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Abstract

1 Abstract

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch verlaufende entzundliche Erkrankung
des zentralen Nervensystems (ZNS) (1). Sie fihrt haufig bereits im jungen
Erwachsenenalter zu anhaltender Behinderung und einer vorzeitigen Berentung. Die
physischen und psychischen Belastungen fur die Betroffenen sowie deren Angehdrige
sind daher immens (1,2). Ein fundiertes Verstandnis der genauen Pathogenese und
die Entwicklung sich ableitender Therapieansatze ist daher wichtigstes Ziel der
aktuellen Forschung auf diesem Gebiet. Trotz intensiver Bemihungen kénnen bisher
dennoch nicht alle Fragen beantwortet werden. Es wird von einer autoimmunen
Genese der Erkrankung ausgegangen. Die genauen Zielstrukturen autoreaktiver
Zellen konnten bislang jedoch nicht identifiziert werden (1,3). Wie bereits zahlreiche
andere Studien, beispielsweise eine Untersuchung von Riedhammer et al., stellt die
vorliegende Arbeit den erneuten Versuch dar, Autoantigene bei der MS zu
identifizieren (3). Zu diesem Zweck wurde die IFN-y- sowie IL-17A-Antwort der
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von 61 MS
Patientinnen/Patienten sowie 16 Kontrollpersonen nach Stimulation mit verschiedenen
Peptiden im ELISpot-Verfahren untersucht. Da IFN-y sezernierende TH1-Zellen und IL-
17 sezernierende Tu17-Zellen entscheidend an der Immunpathogenese der MS
beteiligt sind, wurden diese beiden Zytokine ausgewahlt (1). Bei den untersuchten
Peptiden handelt es sich um 29 verschiedene Antigene, die im ZNS von MS
Patientinnen/Patienten auf MHC-Molekllen prasentiert werden. Sie wurden aus
Gewebeproben eluiert und anschlieRend identifiziert. Ahnlich wie in Vorarbeiten lasst
sich auch aus den vorliegenden Daten auf das Vorhandensein autoreaktiver Zellen als
Teil des integren Immunsystems sowohl bei den Patientinnen/Patienten als auch bei
gesunden Kontrollpersonen schlieen (3). So konnte im Anschluss an die Inkubation
mit einem Peptid, welches im Myelin Proteolipid Protein (PLP) vorkommt, in beiden
Gruppen eine erhdhte Anzahl zytokinsezernierender Zellen gemessen werden. Die
Inkubation mit einer Peptidstruktur, die in dem neuronalen Membranglykoprotein m6-
b zu finden ist, bewirkte darlber hinaus in der Patientengruppe eine verstarkte IL-17-
Sekretion. Eine erhohte IFN-y-Antwort war in diesem Fall allerdings nicht erkennbar.
Eventuell dominiert in diesem Fall eine Reaktion vom Tu17-Typ. Des Weiteren zeigte
sich gegenuber einem Antigen, welches in dem epidermalen Wachstumsfaktorsubstrat

15 vorkommt, eine erhohte Immunoreaktivitat bei den Patientinnen/Patienten.



Abstract

AulRerdem fiel das spezifische Reaktionsmuster im Hinblick auf die Peptiderkennung
in der Patientengruppe signifikant breiter aus. So kam es haufiger zu positiven
Reaktionen nach Inkubation mit ganz unterschiedlichen Peptiden. Eventuell hat die
Aktivitat der Erkrankung und/oder die Erkrankungsdauer einen Einfluss auf die
Diversitat der Peptiderkennung.

Neben der Untersuchung der peptidspezifischen IFN-y- sowie IL-17- Reaktionen
erfolgte im Rahmen dieser Arbeit eine Analyse verschiedener Serumparameter.
Bestimmt wurden die Serumspiegel von Vitamin D, Cholesterin, TSH und fT4. Dabei
zeigte sich ein signifikant niedrigerer Vitamin D Spiegel bei Patientinnen/Patienten in
einer aktiven Krankheitsphase verglichen mit jenen in einer inaktiven. Daruber hinaus
korrelierte ein niedrigerer Vitamin D Wert mit hdheren Spotzahlen im IFN-y ELISpot.
Lediglich in der Gruppe der Patientinnen/Patienten in einer aktiven Krankheitsphase
zeigte sich an dieser Stelle eine positive Korrelation. Besonders hervorzuheben ist
eine negative Korrelation zwischen der Anzahl IFN-y sezernierender Zellen nach
Inkubation mit einem eluierten PLP Peptid und dem Vitamin D Spiegel im Serum bei
den im Rahmen dieser Arbeit getesteten MS Patientinnen/Patienten. Diese Daten
lassen ebenso wie diverse andere Studien einen immunmodulatorischen Effekt von
Vitamin D und eine wichtige Rolle bei der MS vermuten (4). Des Weiteren korrelierten
niedrige TSH-Spiegel tendenziell mit einer hoheren peptidunabhangigen IFN-y
Sekretion der getesteten PBMC. Eine negative Korrelation mit der peptidspezifischen
Reaktivitat zeigte sich daruber hinaus im IL-17 ELISpot. Passend dazu konnte in
einigen Gruppen ein positiver Zusammenhang zwischen den gemessenen fT4-Werten
und der Anzahl Zytokin sezernierender Zellen beobachtet werden. Fur die Gruppe der
Kontrollpersonen ergab sich darlber hinaus eine inverse Korrelation zwischen den
Cholesterin-Werten im Serum und der peptidspezifischen Reaktivitat im IL-17 ELISpot.
Unklar bleibt, ob diese Beobachtungen pathogenetisch relevant oder lediglich eine
Folge der Erkrankung sind. In weiteren Studien gilt es herauszufinden, ob die
gemessenen Parameter eventuell als Biomarker der Erkrankung fungieren kénnen

oder eine therapeutische Konsequenz aus den Erkenntnissen gezogen werden kann.



Einleitung

2 Einleitung

Die Multiple Sklerose ist eine chronisch entzundliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems, bei der es in unterschiedlichem Ausmal} zu Demyelinisierung und
axonalem Verlust kommt. Auch wenn ihre genaue Atiologie bisher nicht bekannt ist,
wird von einer autoimmunen Genese ausgegangen (5,6).

Die MS stellt die haufigste chronische neurologische Erkrankung junger Menschen
dar, von der weltweit etwa 2,5 Millionen Personen betroffen sind (7). In Deutschland
wird von etwa 120.000 Betroffenen ausgegangen (2). Die Pravalenz ist abhangig von
der geografischen Region und betragt in Nordamerika und Europa >100/100.000.
Wesentlich niedriger ist sie mit 2/100.000 in Ostasien und der Subsahara (8). Die
Inzidenz wird mit 7/100.000/Jahr fir Nordamerika und Europa angegeben. Sie ist in
den letzten Jahren vor allem unter Frauen gestiegen (7). Damit hat sich von den
1950er Jahren bis 2000 das Verhaltnis von MS betroffener Frauen zu erkrankten
Mannern von 2:1 auf 3:1 gesteigert, wobei dies nur fur den schubformig-remittierenden
Verlauf der Erkrankung gilt (8). Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen 20 und 40 Jahren,
wobei die MS immer haufiger auch bei Kindern und bei Personen jenseits des 45.
Lebensjahres diagnostiziert wird (2,7).

Nur etwa 25 % der Patientinnen/Patienten erleiden keine anhaltende Behinderung zu
irgendeinem Zeitpunkt im Verlauf der Erkrankung (7). Volkswirtschaftlich betrachtet ist
die MS daher die haufigste neurologische Erkrankung, die bereits im jungen
Erwachsenenalter bleibende Behinderung und vorzeitige Berentung verursacht. Aus
diesem Grund kommt ihr eine grof3e sozialmedizinische Bedeutung zu (2,9).
Atiologisch wird von einer multifaktoriell bedingten Fehlregulation des Immunsystems
ausgegangen, die zu Autoimmunprozessen fuhrt. Dabei spielen in einem noch nicht
vollstandig aufgeklarten Zusammenspiel vor allem genetische Faktoren und
Umwelteinflisse eine entscheidende Rolle (6).

2.1 Genetische Faktoren

Die MS ist keine klassische hereditare Erkrankung. Dennoch tritt sie bei 15-20 % der
Patientinnen/Patienten familiar gehauft auf. Gemessen an einer vergleichsweise
niedrigen Pravalenz in der Bevolkerung lasst das vermuten, dass die Genetik eine
entscheidende Rolle dabei spielt, wie anfallig ein Individuum ist, die Krankheit zu
entwickeln (10). Diese Vermutung wird durch Studien an Zwillingspaaren unterstutzt.

Die Konkordanzrate monozygoter Zwillinge betragt 25-30 %, wohingegen sie bei
5
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dizygoten Zwillingen lediglich mit 3-5 % angegeben wird. Da Zwillinge sich in derselben
intrauterinen Umgebung entwickeln und auch postnatal meist &ahnlichen
Umweltfaktoren ausgesetzt sind, muss die groRe Differenz der Konkordanzraten
zumindest teilweise in genetischen Faktoren begrindet liegen. Dennoch scheint eine
Kombination aus genetischen Faktoren und Umwelteinflissen bei der Pathogenese
der MS relevant zu sein, was die niedrige Penetranz des genetischen Risikos
monozygoter Zwillinge erklart (10).

In genomweiten Assoziationsstudien wurden bislang mehr als 100 Genloci identifiziert,
die mit einem erhohten Risiko fur die MS assoziiert sind (11). Allerdings bleibt zu
bedenken, dass solche genetischen Varianten nicht unbedingt krankheitsursachlich
sein mussen, sondern lediglich Marker darstellen kdnnen. Meist handelt es sich um
Polymorphismen in regulatorischen Regionen, was ihre Interpretation erschwert.
Auffallend viele dieser Varianten befinden sich in oder in der Nahe immunologisch oder
neurologisch relevanter Gene (12).

Der starkste genetische Einfluss geht bei der MS von Variationen in den HLA Klasse
Il Genen aus. Der Haplotyp HLA-DR2 wurde als wichtigster genetischer Risikofaktor
bei Kaukasiern identifiziert. Drei Gene dieses Haplotypen sind besonders eng
miteinander verknUpft und werden fast ausnahmslos gemeinsam vererbt. Hierbei
handelt es sich um HLA-DRB1*1501 (kodiert HLA-DR2b), HLA-DRB5*0101 (kodiert
HLA-DR2a) und um HLA-DQB1*0602 (kodiert HLA-DQG6). Genetische Studien
ergaben, dass HLA-DRB1*1501 den bedeutendsten Risikofaktor fur die MS darstellt.
Dabei kann das Krankheitsrisiko von den HLA-DRB1 Allelen des anderen
Chromosoms sowohl positiv als auch negativ beeinflusst werden (12). In einer Studie
von Hensiek et al. war der Haplotyp HLA-DR15 mit dem weiblichen Geschlecht und
einem jungen Alter bei Diagnosestellung assoziiert, wohingegen sich keine
Assoziation hinsichtlich des Verlaufstyps oder der Prognose zeigte (13).

Unabhangig von den HLA Klasse Il Genen scheint auch der HLA Klasse | Locus einen
Einfluss auf das MS-Risiko auszuuben. Einige HLA-A Allele scheinen sogar einen
protektiven Effekt zu vermitteln (10,12,14).

Neben genetischen Variationen innerhalb des HLA Locus gibt es viele andere Gene,
die bereits mit der MS in Verbindung gebracht wurden. Interessanterweise kodieren
die meisten dieser Gene flr Proteine, die bei immunologischen Prozessen und
insbesondere bei der T-Zell-vermittelten Immunantwort relevant sind. Diese

Beobachtung unterstutzt die Hypothese, dass es sich bei der MS um eine
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Autoimmunkrankheit handelt. Verschiedene Allele in den Genen des Interleukin-2-
Rezeptors (IL2R) sowie des Interleukin-7-Rezeptors (IL7R) scheinen ebenso wie
Variationen in den Genen kostimulatorischer Molekulle relevant zu sein. Auch
Komponenten verschiedener Signaltransduktionswege und einige
Zelladhasionsmolekule werden bei der MS wohl genetisch beeinflusst (10,12,15).

2.2 Umweltfaktoren

Die Beobachtung, dass sich das Erkrankungsrisiko bei Migration in ein anderes Land
verandern kann, lasst vermuten, dass neben genetischen Einflissen auch
Umweltfaktoren an der Entstehung der MS beteiligt sind. Menschen, die aus einem
Land mit einer hohen MS-Pravalenz in ein Land auswandern, in welchem die
Erkrankung selten vorkommt, haben anschlieRend ein geringeres Krankheitsrisiko. Im
Gegensatz dazu bleibt das geringe Risiko bei Auswanderung aus einem Land mit
niedriger MS-Pravalenz weitgehend bestehen. Das Risiko der nachsten Generation
steigt dann entsprechend dem Geburtsland. Interessanterweise scheint das
individuelle Erkrankungsrisiko dabei in den ersten zwei Lebensjahrzehnten festgelegt
zu werden (16).

Zu den bisher vermuteten Umweltfaktoren, die auf dem Boden einer genetischen
Pradisposition das Erkrankungsrisiko weiter erhohen kdonnen, zahlen unter anderem
bestimmte Infektionen, ein Vitamin D Mangel, eine geringe Sonnenlichtexposition

sowie das Rauchen (17).

2.2.1 Infektionen

Schon seit Langem werden Virusinfektionen als wichtige Triggerfaktoren fur die
spatere Entwicklung einer MS in genetisch anfalligen Individuen vermutet (18).
Allerdings ist bislang nicht bekannt, ob ein einzelnes Virus solche Autoimmunprozesse
hervorrufen kann, oder ob hierfur das Zusammenspiel unterschiedlicher Infektionen
notwendig ist (19). Vor allem einige Herpesviren (Epstein-Barr Virus (EBV), Humanes
Herpesvirus (HHV) -6) und mdglicherweise auch Varicella Zoster Virus (VZV)) stellen
interessante Kandidaten dar. Sie persistieren lebenslang latent in Zellen des infizierten
Individuums und kdnnen reaktiviert werden (19). Das lange Latenzstadium solcher
Viren konnte von entscheidender Bedeutung fur die Initiierung autoimmuner Prozesse
sein (20,21).
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Epidemiologische Daten zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen der MS
und einer vorangegangen EBV-Infektion (18). Verglichen mit Kontrollpersonen der
gleichen Altersgruppe zeigen sich bei Patientinnen/Patienten mit MS sowohl eine
erhohte Seropravalenz als auch ein hoherer Titer EBV-spezifischer Antikorper (19,22).
Wahrend die 5 % der Bevolkerung ohne nachweisbare EBV-Infektion ein sehr geringes
Risiko besitzen, eine MS zu entwickeln, steigt das Erkrankungsrisiko bei seropositiven
Menschen signifikant an (18). Bei einer Infektion im Kindesalter erhéht sich das Risiko
der Entwicklung einer MS auf das 15-fache, im Jugend- und Erwachsenenalter sogar
auf das 30-fache (23). Diese Beobachtung wird auf3erdem von der vor einigen Jahren
postulierten ,Poliomyelitis-Hypothese“ unterstutzt, die davon ausgeht, dass einige
Virusinfektionen ein grofReres MS-Risiko bergen, wenn die Infektion in der Jugend oder
im Erwachsenenalter erfolgt. Eine meist asymptomatische Infektion in der Kindheit ist
dagegen mit einem geringeren Risiko assoziiert (22). Bei einigen Erregern scheint ein
frlhzeitiger Kontakt im Leben sogar protektiv zu wirken. Die ,Poliomyelitis-Hypothese*
wurde mittlerweile zu der allgemeinen ,Hygiene-Hypothese® ausgeweitet, welche die
Zunahme von Allergien und Autoimmunerkrankungen in den letzten Jahren zu erklaren
versucht. Demnach spielt der in der westlichen Welt nachlassende Kontakt zu vielen
unterschiedlichen Pathogenen in der Kindheit eine entscheidende Rolle bei der
Ausbildung von Autoimmunitat (19,22). Diese Uberlegung erklart allerdings nicht das
sehr geringe MS-Risiko bei Menschen ohne EBV-Infektion. In diesem Fall ist am
ehesten das Zusammenspiel zwischen Umweltfaktoren und genetischer Ausstattung
des Individuums ausschlaggebend. Manche Menschen kénnten demnach genetisch
resistent sowohl gegentber der EBV-Infektion als auch gegenliber der MS sein
(18,24).

Bisher gibt es lediglich Vermutungen daruber, durch welche Mechanismen Viren als
Triggerfaktoren bei der MS fungieren kdnnen. Erstens kann es zu einer direkten
Schadigung von Zellen des ZNS kommen. Zweitens konnten immunmodulatorische
Prozesse wie beispielsweise eine Verringerung regulatorischer T-Zellen, Molekulares
Mimikry, Bystander activation, die Ausweitung erkannter Epitope oder die Infektion
autoreaktiver B-Zellen zur Ausbildung von Autoimmunitat fuhren (18-22).

2.2.2 Vitamin D
Die Pravalenz der MS ist am Aquator besonders niedrig und steigt zu den Polen hin
an. Eine Erklarung hierfur konnte sowohl eine unterschiedliche Sonnenlichtexposition
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als auch die damit einhergehende Veranderung des Vitamin D Spiegels sein (6). Viele
Studien lassen einen gunstigen Effekt von Vitamin D, aber auch von UV-B selbst, auf
die MS vermuten. Unter experimentellen autoimmunen Bedingungen wirkt Vitamin D
sowohl protektiv als auch therapeutisch (25). Liegt bei Patientinnen/Patienten mit
einem ersten demyelinisierenden Ereignis ein Vitamin D Mangel vor, besteht eine
héhere Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer definitiven MS (26). Unklar ist
dagegen bislang, ob Vitamin D in hohen Dosen die Progredienz der MS beeinflussen
kann (17). Die zugrundeliegenden Mechanismen der Effekte von Vitamin D auf die MS
sind bislang nicht verstanden. In den vergangenen Jahren wurde allerdings immer
deutlicher, dass Vitamin D nicht nur eine Rolle in der Kalziumhomodostase spielt,
sondern auch wichtige extraskelettale Funktionen besitzt. Das fettldsliche Vitamin
beeinflusst unter anderem die Entwicklung und Funktionstuchtigkeit des Gehirns, die
Zellproliferation, apoptotische Vorgange, die Insulinsekretion und sogar die Regulation
des Blutdrucks. Zusatzlich spielt es auch eine Rolle bei der Differenzierung von
Immunzellen und wirkt immunmodulierend. Bei dem Vitamin D Rezeptor (VDR)
handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, welcher die Expression von mehr als
500 Genen reguliert (25). Er wird in den meisten Immunzellen und auch in Zellen des
ZNS exprimiert. Ebenso besitzen Zellen des Immunsystems ein wichtiges Enzym
(CYP27B1) der Vitamin D Synthese. Immunzellen sind damit in der Lage,
selbststandig Vitamin D zu produzieren und zu sezernieren (27). Es wird vermutet,
dass Vitamin D einen Shift von proinflammatorischen Tn17-Zellen zu regulatorischen
T-Zellen bewirkt und eventuell auch direkt Tu1-Zellen oder Tn2-Zellen beeinflusst
(17,25,27). Weiterhin kdnnte die T- und B-Zell-Proliferation sowie die Sekretion von
Immunglobulinen gehemmt werden (27). Trotz dieser vielgestaltigen Wirkung stellt ein
Vitamin D Mangel wahrscheinlich nur in Verbindung mit der entsprechenden Genetik
einen krankheitsférdernden Umweltfaktor dar. Diese Uberlegung konnte erklaren,
weshalb Menschen mit sehr dunkler Hautfarbe zwar haufig einen niedrigen Vitamin D

Spiegel haben, die MS aber haufiger bei hellhautigen Menschen auftritt (25).

2.2.3 Rauchen

Sowohl das aktive als auch das passive Rauchen von Zigaretten gilt als Risikofaktor
fur die MS. Das Risiko im Vergleich zu Nichtrauchern kdnnte um mehr als 50 % erhoht
sein (28). Insbesondere aktuelles aktives Rauchen ist dabei relevant, wohingegen eine
zu einem fruheren Zeitpunkt abgeschlossene Raucherkarriere weniger gefahrlich

9
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erscheint. Bei bereits Erkrankten kann Zigarettenrauchen die Krankheitssymptome
verschlimmern. Auferdem kann eine schubférmig-remittierende Verlaufsform
schneller sekundar chronisch progredient werden. Die genauen Mechanismen hinter
diesen Beobachtungen sind bisher nicht bekannt. Vermutet werden direkte
neurotoxische Effekte verschiedener Bestandteile des Zigarettenrauchs sowie
immunmodulatorische Effekte (17,28). Hierbei scheinen Interaktionen der Bestandteile
des Rauches mit genetischen Faktoren eine Rolle zu spielen (29). Rauchen fuhrt
aullerdem gehauft zu respiratorischen Infekten, welche bereits mit einem erhohten
Risiko fur eine MS in Verbindung gebracht wurden (17).

weibliches Geschlecht

hellhautiger Typus

Genetik, v.a. HLA-DR2

Infektionen, z.B. EBV (v.a. bei spater
Infektion)

niedriger Vitamin D Wert

geringe Sonnenlichtexposition

Zigarettenrauch (aktiv und passiv)
Tabelle 1: Mégliche Risikofaktoren fiir die MS modifiziert nach Garg et al. (6)

2.3 Immunpathogenese

Die genaue Pathogenese der MS ist bislang unklar. Dennoch haben Tiermodelle wie
zum Beispiel die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) wesentlich zu
einem besseren Verstandnis der Erkrankung und ihrer zugrundeliegenden
Mechanismen beigetragen (30).
Eine wichtige Beobachtung hierbei war, dass eine entzindliche Demyelinisierung im
Rahmen der EAE autoreaktive CD4" T-Zellen erfordert. Ihr T-Zell-Rezeptor (TZR)
richtet sich spezifisch gegen Bestandteile der zentralen Myelinscheiden, wie zum
Beispiel Myelin Basic Protein (MBP) oder Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
(MOG). Auch CD4" T-Zellen, die sich gegen astrozytare Proteine richten, wurden
beschrieben. Des Weiteren stellen aktivierte autoreaktive CD4* T-Zellen die einzigen
Zellen dar, die nach Transfer in immunkompetente Versuchstiere eine EAE
10
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hervorrufen konnen (30). Trotz dieser herausragenden Rolle der CD4* T-Zellen
scheinen zusatzlich auch CD8* T-Zellen, B-Zellen sowie das angeborene
Immunsystem relevant zu sein (5).

Nach wie vor konnte nicht eindeutig geklart werden, ob die bei der MS auftretende
Autoimmunreaktion im ZNS selbst oder in der Peripherie getriggert wird. Hierzu
existieren zwei Hypothesen. Zum einen ist es vorstellbar, dass die Erkrankung
zunachst in Abwesenheit lymphozytarer Infiltrate beginnt und erst sekundar
autoreaktive Lymphozyten einwandern. Nach dieser sogenannten intrinsischen
Hypothese kommt es zu einer primaren Zerstorung von Oligodendrozyten (z.B. durch
genetische Defekte) und einer nachfolgenden Aktivierung von Mikrogliazellen. Diese
gewebsstandigen Makrophagen verursachen ein chronisches inflammatorisches
Milieu, welches wie bei der Alzheimererkrankung auch bei der Pathogenese der MS
relevant sein konnte. AuRerdem ist die Degradation von Oligodendrozyten mit einer
Freisetzung von potenziellen Antigenen verbunden. Diese kdnnten in den tiefen
zervikalen Lymphknoten eine sekundare Aktivierung des adaptiven Immunsystems
hervorrufen (1,30).

Die meisten Wissenschaftlerinnen/Wissenschaftler gehen im Gegensatz dazu von
einer primaren Aktivierung autoreaktiver Lymphozyten in der Peripherie und einer
nachfolgenden Infiltration des bis dahin unbeteiligten ZNS aus. Diese sogenannte
extrinsische Hypothese basiert auf Erkenntnissen der EAE. Sie kann durch eine
periphere Verabreichung ZNS-spezifischer Antigene zusammen mit
Immunstimulanzien hervorgerufen werden. Hierbei kommt es in den drainierenden
Lymphknoten zur Aktivierung von CD4* T-Zellen, welche anschlielend Uber die Blut-
Hirn-Schranke (BHS), die Blut-Liquor-Schranke oder den Subarachnoidalraum ins
ZNS gelangen (1,15,30).

Vor der Entdeckung lymphatischer Gefal3e innerhalb der Dura mater galt das ZNS als
immunpriveligiert. Seither steht dieses Dogma auf dem Prifstand. Dennoch scheint
der Eintritt von Zellen des adaptiven Immunsystems in das ZNS streng reguliert zu
sein (31,32). Die Migration von Leukozyten uber die BHS wird dabei als Diapedese
bezeichnet (1). Nur aktivierte, nicht aber naive T-Zellen sind zu diesem Prozess in der
Lage (33). Entscheidend ist die Interaktion zwischen Integrinen auf der Oberflache der
Lymphozyten (z.B. lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) und very late-
antigen 4 (VLA-4)) und endothelialen Zelladhasionsmolekilen (CAMs) (6,33). Diese

ermoglicht vor allem im Bereich von postkapillaren Venulen die Auswanderung aus
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dem Gefal3 (34). Die endotheliale Expression von CAMs, wie z.B. intercellular
adhesion molecule (ICAM-1) ist normalerweise sehr gering. Unter inflammatorischen
Bedingungen wird sie jedoch hochreguliert. Es konnte gezeigt werden, dass im
Rahmen eines Entzindungsprozesses die Endothelzellen des Gehirns die
Transmigration autoreaktiver  T-Zellen unterstutzen, indem sie als
antigenprasentierende Zellen (APZ) Myelinbestandteile auf HLA Il Molekulen
prasentieren. Die Migration aktivierter T-Zellen ins ZNS scheint also ein
antigenspezifischer Prozess zu sein (6,33). Nach der transendothelialen Migration
befinden sich die Leukozyten im perivaskularen Raum. Zur Invasion des
Gehirnparenchyms muss in einem weiteren Schritt die Glia limitans Uberwunden
werden. Dies erfordert die Degradation verschiedener Basalmembrankomponenten
durch die Matrixmetalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 (34).

Nach erfolgreicher Einwanderung der Lymphozyten ins ZNS kommt es durch erneuten
Kontakt mit den entsprechenden Autoantigenen, die von APZ prasentiert werden, zu
einer Reaktivierung. Hierdurch wird eine inflammatorische Kaskade in Gang gesetzt,
an deren Ende die Schadigung der Myelinscheiden steht. Durch die lokale Freisetzung
von Zytokinen und Chemokinen wird die Homoostase der Oligodendrozyten und
Astrozyten gestort. Darlber hinaus werden weitere Immunzellen, darunter auch
Antikorper produzierende Plasmazellen rekrutiert, weil die inflammatorischen
Mediatoren die Integritat der BHS herabsetzen (6,30).

Beide beschriebenen Hypothesen erfordern das Vorhandensein autoreaktiver Zellen,
welche zentrale und periphere Toleranzmechanismen umgehen und auf

verschiedenen Wegen aktiviert werden (15).

2.3.1 Zentrale Toleranz

Ein entscheidender Schritt in der Entwicklung der T-Zellen ist ihre Reifung im Thymus.
Wahrend dieser Phase durchlauft der durch zufalliges genetisches Rearrangement
entstandene TZR eine positive sowie negative Selektion. Hierbei Uberleben lediglich
Zellen, deren Rezeptoren mit einem Komplex aus einem Selbstpeptid und einem HLA
Molekul auf der Oberflache der Thymusepithelzellen interagieren konnen (positive
Selektion). Hierdurch wird die HLA-Restringenz des TZR sichergestellt. Bindet der
TZR ein autologes Peptid mit einer zu groRen Affinitat, wird die Zelle degradiert
(negative Selektion) (35). Thymozyten, deren TZR eine intermediare Affinitat
gegenuber Selbstpeptiden aufweisen, werden unter Umstanden positiv selektiert, aber
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nicht depletiert. Stattdessen gehen sie in einen anergen Zustand Uber oder entwickeln
sich zu anderen Zelllinien, beispielsweise FoxP3* Tregs. Es wird geschatzt, dass ihre
Affinitat etwa 100-fach niedriger ist als jene von negativ selektierten TZR (36,37).

Eine besondere Herausforderung besteht in der Ausbildung von Toleranz gegenuber
Antigenen, welche nicht ubiquitdr, sondern lediglich in bestimmten Geweben
exprimiert werden. Diese Antigene werden im Englischen tissue-restricted antigens*”
(TRA) genannt. Im Thymus werden TRAs unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors
AIRE exprimiert. Dieser Trankskriptionsfaktor spielt somit eine wichtige Rolle bei der
Verhinderung von Autoimmunitat (35). Thymozyten mit einem TZR dessen Affinitat
gerade zu gering ist, um negativ selektiert zu werden, kdnnten ebenso wie
posttranslational  modifizierte  Selbstpeptide bei  der Entstehung von
Autoimmunprozessen relevant sein (15). Goverman vermutet zudem, dass einige
selbstreaktive T-Zellen zentrale Toleranzmechanismen aus stochastischen Grunden
umgehen, da sie zufallig nicht auf die begrenzte Anzahl APZ treffen, die das

betreffende Peptid prasentieren (37).

2.3.2 Periphere Toleranz

Autoreaktive  T-Zellen wurden sowohl bei Patientinnen/Patienten  mit
Autoimmunerkrankungen als auch bei gesunden Kontrollpersonen beschrieben. Es
muss also Mechanismen geben, die aul3erhalb des Thymus eine Toleranz gegenuber
Autoantigenen vermitteln und deren Funktionsfahigkeit entscheidend fur die
Verhinderung von Autoimmunprozessen ist. Hierzu zahlen beispielsweise
physikalische Barrieren zwischen autoreaktiven Lymphozyten und ihren Targets, die
Depletion sowie Inaktivierung solcher Zellen und deren Suppression durch
regulatorische T-Zellen (15,38).

Werden diese peripheren Toleranzmechanismen umgangen, kann es zur peripheren
Aktivierung autoreaktiver Zellen und somit zu Autoimmunprozessen kommen. Bisher
ist unklar, wie genau ZNS-spezifische Lymphozyten in der Peripherie aktiviert werden.
Denkbar ist sowohl eine Prasentation von Myelinbestandteilen in den zervikalen
Lymphknoten als auch eine Beteiligung von Infektionen (15).
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2.3.3 Die Rolle von Infektionen bei der Pathogenese der MS

Das angeborene Immunsystem scheint eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Balance zwischen Selbsttoleranz und Autoimmunitat zu spielen.
Waldner et al. konnten zeigen, dass dieses Gleichgewicht durch eine Aktivierung APZ
uber Rezeptoren des angeborenen Immunsystems (z.B. Toll-like Rezeptoren)
zugunsten autoimmuner Prozesse verschoben werden kann. Werden APZ im Rahmen
von Infektionen aktiviert, kdnnte dies zur Differenzierung autoreaktiver T-Zellen zu
Effektorzellen beitragen. Eventuell Iasst sich hierdurch die starke Assoziation zwischen
Infektionen und dem Auftreten von klinischen MS Schuben erklaren (39).

