

MACS® Separation Columns LS

Microtubes 1,2 ml Bulk PP

MultiScreen® HTS IP 0.45 um, sterile Filterplatten
Pipettenspitzen < 10 pl, < 200 pl, < 1000 pl
Plastipak Luer™ Lok™ 50 ml

PS Abdeckplatte steril

Zellkulturtestplatten 24 well

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien

0,5 M EDTA pH 8.0

Biocoll Separation Solution 1,077 g/ml
Bovines Serumalbumin (BSA) Pulver
DMEM mit 4,5 g/I D-Glucose

DMSO

Dulbecco’s PBS 1x ohne Ca & Mg
Ethanol

Fotales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin

LPS (Lipopolysaccharid)
Penicillin/Streptomycin

Peroxidase Solution B

RPMI 1640 Kulturmedium
26

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Sartorius AG, Gottingen, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Starlab GmbH, Hamburg, DE

Millipore Ireland B.V., Tullagreen, IE
Eppendorf, Hamburg, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

TPP®, Trasadingen, CH

Calbiochem, Bad-Soden, DE

Biochrom AG, Berlin, DE
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

PAA Laboratories GmbH, Pasching, AT
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

PAA Laboratories GmbH, Pasching, AT
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE
GIBCO, Paisley, UK

GIBCO, Paisley, UK

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
GIBCO, Paisley, UK

KPL, Gaithersburg, US

PAA Laboratories GmbH, Pasching, AT
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Sigmafast BCIP®/NBT Tabletten Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE
Streptavidin alkaline phosphatase EMD Millipore Corporation, Billerica, US
Trypanblau GIBCO, Paisley, UK

Tween 20 Sigma-Aldrich, Deisenhofen, DE

2.1.5 Antikoérper

Anti- CD4-APC BD Biosciences, Heidelberg, DE

Anti- CD8a-PE eBioscience Inc., San Diego, US

Anti- CD14-FITC BD Biosciences, Heidelberg, DE

Anti- CD14 MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Anti- CD19-APC BD Biosciences, Heidelberg, DE

Anti- CD20 MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Anti- CD25-FITC BD Biosciences, Heidelberg, DE

Anti- CD127-PE BD Biosciences, Heidelberg, DE

Anti- CD150-PE (SLAM) BD Biosciences, Heidelberg, DE

FcR Blocking Reagent, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
TNF a-Capture Antibody EMD Millipore Corporation, Billerica, US
TNF a-Detection Antibody EMD Millipore Corporation, Billerica, US

2.1.6 Medien und Pufferlésungen

B-Zellmedium (BCM)

500 ml RPMI e 5 ml Penicillin/Streptomycin ¢ 5 ml L-Glutamin e 50 ml FCS

FCS wurde im Vorfeld aliquotiert und zur Aufbewahrung eingefroren, um die Inhaltsstoffe stabil zu
erhalten. Vor Verwendung wurde es bei Raumtemperatur auf Eis aufgetaut. Durch diese schonende
Erwarmung konnte die Prazipitation gering gehalten werden.

Um das BCM herzustellen, wurden Penicillin/Streptomycin, L-Glutamin und FCS in den oben
angegebenen Mengen steril in das RPMI Kulturmedium filtriert. Das BCM wurde danach auf 50 ml
Gefdlle aufgeteilt, um die Gefahr einer Verunreinigung und dadurch bedingten Ergebnisverfalschung

moglichst gering zu halten.

Einfriermedium

30 mI BCM e 10 ml FCS e 10 m| DMSO

BCM und FCS wurden vermischt. Um die Warmeentfaltung gering zu halten, wurde DMSO erst

danach langsam hinzugegeben. Das Medium wurde unter sterilen Bedingungen filtriert.
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FACS-Puffer
2 % FCS in PBS

Die Mischung des Puffers erfolgte unter sterilen Bedingungen.

MACS-Puffer
500 mI PBS e 2,5gFCSe 2 mlEDTAO,5M

Das FCS wurde zusammen mit EDTA 0,5M in 10 ml PBS gegeben und mittels Vortex vermischt. Diese
Losung wurde danach steril in 490 ml PBS filtriert.

In Vorversuchen zu dieser Studie stellte sich heraus, dass MACS-Puffer mit BSA zu einer
unspezifischen Aktivierung der Leukozyten fihrte. In der Studie wurde daher MACS-Puffer mit FCS,
statt dem (blicheren BSA verwendet. Im Elispot wurde weiterhin PBS mit 0,5 % BSA als
Losungsflissigkeit verwendet, da in diesem Versuchsschritt kein Einfluss von BSA auf die Zellaktivitat

beobachtet werden konnte.

BCIP/NBT Substrat

Zur Herstellung des Substrats wurde eine ,Sigmafast BCIP®/NBT Brausetablette” mit 0,15 mg/ml

BCIP® und 0,30 mg/ml NBT in 10ml deionisiertem Wasser aufgelost.

2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign und Probandenkriterien

Bei der Studie handelte es sich um eine parallelisierte, offene, randomisierte Studie, welche von der
Ethikkommission der Fakultat fiir Medizin der Technischen Universitdt Minchen genehmigt wurde.
Durchgefiihrt wurde sie im Zeitraum 2010-2011 von der Neurologischen Klinik und Poliklinik des

Klinikums rechts der Isar, in Zusammenarbeit mit der Ill. Medizinischen Klinik und Poliklinik.

Ziel der Studie war es, den Effekt einer B-Zelldepletion mittels CD20 AK Rituximab auf die Frequenzen
von Monozyten, B- und T-Lymphozyten darzustellen. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der
relativen Haufigkeit regulatorischer T-Zellen. Zudem sollte die Aktivitdit der Monozyten unter
Rituximabtherapie anhand des SLAM (CD150) Oberflaichenmolekils und der TNF a-Produktion
gemessen werden. Auch die immunologische Grundkonstellation bei Patienten mit
neuroinflammatorischen Erkrankungen, wie MS und NMO, kénnte einen Einfluss auf die Ergebnisse
haben. Um diesen erkennen zu kénnen, wurden zudem Patienten mit anderen Grunderkrankungen

mit und ohne Rituximabtherapie untersucht.
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Die fur die Studie geeigneten Patienten wurden umfassend lber das Ziel der Studie informiert. Nach
Einwilligung wurden meist einmalig 18 ml Blut abgenommen, welches zu PBMCs verarbeitet wurde.

Es wurden PBMCs von 91 Patienten aus den folgenden 4 Gruppen analysiert:

1. Hamatoonkologische Patienten mit B-Zell-Lymphom/-Leukdmie unter Rituximab Therapie

2. Patienten ohne neuroimmunologische Grunderkrankung,
gegebenenfalls mit B-Zell-Lymphom/-Leukdmie ohne medikamentdse Therapie

3. Patienten mit neuroinflammatorischer Grunderkrankung unter Rituximab Therapie,
vorrangig mit Multipler Sklerose oder Neuromyelitis Optica

4. Patienten mit neuroinflammatorischer Grunderkrankung ohne medikamentdse Therapie,

vorrangig mit Multipler Sklerose oder Neuromyelitis Optica

Eine detaillierte Auflistung der Zusammensetzung aller 4 Gruppen ist in Tabelle 2 dargestellt. Die
Patientenproben der Gruppen 1+2 und 3+4 wurden hinsichtlich Alter und Geschlecht parallelisiert
und im direkten Vergleich ausgewertet. Durch paarweises Matching entstehen strukturgleiche

Gruppen, deren Ergebnisse sich besser vergleichen lassen [Weil3, D.C., 2010].

Die Patientenkriterien wurden im Vorfeld der Studie wie folgt festgelegt:

Fir die Studie wurden in Gruppe 1 und 3 nur Patienten unter Rituximab-Monotherapie
aufgenommen. In der Studie sollte nicht die akute Wirkungsphase einer Rituximabdosis, sondern die
langfristigen Auswirkungen der B-Zelldepletion auf das Immunsystem dargestellt werden. Daher
wurden ausschlieBlich Patienten ausgewahlt, deren gesamte Therapiedauer bereits mindestens 1
Monat betrug. Die letzte Rituximabgabe musste dabei mindestens 1 Woche vor der Blutentnahme
erfolgt sein. Als Kontrollprobanden in den Gruppen 2 und 4 wurden nur Personen zugelassen, welche
in der Vorgeschichte noch nie mit Rituximab behandelt worden waren. Bei den Kontrollgruppen lieR
sich so eine Beeinflussung der Leukozytensubpopulationen durch einen langer zuriickliegenden
Therapieeffekt von a CD20 ausschlieRen. Bei allen Probanden sollte des Weiteren der Einfluss einer
anderweitigen immunmodulatorischen, oder -suppressiven Therapie weitgehend ausgeschlossen
sein, um eine Verfadlschung der Ergebnisse zu vermeiden. Es wurden daher nur Probanden in die
Studie eingeschlossen, die mindestens 3 Monate vor Studienbeginn keine Steroidtherapien erhalten
hatten.

Bei Chemotherapiezyklen, oder anderen immunmodulatorischen/ -suppressiven Therapien, wurde

der Mindestabstand zur Blutentnahme auf 6 Monate festgelegt.
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Gruppennummer 1 2 3 4
Gruppenbezeichnun L I:‘Z‘:‘I:;m »gesunde” | MS/NMOa | MS/NMO Gesamt-
PP g ymp Kontrolle CD20 Kontrolle anzahl
a CD20
Probandenanzahl 23 23 22 23 91
Geschlecht mannlich 13 13 4 5 35
weiblich 10 10 18 18 56
Alter (Jahre) Mittelwert (min-max) 63 (28-87) 61 (27-86) 45 (18-69) 42 (17-69) 52 (17-87)
aCD20 Therapie- . .
dauer (Monate) Mittelwert (min-max) 15 (1-66) 0 15 (2-47) 0 15 (1-66)
Erkrankung NMO 0 0 11 1 12
MS nicht naher bezeichnet 0 0 3 6 9
RRMS 0 0 3 4 7
SPMS 0 0 1 3 4
PPMS 0 0 1 1 2
sonstige
neuroimmunologische 0 0 3 1 4
Erkrankung
CIS 0 0 0 7 7
follikulares BCL 9 0 0 0 9
Mantelzelllymphom 6 0 0 0 6
MALT 3 0 0 0 3
DLCBCL 2 0 0 0 2
lymphoblastisches BCL 1 0 0 0 1
nicht weiter spezifiziertes
BNHL 2 1 0 0 3
BCLL 0 1 0 0 1
Infarkt/ls.chz{mlsches 0 7 0 0 7
Ereigniss
Epilepsie 0 0 0
Schwindel 0 0 0
sonstige Erkrankungen
(weder immunologisch 0 8 0 0 8

noch Lymphom)

Tabelle 2: Gruppenaufteilung

2.2.2 PBMC-Herstellung zur Kryokonservierung

PBMCs werden in der Regel aus Vollblut gewonnen und bestehen aus peripheren mononukledren

Blutzellen, welche einen runden Zellkern besitzen [Fuss, 1.J. et al.,, 2009]. Dies beinhaltet

Leukozytensubpopulationen, wie Lymphozyten und Monozyten.
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Die abgenommenen Blutproben wurden bis zur PBMC-Herstellung stets gekihlt gelagert. Letztere
erfolgte maximal 12 Stunden nach Blutentnahme. Pro Proband wurden 2 x 9 ml EDTA-Blut mit der
gleichen Menge an PBS verdiinnt. In zwei konisch zulaufenden MischgefdfRen (,tubes”) wurden 9 ml
Biocoll vorgelegt. Die verdiinnten Blutproben wurden je mit einer Glaspipette vorsichtig auf die
Biocollphase gefiillt, sodass zwei getrennte Phasen erhalten blieben. Die Réhrchen wurden 20

Minuten bei 1250 rpm in 4 °C zentrifugiert.

Durch die Zentrifugalkraft und die Dichteeigenschaften von Biocoll entstehen dabei mehrere
Schichten: Biocoll enthélt laut Herstellerangabe Polysucrose, ein hydrophiles Polymer. Es hat, wie
Ficoll, eine spezifische Dichte von 1,077 g/ml [Heine, H. et al., 2003]. Da Erythrozyten eine héhere
Dichte als die Biocoll-Losung haben, sedimentieren sie beim Zentrifugieren auf dem GefaRgrund
[Fuss, I.J. et al., 2009]. Biocoll fordert als hochpolymerer Zucker die Erythrozytenagglutionation, was
zusatzlich zu einer Sedimentationsbeschleunigung fiihrt [Heine, H. et al., 2003]. Plasma, inklusive
kleinerer Plasmabestandteile, hat ein geringeres spezifisches Gewicht als die Biocoll-Lésung und
lagert sich daher als Phase Uber dieser ab. Periphere mononukledre Zellen bilden hingegen auf Grund
ihrer Dichteeigenschaften einen sichtbaren Saum auf der Biocollphase, den so genannten ,Buffy

coat” (Abbildung 4). Die PBMCs kdnnen so gezielt abpipettiert werden.

Abbildung 4: ..Buffv coat” aus PBMCs liber Biocollbhase
Die PBMCs sind nach dem Zentrifugieren als grauer
Saum (Buffy coat) tiber der durchsichtigen Biocollphase
sichtbar (siehe Pfeil).

a) Plasmalberstand
b) Ficollphase
c) Erythrozyten

Die so entstandenen PBMCs wurden in ausreichend PBS (mindestens 40ml) gelést und fir 10
Minuten bei 1250 rpm in 4 °C zentrifugiert. Sofern nicht anders angegeben, wurden die Proben stets
auf diese Weise zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren entsteht ein Zellpellet am GefaRgrund und
ein flussiger Uberstand, welcher verworfen wird. Das Zellpellet wurde erneut in ausreichend PBS

resuspensiert. Der Waschvorgang wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt, um noch enthaltene
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anderweitige Plasmabestandteile zu entfernen und so eine moglichst hohe Reinheit der
mononukledren Zellen zu erhalten. Nach dem letzten Waschschritt wurden die aufgereinigten PBMCs
in 1,5 ml BCM resuspensiert und gleichmaBig auf je 2 Aliquotgefalie aufgeteilt. In jedes Aliquotgefal
wurden 750 pl Einfriermedium zugegeben. Das darin enthaltene DMSO lagert sich in den Zellen ein
und stabilisiert die Zellwand, indem es wahrend des Einfrierprozesses eine zellschadigende
intrazellulare Eiskristallbildung und Dehydratation verhindert [Bakken, A.M., 2006]. Die aliquotierten
PBMCs konnten daher nach schonendem Einfrieren (-80°C) bis zur Versuchsdurchfiihrung in einem
Stickstofftank bei mindestens -196°C kryokonserviert werden. Das in den Aliquotgefdflen vorhandene
BCM und FCS ergab fir die Zeit nach dem Auftauen ein gutes Nahrmedium, sodass die Zahl der

vitalen mononukleadren Zellen nach der Kryokonservierung sehr hoch blieb.

Negative Auswirkungen der Kryokonservierung auf die Vitalitdit der PBMCs sollten dennoch
ausgeschlossen werden. In einem Vorversuch wurden daher sofort nach Blutentnahme hergestellte
PBMC-Proben mit nach Kryokonservierung aufgetauten PBMCs verglichen. Der Anteil an vitalen
Zellen war vergleichbar und es ergaben sich keine relevanten Unterschiede im Ansprechen auf eine

LPS-Stimulation.

2.2.3 Versuchsaufbau

Von jedem Patienten waren 4 kryokonservierte PBMC-Aliquots vorhanden, wovon meist 2 fiir die
Studie verwendet wurden. Die restlichen aliquotierten PBMCs dienten Vorversuchen oder wurden als
Probenarchiv weiterhin kryokonserviert. Vor Studienbeginn wurde, auf Grund von Inkubationszeiten,
Materialgegebenheiten und einer einzuhaltenden Kiihlkette, die gleichzeitige PBMC-Bearbeitung von
8 Probanden als ideal ermittelt. Die einzelnen Versuche liefen auf Basis eines identischen, vorher
erarbeiteten Schemas ab und erstreckten sich Uber 3 Tage. Begonnen wurde mit der PBMC-
Aufbereitung und Zellzihlung (2.2.4). Daraufhin wurden 1x 10° Zellen fiir die FACS-Analyse der
Leukozytensubpopulationen (2.2.5.1) und 1,75x 10° Zellen fiir die FACS-Analyse der SLAM-
Exprimierung von Monozyten unter LPS-Stimulation (2.2.5.2) verwendet. Aus der restlichen PBMC-
Suspension wurde mittels MACS-Separation eine hochreine Monozytensuspension hergestellt (2.2.6).
Im Elispot wurde die TNF a-Produktion dieser Monozyten unter Stimulation mit steigenden LPS-
Konzentrationen analysiert (2.2.7). Die Zellsuspensionen wurden zwischen den einzelnen
Arbeitsschritten stets auf Eis gelagert. Der detaillierte Versuchsablauf und die angewandten
Analysemethoden sind im Folgenden beschrieben. Pro Versuch wurden parallel Proben aller 4

Gruppen analysiert, um versuchsbedingte Unterschiede in den Gruppen zu minimieren.
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2.2.4 PBMC-Aufbereitung und Zellzihlung

Die aliquotierten PBMCs wurden aus der Kryokonservierung genommen. Sobald sie aufgetaut waren,
wurden die PBMCs eines Probanden in 10 ml DMEM gelést. DMEM ist ein standardisiertes
Ndahrmedium fir Zellkulturen mit einem hohen Nahrstoffanteil. Die PBMC-Lésungen wurden
zentrifugiert und das resultierende Zellpellet wurde erneut in 10 ml DMEM resuspensiert. Um die
jeweils individuelle Zellkonzentration in der Zellsuspension zu bestimmen, wurden jeder Probe 50 pl
entnommen. Nach Mischung mit 50 pl Trypanblau wurde die so verdiinnte Zellsuspension in die
Vertiefung einer Neubauer Zahlkammer pipettiert. Trypanblau kann sich nur in Zellen mit defekter
Zellmembran einlagern. Es werden daher nur abgestorbene oder apoptotische Zellen blau angefarbt
[Strober, W., 2001]. Bei der Ansicht unter dem Lichtmikroskop konnten so die vitalen Zellen
innerhalb einer Zahlkammereinheit identifiziert und ausgezahlt werden. Es wurde stets der
Mittelwert aus mehreren ausgezahlten GroBquadraten gebildet. Um die Zellkonzentration der 10 ml

DMEM-Zellsuspension zu erhalten, wurde folgende Formel angewendet:

[Zellzahl/lO ml 2 NxFx 10 x 10.000 ]

N = Mittelwert der Zellauszahlung pro GrofRquadrat

F = Verdiinnungsfaktor. Bei Mischung von 50 pl Trypanblau und 50 ul Zellsuspension ergib sich
eine Halbierung der Zellkonzentration. Der entsprechende Verdiinnungsfaktor ist 2.

10 = Durch Multiplikation mit dem Faktor 10 ergibt sich die Anzahl der Zellen pro pl.

10.000 = Durch den Faktor 10.000 kann die Zellzahl/10 ml angegeben werden.

2.2.5 FACS-Analyse

Bei der FACS-Analyse handelt es sich um eine fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie. Mit dieser
Methode kénnen biochemische Bestandteile und die Zusammensetzung von Zellpopulationen
anhand ihrer Lichtstreuung oder einem Fluoreszenzsignal quantitativ erfasst werden. Die optischen
Signale einer Zelle hangen von ihrer GroBe und ihrem strukturellen Aufbau ab. Zusatzlich kénnen
unterschiedliche physiologische und biochemische Zellbestandteile mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert werden [Gross, A. et al., 2015]. Es werden beispielsweise mit fluoreszierenden Farbstoffen
gekoppelte AK gegen CD-Proteine verwendet. Durch die spezifische Oberflichenmolekiilbindung
kénnen so verschiedene Zellsubpopulationen differenziert werden.

Die Zellen einer Suspension werden zur Analyse durch eine hochprazise Kiivette geleitet. In dieser

werden sie in einer schnell flieBenden, partikelfreien Tragerflissigkeit in einem hydrodynamischen
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Strom gebiindelt und durchqueren einzeln einen Laserstrahl [Gross, A. et al., 2015]. Die dabei fir
jede Zelle individuell entstehende Emission von Streulicht oder Fluoreszenz wird im FACS-Gerat Gber
Linsen, teildurchldssige Spiegel und Filter auf Photomultiplier geleitet und verstarkt. Das
Vorwartsstreulicht (engl.: ,forward scatter”, FSC), die gerade Weiterleitung des Lichts im Bereich des
180° Winkels, ist ein MalR fiir das Volumen einer Zelle. Die Granularitat einer Zelle und die
Beschaffenheit ihres Zellkerns werden durch das Spektrum des Seitwartsstreulichts (engl.: ,side
scatter”, SSC), d.h. des Lichtstreuungsbereich um den 90° Winkel, definiert [Shapiro, v.H.M., 2003].
Mit fluoreszierenden AK markierte Oberflaichenmolekile kénnen durch die vom AK ausgestrahlte
Wellenldnge und deren Signalintensitdt quantifiziert werden. Diese Messung erfolgt, indem
Elektronen der Fluoreszenzfarbstoffe mittels monochromatischem Laserstrahl angeregt werden.
Nach Passage des Lasers fallen die Elektronen wieder auf ihr energetisch niedrigeres Ausgangsniveau
zurick. Dabei wird Energie in Form von Photonen mit hoherer Wellenldnge frei. Jeder
Fluoreszenzfarbstoff besitzt ein spezifisches Emissionsspektrum. Die Fluoreszenzintensitat ist
proportional zu der Menge an Oberflichenmolekiilen pro Zelle, welche AK mit Fluoreszenzmolekiilen
gebunden haben. Um unterschiedliche Oberflaichenmolekiile zu markieren, kénnen mehrere
Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig verwendet werden, falls die Farbstoffe durch dieselbe Wellenlange
angeregt werden. Damit eine eindeutige Zuordnung der Farbsignale zu den markierten
Oberflachenmolekiilen moglich ist, missen die Farbstoffe verschiedene Emissionsspektren besitzen.
Je weiter diese Wellenlangenspektren auseinanderliegen, desto weniger U(berlagern sich die
Farbsignale. Abbildung 5 stellt die Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe dar.

Licht- und Farbdetektoren wandeln die eintreffenden Lichtsignale in elektronische Daten um. Die

erhaltenen Informationen wurden berechnet und in Form von Graphen dargestelit.

orption f/ Emission

d Abs

Normalize

Wavelength [nm]

I ArPC pH 7.5 [7] Exitation 651 nm 7| Emission 660 nm X
R-phycoerythrin pH 7.5 [¥] Exitation 565 nm v| Emission 576 nm X
Il rfrc (pH 8.00) V] Exitation 495 nm [#] Emission 519 nm X

Abbildung 5: Emissions- und Exitationsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe APC, PE und FITC
(http://www.fluorophores.tugraz.at, 20.09.12, 14:25 Uhr)
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2.2.5.1 Quantitative Bestimmung der Leukozytensubpopulationen

Fir die quantitative Analyse der Lymphozytensubpopulationen mittels FACS wurden 1x 10° PBMC
Zellen verwendet. Die dementsprechende Menge in ml wurde aus den PBMCS in 15 ml ,falcon tubes’
pipettiert und anschliefend zentrifugiert. Nach Resuspension in 400 pl FACS-Puffer folgten zwei
weitere Waschschritte in ,96-U-well-Platten” nach je vier Minuten Zentrifugieren. Nach dem letzten
Schritt wurden die Zellpellets in 50 pl AK-Lésung aufgemischt. Fir je die Halfte der Zellsuspension

wurden folgende AK-Lésungen verwendet:

CD19-APC, CD14-FITC, CD8-PE je im Mischverhaltnis 1:10 in FACS-Puffer geldst.

Diese Losung wurde verwendet, um in der FACS-Analyse die quantitative Verteilung von CD19" B-

Zellen, CD14* Monozyten, sowie CD8* T-Zellen in den analysierten PBMCs darstellen zu kénnen.

CD 4-APC, CD25-FITC je im Mischverhaltnis 1:10 zusammen mit CD127-PE im Mischverhéltnis 1:100

in FACS-Puffer gelost.

Diese AK-Losung diente der Markierung von regulatorischen CD4* T-Lymphozyten fiir die FACS-
Analyse. Sie exprimieren das Oberflaichenmolekiil CD25 in hoher Quantitdt. Fir eine sichere

Identifikation wird zudem das Fehlen von CD127 nachgewiesen [Su, H. et al., 2012].

Um eine Lichteinwirkung auf die Fluoreszenzfarbstoffe auszuschliefen, wurde die AK-Zellsuspension
in Dunkelheit 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgten drei Waschschritte
(je 4 Minuten zentrifugieren) mit Resuspension in 200 ul FACS-Puffer nach den ersten beiden
Schritten. Zuletzt wurden die Proben in 400 ul FACS-Puffer resuspensiert, in FACS-Rohrchen
Ubertragen und im FACS analysiert.

Dazu wurden die AK markierten PBMCs in einem FSC/SSC Diagramm dargestellt. Aufgrund ihrer
zelluldaren Beschaffenheit kdnnen sie von anderen Zellpopulationen und Zellfragmenten abgegrenzt

werden (Abbildung 6).

Abbildung 6: FACS SSC/FSC Diagramm mit , Leukozyten-gate” A

94 1%
Das , Leukozyten-gate” wurde an der typischen
Anordnung vitaler Zellpopulationen ausgerichtet. o
Im Beispieldiagramm liegen 94,1% der
Fluoreszenzsignale der PBMCs in dem Gate. Bei
den Punkten auferhalb des Gates handelt es sich
auf Grund der Lage im Diagramm um
abgestorbene Zellen und Zellteile.

SsC

FSC
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Alle mittels ,Leukozyten-gate” ausgewahlten PBMCs konnten anhand ihrer AK-markierten
Oberflachenmolekiile den einzelnen Leukozytensubpopulationen zugeordnet und in weiteren

Graphen quantifiziert werden.

2.2.5.2 Darstellung der SLAM-Exprimierung von Monozyten nach LPS-Stimulation

Die CD15 (SLAM) Exprimierung von Monozyten nach LPS-Stimulation sollte mittels FACS bestimmt
werden. Aus einem PBMC wurde dazu die entsprechende Flissigkeitsmenge fir 1,75x10° Zellen in
ein 15 ml Falcon-GefaR Ubertragen und zentrifugiert. Das PBMC-Pellet wurde in 1 ml BCM wieder
aufgelost. In einer ,96-well’-Platte wurden je 25 ul LPS-Losung in aufsteigender Konzentration von 0
Uber 31, 62, 125, 250 auf 500 pg/ml in sechs wells vorgelegt. Um eine Zellkonzentration von 25000
Zellen/well zu erreichen, wurden diese wells mit je 250 pl der Zellsuspension aufgefillt. Dadurch

wurde in jedem well ein LPS-Mischverhaltnis von 1:11 erreicht.

Die ,96-well‘-Platten wurden stets flir 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, um die volle
Auspragung des LPS-Stimulationseffektes zu ermoglichen. Die Zellen lagerten sich wahrend der
Inkubationszeit in den flachen wells am Boden ab und bildeten unter LPS-Stimulation Zellcluster. Die
am Grund anhaftenden Zellen mussten danach wieder in die Lésung mobilisiert werden. Es zeigte
sich in Vorversuchen, dass sich die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren besser vom
Grund |6sten, als bei Benutzung eines Zellschabers. Nach Anwendung ersterer Methode, wurde die
Zellsuspension auf eine neue ,U-96 well’-Platte (ibertragen. Es folgten zwei vier-minitige
Zentrifugationsschritte. Nach dem zweiten Zentrifugieren erfolgte ein Aufmischen in 50 pl AK-

Losung/well. Diese setzte sich folgendermafRen zusammen:

CD 14-FITC und CD 150-PE je im Mischverhdltnis 1:10 in FACS-Puffer geldst.

Mit dieser Lésung wurden CD14*/CD150* Monozyten fiir die FACS-Analyse markiert.

Nach einer lichtgeschiitzten Inkubationszeit von 30 Minuten bei 4°C folgten 3 Waschschritte mit
Zentrifugieren (4 min) und Resuspension in 200 ul FACS-Puffer. Die so vorbereiteten Proben wurden

mit 200 ul FACS-Puffer verdiinnt und in FACS-RAhrchen fiir die FACS-Analyse (ibertragen.

2.2.6 MACS-Separation zur Monozytenaufreinigung

Mittels der MACS Separation ist es moglich hochreine Zellpopulationen aus gemischten
Suspensionen jeglicher Gewebearten zu erhalten. Die Zellsortierung funktioniert nach dem Prinzip
der magnetischen Markierung spezifischer Zellpopulationen. Dazu werden AK gegen
Oberflachenmarker verwendet, deren Expression fiir die zu isolierende Zellpopulation spezifisch ist.

Die magnetische Kennzeichnung kommt durch die Verwendung monoklonaler AK zustande. Diese
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sind mit superparamagnetischen Partikeln (Durchmesser 50 nm), sogenannten ,MicroBeads’

versehen [Miltenyi, 2012].

Zur MACS-Separation werden Plastiksdulen mit einer ferromagnetischen Matrix im Lumen in eine
magnetische Halterung geklemmt. Dadurch entsteht im Lumen der Sdule ein Magnetfeld mit einer
erhohten magnetischen Flussdichte. Wird nun eine Zellsuspension durch diese Saulen gefiltert,
verbleiben alle mittels MicroBeads magnetisch markierten Zellen in der Sdule. Die unmarkierten
Losungsbestandteile und Zellen hingegen verlassen mit der Spulflissigkeit die Saule [Miltenyi, S. et

al., 1990].

Bei der so genannten ,Negativ-Selektion”, werden unerwiinschte Zellen markiert und so aus dem
Zellgemisch entfernt. Wenn die gewlinschte Zellpopulation markiert wird und dadurch magnetisch in
der Saule zurick gehalten wird, spricht man von ,Positiv-Selektion”. Die hochreine Zellpopulation

kann aus der Saule isoliert und weiterverwendet werden.

Positiv-Selektion von Monozyten

Da im Elispot ausschlieflich das Aktivierungspotential der Monozyten nachgewiesen werden sollte,
war es notig die Monozytenpopulation aus den PBMCs zu isolieren. Dies gelang unter Verwendung
der ,Positiv-Selektion” des Oberflichenmarkers CD14. Die PBMCs wurden dazu nach Zentrifugation
in 10 ml MACS-Puffer resuspensiert. Diese Losung wurde erneut zentrifugiert und erneut in 80 pl
MACS Puffer aufgeldst. Nun wurden 20 pl CD14-MicroBeads zugegebenen. Die CD14-MicroBeads
|6sen laut Hersteller Miltenyi Biotec keine Zellaktivierung aus, da sie keine zytoplasmatische Domane
besitzen. Nach einer Inkubationsphase von 15 Minuten bei 4 °C, folgten zwei erneute Waschschritte
mit anschlieRender Resuspension in 500 ml MACS-Puffer. Die PBMC-Losung wurde so von

ungebundenen CD14-MicroBeads bereinigt.

Zur Selektion der markierten Monozyten wurden LS-Saulen in der magnetischen MACS-Halterung
befestigt und mit aufgesteckten MACS-PreSeparation-filters verwendet (Abbildung 8). Diese Saulen
wurden mit 3 ml MACS-Puffer gespllt, bevor die Zellsuspension eingefiillt wurde. Durch Nachspiilen
mit 3 x 3ml MACS Puffer wurden nicht markierte Zellen und Zellbestandteile aus der LS-Saule
entfernt. Danach konnten die CD14* Zellen durch Verwendung des zugehérigen Stempels mit 5 ml
MACS Puffer aus der LS-Sdule gespiilt werden (Abbildung 7). Um den so aufgereinigten Monozyten
ein gutes Nahrmedium zur Verfligung zu stellen, wurden sie zentrifugiert und in 1 ml BCM

resuspensiert.
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Abbildung 8: MACS-Separation - Versuchsaufbau
Nicht ferromagnetisch markierte Zellen und
Losungsbestandteile werden mittels MACS-Puffer in das mit
1 beschriftete Rohrchen gespiilt. Die CD14* Zellen
verbleiben in der LS-Saule auf Hohe des orangen Magneten.

Abbildung 7: MACS-Separation - Isolation der Monozyten aus der LS Saule

CD14* Zellen werden in MACS-Puffer mittels zugehorigem
Stempel aus der LS-Saule in ein neues Rohrchen (mit 2
beschriftet) gespdlt.

2.2.7 Quantitative TNF a-Messung mittels Elispot

Mit Hilfe der Elispot-Technik, kdnnen von Zellen produzierte Immunmodulatoren, wie AK und
Zytokine, mittels Enzymkoppelung nachgewiesen werden. Dies ist moglich, indem ein spezifischer
Erstantikorper (,,capture AK“) auf der Membran am Grund der Elispot-Mikrotiterplatte bindet und so
immobilisiert wird. Noch freie unspezifische Proteinbindungsstellen miissen mit einer FCS- oder BSA-
Losung blockiert werden. Die zugegebene spezifische Zellpopuation wird mit einem Stimulus
versehen, welcher die gewiinschte zu analysierende Sezernation triggert. Wahrend einer
erschitterungsfreien Inkubationszeit werden die von der Zelle produzierten Immunmodulatoren an
umliegende ,capture AK“ gebunden. Diesen Komplex kann man unter Zugabe eines dafir
spezifischen Zweitantikérpers (,detection AK“) markieren. Durch Zugabe passender Enzyme, wird mit
dem ,,detection AK“ eine Farbreaktion ausgeldst, welche die abgegebenen Immunmodulatoren oder
Botenstoffe indirekt sichtbar macht. Da sich die Zellen immer am gleichen Platz befanden, kann
davon ausgegangen werden, dass jeder sichtbare Punkt auf der Elispot Platte einzig die

Immunmodulatoren- und Botenstoffproduktion einer Zelle symbolisiert [Lehmann, P.V., 2005].
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TNF a-Produktion von Monozyten unter LPS-Stimulation

Pro Versuch wurden die einzelnen wells von 2 sterilen Elispot-Platten fir 1 Minute mit 15 ul 35 %
Ethanol benetzt. Durch diese Desinfektion sollte eine Verunreinigung verhindert und so ideale
Voraussetzungen fiir die Enzymreaktion geschaffen werden. Der Ethanol wurde dreimal mit 150 pl
sterilem PBS/well ausgewaschen. Daraufhin wurde eine AK-Losung aus TNF a ,capture AK“ und PBS
im Verhaltnis 1:100 hergestellt. Die wells der Elispot-Platten wurden mit 100 pl dieser AK-Suspension
bedeckt und Giber mindestens zehn Stunden bei 4°C inkubiert. Ungebundener ,capture AK“ wurde
danach entleert. Alle wells wurden mittels Multikanalpipette 3x mit 150 pl sterilem deionisiertem
Wasser gewaschen. Die Platten wurden nach jedem Waschschritt auf einem Papiertuch ausgeklopft,
um eine moglichst griindliche Entfernung ungebundener ,capture AK“ zu gewahrleisten. Die freien
Proteinbindungsstellen der so praparierten Elispot-Platten wurden mit 150 pl BCM/well geblockt und
fur mindestens zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.

Um die in der MACS Separation aufgereinigten Monozyten fiir den Elispot verwenden zu kénnen,
wurden sie zentrifugiert und in 1 ml BCM resuspensiert. Daraufhin wurde die Zellkonzentration, wie
unter 2.2.4 Zellzahlung beschrieben, ausgezahlt. Die entsprechende ml Anzahl fiir 60.000 Zellen
wurde in ein EppendorfgefaR pipettiert und bis zu einer Gesamtmenge von 2 ml mit BCM aufgefiillt.
Dies entspricht einer Gesamtzellkonzentration von 30.000 Monozyten pro ml.

Nach Beendigung der Inkubationszeit der Elispot-Platten wurde der BCM-Uberstand verworfen. Pro
Patient wurden insgesamt 18 wells der Elispot-Platten mit je 100 pl Monozytensuspension gefllt.
Daraus entsteht eine Zellkonzentration von 3.000 Monozyten/well. Zellen einer reinen PBMC
Zellsuspension wurden als Kontrolle mit einer Konzentration von 15.000 PBMCs/well in 18 wells
pipettiert. Da innerhalb von PBMCs von einem durchschnittlichen Monozytenanteil von 20 %
ausgegangen werden kann, ergab sich in den wells der PBMC-Kontrolle ebenfalls eine Konzentration
von ca. 3.000 Monozyten/well. Die Signalhdufigkeit der PBMC-Kontrolle war somit visuell
vergleichbar mit dem Signal der Monozyten. In Vorversuchen wurde ermittelt, dass sich die einzelnen
Zellsignale bei der Zellzahl von 3.000/ well am deutlichsten darstellen lassen. Bei hdheren
Zellkonzentrationen/ well war eine deutliche Abgrenzbarkeit der Punkte zueinander, auf Grund einer

zu starken Hintergrundfarbung und eines konfluieren der Punkte untereinander, nicht mehr moglich.