Eine mogliche Ursache fiir diesen Zusammenhang kénnten strukturelle Ahnlichkeiten
zwischen viralen oder bakteriellen T-Zell-Epitopen und immunodominanten
Selbstpeptiden sein (Molekulares Mimikry), welche eine periphere Aktivierung
autoreaktiver T-Zellen bedingen (40).

Interessanterweise  werden fur diesen Mechanismus keine identischen
Aminosauresequenzen bendtigt. Entscheidend fur die T-Zell-Erkennung ist das
Vorhandensein konservierter TZR-bindender Motive innerhalb des Peptids (41).
Mehrere Viren wie z.B. EBV, Influenza A Virus oder humanes Papillomavirus (HPV)
stehen im Verdacht, durch diesen Mechanismus an der Pathogenese der MS beteiligt
sein zu kdnnen (15). So konnte ein Peptid von H. influenzae, welches strukturelle
Ahnlichkeit mit einem Proteolipidprotein (PLP)-Peptid aufweist, autoreaktive PLP-
spezifische CD4* T-Zellen aktivieren und eine EAE auslosen (42).

Nicht nur Pathogenstrukturen, auch autologe Epitope kdnnen molekulares Mimikry
erzeugen. So ist eine Kreuzreaktivitat zwischen einem MOG Epitop und autologem
Neurofilament (NF)-M als Beispiel fur Selbstmimikry bekannt (43), die eventuell fur die
Ausbildung axonaler Schaden im Rahmen der MS relevant ist (15).

Neben einer solch spezifischen Aktivierung autoreaktiver T-Zellen kénnen diese auch
indirekt im Rahmen von Infektionen durch Pathogene ohne strukturelle Ahnlichkeit zu
Selbstpeptiden aktiviert werden. Im Englischen wird dieses Phanomen als ,Bystander
Activation“ bezeichnet. Hierbei verursachen mikrobielle Substanzen eine verstarkte
Expression kostimulatorischer Molekule und Zytokine. Dies kann die Aktivierung
autoreaktiver T- und B-Zellen triggern (30).

Zur bestmdglichen Bekampfung von Pathogenen verfigt der Organismus uber
verschiedene Mechanismen, um wahrend der Infektion das antigenerkennende T-Zell-
Repertoire auszuweiten. Dies konnte das Vorkommen peripherer T-Zellen mit dualen
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TZRs erklaren. Weil CD8* T-Zellen mit spezifischen Rezeptoren sowohl fur MBP als
auch fur virale Antigene bereits beschrieben wurden, kdnnte die Aktivierung solcher
Zellen im Rahmen von gewdhnlichen viralen Infekten in genetisch anfalligen Individuen
die Ausbildung von Autoimmunprozessen triggern (44).

Unabhangig von diesen infektionsassoziierten Maoglichkeiten der peripheren
Aktivierung autoreaktiver Zellen, scheint auch das Mikrobiom bei der Pathogenese von
Autoimmunitat relevant zu sein (45,46). In tierexperimentellen Untersuchungen mit
transgenem MOG-spezifischen TZR war das Auftreten einer EAE an das
Vorhandensein der kommensalen Darmflora geknupft (45).

Im Verlauf eines viralen Infektes, einer Transplantatabstollung und auch einer
Autoimmunerkrankung wie der MS kann es zum sogenannten ,epitope spreading*
kommen. Diese Bezeichnung beschreibt eine Ausweitung der Immunantwort auf
andere Epitope als jene, welche den inflammatorischen Prozess initiieren und stellt
einen physiologischen Mechanismus im Kampf gegen Pathogene dar. Richtet sich die
Immunantwort dabei allerdings gegen koérpereigene Peptide, unterhalt sie eine
chronische Entzundung. Sowohl T-Zellen als auch B-Zellen kdnnen hieran beteiligt
sein (19).

Tierexperimentell konnten zwei verschiedene Arten dieses Mechanismus gezeigt
werden. Eine urspriinglich gegen bestimmte Epitope gerichtete Immunantwort kann
sich auf andere Epitope desselben Proteins ausweiten (intramolekulares epitope
spreading). Manche epitoperzeugenden Muster sind beispielsweise im Inneren eines
intakten Proteins verborgen und werden erst bei dessen Zerstérung flr das
Immunsystem zuganglich. Dartber hinaus kdnnen sekundar Epitope eines anderen
Proteins erkannt werden (intermolekulares epitope spreading), wenn sie der primar
erkannten Struktur ahneln. Dies erschwert die Suche nach dem ursprunglichen Target
und somit auch die Therapie der Erkrankung. Bislang bleibt zudem unklar, ob epitope
spreading mit klinischen Schiben assoziiert sein kann (15,19).

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass sich die Immunantwort bei der MS
primar gegen eine aktive oder chronische Virusinfektion richtet und es sekundar durch
Molekulares Mimikry, bystander activation und/oder epitope spreading zu einer
Ausweitung auf kérpereigene Peptide innerhalb des ZNS kommt (19).

Ein weiterer moglicher Risikofaktor flr die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
stellt eine Lymphopenie dar. Infolge einer Verringerung der peripheren Anzahl der T-
Zellen kommt es zu einer Proliferation verbleibender T-Zellen. Dieser Prozess wird als
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Lymphopenia-induced proliferation” (LIP) bezeichnet und dient der Wiederherstellung
einer optimalen T-Zell Anzahl und damit der Auffullung der Nische (47-51). Es kdnnen
mindestens zwei verschiedene Formen dieses Mechanismus unterschieden werden.
Die meisten in lymphopene Mause transferierten CD4* T-Zellen vollfuhren eine
langsame und begrenzte Proliferation, die durch eine hohere Verfugbarkeit von IL-7
bedingt ist (homdostatische Proliferation). Im Gegensatz dazu proliferiert ein kleiner
Anteil transferierter CD4* T-Zellen sehr rasch und unabhangig von der
Zytokinverfugbarkeit (spontane Proliferation). Interessanterweise erfordert diese Form
der LIP im Gegensatz zur homoostatischen Proliferation Interaktionen mit
Selbstpeptiden oder Peptiden der kommensalen Bakterien (47,48). Es konnte gezeigt
werden, dass dabei T-Zellen mit dualem T-Zell-Rezeptor eine wichtige Rolle spielen.
Eine solche Koexpression begunstige nach Balakrishnan et al. eine positive Selektion
im Thymus (52). Durch die spontane Proliferation kann es infolge einer Lymphopenie
demzufolge zu einer Veranderung des T-Zell-Repertoires mit einem erhdhten Anteil
aktivierter autoreaktiver T-Zellen kommen. In Kombination mit anderen Faktoren, z.B.
einer  genetischen  Pradisposition, konnte dies zum  Auftreten  von
Autoimmunerkrankungen beitragen (48). Es konnte gezeigt werden, dass
CD4*CD25"Foxp3* regulatorische T-Zellen dazu in der Lage sind, selektiv die
spontane Proliferation zu supprimieren. Winstead et al. konnten daruber hinaus
zeigen, dass regulatorische T-Zellen durch diesen Mechanismus entscheidend fur den
Erhalt eines groRen TZR-Repertoires wahrend der LIP verantwortlich sind (47).
Wahrend des Alterns erlangt die LIP aufgrund der Thymusinvolution zunehmende
Bedeutung (47).

Eine Lymphopenie kann beispielsweise infolge diverser Infektionen, einer Chemo-
oder Bestrahlungstherapie oder infolge diverser medikamentdser Therapien auftreten.
Inwieweit diese Situationen an der Entstehung von autoimmunen Prozessen beteiligt

sein kdnnten, wird derzeit kontrovers diskutiert, erscheint aber sehr plausibel (49,51).

2.3.4 An der Immunpathologie der MS beteiligte Zellen

CD4* T-Zellen

Es wird vermutet, dass CD4" T-Zellen eine zentrale Rolle in der Immunpathogenese
der MS spielen. CD4* T-Zellen stellen die wichtigsten Effektorzellen bei der EAE dar.
Sowohl eine aktive Immunisierung gegen Proteine des ZNS in Kombination mit

Immunstimulanzien als auch eine Verabreichung ZNS spezifischer autoreaktiver T-
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Zellen konnten eine EAE induzieren. Daruber hinaus wurden CD4* T-Zellen bereits in
MS Lasionen nachgewiesen, auch wenn in floriden Lasionen oftmals CD8* T-Zellen
dominieren. AulRerdem handelt es sich bei den wichtigsten Suszeptibilitatsgene der
MS um HLA Klasse Il Gene (53).

Bislang konnte nicht geklart werden, welcher Typ CD4"* T-Helferzellen (Tu-Zelle) fur
die Pathogenese der MS hauptverantwortlich ist. Bei der EAE spielen insbesondere
Th1 Zellen sowie TH17 Zellen eine krankheitsfordernde Rolle, wahrend Tu2-Zellen und
regulatorische T-Zellen (Treg) einen protektiven Effekt vermitteln (15,53).

Die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen zu Effektor Tw-Zellen bedarf neben der
Stimulation des TZR und der Bindung kostimulatorischer Molekile die Anwesenheit
spezifischer Zytokine. Diese werden nach Kontakt mit einem Pathogen von Zellen des
angeborenen Immunsystems sezerniert und bestimmen maligeblich, welcher Tk-
Zelltyp dominieren wird. Positive Feedbackschleifen polarisieren die Differenzierung
daraufhin zusatzlich (54).

Die Differenzierung zu Tn1-Zellen wird durch IFN-y sowie IL-12, bestehend aus den
beiden Untereinheiten p40 und p35, induziert (54,55). Tu1-Zellen produzieren u.a. die
proinflammatorischen Zytokine IFN-y, IL-2 und Lymphotoxin. Hierdurch interagieren
sie vor allem mit CD8* T-Zellen sowie mit Makrophagen und koordinieren mal3geblich
die Immunantwort gegen intrazellulare Pathogene. Weil in MS Lasionen zahlreich
Makrophagen sowie IFN-y nachgewiesen werden konnen, scheinen Th1-Zellen
besonders relevant zu sein. (15,30).

In den vergangenen Jahren sind zunehmend Tu17-Zellen in den Fokus der MS
Forschung geraten (55). Ihre Differenzierung wird durch TGF-8 in Anwesenheit von |L-
6 oder IL-21 induziert. IL-23 fungiert daraufhin als Wachstums- und
Stabilisierungsfaktor (54,56). Interessanterweise ist TGF-B auch flr die
Differenzierung von Tregs verantwortlich. Allerdings bedarf diese Induktion der
Abwesenheit von IL-6. TH17-Zellen zeichnen sich in-vivo durch ihre dichotome Natur
aus. Einerseits spielen sie eine wichtige proinflammatorische Rolle bei Entzindungen,
andererseits haben sie eine bedeutende Funktion bei der Aufrechterhaltung
physiologischer Barrieren, insbesondere des Darms (57). Sie produzieren u.a. IL-17,
IL-21, IL-22 und sind fur die Abwehr von Pilzinfektionen (z.B. Candida albicans) und
bestimmten extrazellularen Bakterien relevant (15,30,54,58). Dabei erzeugen sie eine
massive Gewebeentzindung und locken insbesondere neutrophile Granulozyten an.

Tu17 Zellen zerstoren aulRerdem durch ihre Sekretion von IL-17 und IL-22 die Integritat
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der BHS. Diese ist anschlie3}end permeabel fur 16sliche Molekile sowie CD4* T-Zellen.
Aulerdem sezernieren sie zahlreiche zytolytische Enzyme, wie zum Beispiel Granzym
B und wirken damit enzephalitogen (59). Hauptvertreter der IL-17-Familie stellt IL-17
A dar. IL-17 A wird allerdings nicht nur von Tu17 Zellen, sondern beispielsweise auch
von yd T-Zellen, NK-Zellen und Neutrophilen synthetisiert (54). Tierexperimentell
konnte gezeigt werden, dass IL-23 im Gegensatz zu IL-12 essentiell fur die Ausbildung
und Aufrechterhaltung organspezifischer Entziindung und Autoimmunitat ist (56,60).
IL-23 besitzt die gleiche p40 Untereinheit wie IL-12, kombiniert mit einer p19
Untereinheit. Alle bisherigen Versuche, die p40 Untereinheit und damit die Aktivitat von
Tw1- und Tu17-Zellen therapeutisch zu blockieren, scheiterten bislang (41).
Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass wahrend des Anfangsstadiums der EAE
insbesondere Tr1-Zellen im ZNS nachweisbar sind, wohingegen die Tn17-Zellen erst
spater im Krankheitsverlauf einwandern (61). Eine Hypothese dazu lautet, dass zu
Beginn der Erkrankung Tw1-Zellen ein inflammatorisches Milieu verursachen und die
Demyelinisierung durch Myelin spezifische Antikorper zustande kommt. Im weiteren
Verlauf der Erkrankung konnten insbesondere Tn17-Zellen durch eine Aktivierung von
Mikrogliazellen die Entzindungsreaktion aufrechterhalten und die Demyelinisierung
durch die Induktion zytotoxischer T-Zellen vorantreiben. Dies konnte erklaren, weshalb
eine Interferon-beta (IFN-B)-Therapie oft nur in der schubformig-remittierenden
Krankheitsphase hilft, wohingegen sie bei chronisch-progredienten Verlaufsformen
kaum eine Wirkung zeigt. Es gibt sogar Hinweise darauf, dass IFN-B eine Th17-
bedingte Inflammation verschlimmern kann (62). Allerdings scheint es auch
patientenspezifische Unterschiede im Tw1/Tu17 Verhaltnis zu geben, was die
Therapiewahl zusatzlich erschwert (55). Tzartos et al. konnten eine signifikant erhéhte
Anzahl IL-17* T-Zellen in aktiven Lasionen von MS Patientinnen/Patienten nachweisen
(63). Interessanterweise konnten Th17 Zellen nachgewiesen werden, die sowohl IFN-
y als auch IL-17 sezernieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass diese Zellen
wahrend entzundlicher Prozesse ins ZNS rekrutiert werden. Moglicherweise spielen
diese Zellen eine besondere Rolle bei der Immunpathogenese der MS (64). Nicht
eindeutig geklart ist bislang, durch welche Mechanismen proinflammatorische Th17
Zellen reguliert werden. Eine wichtige Rolle hierbei konnte der Dinndarm spielen. Es
wurde sowohl ihre Elimination Uber das Darmlumen als auch ihre Umwandlung in
regulatorische TH17 (rTu17) Zellen beschrieben (65). Des Weiteren wurde eine
Population CD4*CD25"Foxp3*CD39* Tregs beschrieben, die in der Lage ist, Th17
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Zellen zu supprimieren. Interessanterweise scheint ihre relative Haufigkeit sowie ihre
Funktionalitat bei Patientinnen/Patienten mit MS herabgesetzt zu sein (66).

Die Differenzierung naiver T-Zellen zu Tn2-Zellen wird durch IL-4 getriggert. Tn2-Zellen
produzieren u.a. IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 und sind wichtig fur die Bekampfung
extrazellularer Erreger (6,54). Sie vermitteln vermutlich einen krankheitsprotektiven
regulatorischen Effekt. So gibt es fur die MS wirksame Therapeutika, welche das
Zytokinprofil von Tu1-Zellen hin zu Tu2-Zellen verschieben (6).

Ca. 10-15 % der peripheren CD4* T-Zellen bestehen aus CD4*CD25" Tregs, die den
Transkriptionsfaktor Foxp3*® exprimieren. Sie sind ein wesentlicher Bestandteil
peripherer Toleranzmechanismen. Sowohl in Mausen als auch bei Menschen fiihren
Mutationen oder ein Fehlen des Foxp3-Genes zu schwerer Autoimmunitat (38,67).
Tregs stammen entweder aus dem Thymus (tTreg) oder werden durch Antigenkontakt
in der Peripherie (pTreg) aus CD4*CD25 Zellen gebildet. Als Oberflachenmarker
konnte CD25 (IL-2-R, o-Kette) identifiziert werden. Wichtiger Entwicklungs- und
Uberlebensfaktor sowie essenziell fir die Funktionalitat der Tregs ist IL-2. Die
Induktion von pTregs erfordert zusatzliche Faktoren, wie zum Beispiel TGF-3 (in
Abwesenheit von IL-6 oder IL-21) und Retinoinsaure, aber auch den Kontakt mit
spezialisierten APZ (36,54,67). Im Gegensatz zu den meisten anderen Zellen, die den
Thymus verlassen, sind tTregs bereits ausgereift und ,,geprimed”. Es wird geschatzt,
dass die fur die Aktivierung Foxp3* Tregs erforderliche Antigenkonzentration 10- bis
100-fach niedriger ist, als fur die Aktivierung naiver selbstreaktiver T-Zellen erforderlich
ware. Dies konnte eine kontinuierliche Suppression selbstreaktiver T-Zellen ermoglich
und daruber hinaus der Entstehung von Autoimmunitat durch molekulares Mimikry
entgegenwirken. Nach ihrer Aktivierung proliferieren Tregs und fuhren ihre
immunsuppressiven Funktionen aus. Anschliel3end sterben die meisten dieser Zellen.
Bisher konnte nicht eindeutig geklart werden, ob bei diesem Prozess auch
Gedachtniszellen entstehen (67).

Aktivierte Tregs supprimieren Effektor-T-Zellen unabhangig von deren
Antigenspezifitdt durch verschiedene Mechanismen (67,68). Neben der Sekretion
immunsuppressiver Zytokine, wie z.B. IL-10 oder TGF-B, wurde eine Rekrutierung
aktivierter Tregs zu APZ beschrieben. Insbesondere dendritische Zellen scheinen eine
wichtige Rolle zu spielen. Dort kompetitieren Tregs mit Effektorzellen, indem sie rund

um die dendritische Zelle aggregieren. Daruber hinaus modulieren sie die Fahigkeit
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der dendritischen Zelle, Effektorzellen zu aktivieren. Einige Tregs sind zudem in der
Lage, andere Zellen durch die Sekretion von Granzymen oder Perforinen zu téten (67).
Wahrscheinlich erganzen sich pTregs und tTregs in ihren Funktionen.
Interessanterweise haben sie unterschiedliche TZR Repertoires. Dies ermoglicht ihnen
die Erkennung eines groflen Spektrums an Selbstpeptiden. Es wird vermutet, dass
tTregs die allgemeine Immunhomaoostase aufrechterhalten und autoimmune Prozesse
verhindern, wahrend pTregs insbesondere fur die temporare Kontrolle lokaler
Entzindungsprozesse im Bereich von Schleimhauten verantwortlich sind (36,38).

Bei der MS scheint die Fahigkeit der Tregs, autoreaktive Zellen zu supprimieren,
herabgesetzt zu sein, wohingegen ihre Anzahl wahrscheinlich nicht reduziert ist. Die
Studienlage zu diesem Punkt ist allerdings kontrovers (15,69,70). Es konnte gezeigt
werden, dass eine hohe Krankheitsaktivitat mit einer herabgesetzten Aktivitat der
Tregs im peripheren Blut korreliert (71). Insbesondere tTregs scheinen eine
verminderte suppressive Funktion zu besitzen (72). Auch ein herabgesetztes TZR-
Repertoire der Tregs bei Patientinnen/Patienten mit MS wurde beschrieben (70).
Interessanterweise gibt es Tregs, welche sich in proinflammatorische IL-17-
sezernierdende Zellen umwandeln konnen. Eine solche Umwandlung gelang
experimentell durch Zugabe von TGF-f plus IL-6 bis zum funften Tag nach der initialen
Differenzierung. Auflerdem konnten Korn et al. zeigen, dass Foxp3* T-Zellen wahrend
des Krankheitsgipfels einer EAE mit der Expression von IL-17 begannen (54). Ob oder
inwieweit dies bei der Immunpathologie der MS relevant ist, konnte bislang nicht
geklart werden (72).

Neben Foxp3* Tregs gibt es auch andere Zellen mit immunsuppressiven Fahigkeiten.
Beispielsweise konnen IL-10 und TGF-B sezernierende Tr1-Zellen oder TGF-B
sezernierende Th3 Zellen aus peripheren naiven T-Zellen differenzieren (67).

CD8* T-Zellen

Auch CD8" T-Zellen wird mittlerweile eine pathogene Rolle bei der MS zugesprochen.
Sie konnen Peptide erkennen, welche auf HLA Klasse | Molekulen gebunden sind.
Diese Strukturen werden von allen Kkernhaltigen Zellen, also auch von
Oligodendrozyten und Neuronen, exprimiert (6,15). Es konnte gezeigt werden, dass
CD8* Zellen durch Erkennung dieser HLA |/ Antigen Komplexe eine direkte axonale

Schadigung hervorrufen konnen (73).
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B-Zellen

Neben T-Zellen, die weithin als Haupteffektorzellen bei der MS angesehen werden,
scheinen auch B-Zellen an der Erkrankung mitzuwirken. Lange wurde davon
ausgegangen, dass sie lediglich durch die Produktion von AutoantikOrpern an der
Pathogenese der MS beteiligt sind. Erste Hinweise, die antikbrperunabhangige
Mechanismen vermuten lie3en, ergaben sich aus einer Studie Uber die Wirkung des
B-Zell-depletierenden Medikamentes Rituximab in der Behandlung der schubférmigen
MS. Antikorperproduzierende Plasmazellen werden durch Rituximab nicht depletiert.
Dennoch zeigt das Medikament eine positive Wirkung. Autoreaktive B-Zellen scheinen
ihre pathogene Wirkung folglich Uber weitere Mechanismen entfalten zu kdnnen:
erstens zahlen B-Zellen zu den professionell APZ. Neben dem Antigen prasentieren
sie zusatzlich kostimulatorische Molekile wie z.B. CD80 und CD86 auf ihrer
Oberflache und ermoglichen somit eine optimale Aktivierung von T-Zellen. Zweitens
erzielen sie Uber eine Sekretion verschiedener Zytokine eine immunmodulatorische
Wirkung. Sie sind in der Lage, sowohl proinflammatorische Zytokine wie z.B.
Lymphotoxin-a, TNF-a oder IL-6 als auch regulatorische Zytokine wie z.B. IL-10 oder
IL-35 zu sezernieren. Hierdurch werden andere Immunzellen beeinflusst (74). Es
konnte gezeigt werden, dass B-Zellen MS erkrankter Patientinnen/ Patienten mehr IL-
6 und weniger IL-10 sezernieren, als jene gesunder Kontrollpersonen (7,74). IL-10
produzierende B-Zellen werden auch als Bregs bezeichnet. Sie sind in der Lage, die
Tw1-Differenzierung zu supprimieren und eine TNF-a Produktion durch Monozyten
herunterzuregulieren (7). Bregs scheinen bei Patientinnen/Patienten mit MS einen
kleineren Anteil der B-Zell-Population auszumachen als bei gesunden
Kontrollpersonen (74).

Daruber hinaus bilden B-Zellen in inflammatorischer Umgebung ektope Lymphfollikel,
welche die Immunantwort weiter unterhalten. Solche Follikel konnten bei
Patientinnen/Patienten mit MS in den Meningen gefunden werden (74).

Auch bei der EAE spielen B-Zellen eine wichtige Rolle. Sie sind zwar nicht essentiell
fur ihre Induktion, wohl aber fur die Ausbildung einer hochpathogenen CD4* T-Zell-
Antwort und die Differenzierung MOG-spezifischer Tu1- und Tu17-Zellen (74).

Neben B-Zellen spielen aber auch andere professionelle APZ wie z.B. dendritische

Zellen (DC), Makrophagen und Mikrogliazellen eine wichtige Rolle bei der MS.
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2.3.5 Autoantigene

Trotz intensiver Forschung konnte/n das/die der MS zugrunde liegende/n
Autoantigen/e bislang nicht genau identifiziert werden (75). Grundsatzlich kommen
Proteine der Myelinscheiden sowie neuronale und astrozytare Proteine als
immunologische Zielstrukturen in Betracht. Wahrend das Hauptinteresse bislang den
Myelinbestandteilen galt, ricken nun zunehmend auch andere Proteine in den Fokus
der Aufmerksamkeit (5,15). Im Folgenden sollen die wichtigsten bisher identifizierten
potenziellen Autoantigene bei der MS kurz vorgestellt werden.

Myelin Basic Protein (MBP)

Als ein Hauptbestandteil der Myelinscheiden gilt MPB schon lange als ein wichtiges
denkbares Autoantigen bei der MS. Interessanterweise kommt es im Gegensatz zu
anderen Bestandteilen zentralen Myelins auch in peripheren Nervenscheiden vor, was
eine periphere Aktivierung autoreaktiver T-Zellen ermoglichen konnte (5,15). Es
konnte gezeigt werden, dass MBP-spezifische T-Zellen sowohl bei gesunden
Kontrollpersonen als auch bei Patientinnen/Patienten mit MS vorkommen (76). Daher
muss vermutet werden, dass das blof3e Vorhandensein dieser autoreaktiven T-Zellen
allein noch keine MS hervorruft. Vielmehr sind weitere Faktoren, wie z.B. die
funktionelle Differenzierung der T-Zellen und immunregulatorische Mechanismen
entscheidend (5). Einige Epitope des Proteins, wie beispielsweise die zentrale Region
MBPs4-102/MBPs399, wurden als immunodominante Regionen identifiziert.
Interessanterweise konnen einige von ihnen affin verschiedene HLA-DRB Molekile
binden (15,77).

Myelin Proteolipid Protein (PLP)

PLP gehort der Proteolipidproteinfamilie an und stellt das am haufigsten in den
zentralen Myelinscheiden vorkommende integrale Membranprotein dar (ca. 50 %
Anteil an der gesamten Myelinproteinmasse des ZNS). AuRerdem ist es an
zahlreichen Mechanismen, beispielsweise der Entwicklung von Astrozyten, beteiligt
(78). Neben PLP in seiner gesamten Lange existiert eine kurzere SpleiRvariante, die
als DM20 bezeichnet wird. lhr fehlen 35 Aminosauren (AS 116-150). Im Gegensatz zu
MBP kommt PLP fast ausschlieR3lich im ZNS vor. Die beiden Isoformen bilden weniger
als 1 % der Proteinmasse in peripheren Myelinscheiden. Dabei scheint insbesondere
DM20 aufderhalb des ZNS vorzukommen und fur die Negativselektion im Thymus
verantwortlich zu sein (37,79). Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere das nicht
in DM20 vorkommende Epitop PLP139-151 als Zielstruktur autoreaktiver T-Zellen

22



Einleitung

pradisponiert ist (79). Tatsachlich dominiert in SJL/J Mausen eine frGhe Immunantwort
gegen ebendieses PLP-Epitop. Diese vermag konsekutiv eine EAE hervorzurufen. Im
Gegensatz dazu sind zahlreiche andere Mausestamme, einschlielich dem Stamm
C57BL/6, resistent gegenluber einer PLP-induzierten EAE. Neben genetischen
Faktoren sind Unterschiede in der Toleranzentwicklung fur diesen Sachverhalt
denkbar (79).

Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG)

Quantitativ macht MOG nur einen sehr kleinen Anteil an der zentralen Myelinscheide
aus. Da es allerdings direkt an ihrer Oberflache liegt und somit gut zuganglich far T-
Zellen und Antikorper ist, stellt es ein wichtiges potenzielles Autoantigen bei der MS
dar. Zudem konnte MOG bisher nicht im menschlichen Thymus gefunden werden. Die
genaue Funktion des Proteins bleibt bislang unklar, jedoch wird eine Rolle als
Adhasionsmolekul vermutet (15,80).

Es gibt Hinweise darauf, dass neben MOG-spezifischen T-Zellen auch anti-MOG-
Antikdrper an der Pathogenese der MS beteiligt sein kdnnten. In der EAE hatten diese
Antikorper eine demyelinisierende Wirkung (15,80).

Weitere potenzielle Autoantigene

Neben weiteren Bestandteilen der zentralen Myelinscheide befinden sich z.B. das
Protein S100B oder das Enzym Transaldolase H als mdgliche Autoantigene bei der
MS in Diskussion (15).

Einige Zeit stand der astrozytare einwartsgleichrichtende Kaliumkanal KIR4.1 als
immunologische Zielstruktur bei der MS im Fokus des Interesses. Aufgrund
kontroverser Forschungsergebnisse bleibt dessen Rolle allerdings weiter unklar
(81,82).

Aktuell befindet sich das Protein Anoctamin 2 (ANO2) als mogliches Autoantigen in
der Diskussion. Hierbei handelt es sich um einen kalziumaktivierten Chloridkanal.
Ayoglu et al. konnten durch Analysen von Serumproben eine erhdhte autoimmune
Reaktivitat gegenuiber ANO2 bei Patientinnen/Patienten mit MS in Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen zeigen. Aulerdem konnten sie nachweisen, dass das
Protein vor allem in MS-Lasionen vorkommt und dort auch zu einer Aggregatbildung
fuhren kann (75).
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2.4 Pathologie

Das typische pathologische Kennzeichen der MS sind sogenannte Plaques oder
Lasionen. Hierbei handelt es sich um multiple fokale demyelinisierte Areale vor allem
der weil3en, aber auch der grauen Substanz des ZNS. Sie kdnnen Uber das ganze
Gehirn und Ruckenmark (RM) verteilt auftreten, kommen jedoch besonders haufig am
Sehnerv, subpial im RM, im Hirnstamm, im Kleinhirn sowie juxtakortikal und
periventrikular vor. Zusatzlich zur Demyelinisierung liegt in diesen Lasionen ein
variables Mal} an Gliose, axonaler Schadigung und inflammatorischer Aktivitat vor.
Inflammation spielt in allen Stadien der MS, besonders aber in akuten
Krankheitsphasen, eine wichtige Rolle. Histologisch werden MS Lasionen in aktive,
chronische und remyelinisierte eingeteilt (1,6,83).