Die in jedem well in gleicher Konzentration vorhandenen Monozyten wurden daraufhin nach
folgendem Schema mit LPS stimuliert:

In jedes well wurden 10 pl LPS-Losung pipettiert. Die LPS-Konzentration stieg dabei pro Proband nach
je 3 wells von 0 auf 31, 62, 125, 250 und 500 pg LPS/ml. Diese 6 LPS-Konzentrationen stellten sich in
Vorversuchen am aussagekraftigsten dar. In die wells der PBMC-Kontrolle wurde die LPS-Losung nach

gleichem Schema zugegeben. Die Anordnung auf den Elispotplatten ist in Abbildung 9 dargestellt.
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Platte 1 Platte 2 .
‘ ' ' ' ' . PBMC Kontrolle:
IPSIngRImE. ... 0 i31 isz i125 i250 1500 i LPS in pg/ml:
Monozyten: Proband1 | Q00 OOO OOO OOO 000 OO 000 (PO0O|o
Kontrolle1 | 000 | 000 | OO0 OOO 000 ;00O 000 OO0 |3
Proband2 | Q00 : OOO OOO OOO 000 OO 000 PO |6
Kontrolle2 | Q00 ! OOO OOO OOO 000 : OOO 000 |OO0O| 125
Proband3 |O0O0 | OOO OOO OOO OO OOO 000 |OBO| 250

Kontrolle 3 | Q00 | OOO OOO OOO 000 | OOO 000 | 000|500

Proband 4 OO0 GOO OOO OOO 000 | OOO 000 000

Kontrolle 4 OOO;OOO ,OOO !OOO 000 ;OOO 000 000

Abbildung 9: Probenanordung auf Elispotplatte

Um ein ausreichendes Stimulationsfenster zu gewahrleisten und das Erregungsplateau der LPS-

Stimulation abbilden zu kénnen, wurden die Zellen in LPS-Losung fiir 18 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Die Zellen wurden nach Inkubation verworfen. Die ausgeleerten Elispot-Platten wurden danach 6x
mit 200 pl PBS/0,01 % Tween 20 pro well gewaschen, um eine LPS getriggerte zelluldre Enzymakivitat
zu einem spateren Zeitpunkt zu verhindern. In jedes well wurden 100 pl ,detection Ak“ Losung
(,detection-Ak” in PBS/0,5% BSA im Verhéltnis 1:250) gegeben. Die empfohlene Inkubationszeit von
mindestens zwei Stunden bei 37 °C wurde stets eingehalten. So konnte ein Komplex aus ,,capture AK“
mit TNF a und , detection AK“ entstehen. Hiernach erfolgten erneut sechs Waschschritte mit 200 pl
PBS/0,01 % Tween 20 pro well, um ungebundenen , detection AK“ auszuwaschen. Es wurden 100 pl/
well Streptavidin alkaline phosphatase/PBS Losung (Mischverhaltnis 1: 1.000) zugegeben.
Streptavidin alkaline phosphatase bindet an den TNF a markierenden ,detection AK”. Diese
Bindungsreaktion wird durch eine 15-minitige Inkubationszeit im Dunkeln bei Raumtemperatur
verbessert. Um ungebundene Uberschiisse zu entfernen, folgten drei Waschschritte mit 200 pl
PBS/0,01 % Tween 20 pro well, gefolgt von 3x 200 pl sterilem PBS pro well.

Auf die so vorbereiteten wells wurden 100 pl BCIP/NBT Substrat gegeben und unter Aufsicht
belassen. Durch Interaktion von Substrat und Streptavidin alkaline phosphatase kommt es zu einer
chemischen Farbreaktion. Sobald sich dunkle lila Punkte entwickelten, spatestens aber nach flinf
Minuten, wurde das BCIP/NBT Substrat mit Leitungswasser sehr griindlich ausgespult. Bei den
fertigen Elispot-Platten wurden zum Trocknen die abziehbaren Plastikbéden entfernt. Danach
wurden die Elispot-Platten lichtdicht verpackt und bis zur Analyse im ,EliSpot Reader” bei

Raumtemperatur gelagert.
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2.2.8 Statistische Auswertung

Alle Berechnungen waren zweiseitig. Die Nullhypothese musste in allen Auswertungen auf einem
Signifikanzniveau von 5 % abgewiesen werden. Diese jeweilige Irrtumswahrscheinlichkeit ist als p-
Wert in den Ergebnissen vermerkt. Alle p-Werte < 0,05 gelten als signifikant, < 0,01 als hoch
signifikant und < 0,001 also hochst signifikant [Wei8, D.C., 2010]. Kategorische Daten wurden in

relativen Frequenzen berechnet. Folgende statistische Tests kamen zur Anwendung:

t-Test: Mit dem t-Test kénnen Mittelwerte von zwei unverbundenen Stichproben miteinander
verglichen werden. In der Nullhypothese wird die Gleichheit der Mittelwerte von zwei Gruppen
angenommen. Die Werte missen fiir diesen Lagetest zwingend normalverteilt sein. Er eignet sich
daher in Studien mit zwei unabhdngigen Therapiegruppen [Weil3, D.C., 2010]. Um den richtigen t-
Test anzuwenden, missen die Varianzen vorher anhand des Levene-Tests auf Varianzhomogenitat
geprift werden. Die Frequenzen der Monozyten wiesen eine Normalverteilung der Werte auf und

wurden anhand des t-Tests beurteilt.

Mann Whitney U-Test: Der U-Test von Mann und Whitney eignet sich ebenfalls zum Vergleich von

zwei unverbundenen Stichproben. Die Werte missen, im Gegensatz zum t-Test, jedoch keine
Normalverteilung aufweisen, sondern nur einem gleichen Verteilungsmuster folgen [Weil}, D.C.,
2010]. Die Frequenzen der regulatorischen T-Lymphozyten wiesen eine schiefe Verteilung auf. Die
Unterschiede des Median von T.g Frequenzen wurden daher mit dem Mann Whitney U-Test
analysiert. Ebenso wurde die Tendenz des Median der SLAM-Expression und TNF a-Produktion von

Monozyten unter LPS-Stimulation mit diesem Test verglichen.

Siegel Tukey Test: Beim Siegel Tukey Test handelt es sich um einen nicht parametrischen Test. Mit

ihm kdonnen Unterschiede in der Werteverteilung zwischen zwei Gruppen dargestellt werden [Duller,
D.C., 2008]. Die Variabilitat der SLAM-Expression der Monozyten in den Gruppen mit und ohne
Rituximabtherapie konnte mittels Siegel Tukey Tests fir jede LPS-Konzentration verglichen und

interpretiert werden.

F-Test: Der F-Test testet ebenso die Gleichheit zweier Varianzen. Es wird eine Normalverteilung
vorausgesetzt [Weil3, D.C., 2010]. Die Variabilitat der TNF a-Produktion im Elispot wurde mit dem F-

Test fur alle LPS-Konzentrationen innerhalb der Referenzgruppen verglichen.

ANOVA (analysis of variance): Die Varianzanalyse wird angewandt, um signifikante Unterschiede in

der Verteilung zweier oder mehrerer Varianzen nachzuweisen. Die Varianzen innerhalb der Gruppe

werden mit der Varianz zwischen den Gruppen verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von Rituximab auf die relativen Haufigkeiten von

Leukozytensubpopulationen

Es wurde untersucht, ob sich eine anti-CD20 vermittelte Depletion der B-Lymphozyten durch
Rituximab auf die quantitative Zusammensetzung der Leukozytensubpopulationen auswirkt.
Besonderes Augenmerk lag dabei auf der relativen Haufigkeit von Monozyten und regulatorischen T-
Zellen. Monozyten scheinen in der Genese von demyelinisierten Lasionen bei MS und NMO eine
groRe Rolle zu spielen. Regulatorische T-Zellen kdnnten hingegen bei MS eine wichtige
antiinflammatorische Aufgabe lbernehmen. Die neuroimmunologischen Gruppen mit und ohne
Therapie sowie die neuroimmunologisch gesunden und hamatoonkologischen Patienten mit und
ohne Therapie wurden verglichen. So konnte beurteilt werden, wie sich eine B-Zelldepletion mit
Rituximab bei Patienten mit unterschiedlichen immunologischen Grundkonstellationen auf die

Frequenzen der restlichen Leukozytensubpopulationen auswirkt.

Die gesamte Leukozytenzahl unterteilt sich physiologisch in einen Lymphozytenanteil von 20-45 %
und einen Monozytenanteil von 2-8 % [Berg, F.v.d.; Jan C. Behrends, M.H., E. Wischmeyer, 2010]. Der
restliche Anteil besteht aus polymorphkernigen Granulozyten. Diese fehlen aufgrund ihrer
Dichteeigenschaften in den PBMCs. PBMCs bestehen daher fast ausschliesslich aus Lymphozyten und

Monozyten.

In jeder Versuchsgruppe wurden die Frequenzen von CD19* B-Zellen, CD4* und CD8* T-Zellen,
CD4*/CD25*/CD127 regulatorischen T-Zellen, sowie CD14* Monozyten in den PBMCs ermittelt. Die
relative Haufigkeit von B-Zellen wurde liber CD19 Bindung nachgewiesen. CD19 ist ein B-Zellen
spezifisches Oberflaichenmolekiil. Wie auch CD20, ist es auf B-Zellen bis zur Differenzierung zu
Plasmazellen vorhanden. Bei CD20 als Oberflichenmarker ware eine Unterscheidung zwischen B-

Zelldepletion und Blockierung bei fehlendem CD20 Signal nicht moéglich gewesen.

Die relativen Haufigkeiten von B-Zellen, T-Zellen und Monozyten innerhalb der PBMCs wurden
mittels FACS-Analyse ausgewertet. Dabei wurden die Leukozyten im FSC/SSC Diagramm dargestellt
und in einem ,gate” markiert (siehe Abbildung 6). Die relativen Anteile der CD4*, CD8*, CD14*, CD19*
Leukozytensubpopulationen wurden innerhalb dieses , Leukozyten-gates” anhand ihrer spezifischen

Oberflachenmolekiile und ihres typischen Volumens ermittelt.
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Das therapiebedingte Fehlen von B-Zellen in den Gruppen 1 und 3 sollte in der Auswertung
ausgeglichen werden. Fir jede Subpopulation wurden daher die Prozentsatze zusatzlich im
Verhiltnis zu T-Zellen (CD4*/CD8*) sowie zu T-Zellen mit Monozyten (CD4*/CD8*/CD14*) berechnet.
Die Prozentwerte von T-Lymphozyten und Monozyten aller 4 Gruppen sind somit untereinander

vergleichbar.

Alle relativen Haufigkeiten der Leukozytensubpopulationen, einschlieflich zugehoriger p-Werte der

Gruppenvergleiche, sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Patienten ohne Gruppe 1: Gruppe 2:
neuroimmunologische B-Zelllymphom Kontrolle p-Wert
Erkrankung aCD20 »gesund”
CD19* pro PBMCs Mittelwert % (+/-SEM) 0,1 (+/-0) 12,5 (+/-4,2) <0,0001
CD4* pro PBMCs " 21,3 (+/-2,5) 28,2 (+/-2,2) 0,037
CD8* pro PBMCs " 21,8 (+/-2,1) 13,4 (+/-1,4) 0,006
CD14* pro PBMCs ” 28,6 (+/-2,4) 21,6 (+/-1,9) 0,048
CD4* pro CD4*/CD8* " 48,1 (+/-3,9) 66,9 (+/-2,6) 0,001
CD4* pro CD4*/CD8*/CD14* " 29,2 (+/-3,2) 43,9 (+/-2,5) 0,002
CD8* pro CD4*/CD8*/CD14* " 30,5 (+/-2,9) 21,3 (+/-1,7) 0,031
CD14* pro CD4*/CD8*/CD14* " 40,3 (+/-3,4) 34,9 (+/-2,3) 0,194
Neuraimmunclogische MS/NMO | MSNMO | pwen
aCD20 Kontrolle
CD19* pro PBMCs Mittelwert % (+/-SEM) 0,2 (+/-0,1) 7,9 (+/-1,1) | <0,0001
CD4* pro PBMCs " 37,7 (+/-2,5) 35,9 (+/-1,5) 0,420
CD8* pro PBMCs ” 16,8 (+/-1,8) 15,5 (+/-1,1) 0,768
CD14* pro PBMCs ” 22,3 (+/-2,5) 16,4 (+/-1,4) 0,159
CD4* pro CD4*/CD8* ” 69,2 (+/-2,2) 69,8 (+/-1,9) 0,803
CD4* pro CD4*/CD8*/CD14* " 48,6 (+/-2,9) 53,2 (+/-2,0) 0,271
CD8* pro CD4*/CD8*/CD14* ” 21,3 (+/-2,0) 22,9 (+/-1,5) 0,370
CD14* pro CD4*/CD8*/CD14* ” 30,0 (+/-3,7) 23,9 (+/-2,1) 0,163

Tabelle 3: Relative Haufigkeiten von CD4+*, CD8* und CD14* Leukozytensubpopulationen
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3.1.1 Die relative Haufigkeit der Lymphozyten

B-Zellen (CD19%)

Alle CD19* Zellen innerhalb des , Leukozyten-gates” wurden in einem CD19/FSC Diagramm dargestellt

und berechnet.

Die Gruppen 1 und 3 stellen die Immunkonstellation unter Rituximabtherapie dar. In diesen Gruppen
sollten bei Therapieansprechen keine CD19* B-Zellen vorhanden sein. In beiden Gruppen konnte
mittels der FACS-Analyse ein Therapieerfolg im Sinne einer B-Zellelimination von > 99 %
nachgewiesen werden (Haufigkeit B-Zellen Gruppe 1: 1 0,1 % (SEM +/- 0), Gruppe 3: 1 0,2 % (SEM +/-
0,1).

In den Gruppen 2 und 4 wurde das Immunsystem der Patienten nicht durch eine Rituximabtherapie
beeinflusst. In der Gberwiegend gesunden Referenzgruppe 2 zeigte sich ein B-Zellanteil in den PBMCs
von im Mittel 12,5% (SEM +/- 4,2). Bei Patienten mit neuroimmunologischer Erkrankung ohne
Therapie (Gruppe 4), wurde im Durchschnitt ein leicht geringerer Anteil B-Zellen ermittelt: 7,9% (SEM
+/- 1,1). Dieser Unterschied der Mittelwerte war mit einer Wahrscheinlichkeit von > 5 % nicht

signifikant.

T-Zellen (CD4*,CD8")

Zur Analyse der relativen Haufigkeiten der T-Zellsubpopulationen wurden ihre CD4* und CD8*
Oberflachenmolekiile innerhalb des ,Leukozyten-gates” identifiziert. Die T-Zellsubtypen wurden in

einem CD4/FSC Diagramm und einem CD8/FSC Diagramm dargestellt und berechnet.

Die relative Haufigkeit der CD4* T-Lymphozyten innerhalb der CD4*/CD8*/CD14* PBMC-Populationen
war bei hdmatoonkologischen Patienten mit Rituximabtherapie (Gruppe 1) mit 29,2 % (SEM +/- 3,2)
signifikant niedriger als in Gruppe 2 (43,9 % (SEM +/- 2,5)). Im Vergleich fiel der Anteil an CD4* Zellen
in Gruppe 3 mit 48,6 % (SEM +/- 2,9) und in Gruppe 4 mit 53,2 % (SEM +/- 2,0) dhnlich aus. Es konnte
somit bei unbehandelten und mit Rituximab therapierten MS-/NMO-Patienten kein signifikanter

Unterschied in der Frequenz der CD4* T-Lymphozyten nachgewiesen werden.

Der relative Anteil der CD8' T-Lymphozyten an den CD4'/CD8"/CD14* Zellen war bei
hamatoonkologischen Patienten mit Rituximabtherapie (Gruppe 1) mit im Mittel 30,5 % (SEM +/- 2,9)
im Vergleich zu Gruppe 2 signifikant erhoht. Alle anderen Gruppen wiesen untereinander
vergleichbare Mittelwerte auf (Gruppe 2: u 21,3 % (SEM +/- 1,7), Gruppe 3: p 21,3 % (SEM +/- 2,0),
Gruppe 4: u 22,9 % (SEM +/- 1,5)). Es konnte somit bei unbehandelten und mit Rituximab
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therapierten MS-/NMO-Patienten kein signifikanter Unterschied in der Frequenz der CD8* T-

Lymphozyten nachgewiesen werden.

Bei B-Lymphom Probanden unter Therapie (Gruppe 1) konnte mit 0,93 ein leicht verringerter
CD4*/CD8* Quotient ermittelt werden. Ein Verhaltnis von CD4*/CD8* T-Lymphozyten zwischen 1,4
und 2,5 gilt als physiologisch [Amadori, A. et al., 1995].

In Gruppe 2 lag der CD4*/CD8* Quotient bei 2,02, in Gruppe 3 bei 2,25 und in Gruppe 4 bei 2,31.

Die Ergebnisse zeigten insgesamt, dass eine Rituximabtherapie bei Patienten mit MS/NMO keine
signifikanten Auswirkungen auf den relativen Anteil von CD4* und CD8* T-Zellen innerhalb der
CD4*/CD8*/CD14* Leukozyten bewirkt. Durch alleinige Feststellung der CD4* T-Zellfrequenz kénnen
keine Rickschlisse gezogen werden, ob sich die Verteilung der relativen Haufigkeiten innerhalb der
CD4* T-Zellsubtypen (TH1, TH2, TH17 und regulatorische T-Zellen) durch eine Rituximabtherapie
andert. Die Ergebnisse der weiteren Analysen zur Bestimmung der Frequenz regulatorischer T-Zellen,

als exemplarische Subgruppe der CD4* T-Zellen, werden im weiteren Verlauf dargestellt.

3.1.2 Die Frequenz regulatorischer T-Zellen

Um den Effekt einer Rituximabtherapie auf CD4*/CD25*/CD127 regulatorische T-Zellen beim
Menschen abzubilden, wurde die Frequenz regulatorischer T-Zellen innerhalb der CD4*/CD8*/CD14*
Zellen in den Gruppen verglichen.

CD4* T-Zellen wurden in einem CD127/CD25 Diagramm dargestellt. Die regulatorischen T-Zellen
liegen darin im CD25 positiven und CD127 negativen Quadranten. Sie konnen als Wolke eindeutig

von der grolReren CD127* Subpopulation der CD4* T-Helferzellen abgegrenzt werden (Abbildung 10).

In Gruppe 3 mit MS-/NMO-Patienten unter Therapie wurde der Median der regulatorischen T-Zell
Frequenzen bei 6,8 % (25/75 % Perzentil: 5,6-8,4) ermittelt. Dieser lag in der nicht therapierten
Vergleichsgruppe 4 mit 5,2 % (25/75 % Perzentil: 4,5-6,6) deutlich niedriger. Der Unterschied ist mit

einem p-Wert von 0,022 signifikant.

Im Vergleich der Gruppen 1 und 2 wurde bei hdamatoonkologischen Patienten unter
Rituximabtherapie ebenso ein héherer relativer Anteil regulatorischer T-Zellen an den CD4* T-Zellen
als bei neuroimmunologisch gesunden Patienten ohne Therapie gemessen (Median Gruppe 1: 9,0 %
(25/75% Perzentil: 7,1-13,8), Median Gruppe 2: 6,0 % (25/75% Perzentil: 4,8-7,3)). Der p-Wert dieses

Gruppenvergleichs betrug < 0.001 und ist somit hochst signifikant.
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Abbildung 10: Darstellung der regulatorischen T-Lymphozyten in der FACS Auswertung

a) Leukozytengate
b) Gate lGber CD4* T-Zellen
c) regulatorische T-Zellen mit Gate markiert

In Abbildung 11 und Abbildung 12 ist die Frequenzerhohung der regulatorischen T-Lymphozyten
unter anti-CD20 Therapie (Gruppe 1 und 3) im Vergleich zu den nicht mit Rituximab therapierten
Kontrollgruppen abgebildet. Man kann erkennen, dass das Verteilungsmuster der regulatorischen T-
Zellen innerhalb der Gruppen einer schiefen Verteilung folgt. Auch scheint die Frequenz
regulatorischer T-Lymphozyten bei Patienten mit MS/NMO ohne Therapie nicht niedriger als in der
neurologisch gesunden Kontrollgruppe 2 zu liegen. Neuroimmunologische Erkrankungen wie

MS/NMO scheinen folglich keinen Einfluss auf die Frequenz regulatorischer T-Zellen zu nehmen.

*
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Abbildung 11: Punktediagramm Gruppen 1 und 2:
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Abbildung 12: Punktediagramm Gruppen 3 und 4: 139
CD4+25%127- Zellen in allen CD4* Zellen W ’
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Zusammenfassend zeigte sich, dass eine Therapie mit Rituximab den relativen Anteil der
regulatorischen T-Lymphozyten an den CD4* T-Zellen signifikant erhoéht. Sowohl bei
neuroimmunologischen Patienten als auch bei hamatoonkologischen Patienten konnte dieser Effekt
der CD20 Depletion nachgewiesen werden. Der Einfluss von Rituximab auf die T.g-Frequenz

innerhalb der CD4* T-Zellen scheint unabhangig von der Grunderkrankung zu sein.

3.1.3 Die relative Haufigkeit der Monozyten

Bisher wurde der Einfluss von Rituximab auf die Frequenzen von B-Zellen und CD4*, CD8", sowie
CD4*/CD25*/CD127" T-Zellen untersucht. Nachdem diese relativen Haufigkeiten der
Leukozytensubpopulationen ermittelt worden waren, sollte auch der relative Anteil von Monozyten
in den PBMCs quantifiziert werden. Dazu wurden die Monozyten innerhalb des Leukozytengates in
einem CD14/FSC- Diagramm abgebildet (Abbildung 13 ). Die CD14* Monozyten stellen sich dabei als

klar abgrenzbare Populationswolke im CD14 positiven Bereich des Diagramms dar.

Abbildung 13: FACS CD14/FSC Diagramm A '

Das Gate liegt im CD14 positiven Bereich. !
Die Monozytenpopulation ist eindeutig |
abzugrenzen.

CD14
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In allen CD4*/CD8*/CD14* Zellen fanden sich bei Gruppe 1 im Mittel 40,3 % (SEM +/- 3,4) Monozyten.
In der nicht therapierten neuroimmunologisch gesunden Vergleichsgruppe 2 fiel der Anteil von
Monozyten in allen CD4*/CD8*/CD14* Zellen auf durchschnittlich 34,9 % (SEM +/- 2,3). Die
hamatoonkologischen Patienten unter Rituximabtherapie wiesen dementsprechend zwar einen
hoheren Monozytenanteil als Probanden der unbehandelten in Gruppe 2 auf, dieser Unterschied war

jedoch nicht signifikant.

In den neuroimmunologischen Gruppen fiel das Ergebnis des Gruppenvergleichs dhnlich aus: Bei MS-
/NMO-Patienten unter Rituximabeinfluss lag der relative Monozytenanteil innerhalb der
CD4*/CD8*/CD14* Zellen bei p 30,0 % (SEM +/- 3,7). In Gruppe 4 mit unbehandelten MS-/NMO-
Patienten ergab sich im Mittel eine relative Haufigkeit von 23,9 % (SEM+/- 2,1) Monozyten innerhalb
der CD4*/CD8*/CD14* Zellen. Auch hier lag die Frequenz der Monozyten bei Patienten unter
Rituximabtherapie im Mittel zwar Gber der von unbehandelten MS-/NMO-Patienten, die Differenz

war jedoch ebenfalls nicht signifikant.

Die Verteilung der Frequenzen von Monozyten innerhalb der CD4*/CD8*/CD14* Zellen wurde in den
folgenden Punktediagrammen visualisiert (Abbildung 14 und Abbildung 15). Die Patienten unter a
CD20 Therapie (Gruppe 1 und 3) wurden mit ihrer jeweiligen Referenzgruppe ohne Therapie (Gruppe
2 und 4) gegeniibergestellt.

Abbildung 14: Punktediagramm Gruppen 1 und 2:
CD14* Zellen in allen CD4+/CD8*/CD14* Zellen 1009
3
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Abbildung 15: Punktediagramm Gruppen 3 und 4:
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Der relative Anteil von Monozyten innerhalb der Leukozyten wurde in beiden Gruppenvergleichen
durch eine Rituximabtherapie nicht signifikant veradndert. Rituximab scheint dementsprechend,
unabhangig von der immunologischen Grundkonstellation, keinen Einfluss auf die Frequenz von
Monozyten auszuliben. Durch die Frequenzanalyse des CD14 Oberflaichenmolekiils kann lediglich
eine Aussage Uber die relative Anzahl von Monozyten, nicht aber lber deren Aktivitatsstatus

getroffen werden.

3.2 Einfluss von Rituximab auf die Monozytenaktivitat

In der Studie von Weber et al. 2010 zeigte sich ein Anstieg der Monozytenaktivitat bei EAE-Mausen
nach Rituximab-Verabreichung. Um in dieser Arbeit einen Einfluss von Rituximab auf Monozyten
beim Menschen darstellen zu kdnnen, wurden aufgereinigte Monozytenpopulationen aus den
PBMCs der Probanden analysiert. Eine Uberpriifung der Monozytenreinheit nach MACS mittels CD14-
FITC-AK Markierung (Mischverhaltnis 1:10 in FACS Puffer) ergab bei den meisten Proben in der FACS-
Analyse eine Reinheit von > 93 %.

Der Aktivitatsstatus der Monozyten wurde mit Hilfe von LPS-Stimulation bestimmt. LPS ist ein
physiologischer Bestandteil von bakteriellen Membranen. Es wird vom menschlichen angeborenen
Immunsystem als potentiell pathogenes Antigen erkannt und 16st eine Abwehrreaktion aus [Rossol,
M. et al., 2011]. Monozyten kénnen LPS liber LPS binding protein, CD14 und TLR erkennen und gehen

dadurch in einen aktivierten Zustand Uber [Lu, Y.C. et al., 2008]. Monozyten exprimieren nach
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Aktivierung mit LPS den ,signalling lymphocyte activation molecule” (SLAM) genannten
Oberflachenmarker CD150 [Farina, C. et al.,, 2004]. Eine erfolgreiche LPS-Stimulation kann daher
durch CD150-Messung nachgewiesen werden. Zudem schitten proinflammatorisch aktivierte
Monozyten TNF a aus. Die Monozytenaktivitdt nach LPS-Stimulation wurde daher anhand der SLAM-

Exprimierung und TNF a-Produktion gemessen.

Die CD150-Exprimierung von CD14* Zellen nach Stimulation durch LPS wurde per FACS analysiert. Die
TNF a-Produktion wurde anhand der Farbsignale auf Elispot Platten quantifiziert. Die Stimulierbarkeit
der CD150-Exprimierung und der TNF a-Produktion der Monozyten wurde jeweils fiir sechs LPS-

Konzentrationen (0, 31, 62, 125, 250, 500 pg/ml) ausgewertet und innerhalb der Gruppen verglichen.

3.2.1 FACS-Analyse der SLAM-Exprimierung von Monozyten unter LPS-Stimulation

Nach der FACS-Analyse wurden die CD14* Monozyten in einem Auswahlfenster festgelegt. Die so
ausgewadhlten Monozyten wurden in jeder LPS-Konzentrationsstufe in einem SLAM/FSC-Diagramm
abgebildet. Als Referenz fiir eine Monozytenaktivierung wurde im CD150 positiven Bereich ein
zweites Gate gesetzt. Dieses Gate wurde an einer nicht aktivierten Zellpopulation bei 0 LPS
ausgerichtet und in der Auswertung bei jeder LPS-Konzentration in der Ausgangslage belassen. Mit
steigenden LPS-Konzentrationen erhoht sich die Monozytenaktivitdit und die CD150 positiven
Fluoreszenzsignale nehmen somit zu. Die SLAM-Exprimierung in Abhangigkeit der LPS-Konzentration
konnte daher als Prozentwert im Gate abgelesen werden. Auch die Ausgangsniveaus der CD150-
Exprimierung konnten zwischen den Gruppen verglichen werden. Innerhalb jeder Gruppe wurde die
Monozytenaktivitat fir die LPS-Konzentrationen 0, 31,62, 125, 250 und 500 pg/ml bestimmt
(Abbildung 16).

In allen Gruppen konnte ein Anstieg der Monozytenaktivitdt in Abhangigkeit der LPS-Konzentration
nachgewiesen werden. Unterschiede in der Aktivitatsauspragung zwischen Gruppen mit und ohne
Rituximab wurden ausgewertet. Um einen Trend innerhalb einer Verteilung darzustellen, wurde der
Median der SLAM-Exprimierung berechnet. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 4
dargestellt. Der Median eignet sich fiir Trenddarstellungen besser als der Mittelwert. Zuséatzlich

wurde die Varianz der Exprimierungen ermittelt.
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Abbildung 16: SLAM-Exprimierung in Abhangigkeit der LPS-Konzentration

Der relative Anteil aktivierter CD150* Monozyten kann in jeder LPS-Konzentration im Gate abgelesen
werden.

% SLAM exprimierender CD 14*

Zellen
LPS
. LPS 0 LPS 31 LPS 62 LPS 125 LPS 250 LPS 500
Konzentration
Gruppe 1 Median 1,26 0,71 1,90 7,39 12,45 14,40
25/75 % 0,44 - 0,33 - 1,12 - 5,47 - 8,14 - 9,61 -
Perzentil 1,65 1,10 3,25 11,10 18,50 25,20
Gruppe 2 Median 0,77 1,09 2,13 7,41 14,55 14,60
25/75 % 0,45 - 0,35 - 1,01 - 3,42 - 6,40 - 9,53 -
Perzentil 1,13 1,95 4,07 10,80 16,83 18,43
Gruppe 3 Median 0,36 0,38 1,46 5,91 12,10 12,00
25/75 % 0,23 - 0,26 - 0,49 - 3,79 - 8,29 - 9,97 -
Perzentil 0,73 0,73 3,20 16,20 21,50 33,30
Gruppe 4 Median 0,37 0,58 1,48 6,47 8,32 7,56
25/75 % 0,23 - 0,35 - 0,50 - 2,05 - 6,04 - 5,53 -
Perzentil 0,75 1,05 3,56 10,16 12,60 11,75

Tabelle 4: % SLAM exprimierender CD14* Zellen Gruppe 1- 4

51




Ergebnisse

Im Gruppenvergleich zwischen Patienten mit hadamatoonkologischer B-Zellerkrankung unter
Rituximabtherapie (Gruppel) und der Kontrollgruppe 2 konnte bei keiner LPS-Konzentration eine
signifikante Abweichung des Median festgestellt werden. Das Punktediagramm veranschaulicht die
Ergebnisse (Abbildung 17). Auch die Varianzen innerhalb einer LPS-Konzentrationsstufe und deren
Variabilitat unterschieden sich im Gruppenvergleich 1 mit 2 nicht signifikant. Bei Patienten mit B-
Zelllymphom kann davon ausgegangen werden, dass sich die Aktivitdt der Monozyten (im Sinne einer

CD150-Exprimierung) durch eine Behandlung mit Rituximab nicht verdndert.
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Abbildung 17: SLAM-Exprimierung nach LPS-Stimulation der Gruppen 1 und 2

Die horizontalen Linien stellen den Median dar.
Der p-Wert des Median im Gruppenvergleichs lag
bei jeder LPS-Konzentration > 0,05.

Die vergleichbaren SLAM-Medianwerte von hamatoonkologischen Patienten und immunologisch
gesunden Patienten bei 0 pg/ml LPS legen nahe, dass das grundlegende Aktivitatsniveau der

Monozyten nicht durch hamatoonkologische B-Zell-Erkrankungen beeinflusst wird.

Im Vergleich der Rituximab erhaltenden Gruppe 3 mit der unbehandelten MS/NMO-Kontrollgruppe 4
wichen die Mediane der SLAM-Exprimierung in den LPS-Konzentrationen 0, 31, 62, 125 und 250
pg/ml nicht signifikant voneinander ab. Bei einer Konzentration von 500 pg/ml LPS lag der Median
der CD150 exprimierenden Monozyten bei MS-/NMO-Patienten unter Rituximabtherapie bei 12 %
(25/75 % Perzentil: 9,97-33,3 %). In Gruppe 4 wurde bei 500 pg/ml LPS ein niedrigerer Median der
Monozytenaktivierung von 7,56 % (25/75 % Perzentil; 5,53-11,75 %) ermittelt. Dieser Unterschied
war mit einem p-Wert von 0,023 signifikant. Das Punktediagramm veranschaulicht die Ergebnisse

aller LPS-Konzentrationen fiir die Gruppen 3 und 4 (Abbildung 18).
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Abbildung 18: SLAM-Exprimierung nach LPS-Stimulation der Gruppen 3 und 4

Die horizontalen Linien stellen den Median dar.

* Variabilitat der Varianz: p-Wert: 0,034;
O Abweichung des Median: p-Wert: 0,023 .

Rituximab scheint bei Patienten mit MS/NMO das Aktivitdtsniveau aller Monozyten ab einer
Stimulation mit 500 LPS pg/ml zu steigern. Es wurde weitergehend Uberprift, ob sich das
Aktivitatsniveau einzelner Monozyten unter Therapie erhdht hat, ohne den Median zu beeinflussen.
Dazu wurde die Variabilitdt der Varianzen der CD150-Exprimierung von Monozyten innerhalb der
LPS-Konzentrationsstufen auch zwischen Gruppe 3 und 4 verglichen. Die Varianzen der CD150-
Exprimierung unterschieden sich bei den Konzentrationen 0, 31, 62, 125 und 500 pg/ml LPS jeweils
nicht signifikant. Bei 250 pg/ml LPS wurde eine signifikante Variabilitat der Varianzen der SLAM-
Exprimierung festgestellt (p-Wert: 0,034). Der Varianzvergleich bei 250 pg/ml LPS bei MS-/NMO-
Patienten mit und ohne Rituximabtherapie ist in unten stehendem Boxplot-Diagramm

veranschaulicht (Abbildung 19).

40

Abbildung 19: Boxplot SLAM-Exprimierung bei

250 pg LPS/ml im Gruppenvergleich 3 und 4
Die horizontalen Linien stellen den D :
Median dar. °
Variabilitat der Varianzen: p-Wert 0,034 :
° stellt ausreifenden Wert dar
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% SLAM* of all CD14*
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Eine Rituximabtherapie wirkt sich demnach bei einer LPS-Konzentration von 250 pg/ml bei den
einzelnen MS/NMO-Probanden in unterschiedlichem AusmaR auf die Aktivitdt der Monozyten aus.
Nur bei einigen Probanden der Gruppe 3 kommt es zur Erhohung der Monozytenaktivitat, sodass sich
der Median bei 250 pg/ml nicht signifikant dndert. Bei einigen MS/NMO-Probanden besaRen
Monozyten scheinbar eine hohere Aktivierungsschwelle und exprimierten erst unter Stimulation mit
500 pg/ml LPS vermehrt CD150. Zusammen mit den schon bei 250 pg /ml LPS aktivierten Monozyten
kdnnte dies bei 500 pg/ml LPS zur signifikanten Medianerhohung fiihren, wahrend sich die Varianzen

wieder anndhern.

Die zweifaktorielle Varianzanalyse (iber alle LPS-Konzentrationen hinweg ergab keinen signifikanten
Unterschied der Varianzen innerhalb und zwischen den Gruppen. Die Monozytenaktivitat schien

nicht durch Gruppenmerkmale, wie Alter oder Geschlecht beeinflusst zu sein.

3.2.2 Elispot-Analyse der TNF a-Produktion von Monozyten nach LPS-Stimulation

Die proinflammatorische Reaktion der Monozyten durch LPS-Stimulation wurde in der Quantitat der
TNF a-Produktion nachgewiesen. Zur Auswertung wurden die wells der Elispot-Platten im Elispot-
Reader ausgelesen. Die TNF a-Produktion der Monozyten nahm in allen Gruppen in Abhdngigkeit
steigender LPS-Konzentrationen zu. In allen Gruppen konnte daher eine Vermehrung der Farbsignale

pro LPS-Konzentrationsstufe beobachtet werden (Abbildung 20).