2.4.1 Akute aktive Lasionen
Akute aktive Lasionen stellen das pathologische Korrelat klinischer Schube dar. Es
handelt sich um hyperzellulare demyelinisierte Areale mit massenhaft Makrophagen,
gefullt mit Myelindebris. Neben aktivierten Makrophagen/Mikrogliazellen besteht das
inflammatorische Infiltrat auch aus CD8* T-Zellen und wenigen CD4* T-Zellen. B-
Zellen und Plasmazellen sind vor allem perivaskular zu finden. Eine beschadigte BHS
ermoglicht den Eintritt peripherer Immunzellen in das ZNS und ist ursachlich fur eine
Gadoliniumaufnahme im Rahmen der MRT-Untersuchung (83).
Frihe aktive Lasionen der weillen Substanz werden in vier verschiedene Muster
eingeteilt. Diese deuten darauf hin, dass bei unterschiedlichen Personen verschiedene
immunologische Zielstrukturen und Mechanismen der Bildung von Lasionen zugrunde
liegen (83).
Typ | Lasionen wurden bei 15 % der biopsierten Patientinnen/Patienten gefunden. Es
handelt sich um scharf demarkierte perivaskulare Areale aktiver Demyelinisierung mit
aktivierten Makrophagen/Mikrogliazellen sowie aktivierten T-Zellen. Die Schadigung
der Oligodendrozyten geht vermutlich von aktivierten Makrophagen/Mikrogliazellen
oder ihren Toxinen aus (1,83).
Auch die bei 58 % der biopsierten Personen gefundenen Typ |l Lasionen sind scharf
demarkiert. In diesen Lasionen scheinen allerdings vor allem Antikdrper und
Komplementfaktoren gewebeschadigend zu sein (1,83).
Die krankheitsdefinierenden Typ |Ill Lasionen bei 26 % der biopsierten
Patientinnen/Patienten sind gekennzeichnet durch aktive Demyelinisierung mit
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Apoptose von Oligodendrozyten, wobei vor allem periaxonale Komponenten des
Myelins  (myelin-associated antigen (MAG) und 2,3 -cyclic-nucleotide-3'-
phosphodiesterase (CNPase)) angegriffen werden. Im Zentrum der Plaques kommen
keine Oligodendrozyten mehr vor. Im Gegensatz zu Typ | und Il Lasionen gibt es bei
Typ Il Lasionen keine remyelinisierten Plaques. Insbesondere distale Anteile der
Oligodendrozyten sind betroffen, sodass von einer ,dying-back”“ Oligodendrogliopathie
gesprochen wird. Vermutlich wird diese durch reaktive Sauerstoff- oder
Stickstoffspezies und/oder mitochondriale Dysfunktion verursacht (1,83).

Typ IV Lasionen wurden nur bei sehr wenigen Patientinnen/Patienten gefunden und
sind gekennzeichnet durch einen nichtapoptotischen Untergang von Oligodendrozyten
in der weilken Substanz rund um die eigentliche Lasion. Eventuell liegt dem eine
primare Stoffwechselstorung der Oligodendrozyten zugrunde, welche die Zellen
gegenuber den inflammatorischen Mediatoren der Umgebung anfallig macht (1,83).
Vor allem im Rahmen einer aktiven inflammatorischen Demyelinisierung kommt es
zusatzlich zu axonalen Schadigungen. Das jeweilige Ausmal korreliert dabei mit der
Anzahl an Lymphozyten und aktivierten Mikrogliazellen. Ursachlich sind vermutlich
toxisch wirkende Entzundungsmediatoren und ein daraus folgender mitochondrialer

und oxidativer Stress mit Energiedefizit des Neurons (83).

2.4.2 Chronische Lasionen

Entwickelt sich eine akute aktive Lasion zu einer chronischen Plaque, nimmt der Grad
der Entziindung ab und Makrophagen/Mikrogliazellen verschwinden nach und nach.
Die von Astrozyten gebildeten Fasern bilden eine glibse Narbe, welche die
demyelinisierte Lasion fullt. Die BHS bleibt weitgehend intakt, perivaskulare
inflammatorische Infiltrate und die Ausbildung von Lymphfollikeln sind typisch. Mit
Voranschreiten der Erkrankung kommt es zu einer diffusen Reduktion des Myelins
sowie zu vermehrten axonalen Schadigungen und Verlusten. Es werden verschiedene
Mechanismen diskutiert, welche diese diffuse chronische Neurodegeneration erklaren
sollen. Oxidativer Stress durch aktivierte Mikrogliazellen, Veranderungen in
Expression und Funktionstuchtigkeit verschiedener axonaler lonenkanale, wiederholte
Demyelinisierung und fehlende trophische Unterstitzung durch Oligodendrozyten
sowie Wallersche Degeneration stellen nur einige mogliche Erklarungstheorien dar.
Insgesamt ist im Verlauf der Erkrankung eine zunehmende Atrophie des gesamten
Gehirns zu verzeichnen (1,83).
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2.4.3 Remyelinisierte Lasionen

In den aktiven Typ | und Il Lasionen kann es zu einer partiellen Remyelinisierung
kommen. Solche Lasionen sind durch diann myelinisierte Axone mit kurzen
Internodalsegmenten gekennzeichnet. Voraussetzung far diesen
Reparaturmechanismus ist, dass Vorlauferzellen der Oligodendrozyten aus dem
umliegenden Gewebe rekrutiert werden konnen. Wichtig ist, dass remyelinisierte
Areale gegenuber weiteren demyelinisierenden Ereignissen empfindlicher sind als die
ursprungliche weilde Substanz. Diffus und nahezu vollstandig remyelinisierte Lasionen
werden als Markschattenherde bezeichnet. Im Verlauf der Erkrankung und mit
zunehmenden Lebensalter |asst diese Reparaturfahigkeit allerdings nach, wofur es

mehrere Erklarungshypothesen gibt (83).

2.4.4 Kortikale Lasionen

Eine Zerstérung von Myelinscheiden und Axonen kann auch in der grauen Substanz
des ZNS vorkommen. Insbesondere in der friihen aktiven Krankheitsphase sind diese
hoch inflammatorischen Lasionen haufig und kdnnen zu kognitiven Einschrankungen
und epileptischen Anfallen fuhren. Nach ihrer Lokalisation werden ein subpialer, ein
intrakortikaler und ein leukokortikaler Lasionstyp unterschieden. Eine frihe kortikale
Beteiligung scheint mit einer schlechten Prognose assoziiert zu sein. Allerdings ist es
bisher kaum moglich, kortikale Lasionen ausreichend gut in der MRT darzustellen.
Dies ware fur die Abschatzung des individuellen Krankheitsverlaufs sowie fur die

Kontrolle des Therapieerfolgs sehr hilfreich (83).

2.5 Klinische Prasentation und Diagnostik
Aufgrund der individuellen Lokalisation der Lasionen, prasentiert sich die MS sehr
variabel. Haufige Frihsymptome sind eine einseitige  Optikusneuritis,
Sensibilitatsstorungen sowie Gangstorungen mit haufig belastungsabhangiger
Schwache der Beine und Gangunsicherheit (2,84). Die meisten Patientinnen/Patienten
zeigen zunachst einen schubférmigen Krankheitsverlauf mit wiederholt auftretenden
Episoden neuer oder bekannter Symptome bzw. klinischer Zeichen. Solche Episoden
werden als Schub bezeichnet. Definitionsgemald mussen die subjektiv berichteten
und/oder objektivierbaren Beschwerden mindestens 24 h anhalten und mit einem
zeitlichen Abstand von mindestens 30 Tagen zu einem vorausgegangenen Schub
auftreten. Des Weiteren dirfen sie nicht im Rahmen einer Infektion auftreten oder
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durch eine Anderung der Kérpertemperatur bedingt sein. In diesem Fall Iage lediglich
ein Pseudoschub vor (2). Im Folgenden werden die haufigsten Symptome kurz

erlautert.

2.5.1 Haufige Symptome

Optikusneuritis

In 20 % der Falle prasentiert sich die MS initial mit einer Optikusneuritis. Im Verlauf
der Erkrankung ist etwa die Halfte der Patientinnen/Patienten zu irgendeinem
Zeitpunkt betroffen. Es handelt sich um eine subakut einsetzende, meist einseitige
Sehstdrung, die typischerweise mit einem Augenbewegungsschmerz der betroffenen
Seite verbunden ist. Insbesondere das Farben- und Kontrastsehen sind beeintrachtigt
und es kann zur Wahrnehmung eines zentralen Skotoms bis hin zum vollstandigen
Visusverlust kommen (84).

Myelitis

Die bei der MS haufig auftretende partiale Myelitis ist durch eine Beeintrachtigung einer
oder mehrerer, jedoch nicht aller funktioneller RM-Bahnen gekennzeichnet. So kann
es z.B. zu motorischen und/oder sensiblen Storungen sowie zu Beeintrachtigungen
der Blasenfunktion kommen (84).

Hirnstammsymptomatik

Doppelbilder, internukleare Ophthalmoplegie, Nystagmus, Schwindel, Dysphagie,
Dysarthrie, Zungenschwache oder Sensibilitatsstorungen im Gesichtsbereich konnen
Hinweise auf eine Beteiligung entsprechender Hirnstammstrukturen sein (84).
Motorische Symptome

Im Verlauf der Erkrankung sind bis zu 89 % der Patientinnen/Patienten von
Muskelschwache betroffen. Eine fokale Muskelschwache ist dabei oft von
Hyperreflexie, Spastik und positiven Pyramidenbahnzeichen begleitet (84).
Sensibilitatsstérungen

Auch Sensibilitatsstorungen wie Taubheit oder Parasthesien treten haufig bei der MS
auf. Gelegentlich kommt es auch zu Schmerzen, die am ehesten als neuropathisch
einzustufen sind. Eine besondere Form der Sensibilitatsstorung ist das Lhermitte-
Zeichen. Hierbei handelt es sich um eine plétzliche elektrisierende Empfindung, die

bei Flexion des Kopfes entlang der oberen Wirbelsaule auftritt (84).
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Weitere Symptome

Weitere haufig auftretende Beschwerden bei der MS sind kognitive Einschrankungen,
Fatigue, Depressionen sowie Stdérungen der Blasen- und Sexualfunktion (84).

Viele Patientinnen/Patienten empfinden zudem eine Verschlechterung ihrer
Symptome bei erhohten Temperaturen und Hitze (Uthoff-Phanomen), was durch eine
temperaturabhangige Veranderung der Nervenleitgeschwindigkeit zu erklaren ist (84).
Aufgrund der Vielzahl dieser und weiterer Symptome ist eine genaue Diagnostik und
insbesondere der Ausschluss moglicher Differenzialdiagnosen von entscheidender
Bedeutung.

2.5.2 Diagnostik

Die detaillierte Anamnese sollte neben den aktuellen Beschwerden auch
moglicherweise vorausgegangene Episoden neurologischer Ereignisse umfassen. Die
anschlielende klinisch-neurologische Untersuchung einschlielich einer
differenzierten Visusprufung und einer neuropsychologischen Testung dient der
Objektivierung neurologischer Ausfalle. Der fur die Diagnosestellung erforderliche
Nachweis einer zeitlichen und raumlichen Dissemination erfolgt nach den aktuellsten
Diagnosekriterien (85,86) durch klinische und paraklinische Untersuchungen, wobei
der Anfertigung einer kranialen und bei entsprechender Symptomatik auch einer
spinalen MRT (Tab. 2 und 3) eine besondere Bedeutung zukommt (2,85). Die
Diagnosekriterien nach McDonald werden in regelmalligen Abstanden Uberarbeitet
und wurden zuletzt 2017 revidiert. Wesentliches Ziel ist ein frihzeitiger Therapiebeginn
durch eine rasche, jedoch akkurate Diagnosestellung. An diesem Punkt betonen die
Autoren, dass die empfohlenen Diagnosekriterien in erster Linie bei
Patientinnen/Patienten zur Anwendung kommen sollen, die aufgrund ihrer klinischen

Prasentation bereits eine hohe Wahrscheinlichkeit fur eine MS haben (86).
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periventrikular
juxtakortikal/ kortikal
infratentoriell

Rickenmark?

1 eine Gadolinium-Aufnahme der Lisionen ist fiir die raumliche Dissemination nicht erforderlich
2 seit der 2017 revidierten Version der McDonald Kriterien diirfen nun auch symptomatische Léisionen bei Personen

mit Hirnstamm- oder Riickenmarkssyndrom beriicksichtigt werden.

Tabelle 2: McDonald MRT Kriterien fiir den Nachweis der raumlichen Dissemination basierend auf Swanton
et al., modifiziert durch Polman et al. (85,86)

1. eine neue T2-Lasion und/oder Gadolinium aufnehmende Lasion(en) sichtbar
in einer Kontroll-MRT im Vergleich zu einer Voraufnahme eines beliebigen
Zeitpunktes

2. gleichzeitiges Vorliegen asymptomatischer Gadolinium aufnehmender und

nicht aufnehmender Lasionen

Tabelle 3: McDonald MRT Kriterien fiir den Nachweis der zeitlichen Dissemination basierend auf Montalban
et al., modifiziert durch Polman et al. (85)

Neben der Durchfihrung einer MRT-Untersuchung, spielt die Aufzeichnung evozierter
Potenziale bei der Diagnosestellung der MS ebenfalls eine wichtige Rolle. Durch die
Analyse visuell evozierter Potenziale (VEP), somatosensibel evozierter Potenziale
(SSEP) und motorisch evozierter Potenziale (MEP) kénnen auch subklinische
Krankheitserscheinungen detektiert werden (2).

Eine Liquoruntersuchung ist nach den Diagnoseempfehlungen sinnvoll, aber nicht
obligat. Sie dient einerseits dem Ausschluss erregerbedingter Erkrankungen,
andererseits dem Nachweis des inflammatorischen Krankheitscharakters bei der MS.
Im Detail umfasst die Liquordiagnostik eine Zytologie, eine Bestimmung von Albumin,
lgG, IgM und IgA, den Nachweis oligoklonaler Banden sowie die Antikdrper-Synthese-
Indizes fur die neurotropen Viren Masern, Roteln, Zoster (MRZ-Reaktion). Oligoklonale
Banden (OKB) zeigen eine intrathekale IgG-Produktion an und sind der spezifischste
Liquorparameter bei der Diagnosestellung der MS. Mehr als 95 % der

Patientinnen/Patienten mit MS weisen oligoklonale Banden auf. Im Gegensatz zu den
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OKB st ein erhohter IgG-Index weniger sensitiv. Typisch bei der MS ist des Weiteren
eine lymphomonozytare Pleozytose (2,6,84).

Differenzialdiagnostisch ist u.a. der Ausschluss von infektidsen Erkrankungen,
Vaskulitiden, Kollagenosen, Leukodystrophien, einem Vitamin-B12-Mangel und
Sonderformen entzdndlich-demyelinisierender  Erkrankungen wie z.B. der
Neuromyelitis optica oder der akuten disseminierten Enzephalomyelitis erforderlich
(2,84).

2.6 Klassifikation der Multiplen Sklerose

Auch wenn die genaue Ursache der MS bisher nicht bekannt ist, hat die Forschung in
den letzten Jahren viele neue Erkenntnisse erbracht, die zu einem besseren
Verstandnis der Erkrankung und ihrer Pathogenese beigetragen haben. Um dieses
neue Wissen auch in den klinischen Alltag zu integrieren, wurde die Klassifikation der
klinischen Verlaufsformen der MS aus dem Jahr 1996 (87) im Jahr 2013 durch eine
Uberarbeitete Version ersetzt (88). Eine einheitliche und akkurate Nomenklatur der
unterschiedlichen Verlaufsformen der MS ist sowohl fur das Design zukunftiger
Studien als auch fur den Kklinischen Alltag, insbesondere die Prognose und
Therapiewahl, aber auch flr die Kommunikation unter Kolleginnen/Kollegen und mit
Patientinnen/Patienten wichtig (89).
Die ursprungliche Einteilung der MS wurde durch die US National Multiple Sclerosis
Society (NMSS) Advisory Committee on Clinical Trials in Multiple Sclerosis definiert
und beruhte ausschlielRlich auf klinischen Aspekten der MS. Die vier beschriebenen
klinischen Verlaufsformen waren die schubformig-remittierende (RR), die
schubférmig-progrediente (PR) sowie die primar (PP) und sekundar (SP) chronisch
progrediente MS. So lie3en sich die beiden Hauptgruppen schubférmiger (RR, SP und
PR) und progredienter (PP, SP, PR) Verlauf unterschieden. Weiterhin wurden die
Begriffe benigne und maligne MS definiert, um die Krankheitsschwere zu beschreiben
(87).
In der Uberarbeiteten Klassifikation der MS findet sich noch immer die Unterscheidung
zwischen schubférmigem und progredientem Verlauf, wenn auch mit mehreren
Modifikationen. So gehen nun auch die Krankheitsaktivitat und die Zunahme des
Behinderungsgrades, bezogen auf einen bestimmten Zeitraum, mit in die Beurteilung
ein. Des Weiteren ist die schubférmig-progrediente MS als eigene Verlaufsform aus
der Klassifikation ausgenommen. In diesem Fall wird nun von einer primar
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progredienten MS mit Aktivitat gesprochen. Das Klinisch isolierte Syndrom wird als
weiterer Phanotyp der MS aufgefuhrt. Dies trifft nicht auf das radiologisch isolierte
Syndrom (RIS) zu, bei welchem die Patientinnen/Patienten trotz radiologisch
nachweisbarer Lasionen keine klinischen Symptome zeigen. Zusatzlich werden
Vorschlage fur eine einheitliche und prazise Terminologie kommuniziert. So wird
empfohlen, bei Patientinnen/Patienten mit zunehmenden neurologischen
Funktionseinschrankungen aufgrund vieler Schube und/oder inkompletter Erholung
von diesen Schuben von einer ,Krankheitsverschlechterung“ zu sprechen. Das
Ausmal dieser Verschlechterung kann mit Hilfe verschiedener klinischer Skalen, zum
Beispiel der Expanded Disability Status Scale (EDSS), gemessen werden. In
Abgrenzung dazu sollte der Begriff ,Fortschreiten® der Krankheit lediglich bei
Patientinnen/Patienten mit einer progredienten Verlaufsform angewandt werden.
Diese Situation ist dann gleichzeitig auch durch eine Krankheitsverschlechterung
gekennzeichnet. Die Bezeichnung ,anhaltende Verschlechterung® soll nicht mehr
verwendet werden. Besser ist es, bei Patientinnen/Patienten mit zunehmenden
neurologischen Funktionsstorungen uber einen bestimmten Zeitraum von einer
.bestatigten Verschlechterung“ zu sprechen. Die Begriffe ,maligne” und ,benigne“ MS
sollen wenn moglich nicht mehr verwendet werden, da sie ungenau sind und zu
Missverstandnissen fiihren kdnnen (88). Unter Bertlicksichtigung dieser Anderungen

wird die MS aktuell wie folgt eingeteilt:

2.6.1 Schubformig-remittierende MS

Etwa 85 % der Patientinnen/Patienten mit MS zeigen zu Beginn der Erkrankung einen
schubformig-remittierenden  Verlauf (1,6). Dieser kann weiter in zwei
Syndromkomplexe eingeteilt werden:

Klinisch isoliertes Syndrom

Das klinisch isolierte Syndrom (KIS)/ Clinically isolated syndrome (CIS) auldert sich
durch eine subakut auftretende neurologische Funktionsstorung. So kann es zum
Beispiel zu Sehstorungen im Rahmen einer Sehnervenentziindung, zu motorischen
oder sensiblen Ausfallserscheinungen oder zu Hirnnervenstorungen kommen. Wie bei
einem MS-Schub dauern die Symptome mindestens 24 Stunden an und erreichen ihre
maximale Auspragung meist innerhalb von zwei bis drei Wochen. Das KIS tritt

definitionsgemal zeitlich und in der Regel auch raumlich isoliert auf (90).
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Mittlerweile wird davon ausgegangen, dass es sich beim KIS um die erste klinische
Prasentation einer demyelinisierenden Erkrankung wie z.B. der MS handelt und ordnet
es der Gruppe der schubférmig-remittierenden MS zu. Kommt es zu einem erneuten
klinischen Schub, handelt es sich um eine klinisch definitive MS (CDMS). Unter
Verwendung der 2017 revidierten Diagnosekriterien nach McDonald ist es moglich, bei
einigen Patientinnen/Patienten mit einem typischen KIS die Diagnose einer MS zu
stellen, ohne auf einen erneuten klinischen Schub oder eine neue Lasion in der MRT
warten zu mussen. Voraussetzungen sind der klinische oder bildmorphologische
Nachweis einer raumlichen Dissemination sowie das Vorhandensein oligoklonaler
Banden im Liquor. Des Weiteren dirfen keine anderen Liquorbefunde vorliegen, die
untypisch fur die MS waren. Andere Grinde, die die klinische Prasentation besser
erklaren konnen als eine MS durfen ebenfalls nicht vorliegen (86).

Auch beim KIS spielt die Krankheitsaktivitat eine entscheidende Rolle. Folgt dem KIS
ein klinisches oder radiologisches Event, wird von einem aktiven KIS gesprochen. In
der Regel werden in diesem Fall die Diagnosekriterien fur eine RRMS erfullt. Kommt
es weder zu einem weiteren Schub noch zu Veranderungen in der MRT, handelt es
sich um ein nicht aktives KIS (88,89).

Schubférmig-remittierende MS

Auch die schubférmig-remittierende MS im engeren Sinne wird in eine aktive und in
eine inaktive Form unterteilt. Der Beurteilungszeitraum kann dabei individuell
festgelegt werden, muss aber angegeben werden und sollte den Zeitraum von einem
Jahr nicht Uberschreiten (88,89).

Klinisch Schubférmig-
Schubformig-remittierende MS isoliertes remittierende MS
Syndrom (KIS) (RRMS)
vollstandige unvollstandige Erholung 2 =
X X X X
Erholung von von klinischen Schiiben © 2 © =
g © g ©
klinischen Schiiben  mit bleibendem Defizit 2 2

*aktiv = klinische Schiibe und/oder MRT-Aktivitat (kontrastmittelaufnehmende Lasionen; neue bzw. eindeutig in der
GroRe zunehmende Lasionen in der T2-Wichtung)

Tabelle 4: urspriingliche und liberarbeitete Unterteilung der schubférmig-remittierenden MS modifiziert
nach Lublin et al. (88,89)
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2.6.2 Progrediente MS

Sekundér progrediente MS

Haufig geht die schubférmig-remittierende MS nach einiger Zeit in ein chronisches
Stadium mit schleichender Symptomzunahme uber. Dann spricht man von einer
sekundar progredienten MS (SPMS). In diesem Stadium konnen noch klinische
Schiibe auftreten. Da der Ubergang schleichend verlauft, wird die SPMS meist
retrospektiv nach einer Phase kontinuierlicher Verschlechterung nach anfanglich
schubformigem Verlauf diagnostiziert. Auch sind bisher keine Kriterien oder Biomarker
bekannt, die den Konversionszeitpunkt vorhersagen konnen (88). Maogliche
Risikofaktoren, die zu einem frihzeitigen Eintritt in die SPMS flhren kdnnen, sind ein
mannliches Geschlecht und ein héheres Alter bei Diagnose der RRMS (91).

Primér progrediente MS

Bei 10-15 % der Patientinnen/Patienten beginnt die MS mit einer schleichenden
Zunahme neurologischer Symptome ohne klar abgrenzbaren Schibe. In diesem Fall
spricht man von einer primar progredienten MS (PPMS). Patientinnen/Patienten mit
PPMS sind bei Krankheitsbeginn im Durchschnitt etwa 10 Jahre alter als jene mit
Erstdiagnose einer RRMS, aber etwa gleich alt wie Patientinnen/Patienten mit Beginn
einer SPMS. So betragt das durchschnittliche Eintrittsalter bei der RRMS 30 Jahre und
bei der PPMS 40 Jahre. Aulierdem tritt die PPMS im Vergleich zur RRMS haufiger bei
Mannern als bei Frauen auf. Insgesamt sind allerdings Frauen und Manner gleich
haufig betroffen. 80% der Patientinnen/Patienten mit PPMS entwickeln eine spastische
Paraparese der Beine. Die zweithaufigste klinische Prasentation stellt ein

progredientes ataktisches Syndrom dar (92).

. Progrediente MS
Progrediente MS <
(primar progredient (PP) oder sekundar progredient (SP))

nicht aktiv* +

primar sekundar = schubférmig . aktiv* + . . .
aktiv* + nicht aktiv* + nicht
progredient = progredient progredient ) nicht ) )
fortschreitend™* ) fortschreitend™  fortschreitend**
(PP) (SP) (PR) fortschreitend**

(stabil)

*aktiv = klinische Schiibe und/oder MRT-Aktivitit (kontrastmittelaufnehmende Lasionen; neue bzw. eindeutig in der
GroRe zunehmende Léasionen in der T2-Wichtung)
**fortschreitend: eingeschitzt durch eine mindestens einmal jahrlich stattfindende klinische Beurteilung

Tabelle 5: urspriingliche und liberarbeitete Unterteilung der progredienten MS modifiziert nach Lublin et al.
(88,89)
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2.6.3 Krankheitsaktivitat und -fortschritt

Um die Krankheitsaktivitat einschatzen zu kdnnen, sollten Patientinnen/Patienten mit
einer schubférmigen MS mindestens einmal jahrlich klinisch untersucht werden und
eine zerebrale MRT erhalten. Patientinnen/Patienten mit progredienter Verlaufsform
sollten ebenfalls jahrlich mindestens eine klinische Untersuchung erfahren. Uneinigkeit
besteht darin, in welchen Abstanden die Anfertigung einer zerebralen Bildgebung
sinnvoll ist.

Krankheitsaktivitat liegt definitionsgemal® vor, wenn es zu klinischen Schiben
und/oder nachgewiesener Aktivitat in der MRT innerhalb eines definierten Zeitraumes
kommt. Liegen keine ausreichenden Untersuchungsergebnisse vor, spricht man von
einer ,unbestimmten® Krankheitsaktivitat. Die Beurteilung der Krankheitsaktivitat ist
insbesondere hinsichtlich des Ansprechens auf eine verlaufsmodifizierende Therapie
relevant und wurde aus diesem Grund in die aktuelle Klassifikation eingearbeitet
(88,89).

Bei Patientinnen/Patienten mit progredienter MS wird zudem der allgemeine und
schubunabhangige Krankheitsfortschritt innerhalb eines bestimmten Zeitraumes,

beispielsweise jahrlich, beurteilt (2,3).

2.7 Therapie der Multiplen Sklerose
In der Behandlung der MS kann eine immunmodulatorische von einer
symptomatischen Therapie unterschieden werden. Insbesondere die Zahl verfligbarer
Immuntherapien ist in den letzten Jahren stetig gestiegen, wohingegen viele der
symptomatischen Therapeutika bereits seit den 1970er und 1980er Jahren angewandt
werden (2,6). Im Folgenden werden allgemeine Therapieprinzipien beleuchtet und
wichtige immunmodulatorische Substanzen vorgestelit.
Immunmodulatorische Therapeutika sollen helfen, den Krankheitsverlauf zu
modifizieren und werden deshalb auch verlaufsmodifizierende Therapeutika genannt.
Wesentliche Ziele bei der Gabe dieser Medikamente sind eine Reduktion der
Schubrate, der Zahl neu auftretender Lasionen in der MRT sowie der daraus folgenden
neurologischen Behinderung. Ein weiteres wichtiges Ziel ist es, den Eintritt in eine
chronisch-progrediente Krankheitsphase nach anfanglich schubférmig-remittierendem
Verlauf zeitlich hinauszuzogern (93).
Die aktuell angewandten immunmodulatorischen Therapeutika bewirken eine
Suppression der durch autoreaktive Lymphozyten verursachten Immunreaktion. Somit
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wird Einfluss auf die entzundliche Komponente der MS genommen. Die meisten dieser
Medikamente zeigen eine gute Wirkung bei schubférmigen Verlaufen der MS und dem
KIS. Im Gegensatz dazu ist die Wirkung bei progredienten Verlaufsformen fraglich
(6,93). Allerdings ist bereits bekannt, dass die individuelle Krankheitsaktivitat eine
entscheidende Rolle fur das Ansprechen auf verlaufsmodifizierende Medikamente
spielt. Aus diesem Grund wurde sie neu in die aktuelle Klassifikation der MS
eingearbeitet (88,89).

Aus biochemischer Sicht werden bei den verlaufsmodifizierenden Medikamenten
pharmazeutische Produkte von biopharmazeutischen Produkten unterschieden.
Erstere werden im Englischen als ,new chemical entities“ (NCE) bezeichnet. Die
biopharmazeutischen Produkte tragen den Namen ,new biological entities” (NBE). Bei
den NCEs handelt es sich um kleine chemische Verbindungen, die chemisch
synthetisiert werden. Sie konnen meist oral verabreicht werden, wohingegen NBEs
parenteral appliziert werden. Da NCEs hinsichtlich ihres Zielmolekils eine geringere
Selektivitat als NBEs aufweisen, besteht eine hohere Gefahr fir Nebenwirkungen
durch Aktivitat an anderen Molekulen im Korper als dem Zielmolekil. NBEs hingegen
wirken hoch spezifisch. Sie haben ein Molekulargewicht von mehr als 1000 Dalton und
umfassen sowohl monoklonale Antikorper als auch therapeutische Proteine (93).

In der immunmodulatorischen Behandlung werden nach einem Stufenschema eine
Therapie des akuten MS-Schubes, eine Basistherapie sowie eine Eskalationstherapie
unterschieden. Das erweiterte Stufenschema aus dem Jahr 2014 umfasst neben den
neu zur Verfugung stehenden Substanzen auch eine Berlcksichtigung der
Krankheitsaktivitat (2).

Bei einer Basistherapie steht die Langzeitwirkung im Vordergrund, denn das
Voranschreiten der Erkrankung soll verlangsamt werden. Um dieses Ziel zu erreichen,
kann es notig sein, das Basistherapeutikum zu wechseln oder bei fehlender
beziehungsweise unzureichender Wirkung eine Eskalationstherapie durchzuflhren.
Nach einiger Zeit muss meist wieder auf ein Medikament der Basistherapie umgestellt
werden. Ein wichtiger Grund hierfur sind schwere Nebenwirkungen bei langfristiger
Anwendung bestimmter Medikamente. Zur individuellen Abschatzung der Sicherheit
der Therapeutika ist es wichtig, anamnestisch auch die zuvor verabreichten
Substanzen, vor allem Mitoxantron, Natalizumab und Alemtuzumab zu kennen. Die
sequenzielle, langfristige aber auch die kombinierte  Gabe einiger
immunmodulatorischer Therapeutika birgt ein erhdhtes Risiko fur schwerwiegende
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Nebenwirkungen. Derzeit gibt es weder ausreichend Daten aus Langzeitstudien noch
etablierte Modelle, mit deren Hilfe das individuelle Nebenwirkungsrisiko flr

Patientinnen/Patienten abgeschatzt werden kénnte (2,93).

2.7.1 Therapie des akuten MS-Schubes

Therapie der ersten Wahl bei einem akuten MS-Schub stellt die intravendse Gabe von
Glukokortikosteroiden (GKS) dar. Allerdings gibt es bisher keine verbindlichen
Vorgaben hinsichtlich der erforderlichen Dosis, Therapiedauer und Haufigkeit der
Anwendung. Im klinischen Alltag wird oftmals 500-1000 mg/d Methylprednisolon Uber
drei bis funf Tage verabreicht. Bei weiterbestehender Schubsymptomatik kann die
Dosis erhdht und die Verabreichung verlangert werden (2). Klinisch bewirken GKS in
vielen Fallen eine rasche Symptomruckbildung, wohingegen sich bisher keine
nachweisbaren Effekte auf die Langzeitprognose der MS zeigten (2,94).
Zugrundeliegend sind eine antiinflammatorische und immunmodulatorische Wirkung
bekannt. GKS erhdhen beispielsweise die Zahl regulatorischer T-Zellen und férdern
die Foxp3-Expression (55).

Bei Versagen der GKS-Pulstherapie oder bei Vorliegen von Kontraindikationen kann
eine therapeutische Plasmapherese (PE) oder eine Immunadsorbtion (IA) mit dem Ziel
der Antikoérper- und Komplementfaktorextraktion durchgefihrt werden. Wahrend bei
der PE Plasma durch eine albuminhaltige Substitutionslosung ersetzt wird, werden bei
der Immunadsorption Antikorper herausgefiltert und das gereinigte Plasma

anschliel3end wieder dem Kreislauf zugefuhrt (2,74).

2.7.2 Basistherapie

Zur Verhinderung weiterer Schibe wird eine Basistherapie durchgefuhrt. Bewahrte
Medikamente sind Interferon-Beta-Praparate sowie Glatirameracetat. Seit Ende 2013/
Anfang 2014 stehen zusatzlich die beiden NCEs Teriflunomid und Dimethylfumarat zur
Behandlung der schubférmigen MS zur Verfugung.

Interferon-Beta-Préparate

Therapie der ersten Wahl zur Verlaufsmodifikation der milden und der moderaten MS
stellen rekombinant hergestellte Beta-Interferone dar. Sie kamen 1993 als erste
immunmodulierende Therapeutika auf den Markt und sind aktuell zur Behandlung der

schubformig-remittierenden MS sowie beim KIS und bei sekundar progredienten
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Verlaufen mit Krankheitsaktivitat zugelassen. Zur Anwendung bei der primar
progredienten MS gibt es bisher keine ausreichende Evidenz (2).

Therapeutische Beta-Interferone leiten sich vom kdrpereigenen Fibroblasteninterferon
ab. Es handelt sich um relativ gro3e und hydrophile Molekule, sodass auch bei diesem
NBE eine parenterale Gabe erforderlich ist.

Beta-Interferone wirken auf vielfaltige Art und Weise auf das Immunsystem. Sie zeigen
eine antivirale, eine antiproliferative und eine immunmodulierende Wirkung. Letztere
scheint bei der Behandlung der MS eine besonders wichtige Rolle zu spielen. Im Laufe
der Behandlung kann es allerdings zur Bildung neutralisierender Antikorper kommen,
die eine Wirkabschwachung verursachen (2,5,6). Beta-Interferone verursachen auch
bei langer Anwendungsdauer keine schwerwiegenden Nebenwirkungen, missen aber
in Abstanden von wenigen Tagen parenteral verabreicht werden. Zur Sicherung der
Compliance und Minderung lokaler Hautbeschwerden stehen zusatzlich retardierte
Varianten zur VerflUgung. Beispielsweise bewirkt eine Konjugation mit
Polyethylenglykol (PEGylierung) eine langere Halbwertszeit (95).

Glatirameracetat

Als zweites immunmodulatorisches Therapeutikum kam Glatirameracetat auf den
Markt (5). Es wird zur Behandlung der milden oder moderaten schubférmig-
remittierenden MS und beim KIS angewandt, besitzt aber keine Zulassung zur
Behandlung der primar progredienten MS (2).

Wie die Beta-Interferone gehort auch Glatirameracetat zu den NBEs, denn strukturell
handelt es sich um ein etwa 50 Aminosauren groRes Polypeptid bestehend aus
Glutaminsaure, Lysin, Alanin und Tyrosin (5). Aufgrund dieser Zusammensetzung
besteht eine Ahnlichkeit zu MBP (6). Die immunmodulatorische Wirkung &uBert sich
unter anderem in einer Beeinflussung der Antigenprasentation und des
Zytokinhaushaltes (5).

Teriflunomid

Teriflunomid stellt einen aktiven Metaboliten des Medikamentes Leflunomid dar,
welches seit vielen Jahren in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis bekannt ist.
Der Wirkmechanismus besteht in einer reversiblen Inhibition des mitochondrialen
Enzyms Dihydroorotat-Dehydrogenase und somit einer Reduktion der Pyrimidin-de-
novo-Synthese (93,96). Da Pyrimidin ein wichtiges Substrat bei der DNA- und RNA-
Synthese ist, wirkt das Medikament insbesondere auf sich schnell teilende Zellen wie
B- und T-Lymphozyten zytostatisch (6,93,96).
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Dimethylfumarat

Abgeleitet von einem Medikament aus der Psoriasistherapie steht Dimethylfumarat
seit Anfang 2014 zur oralen Therapie der schubférmigen MS zur Verfugung. Vermutet
wird, dass das Medikament eine Reduktion von Neuroinflammation und
Neurodegeneration durch Aktivierung des endogenen zellprotektiven antioxidativen
nuclear factor erythroid-derived 2-like 2 (Nrf-2) Signalweges bewirkt (6,93,96).

2.7.3 Eskalationstherapie

Zur Behandlung einer (hoch)aktiven schubformig-remittierenden MS sind die
Medikamente Natalizumab, Fingolimod, orales Cladribin und Mitoxantron zugelassen.
Sie kommen bei Therapieversagen unter einem Basistherapeutikum oder als
Primartherapie bei einem sehr aktiven und fortschreitenden Krankheitsverlauf zum
Einsatz (2,5).

Natalizumab

Als humanisierter monoklonaler Antikérper (mAb) gehoért Natalizumab zu den NBEs
und wird parenteral verabreicht (5). Dieser therapeutische Antikorper richtet sich
gegen das Glykoprotein VLA-4 (04-Untereinheit des a4B1-und a4B7-Integrins) auf
Leukozyten (97). Hierdurch wird die Interaktion mit VCAM-1 auf Endothelzellen
verhindert und die Diapedese der Tn1-Zellen Uber die Blut-Hirn-Schranke blockiert
(5,6,96,97). Des Weiteren verhindert eine Blockade der a4-Untereinheit des a431-
Integrins die Rekrutierung weiterer Entzindungszellen in das ZNS (97).

Eine gefurchtete Komplikation unter einer Therapie mit Natalizumab ist die
Entwicklung einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML). Diese
opportunistische Infektion kommt durch eine Reaktivierung des John Cunningham (JC)
Polyomavirus zustande. Nachweisbare Antikdrper gegen das JC-Virus im Serum, eine
vorangegangene immunsuppressive Therapie und eine langere Therapiedauer (mehr
als 24 Monate) erhdhen das Risiko, eine PML zu entwickeln (2,5,6,96).

Entwickeln Patientinnen/Patienten eine PML, muss die Gabe von Natalizumab sofort
beendet werden. Zur schnelleren Elimination des Medikamentes aus dem Korper wird
haufig eine PE durchgefuhrt. Daraufhin kommt zu einer raschen Wiederherstellung der
zelluldren Immunitat und einem Ubertritt von Entziindungszellen iiber die BHS. Im
Falle einer hieraus resultierenden Entzindung des ZNS wird von einem

inflammatorischen Immunrekonstruktionssyndrom (IRIS) gesprochen. Hierbei handelt
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es sich um ein potenziell letales Krankheitsbild, welches eine intensivmedizinische
Behandlung erforderlich macht (2,98).

Fingolimod

Das NCE Fingolimod kam als erstes oral verfugbares Medikament zur Behandlung der
MS auf den Markt (5,96). Der Wirkmechanismus besteht in einer nichtselektiven
Modulation des Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptors (S1P-Rezeptor) auf der
Zelloberflache von Lymphozyten. Dieser Rezeptor spielt eine entscheidende Rolle bei
der Differenzierung und Zirkulation von T-Zellen sowie ihrem Austritt aus
Lymphknoten. Der aktive Metabolit des Medikamentes, Fingolimod-Phosphat, bewirkt
eine Degradation des S1P-Rezeptors. Hierdurch werden aktivierte T-Zellen an der
Emigration aus den Lymphknoten gehindert. Dartber hinaus wird ein direkter Effekt
auf das zentrale Nervensystem vermutet, da das Medikament die BHS Uberqueren
kann und sich S1P-Rezeptoren auch auf Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten und
Endothelzellen befinden (5,6,96).

Orales Cladribin

2017 wurde Cladribin als weiteres oral verfugbares Medikament zur Behandlung der
schubformigen MS mit hoher Krankheitsaktivitat zugelassen. Hierunter konnte in
Studien eine signifikante Verringerung der jahrlichen Schubrate sowie einer EDSS-
Progression gezeigt werden. Cladribin ist ein synthetisch modifiziertes Analogon des
Desoxyadenosins und bewirkt als Antimetabolit u.a. eine gestorte Zellteilung (99).
Mitoxantron

Bei dem Zytostatikum Mitoxantron handelt es sich um ein synthetisches Anthrazyklin
mit  antineoplastischen, antiinflammatorischen und immunmodulatorischen
Eigenschaften. Dieser Typ I Topoisomerasehemmer stort die DNA-Synthese und
DNA-Reparaturmechanismen. Auf diese Weise wird unter anderem die Aktivitat von
Lymphozyten und Makrophagen sowie die Antikorperproduktion gehemmt (100).
Mitoxantron kann als Eskalationstherapeutikum und bei der Behandlung der SPMS
eingesetzt werden. Die Zulassung wurde auf einen EDSS von 3-6 begrenzt. Daruber
hinaus kann allerdings bei rascher Krankheitsprogredienz ein individueller Heilversuch
auch jenseits eines EDSS von 6 unternommen werden. Auch die Behandlung einer
PPMS mit Mitoxantron stellt einen individuellen Heilversuch dar, da es hierfur bislang

keine ausreichenden Daten hinsichtlich des Nutzens und der Sicherheit gibt (2,100).
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Alemtuzumab

Seit Anfang 2014 ist das Medikament Alemtuzumab zur Behandlung aktiver Formen
der MS in Europa zugelassen. Es handelt sich um einen humanisierten monoklonalen
Antikorper gegen CD52 auf der Zelloberflache von Lymphozyten, NK-Zellen,
Monozyten und Makrophagen. Alemtuzumab bewirkt eine rasche und langanhaltende
Depletion dieser Zellpopulationen. Nachfolgend kommt es zu einer Repopulation mit
einem verstarkten Anteil regulatorischer T-Zellen und T-Gedachtniszellen. Trotz seiner
guten Wirkung wird Alemtuzumab aufgrund der langanhaltenden Lymphopenie und
eines ungunstigen Nebenwirkungsprofils bisher lediglich bei Patienten angewandt, bei
denen mindestens zwei andere Medikamente keine ausreichende Wirkung zeigten.
Die genaue Indikation zur Anwendung von Alemtuzumab bei der MS wird sich erst in

den nachsten Jahren zeigen (93,96,97).

2.7.4 Therapie der Zukunft

Die Behandlung mit unselektiven Immunsuppressiva wie Mitoxantron oder
Cyclophosphamid geht mit starken Nebenwirkungen und Sicherheitsrisiken einher.
Behandlungsziel muss daher eine  hochspezifische = Modulation  der
Pathomechanismen bei der MS sein. Neben Natalizumab und Alemtuzumab erflllen
bereits einige neu auf den Markt gekommene Substanzen diese Anforderung (96).
So wurde im Mai 2016 der humanisierte mAb Daclizumab zur Behandlung der
schubformig-remittierenden MS zugelassen (101). Er richtete sich gegen CD25, eine
Untereinheit des Interleukin-2 (IL-2) -Rezeptors auf der Zelloberflache von aktivierten
T-Zellen.  Aufgrund der  Beobachtung  schwerer  Leberschaden und
Meningoenzephalitiden unter einer Therapie mit Daclizumab wurde der Wirkstoff
Anfang Marz 2018 allerding wieder vom Markt genommen (2).

Die ebenfalls hoch spezifischen therapeutischen Antikérper Rituximab, Ocrelizumab,
Ofatumumab und Ublituximab richten sich gegen CD20 auf der Zelloberflache von B-
Zellen und bewirken eine Depletion sowohl von Pra-B-Zellen als auch von reifen B-
Zellen. Vorlauferzellen aus dem Knochenmark sowie Plasmazellen werden nicht
beeinflusst (96).

Rituximab ist ebenso wie Ublituximab ein chimerisierter mAb mit einem humanen
Anteil von etwa 60 %. Die variablen Domanen des Antikdrpers stammen von der Maus.
Bisher besitzt Rituximab keine Zulassung fur die Behandlung der MS (2,96,102).
Ublituximab befindet sich derzeit in klinischen Phase-IlI-Studien (102).
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Der humanisierte mAb Ocrelizumab besitzt lediglich murine Antigenbindungsstellen.
Durch seinen vorwiegend humanen Anteil soll die Vertraglichkeit des Medikamentes
verbessert werden. Dieses Ziel wird auch durch eine vollstandige Humanisierung
therapeutischer Antikorper, beispielsweise bei Ofatumumab, verfolgt (96).
Ocrelizumab wurde im Marz 2017 zur Behandlung nicht nur der RRMS sondern
erstmals auch der PPMS zugelassen. Ofatumumab wird zur Zeit noch in klinischen
Phase-llI-Studien getestet (102,103).

Neben einer immer spezifischeren und somit nebenwirkungsarmeren
immunmodulatorischen Therapie gibt es noch weitere, bisher allerdings noch ferne
Forschungsziele.

So existierten bisher keine wirksamen Medikamente zur Verlaufsmodifikation
progredienter MS-Formen. Die individuelle Feststellung der Krankheitsaktivitat
ermoglicht allerdings eine weitere Unterteilung dieser Verlaufsform sowie eine vage
Abschatzung der Erfolgsrate einer immunmodulatorischen Therapie. Erstmals wurde
auf dieser Grundlage nun in den USA ein Medikament auch fur die SPMS mit
Krankheitsaktivitat zugelassen. Hierbei handelt es sich um den selektiven S1P-
Rezeptor-Modulator Siponimod, eine Weiterentwicklung von Fingolimod. Daruber
hinaus kommt Siponimod bei der RRMS und dem KIS zum Einsatz (104).

Letztlich wird aber nur die Erforschung der zugrundeliegenden pathophysiologischen
Mechanismen Klarheit und gezielte Therapieoptionen hervorbringen. Es gibt bereits
Hinweise darauf, dass das angeborene Immunsystem bei progredienten
Verlaufsformen eine entscheidende Rolle spielt. Eventuell ergeben sich hieraus neue
therapeutische Ansatze (55).

Ein sehr spezifischer Therapieansatz konnte sich auch aus der genauen Identifikation
MS-relevanter Autoantigene ergeben. Denkbar sind in diesem Zusammenhang
Nanopartikel, die mit an MHC Klasse Il gebundenen krankheitsrelevanten Peptide
beladen sind (103,105,106).

Aktuelle Forschungsarbeiten verfolgen zum anderen das Ziel, remyelinisierende
Prozesse durch Therapeutika zu initiieren bzw. zu unterstitzen (96). Dies wird mithilfe
des vollstandig humanisierten mAb Opicinumab verfolgt. Durch eine Blockade von
LINGO-1 kommt es zu einer Differenzierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen.
Opicinumab wird derzeit in einer Phase-II-Studie reevaluiert (102). Dartber hinaus gibt
es Uberlegungen, Schwann-Zellen zu transplantieren, da in Tierversuchen gezeigt
werden konnte, dass transplantierte Schwann-Zellen gezielt in demyelinisierte Areale
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einwandern und eine Remyelinisierung bewirken konnen. Eine entsprechende
klinische Studie wurde allerdings aufgrund fehlender Wirkung abgebrochen (107).
Nicht nur in demyelinisierten Gehirnarealen, sondern auch im angrenzenden
Parenchym und in der makroskopisch intakten weilRen Substanz kommt es im Laufe
der Erkrankung zu axonalen Schadigungen. Es wird vermutet, dass eine moglichst
frhzeitige Behandlung wahrend der Entstehung neuer Lasionen die Degeneration von
Axonen verhindern kdnnte (108). Hierfur stehen allerdings noch keine Therapeutika
zur Verfugung.

Aulerdem werden dringend aussagekraftige Biomarker benotigt, um den individuellen
Krankheitsverlauf von Patientinnen/Patienten vorhersagen und auf dieser Grundlage
eine bestmogliche Therapie durchfiuhren zu kdénnen. Dabei spielen sowohl die
Modifikation des Krankheitsverlaufes als auch das langfristige Sicherheitsprofil eine
entscheidende Rolle (93). Auch reagieren nicht alle Menschen gleich auf die
unterschiedlichen Medikamente. Es spielt beispielsweise eine entscheidende Rolle,
welche Untergruppe der T-Zellen maRgeblich an der Pathogenese der MS beteiligt
sind. Patientinnen/Patienten mit vielen Tu17-Zellen und einem hohem Serumwert an

IL-17 sprechen nicht so gut auf IFN- an wie jene mit vorwiegend Tn1-Zellen (55).

2.8 Hintergrund der Arbeit und Zielsetzung

Trotz intensiver Forschung konnte die genaue Pathogenese der MS bislang nicht
vollstandig aufgeklart werden. Insbesondere die Targetstrukturen krankheitsrelevanter
myelinreaktiver CD4* T-Zellen sind bislang unklar (1,6). Ziel der vorliegenden Arbeit
ist es daher, die peptidspezifische zellulare Immunantwort einiger MS
Patientinnen/Patienten genauer zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden
Lymphozyten von Patientinnen/Patienten mit unterschiedlichen Verlaufsformen der
MS sowie von gesunden Kontrollpersonen mit einer Reihe Peptide stimuliert und die
Reaktivitat der Zellen mit Hilfe von IFN-y- sowie IL-17-ELISpots bestimmt (Abb. 4).
Dabei wurden 29 verschiedene Peptide als mogliche neue Autoantigene untersucht.
Die ursprunglich HLA-gebundenen Strukturen wurden aus den Gehirnen von HLA-
DR15" MS Patientinnen/Patienten eluiert und nach Identifikation ihrer
Aminosauresequenz synthetisiert. Dieser Vorgang erfolgte in Kooperation mit Frau Dr.
Sabrina Haag sowie Herrn Prof. Dr. Wiesmdller (Kap. 3.5).
Des Weiteren erfolgte eine Untersuchung moglicher Zusammenhange zwischen den
Serumparametern Vitamin D, Cholesterin, TSH und fT4 und der ex-vivo Reaktivitat der
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T-Lymphozyten. Dies diente der Untersuchung moglicher pathogenetischer

Einflussfaktoren sowie der Suche nach geeigneten Biomarkern (Abb. 1).

Gruppe 1: Gruppe 2: Gruppe 3:
Kontrollpersonen aktive Patientinnen/Patienten inaktive Patientinnen/Patienten

‘ Isolierung von PBMC aus Vollblut l

l

Stimulation der PBMC mit
eluierten Peptiden anderer
Patientinnen/Patienten mit MS
im ELISpot-Verfahren

l

Bestimmung der Spontanaktivitat
sowie der spezifischen
Reaktivitat gegenuiber den —
einzelnen Peptiden in einer
ersten Kohorte

|

Korrelation der Spotzahlen mit
Serumparametern der Gruppen
1-3

Peptide aus dem ZNS*

Patientinnen/Patienten mit MS
Elution HLA-gebundener

Reevaluation der Ergebnisse
in einer zweiten Kohorte

Abbildung 1: Flowchart des Vorgehens bei diesem Projekt

Die Flowchart zeigt schematisch die einzelnen Vorgehensschritte bei diesem Projekt. "Herkunft der Peptide s. Kap.
3.5
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3 Material und Methodik

3.1 Materialliste

3.1.1 Laborgerate

Centrifuge 5810R
Centrifuge 5418R
CO2-Inkubator HERAcell® 150
Herasafe™ KS biologische
Sicherheitswerkbank der
Klasse Il

LCD Kaltlichtquelle KL 1500
Leica MS5 Stereomikroskop
FlUssigkeits-Absaugsystem
BVC control

ImmunoSpot® Analyzer

Laborkuhlschrank
Laborgefrierschrank
Forma™ -86°C
Ultratiefkiihlschrank
Lichtmikroskop Olympus
CK30

Pipetboy acu 2

Mehrkanalpipette
Transferpette®-12
Mehrkanalpipette Research®
plus, 8-Kanal, 10-100pl
Einkanalpipetten Research®
plus 0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, 10-
100 pl, 100-1000 pl

Multipette® M4
Vortex-Reagenzglasmixer
Vertikaler Standautoklav
Eismaschine Scotsman AF
100

Wasserbad

Stickstofftank Espace 331 Air
Stickstofflagerbehalter
Cryotherm Apollo®

3.1.2 Verbrauchsguter

5811000622
5401000013
5536022
51022482

150.200
nicht bekannt
727201

nicht bekannt

9005382168356

LH-G5216
88400V

73640-5

155 019
703732
3122000035

3120000011,
3120000020,
3120000046,
3120000062
4982000012
7-2020
Systec V-150
AF100

WBO07
152441
78400571

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Schott AG, Mainz; DE

Leica, Wetzlar, DE

Vacubrand GmbH + Co KG, Wertheim,
DE

Cellular Technology Limited (CTL),
Shaker Heights, US

Liebherr, Kirchdorf an der lller, DE
Liebherr, Kirchdorf an der lller, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Marshall Scientific, Hampton, US

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal,

DE
Brand GmbH & Co KG, Wertheim, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE
neolab, Heidelberg, DE
Systec GmbH, Linden, DE
Scotsman®, Vernon Hills, US

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, DE
Air Liquide Medical GmbH, Paris, FR

Kryotherm GmbH & Co. KG, Kirchen, DE

CELLSTAR® Serologische 604107, 710107, Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
Pipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 606107, 607107, AT

ml, 25 ml 760107

CELLSTAR® Rohrchen 50 ml 227261, 188271 Greiner Bio-One GmbH, Kremsmudinster,
und 15 ml, PP, konischer AT

Boden, steril

CRYO.S™, PP, steril 121261 Greiner Bio-One GmbH, Kremsmdinster,

AT

Nalgene™ Kryoréhrchen 5000-0020 Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
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DNA LoBind Tube 1,5 ml

Transferpipette 3,5 ml
Zellkulturplatten 96 well,
Rundboden, Nunclon™ Delta
Oberflache

Zellkulturplatten 96 well,
Flacchboden

SafeSeal SurPhob Spitzen, 10
pl, 20 pl, 100 pl, 200 ul, 1250
ul, steril

Zellkulturflaschen, Nunc™
unbehandelte Kolben

sterile Spritzenfilter 0,22 um,
0,45 uym mit PVDF Membran
sterile Spritzenfilter 0,2 ym
Combitips advanced® 0,2 ml,
1ml, 5ml

Peha-softe nitrile FINO,
puderfreie Einmal-
Untersuchungshandschuhe
Kleenex® Kosmetiktlicher

sterile Kanilen 27 G, 22G,
18G

epT.l.P.S. Pipettenspitzen 2-
200 pl, 20-300 pl, 50-1000 pl

Pipettenspitzen 20 ul, farblos
Haemacytometer-Deckglaser

Cellstar® Zellkulturschalen,
PS, 145/20 mm, steril
Zahlkammer Neubauer
improved 0,1 mm

BD Plastipak™ Spritze, 20 ml,
luer lock-Ansatz

Spritze, 50 ml, luer lock-
Ansatz mit Kanule

0030108051

86.1171
163320

92096

VT0200, VT0220,
VT0230, VT0240,
VT0270
156800

SLGVO013SL,
SLHVO013SL
83.1826.001
0030089626,
0030089642,
0030089669

9421974

21400

302200, 300900,
304622
0030000870,
0030000900,
0030000919
70.1116

L189.1

639160
0640010
300629

9000701

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Phosphatgepufferte
Salzlésung

Lymphoprep ™

Ultra pure water, steril
Dimethyl sulfoxide, steril
filtriert

Trypanblau (C.1.23850)

Tarks Losung
Ethanol, 299,8 %
Phytohaemagglutinin

D8537

07851
L0015
D2438

CN76.1
1092770100

SZBE0350V
L8754

Eppendorf AG, Hamburg, DE

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

TPP®, Trasadingen, CH

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Merck Millipore, Billerica, US

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Paul Hartmann AG, Heidenheim an der
Brenz, DE

Kimberley-Clark Professional® Roswell,
us

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, US

Eppendorf AG, Hamburg, DE

SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht, DE
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DE

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmiinster,
AT

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, DE

Becton Dickinson, Franklin Lakes, US

Fresenius Kabi, Bad Homburg, DE

SIGMA-ALDRICH?®, St. Louis, US

Stemcell Technologies, Vancouver, CA
Merck Millipore, Billerica, US
SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, US

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
DE

Merck Millipore, Billerica, US
SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, US
SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, US
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3.1.4 Kits

Human IFN- y ELISpotPRO
Human Interleukin-17A
ELISpotPLus

innuPREP Blood DNA Mini Kit

3.1.5 Peptide

WWNNNNMNMRNNNN= A o a2
SO0 0P NONRWDNOONODARWN2OO©OXNOR~WN =

3.1.6 Zellkulturmedie

Fotales Bovines Serum (FBS)

L-Glutamine (200mM)
Penicillin-Streptomycin
(10,000 U/ml)

RPMI 1640 Medium

3420-2APW-10
3520-2HW-Plus

845-KS-1020250

MEVEDNRSQVETD
DFDPLPPVTSPVKAPTPSG
YIIDNKGIDSDA
RISPDQGQQFAQML
YSIITPNILRL
SVSNWVITK
TTYNYAVLK
HGSKYLATASTMD
KNIVTPRTPPPSQ
ATYNFAVLK
DLSQVAAISNDLK
SVNGKVLSK
GGSVYKYASFQVENDQ
AVVEPYNSILTTHTT
LERIQIQEAAKKKPG
YAVAVVKKDSG
EQVFSKYGQISE
VISLEGKPL
AVNAHSNILK
LRVAPEEHPVL
MNNREVLEQVEHGY
RVAPEEHPVLLTEAPLNPK
SNTPILVDGKDVMPEVN
ASAIKSmFSGE
KNIIDAFNGGISLV
DVIDNDSWRIW
VVNrLLTPTHSF
KNIVTP-CIT-TPPPSQ
VVN-Cit-LLTPTHSF

n und Zusatze

S 0115
25030081
15140122

21875-034

3.1.7 Desinfektionsmittel

Desinfektionsmittel Purse
A Xpress

Mucasept®-A
Handedesinfektion
Manisoft® Handseife

pt®- 230131
230063

3087070

Mabtech AB, Nacka Strand, SE
Mabtech AB, Nacka Strand, SE

Analytikjena, Jena, DE

Herkunft der Peptide s. Kap. 3.5

Merck Millipore, Billerica, US

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, DE

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, DE

Ecolab® Healthcare, St. Paul, US
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3.1.8 Software

ImmunoSpot® SOFTWARE nicht bekannt Cellular Technology Limited (CTL),
Shaker Heights, US

GraphPad Prism 7 nicht bekannt GraphPad Software, Inc., La Jolla, US

IBM® SPSS® Statistics nicht bekannt IBM, Armonk, US

Version 23

Office 365 ProPlus nicht bekannt Microsoft Corporation, Redmont, US

UniProt Datenbanken nicht bekannt UniProt Consortium

3.2 Isolierung und Kryokonservierung von mononuklearen Zellen

des peripheren Blutes

Zur Isolierung der PBMC wurde Patientinnen/Patienten der Klinik und Poliklinik fiir
Neurologie der Universitdt Regensburg am Bezirksklinikum Regensburg sowie
gesunden Kontrollpersonen periphervendses Blut enthommen. In der Patientengruppe
befanden sich Personen mit unterschiedlichen Verlaufsformen einer MS.

Eine Koagulation der Proben wurde durch Heparinisierung verhindert. Die Isolierung
erfolgte nach dem Prinzip einer Dichtegradientenzentrifugation. Dabei wurde nach
dem Protokoll von Riedhammer et al. (109) vorgegangen. Zunachst wurde das Blut im
Verhaltnis 1:3 mit PBS verdunnt und anschlief3end vorsichtig je 30 ml verdinntes Blut
auf 15 ml des Dichtegradientenmediums Lymphoprep™ aufgetragen. Dann erfolgte
eine Zentrifugation bei 800 g und 18 °C flr 25 Minuten. Zur Erhaltung des Gradienten
lief die Zentrifuge ungebremst aus. Nach der Zentrifugation hatten sich die
Erythrozyten und Granulozyten auf dem Boden des Gefales abgesetzt. Die PBMC
bildeten aufgrund ihrer spezifischen Dichte eine Interphase zwischen Lymphoprep™
und dem Blutplasma. Mit einer Transferpipette wurden die PBMC abgenommen und
in reichlich PBS gewaschen. Danach wurde bei 150 g und 4 °C fur 10 Minuten bei
abgeschalteter Bremse zentrifugiert und der gleiche Waschschritt mit RPMI 1640
Medium wiederholt. Das Pellet wurde anschlief3end in RPMI 1640 Medium mit 10 %
FBS, 1% 200 mM L-Glutamin sowie 1 % Penicillin/ Streptomycin resuspendiert. Die
Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop
bestimmt. Die Farbung mit Trypanblau ergab die Zahl der vitalen Zellen. Zur
spezifischen Bestimmung der Anzahl der PBMC wurde zusatzlich mit Turkscher
Losung gefarbt. Da nicht immer mit frisch isolierten PBMC gearbeitet werden konnte
und auch zu einem spateren Zeitpunkt Zellen zur Verfugung stehen sollten, wurden
die PBMC in Aliquots zu je 5 x 108 Zellen/ml kryokonserviert. Als Einfriermedium diente
20 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in FBS. Das Endverhaltnis von Zellmedium zu

Einfriermedium betrug 1:1. Durch die schrittweise Zugabe und das Einfrieren der
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Zellen bei -80 °C innerhalb von zehn Minuten nach Kontakt mit DMSO wurde der Anteil
Uberlebender Zellen erhdht. Die endglltige Lagerung der Zellen erfolgte in fllissigem
Stickstoff.

Zusatzlich wurden jeder/m Spender/in mehrere Serum-Monovetten sowie eine EDTA-
Monovette Blut entnommen. Die Serum-Monovetten wurden bei 21 °C mit 3000 rpm
fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Aliquots zu je 500 pl bei -80 °C
eingefroren und spater ebenfalls in flissigen Stickstoff Uberfihrt. Die EDTA-
Monovetten wurden bei -20 °C eingefroren. Des Weiteren wurde aus den isolierten
PBMC jeweils ein RNA-Lysat hergestellt. Hierzu wurden 2x108 Zellen zweimal bei 21
°C und 300 rpm far 10 Minuten in PBS gewaschen. Anschlieiend wurden 350 pl
lysierender RLT Puffer hinzugegeben und das entstandene Lysat bei -80 °C
eingefroren. Insgesamt konnte so die umfangreiche Probensammlung der

Arbeitsgruppe erweitert werden.