Abbildung 20: Elispot wells

3000 Monozyten/ well
a) Farbsignale bei O LPS
b)  Farbsignale bei 500 LPS
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Die einzelnen Farbsignale wurden mit der zugehorigen Software ausgezahlt. Fir jeden Patienten
wurde ein Mittelwert aus drei ausgezahlten wells der gleichen LPS-Konzentration gebildet. Das
Ergebnis gibt fur jede LPS-Konzentration (0, 31, 62, 125, 250, 500 pg/ml) an, wie viele von 3000
Monozyten dieses Patienten im Mittel TNF a produziert haben. Fiir jede LPS-Konzentration wurde
der Mittelwert, Median sowie die Varianz innerhalb der Gruppe ermittelt. Im Gruppenvergleich

wurde der Median der TNF a-Produktion als MaR fir die zentrale Tendenz des mittleren

Aktivitatsniveaus benutzt. Die Ergebnisse fiir jede Gruppe sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

TNF a produzierende Zellen /3000 Zellen im Elispot

LPS . LPS 0 LPS 31 LPS62 | LPS125 | LPS250 | LPS 500
Konzentration
Gruppe 1 Median 21,3 43,00 76,00 114,00 157,3 205,00
25/75 % 58,3 - 90,8 - 139,3 - 165,8 -
Perzentil [0 3>73L7-753 112,7 186,5 243,3 349,0
Gruppe 2 Median 21,00 58,00 92,00 145,7 195,7 219,00
25/75 % 48,0 - 72,3 - 136,7 - 140,8 -
Perzentil 13,8-33,8141,2-850 146,5 248,0 2933 346, 8
Gruppe 3 Median 37,3 75,00 117,7 196,3 235,30 284,30
25/75 % 79 aa5| 457- 80,3 - 138,3 - 160,7 - 211,7 -
Perzentil |~ ’ 120,2 183,5 313,5 4282 485,8
Gruppe 4 Median 29,00 73,00 143,00 205,00 250,3 283,8
25/75 % 89,7 - 125,0 - 174,7 - 175,4 -
Perzentil |20 403 [48,0-34.7 150,7 232,3 279,0 332,3

Tabelle 5: TNF a produzierende Zellen/3.000 Zellen im Elispot Gruppe 1 - 4

Es wurde verglichen, ob der Median der TNF a-Produktion der

Rituximabtherapie (Gruppe 3) bei einer der LPS-Konzentrationen vom

neuroinflammatorischen Gruppe 4 abweicht. Analog wurde der Median der TNF a-Produktion von
Gruppe 1 und Gruppe 2 verglichen. Beide Gruppenvergleiche ergaben in allen LPS-Konzentrationen
(0, 31, 62, 125, 250, 500 pg/ml) keine signifikante Anderung des Median der TNF a-Produktion. Die

Ergebnisse des Gruppenvergleichs bezliglich der TNF a-Produktion mit und ohne Rituximabtherapie

MS-/NMO-Patienten unter

Median der unbehandelten

sind in Abbildung 21 und Abbildung 22 fiir jede LPS-Konzentration dargestellt.
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Abbildung 21: TNF a-Produktion nach LPS-Stimulation der Gruppen 1 und 2

Die horizontalen Linien stellen den Median dar.
Der p-Wert des Median im Gruppenvergleich lag bei jeder LPS-Konzentration > 0,05.
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Abbildung 22: TNF a-Produktion nach LPS-Stimulation der Gruppen 3 und 4

Die horizontalen Linien stellen den Median dar.

* Variabilitit der Varianz bei 250 pg/ml LPS: p-Wert 0,006;
* Variabilitit der Varianz bei 500 pg/ml LPS: p-Wert 0,014 .
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Das Ausgangsniveau der TNF a-Produktion ohne Stimulation (0 pg/ml LPS) in den Gruppen unter
Rituximabtherapie (Gruppe 1 und 3) war vergleichbar mit dem ihrer jeweiligen der Referenzgruppe
(Gruppe 2 und 4). Monozyten von unbehandelten MS-/NMO-Patienten scheinen eine dhnliche TNF
o-Produktion aufzuweisen wie Probanden der neuroimmunologisch gesunden Gruppe 2. Die
unterschiedlichen immunologischen Grundkonstellationen der einzelnen Gruppen scheinen das

Grundniveau der Monozytenaktivitdt demnach nicht zu beeinflussen.

Das mittlere Niveau der TNF a-Produktion von Monozyten wurde nicht von einer Rituximabtherapie
beeinflusst. Es wurde weiter untersucht, ob sich eine Behandlung mit Rituximab bei einzelnen
Individuen auf die monozytire TNF a-Ausschiittung auswirkt. Dies kdnnte eine Anderung der Varianz
bewirken, ohne den Median signifikant zu verschieben. Die Varianzvariabilitdt der TNF a-Produktion
von Monozyten der hdmatoonkologischen Patienten (Gruppe 1) und der Referenzgruppe 2 wurde in
jeder LPS-Konzentration verglichen. Es zeigte sich bei 0, 31, 62, 125, 250 und 500 pg/ml LPS kein
signifikanter Unterschied in der Variabilitdat der TNF a-Produktion. Eine Rituximabtherapie scheint
dementsprechend auch nicht bei einzelnen Patienten mit hamatoonkologischer B-Zellerkrankung zu
einer Erhohung der TNF a-Produktion von Monozyten zu fiihren. Die Aktivitdt von Monozyten wird
bei B-Zelllymphom/-Leukdmie Patienten diesen Ergebnissen zufolge nicht durch Rituximab

beeinflusst.

Bei Patienten mit MS/NMO unter Rituximabtherapie (Gruppe 3) konnten bei niedrigen LPS-
Konzentrationen (0, 31, 62, 125 pg/ml) keine signifikante Anderungen in der Variabilitit der
Varianzen der monozytdaren TNF a-Produktion im Vergleich zur unbehandelten Referenzgrupe 4
festgestellt werden. Bei 250 pg/ml LPS wurde eine hoch signifikante Variabilitdt der Varianzen von
Gruppe 3 und 4 nachgewiesen (p-Wert: 0,006). Der Varianzenvergleich bei 250 pg/ml LPS bei MS-
/NMO-Patienten mit und ohne Rituximabtherapie ist im Boxplot-Diagramm, Abbildung 23,
veranschaulicht. Auch bei einer LPS-Konzentration von 500 pg/ml war der Unterschied in den
Varianzen der TNF a-Produktion mit einem p-Wert von 0,014 signifikant. Monozyten einzelner
Probanden aus Gruppe 3 reagieren folglich bei LPS-Konzentrationen von 250 und 500 pg/ml auf eine
Rituximabtherapie mit einer groBeren TNF o-Produktionssteigerung als die der restlichen
Gruppenmitglieder. Die Behandlung mit Rituximab fiihrt scheinbar nicht bei jedem Probanden aus
Gruppe 3 ab 250 pg/ml LPS zu einer Uberdurchschnittlichen Erhohung des proinflammatorischen
Potentials der Monozyten. Dies erklart, warum sich der Median bei 250 pg/ml LPS nicht signifikant

andert.
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Abbildung 23: Boxplot TNF a-Produktion bei
250 pg LPS/ml im Gruppenvergleich 3 und 4
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Die zweifaktorielle Varianzanalyse ergab keinen signifikanten Unterschied der Varianzen innerhalb
und zwischen den Gruppen. Die proinflammatorische Monozytenaktivitdt scheint nicht durch

Gruppenmerkmale, wie Alter oder Geschlecht beeinflusst worden zu sein.

Die Ergebnisse der Elispot-Analyse unterstiitzen die Erkenntnisse aus der Auswertung der SLAM-
Exprimierung nach LPS-Stimulation. In beiden Versuchen wurde bei einzelnen MS-/NMO-Patienten
unter Rituximabtherapie eine Steigerung der proinflammatorischen Monozytenaktivitdit ab 250

pg/ml LPS nachgewiesen.

In Ausziigen wurden die Ergebnisse dieser Studie bereits im ,Journal of Neuroinflammation 2011,

8:146" veroffentlicht:

,Anti-CD20 B-cell depletion enhances monocyte reactivity in neuroimmunological disorders”.
Autoren: Klaus Lehmann-Horn, Eva Schleich, Deetje Hertzenberg, Alexander Hapfelmeier, Tania
Kimpfel, Nikolas von Bubnoff, Reinhard Hohlfeld, Achim Berthele, Bernhard Hemmer und Martin S
Weber.

PMID: 22027448
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4. Diskussion

Die Annahme, Multiple Sklerose ware eine ausschlieflich durch T-Zellen vermittelte
Autoimmunerkrankung, kann als veraltet angesehen werden. B-Zellen spielen nicht nur auf Grund
der Antikorpersynthese, sondern auch durch ihre Fahigkeit der Antigenprasentation eine essentielle
Rolle in der Pathogenese der Multiplen Sklerose. Die Erkenntnisse neuerer wissenschaftlicher
Studien legen nahe, dass B-Zellen bei MS auf beiden Seiten der Blut-Hirnschranke Entziindungen
auslésen und aufrechterhalten [von Budingen, H.C. et al., 2011]. Auch bei NMO sind B-Zellen in ihrer
Funktion als antigenprasentierende Zellen (APCs) und vor allem als Induktoren der humoralen
Immunabwehr an der Krankheitsgenese ursachlich beteiligt.

Ein Grundverstandnis der T- & B-Zellinteraktion ist flir die Ergebnisdiskussion essentiell. Im weiteren
Verlauf wird daher kurz der aktuelle Forschungsstand zu grundlegenden immunphysiologischen
Aspekten der T- und B-Zellaktivierung und deren Bedeutung fiir die immunpathologische Genese von
MS und NMO beschrieben. Danach wird auf Ergebnisse der Studie und Limitationen derselben

eingegangen.

4.1 Grundlagen der B- und T-Zellinteraktion

T-Zellen

T-Lymphozyten lassen sich in CD4 und CD8 positive T-Zellen einteilen. Vor Aktivierung jeder T-Zelle
ist eine Verbindung zwischen T-Zellrezeptor (TCR) und MHC-Komplex einer APC nétig [Delves, P.J.,
2011]. T-Zellen, deren TCR korpereigene Antigene erkennt, werden durch negative Selektion
aussortiert. Beim Gesunden wird dadurch eine autoimmune Aktivierung verhindert [Yamane, H. et

al., 2012].

CD8"* zytotoxische T-Zellen erkennen Antigene auf MHC | Molekiilen [Kroner-Milsch, A. et al., 2012].
Nach Aktivierung kénnen sie bei infizierten Zellen durch Perforine einen programmierten Zelltod
auslosen [Hersperger, A.R. et al., 2008]. Zytotoxische CD8* T-Zellen sind besonders auf die zelluldre
Abwehr von intrazelluldren Erregern spezialisiert, koénnen bei einer Fehlregulation des

Immunsystems aber auch autoreaktiv wirken.

Naive CD4* T-Lymphozyten kénnen ausschlieBlich Antigene erkennen, welche auf einem MHC Il
Molekiil einer APC dargeboten werden. Damit es zur Aktivierung gegen korperfremde Antigene und
zur klonalen Expansion der naiven T-Zelle kommt, missen sich zusatzlich costimulierende

Oberflachenmarker von APCs mit denen der T-Zelle verbinden [Delves, P.J.,, 2011]. Mitunter die
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wichtigsten costimulierenden Oberflaichenmolekiile CD80 und CD86 gehodren zur B7 Familie und
interagieren mit CD28 und CTLA4 auf T-Zellen [Bugeon, L. et al., 2000]. Das Oberflachenmolekil B7-
H1 bewirkt bei CD4* T-Zellen eine Inhibition der autologen Aktivierung. In Abwesenheit von B7-H1
lberwiegen hingegen proinflammatorische Mediatoren [Schreiner, B. et al., 2004]. CD4* T-Zellen

kénnen hauptsachlich in TH1-, TH2-, TH17- und regulatorische T-Zellen unterteilt werden.

Unter Einfluss von INF y und IL-12 entwickeln sich proinflammatorische TH1-Zellen, bei IL-4, IL-2 und
IL-10 hingegen antiinflammatorische TH2-Zellen [Yamane, H. et al., 2012].

TGF B kann unterschiedliche Differenzierungen hervorrufen: Alleine oder mit IL-2 stimuliert es die
Entwicklung von CD4*/CD25*/Foxp3* regulatorischen T-Zellen [Korn, T. et al., 2009]. In Kombination
mit IL-6 bewirkt es im Gegensatz dazu eine Ausdifferenzierung zu proinflammatorischen TH17-Zellen,
die durch IL-21 zur weiteren Vermehrung angeregt werden [Yamane, H. et al., 2012].

Unter Einfluss von TGF B wird der Transkriptionsfaktor RORyt durch Foxp3 inhibiert [Yang, X.O. et al.,
2008]. Es folgt eine Ausdifferenzierung zu angeregten/induzierten CD4*CD25*Foxp3* regulatorischen
T-Zellen. IL-6 hemmt wiederum den Transkriptionsfaktor Foxp3, was zu einer Differenzierung in
TH17-Zellen fihrt [Yang, X.0. et al., 2008]. IL-17 produzierende TH17-Zellen spielen eine Rolle bei der
Abwehr spezifischer Bakterien, Viren und Pilze [Crome, S.Q. et al., 2010]. Die starke Immunreaktion
durch IL17 birgt jedoch das Risiko einer autoimmunen Erkrankung [Korn, T. et al., 2009].

Folglich bestimmt sowohl die Art der costimulatorischen Verbindungen, als auch die Anwesenheit

von immunmodulatorischen Botenstoffen, in welche Richtung sich die naive CD4* T-Zelle entwickelt.
Abbildung 24 zeigt einen Uberblick iiber die Differenzierungswege der naiven CD4* Zelle.

Sowohl die proinflammatorische TH17-Zelle, als auch die antiinflammatorische regulatorische T-Zelle
(CD4*CD25*Foxp3*) wurden erst vor kurzer Zeit identifiziert. Innerhalb der T-Lymphozyten stellen
diese beiden Subtypen direkte Gegenspieler dar [Korn, T. et al., 2009]. Neben den induzierten Tregs,
welche erst im peripheren Blut aus naiven CD4* T-Zellen entstehen, gibt es natlrliche Tregs, die dem
Thymus entstammen. Letztere zeichnen sich im Vergleich durch eine héhere Exprimierung von

Neuropilin 1 aus [Weiss, J.M. et al., 2012].
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Abbildung 24: Differenzierung CD4* T-Zellen
durch Zytokine Helper T cell subsets

Die Abbildung stellt das Einwirken
von Zytokinen auf die weitere (
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B-Zellen

Unreife B-Lymphozyten exprimieren als B-Zellrezeptor (BCR) antigenspezifische IgD und IgM AK auf
ihrer Zelloberflache [Tobon, G.J. et al., 2013]. Sie differenzieren sich ohne Antigenkontakt, unter
anderem je nach Starke der BCR Signale, zu follikularen oder marginalzonen B-Zellen [Pillai, S. et al.,
2009]. Letztere besitzen eine unbegrenzte Lebensdauer und kdnnen sich bei Antigenbindung an ihren
BCR in der Milz schnell zu kurzlebigen AK produzierenden Plasmazellen weiterentwickeln [Tobon, G.J.
et al., 2013]. Diese kurzlebigen Plasmazellen ermoglichen eine schnelle, antikdrpervermittelte
Immunabwehr, die Tage bis Wochen anhalt [Shlomchik, M.J. et al., 2012]. Auch follikuldre B-Zellen
werden Uber eine Antigenbindung an ihren BCR aktiviert [Pieper, K. et al., 2013]. Die aktivierten
follikuldren B-Zellen miissen bei ihrer Reifung im Keimzentrum von CD4* T-Zellen mittels CD40/CD40L
Kontakt und durch Zytokine unterstiitzt werden [Tobon, G.J. et al.,, 2013]. Wahrend des
Reifungsprozesses von B-Zellen kommt es zu somatischen Hypermutationen und zum Immunglobulin
Isotypen Switch, wodurch noch spezifischere AK gegen das Antigen entstehen. Dabei werden
follikulare B-Zellen mit selbstreaktiven oder zu unspezifischen Antikorpern eliminiert [Shlomchik, M.J.
et al.,, 2012]. Wenn autoreaktive B-Zellen der negativen Selektion im Knochenmark entgehen und
auch Kontrollmechanismen in der Peripherie versagen, kommt es zur antikérpervermittelten
Autoimmunerkrankung [Wang, P. et al., 2013]. Aus den gereiften follikularen B-Zellen entwickeln sich
einerseits AK produzierende langlebige Plasmazellen, andererseits langlebige B-Gedachtniszellen

[Tobon, G.J. et al., 2013].
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Langlebige Plasmazellen proliferieren in Klonen und kénnen Uber Jahre hinweg den Serumspiegel
ihrer spezifischen Antikdrper aufrechterhalten [Yanaba, K. et al., 2008].

B-Gedachtniszellen proliferieren und verweilen danach in der Ruhephase [Shlomchik, M.J. et al.,
2012]. Sie weisen eine hohe Affinitdit zum Antigen auf, sind langlebig und kdnnen sich in IgG
produzierende Zellen wandeln [Heltemes-Harris, L. et al., 2004]. Dadurch kann im Falle einer zweiten
oder persistierenden Infektion mit dem Antigen eine schnellere und effektivere AK-Antwort ablaufen
[Shlomchik, M.J. et al., 2012].

Das antigenspezifische erworbene Immunsystem bekdmpft somit Pathogene akut und hélt langfristig

eine Immunbarriere gegen Infektionen aufrecht [Yanaba, K. et al., 2008].

Eine weitere essentielle Funktion von reifen B-Zellen ist die Antigenprasentation: Uber BCR kénnen
sie spezifische Antigen-Epitope erkennen und den kompletten zugehoérigen Proteinkomplex
aufnehmen und verarbeiten. Dadurch kdnnen, neben dem erkannten Epitop, auch weitere Epitope
des Proteinkomplexes iber MHC Il Molekiile prasentiert werden [Tobon, G.J. et al., 2013]. Auf diese
Weise tragen B-Zellen direkt zur Aktivierung verschiedener CD4* T-Zellen bei. B-Zellen sind hoch
effektive APCs fiir die Prasentation von Proteinen [Constant, S. et al.,, 1995]. Je nach Antigenart
spielen unterschiedliche APCs eine vorrangige Rolle. Wenn T-Zellen bereits durch andere APCs (z.B.
Monozyten) antigenspezifisch aktiviert wurden, konnen B-Zellen die Proliferation dieser T-Zellen
noch verstarken [Ronchese, F. et al., 1993].

Folglich haben B-Zellen als antigenprasentierende und als regulatorische B-Zellen
antiinflammatorische Wirkung. Kontrar dazu triggern sie durch Antikdrper und als APCs eine

proinflammatorische Immunlage.