3.3 Auftauen von PBMC

Die aufgetaute Zellsuspension wurde zugig in ein aquivalentes Volumen Zellmedium
Uberfuhrt, um das fur die Zellen toxische DMSO zu verdinnen. Im Abstand von jeweils
etwa drei Minuten wurde zweimal das gleiche Volumen Zellmedium hinzugegeben und
anschlielend bei Raumtemperatur mit 1000 rpm fur 10 Minuten bei abgeschalteter
Bremse zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde mit RPMI 1640 Medium ohne Zusatze
wiederholt. Danach wurden die PBMC in Zellmedium resuspendiert und die Zellzahl

nach der Farbung mit Trypanblau lichtmikroskopisch ermittelt.

3.4 Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISpot)

Die ELISpot-Methode wurde erstmals 1983 von Czerkinsky et al. (110) beschrieben
und ermoglicht den spezifischen Nachweis sezernierter Zytokine. Daruber hinaus kann
die Anzahl zytokinsezernierender Zellen bestimmt werden (110,111).

Bei dieser Methode werden in einer Kokultur Zellen und maégliche Stimuli auf einer
Polyvinylidenfluorid-Membran inkubiert. An diese Membran wurde zuvor ein Antikorper
immobilisiert, der den nachzuweisenden Analyten binden kann. Je nach Antikorper
konnen unterschiedliche Proteine wie z.B. verschiedene Zytokine nachgewiesen
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden der mAb 1-D1K (Mabtech, Nacka Strand,

SE) zum Nachweis von humanem Interferon-y (IFN-y) sowie der mAb MT44.6 (10
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pug/ml, Mabtech, Nacka Strand, SE) zum Nachweis von humanem Interleukin (IL) -17A
verwendet.

Der Erstantikdrper bindet das von den Zellen sezernierte Zytokin. Nach der
Inkubationszeit werden die Zellen verworfen und ein enzymgekoppelter
Zweitantikorper hinzugefugt, welcher den nachzuweisenden Analyten ebenfalls bindet.
Das humane IFN-y wurde durch den biotinylierten mAb 7-B6-1 (1 pg/ml, Mabtech,
Nacka Strand, SE) gebunden. FlUr den Nachweis von humanem IL-17A kam der
biotinylierte mAb MT504 (0,5 ug/ml, Mabtech, Nacka Strand, SE) zum Einsatz. Biotin
bindet mit einer sehr hohen Affinitat an Streptavidin, welches beim IFN- y-ELISpot mit
dem Enzym alkalische Phosphatase (ALP), beim IL-17A-ELISpot mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase konjugiert wurde.

Die abschlieBRende Zugabe einer Substratlosung fuhrt zu einer enzymatischen
Farbreaktion und der Bildung eines prazipitierenden Produktes. Dieses ist
anschlie3end als Punkt, im Englischen ,Spot*, auf dem Boden der Platte sichtbar. Bei
den verwendeten Substratidbsungen handelte es sich beim IFN-y-ELISpot um
BCIP/NBT-plus, beim IL-17A-ELISpot um 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB).

Jeder dieser Spots reprasentiert genau eine zytokinsezernierende Zelle. Die
Auszahlung der Spots pro well kann sowohl maschinell als auch manuell unter dem
Lichtmikroskop erfolgen. Grundlage samtlicher statistischer Auswertungen dieser
Arbeit bildeten die manuell ausgezahlten Werte. Das Einlesen der ELISpot-Platten mit
Hilfe des ImmunoSpot® Analyzers von C.T.L. diente der Digitalisierung und
Archivierung der Ergebnisse. Abb. 2 zeigt exemplarisch das mit Hilfe der ImmunoSpot®
Software erstellte Abbild einer ELISpot-Platte nach Koinkubation von PBMC der

Patientin MS_01 und verschiedenen Peptiden.
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Abbildung 2: exemplarisches Bild einer ELISpot-Platte

Abgebildet ist die IFN-y-ELISpot-Platte nach Inkubation von PBMC der Patientin MS_01 in Anwesenheit von
verschiedenen Peptiden.

Die Inkubationszeit aller im Rahmen dieses Projektes durchgeflihrten ELISpots betrug
48 h bei 37 °C, 5 % CO2 sowie wasserdampfgesattigter Atmosphare.

In jedes well wurden 200.000 Zellen ausgesat. Die eluierten Peptide sowie
Phytohamagglutinin (PHA) als Positivkontrolle wurden mit einer Konzentration von 3
pug/ml hinzugegeben. Zur Erkennung eines mdglichen direkten Effektes des DMSO, in
welchem die Peptide gelést waren, wurde auch die Aktivitat gegenlber der
entsprechenden Konzentration an DMSO in RPMI Medium gemessen. Zusatzlich
wurde in einer Negativkontrolle die Spontanaktivitat gemessen.

Bei samtlichen IFN-y-ELISpots wurden Dreifachbestimmungen, bei den IL-17A-
ELISpots Zweifachbestimmungen durchgefihrt.

Es wurde nach den Herstellerprotokollen ELISpotP’R° for Human IFN-y und
ELISpotPtVUS for Human IL-17A von der Firma Mabtech (Nacka Strand, SE)
vorgegangen.

3.5 Herkunft der getesteten Peptide

Die Elution der HLA-gebundenen Peptide aus den Gewebeproben verstorbener HLA-
DR15* MS Patientinnen/Patienten erfolgte durch Frau Dr. Sabrina Haag. Die
anschliellende Synthese der bei diesem Projekt verwendeten Peptide wurde von Prof.

Dr. Wiesmdller der EMC microcollections GmbH in Tibingen durchgefiihrt. Die Peptide

50



Material und Methodik

mit den Nummern 19 und 21 kamen bei dem durchgefuhrten Syntheseverfahren nicht

zustande. Dies erklart die luckenhafte Peptidnummerierung.

3.6 Gewinnung von Studienteilnehmerinnen/Studienteilnehmern

Die getesteten MS Patientinnen/Patienten befanden sich in Beratung und/oder
Behandlung an der Kilinik und Poliklinik flir Neurologie der Universitdt Regensburg am
Bezirksklinikum Regensburg. Sie willigten schriftlich in ihre Teilnahme an dieser Studie
ein. Die Prufung und Zulassung der Studie auf den Arbeitsgruppenleiter Herrn
Professor Dr. med. Dr. Robert Weillert erfolgte durch die Ethikkommission der
Universitat Regensburg (Zulassungsnummer: 12-101-0004). Daruber hinaus wurden
samtliche ethische Standards der Deklaration von Helsinki und ihren revidierten
Fassungen eingehalten. Die Rekrutierung der  Studienteilnehmerinnen/

Studienteilnehmer erfolgte zwischen 2012 und 2016.

3.7 Bestimmung der Serumparameter
Die Messung der Serumparameter erfolgte freundlicherweise durch Frau Tanja
Weinfurtner vom Klinisch Chemischen Labor der Medbo am Bezirksklinikum

Regensburg.

3.8 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen der gewonnenen Daten wurden mit der Software SPSS®
Statistics Version 23 sowie GraphPad Prism 7 durchgefuhrt. Letztere diente des
Weiteren der Erstellung der Grafiken. P-Werte kleiner als p=0.05 wurden als statistisch
signifikant angenommen. Zur Testung einer Normalverteilung wurde stets der
D’Agostino und Pearson Test verwendet.

Zwei Kontrollpersonen mussten von den Auswertungen exkludiert werden. Dies kann
begriundet werden durch einen anderen genetischen Hintergrund einer der beiden
Personen und eine ausgepragte unspezifische IFN-y-Sekretion bei der anderen
Person. Diese kam eventuell durch eine Verunreinigung bei der PBMC-Isolierung
zustande. Des Weiteren wurde bei der Analyse der TSH-Werte der Patient MS_04 aus
der aktiven Gruppe ausgenommen. Sein TSH-Wert lag bei 33,01 plU/ml und damit
deutlich dber dem Normwert. Eine Schilddrusenerkrankung war allerdings nicht

vorbekannt.
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Zunachst erfolgte die Berechnung der Mittelwerte der im ELISpot pro Peptid
gewonnenen Zweifach- bzw. Dreifachbestimmungen. Diese Mittelwerte wurden
anschliellend zunachst fur jede Person separat ohne und nach Abzug des DMSO-
Mittelwertes von allen Mittelwerten gemeinsam mit dem standard error of the mean
(SEM) grafisch dargestellt. Anschlielend wurden pro Peptid die gepoolten Mittelwerte
der einzelnen Gruppen (Kontrollpersonen, alle MS-Patientinnen/Patienten, aktive und
inaktive Patientinnen/Patienten) sowie der SEM grafisch aufgetragen. Die fur zwei
getrennte Kohorten durchgefuhrten IFN-y-ELISpots wurden dabei separat analysiert.
Des Weiteren erfolgte eine grafische Gegenuberstellung der nach Gruppen gepoolten
Mittelwerte der Anzahl der IFN-y- bzw. IL-17-Spots/200.000 PBMC nach Inkubation in
Anwesenheit der Peptide 6, 7 und 10.

Zur besseren Veranschaulichung wurden die Verhaltnisse der berechneten Mittelwerte
gegenuber der jeweils individuellen Hintergrundaktivitat (Mittelwert der Spots in den
DMSO wells = DMSO-Mittelwert) farbcodiert im Sinne einer heat map dargestellt. Einer
zweifach, dreifach, vierfach oder mindestens flinffach hoheren Spotzahl nach
Inkubation mit einem Peptid als dem DMSO-Mittelwert wurde jeweils ein Farbton
zugeordnet. Eine positive Reaktion wurde bei einer mindestens zweifach hdheren
Spotzahl im Vergleich zum DMSO-Mittelwert angenommen. In Einzelfallen war es aus
mathematischen Grinden notwendig, einen DMSO-Mittelwert von null durch den
Zahlenwert 0,001 zu ersetzen.

Bei der rechnerischen Auswertung der heat maps wurde die Anzahl der positiven
Reaktionen (=farbige Kastchen) bezogen auf die Gesamtkastchenzahl (Anzahl der
Personen x 29) betrachtet. Anschliefend wurden mogliche Unterschiede in diesem
Verhaltnis zwischen den einzelnen Gruppen getestet. Bei fehlender Normalverteilung
wurde der Mann-Whitney U Test angewandt. Zur mathematischen Darstellung der
unterschiedlichen Diversitat in der Reaktivitat gegenuber den einzelnen Peptiden
zwischen den Gruppen wurde diese Berechnung zusatzlich nach Abzug der Peptide
6, 7 und 10 durchgefuhrt.

Ein direkter Gruppenvergleich der Mittelwerte diente der grafischen Darstellung und
statistischen Testung moglicher Unterschiede in der Reaktivitat gegenuber den
Peptiden 6, 7 und 10 und der Spontanaktivitat zwischen den einzelnen Gruppen. Bei
fehlender Normalverteilung erfolgte die Durchfiihrung des Mann-Whitney U-Test bei

zwei Gruppen, bzw. des Kruskal-Wallis-Tests bei drei Gruppen. Zeigten sich hierbei
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signifikante Unterschiede wurde als Post-hoc-Test der Dunn’s Test fur eine paarweise
Vergleichstestung angewandt.

Bei der statistischen Analyse der Serumparameter wurden die Ergebnisse der IFN-y-
ELISpots beider Kohorten separat sowie gepoolt betrachtet.

Es erfolgte eine nach Gruppen getrennte Korrelation jeweils eines der vier
gemessenen Serumparameters mit der spezifischen Reaktivitat der PBMC gegenuber
jeweils einem der Peptide 6, 7 und 10 sowie der Spontanaktivitat. Anschlieiend wurde
diese Korrelation mit der Reaktivitat gegenlber den Peptiden 6, 7 und 10 gleichzeitig
durchgefuhrt. Die Anzahl der spezifischen Zytokin sezernierenden Zellen wurde hierzu
durch Abzug der Spotzahl in der Negativkontrolle (DMSO) von jener nach
Peptidinkubation ermittelt. Negative Werte wurden aus logischen Griinden durch null
ersetzt.

In einem direkten Gruppenvergleich wurden madgliche Unterschiede der gemessenen
Serumparameter zwischen den einzelnen Gruppen grafisch dargestellt und statistisch
getestet. Je nach Vorliegen einer Normalverteilung wurde der Mann-Whitney U Test

oder der ungepaarte T-Test verwendet.
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4 Ergebnisse
4.1 Charakteristika der getesteten MS Patientinnen/Patienten und

Kontrollpersonen

Unter den im Rahmen dieser Arbeit getesteten MS Patientinnen/Patienten befanden
sich 52 Personen mit einer RRMS, 3 Personen mit einer SPMS sowie 6 Falle eines
KIS.

Insgesamt zeigten 32 dieser Patientinnen/Patienten keine aktuelle klinische oder
bildmorphologische Krankheitsaktivitat und wurden im Folgenden als inaktiv
bezeichnet. Im Gegensatz dazu konnten bei 29 Personen klinische Schube und/oder
MRT-Aktivitat als Zeichen einer floriden Krankheitsaktivitat ausgemacht werden. Sie
wurden daher als aktiv klassifiziert. Die Blutentnahme erfolgte bei diesen Probanden
zumeist vor der Verabreichung von Steroiden. Tab. 6 fuhrt wichtige Charakteristika der
einzelnen Subgruppen der gesamten im Rahmen dieser Arbeit untersuchten

Population auf.

39,26 + 13,75 40,28 + 15,01 38,34 +12,67 27,75+9,35SD

SD (18-75) SD (18-75) SD (19-65) (18-50)

48:13 227 26:6 8:8

7,22+9,6 SD 5,47 £ 10,24 8,45 £ 9,08

(1 Woche — SD (1 Woche  SD (1 Monat

37 Jahre) — 34 Jahre) — 37 Jahre)

1,91 £ 1,86 2,26 £ 2,19 1,58 £ 1,46

SD (0-6,5) SD (0-6,5) SD (0-6,5)

Tabelle 6: Ausgewdhlte Charakteristika der gesamten getesteten Population (Kohorten 1 und 2)
In der Tabelle sind Alter, Geschlecht, Krankheitsdauer und der ‘'EDSS zum Zeitpunkt der Probenentnahme der

einzelnen Subgruppen der gesamten im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Population (Kohorten 1 und 2)
dargestellt. EDSS steht fur Expanded Disability Status Scale, SD fur die Standardabweichung.

In einer ersten Kohorte wurden Proben von 16 aktiven, 15 inaktiven und 16
Kontrollpersonen fur die Durchfihrung von IFN-y- und IL-17-ELISpots verwendet. Im
weiteren Verlauf der experimentellen Arbeit wurden zusatzlich IFN- y-ELISpots mit den
PBMC von 13 aktiven und 17 inaktiven Personen durchgefuhrt (zweite Kohorte). Somit
erklart sich die nicht durchgehende Nummerierung der Patientinnen/Patienten. Die
meisten Patientinnen/Patienten hatten neben der MS keine weiteren bekannten

Erkrankungen. Die Tabellen 7 und 8 zeigen die fur beide Kohorten getrennt
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durchgeflhrte deskriptive Statistik. Nahere Informationen zu den einzelnen Probanden

sind der Tab. 9 zu entnehmen.

MS Patientinnen/Patienten
inaktiv Kontrollpersonen

39,74 445+ 16,66 34,67 +£12,43 27,75 £ 9,35

Alter (Jahre) 15,36 SD SD (19-75) SD (19-60) SD (18-50)
(19-75)
21:10 11:5 10:5 8:8
5,80+9,3 7,88 + 12,62 4,04 + 4,25
Krankheitsdauer SD (2 SD (2 SD (1 Monat
(Jahre) Wochen — Wochen — 34 — 14 Jahre)
34 Jahre) Jahre)

2,28 £ 2,29 2,81 +2,55 1,68 + 1,86
SD (0-7,5) SD (0-7,5) SD (0-6,5)
Tabelle 7: Ausgewdhlte Charakteristika der ersten Kohorte
In der Tabelle sind Alter, Geschlecht, Krankheitsdauer und der 'EDSS zum Zeitpunkt der Probenentnahme der

einzelnen Subgruppen der ersten Kohorte dargestellt. EDSS steht flr Expanded Disability Status Scale, SD fir die
Standardabweichung.

- MS Patientinnen/Patienten

gesamt (n=30) aktiv (n=13) inaktiv (n=17)

38,77+1210 3508+11,21 41,50+ 12,32
AN, SD (18-65) SD (18-54) SD (25-65)
weiblich:mannlich 273 11:2 16:1
850+989SD 198+361SD 12,00+ 10,44
(1 Woche —37 (1 Woche-11  SD (10 Monate

Krankheitsdauer

(Jahre)

Jahre) Jahre) — 37 Jahre)
1,53+1,23SD 258+1,46SD 1,5+1,08 SD
(0-5,5) (0-5,5) (0-3,5)

Tabelle 8: Ausgewdhlte Charakteristika der zweiten Kohorte

In der Tabelle sind Alter, Geschlecht, Krankheitsdauer und der 'EDSS zum Zeitpunkt der Probenentnahme der
einzelnen Subgruppen der zweiten Kohorte dargestellt. EDSS steht fiir Expanded Disability Status Scale, SD fir
die Standardabweichung.
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Krank- Immunmodula-
torische Begleiterkrankungen Besonderheit

Behandlung

Alter Krank-
(Jahre) heitstyp

Krank-
heitsdauer

Durchgefiihrte
Analyse

heits-
aktivitat

Patientinnen/Patienten

MS_01 27 weiblich RRMS aktiv 1,5 Jahre positiv 1 keine keine bekannt Probenentnah A,C,D
me nach
Beginn einer
Kortisonstof3the
rapie
MS_02 46 weiblich KIS aktiv - positiv 1 keine Hypothyreose A C,D
MS_032 36 mannlich RRMS aktiv 0,5 Jahre positiv 2 keine keine bekannt A C,D
MS_04 59 mannlich RRMS aktiv 0,5 Jahre negativ 2,5 keine keine bekannt AC,3
MS_05 66 mannlich SPMS aktiv n.b. n.b. 7,5 IFN-B-1b Trigeminusneuralgi A C D
(Betaferon) e, Z.n. zerebralem
Ponsinfarkt, Z.n.
typischem
Vorhofflattern
MS_062 37  mannlich RRMS aktiv 1 Jahr positiv 1,5 Dimethylfumarat keine bekannt A C D
MS_07 19 weiblich RRMS aktiv 4 Jahre positiv 0 keine keine bekannt A C, D
MS_08 23 | weiblich RRMS aktiv 2 Wochen positiv 1  keine keine bekannt A CD
MS_09 45 mannlich KIS aktiv - positiv 1 keine keine bekannt A C,D
MS_10 23 | weiblich RRMS aktiv 10 Monate positiv 1,5 Dimethylfumarat keine bekannt A C,D
MS_119 59 weiblich SPMS aktiv 34 Jahre positiv 6,5 Kortison- keine bekannt A C D
Intervalltherapie
MS_122 59  weiblich SPMS aktiv 34 Jahre positiv 6,5 Kortison- keine bekannt Probenentnah A CD
Intervalltherapie me nach
Beginn einer
KortisonstofRthe
rapie
MS_13 37 weiblich RRMS aktiv 1 Monat positiv 1 keine mittelgradige A C,D
Trikuspidalinsuffizie
nz, Z.n. peripherer
Pulmonalembolie
MS_14 51 | weiblich RRMS aktiv 18 Jahre negativ 4,5 Glatirameracetat NMDA-R- A C,D
Enzephalitis
MS_15 75 weiblich RRMS aktiv 2 Wochen negativ 6,5 keine arterielle MOG-AK + A C D

Hypertonie, Z.n.
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MS_16

MS_32

MS_33
MS_34

MS_35
MS_36
MS_37

MS_38

MS_39
MS_40

MS_41

MS_429

MS_43
MS_44
MS_17

MS_18%
MS_199

MS_20
MS_21
MS_22

MS_23
MS_24

50

23

51
37

42
22
47
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28
29

18
36
33
36
33
19
24

23
26
60

28
26

weiblich

weiblich

weiblich
weiblich

weiblich

mannlich

weiblich

weiblich

mannlich

weiblich

weiblich
weiblich
weiblich
weiblich
weiblich
weiblich
weiblich

weiblich

mannlich

weiblich

mannlich
mannlich

RRMS

RRMS

KIS
RRMS

RRMS
KIS
RRMS

RRMS

KIS
KIS

RRMS
RRMS
RRMS
RRMS
RRMS
RRMS
RRMS

RRMS
RRMS
RRMS

RRMS
RRMS

aktiv

aktiv

aktiv
aktiv

aktiv
aktiv
aktiv

aktiv

aktiv
aktiv

aktiv
aktiv
aktiv
aktiv
inaktiv
inaktiv
inaktiv

inaktiv
inaktiv
inaktiv

inaktiv
inaktiv

ca. 8 Jahre
1,5 Jahre

3 Wochen

3 Monate

1 Woche

4 Jahre

1 Woche
11 Jahre
0,5 Jahre
0,5 Jahre
4 Jahre

4 Jahre

9 Monate

1 Monat
8 Monate
10 Jahre

2 Jahre
3 Jahre

positiv

positiv

negativ

positiv

positiv
positiv
positiv

positiv

positiv
positiv

positiv
positiv
positiv
positiv
n.b.

positiv
positiv

positiv

negativ

positiv

positiv
positiv

5,5

—_

SO =0 01 =

keine

IFN-B-1b
(Betaferon)
keine

keine

keine
keine
keine

Dimethylfumarat

keine
keine

keine

keine
Dimethylfumarat
keine

n.b.
Glatirameracetat
Interferon-p 1a
(Plegridy)

keine

keine
Natalizumab

Natalizumab

Interferon-3 1b
(Extavia)

TIA, Z.n. PTA
Nierenarterie rechts
Z.n. mehreren
Bandscheibenvorfall
en der HWS

keine bekannt

keine bekannt
Borderline, rez.
depr.
Verstimmungen,
V.a. PCO-Syndrom
keine bekannt
Psoriasis

keine bekannt

WPW-Syndrom,
latente Tbc

keine bekannt

Z.n. Erythema
migrans bei Lyme-
Borreliose

keine bekannt
Anpassungsstorung

keine bekannt
keine bekannt
keine bekannt

keine bekannt
keine bekannt
bipolar-affektive
Storung,
symptomatische
Epilepsie

keine bekannt
keine bekannt

Probenentnah
me nach
Beginn einer
Kortisonstof3the
rapie
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MS_25 44  weiblich RRMS inaktiv 9 Jahre positiv 2,5 Kkeine keine bekannt

MS_26 44  mannlich RRMS inaktiv 2 Jahre positiv 3,5 Interferon-p 1b keine bekannt
(Extavia)

MS_27 30 weiblich RRMS inaktiv 14 Jahre negativ 0 keine keine bekannt

MS_28 45 mannlich RRMS inaktiv 6 Jahre positiv 3 Dimethylfumarat keine bekannt

MS_29 23 | weiblich RRMS inaktiv 10 Monate positiv 2,5 Interferon-p 1a keine bekannt
(Avonex)

MS_30 53 weiblich RRMS inaktiv 3 Monate n.b. 2  Interferon-p 1a Vorhofflimmern,
(Plegridy) arterielle Hypertonie

MS_31 42  weiblich RRMS inaktiv n.b. n.b. n.b. n.b. keine bekannt

MS_45 55 weiblich RRMS inaktiv 17 Jahre positiv 0 keine keine bekannt

MS_46° 25 | weiblich RRMS inaktiv 2 Jahre positiv 2 Natalizumab Hypothyreose

MS_47 47 weiblich RRMS inaktiv 19 Jahre n.b. 1,5 Glatirameracetat arterielle

Hypertonie, Migrane

MS_48 60 weiblich RRMS inaktiv 37 Jahre n.b. 1,5 keine keine bekannt

MS_49 34 weiblich RRMS inaktiv 16 Jahre negativ 2 Dimethylfumarat keine bekannt

MS_50 45 weiblich RRMS inaktiv 4 Jahre n.b. 2 Dimethylfumarat keine bekannt

MS_51 48 weiblich RRMS inaktiv 10 Monate positiv 1,5 keine Hypothyreose

MS_52 44  weiblich RRMS inaktiv 20 Jahre n.b. 1,5  Interferon-p 1a keine bekannt
(Rebif)

MS_53 45 weiblich RRMS inaktiv 23 Jahre n.b. 1 keine keine bekannt

MS_54 31  weiblich RRMS inaktiv 15 Jahre positiv 3,5 Dimethylfumarat keine bekannt

MS_55 43 weiblich RRMS inaktiv 1,5 Jahre positiv 0 Interferon-B 1 a keine bekannt
(Plegridy)

MS_56 46  weiblich RRMS inaktiv 17 Jahre n.b. 2 Interferon-f 1b keine bekannt
(Extavia)

MS_57 25 weiblich RRMS inaktiv 10 Monate positiv 0 Interferon-B 1 a keine bekannt
(Plegridy)

MS_58 65 weiblich RRMS inaktiv 19 Jahre positiv 3,5 keine T1DM, KHK

MS_599 26 weiblich RRMS inaktiv 11 Jahre n.b. 1,5 keine Anpassungsstorung

MS_60 43  mannlich RRMS inaktiv 10 Monate positiv 0 Interferon-p 1 a keine bekannt
(Plegridy)

MS_61°) 25 weiblich RRMS inaktiv 1,5 Jahre positiv 2 Natalizumab Hypothyreose

Kontrollpersonen

K_01 22  weiblich

K_02 25 | weiblich

K_03 32 mannlich

K_04 22 | weiblich

K_05 22  mannlich

K_06 20 ' mannlich

K_07 38 mannlich
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K_08 18 weiblich A, D
K_09 46 weiblich A, D
K_10 50 weiblich A, D
K_11 24 mannlich A, D
K 12 29 mannlich A, D
K 13 21  weiblich A, D
K 14 23 | weiblich A, D
K_15 28 mannlich A, D
K 16 24  mannlich A, D

Tabelle 9: Charakteristika der getesteten MS Patientinnen/Patienten und Kontrollpersonen

Aufgelistet sind ausgewahlte Charakteristika der im Rahmen dieser Arbeit getesteten MS Patientinnen/Patienten und Kontrollpersonen. KIS = Klinisch isoliertes Syndrom, RRMS =
schubférmig remittierende MS, SPMS = sekundar chronisch progrediente MS, n.b. = nicht bekannt, A = Peptidscreening (erste Kohorte), B/C = spezifische Reaktivitat gegeniiber
den Peptiden 6, 7 und 10 in B) IFN-y ELISpots in einer zweiten Kohorte, C) IL-17 A ELISpots, D = Serumanalysen, 'oligoklonale Banden, 2EDSS zum Zeitpunkt der
Probenentnahme, 3aufgrund eines massiv erhéhten TSH-Wertes von entsprechender Analyse ausgeschlossen, kleingeschriebene Buchstaben 2-¢) markieren
Patientinnen/Patienten, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht wurden, wobei jeweils ein Buchstabe dieselbe Person kennzeichnet.
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4.2 Screening der spezifischen Immunoreaktivitat gegenuber 29

eluierten Peptiden im IFN-y ELISpot in einer ersten Kohorte

Basierend auf der derzeitigen Datenlage kann davon ausgegangen werden, dass
insbesondere Th1 Zellen entscheidend an den autoimmunen Prozessen der MS
beteiligt sind (1,61). Aus diesem Grund wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Anzahl IFN-y sezernierender Zellen als quantitatives Mal der spezifischen
Immunantwort ermittelt. In einer ersten Kohorte wurden die PBMC von 16 aktiven und
15 inaktiven Patientinnen/Patienten sowie von 16 Kontrollpersonen mit jeweils einem
der 29 eluierten Peptide inkubiert. Nach 48 Stunden wurde die Anzahl der IFN-y
Spots/200.000 PBMC ermittelt. Dieses Vorgehen sollte einen ersten Uberblick iber
die spezifische Reaktivitat der Zellen gegenuber den einzelnen Peptiden geben. Zur
Messung der individuellen Hintergrundaktivitat wurde zusatzlich die Anzahl der IFN-y
Spots/200.000 PBMC nach Inkubation der Zellen mit einer der Peptidkonzentration
entsprechenden DMSO-Menge bestimmt. Die spontane IFN-y Sekretion wurde durch
Inkubation der Zellen in Zellmedium ohne jegliche Stimuli ermittelt. Als Positivkontrolle
diente die Substanz Phytohaemagglutinin (PHA).

Die grafische Auftragung der gepoolten Mittelwerte der jeweils durchgefuhrten
Dreifachbestimmungen samt standard error of the mean (SEM) zeigte sowohl in der
Gruppe der Kontrollpersonen als auch bei den MS Patientinnen/Patienten hoéhere
Spotzahlen nach einer Inkubation der PBMC mit den Peptiden 6 und 10. Gleiches liel3
sich, wenn auch weniger eindeutig, fur das Peptid 7 vermuten (Abb. 3).
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Abbildung 3: Spezifische Reaktivitat der in einer ersten Kohorte getesteten PBMC gegeniiber den 29
eluierten Peptiden

IFN-y Spots/ 200.000 PBMC 0

Die spezifische Reaktivitat der PBMC der ersten Kohorte wurde im IFN-y ELISpot durch eine 48 stiindige Inkubation
der Zellen in Anwesenheit jeweils eines der 29 eluierten Peptide getestet. Die zusatzliche Inkubation der Zellen mit
einer der Peptidkonzentration entsprechenden DMSO-Menge ermdéglichte die Messung der individuellen
Hintergrundaktivitédt. Als Positivkontrolle diente PHA. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte der IFN-y
Spots/200.000 PBMC fur (A) die Gruppe der 16 Kontrollpersonen sowie fur (B) 31 MS Patientinnen/Patienten
jeweils mit Auftragung des SEM. Auf der x-Achse sind die Nummern der Peptide angezeigt.

Die farbkodierte Darstellung der Verhaltnisse zwischen dem berechneten Mittelwert
und der individuellen Hintergrundaktivitat einer jeden Person gibt einen anschaulichen
Uberblick (iber das Auftreten positiver Reaktionen im ELISpot. Von einer solchen
positiven Reaktion wurde bei einem mindestens zweifach hdheren Mittelwert nach
Inkubation mit einem Peptid als dem DMSO-Mittelwert ausgegangen. Einer zweifach-
, dreifach-, vierfach- oder mindestens flnffach hoheren Spotzahl wurde dabei jeweils
ein anderer Farbton zugeordnet. Durch Auftragung des Reaktionsmusters jeder
einzelnen getesteten Person entstand fur jede Gruppe eine sogenannte heat map.
Bei den IFN-y ELISpots der ersten Kohorte zeigten die getesteten Kontrollpersonen
mit einer Ausnahme ausschlielYlich positive Reaktionen bei den Peptiden 6, 7 und 10.
Mit 11 von 16 positiven Reaktionen, von denen drei mindestens flunffach hoher als die
individuelle Hintergrundaktivitat waren, zeigte sich die grofte spezifische Reaktivitat
gegenuber dem Peptid 10 (Abb. 4).

61



Ergebnisse

Peptidnummer
Person

(n=16)

G B I 2 I R B R == . B s s I

18
20
22
23
24
25
26 |
27
28
29
30 |
31
PHA

K_01
K_02
K_03
K_04
K_05
K_06
K_07
K_08
K_09
K_10
K_11 .
K_12
K_13
K_14
K_15
K_16 .

Abbildung 4: Positive Reaktionen im IFN-y ELISpot der Kontrollpersonen

Die pro Peptid errechneten Mittelwerte der Spotzahlen wurden ins Verhaltnis zur individuellen Hintergrundaktivitat
einer jeden Person im IFN-y ELISpot gesetzt. Von einer positiven Reaktion wurde bei einem mindestens zweifach
héheren Mittelwert nach Inkubation mit einem Peptid als dem DMSO-Mittelwert ausgegangen. Farbkodiert ist eine
zweifach (blassrot), dreifach (hellrot), vierfach (sattrot) oder eine mindestens fiinffach (dunkelrot) héhere Spotzahl
als die individuelle Hintergrundaktivitat dargestellt. Die Abbildung zeigt das Muster positiver Reaktionen aller 16
getesteten Kontrollpersonen.

Im Gegensatz zu den Kontrollpersonen zeigte sich in der Gruppe der aktiven
Patientinnen/Patienten, unabhangig vom betrachteten Peptid die Tendenz, dass es
haufiger zu einer positiven Reaktion im IFN-y ELISpot kam (Mann-Whitney U Test,
p=0,052). Nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10 kam es, wie auch in der
Kontrollgruppe, besonders oft zu einer positiven Reaktion. Dennoch liel} sich eine
grolere Diversitat der Reaktionen bei den aktiven Patientinnen/Patienten erkennen.
Sie zeigten signifikant haufiger eine positive Reaktion auf ein anderes Peptid als jene
mit den Nummern 6, 7 und 10 als die Kontrollpersonen (Mann-Whitney U Test,
p=0,001) (Abb. 5).
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Abbildung 5: Positive Reaktionen im IFN-y ELISpot der aktiven Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte

Die pro Peptid errechneten Mittelwerte der Spotzahlen wurden ins Verhaltnis zur individuellen Hintergrundaktivitat
einer jeden Person im IFN-y ELISpot gesetzt. Von einer positiven Reaktion wurde bei einem mindestens zweifach
héheren Mittelwert nach Inkubation mit einem Peptid als dem DMSO-Mittelwert ausgegangen. Farbkodiert ist eine
zweifach (blassrot), dreifach (hellrot), vierfach (sattrot) oder eine mindestens fiinffach (dunkelrot) héhere Spotzahl

als die individuelle Hintergrundaktivitat dargestellt. Die Abbildung zeigt das Muster positiver Reaktionen aller in der
ersten Kohorte getesteten aktiven Patientinnen/Patienten (n=16).

Das Bild der inaktiven Patientinnen/Patienten gestaltete sich ahnlich dem der
Kontrollpersonen mit den meisten positiven Reaktionen bei den Peptiden 6 und 10.
Nach einer Inkubation mit dem Peptid 10 kam es bei 10 von 15 getesteten inaktiven
Personen zu einer positiven Reaktion, bei drei sogar zu einer mindestens funffach
héheren Spotzahl als die der individuellen Hintergrundaktivitat. Bei 5 der 15 getesteten
Personen konnte nach Inkubation in Anwesenheit von Peptid 6 eine vierfach hohere
Spotzahl als dem DMSO-Mittelwert gemessen werden. Doch ahnlich wie in der Gruppe
der aktiven Patientinnen/Patienten war auch bei den inaktiven Patientinnen/Patienten
eine positive Reaktion gegenuber anderen Peptiden als jene mit den Nummern 6, 7
und 10 signifikant haufiger als in der Kontrollgruppe zu beobachten (Mann-Whitney U
Test, p=0,047) (Abb. 6).
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Abbildung 6: Positive Reaktionen im IFN-y ELISpot der inaktiven Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte
Die pro Peptid errechneten Mittelwerte der Spotzahlen wurden ins Verhaltnis zur individuellen Hintergrundaktivitat
einer jeden Person im IFN-y ELISpot gesetzt. Von einer positiven Reaktion wurde bei einem mindestens zweifach
héheren Mittelwert nach Inkubation mit einem Peptid als dem DMSO-Mittelwert ausgegangen. Farbkodiert ist eine
zweifach (blassrot), dreifach (hellrot), vierfach (sattrot) oder eine mindestens fiinffach (dunkelrot) héhere Spotzahl

als die individuelle Hintergrundaktivitat dargestellt. Die Abbildung zeigt das Muster positiver Reaktionen aller in der
ersten Kohorte getesteten inaktiven Patientinnen/Patienten (n=15).

Die Anzahl sowie der prozentuale Anteil positiver Reaktionen der PBMC gegenuber
den getesteten Peptiden sind der Tab. 13, Kap. 4.3 zu entnehmen.
Zusammenfassend lassen sich in allen drei getesteten Gruppen die meisten positiven
Reaktionen im IFN-y ELISpot nach einer Inkubation der Zellen in Anwesenheit von
Peptid 10 erkennen. Am zweithaufigsten kam es, ebenfalls bei allen drei Gruppen, zu
positiven Reaktionen gegenuber Peptid 6. Eine Inkubation mit Peptid 7 fuhrte jeweils
an dritter Stelle zu positiven Reaktionen. Daruber hinaus zeigten an MS erkrankte
Patientinnen/Patienten im Vergleich zu den Kontrollpersonen signifikant haufiger
positive Reaktionen nach Kontakt mit anderen Peptiden als den genannten drei
Peptiden (Mann-Whitney U Test, p=0,004).

Nachdem sich in diesem ersten Screening insbesondere die Peptide mit den Nummern
6, 7 und 10 als interessant herausgestellt hatten, rickten diese drei Peptide in den

Fokus der weiteren Arbeit.
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4.3 Testung der spezifischen Reaktivitat der PBMC gegentliber den
Peptiden 6, 7 und 10 im IL-17 ELISpot sowie in weiteren IFN-y
ELISpots

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass neben IFN-y sezernierenden Zellen auch IL-
17 sezernierende Zellen an der Immunpathogenese der MS/EAE beteiligt sein
konnten. So wurden tierexperimentell erhohte IL-17 Spiegel in entzindlichen ZNS-
Arealen sowie eine Assoziation zur Krankheitsschwere und -progression beschrieben
(112). Aus diesem Grund wurde fur die erste Kohorte getesteter Personen zusatzlich
zur Anzahl peptidspezifischer |IFN-y sezernierender Zellen auch die Anzahl
spezifischer IL-17 sezernierender Zellen ermittelt. Hierfir wurde die Anzahl IL-17
sezernierender PBMC nach deren Inkubation in Anwesenheit der Peptide 6, 7 bzw. 10
mithilfe des IL-17 ELISpots ermittelt. Dabei wurden Zellen von Personen der ersten
Kohorte, also von 16 aktiven, 15 inaktiven sowie 16 Kontrollpersonen, verwendet.
Aulerdem wurden in einer zweiten Kohorte (13 aktive und 17 inaktive MS
Patientinnen/Patienten) weitere IFN-y ELISpots durchgefuhrt. Dabei wurde die Anzahl
IFN-y sezernierender PBMC nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10 gemessen.
Die Untersuchung einer zweiten Patientenkohorte diente im Rahmen dieser Arbeit der
Reevaluation erworbener Erkenntnisse einerseits sowie einer Erhdhung der
Probandenzahlen fur zusatzlich durchgefuhrte gepoolte Analysen andererseits.
Analog zum Vorgehen im ersten Arbeitsabschnitt (s. Kap. 4.2) wurde auch die
individuelle Hintergrundaktivitat sowie die Spontanaktivitat gemessen. PHA diente als
Positivkontrolle. Im IL-17 ELISpot wurden Zweifachbestimmungen, im IFN-y ELISpot
Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

Die grafische Auftragung und Gegenuberstellung der gepoolten Mittelwerte
ermoglichte einen direkten Vergleich der Reaktivitaten gegenuber den getesteten
Peptiden zwischen den einzelnen Gruppen sowie Kohorten einerseits und der Anzahl
IL-17 sowie IFN-y sezernierenden Zellen andererseits.

Die Gruppe der Kontrollpersonen zeigte im IFN-y ELISpot signifikant mehr
Spots/200.000 PBMC nach einer Inkubation mit dem Peptid 10 als nach blofer
Anwesenheit von DMSO (p<0,0001). Aulerdem lag die Spotzahl nach Inkubation mit
diesem Peptid signifikant hoher als nach Inkubation mit Peptid 7 (p=0,002) (Abb. 7 A).
Im IL-17 ELISpot zeigten die Kontrollpersonen ein ahnliches Verhalten. Die Spotzahl
nach Inkubation mit Peptid 10 lag signifikant hoher als nach DMSO (p=0,044) oder
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einer Inkubation mit Peptid 7 (p=0,011) (Abb. 7 B). Andere Vergleichstestungen

erbrachten fur diese Gruppe keine signifikanten Ergebnisse.
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Abbildung 7: Spezifische Reaktivitat der getesteten PBMC der Kontrollpersonen gegeniiber den Peptiden 6,
7 und 10

Die spezifische Reaktivitat der PBMC wurde im ELISpot durch eine 48 stliindige Inkubation der Zellen in
Anwesenheit jeweils eines der drei verschiedenen Peptide getestet. Die zusatzliche Inkubation der Zellen mit einer
der Peptidkonzentration entsprechenden DMSO-Menge ermoglichte die Messung der individuellen
Hintergrundaktivitat. Als Positivkontrolle diente PHA. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte der Spots/200.000
PBMC fir die Gruppe der 16 Kontrollpersonen (A) im IFN-y ELISpot sowie (B) im IL-17 ELISpot jeweils mit

Auftragung des SEM. Auf der x-Achse sind die Nummern der Peptide angezeigt. Die Sterne markieren signifikante
Ergebnisse der durchgefuhrten Vergleichstestungen (Dunn’s Test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Bei der Betrachtung der gepoolten Daten aller der in der ersten Kohorte getesteten MS
Patientinnen/Patienten zeigte sich, wie auch bei den Kontrollpersonen, eine signifikant
héhere Spotzahl nach Inkubation mit dem Peptid 10 als mit DMSO (p<0,0001) bzw.
mit dem Peptid 7 (p<0,0001). Daruber hinaus fuhrte eine Inkubation in Anwesenheit
des Peptids 6 zu signifikant mehr Spots als mit DMSO (p<0,0001) bzw. mit dem Peptid
7 (p=0,004) (Abb. 8 A).

Auch in den IFN-y ELISpots der zweiten Kohorte waren in der Gruppe der MS
Patientinnen/Patienten nach Inkubation der Zellen mit Peptid 10 signifikant mehr Spots
als mit DMSO (p=0,0004) oder dem Peptid 7 (p=0,011) zu sehen. Auch in dieser
Gruppe kam es nach Zugabe des Peptids 6 zu einer signifikanten Erhohung der
Spotzahlen (p=0,022) (Abb. 8 B). Diese Beobachtungen im IFN-y ELISpot konnten
folglich in zwei voneinander unabhangig durchgefuhrten Patientenkohorten gemacht
werden.

Im IL-17 ELISpot bewirkte die Inkubation mit Peptid 6 (p=0,0001), Peptid 7 (p=0,008)
sowie Peptid 10 (p<0,0001) jeweils eine signifikante Erhohung der Spotzahlen
gegenuber einer Zugabe von DMSO ohne Peptid (Abb. 8 C).
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Abbildung 8: Spezifische Reaktivitidt der getesteten PBMC der MS Patientinnen/Patienten gegeniiber den
Peptiden 6, 7 und 10

Die spezifische Reaktivitat der PBMC wurde im ELISpot durch eine 48 stiindige Inkubation der Zellen in
Anwesenheit jeweils eines der drei verschiedenen Peptide getestet. Die zusatzliche Inkubation der Zellen mit einer
der Peptidkonzentration entsprechenden DMSO-Menge ermdglichte die Messung der individuellen
Hintergrundaktivitat. Als Positivkontrolle diente PHA. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte der Spots/200.000
PBMC fiir (A) die erste IFN-y Kohorte mit 31 MS Patientinnen/Patienten, (B) die zweite IFN-y Kohorte mit 30 MS
Patientinnen/Patienten sowie (C) fir die Daten der IL-17 ELISpots mit 31 MS Patientinnen/Patienten jeweils mit

Auftragung des SEM. Auf der x-Achse sind die Nummern der Peptide angezeigt. Die Sterne markieren signifikante
Ergebnisse der durchgefuhrten Vergleichstestungen (Dunn’s Test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Bei den aktiven Patientinnen/Patienten zeigten sich in der ersten IFN-y ELISpot
Kohorte nach Inkubation der Zellen in Anwesenheit der Peptide 6 (p=0,001) sowie 10
(p=0,001) signifikant mehr Spots als nach Inkubation mit DMSO ohne Peptid (Abb. 9
A).

In den IFN-y ELISpots der zweiten Kohorte ergaben die Vergleichstestungen fur die
aktiven Patientinnen/Patienten keine signifikanten Unterschiede. Es zeigte sich
lediglich die Tendenz einer erhohten Spotzahl nach Inkubation mit dem Peptid 10
(p=0,065) (Abb. 9 B).

Im IL-17 ELISpot bewirkte, passend zu den Ergebnissen im IFN-y ELISpot, die
Inkubation mit den Peptiden 6 (p=0,045) und 10 (p=0,005) eine Erhéhung der
Spotzahlen (Abb. 9 C). Ansonsten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den

Vergleichstestungen.
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Abbildung 9: Spezifische Reaktivitit der getesteten PBMC der aktiven Patientinnen/Patienten gegeniiber den
Peptiden 6, 7 und 10
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Die spezifische Reaktivitat der PBMC wurde im ELISpot durch eine 48 stiindige Inkubation der Zellen in
Anwesenheit jeweils eines der drei verschiedenen Peptide getestet. Die zusatzliche Inkubation der Zellen mit einer
der Peptidkonzentration entsprechenden DMSO-Menge ermdglichte die Messung der individuellen
Hintergrundaktivitat. Als Positivkontrolle diente PHA. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte der Spots/200.000
PBMC fiir (A) die erste IFN-y Kohorte mit 16 aktiven Patientinnen/Patienten, (B) die zweite IFN-y Kohorte mit 13
aktiven Patientinnen/Patienten sowie (C) fur die Daten der IL-17 ELISpots mit 16 aktiven Patientinnen/Patienten
jeweils mit Auftragung des SEM. Auf der x-Achse sind die Nummern der Peptide angezeigt. Die Sterne markieren
signifikante Ergebnisse der durchgefiihrten Vergleichstestungen (Dunn's Test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Bei der Gruppe der inaktiven Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte bewirkte die
Zugabe von Peptid 10 eine signifikante Erhdhung der Spotzahlen gegenuber der
Zugabe von DMSO (p<0,0001) oder des Peptid 7 (p<0,0001). Weiterhin flhrte eine
Inkubation mit dem Peptid 6 zu erhdhten Spotzahlen im Vergleich zu einer Zugabe von
DMSO (p=0,001) oder dem Peptid 7 (p=0,018) (Abb. 10 A).

Auch bei der zweiten IFN-y ELISpot Kohorte bewirkte bei den inaktiven
Patientinnen/Patienten die Zugabe des Peptids 10 erhdhten Spotzahlen gegenuber
einer Inkubation mit DMSO (p=0,008) oder dem Peptid 7 (p=0,041) (Abb. 10 B).

Die Anzahl an IL-17 Spots war nach Inkubation mit den Peptiden 6 (p=0,004), 7
(p=0,025) sowie 10 (p=0,0004) signifikant erhdht (Abb. 10 C). Weitere
Vergleichstestungen ergaben keine signifikanten Ergebnisse.
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Abbildung 10: Spezifische Reaktivitit der PBMC der inaktiven Patientinnen/Patienten gegeniiber den
Peptiden 6, 7 und 10

Die spezifische Reaktivitat der PBMC wurde im ELISpot durch eine 48 stiindige Inkubation der Zellen in
Anwesenheit jeweils eines der drei verschiedenen Peptide getestet. Die zusatzliche Inkubation der Zellen mit einer
der Peptidkonzentration entsprechenden DMSO-Menge ermdglichte die Messung der individuellen
Hintergrundaktivitat. Als Positivkontrolle diente PHA. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte der Spots/200.000
PBMC fur (A) die erste IFN-y Kohorte mit 15 inaktiven Patientinnen/Patienten, (B) die zweite IFN-y Kohorte mit 17
inaktiven Patientinnen/Patienten sowie (C) fir die Daten der IL-17 ELISpots mit 15 inaktiven Patientinnen/Patienten
jeweils mit Auftragung des SEM. Auf der x-Achse sind die Nummern der Peptide angezeigt. Die Sterne markieren
signifikante Ergebnisse der durchgefihrten Vergleichstestungen (Dunn’s Test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass bei den Kontrollpersonen lediglich eine
Inkubation der getesteten PBMC in Anwesenheit des Peptids 10 zu einer signifikanten
DMSO fuhrte. Bei

Patientinnen/Patienten mit MS traf dies im IFN-y ELISpot zusatzlich auf das Peptid 6,

Erhdhung der Spotzahlen im Vergleich zu den
im IL-17 ELISpot zusatzlich auf die Peptide 6 und 7 zu. Durch die Durchfihrung
weiterer IFN-y ELISpots in einer zweiten Kohorte konnten die Erkenntnisse aus der
ersten Kohorte teilweise reproduziert werden.

Aulerdem lieken sich im IFN-y ELISpot insgesamt hdhere Spotzahlen in der
Kontrollgruppe als bei den MS Patientinnen/Patienten feststellen. Innerhalb der
Patientengruppe waren die Spotzahlen bei den Personen mit einem inaktiven
Krankheitsverlauf héher als bei jenen in einer aktiven Krankheitsphase. Im IL-17
ELISpot zeigte sich dieser Effekt hingegen nicht. Insgesamt fanden sich hier geringere
Spotzahlen als im IFN-y ELISpot. Die Spotzahlen/200.000 PBMC nach Inkubation mit

den drei genannten Peptiden sind den Tab. 10-12 zu entnehmen.
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G IFN-y Spots/200.000 PBMC

ruppe

Peptid 6 Peptid 7 Peptid 10

Kontrollpersonen 46,1+5,52 31,08+2,97 70,38+8,10
alle MS

Patientinnen/Patienten 28,85+2,52 17,38+1,22 39,244 42
aktive

Patientinnen/Patienten AR 15,6314 AR A
inaktive

Patientinnen/Patienten 34.0914,06 19,24+2,01 53,44+7,80

Tabelle 10: Mittelwerte der Spotzahlen nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10 im IFN-y ELISpot der
ersten Kohorte

Die spezifische Reaktivitdt der PBMC wurde im IFN-y ELISpot durch eine 48 stiindige Inkubation der Zellen in
Anwesenheit jeweils eines der drei verschiedenen Peptide getestet. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte + SEM
der Spots/200.000 PBMC fiir die in einer ersten Kohorte getesteten Gruppen (16 Kontrollpersonen, 31 MS
Patientinnen/Patienten, davon 16 aktiv, 15 inaktiv) nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10. Spotzahlen, die
signifikant héher als die individuelle Hintergrundaktivitat waren, wurden grau hinterlegt.

IFN-y Spots/200.000 PBMC
Peptid 6 Peptid 7 Peptid 10

Gruppe

alle MS

Patientinnen/Patienten 28,83+3,16 | 21,56+3,13 | 37,78+5,26

aktive

Patientinnen/Patienten 28,79+4,95 | 20,62+3,02 | 31,95+6,09

inaktive

Patientinnen/Patienten 28,86+4,13 | 22,27+5,04 | 42,24+8,03

Tabelle 11: Mittelwerte der Spotzahlen nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10 im IFN-y ELISpot der
zweiten Kohorte

Die spezifische Reaktivitdt der PBMC wurde im IFN-y ELISpot durch eine 48 stiindige Inkubation der Zellen in
Anwesenheit jeweils eines der drei verschiedenen Peptide getestet. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte + SEM
der Spots/200.000 PBMC fiir die in einer zweiten Kohorte getesteten Gruppen (30 MS Patientinnen/Patienten,
davon 13 aktiv, 17 inaktiv) nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10. Spotzahlen, die signifikant héher als die
individuelle Hintergrundaktivitat waren, wurden grau hinterlegt.
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Grubbe IL-17 Spots/200.000 PBMC
PP Peptid 6 Peptid 7 Peptid 10
Kontrollpersonen 13,28+2,9 5,13+1,44 16,63+3,08
alle MS
Patientinnen/Patienten 15,3542,12 15,8543,75 161,69
aktive
Patientinnen/Patienten 14,543,04 19,65£7,01 15£2,35
inaktive
Patientinnen/Patienten 16,27+2,98 11,79+1,94 17,07+2,46

Tabelle 12: Spotzahlen nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10 im IL-17 ELISpot

Die spezifische Reaktivitdt der PBMC wurde im IL-17 ELISpot durch eine 48 stindige Inkubation der Zellen in
Anwesenheit jeweils eines der drei verschiedenen Peptide getestet. Gezeigt sind die gepoolten Mittelwerte + SEM
der Spots/200.000 PBMC fiir die getesteten Gruppen (16 Kontrollpersonen, 31 MS Patientinnen/Patienten, davon

16 aktiv, 15 inaktiv) nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10. Spotzahlen, die signifikant héher als die
individuelle Hintergrundaktivitat waren, wurden grau hinterlegt.

Analog zum Vorgehen in Kap. 4.2 wurden die positiven Reaktionen in den IL-17
ELISpots sowie in den IFN-y ELISpots der zweiten Kohorte in einer heat map
veranschaulicht (nicht dargestellt). Wie bereits in den IFN-y ELISpots der ersten
Kohorte kam es in allen Gruppen nach Inkubation mit Peptid 10, gefolgt von Peptid 6,
zu den meisten positiven Reaktionen. Die statistische Analyse der IL-17 ELISpots
sowie der IFN-y ELISpots der zweiten Kohorte erbrachte jedoch keine signifikanten
Unterschiede in der Auftretenswahrscheinlichkeit positiver Reaktionen gegeniber den
getesteten Peptiden zwischen den Gruppen.

Die Anzahl sowie der prozentuale Anteil positiver Reaktionen im ELISpot gegenuber
den getesteten Peptiden sind in den Tab. 13 und 14 dargestelit.

Peptid Kontrollpersonen aktiv inaktiv

1 0/16 (0%) 2/16 (12,5%) 0/15 (0%)
2 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 1/15 (6,67%)

3 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)

4 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)
5 0/16 (0%) 2/16 (12,5%) 1/15 (6,67%)
6* 3/16 (18,75%) 5/16 (31,25%) 5/15 (33,33%)
3/13 (23,08%) 6/17 (35,29%)
7* 2/16 (12,5%) 4/16 (25%) 2/15 (13,33%)
0/13 (0%) 2/17 (11,76%)

8 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)

9 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)
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10* 11/16 (68,75%) 7/16 (43,75%) 10/15 (66,67%)
4/10 (40%) 8/17 (47,06%)

11 0/16 (0%) 0/16 (0%) 115 (6,67%)
12 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
13 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
14 0/16 (0%) 0/16 (0%) 1/15 (6,67%)
15 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 115 (6,67%)
16 1/16 (6,25%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)
17 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
18 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
20 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
22 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)
23 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
24 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
25 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
26 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
27 0/16 (0%) 0/16 (0%) 0/15 (0%)
28 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)
29 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)
30 0/16 (0%) 0/16 (0%) 1/15 (6,67%)
31 0/16 (0%) 1/16 (6,25%) 0/15 (0%)

Tabelle 13: Positive Reaktionen im IFN-y ELISpot

Gezeigt sind fir jedes getestete Peptid die Anzahl sowie der prozentuale Anteil positiver Reaktionen im INF-y
ELISpot jeder Patientengruppe. *Die spezifische Reaktivitdt gegeniber diesen Peptiden wurde in zwei IFN-y
ELISpot Kohorten mit unterschiedlichen Patientinnen/Patienten analysiert (zwei Werte).

Peptid Kontrollpersonen aktiv inaktiv
6 8/16 (50%) 7/16 (43,75%) 10/15 (66,67%)
7 3/16 (18,75%) 6/16 (37,5%) 9/15 (60%)
10 12/16 (75%) 10/16 (62,5%) 12/15 (80%)

Tabelle 14: Positive Reaktionen im IL-17 ELISpot

Gezeigt sind pro getestetem Peptid die Anzahl sowie der prozentuale Anteil positiver Reaktionen im IL-17 ELISpot
fur jede Gruppe.

Unabhangig von der Analyse positiver Reaktionen wurde fur jedes Peptid separat
gepruft, ob ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Spots/200.000 PBMC nach
Inkubation mit dem jeweiligen Peptid zwischen den getesteten Gruppen vorlag. Die
individuelle Hintergrundaktivitat wurde dabei nicht einbezogen. Es wurde lediglich die
absolute Anzahl der IFN-y bzw. IL-17 Spots betrachtet.

Bei dem Vergleich der nach Gruppen gepoolten Mittelwerte der Spotzahlen nach
Inkubation der Zellen ohne Peptid, aber in Anwesenheit von DMSO, ergab sich im IFN-
v ELISpot ein signifikant hoherer Wert fur die Gruppe der Kontrollpersonen verglichen
mit den MS Patientinnen/Patienten (p<0,0001) (Abb. 11). Im IL-17 ELISpot zeigte sich
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hingegen kein signifikanter Unterschied in der Hohe der Hintergrundaktivitat zwischen

den Gruppen (nicht dargestellt).

»
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&@ MS Patientinnen/Patienten

w
o
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o

IFN-y Spots/ 200.000 PBMC
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Abbildung 11: Hintergrundaktivitdt im IFN-y ELISpot
Gezeigt sind die nach Gruppen gepoolten Mittelwerte der Spotzahlen nach 48 stiindiger Inkubation der PBMC in
Anwesenheit von DMSO im IFN-y ELISpot der ersten Kohorte jeweils mit Auftragung des SEM. Getestet wurden

die PBMC von 16 Kontrollpersonen und 31 MS Patientinnen/Patienten. Die Sterne markieren das signifikante
Ergebnis der durchgefiihrten Vergleichstestung (Mann-Whitney Test, ***p<0,001).

In den IFN-y ELISpots der ersten Kohorte zeigte die Gruppe der Kontrollpersonen
signifikant hohere Spotzahlen nach Inkubation mit Peptid 7 verglichen mit den MS
Patientinnen/Patienten  (p=0,007) (Abb. 12 A) sowie den aktiven
Patientinnen/Patienten (p=0,023) (Abb. 12 B). Im IL-17 ELISpot hingegen war nach
Inkubation in Anwesenheit dieses Peptids die Spotzahl in der Kontrollgruppe
signifikant niedriger als bei den MS Patientinnen/Patienten (p=0,011) (Abb. 12 C) bzw.
den inaktiven Patientinnen/Patienten (p=0,028) (Abb. 12 D). Nach Abzug des
individuellen Hintergrundes zeigten sich allerdings keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen (nicht dargestellt).
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Abbildung 12: spezifische Reaktivitat gegeniiber Peptid 7

Gezeigt sind die nach Gruppen gepoolten Mittelwerte der Spotzahlen nach 48 stiindiger Inkubation der PBMC in
Anwesenheit des Peptids 7 im IFN-y ELISpot der ersten Kohorte (A), (B) sowie im IL-17 ELISpot (C), (D) jeweils
mit Auftragung des SEM. Getestet wurden die PBMC von 16 Kontrollpersonen sowie von 31 MS

Patientinnen/Patienten, davon 16 Aktiven und 15 Inaktiven. Die Sterne markieren signifikante Ergebnisse der
durchgefiihrten Vergleichstestungen (Mann-Whitney Test bzw. Dunn’s Test, *p<0,05, **p<0,01).

Fur Peptid 10 ergab sich im IFN-y ELISpot der ersten Kohorte eine signifikant hohere
Spotzahl in der Gruppe der Kontrollpersonen verglichen mit den getesteten MS
Patientinnen/Patienten  (p=0,034) (Abb. 13 A) sowie den aktiven
Patientinnen/Patienten (p=0,012) (Abb. 13 B). Nach Abzug der individuellen
Hintergrundaktivitat konnte allerdings kein statistisch signifikanter Unterschied gezeigt

werden (nicht dargestellt).
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Abbildung 13: spezifische Reaktivitit gegeniiber Peptid 10

Gezeigt sind die nach Gruppen gepoolten Mittelwerte der Spotzahlen nach 48 stiindiger Inkubation der PBMC in
Anwesenheit des Peptids 10 im IFN-y ELISpot der ersten Kohorte mit Auftragung des SEM. Getestet wurden die
PBMC von 16 Kontrollpersonen sowie von 31 MS Patientinnen/Patienten, davon 16 Aktiven und 15 Inaktiven. Der

Stern markiert signifikante Ergebnisse der durchgefiihrten Vergleichstestungen (Mann-Whitney Test bzw. Dunn’s
Test, *p<0,05).

Die Anzahl der IFN-y bzw. IL-17 Spots unterschied sich zwischen den einzelnen
Gruppen nach Inkubation der getesteten Zellen in Anwesenheit von Peptid 6 nicht
(nicht dargestellt). Es zeigte sich auch kein signifikanter Unterschied in der
Spontanaktivitat der Zellen nach deren Inkubation in Zellmedium ohne weitere Stimuli

(nicht dargestellt).

4.4 Gruppenvergleiche der gemessenen Serumparameter

Zusatzlich zur Analyse der spezifischen Reaktivitaten gegentber den getesteten
eluierten Peptiden erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die Bestimmung der vier
Serumparameter Cholesterin, Vitamin D, TSH und fT4 bei den getesteten Personen.
Die Testung moglicher Unterschiede in den Serumspiegeln der analysierten
Parameter zwischen den einzelnen Gruppen zeigte fur die zweite Kohorte einen
signifikant niedrigeren Vitamin D Spiegel bei den aktiven Patientinnen/Patienten als
bei den inaktiven Patientinnen/Patienten (p=0,044) (Abb. 14).

75



Ergebnisse

80

1 aktiv

60 . Il inaktiv

40-

204

25-hydroxyvitamin D (nmol/L)

0

Abbildung 14: Serum Vitamin D Spiegel der aktiven und inaktiven Patientinnen/Patienten der zweiten
Kohorte

Gezeigt sind die gepoolten Serum Vitamin D Werte der 13 aktiven sowie 17 inaktiven Patientinnen/Patienten der

zweiten Kohorte mit Auftragung des SEM. Der Stern markiert das signifikante Ergebnis der durchgefiihrten
Vergleichstestung (ungepaarter T-Test, *p<0,05).

DarUber hinaus ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen

Gruppen.