B-Zellen interagieren nicht nur eng mit T-Zellen, sondern auch mit Zellen der angeborenen

Immunantwort, wie beispielsweise Monozyten:

Aktivierte B-Zellen kdnnen beispielsweise Zytokine, wie IL-4, IL-6, IL-10, IL-21, IL-23 und TNF a
produzieren und nehmen damit Einfluss auf das angeborene und erworbene Immunsystem [Wang, P.
et al., 2013]. Uber ,toll like Rezeptoren” (TLR) auf der B-Zelloberfliche kann eine Aktivierung von B-
Zellen auch unabhidngig von T-Zellen stattfinden [Wang, P. et al.,, 2013]. Durch TLR werden
Krankheitserreger direkt Uber deren pathogen-assoziierte molekulare Muster, beispielsweise
bakterielles Lipopolysacharid (LPS), erkannt. TLRs spielen eine Rolle in der proinflammatorischen
Aktivierung von B-Zellen und vor allem TLR9 steht im Verdacht dabei autoreaktive B-Zellantworten zu
unterstltzen [Peng, S.L., 2005]. TLR finden sich neben B-Zellen hauptsachlich bei Monozyten und

Makrophagen und gehéren zum angeborenen Immunsystem [Sriram, S., 2011].
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4.2 Rituximab und das zelluldre Immunsystem

Der Wegfall der B-Zellen unter Rituximabtherapie konnte, auf Grund der vorangehend beschriebenen
engen Interaktionen im Immunsystem, Auswirkungen auf die Frequenz und Aktivitdt anderer Zellen
der Immunabwehr haben. Cross et. al. zeigte bereits, dass eine Rituximabtherapie
liberraschenderweise nicht nur B-Zellen, sondern auch T-Zellen im Liquor von MS-Patienten reduziert
[Cross, A.H. et al., 2006]. In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer B-Zelldepletion bei MS- und NMO-
Patienten auf die Frequenz von Leukozytensubpopulationen im peripheren Blut untersucht.
Patienten mit B-Zelllymphom/-Leukdmie und neuroimmunologisch gesunde Patienten wurden als
Referenzgruppe herangezogen, um zudem Unterschiede im Therapieansprechen in Abhangigkeit der

immunologischen Grundkonstellation festzustellen.

Bei den Patienten unter Rituximabtherapie (Gruppe 1 und 3) lieR sich eine komplette B-Zelldepletion
bestatigen. Bei MS-/NMO-Patienten ohne Therapie und gesunden Probanden wiesen die Frequenzen
der B-Zellen aus PBMCs vergleichbare Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied auf (im Mittel
Gruppe 2: 12,5% (SEM +/- 4,2) vs Gruppe 4: 7,9% (SEM +/- 1,1)). Es kann also davon ausgegangen
werden, dass der relative B-Zellanteil im peripheren Blut bei Patienten mit MS/NMO-Erkrankung

vergleichbar mit dem gesunder Probanden ist.

In der Studie konnte gezeigt werden, dass sich eine B-Zelldepletion durch Rituximab bei Patienten
mit MS oder NMO nicht signifikant auf die Frequenz von CD8 positiven T-Lymphozyten im peripheren
Blut auswirkt.

Die Frequenzen der CD8* T-Zellen aus PBMCs der Gruppen mit MS-/NMO-Patienten und gesunden
Probanden ohne Therapie wiesen zudem vergleichbare Mittelwerte ohne signifikanten Unterschied
auf. Im peripheren Blut scheint es durch das Vorhandensein einer MS/NMO-Erkrankung folglich nicht
zu einer Erhohung der relativen Zellzahl von CD8* T-Lymphozyten zu kommen.

Interessanterweise scheinen aktive und chronische ZNS-Ldsionen von MS-Patienten hingegen
verhaltnismalig viele aktivierte, zytotoxische CD8* T-Zellen aufzuweisen [Johnson, T.A. et al., 2010].
Zytotoxische CD8* T-Zellen verstarken, wie auch TH1-Zellen, die inflammatorische Immunantwort
durch INF y Sekretion [Kroner-Milsch, A. et al., 2012]. lhnen wird eine tragende Rolle in der

Zerstorung von Myelinscheiden zugeschrieben [Buc, M., 2013].

Auch der relative Anteil aller CD4* T-Zellen im peripheren Blut von MS-/NMO-Patienten wurde nicht
durch die Therapie mit Rituximab beeinflusst. Essentiell ist jedoch auch die relative Verteilung der

CD4* T-Zellsubpopulationen, da diese kontrare Funktionen im Immunsystem wahrnehmen:
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TH1-Zellen zeichnen sich durch Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-2, IL-12, INF y
und TNF a, aus. Dies fiihrt zu einer Rekrutierung von Makrophagen und zytotoxischen CD8* T-Zellen
[Johnson, T.A. et al., 2010].

TH17-Zellen bewirken besonders unter IL-23-Einfluss eine starke inflammatorische Immunreaktion.
Sie schitten dabei hauptsachlich IL-17 aus, welches neben einer breiten Entziindungsreaktion eine
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten induziert [Korn, T. et al., 2009]. Diese tragen zu einer
weiteren Entziindung des Gewebes bei. Neutrophile Granulozyten kénnen bei NMO in grofRer Zahl in
den Lasionen nachgewiesen werden [Levy, M. et al., 2014].

TH2-Zellen tragen stattdessen tiber die Sekretion von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und TGF B zu einer
antiinflammatorischen Immunkonstellation bei [Ziemssen, T. et al., 2002]. Zuséatzlich kénnen TH2-
Zellen Uber IL-4 B-Zellen aktivieren und somit eine humorale Immunantwort induzieren
[Moschovakis, G.L. et al., 2012]. Sie sind dementsprechend ein wichtiger Faktor bei der
Immunreaktion gegen extrazelluldre Pathogene.

Regulatorische T-Lymphozyten interagieren beim Gesunden mittels IL-10 mit APCs und CD4* oder
CD8* T-Zellen, um eine antiinflammatorische Immunkonstellation zu unterstitzen. Sie kdnnen B-
Zellaktivierung und AK-Produktion unterdriicken [Crome, S.Q. et al., 2010]. Des Weiteren erkennen
und inhibieren Trees autoreaktive B- und T-Zellen, welche der negativen Selektion entgangen sind

[Wang, P. et al., 2013; Zhou, X. et al., 2011].

Bei MS werden naive T-Zellen bereits im peripheren Blut von APCs (z.B. Monozyten, B-Zellen) mit
korperfremden, myelindhnlichen Antigenen aktiviert und emigrieren danach in das ZNS. Auch
Monozyten werden aus der Peripherie angelockt und senden als aktivierte Monozyten wiederum
,homing signals” an T-Zellen [Sriram, S., 2011]. Im ZNS erfolgt eine erneute Reaktivierung der T-
Zellen durch Mikroglia [Lock, C.B. et al., 2003]. Eine Alteration in der Frequenz der TH1, TH17, TH2
und Treg-Zellen im peripheren Blut kénnte somit Einfluss auf die Auspragung der MS/NMO nehmen, je

nachdem welche T-Zellsubgruppe vermehrt in das ZNS emigrieren kann.

In den Plaques von MS-Patienten wurde eine Gberwiegend proinflammatorische Differenzierung der
CD4* T-Lymphozyten zu TH1-Zellen nachgewiesen [Frohman, E.M. et al., 2006]. Auch die TH17-
Zellzahl im ZNS ist erhoht [Segal, B.M., 2010]. TH17-Zellen spielen durch die IL17-Sekretion eine
tragende Rolle. Neben den oben beschriebenen Effekten, lasst das Zytokin die Blut Hirn Schranke fir
Lymphozyten durchldssiger werden [Crome, S.Q. et al., 2010]. Eine gesteigerte IL-23-Frequenz
scheint zu einem schweren EAE-Verlauf beizutragen [Chang, A. et al.,, 2002]. Eine anti-CD20
vermittelte B-Zelldepletion hatte bei Mausen mit rMOG Protein EAE ein Absinken der
proinflammatorischen TH1- und TH17-Zellen in peripheren Immunorganen und im ZNS zur Folge

[Weber, M.S. et al., 2010].
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In der Studie von Weber et al. 2010 zeigte sich zudem eine Abnahme der relativen Haufigkeiten von
regulatorischen T-Zellen bei Mdusen unter a CD20-Therapie.

Die Ergebnisse, der hier zugrundeliegenden Studie mit humanen Blutproben, deckten sich
liberraschenderweise nicht mit denen der vorangehend genannten Maus-EAE-Studie. Es zeigte sich

stattdessen ein positiver Nebeneffekt der a CD20 vermittelten B-Zelldepletion mit Rituximab:

Bei MS-/NMO-Patienten unter Therapie mit Rituximab stiegen die Frequenzen der regulatorischen T-
Zellen im peripheren Blut im Vergleich zur nicht therapierten Gruppe 4 signifikant an. Auch bei
hdamatoonkologischen Patienten unter Rituximabtherapie lag der relative Anteil regulatorischer T-
Zellen innerhalb der CD4* T-Lymphozyten hochst signifikant Gber dem der Kontrollgruppe 2.

Die Frequenzen antiinflammatorischer regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut werden durch die
Erkrankung an MS nicht beeinflusst [Feger, U. et al., 2007; Haas, J. et al., 2005]. Auch in dieser Studie
scheint die relative Haufigkeit regulatorischer T-Zellen bei gesunden Probanden und Patienten mit

neuroinflammatorischen Erkrankungen ohne Therapie vergleichbar zu sein.

Dies lasst schlieRen, dass der Wegfall der B-Lymphozyten ursachlich fiir einen Anstieg der relativen
Treg-Frequenz bei Patienten mit MS/NMO und bei Patienten mit B-Zell-Lymphom/-Leukdamie ist.
Folglich kénnten proinflammatorische APCs und autoaggressive T-Zellreaktionen bei Patienten unter
Rituximabtherapie von einer groReren Anzahl an regulatorischen T-Lymphozyten eingeddmmt
werden. Die selbstregulatorischen Fahigkeiten des Immunsystems scheinen also durch einen
relativen Anstieg der regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut unterstitzt zu werden. Bei
Patienten mit MS und NMO koénnte dies eine Abschwachung oder gar Vermeidung eines erneuten
Schubes bewirken.

Einige Studien deuten jedoch darauf hin, dass regulatorische T-Zellen bei MS-Patienten in ihren
immunsuppressiven Kompetenzen eingeschrankt sind und zudem schlechter in das ZNS emigrieren
kénnen [Buc, M., 2013]. lhre Fahigkeit autoimmune T-Lymphozytenreaktionen zu unterdriicken, ist
dementsprechend geschwédcht [Haas, J. et al., 2005]. Andererseits wurde in verschiedenen
Mausmodellen der MS unter Depletion von regulatorischen T-Zellen eine Krankheitsexazerbation
beobachtet [Koutrolos, M. et al., 2014; Lowther, D.E. et al., 2013]. Dies verdeutlicht, dass Treg €ine

essentielle regulatorische Rolle bei MS spielen.

Zusammenfassend ergeben diese Ergebnisse, dass es unter Rituximabtherapie zu einer Verschiebung
des relativen Verteilungsmusters innerhalb der T-Zellsubtypen zugunsten der regulatorischen T-
Zellen kam. Da regulatorische T-Zellen sowohl autoimmune T-Zellreaktionen als auch
antikérperproduzierende B-Zellen unterdriicken, kann dies ein entscheidender Faktor fiir die den

Therapieerfolg einer Rituximabgabe sein. Ob regulatorische T-Zellen autoreaktive B-Zellen direkt
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oder indirekt tGber T-Zellregulation beeinflussen ist bisher nicht abschlieBend geklart [Wang, P. et al.,

2013].

B-Zellen spielen, wie vorangehend beschrieben, sowohl als AK und Zytokin produzierende Zellen als
auch als APCs und regulatorische B-Zellen eine tragende Rolle in der Pathogenese von MS und NMO.
Rituximab bindet an das Oberflichenmolekiil CD20. Dieses verlieren B-Zellen, welche zu
antikérperproduzierenden Plasmazellen werden. Rituximab verdandert die Titer von MS-spezifischen
Autoantikorpern héchstwahrscheinlich nicht. Hauser et al. wies beispielsweise in einer Studie mit RR-
MS-Patienten nach, dass sich die AK-Level bei MS-Patienten durch eine Rituximabtherapie nicht
signifikant andern [Hauser, S.L. et al., 2008]. Rituximab fihrt zudem innerhalb von vier Wochen nach
der ersten Gabe zu einer Reduktion der entziindlichen Herde im ZNS [Bar-Or, A. et al., 2008; Hauser,
S.L. et al., 2008]. Der Wegfall der Zytokin produzierenden B-Zellen kann hierfiir mit verantwortlich
sein. Vor allem aber die Elimination der proinflammatorischen APC-Funktion der B-Zellen kann als
hauptsachlicher Wirkmechanismus der Rituximabtherapie angesehen werden [Weber, M.S. et al.,

2010]. Als Nebeneffekt lasst sich eine Depletion der regulatorischen B-Zellen nicht vermeiden.

Regulatorische B-Zellen haben die Fahigkeit, andere APCs zu regulieren und bei aktivierten T-Zellen
eine Apoptose einzuleiten. Uber direkten Kontakt und mit antiinflammatorischen Zytokinen, wie IL-
10 und TGF B, werden inflammatorische und auch autoreaktive Immunzellen unterdriickt [Buc, M.,
2013]. IL-10 produzierende regulatorische B-Zellen kdnnen EAE bessern. Dies verdeutlicht, dass
regulatorische B-Zellen essentiell fir die Kontrolle von autoimmunen Krankheiten sind [Fillatreau, S.
et al.,, 2002]. Regulatorische B-Zellen kommen im peripheren Blut von gesunden Menschen in
gleichem Ausmal? wie bei Patienten mit Multipler Sklerose vor [Iwata, Y. et al., 2011].

Rituximab eliminiert sowohl pro-, als auch antiinflammatorische CD20* B-Zellen. Daher stellt sich die
Frage, inwieweit der Wegfall regulatorischer B-Zellen und der APC-Funktionen Einfluss auf die
Auspragung der MS oder NMO nimmt.

Bei Patienten mit Colitis Ulcerosa verschlechterte Rituximab beispielsweise die Symptomatik. Neben
einer B-Zelldepletion konnte ein Rickgang der IL-10-Konzentrationen im Darm festgestellt werden.
Durch die Rituximabtherapie schienen auch IL-10 produzierende regulatorische B-Zellen eliminiert zu
werden, die einen protektiven Effekt bei Colitis Ulcerosa ausiiben [Goetz, M. et al., 2007].

Die hier zugrundeliegende Studie zeigt einen abweichenden Effekt bei der Therapie von MS-/NMO-
Patienten mit Rituximab. Der anti-CD20 bedingte Wegfall der schiitzenden regulatorischen B-Zell-
Funktion scheint im Immunsystem einem kompensatorischen Frequenzanstieg der regulatorischen T-

Zellen zu bedingen.
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Denkbar ist, dass auch bei einzelnen MS-/NMO-Patienten die proinflammatorische Aktivitat des
Immunsystems durch eine ausgepragte Funktion der regulatorischen B-Zellen eingeddammt wird.
Fraglich ist, ob der oben beschriebene kompensatorische Anstieg der ebenfalls IL-10 produzierenden
regulatorischen T-Zellen den Verlust der regulatorischen B-Zellen kompensiert. Falls dies nicht der
Fall ist, konnte eine CD20 vermittelte B-Zelldepletion bei diesen Patienten ein steigendes Risiko fir
das Auftreten von Nebenwirkungen der Rituximabtherapie bedeuten. Die Erkenntnisse dieser Studie
stammen aus Proben aus dem peripheren Blut von MS-/NMO-Patienten. Wenn sich die
Immunkonstellation im ZNS unter Rituximabtherapie ebenso &ndert, konnte der Wegfall der
regulatorischen B-Zellen bei einzelnen Patienten der Grund fir eine Verschlechterung des
Krankheitsverlaufs unter Therapie sein. Um die antiinflammatorischen Fahigkeiten der
regulatorischen B-Zellen zu erhalten, ware daher die Entwicklung eines gezielteren

Therapiekonzeptes ausschlieflich gegen proinflammatorische APC-Funktionen wiinschenswert.

Bei MS scheint die proinflammatorische Aktivierung von CD4* T-Zellen durch antigenprasentierende
B-Zellen und Makrophagen eine wichtige Rolle zu spielen. Im Liquor von MS-Patienten wurden
zudem proliferierende B-Zellen nachgewiesen, welche nach somatischer Hypermutation
hochspezifische Antikérper gegen Antigene innerhalb des ZNS herstellen [Frohman, E.M. et al.,
2006]. Auch die Stimulation dieser Antikorper exprimierenden B-Zellen scheint komplett im ZNS
abzulaufen [Bankoti, J. et al., 2013]. Es wird kontrovers diskutiert, ob ektope Lymphfollikel in den
Meningen von MS-Patienten mit der B-Zellreaktion im ZNS zusammenhangen [Buc, M., 2013]. Die
intrathekalen oligoklonalen 1gG-Antikérper fiihren durch Opsonierung und Aktivierung des
Komplementsystems zu einer Zerstérung der Myelinscheiden [Buc, M., 2013]. Auch bei NMO ist nicht
sicher geklart, wie die AQP4 AK die Blut-Hirnschranke Gberwinden kénnen oder ob sie erst im ZNS
entstehen. In letzterem Fall kdnnten Mikroglia und B-Zellen als APCs fungieren und auf ihren MHC
Molekilen APQ4-Anteile prasentieren, welche T-Zellen aktivieren. Aktivierte T-Zellen initiieren
wiederum antigenspezifische B-Zellen, welche sich zu Gedachtniszellen und AQP4-AK
produzierenden Plasmazellen differenzieren [Levy, M. et al., 2014].

Dies zeigt, dass antigenprasentierende B-Zellen gerade zu Beginn der MS-/NMO-Erkrankung eine
tragende Rolle spielen, indem sie T-Zellen aktivieren und die Bildung von autoreaktiven langlebigen
Plasma-Zellen initiieren. Eine Rituximabtherapie zu Beginn der neuroimmunologischen Erkrankung
ware daher nach Wang P. et al. zu favorisieren [Wang, P. et al., 2013]. Im Liquor von Patienten mit
RR-MS wurde unter Rituximabtherapie eine Reduktion der B- und T-Zellzahl gefunden [Cross, A.H. et
al., 2006; Piccio, L. et al., 2010]. B-Zellen scheinen also auch im spateren Krankheitsverlauf weiterhin
die Zahl von T-Zellen im ZNS zu beeinflussen.

Im EAE-Mausmodel konnte gezeigt werden, dass Mause mit B-Zellen ohne MHC Il Funktion resistent

gegen eine mit humanem rekombinanten MOG Peptid ausgeldste EAE waren. Dies verdeutlicht, dass
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B-Zellen unabhangig von ihrer Antikérperproduktion bei MS eine Schlisselfunktion einnehmen

[Molnarfi, N. et al., 2013].