4.5 Korrelation der Serumparameter mit der spezifischen Reaktivitat
der getesteten PBMC im ELISpot

Zur Testung moglicher Zusammenhange zwischen den vier Serumparametern Vitamin
D, Cholesterin, TSH sowie fT4 und der spezifischen Reaktivitat der PBMC im ELISpot
erfolgten nach Gruppen getrennte Korrelationsanalysen fur die Peptide 6, 7 und 10
sowie fur die Spontanaktivitat.

FiUr die gepoolten Daten der IFN-y ELISpots der ersten und zweiten Kohorte zeigte
sich in der Gruppe der inaktiven Patientinnen/Patienten ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Vitamin D Spiegel im Serum und der Spotzahl nach
Inkubation mit den Peptiden 6 (p=0,031) (Abb. 15 A) und 10 (p=0,028) (Abb. 15 B).
Ein niedriger Vitamin D Spiegel im Serum korrelierte dabei mit einer héheren Spotzahl
im ELISpot. Dieser Zusammenhang zeigte sich auch bei der Analyse der gepoolten
Daten samtlicher im IFN-y ELISpot getesteten MS Patientinnen/Patienten nach
Inkubation mit dem Peptid 10 (p=0,044) (Abb. 15 C).
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Abbildung 15: Korrelation des Serum Vitamin D Spiegels mit der spezifischen Reaktivitat im IFN-y ELISpot
Gezeigt ist die Korrelation des Serum Vitamin D Spiegels mit den korrigierten Mittelwerten der IFN-y Spots fiir die

Gruppe der 32 inaktiven Patientinnen/Patienten nach Inkubation mit (A) Peptid 6 (p=0,031), (B) Peptid 10 (p=0,028),
sowie (C) fur alle 61 getesteten MS Patientinnen/Patienten nach Inkubation mit Peptid 10 (p=0,044).

Daruber hinaus korrelierte ein niedriger Vitamin D Wert im Serum bei den in der ersten
IFN-y ELISpot Kohorte getesteten MS Patientinnen/Patienten mit einer hoheren
Spotzahl nach Inkubation der Zellen ohne Zugabe von DMSO oder einem Peptid
(Spontanaktivitat) (p=0,035) (Abb. 16 A). Dieser Zusammenhang ergab sich auch fur
alle im IFN-y ELISpot getesteten inaktiven Patientinnen/Patienten (p=0,04) (Abb. 16
B).

Im Gegensatz dazu lief? sich in den IFN-y ELISpots der zweiten Kohorte bei den aktiven
Patientinnen/Patienten eine hohere Spontanaktivitat bei hohen Serum Vitamin D

Werten ausmachen (p=0,048) (Abb. 16 C).
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Abbildung 16: Korrelation des Serum Vitamin D Spiegels mit der Spontanaktivitat im IFN-y ELISpot

Nach 48 stindiger Inkubation der Zellen in Zellmedium ohne Stimuli wurde die Anzahl der IFN-y Spots/200.000
PBMC ermittelt (Spontanaktivitat). Gezeigt ist die Korrelation des Serum Vitamin D Wertes mit der Spontanaktivitat
(A) fur alle 31 MS Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte (p=0,035), (B) fur alle 32 getesteten inaktiven

Patientinnen/Patienten (p=0,04) sowie (C) fir die 13 aktiven Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte (C)
(p=0,048).

Des Weiteren zeigte sich in den IFN-y ELISpots der ersten Kohorte die Tendenz einer
erhohten Spontanaktivitat der Zellen von aktiven Patientinnen/Patienten bei niedrigen
TSH-Werten im Serum (p=0,053) (Abb. 17 A). Dieser tendenzielle Zusammenhang
konnte auch fur die MS Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte (p=0,067) (Abb. 17
B) sowie fur alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit im IFN-y ELISpot getesteten MS-
Patientinnen/Patienten gezeigt werden (p=0,058) (Abb. 17 C). Im IL-17 ELISpot zeigte
sich darUber hinaus eine negative Korrelation zwischen TSH-Werten und der
peptidspezifischen Reaktivitat nach Inkubation mit Peptid 6 in der aktiven
Patientengruppe (p=0,03) (Abb. 17 D).
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Abbildung 17: Korrelation des Serum TSH Wertes mit der Spontanaktivitat im IFN-y ELISpot sowie der
spezifischen Reaktivitat im IL-17 ELISpot

Nach 48 stiindiger Inkubation der Zellen in Zellmedium ohne Stimuli wurde die Anzahl der IFN-y Spots/200.000
PBMC ermittelt (Spontanaktivitat). Gezeigt ist die Korrelation des Serum TSH Wertes mit (A) der Spontanaktivitat
fiir die 16 aktiven Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte (p=0,053), (B) fir alle 31 MS Patientinnen/Patienten
der ersten Kohorte (p=0,067) sowie (C) fir alle 61 im Rahmen der Arbeit getesteten MS Patientinnen/Patienten
(p=0,058). Es ergaben sich lediglich Tendenzen. Im (D) IL-17 ELISpot zeigte sich fur die Gruppe der aktiven
Patientinnen/Patienten eine negative Korrelation zwischen dem Serum TSH Spiegel und der spezifischen
Reaktivitat gegeniber Peptid 6 (p=0,03).

Die Korrelationsanalysen zeigten daruber hinaus fur die Gruppe der aktiven
Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte einen positiven Zusammenhang zwischen
dem fT4 Spiegel im Serum und der Spontanaktivitat im IFN-y ELISpot (p=0,049) (Abb.
18 A). Eine entsprechende Tendenz konnte fur die Daten der MS

Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte nach Inkubation mit dem Peptid 6 im IFN-

v ELISpot gezeigt werden (p=0,061) (Abb. 18 B).
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Abbildung 18: Korrelation des Serum fT4 Wertes mit der Spontanaktivitiat sowie der spezifischen Reaktivitat
im IFN-y ELISpot

Gezeigt ist die Korrelation des Serum fT4 Spiegels mit der Spontanaktivitat im IFN-y ELISpot fur die Gruppe der 13
aktiven Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte (A) (p=0,049). Dariiber hinaus ist die Korrelation des Serum
fT4 Spiegels mit den korrigierten Mittelwerten der IFN-y Spots nach Inkubation mit dem Peptid 6 fur alle 30 MS
Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte dargestellt (B). Hierbei ergab sich lediglich eine Tendenz (p=0,061).

In den IL-17 ELISpots konnte fur die Gruppe der Kontrollpersonen die Tendenz einer
negativen Korrelation zwischen dem Serum Cholesterin Spiegel und der
peptidspezifischen Reaktivitat festgestellt werden. Bei niedrigen Cholesterin Werten
zeigten sich tendenziell hohere Reaktivitaten gegeniber den Peptiden 6 (p=0.057)
(Abb. 19 A) und 10 (p=0,058) (Abb. 19 B).
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Abbildung 19: Korrelation des Serum Cholesterin Wertes mit der spezifischen Reaktivitit im IL-17 ELISpot
Gezeigt ist die Korrelation des Serum Cholesterin Spiegels mit den korrigierten Mittelwerten der IL-17 Spots nach

Inkubation mit den Peptiden (A) 6 (p=0,057) und (B) 10 (p=0,058) fiir die Gruppe der 16 Kontrollpersonen. Es
ergaben sich lediglich Tendenzen.

In einem weiteren Analyseschritt wurde zusatzlich gepruft, ob die verschiedenen
Serumparameter mit der gepoolten spezifischen Reaktivitat der PBMC gegenuber den
Peptiden 6, 7 und 10 korrelieren.

Fur die Gruppe aller im IFN-y ELISpot getesteten inaktiven Patientinnen/Patienten
zeigte sich bei niedrigen Serum Vitamin D Werten eine héhere Spotzahl nach

Inkubation der Zellen in Anwesenheit der Peptide 6, 7 und 10 (p=0,036) (Abb. 20).
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Abbildung 20: Korrelation des Serum Vitamin D Spiegels mit der spezifischen Reaktivitat gegeniiber den
Peptiden 6, 7 und 10 im IFN+y ELISpot

Gezeigt ist die Korrelation des Serum Vitamin D Spiegels mit den korrigierten Mittelwerten der IFN-y Spots fur alle

32 im IFN-y ELISpot getesteten inaktiven Patientinnen/Patienten nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10
(p=0,036).

AuBerdem konnte fur die Gruppe der Kontrollpersonen eine negative Korrelation
zwischen dem Serum Cholesterin Spiegel und der IL-17 Spotzahl nach Inkubation mit
den Peptiden 6, 7 und 10 festgestellt werden (p=0,041) (Abb. 21).
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Abbildung 21: Korrelation des Serum Cholesterin Spiegels mit der spezifischen Reaktivitidt gegeniiber den
Peptiden 6, 7 und 10 im IL-17 ELISpot

Gezeigt ist die Korrelation des Serum Cholesterin Spiegels mit den korrigierten Mittelwerten der IL-17 Spots fir alle
16 getesteten Kontrollpersonen nach Inkubation mit den Peptiden 6, 7 und 10 (p=0,041).

Tab. 15 gibt einen Uberblick tiber die beobachteten Zusammenhange zwischen der

Hohe der Serumparameter und den Spotzahlen im IFN-y sowie IL-17 ELISpot.
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Tabelle 15: Beobachtete Zusammenhénge zwischen der Héhe der Serumparameter und den Spotzahlen im
IFN-y und IL-17 ELISpot

Gezeigt sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachteten Zusammenhange zwischen der Héhe der
gemessenen Serumparameter und den Spotzahlen im IFN-y und IL-17 ELISpot. ") Daten der ersten Kohorte (IFN-
7), 2 Daten der zweiten Kohorte (IFN-y), ¥ gepoolte Daten der ersten und zweiten Kohorte (IFN-y), 4 Daten der IL-
17 ELISpots, tend. bezeichnet eine Tendenz mit 0,067>p>0,05. 1 steht fiir eine Erhdhung, | fur eine Erniedrigung
des Parameters/ der Spotzahl.
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5 Diskussion

Die genaue Pathogenese der MS, insbesondere die Zielstrukturen
krankheitsrelevanter myelinreaktiver CD4+ T-Zellen, konnte bislang trotz intensiver
Forschung nicht vollstandig aufgeklart werden (1,6). Ziel dieses Projektes war es,
potenzielle Antigene, die bei der Immunpathogenese der MS eine Rolle spielen, zu
identifizieren. Dafur wurde die spezifische Immunreaktion gegenuber verschiedenen
Antigenen, die im ZNS von MS Patientinnen/Patienten prasentiert werden, naher
charakterisiert. Die zusatzlich durchgefuhrte Betrachtung der vier Serumparameter
Vitamin D, Cholesterin, TSH und fT4 diente der Untersuchung moglicher weiterer
pathogenetischer Einflussfaktoren und der Suche nach eventuell geeigneten

Biomarkern.

5.1 Autoreaktive T-Zellen sind Teil des integren Immunsystems

Die Beobachtung der IFN-y Sekretion als Zeichen der spezifischen Immunantwort nach
Inkubation mit autologen Peptiden sowohl bei MS Patientinnen/Patienten als auch bei
Kontrollpersonen stimmt mit den Ergebnissen verschiedener Vorarbeiten dieser und
anderer Arbeitsgruppen Uberein (3,113). T-Zellen, deren TZR spezifisch autologe
Peptide erkennen, scheinen Bestandteile des normalen T-Zell Repertoires und nicht
allein krankheitsursachlich zu sein (1,113). Um autoimmunen Prozessen vorzubeugen,
erfordert ihr Vorhandensein periphere Toleranzmechanismen, wie zum Beispiel die
Induktion von Tregs (37). Cao et al. konnten zudem zeigen, dass sich myelinreaktive
CD4+ T-Zellen von Patientinnen/Patienten mit MS funktionell und in ihrem
Transkriptionsprofil von denen der Kontrollpersonen unterscheiden. T-Zellen der
Patientinnen/Patienten sezernierten Dbeispielsweise mehr proinflammatorische
Zytokine (114). Fur die Beurteilung der klinischen Relevanz autoreaktiver T-Zellen
spielt die Integritat der BHS eine entscheidende Rolle (5). In den genannten Punkten
sind demnach Unterschiede zwischen den getesteten Patientinnen/Patienten und den

Kontrollpersonen wahrscheinlich.

5.2 Beeinflussung der in-vitro Ergebnisse durch eine Vielzahl
unterschiedlicher Imnmunzellen

Grunde fur die beobachtete signifikant hohere IFN-y-Sekretion in Abwesenheit von
Peptiden bei den getesteten Kontrollpersonen gegeniber den MS

Patientinnen/Patienten bleiben spekulativ. Besonders relevant scheinen dabei
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unterschiedliche T-Zell Subtypen zu sein. IFN-y wird nicht nur von Tu1 Zellen, sondern
u.a. auch von NKT-Zellen und y5-T-Zellen sezerniert. Diese Zellen kbnnen sowohl pro-
als auch antiinflammatorische Funktionen haben (115). Daher wird ihnen eine
immunmodulatorische  Funktion  zugesprochen, die eine Rolle bei
Autoimmunerkrankungen spielt (116,117). Es konnte eine erhdhte Pravalenz von
Autoimmunerkrankungen bei Verminderung der Anzahl oder Funktionalitat von NKT-
Zellen festgestellt werden (116,118). Dies kann die beobachteten Unterschiede der
peptidunabhangigen IFN-y Sekretion zwischen Patientinnen/Patienten und
Kontrollpersonen erklaren. Dartber hinaus kdnnen y3-T-Zellen mit einer spontanen
Zytokinsekretion auf Stress reagieren (117,119). Derartigen Stress konnte auch das
experimentelle Vorgehen erzeugt und dadurch das in-vitro Zytokinmilieu verandert
haben.

Zusatzlich sind in der Literatur auch IFN-y sezernierende Tregs beschrieben, die
derzeit intensiv untersucht werden (120). lhre Funktion ist von vielen Faktoren,
beispielsweise ihrer Herkunft und dem vorherrschenden Zytokinmilieu abhangig. Bei
Patientinnen/Patienten mit RRMS wurde eine héhere Frequenz IFN-y sezernierender
Tregs als bei Kontrollpersonen beschrieben wurde. Dennoch konnten Feng et al. im
Tiermodell fir die Kolitis zeigen, dass Foxp3* IFN-y sezernierende Zellen eine
inhibitorische Funktion ausibten (120,121). IFN-y* Tregs sind im Blut gesunder
Kontrollpersonen vorhanden. Daniel et al. postulierten, dass diese Zellen durch den
Korper patrouillieren und beginnende inflammatorische Prozesse supprimieren
(122,123).

Auch der Vitamin D Status im Serum der getesteten Personen kann einen Einfluss auf
die peptidunabhangige IFN-y Produktion der PBMC gehabt haben (124). Der genaue
Mechanismus wird in Kap. 5.7 erlautert.

Experimentell konnte eine niedrigere Anzahl |IL-17 sezernierender Lymphozyten im
Vergleich zu IFN-y sezernierenden Zellen nachgewiesen werden (siehe Kap. 4.3).
Dieser Befund kann dadurch erklart werden, dass der Anteil der TH17 Zellen an PBMC
wesentlich geringer ist als der Anteil der Tu1 Zellen (71,125). Nichtsdestotrotz kommen
nicht ausschlieRlich Th17 Zellen als Produzenten von IL-17 infrage. Auch yo T-Zellen,

NK-Zellen und neutrophile Granulozyten sind zur IL-17-Sekretion in der Lage (54).
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5.3 Peptidspezifische Immunantwort von MS Patientinnen/Patienten

gegeniiber autologen Peptiden aus dem ZNS

Die in diesem Projekt hinsichtlich einer spezifischen Immunantwort untersuchten
Peptide entstammen unterschiedlichen humanen Proteinen. Dabei bilden die Peptide
weder den Beginn noch das Ende der jeweiligen Primarstruktur, sondern sind mit
unterschiedlichen Abstanden von den C- und N-terminalen Regionen entfernt
lokalisiert. Da die Peptide 6 und 7 in mehreren Isoformen vorliegen, wurde bei ihnen
auf die Angabe der genauen Aminosaurepositionen verzichtet. Die 29 verschiedenen
Peptide weisen Langen von 9-19 Aminosauren auf. Einige dieser Peptide kdnnten
demnach sowohl von HLA-Klasse | als auch von HLA-Klasse Il gebunden werden
(126). Die Herkunft wurde mit Hilfe der Proteindatenbanken von UniProt und NCBI
recherchiert (Tab. 16, Stand: 10.07.2019) (78,127).

Peptidnummer Sequenz Vorkommen im Menschen
1 MEVEDNRSQVETD Aquaporin 4
Myc box-dependent-interacting
2 DFDPLPPVTSPVKAPTPSG | protein 1
3 YIIDNKGIDSDA Cathepsin S
4 RISPDQGQQFAQML Clathrin, schwere Kette
Complement C3, Epididymis
secretory sperm binding protein
5 YSIITPNILRL Li 62p
Epidermales
6 SVSNWVITK Wachstumsfaktorsubstrat 15
neuronales Membranglykoprotein
7 TTYNYAVLK M6-b
8 HGSKYLATASTMD Myelin Basic Protein
9 KNIVTPRTPPPSQ Myelin Basic Protein
Myelin Proteolipid Protein
10 ATYNFAVLK (PLP261-269)
11 DLSQVAAISNDLK Neurofilament light polypeptide
12 SVNGKVLSK nicht bekannt
13 GGSVYKYASFQVENDQ Protein transport protein Sec24C
14 AVVEPYNSILTTHTT Tubulin alpha-Kette
15 LERIQIQEAAKKKPG Testican-2
16 YAVAVVKKDSG Transferrin
Cold-inducible RNA-binding
17 EQVFSKYGQISE protein
18 VISLEGKPL Cofilin-1, Proteinende
MICOS Komplex Untereinheit
20 AVNAHSNILK MIC60
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22 LRVAPEEHPVL Actin-like protein
23 MNNREVLEQVEHGY Tyrosine-protein kinase Fyn
24 RVAPEEHPVLLTEAPLNPK | Actin-like protein
25 SNTPILVDGKDVMPEVN Glukose-6-Phosphat-lsomerase
26 ASAIKSMFSGE nicht bekannt
27 KNIIDAFNGGISLV nicht bekannt
28 DVIDNDSWRIW multifunctional protein ADE2
29 VVNrLLTPTHSF Ensconsin
nicht bekannt, 92,3% Ahnlichkeit
30 KNIVTP-Cit-TPPPSQ zu Myelin Basic Protein
nicht bekannt, 91,7% Ahnlichkeit
zu Encosin und microtubule-
associated protein 7 (MAP7),
31 VVN-Cit-LLTPTHSF MmRNA

Tabelle 16: Sequenzen und Vorkommen der eluierten Peptide in humanen Proteinen
Aufgelistet sind die Sequenzen der eluierten Peptide sowie ihr jeweiliges Vorkommen in bekannten humanen

Proteinen (Proteindatenbanken von Uniprot und NCBI (78,127), Stand: 10.07.2019). Grau markiert sind die im
Rahmen dieser Arbeit genauer untersuchten Peptide.

Riedhammer et al. hatten in Vorarbeiten mit anderen aus dem ZNS eluierten Peptiden
gezeigt, dass es im IFN-y ELISpot nach einer ahnlich wie in diesem Projekt
durchgefuhrten Peptidinkubation zu signifikant mehr positiven Reaktionen bei aktiven
MS Patientinnen/Patienten als bei inaktiven oder Kontrollpersonen kam (3). Dieses
Ergebnis konnte mit den in diesem Projekt generierten Daten fur die aktiven
Patientinnen/Patienten gegenuber den Kontrollpersonen nur als deutliche Tendenz
nachvollzogen werden (p=0,052).

Wie in Kap. 4.2 beschrieben, kam es bei den MS Patientinnen/Patienten im Vergleich
zu den Kontrollpersonen haufiger zu positiven Reaktionen gegenuber vielen
verschiedenen getesteten Peptiden. Diese groliere Diversitat im Erkennungsmuster
deutet darauf hin, dass sich im T-Zell Repertoire der erkrankten Personen zusatzlich
Zellen mit einer Spezifitat gegenlber anderen autologen Peptiden befinden. Hierflr
gibt es hauptsachlich zwei Erklarungsmaoglichkeiten. Einerseits kdnnte eine generelle
Hyperreaktivitdt des Immunsystems bei MS Patientinnen/Patienten vorliegen, die zu
einer verstarkten IFN-y Sekretion nach Inkubation mit ganz unterschiedlichen Peptiden
fuhrt (3). Andererseits konnte es im Rahmen der Erkrankung zu einem epitope
spreading gekommen sein, welches bereits tierexperimentell mit klinischen Schiben
assoziiert werden konnte (128). Beide Theorien waren mit der Beobachtung vereinbar,
dass insbesondere die aktiven MS Patientinnen/Patienten zahlreiche positive

Reaktionen gegenuber verschiedenen Peptiden zeigten.
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Nach einem ersten Screening standen die Peptide mit den Nummern 6, 7 und 10 im
Fokus der vorliegenden Arbeit. Im Folgenden werden detaillierte Informationen, die die
Grundlage fur die Interpretation der erhobenen Daten boten, dargelegt.
Peptid 10
Das Peptid 10 (PLP261-269) kommt in beiden bekannten PLP-Isoformen (s. Kap. 2.3)
vor. PLP2s1-269 liegt allerdings nicht innerhalb der bisher bekannten immunodominanten
Epitope von PLP (129,130). Daher fanden sich trotz intensiver Literaturrecherche
keine gezielten Informationen zu dieser eluierten Sequenz. Interessanterweise ist sie
jedoch innerhalb der Tertiarstruktur von PLP membrannah und teilweise intrazellular
lokalisiert. Genau diese Region wurde bei MOG verglichen mit dem extrazellularen
Anteil als besonders immunogen beschrieben (131). Vorarbeiten konnten sowohl bei
MS Patientinnen/Patienten als auch bei Kontrollpersonen sehr heterogene T-Zell
Antworten auf andere getestete PLP-Epitope zeigen (130). In einigen Arbeiten zeigte
sich eine erhohte Immunoreaktivitat gegentber PLP bei MS Patientinnen/Patienten im
Vergleich zu Kontrollpersonen (129,132). Im Gegensatz dazu konnten andere
Arbeitsgruppen keinen statistisch signifikanten Unterschied in den Reaktivitaten
feststellen (113,133). Die im Rahmen dieses Projekis gezeigte signifikant hohere
Anzanhl peripherer IFN-y sezernierender Zellen bei den Kontrollpersonen verglichen mit
den MS Patientinnen/Patienten bzw. den aktiven Patientinnen/Patienten nach
Inkubation mit dem Peptid 10 wird vermutlich durch die hohe Hintergrundaktivitat der
Kontrollpersonen vorgetauscht. Nach ihrem Abzug konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied mehr zwischen den Gruppen gezeigt werden. Dennoch zeigten alle
Gruppen nach Inkubation mit dem Peptid 10 signifikant hohere Spotzahlen als die
individuelle Hintergrundaktivitat. T-Zellen, deren TZR dieses Peptid erkennen,
scheinen bei allen Gruppen im Repertoire zu sein. Aullerdem zeigte sich in beiden
IFN-y Gruppen die meisten positiven Reaktionen gegenuber dem Peptid 10 bei den
Kontrollpersonen, gefolgt von den inaktiven Patientinnen/Patienten. Ahnliche
Ergebnisse der IL-17 ELISpots lassen zudem eine Beteiligung IL-17 sezernierender
Zellen vermuten. Fir die Experimente wurden den Personen periphere Lymphozyten
entnommen. Es ist somit vorstellbar, dass die getesteten Patientinnen/Patienten, im
IL-17 ELISpot lediglich jene in einer aktiven Krankheitsphase, eine geringere
Reaktivitat im ELISpot zeigten, da sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme vermehrt
Zellen aullerhalb der Zirkulation befanden. Diese kdnnten sich z.B. in entzindlichen
Lasionen des ZNS oder in Lymphknoten aufgehalten haben. Gestltzt wird diese These
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dadurch, dass Fabriek et al. zeigen konnten, dass sich insbesondere bei MS
Patientinnen/Patienten PLP-beladene Makrophagen in zervikalen Lymphknoten
aufhalten (134). Hierzu passt auch die Beobachtung, dass die spezifische Reaktivitat
bei den aktiven Patientinnen/Patienten der zweiten IFN-y Gruppe nicht signifikant
hoher als die Hintergrundaktivitat war. T-Zellen mit einer spezifischen Reaktivitat
gegenuber Peptid 10 befinden sich mdglicherweise in aktiven Krankheitsphasen
vermehrt aullerhalb der Zirkulation und wurden durch das hier angewandte
experimentelle Verfahren nicht erfasst. Im Gegensatz dazu hatten Riedhammer et al.
in ahnlichen Vorarbeiten mit anderen eluierten Peptiden eine signifikant erhdhte
Anzahl spezifischer IFN-y sezernierender Zellen bei Patientinnen/Patienten mit einer
aktiven im Vergleich zu einer inaktiven MS gezeigt (3).
Zirkardiane Schwankungen in der Anzahl zirkulierender Lymphozyten, wie sie von
Druzd et al. beschrieben wurden, kdnnen die Beobachtung dagegen nicht erklaren
(135). Die Blutentnahme erfolgte in allen Gruppen ausschliel3lich am Tag.
Pender et al. haben zeitliche Fluktuationen in der Frequenz PLP-spezifischer T-Zellen
v.a. bei MS Patientinnen/Patienten, aber auch bei Kontrollpersonen beobachtet. Die
von ihnen beschriebene Assoziation zur Krankheitsaktivitat bei einigen
Patientinnen/Patienten konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (136). Allerdings
ware hierfur die sequenzielle Analyse einzelner Personen in Phasen unterschiedlicher
Krankheitsaktivitat notwendig gewesen, da nur so die interindividuellen Unterschiede
in der Anzahl Epitop-spezifischer Zellen berucksichtigt worden waren.
Peptid 7
Ebenfalls zur Proteolipidprotein-Familie gehort das Peptid 7. Es kommt in dem
neuronalen  Membranglykoprotein M6-b  (M6-b) vor und Dbesitzt vier
Transmembrandomanen. Interessanterweise ahnelt das eluierte Peptid 7 in seiner
Primarstruktur auffallend Peptid 10, PLP2s1-269. Peptid 7 wird u.a. von Neuronen und
Oligodendrozyten exprimiert (137). Werner et al. konnten jedoch zeigen, dass M6-b in
geringem Ausmall von nahezu allen Zellen exprimiert wird (138). M6-b besitzt
vielfaltige Funktionen. Es scheint beispielsweise an der Neurogenese und
Osteogenese beteiligt zu sein, sowie eine Rolle beim Transport von Proteinen zu
spielen (137,139). Beachtenswert ist, dass M6-b zu 51 % (Primarstruktur) identisch zu
DM20 ist. Dabei handelt es sich um eine Spleil3variante von PLP, der 35 Aminosauren
fehlen (s. Kap. 2.3) (139). Von M6-b gibt es wiederum mindestens vier unterschiedliche
SpleiBvarianten. Das eluierte Peptid kommt lediglich in den Isoformen 1-3 vor,
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wahrend Isoform 4 die entsprechende Sequenz nicht beinhaltet (78). Analog zur
Expression der PLP-Isoformen (s. Kap. 2.3) ist es daher vorstellbar, dass bei einer
vorrangigen Expression der Isoform 4 im Thymus die Ausbildung zentraler
Toleranzmechanismen beeinflusst werden konnten. T-Zellen, deren TZR das eluierte
Peptid erkennen, konnten so der Negativselektion entgehen. Trotz intensiver
Recherche konnte fur M6-b bisher keine beobachtete Assoziation zur MS oder
anderen Autoimmunerkrankungen gefunden werden. Im Gegensatz zu Peptid 10
lagen die IFN-y Spotzahlen nach einer Inkubation mit Peptid 7 in keiner der getesteten
Gruppen signifikant Uber der individuellen Hintergrundaktivitat. Aullerdem kam es
wesentlich seltener zu einer positiven Reaktion im IFN-y ELISpot. M6-b scheint daher
keine spezifische Reaktivitat im IFN-y ELISpot herbeigefuhrt zu haben. Die héhere
Anzahl peripherer IFN-y sezernierender Zellen nach der Inkubation mit dem Peptid 7
bei den Kontrollpersonen verglichen mit den MS Patientinnen/Patienten bzw. den
aktiven Patientinnen/Patienten scheint ebenfalls durch die signifikant hohere
Hintergrundaktivitat der Kontrollpersonen vorgetauscht zu werden.

Im Gegensatz dazu kam es im |IL-17 ELISpot zu deutlich mehr positiven Reaktionen,
insbesondere bei den inaktiven, aber auch bei den aktiven Patientinnen/Patienten.
Aulerdem zeigten MS Patientinnen/Patienten und inaktive Patientinnen/Patienten
eine signifikant hohere Anzahl spezifischer IL-17 sezernierender Zellen als die
Kontrollpersonen und eine signifikant Uber der Hintergrundaktivitat liegende
Reaktivitat. Patientenspezifische Unterschiede im Tu1/ Tu17-Verhaltnis wurden bereits
beschrieben (55). Es ist denkbar, dass im Hinblick auf die spezifische Erkennung des
Peptids 7 bei den getesteten Patientinnen/Patienten eine Reaktion vom Tw17-Typ
dominiert. Weitere Erklarungsmadglichkeiten werden in Kap. 5.4 erlautert.

Peptid 6

Das Peptid mit der Nummer 6 kommt im humanen epidermalen
Wachstumsfaktorsubstrat 15 vor, welches ubiquitar exprimiert wird (78). Es besitzt
viele unterschiedliche Funktionen, scheint aber v.a. an der Regulation des
Zellwachstums sowie der Zusammenlagerung von clathrin coated pits beteiligt zu sein
(140,141). Die eluierte Peptidsequenz kommt in beiden bekannten Spleil3varianten vor
(78). Eine Dbereits beobachtete Assoziation des humanen epidermalen
Wachstumsfaktorsubstrats 15 mit der MS oder anderen Autoimmunerkrankungen
konnte trotz intensiver Literaturrecherche nicht gefunden werden. Die vorliegenden

Daten zeigen, dass es bei MS Patientinnen/Patienten im Gegensatz zu den getesteten
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Kontrollpersonen nach einer Inkubation mit dem Peptid 6 zu einer vermehrten IFN-y—
sowie IL-17-Sekretion kommt. Allerdings bestand zwischen beiden Gruppen kein
Unterschied in der blo3en Anzahl IFN-y- bzw. IL-17 sezernierender Zellen. Selbst nach
Abzug des hohen Hintergrundwertes im IFN-y ELISpot der Kontrollpersonen zeigte
sich keine entsprechende Tendenz oder gar ein signifikanter Zusammenhang.
Zwischen den Kontrollpersonen und den MS Patientinnen/Patienten kodnnte es
demnach Unterschiede in der funktionellen Differenzierung dieser Lymphozyten geben
(114). Denkbar sind auch Unterschiede in den immunregulatorischen Mechanismen

sowie der Zusammensetzung ihres T-Zell-Repertoires (Kap. 5.5) (48,69).