Auch Monozyten scheinen als proinflammatorische APCs eine wesentliche Rolle in der Pathogenese
von MS und NMO einzunehmen. Monozyten, Makrophagen und Dendritsche Zellen gehéren zu den
phagozytierenden Zellen und stammen aus einer gemeinsamen ,,Progenitor Zelle” ab [Hettinger, J. et
al., 2013]. Fetale Monozyten und andere phagozytierende Zellen u.a. Mikroglia wandern bereits in
der Embryogenese in das Gewebe aus [Ginhoux, F. et al.,, 2010; Rawiji, K.S. et al., 2013]. Adulte
Monozyten entstehen hingegen im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen und
zirkulieren im peripheren Blut [Shemer, A. et al., 2015]. Im Falle einer entziindlichen Gewebereaktion
oder Verletzung konnen diese adulten Monozyten schnell aus dem peripheren Blut rekrutiert
werden. Nach der Extravasion kdnnen sie monozytare Makrophagen oder dendritische Zellen bilden.
Diese unterstiitzen die ansdssigen Gewebs-Makrophagen und fordern ein proinflammatorisches
Milieu [Mildner, A. et al., 2013]. Im EAE-Mausmodel wurden durch Mishra et al. nach Immunisierung
proinflammatorisch geprdgte Monozyten im peripheren Blut nachgewiesen. Im spateren
Krankheitsverlauf sank die Zahl im peripheren Blut wieder ab. Die Zahl der proinflammatorischen
Monozyten korrelierte im peripheren Blut invers und im Hirnstamm positiv mit den klinischen
Symptomen [Mishra, M.K. et al., 2012]. Dies verdeutlicht die wichtige Rolle der Monozyten bei der

Auspragung von MS.

In dieser Studie wurden die relativen Haufigkeiten von Monozyten von MS-Patienten ohne und mit
Rituximabtherapie verglichen. Durch die B-Zelldepletion wurde der relative Anteil von Monozyten
innerhalb der Leukozyten bei MS-Patienten nicht signifikant verdndert. Auch bei
hamatoonkologischen Patienten unter Rituximabtherapie gibt es in der Monozytenfrequenz keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Rituximab scheint dementsprechend keinen Einfluss
auf die Frequenz von Monozyten auszuiiben.

Von Interesse ist, ob Monozyten bei Patienten mit neuroinflammatorischen Erkrankungen in ihrer
relativen Haufigkeit auf Grund der immunologischen Grundkonstellation schon verédndert sind. Die
relative Haufigkeit der Monozyten innerhalb der PBMCs scheint in Gruppe 2 héher als in Gruppe 4 zu
liegen. Es ist dementsprechend denkbar, dass die immunologische Grundkonstellation bei MS/NMO
die Monozytenfrequenz erniedrigt. Zur weiterfilhrenden Analyse dieser These, ist ein Vergleich von

Monozytenfrequenzen bei MS-/NMO-Patienten vor und nach Krankheitsausbruch von Néten.
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Monozyten von MS-Patienten scheinen im Vergleich zu Monozyten von gesunden Probanden nach
Stimulation mit LPS vermehrt Interleukine zu produzieren [Chuluundorj, D. et al.,, 2014]. Ob eine
Rituximabtherapie zusatzlich Einfluss auf die Aktivierbarkeit von Monozyten nimmt, wurde in dieser
Studie untersucht. Dazu wurde die Exprimierung des Aktivitditsmarkers SLAM (CD150) nach
Stimulation mit verschiedenen LPS-Konzentrationen (0, 31, 62, 125, 250, 500 pg/ml) gemessen.
Hierbei zeigte sich bei allen Probanden der Gruppen 1-4 ein Anstieg der CD150-Exprimierung in
Abhéangigkeit der LPS-Konzentration. Das grundlegende Aktivitdtsniveau, gemessen durch die SLAM-
Exprimierung ohne LPS-Stimulation, war bei den Monozyten der MS-/NMO-Patienten und denen der

neuroimmunologisch gesunden Gruppen 1 und 2 vergleichbar.

Der prozentuale Anstieg der SLAM-Exprimierung auf Monozyten von hamotoonkologischen
Patienten war bei allen LPS-Konzentrationen mit dem der Kontrollgruppe 2 vergleichbar. Auch bei
MS-/NMO-Patienten mit und ohne Rituximabtherapie zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen dem prozentualen Anstieg der CD150-Exprimierung auf Monozyten bei Stimulation mit LPS-
Konzentrationen von 0-250 pg/ml. Allerdings zeigten Monozyten von MS-/NMO-Patienten unter
Rituximabtherapie im Vergleich zur MS-/NMO-Gruppe ohne Therapie einen signifikanten Anstieg der
Aktivitat, im Sinne einer vermehrten LPS-Exprimierung bei einer Stimulation mit 500 LPS pg/ml. In
der Varianzanalyse konnte zudem gezeigt werden, dass Monozyten von einzelnen MS-/NMO-
Patienten mit Rituximabtherapie bereits ab einer LPS-Konzentration von 250 pg/ml vermehrt das

SLAM-Oberflachenmolekil aufweisen.

Dementsprechend scheint Rituximab bei Patienten mit MS/NMO das Aktivitdtsniveau von
Monozyten zu beeinflussen. In dieser Studie konnte bei den niedrigeren LPS-Konzentrationen kein
Unterschied in der Monozytenaktivitdt nachgewiesen werden. Die Ergebnisse legen dennoch nahe,

dass das Aktivitatslevel von Monozyten bei MS-/NMO-Patienten durch eine Rituximabtherapie steigt.

Diese gesteigerte Aktivierung von Monozyten unter Rituximabtherapie wurde in der
zugrundeliegenden Studie zudem mittels Messung der TNF a-Ausschittung nachgewiesen. Hierzu
wurde die TNF a-Produktion unter Simulation mit den gleichen LPS-Konzentrationen (0, 31, 62, 125,
250, 500 pg/ml) gemessen.

Die Ausgangswerte von TNF a ohne Stimulation mit LPS waren zwischen den Gruppen vergleichbar.
Auch hier konnte in allen Gruppen ein Anstieg der TNF a-Ausschittung mit steigender LPS-
Konzentration beobachtet werden. Zwischen Gruppe 1 und 2 sowie zwischen Gruppe 3 und 4 war
das mittlere Niveau der TNF a-Produktion zudem in jeder LPS-Konzentration vergleichbar. Das heif3t
unter LPS-Stimulation zeigte sich im Gruppenvergleich kein signifikanter Unterschied in der TNF a-
Produktion der Monozyten. Demnach scheint eine Rituximabtherapie das mittlere Niveau der TNF a-

Produktion von Monozyten bei MS-/NMO-Patienten nicht zu beeinflussen, obwohl ab einer LPS-
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Konzentration von 500 pg/ml ein Anstieg des Aktivitdtsmarkers SLAM nachgewiesen wurde. In der
Varianzanalyse zeigt sich bei LPS-Konzentrationen von 250 und 500 pg/ml jedoch ein signifikanter
Unterschied zwischen der Verteilung der TNF a-Werte von Monozyten der MS-/NMO-Patienten in
Abhidngigkeit einer Rituximabtherapie. In der Gruppe der MS-/NMO-Patienten unter
Rituximabtherapie wurden bei einzelnen Proben ab einer LPS-Konzentration von 250 pg/ml deutlich
erhohte TNF a-Werte gemessen. Interessanterweise sind die Monozyten, welche unter
Rituximabtherapie eine erhohte TNF a-Produktion aufweisen und die, welche eine UbermaRige

SLAM-Exprimierung bei 250 pg/ml LPS aufzeigen, teilweise von verschiedenen MS-/NMO-Patienten.

Dies lasst schlieRen, dass Rituximab bei einzelnen MS-/NMO-Patienten Einfluss auf das monozytéare
Aktivitatsniveau und auf die proinflammatorische Aktivitat der Monozyten nimmt. Von welchem
Faktor diese beiden Beobachtungen abhangen, ist in diesem Versuchsaufbau nicht abschlieBend zu

klaren.

Bei einzelnen MS-/NMO-Patienten muss bei einer Therapie mit Rituximab, den Ergebnissen dieser
Studie entsprechend, mit einer Zunahme der proinflammatorisch gepragten Monozyten im
peripheren Blut gerechnet werden. Unter normalen Bedingungen emigrieren Monozyten nicht in das
ZNS. Gerade bei Autoimmunerkrankungen wie MS oder NMO kénnen sie jedoch vermehrt im ZNS
nachgewiesen werden [Shechter, R. et al., 2013]. Unklar bleibt, ob eine erhéhte Anzahl an potentiell
proinflammatorischen Monozyten im peripheren Blut Auswirkungen auf die folgend beschriebenen
Vorgdnge in MS-Plaques hat.

Im EAE-Maus-Modell der MS geht einer Monozyteninfiltration und Demyelinisation eine Phase mit
aktivierten Mikroglia voran [Marik, C. et al., 20071].

Sowohl Mikroglia als auch Monozyten kénnen Uber TLR, unter INF y- oder TNF a-Einfluss zu
proinflammatorischen (M1) Zellen werden [Gordon, S., 2003; Mosser, D.M. et al., 2008]. Unter IL-4-
Einfluss entstehen antiinflammatorische (M2) Zellen [Gordon, S., 2003]. Letztere exprimieren CD206,
bilden das Enzym Arginase 1 und zeichnen sich unter anderem durch die Sekretion des
antiinflammatorischen IL-10 aus. Sie kdnnen Axonwachstum unterstiitzen [Kigerl, K.A. et al., 2009].
Zudem binden sie Uber CD206 apoptotische und nekrotische Zellen und ermdglichen so eine
Entfernung sterbender Zellen ohne inflammatorischen Umgebungsschaden [Nauta, A.J. et al., 2003].
M1-Makrophagen fihren hingegen (ber Sekretion von proinflammatorischem IL-1B und TNF a oder
oxidativen Metaboliten, wie z.B. iNOS, zu einer toxischen, entziindlichen Immunreaktion [Kigerl, K.A.
et al., 2009].

Unter physiologischen Bedingungen herrscht bei Mikroglia oder Makrophagen im ZNS der M2-
Phédnotyp vor [Ponomarev, E.D. et al., 2007]. In Lasionen bei MS-/NMO-Patienten wurden dagegen

vor allem proinflammatorische M1-Phanotypen nachgewiesen [Kigerl, K.A. et al., 2009]. Der
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Phanotyp der Makrophagen wird durch Faktoren des umgebenden Milieus, wie z.B. Zytokine und
Chemokine beeinflusst und kann dadurch auch gedndert werden [Liu, H. et al., 2015; Stout, R.D. et
al., 2005]. Im proinflammatorischen Milieu der ZNS-L3sionen bei MS-/NMO-Patienten sinkt daher die
Zahl der M2-Phdanotypen in Abhangigkeit der Zeit [Kigerl, K.A. et al., 2009].

Rituximab begtinstigt scheinbar bei einzelnen MS-/NMO-Patienten durch die gesteigerte TNF a-
Ausschittung von Monozyten ein proinflammatorisches Milieu im peripheren Blut. Denkbar ware bei
diesen Patienten eine vermehrte Emigration von proinflammatorisch gepragten Monozyten zu den
ZNS-Lasionen. Dies konnte ein schnelleres Absinken des M1/M2-Phanotyp-Verhaltnisses und so ein
schnelleres Fortschreiten der Symptomatik zur Folge haben. Eine Identifikation der Faktoren, welche
zu einer gesteigerten proinflammatorischen Aktivitdit der Monozyten unter Rituximabtherapie

fuhren, ist daher essentiell.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass zytotoxische CD8* T-Zellen zur Zerstorung der
Myelinscheiden bei MS fiihren. Zudem nehmen TH1- und TH17-Zellen eine essentielle Rolle bei den
entzlindlichen Immunreaktionen im ZNS ein. Auch B-Zellen sind durch ihre APC-Funktion, Zytokin-
und Antikdrperproduktion umfassend an der Auspragung von MS beteiligt. Durch eine periphere B-
Zelldepletion wird bei MS ein schneller Riickgang der aktiven Herde im ZNS hervorgerufen. Dies zeigt,
dass B-Zellen aus dem peripheren Blut durch ihre sekretorischen und Antigen prasentierenden
Funktionen im ZNS ein entzlindliches demyelinisierendes Milieu unterstiitzen kdnnen [von Budingen,
H.C. et al., 2011].

Diese proinflammatorischen B-Zellwirkungen koénnten sowohl bei MS als auch bei NMO durch
regulatorische B- und T-Zellfunktionen eingedammt oder sogar unterdriickt werden. In dieser Studie
konnte bei MS-/NMO-Patienten unter Rituximabtherapie ein Anstieg der regulatorischen T-Zellen
nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich eine erhohte Aktivierbarkeit von Monozyten bei einzelnen
Patienten mit MS/NMO durch eine Rituximabtherapie.

Die Aktivitdt von Monozyten wird bei B-Zelllymphom/-Leukdmie Patienten den Ergebnissen dieser
Studie zufolge durch Rituximab nicht beeinflusst. Zudem konnte auch bei hdamatoonkologischen
Patienten ein hochst signifikant erhohter relativer Anteil der regulatorischen T-Zellen unter
Rituximabtherapie nachgewiesen werden. Diverse hdmatoonkologische Studien legen jedoch nahe,
dass bei Patienten mit Non Hodgkin Lymphom und bei akuten Leukdmien per se ein erhéhter Anteil
regulatorischer T-Zellen nachweisbar ist [D'Arena, G. et al., 2011; Fozza, C. et al., 2015; Idris, S.Z. et
al., 2015]. Es wird vermutet, dass der Anteil regulatorischer T-Zellen zudem mit dem Fortschreiten
der chronischen Leukdmie korreliert [D'Arena, G. et al., 2011]. Andererseits wurde bei NHL-Patienten
ein positiver Zusammenhang zwischen dem relativen Treg-Anteil und dem Auftreten einer kompletten

Remission sowie dem Uberleben festgestellt [Dehghani, M. et al., 2012].
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4.3 Einblicke in die MS-Therapie

Rituximab wird auf Grund der spezifischen Wirkweise und guten Vertraglichkeit mit groRem Erfolg in
der Therapie von B-Zelllymphomen und chronischer B-Lymphozytenleukdmie (BCLL) eingesetzt
[Hagemeister, F., 2010]. Das CHOP-Schema (Cyclophoshamid, Doxorubicin, Vincristin und
Prednisolon) weist eine bessere 2-Jahres-Prognose und Gesamtiiberlebensrate auf, wenn es mit
Rituximab kombiniert wird [Plosker, G.L. et al., 2003]. Die Therapie mit Rituximab wird bei
hamatoonkologischen Patienten als sehr gut vertraglich und sicher angesehen [Plosker, G.L. et al.,

2003].

Bei B-Lymphom/-Leukdamie Probanden unter Rituximabtherapie konnten im Vergleich zur gesunden
Referenzgruppe jedoch veradnderte T-Zellsubtyp Frequenzen zugunsten der proinflammatorischen
CD8* Zellen nachgewiesen werden. Dies spiegelte sich im leicht verringerten CD4*/CD8* Quotient
wider. Der in dieser Studie beobachtete Therapieeffekt kdnnte auf eine proinflammatorische
Reaktion dieser Patienten auf die Rituximabtherapie zurlickzufiihren sein. In anderen Studien wurde
jedoch unabhingig von einer B-Zellsuppression, ein CD4*/CD8*-Verhiltnis < 1 bei Patienten mit B-
NHL festgestellt [Dehghani, M. et al., 2012; Ismail, F. et al., 2012; Liu, L. et al., 2006; Shi, Y.X. et al.,
2004]. Die Frequenzveranderung der CD4" und CD8* Zellen in Gruppe 1 scheint daher
wahrscheinlicher durch die immunologische Grundkonstellation als durch die Rituximabtherapie

hervorgerufen zu werden.

Im klinischen Alltag ist Rituximab nicht nur zur Reduktion von malignen B-Zellen zugelassen, sondern
auch zur Behandlung therapieresistenter rheumatoider Arthritis [Mok, C.C., 2013]. Bislang liegt fir
Rituximab keine klinische Zulassung fir einen Einsatz bei weiteren Autoimmunerkrankungen vor
(Stand: Juni 2014)[EMA, 2014]. In Studien konnte mit Rituximab bei vielen autoimmun vermittelten
Erkrankungen ein sehr gutes Therapieergebnis erzielt werden [Braun-Moscovici, Y. et al., 2013;
Gottenberg, J.E. et al., 2013; Ono, K. et al.,, 2013; Pullerits, R. et al.,, 2012]. Wenn andere
Therapiemoglichkeiten versagen, wird es daher bei diversen Autoimmunerkrankungen in der
klinischen Praxis mit groRem Erfolg eingesetzt [Tony, H.P. et al., 2011]. Rituximab konnte bei RRMS-
und SPMS-Patienten die Zahl aktiver Lasionen und die Schubrate senken [Hauser, S.L. et al., 2008;
Rommer, P.S. et al., 2011]. Eine Rituximabtherapie hat bei RRMS neben der Verringerung der
Schubrate auch eine Verringerung der radiologisch nachweisbaren cerebralen Herde zufolge
[Castillo-Trivino, T. et al., 2013; Hauser, S.L. et al., 2008]. Bei PPMS-Patienten unter 50 Jahren scheint
Rituximab den Krankheitszustand zu stabilisieren [Hawker, K. et al., 2009]. Auch Ocrelizumab erzielte
in einer Phase Il Studie sehr gute Ergebnisse [Kappos, L. et al., 2011]. Rituximab scheint demnach bei

MS-Patienten eine effektive Therapiemdoglichkeit darzustellen [Rommer, P. et al., 2013]. Auch bei
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NMO wird Rituximab mit Erfolg als Rescuetherapie eingesetzt. Zudem scheint es als

Erstlinientherapie hoch effizient die Riickfallrate zu senken [Zephir, H. et al., 2015].

Die Therapie mit CD20 AK ist im Allgemeinen gut vertraglich. Es kommt nur selten zu schweren
opportunistischen Infektionen oder allergischen Reaktionen [Tony, H.P. et al., 2011]. Es sollte jedoch
nicht auller Acht gelassen werden, dass eine Rituximabbehandlung bei rheumatoider Arthritis das
Risiko einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie erhoéht [Palazzo, E. et al.,, 2012].
Rituximab  scheint zudem in  Einzelfdllen auch den  Krankheitsverlauf  anderer
Autoimmunerkrankungen zu verschlechtern [Goetz, M. et al., 2007; Mauermann, M.L. et al., 2007
Olivieri, I. et al., 2010; Stork, A.C. et al., 2013]. Bei Patienten mit blasenbildenden autoimmunen
Hauterkrankungen traten in Einzelfallen unter Rituximabtherapie starke Nebenwirkungen auf Grund
der B-Zelldepletion auf. Eine engmaschige Uberwachung von Patienten mit autoimmunen
Krankheiten ist bei einer Rituximabtherapie daher neben einer Elimination von Infektionsquellen

empfehlenswert [Shetty, S. et al., 2013].

Rituximab kann mittlerweile als sichere Behandlungsalternative bei MS-/NMO-Patienten angesehen
werden, wenn andere Therapieregimen versagen. Trotz allem fehlen verladssliche Studien zum
Outcome von MS-/NMO-Patienten bei Langzeittherapien mit Rituximab. Die Studien zu Rituximab
wurden zudem meist mit Proben von Patienten durchgefiihrt, welche zuvor bereits andere etablierte
immunmodulatorische oder -suppressive Therapien erhalten hatten. Eine Beeinflussung der
Ergebnisse durch vorangehende immunmodulatorische ,firstline“ Therapien ist demnach nicht

immer auszuschlielRen.

Zu den firstline” Therapien bei RRMS mit mildem Verlauf gehéren nach aktuellem Expertenkonsens
IFN B, Dimethylfumarat, Glatirameracetat und Teriflunomid. Es wird empfohlen, Natalizumab,
Alemtuzumab, Fingolimod oder als zweite Wahl Mitoxantron bei aktiven Verlaufsformen
einzusetzen. Bei SPMS wird INF B oder Mitoxantron eingesetzt [Kolber, P. et al.,, 2015]. All diese
Therapien greifen an unterschiedlichen Stellen in das Immunsystem ein. Gemeinsam ist jedoch meist
eine Beeinflussung sowohl von Lymphozyten als auch von Makrophagen bzw. Monozyten [Rawji, K.S.
et al., 2013].

Glatirameracetat bewirkt beispielsweise zum einen eine vorherrschende Differenzierung der T-Zellen
zum antiinflammatorischen TH2- Subtyp, zum anderen senkt es die TNF a-Produktion von Monozyten
[Weber, M.S. et al., 2004].

Auch INF B greift in die proinflammatorische T-Zellantwort ein [Rawiji, K.S. et al., 2013]. Es
unterdrickt die Proliferation zu TH1-Zellen, verringert die Antigenprasentation und hat zudem einen

modulatorischen Effekt auf costimulatorische Molekiile dentritischer Zellen: Bei peripheren
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Makrophagen hemmt INF B die Proliferation. AuRerdem unterdriickt es eine Hochregulierung der
MHC Il Exprimierung auf peripheren Makrophagen und Mikroglia. Dadurch wird eine autoaggressive
Pragung und ein Aufrechterhalten der Entziindungsreaktion durch CD4* T-Zellen verringert [Hall, G.L.
et al., 1997]. INF B stimuliert die Exprimierung des costimulatorischen Oberflaichenmarkers B7-H1 auf
Monozyten und dentritischen Zellen und reguliert so die autoimmune T-Zellreaktion herunter
[Schreiner, B. et al., 2004]. Es scheint zudem durch eine Veranderung im IL-6 Signallibertragungsweg
die Immunregulation von autoaggressiven T-Zellen zu stdarken und sie empfanglicher fir eine
Regulation durch Tregs zu machen [Trinschek, B. et al., 2015]. Durch eine gesteigerte Ausschiittung des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 tragt IFN B zusatzlich zu einer antiinflammatorischen

Immunlage bei [Minagar, A., 2013].

Neben den gerade genannten etablierten Substanzen gibt es weitere therapeutische Ansatze:
Vitamin D konnte protektiv wirken, da es die Produktion von IL-4 und TGF B reguliert und somit
scheinbar eine proinflammatorische T-Zell- und Makrophagenaktivitdt unterdriickt [Deluca, H.F. et
al., 2001]. Wenn diese Ergebnisse bestatigt werden, konnte eine supplementare Vitamin D Einnahme
als MS-Pravention eingesetzt werden [Ascherio, A., 2013].

Studien mit EAE-Mausen zeigen, dass der Krankheitsverlauf durch Statine abgeschwéacht werden
kann [Greenwood, J. et al., 2003; Stanislaus, R. et al., 2002; Weber, M.S. et al., 2006]. Ursachlich
hierflir scheint bei Atorvastatingabe eine reduzierte TH1-Zellproliferation sowie eine Verringerung
der MHC Il Oberflachenmolekiile auf Antigen prasentierenden Zellen zu sein [Youssef, S. et al., 2002].
Der klinische Erfolg der Atorvastatingabe scheint dabei unabhangig von einer TH2-Zellproliferation
und regulatorischen T-Zellen zu sein. Der antiproliferative Effekt auf proinflammatorische T-Zellen ist
demnach der im Vordergrund stehende Wirkmechanismus von Atorvastatin bei EAE [Weber, M.S. et
al.,, 2014]. Auch in klinischen Studien konnte eine Wirksamkeit von Atorvastatin bei MS bestatigt
werden: Bei Patienten mit RRMS sinkt die Schubrate bei einer kombinierten Therapie aus
Atorvastatin und INF B im Vergleich zu einer alleinigen INF B-Therapie [Lanzillo, R. et al., 2010; Togha,
M. et al., 2010].

Ein anderer interessanter Therapieansatz ist die intrathekale Applikation von CD20 AK. Gerade bei
MS-Patienten mit SPMS wird vermutet, dass ein Aufrechterhalten der Entziindungsreaktion von
ektopen B-Zellfollikel &hnlichen lymphatischen Geweben in den Meningen unterstitzt wird
[Magliozzi, R. et al., 2007]. Bei einer systemischen anti-CD20-Therapie wird jedoch nur 0,1 % der
Wirkstoffmenge im Liquor gefunden [Rubenstein, J.L. et al., 2003]. Es stellt sich daher die Frage, ob
eine systemische Therapie mit Rituximab oder den Nachfolgern Ocrelizumab bzw. Ofatumumab

ausreichend auf B-Zellen im ZNS wirkt. Eine intrathekale anti-CD20-Therapie kdnnte eine verbesserte
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Darreichungsform mit weniger systemischen Nebenwirkungen darstellen. Fest steht bisher, dass eine
intrathekale Darreichung in den klinischen Studien gut toleriert wurde [Weber, M.S., 2015].
Allerdings scheinen sich die anti-CD20-AK schnell in das periphere Blut auszubreiten. Es waren zudem
nur geringe intrathekale Rituximab-Dosen nétig, um eine komplette periphere B-Zelldepletion zu
erreichen [Svenningsson, A. et al., 2015]. Bei Mausen mit EAE konnte eine intrathekale anti-CD20-
Applikation meningeale B-Zellen aus ZNS-Lasionen eliminieren. Bei SPMS-Patienten kdnnte eine
zusatzliche intrathekale anti-CD20-Gabe demnach sinnvoll sein [Lehmann-Horn, K. et al., 2014]. Die
bisherigen Studien zu intrathekaler anti-CD20-Anwendung zeigen, dass durch eine intrathekale
Verabreichung keine systemischen Nebenwirkungen umgangen werden kdnnen. Zudem sind fiir eine
systemische B-Zelldepletion wahrscheinlich geringere anti-CD20-Dosen ausreichend als bisher {blich
[Weber, M.S., 2015]. Weitere Studien missen zeigen, ob eine zusatzliche oder alleinige intrathekale

anti-CD20-Gabe die Klinik von MS-Patienten dauerhaft verbessert.

4.4 Limitationen der Studie

Bei der hier zugrundeliegenden Studie wurden Patienten unter anderen immunmodulatorischen/-
suppressiven Therapien ausgeschlossen. Auch vorangehende Therapien lagen mindestens 3-6
Monate zuriick. Um jedwede Beeinflussung des Immunsystems durch vorangehende Therapien
auszuschlieRen, wiére jedoch ein Studiendesign mit MS-/NMO-Patienten, welche noch keiner
anderen Therapie unterzogen wurden, von No&ten. Solch ein Studienansatz ist auf Grund des
Vorhandenseins von etablierten, zugelassenen Erstlinientherapien jedoch gegenwartig nicht

durchfihrbar.

Bei MS-/NMO-Patienten kam es zu keinen Alterationen der CD8* und CD4* T-Zellfrequenzen durch
eine Rituximab-Therapie. Innerhalb der CD4* T-Zellen stieg jedoch der Treg-Anteil unter Einfluss von
Rituximab. Interessant ware daher, zu Lasten welches CD4* T-Zell-Subtyps der relative Treg-Anteil
steigt. Dies ist nur durch weiterflihrende Analysen der CD4* T-Zellen zu Uberpriifen.

Ob der relative Anstieg der regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut auch mit deren Verbesserung
der physiologischen Funktion einhergeht, kann mit diesem Studienansatz nicht beurteilt werden. Die
immunregulatorische Kompetenz regulatorischer T-Zellen von MS-/NMO-Patienten und
Moglichkeiten diese zu beeinflussen sind dementsprechend wichtige Aspekte zuklnftiger

Forschungsarbeiten.

Die Monozytenaktivitdt wurde mittels SLAM-Exprimierung nach Stimulation mit LPS nachgewiesen.
Die Aktivierung von Immunzellen Gber TLR durch LPS ist der klassische Weg bei bakteriellen

Infektionen. Bei LPS als Stimulus wird bei Monozyten eine TNF a-Produktion initiiert, um Pathogene
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zu zerstéren. Bei dieser Studie konnte eine gesteigerte Aktivierung der Monozyten unter
Rituximabtherapie nachgewiesen werden. Aufgrund der gesteigerten TNF a-Produktion nach LPS-
Stimulation wird von einer proinflammatorischen Vorpragung ausgegangen. Es ware jedoch auch
moglich, dass Monozyten unter Rituximabeinfluss auch unter Stimulation mit antiinflammatorischen
Zytokinen eine erhdhte Aktivierbarkeit aufzeigen. Es bedarf daher weiterer laborchemischer
Untersuchungen um zu differenzieren, ob die vermehrte Aktivierbarkeit der Monozyten pro- oder

antiinflammatorischer Natur ist.

In dieser Studie wird auf Grund des Studiendesigns eine Momentaufnahme gezeigt. Es ist daher
unklar, ob der Aktivitdtsanstieg der Monozyten auch zu klinischen Nebenwirkungen oder einer
Krankheitsprogression beitrdagt. Gerade bei den einzelnen Patienten mit gesteigerter
Monozytenaktivierung ware ein longitudinaler Studienansatz interessant. Mit diesem kdnnten
genauere Vergleiche zwischen Klinik, individuellen Faktoren der Probanden und Verdanderungen im

Immunsystem unter Rituximabtherapie gezogen werden.

Die meisten Erkenntnisse (ber Modulationen des Immunsystems bei MS oder NMO wurden durch
Studien am Tiermodel gewonnen. Ob die postulierten Zellinteraktionen auch in vivo beim Menschen
dementsprechend ablaufen, bleibt teilweise ungewiss. In dieser Studie wurden daher humane
Blutproben verwendet. Dies ermoglichte einen Einblick in die Verteilung der
Leukozytensubpopulationen bei MS und NMO und in deren Veranderungen durch eine B-
Zelldepletion. Auf Grund der Barrierefunktion der Blut-Hirnschranke kdnnen Erkenntnisse liber
Immunzellen im peripheren Blut jedoch nicht eins zu eins auf Vorgdnge im ZNS von MS-/NMO

Patienten tbertragen werden.

Umso wichtiger ist es, weitere wissenschaftliche Erkenntnisse Uber die Pathogenese von
neuroimmunologischen Krankheiten wie MS oder NMO zu erlangen. Der aktuelle Stand der
Forschung impliziert beispielsweise zu Beginn der MS-Erkrankung eine periphere Immunantwort,
welche sich gegen das ZNS richtet. Die spatere progressive Phase scheint hingegen durch
Immunreaktionen im ZNS geprdgt zu sein [Hemmer, B. et al., 2015]. Diese unterschiedlichen
immunopathologischen Vorgdnge bewirken wahrscheinlich ein unterschiedliches Ansprechen auf
neuroimmunologische Therapien in Abhdngigkeit des Krankheitsstadiums. Diese verschiedenen
immunopathologischen Konstellationen erschweren die Erforschung und Entwicklung von neuen
Therapiekonzepten. Eine genaue Kenntnis der immunopathologischen und -regulatorischen
Vorgange ist daher essentiell, um neue nebenwirkungsarmere und effektivere Therapien bei MS und

auch NMO zu entwickeln.
76



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Hintergrund: MS und NMO zdhlen zu den autoimmun vermittelten chronisch
neuroinflammatorischen Erkrankungen. Durch demyelinisierte Herde kommt es zu einem breiten
Spektrum an Symptomen. Neben T-Zellen scheinen B-Zellen, als Antikorper produzierende Zellen und
als APCs, eine essentielle Rolle in der Pathogenese der MS und NMO zu spielen. Der CD20 positive B-
Zellen depletierende Antikorper Rituximab wurde zum Zeitpunkt der Studie als ,off-label-use”
Therapie bei MS- und NMO-Patienten eingesetzt. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen einer
Rituximabtherapie bei Patienten mit neuroinflammatorischen Erkrankungen (MS/NMO) auf das
zelluldre Immunsystem, insbesondere auf regulatorische T-Zellen und Monozyten, darzustellen.
Methoden: Es wurden PBMC aus vier Gruppen analysiert (MS-/NMO-Patienten mit und ohne
Rituximabtherapie, hdmatoonkologische Patienten mit Rituximabtherapie und immunologisch
gesunde Patienten ohne Therapie). Mittels FACS-Analyse wurden die Leukozytensubpopulationen
anhand ihrer Oberflaichenmolekiile CD4, 8, 14, 19, 25 und 127 quantifiziert. Die Aktivitdt der CD14*
Monozyten wurde nach Stimulation mit verschiedenen LPS Konzentrationen analysiert. Hierzu
erfolgte der Nachweis einer CD150 (SLAM)-Exprimierung in der FACS-Analyse und die Darstellung der
TNF a-Produktion nach MACS-Separation im Elispot.

Ergebnisse: In dieser Studie konnte bei MS-/NMO-Patienten und bei Patienten mit
hamatoonkologischen B-Zellerkrankungen ein signifikanter, respektive héchst signifikanter Anstieg
der regulatorischen T-Zellen durch Rituximab nachgewiesen werden. Bei MS-/NMO-Patienten unter
Rituximabtherapie zeigten Monozyten bei einer LPS-Konzentration von 500 pg/ml eine signifikant
erhohte CD150-Exprimierung. Zudem zeigten Monozyten einzelner Patienten mit MS oder NMO
unter Rituximabtherapie eine signifikant erhdhte TNF a-Produktion ab 250 LPS pg/ml.

Schlussfolgerung: Fest steht, dass der Antigenprdsentation mittels MHC 1l Molekilen in

neuroimmunologischen Krankheiten wie MS und NMO eine tragende Rolle zukommt.
Proinflammatorische B-Zellwirkungen kdénnten zudem sowohl bei MS als auch bei NMO, durch
regulatorische B- und T-Zellfunktionen eingeddmmt oder sogar unterdriickt werden. Rituximab
erhoht den Ergebnissen dieser Studie zufolge die relative Anzahl regulatorischer T-Zellen. Dies
kénnte die selbstregulatorischen Fahigkeiten des Immunsystems unterstiitzen. Diese Tatsache und
auch inwieweit der Wegfall der regulatorischen B-Zellen unter Rituximabtherapie ein potentielles
Risiko fiir das Auftreten von Nebenwirkungen darstellt, muss in weiteren Studien evaluiert werden.
Ob der Aktivitatsanstieg der Monozyten bei einzelnen MS-/NMO-Patienten unter Rituximabtherapie
zu verstarkten Nebenwirkungen oder einer Krankheitsprogression beitrdgt, bleibt ungeklart. Ein

longitudinaler Studienansatz kdnnte in diesem Zusammenhang weitere Erkenntnisse erbringen.
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Summary

6. Summary

Background: MS and NMO are autoimmune diseases with a chronic inflammation of the central
nervous system. Areas with demyelination cause a broad variety of symptoms. T-cells and B-cells play
a major role in the pathogenesis of MS and NMO. B-cells are involved as antibody producing cells and
as antibody presenting cells. The antibody Rituximab depletes CD20 positive B-cells. At the time this
study was conducted, Rituximab was used off-label for MS and NMO therapy. The aim of this study
was to show the influence of Rituximab on the cellular immune system of patients with
neuroinflammatory diseases, such as MS or NMO. Special attention was paid to regulatory T-cells

and monocytes.

Method: PBMCs from four groups were analyzed (with Rituximab therapy: MS/NMO patients and
hemato-oncological patients; without Rituximab therapy: MS/NMO patients and patients lacking
neuro-inflammatory diseases). Quantification of leukocyte subgroups was attained by FACS analysis
of their surface molecules CD4, 8, 14, 19, 25 and 127. Activity of CD14* monocytes was measured
after stimulation with varying concentrations of LPS. For that purpose, CD150 (SLAM) expression was

analyzed with FACS. In addition, TNF a production was shown through elispot after MACS separation.

Results: Rituximab causes a significant, respectively highly significant rise of regulatory T-cells in
patients with MS/NMO and hemato-oncological B-cell diseases. Monocytes of MS/NMO patients
undergoing Rituximab therapy showed a significantly higher CD150 expression at 500pg LPS/ml. In
addition, monocytes from individual MS/NMO patients with Rituximab produced significantly more

TNF o from 250 pg/ml LPS on.

Conclusion: There is no doubt that antigen presentation through MHC Il molecules plays a key role in
neuro-immunological diseases like MS or NMO. In MS an NMO proinflammatory B-cell activity could
be curbed or even suppressed by regulatory B- or T-cell actions. According to this study Rituximab is
raising the relative amount of regulatory T-cells. This could support self-regulating abilities in the
immune system and needs to be further evaluated. However, the loss of the regulatory B-cells during
Rituximab therapy could cause a potential risk of side-effects. Additional studies are necessary to
evaluate this potential risk. It is still uncertain, if the increase in activity of monocytes from individual
MS/NMO patients with Rituximab therapy results in stronger side effects or a progression of the

disease. In this matter, a further longitudinal study approach could bring more detailed results.
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