5.4 Subtypspezifische Einflussfaktoren von Tregs und Tu17-Zellen

auf die peptidspezifische Reaktion

Matusevicius et al. konnten zeigen, dass die Anzahl IL-17 mRNA exprimierender
mononuklearer Zellen im Blut bei MS Patientinnen/Patienten hdher war als bei
gesunden Kontrollpersonen (142). Zudem zeigten Experimente, dass die Anzahl
peripherer Th17 Zellen mit der Krankheitsaktivitat bei der MS assoziiert war (71,142).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte, abgesehen von einer Ausnahme, kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl IL-17 sezernierender Zellen zwischen den
Gruppen festgestellt werden. Lediglich nach der Inkubation mit dem Peptid 7 konnte
eine gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhéhte Anzahl IL-17 sezernierender
Zellen bei den MS Patientinnen/Patienten sowie den inaktiven Patientinnen/Patienten
beobachtet werden. Eine Subpopulation Foxp3+ T-Zellen weist eine Foxp3+-
Instabilitat auf. Nach Verlust ihres Transkriptionsfaktors sind diese Zellen in der Lage,
IL-17 zu sezernieren und damit proinflammatorisch zu wirken (72). Es ist denkbar, dass
bei den getesteten MS Patientinnen/Patienten eine solche Population mit einem TZR
existiert, der spezifisch das Peptid 7 erkennt. Dies kdonnte die beobachtete Reaktion
im IL-17 ELISpot im Vergleich zum IFN-y ELISpot erklaren.

Tregs und Tw17 Zellen stellen nach dem momentanen Verstandnis ,funktionelle
Antagonisten® dar. Solange keine entzundlichen Prozesse ablaufen, induziert TGF-3
die Bildung Foxp3+ Tregs, welche die Selbsttoleranz aufrechterhalten. Im Rahmen
inflammatorischer Vorgange wird die Bildung von Tregs durch das vom angeborenen
Immunsystem produzierte |IL-6 supprimiert und stattdessen die Differenzierung von
proinflammatorischen Tu17 Zellen induziert (143). IL-6 erhdhende Prozesse bei den

getesteten Patientinnen/Patienten kdnnten damit ebenfalls zu der im Vergleich zum
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IFN-y ELISpot erhdhten spezifischen Reaktivitat im IL-17 ELISpot nach Inkubation mit
dem Peptid 7 beigetragen haben. Auch in Abwesenheit von IL-6 kdnnte eine erhdhte
Verfugbarkeit von IL-21 zu der erhdhten Anzahl Peptid 7 spezifischer IL-17
sezernierender Zellen bei den Patientinnen/Patienten gefuihrt haben. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass IL-21 die inflammatorische Tw17-Antwort bei entzundlichen
Darmerkrankungen reguliert (144).

Darliber hinaus scheint es eine Uberschneidung der T-Zell Repertoires von
koexistierenden regulatorischen und nicht-regulatorischen T-Zellen zu geben. lhre
TZR waren im Thymus nicht in der Lage, eine suffiziente Negativselektion zu triggern
(145). Es ist demnach moglich, dass solche gemeinsamen TZR-Pools die getestete
Peptide 6 bzw. 7 erkennen und so die Gratwanderung zwischen Autoreaktivitat und
Toleranz gestort wird. Wahrend bei den Kontrollpersonen die Aktivitat der Tregs
Uberwiegt, konnte es durch unterschiedliche Mechanismen bei den MS
Patientinnen/Patienten zu einer verstarkten IL-6-Sekretion und damit einer Induktion
proinflammatorischer Th17 Zellen gekommen sein. Denkbar ist auch eine im Vergleich
Zu den Kontrollpersonen herabgesetzte suppressive Aktivitat
CD4*CD25"Foxp3*CD39* Tregs bei den getesteten Patientinnen/Patienten. Eine
herabgesetzte Funktionalitdt sowie die verminderte Anzahl dieser Zellen bei
Patientinnen/Patienten mit MS wurde bereits von Fletcher et al. beschrieben (66).
Kebir et al. konnten Tu17 Zellen nachweisen, die sowohl IFN-y als auch IL-17
sezernieren und bei MS Patientinnen/Patienten wahrend eines Schubes signifikant
erhdht waren. Diese Zellen scheinen die BHS besonders gut Uberwinden zu kénnen
und wahrend entzindlicher Prozesse im ZNS zu akkumulieren (64). Es besteht die
Moglichkeit, dass solche Zellen mit TZR, die die Peptide 6 bzw. 10 erkennen, existieren
und sowohl im IFN-y als auch im IL-17 ELISpot messbar waren. Die beschriebene
Akkumulation dieser Zellen im ZNS wahrend einer aktiven Krankheitsphase kdnnte die
geringere Rate positiver Reaktionen bei den aktiven Patientinnen/Patienten nach
Inkubation mit dem Peptid 10 erklaren. Alternativ oder zusatzlich dazu kdnnten fur die
spezifische Reaktivitat gegenuber den Peptiden 6 und 10 sowohl Th17 als auch TH1
Zellen beteiligt sein.

5.5 Exogene Einflusse auf das T-Zell Repertoire
Casiraghi et al. konnten tierexperimentell zeigen, dass es wahrend des
Latenzstadiums einer y-Herpesvirus-Infektion durch eine gesteigerte CD40-
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Expression zu einer verstarkten Tn1-Reaktion und einer reduzierten Anzahl an Tregs
und infolge dessen zu einem schwerwiegenderen Krankheitsverlauf kommen kann.
Sie stellten die Hypothese auf, dass eine y-Herpesvirusinfektion durch diese
Mechanismen auch beim Menschen einen pradisponierender Faktor fur die
Entstehung von Autoimmunitat darstellen kann (21). Zu abgelaufenen viralen Infekten
der untersuchten Patientenpopulation sind keine spezifischen Untersuchungen
durchgefuhrt worden. Unter Umstanden konnten diese aber Einfluss auf die im IFN-y
ELISpot gemessenen Zellzahlen gehabt haben.

Ein wichtiger Aspekt von Infektionen ist zudem die Mdglichkeit einer mit ihnen
einhergehenden Lymphopenie. Viele unterschiedliche Infektionen gehen mit einer,
zumindest transienten, Verringerung der Lymphozytenanzahl einher. Ursachlich
konnen Viren, z.B. HIV oder Masernvirus, aber auch bakterielle Erreger sein (51,146).
Auch die Verabreichung verschiedener Medikamente (z.B. Alemtuzumab) kann die
Gesamtzahl der Lymphozyten stark senken (50). Zudem konnte eine frihe
Thymusinvolution bei Patientinnen/Patienten mit einer RRMS festgestellt werden
(147,148). Wie in Kap. 2.3.3 beschrieben, stellt eine solche Lymphopenie einen
Risikofaktor fur autoimmune Prozesse dar (48,49).

Wahrend der der Lymphopenie folgenden spontanen Proliferation verbleibender T-
Zellen liefern Tregs die Grundlage fur den Erhalt eines breiten TZR-Repertoires (47).
Es ist moglich, dass bei den getesteten Patientinnen/Patienten eine solche spontane
Proliferation, evtl. in Abwesenheit ausreichender und/oder funktionstichtiger Tregs,
stattgefunden hat. Dies kann die Beobachtungen nach Inkubation mit dem Peptid 6
erklaren. Die Anzahl IFN-y bzw. IL-17 sezernierender Zellen unterschied sich zwischen
den Gruppen nicht signifikant. Dennoch lagen die Spotzahlen bei den
Patientinnen/Patienten im Gegensatz zu denen der Kontrollpersonen signifikant Uber
dem Hintergrund. Diese Beobachtung kdnnte durch ein breiteres T-Zell-Repertoire bei
den Kontrollpersonen bzw. ein nach spontaner Proliferation eingeengtes T-Zell-
Repertoire bei den Patientinnen/Patienten erklart werden. Bei Letzteren wiirden Peptid
6-spezifische T-Zellen demnach einen grof3eren Anteil am Repertoire ausmachen als
bei den Kontrollpersonen.

DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass ein Teil der in lymphopene Versuchstiere
transferierten naiven CD4* T-Zellen durch den Prozess der spontanen Proliferation die

Fahigkeit zur IFN-y Sekretion nach Stimulation erhalten haben (146). Auch solche
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Zellen, kdnnten bei den getesteten Patientinnen/Patienten im IFN-y ELISpot erfasst

worden sein.

5.6 Molekulares Mimikry und Peptidstrukturelemente als

Schalthebel der Enzephalitogenitat

Mindestens funf Mimikry-Strukturen konnten bislang fur PLP139-151 identifiziert werden.
Diese Strukturen kommen in verschiedenen Pathogenen, u.a. dem Protease IV Protein
von H. influenzae, vor (42,149). Fur die im Rahmen der vorliegenden Arbeit getesteten
Peptide konnten keine relevanten Ahnlichkeiten zu bekannten Bakterien, Viren, Pilzen
oder Parasiten gefunden werden (78). Dennoch ist es moglich, dass
Strukturahnlichkeiten oder relevante Spezies noch nicht bekannt und demnach in der
Datenbank verfugbar sind.

Vanderlugt et al. konnten in Mausen zeigen, dass klinische Krankheitsschibe mit
epitope spreading assoziiert waren. Sie beobachteten dabei u.a. das intramolekulare
epitope spreading zu verschiedenen PLP-Epitopen und eine Hierarchie in der
Enzephalitogenitat dieser Epitope (PLP139-151 > PLP178-191) (128). Das getestete PLP-
Epitop wurde dabei nicht erwahnt, kdnnte aber durch einen ahnlichen Mechanismus
im Verlauf der Erkrankung immunologische Zielstruktur geworden sein.

Wichtig ist zudem die Differenzierung zwischen dem reinen Potenzial eines Peptids,
eine spezifische Immunreaktion hervorzurufen und seiner Enzephalitogenitat.
Herrmann et al. konnten Gen-Netzwerke identifizieren, die dabei eine herausragende
Rolle spielen (150). Uber die Gen-Expressionsprofile der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit getesteten Lymphozyten und damit die Enzephalitogenitat der einzelnen
Peptide kann keine Aussage getroffen werden. Auch die Hierarchie der spezifisch
erkannten Peptide bleibt offen. Ob ein Peptid krankheitsursachlich war oder im Verlauf
der Erkrankung, z.B. durch epitope spreading Relevanz erhalten hat, kann den Daten
nicht entnommen werden.

Bei der Betrachtung des enzephalitogenen Potenzials eines Peptids, spielt auch
dessen Konformation eine wichtige Rolle (151). Konformationsanderungen kénnen
beispielsweise durch posttranslationale Modifikationen zustande kommen und die
Freilegung von Neoepitopen bewirken (152,153). Kovalente Modifikationen eines
Proteins konnten auch die Affinitat/Aviditat beeinflussen, mit der ein TZR einen
Komplex aus HLA-Molekul und einem Autoantigen bindet. Wird diese durch periphere

posttranslationale Modifikationen erhdht, kdnnte das dazu flhren, dass autoreaktive
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Zellen aktiviert werden, die zentrale Toleranzmechanismen umgehen konnten
(15,152). Hierflr konnte bereits gezeigt werden, dass eine Thiopalmitoylierung von
PLP dessen Enzephalitogenitat erhdht (15,154). Darlber hinaus gibt es Hinweise,
dass insbesondere citrullinierte Autoantigene eine Rolle bei der Pathogenese der MS
spielen konnten (15,153). Gegen die beiden im Rahmen dieser Arbeit getesteten

citrullinierten Peptide konnte keine spezifische Reaktivitat festgestellt werden.

5.7 Der Effekt von Vitamin D auf die Autoimmunitat bei der MS

Die Ergebnisse unterschiedlicher Studien lassen einen immunmodulatorischen Effekt
von Vitamin D vermuten (4). Beispielsweise sank in einer gro3en prospektiven Studie
von Munger et al. das Risiko einer MS in der kaukasischen Bevolkerung mit
steigendem Serum 25(OH)D-Spiegel (155). Daruber hinaus konnten Soilu-Hanninen
et al. sowie Correale et al. zeigen, dass die Serum 25(OH)D-Spiegel bei MS
Patientinnen/Patienten wahrend klinischer Schube niedriger waren als in Phasen der
Remission. Daraus folgerten sie, dass Vitamin D eine wichtige Rolle in der T-Zell
Homadostase spielt und an der Regulation der klinischen Krankheitsaktivitat beteiligt ist
(4,156,157). In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen berichteten Embry et al.
von einer inversen Beziehung zwischen der Aktivitat von MS-Lasionen im MRT und
dem Serum 25(0OH)D-Spiegel (158). Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte, zumindest
in der zweiten IFN-y Gruppe, ein signifikant niedrigerer Serum 25(OH)D-Wert bei
aktiven Patientinnen/Patienten im Vergleich zu Inaktiven festgestellt werden (Kap.
4.4).

Durch welche Mechanismen Vitamin D seinen immunmodulatorischen Effekt erzielt,
ist derzeit Gegenstand intensiver Forschung. Es wird vermutet, dass die Induktion von
Tregs von entscheidender Bedeutung sein kdnnte. So war der prozentuale Anteil
CD4*CD25" Tregs nach Kultur von PBMC in Anwesenheit von 1,25(OH)z Vitamin D in
einer Studie von Correale et al. signifikant erhoht (4,17). Daruber hinaus konnte eine
inverse Korrelation zwischen dem Serum 25(OH)D-Spiegel und dem prozentualen
Anteil der Tregs bei Patientinnen/Patienten mit MS gezeigt werden (159). Weiterhin
zeigte sich eine erhohte Anzahl funktionstlchtiger peripherer CD4* Tregs in gesunden
Kontrollpersonen nach der Gabe von hohen Dosen an Cholecalciferol (160).

Vitamin D scheint zudem die Proliferation von T-Zellen zu supprimieren und
Effektorzellen fur apoptotische Signale zu sensibilisieren. Dartber hinaus konnte eine

Beeinflussung des Zytokinhaushaltes gezeigt werden. Es wird vermutet, dass die
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Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie IL-6, TNF-a, IFN-y und IL-17A
herunterreguliert wird, wohingegen die Expression von antiinflammatorischem IL-10
und IL-4 steigt. Sowohl eine verminderte Expression als auch eine verringerte Anzahl
IL-6/IFN-y/IL-17A sezernierender Zellen wurde beschrieben. Es scheint daher, dass
Tu1 und TH17 Antworten supprimiert und immunregulatorische/immunsuppressive
Mechanismen durch Vitamin D induziert werden (4,27,161-164). Mrad et al.
untersuchten den Effekt einer Vitamin D Gabe auf immunologische Biomarker bei
Patientinnen/Patienten mit RRMS. Sie konnten zeigen, dass hohere Vitamin D Spiegel
mit einer geringeren IFN-y Sekretion CD4" Zellen assoziiert waren (124). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit konnte zwar kein signifikanter Unterschied der Vitamin D
Spiegel zwischen Patientinnen/Patienten und Kontrollpersonen festgestellt werden,
doch ist anzumerken, dass viele der getesteten Patientinnen/Patienten vor der
Blutentnahme eine Vitamin D Supplementierung erhielten. Uber die Einnahme von
Vitamin D Praparaten bei den Kontrollpersonen ist nichts bekannt. Eventuell bewirkte
eine iatrogene Anhebung des Vitamin D Spiegels bei den Patientinnen/Patienten eine
gegenuber den Kontrollpersonen verringerte IFN-y Sekretion. Dies kann ein Grund flr
die beobachtete signifikant hohere IFN-y-Sekretion in Abwesenheit von Peptiden bei
den getesteten Kontrollpersonen gegenuber den MS Patientinnen/Patienten gewesen
sein.

Auch eine positive Beeinflussung der Negativselektion im Thymus durch Vitamin D
wird diskutiert (163). /n vitro Studien zeigten dartber hinaus, dass Vitamin D die IL-12-
Sekretion sowie die Expression kostimulatorischer Molekule supprimiert (4).

Diese theoretischen Uberlegungen kénnen in Einklang mit einer Arbeit von Koch et al.
im pathogenetisch relevanten Kontext betrachtet werden. Darin wird vermutet, dass
ein Vitamin D Mangel durch seinen Einfluss auf die Immunhomdostase und eine
verstarkte Prasentation von Selbstantigenen dazu flhren kann, dass sich die
Immunantwort ausweitet und einen diffusen Charakter annimmt (165). Dies kann eine
Erklarung fur die beobachtete Diversitat positiver Reaktionen insbesondere der aktiven
Patientinnen/Patienten im IFN-y ELISpot sein.

Kokic et al. konnten eine negative Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen
von IFN-y und 25(OH) Vitamin D bei Patientinnen mit systemischen Lupus
erythematodes zeigen (166). In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung zeigte sich
im Rahmen der vorliegenden Arbeit flr einige Gruppen eine negative Korrelation

zwischen der Anzahl IFN-y sezernierender Zellen nach Peptidinkubation und dem
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Serum 25(0OH) Vitamin D Spiegel. Dieser Zusammenhang traf fur die Gruppe der
inaktiven Patientinnen/Patienten nach Inkubation mit den Peptiden 6 und 10 sowie flr
deren Spontanaktivitat und die gepoolten spezifischen Reaktivitaten gegentber den
Peptiden 6, 7 und 10 zu. Auch fur die spezifische Reaktivitat gegentber Peptid 10 und
die Spontanaktivitdt der Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte konnte dieser
Sachverhalt nachvollzogen werden. Dass die Beobachtung nicht bei allen Gruppen
gleichermalRen gemacht werden konnte, kénnte unter anderem an der recht kleinen
Fallzahl liegen. Mechanistisch betrachtet kann sowohl eine Modulation der Th1
Antwort als auch der Anzahl und Aktivitat der Tregs die gemessene Anzahl IFN-y
sezernierender Zellen beeinflusst haben. Dies kann Auswirkungen auf die
Spontanaktivitat und auf die spezifische Reaktivitat gegentber den Peptiden 6 und 10
gehabt haben.
Bei der Interpretation der Ergebnisse muss jedoch berucksichtigt werden, dass Uber
eventuelle Einflussfaktoren auf den gemessenen 25(OH) Vitamin D Wert keine
Aussage getroffen werden kann. Beispielsweise wurden weder jahreszeitliche
Schwankungen noch die Sonnenlichtexposition der untersuchten Personen
bericksichtigt. Die Existenz UV-sensitiver T-Zellen lasst jedoch Vitamin D
unabhangige Mechanismen als Einflussfaktoren auf das Immunsystem vermuten
(167). AulRerdem geben Ascherio et al. zu bedenken, dass die Serumkonzentration
von 25(0OH) Vitamin D nach Ausbruch einer MS sinkt. Ihrer Meinung nach lasst dieser
Parameter daher keine Aussage darlber zu, ob sich Vitamin D protektiv auf das MS
Risiko auswirkt (25). Es bleibt daher ungewiss, ob die beobachteten Zusammenhange
zur Immunpathogenese der MS beigetragen haben, oder morphologisches Phanomen
der Erkrankung sind und deren Verlauf eventuell modulieren.
Beachtenswert ist die positive Korrelation zwischen dem Serum 25(OH) Vitamin D
Spiegel und der Anzahl spontan IFN-y sezernierender Zellen bei den aktiven
Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte. Ursachen hierfur bleiben spekulativ.
Cantorna et al. aulderten, dass viele Erkenntnisse Uber die Wirkung von Vitamin D auf
T-Zellen im Mausmodell abhangig von dem Gewebe sind, aus welchem die Zellen
entnommen wurden (162). Der beobachtete Zusammenhang sagt daher unter
Umstanden wenig uber die Verhaltnisse im ZNS aus, zumal Lymphozyten in der Lage
sind, autokrin und parakrin Vitamin D zu sezernieren (27). Auch die individuelle
Wirkung, die durch genetische Veranderungen etwa im VDR-Gen verandert wird, kann
den Effekt von Vitamin D auf das Immunsystem beeinflussen (25). Die Beachtung
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epigenetischer Veranderungen ist hierfur auch von Bedeutung (168). Die vorliegende
Arbeit lasst vermuten, dass die Krankheitsaktivitdt der MS die spezifische Wirkung
modulieren kann. Eventuell stellt eine Subpopulation der spontan [FN-y
sezernierenden Zellen bei aktiven MS Patientinnen/Patienten eine Population dar, die
im peripheren Blut paradox auf Vitamin D reagiert und durch die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine zur Krankheitsaktivitat beitragt.

5.8 Die Rolle der Serumparameter fT4, TSH und Cholesterin in der
MS

Neben den Serumspiegeln von Vitamin D wurden weitere Parameter bestimmt, die
potenziell bei Patientinnen/Patienten mit MS verandert vorliegen oder moglicherweise
einen Einfluss auf die Krankheitspathogenese haben konnten.

Im Jahr 1980 flhrten Kiessling et al. die erste Studie durch, in der systematisch
Schilddrisenparameter bei Patientinnen/Patienten mit MS untersucht wurden. Es
zeigten sich signifikant erhohte T4-Spiegel und, im Gegensatz dazu, signifikant
erniedrigte T3- und TSH-Spiegel im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen (169).
Eine andere Studie konnte ebenfalls erniedrigte T3-Spiegel aber unveranderte T4- und
TSH-Spiegel zeigen. Vermutet wurde eine veranderte periphere Konversion von T4 zu
T3 bei Patientinnen/Patienten mit MS (170). In den hier vorliegenden Daten zeigten
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in den Serumspiegeln von fT4 und
TSH zwischen den getesteten Gruppen. Eine Ursache kdnnte neben einer zu kleinen
Fallzahl darin bestehen, dass viele getestete Patientinnen/Patienten in den Monaten
vor der Blutentnahme eine immunmodulatorische Therapie erhalten haben.
Insbesondere die Verabreichung von IFN-B 1a oder 1b konnte mit dem Auftreten von
Schilddrusenfunktionsstorungen im ersten Therapiejahr in Verbindung gebracht
werden. Diese sind meist subklinisch und transient, kdnnen aber zu veranderten
Hormonwerten im Blut gefuhrt haben (171,172).

Es zeigte sich jedoch eine positive Korrelation zwischen dem fT4-Spiegel im Serum
und der Anzahl spontan IFN-y sezernierender Zellen in der Gruppe der aktiven
Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte. Zusatzlich liel3 sich eine ebensolche
Tendenz fur die Anzahl IFN-y sezernierender Zellen nach Inkubation mit dem Peptid 6
fur die MS Patientinnen/Patienten der zweiten Kohorte feststellen. Zu diesen

Beobachtungen passend zeigte sich die Tendenz einer inversen Korrelation zwischen
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dem Serum-TSH-Spiegel und der Anzahl spontan IFN-y sezernierender Zellen fir die
aktiven Patientinnen/Patienten der ersten Kohorte sowie fur alle im Rahmen der ersten
Kohorte und der gesamten Arbeit getesteten Patientinnen/Patienten. Dartber hinaus
korrelierte die Anzahl IL-17 sezernierender Zellen nach Inkubation mit Peptid 6 in der
Gruppe der aktiven Patientinnen/Patienten invers mit dem TSH-Spiegel im Serum.
Ungeklart bleibt, ob diese Zusammenhange eine Konsequenz der Erkrankung sind
oder eventuell an der Pathogenese der MS beteiligt sein konnten. Experimente zu
diesen Uberlegungen fiihrten Wang et al. durch, die zeigen konnten, dass
Patientinnen/Patienten mit akuter transverser Myelitis (ATM) niedrigere TSH und fT3
sowie hohere fT4 und fT4/fT3 Werte hatten. Daruber hinaus stellten sie dar, dass
niedrige TSH und fT3 Werte mit einer hdheren Krankheitsschwere assoziiert waren
(173). Ahnliche Beobachtungen wurden fiir das Gullain-Barré Syndrom (GBS)
beschrieben (174). Beide Arbeitsgruppen interpretierten ihre Daten als Ausdruck eines
erhohten Levels an oxidativem Stress (OS) (173,174). OS wird mit der Pathogenese
und Progredienz diverser Autoimmunerkrankungen, u.a. der MS, in Verbindung
gebracht (173,175,176). OS kann durch endogene und exogene Mechanismen
erzeugt werden (175). Aufgrund seines hohen Sauerstoffumsatzes, seines geringen
Gehaltes an Antioxidantien und seines hohen Anteils an Phospholipiden als mogliche
Zielstrukturen reagiert das Gehirn besonders sensibel auf freie Radikale (175,176).
Dabei fuhrt OS u.a. zum Absterben von Oligodendrozyten, zu Myelinbeschadigungen
und Uber diverse Mechanismen schlieBlich zur Demyelinisierung (173). Dartber
hinaus wird vermutet, dass es durch OS zur Freilegung neuer Epitope und damit einer
Ausweitung autoimmuner Prozesse kommen kann (177). Es ist daher moglich, die im
Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Korrelationen zwischen
Schilddrusenparametern und der Anzahl IFN-y sezernierender Zellen durch den
individuellen Status an OS und Antioxidantien bei den getesteten
Patientinnen/Patienten zu erklaren. Eine Intensivierung des OS und seiner Wirkung
wahrend aktiver Krankheitsphasen passt zu der Tatsache, dass eine positive
Korrelation insbesondere flir aktive Patientinnen/Patienten gezeigt werden konnte
(176). Neben ihrer Rolle als Surrogatparameter fir OS zeigen neueste
Forschungsergebnisse, dass Schilddrisenhormone im Tiermodell an der
Differenzierung oligodendroglialer Vorlauferzellen beteiligt sind und

Remyelinisierungsprozesse vorantreiben (178,179).
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Mehrere wissenschaftliche Arbeiten der vergangenen Jahre lassen vermuten, dass bei
der MS eine Stérung in der Cholesterinhomobostase vorliegt (180,181). Aus
immunologisch-mechanistischer Perspektive werden in der Literatur zwei
verschiedene Theorien diskutiert, inwieweit Cholesterin in der Lage ist, die
Immunantwort zu modulieren.

Einerseits konnten Swamy et al. zeigen, dass Cholesterin als negativer allosterischer
Regulator die TZR-Aktivitat moduliert und dadurch das Auftreten spontaner
Signaltubertragungen verhindert (182). Andererseits zeigten Surls et al., dass ein
erhohter Gehalt von Cholesterin in der Plasmamembran von Lymphozyten die
inflammatorische Tw1-Antwort verstarkt (183). Somit fungiert Cholesterin auch als
positiver Regulator, indem es ein sog. ,nanoclustering“ der TZR in der Zellmembran
ermoglicht. Hierbei handelt es sich um eine Zusammenlagerung von ca. 2-30 TZR, fur
welche Cholesterin essenziell ist. Dadurch wird die Aviditat gegenuber pMHC
Tetrameren erhoht. Auch wenn lediglich zwei TZR eine Antigenbindung eingehen,
werden alle TZR eines Clusters aktiviert. Dieser Mechanismus flhrt auch bei niedrigen
Antigenkonzentrationen zu einem starken Signal (182,184,185). Unklar ist bislang,
unter welchen Umstanden diese gegensatzlichen Funktionen dominieren und
inwieweit eventuell andere Membranlipide an dieser Regulation beteiligt sind (186).
Einige Wissenschaftlerinnen/Wissenschaftler vermuten, dass in vivo der Effekt des
nanoclusterings uberwiegen konnte (182). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war
somit sowohl eine positive als auch eine negative Korrelation zwischen den
gemessenen Cholesterin-Werten im Serum und der Anzahl Zytokin sezernierender
Zellen im ELISpot denkbar. Letztendlich zeigte sich in der Gruppe der
Kontrollpersonen eine inverse Korrelation zwischen den Cholesterin-Spiegeln und der
peptidspezifischen Reaktivitat im IL-17 ELISpot. Erklarungsmoglichkeiten fur diesen
Zusammenhang bleiben spekulativ. Vorstellbar ist die negative allosterische
Regulation durch Cholesterin, wie sie von Swamy et al. beschrieben wurde (182).
DarUber hinaus muss diese Beobachtung nicht zwangslaufig im Gegensatz zu der
Theorie des nanoclusterings stehen. Lymphozyten sind in der Lage, Uber die
Konzentration von Cholesterin in der Plasmamembran die Grof3e und Anzahl der
Nanocluster zu kontrollieren (185). Uber den intrazelluldren Gehalt an Cholesterin
beziehungsweise dessen Anteil an der Plasmamembran kann allerdings keine
Aussage getroffen werden, da lediglich Serumwerte gemessen wurden und somit die
anderen Kompartimente auller Acht gelassen wurden. In der Gruppe der
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Patientinnen/Patienten zeigten sich hingegen keine Zusammenhange. Neben der
kleinen Studienpopulation kdnnte eine weitere Ursache darin begriindet sein, dass die
Probanden zum Zeitpunkt der Blutentnahme nicht nichtern waren. Aulierdem muss
im Hinblick auf die pathogenetische Relevanz der Ergebnisse bedacht werden, dass
bei Erwachsenen Cholesterin im ZNS Uberwiegend der de novo Synthese durch
Astrozyten und Oligodendrozyten entstammt, im Rahmen der vorliegenden Arbeit

allerdings lediglich Serumwerte gemessen wurden (187).

5.9 Zusammenfassung und Ausblick

Die MS ist eine chronische neurologische Erkrankung, deren Pathogenese bislang
nicht vollstandig aufgeklart wurde. Insbesondere die genauen immunologischen
Zielstrukturen autoreaktiver Lymphozyten sind bisher unklar. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde die Immunantwort gegen 29 verschiedene Peptidstrukturen
untersucht, die lokal im ZNS von MS Patientinnen/Patienten prasentiert werden. Drei
dieser Antigene standen dabei besonders im Fokus. Ein Peptid, welches im humanen
epidermalen Wachstumsfaktorsubstrat 15 vorkommt, flUhrte zu einer erhdhten
Immunoreaktivitat in der Patientengruppe. In dieser zeigte sich des Weiteren eine
verstarkte IL-17 Antwort auf ein Peptid, welches im neuronalen Membranglykoprotein
m6-b zu finden ist. AuBerdem zeigen die Daten, dass T-Zellen, deren TZR spezifisch
ein Peptid von PLP erkennen, sowohl bei Patientinnen/Patienten als auch bei
Kontrollpersonen Teil des Immunrepertoires sind.

Zudem erfolgte eine Analyse der vier Serumparameter Vitamin D, Cholesterin, TSH
und fT4. Die vorliegenden Daten lassen in Ubereinstimmung mit der Literatur
vermuten, dass Vitamin D eine wichtige Rolle bei der MS spielt (4). Die
Schilddrisenparameter TSH und fT4 konnten als Surrogatparameter fur oxidativen
Stress dienen, der bereits mit der Pathogenese und Progredienz diverser
Autoimmunerkrankungen, u.a. der MS, in Verbindung gebracht wurde (173,175,176).
Daruber hinaus ergaben sich Hinweise auf einen Einfluss von Cholesterin auf die
peptidspezifische Reaktivitat der Lymphozyten. Unklar bleibt, ob die Beobachtungen
bei der Analyse der Serumparameter pathogenetisch relevant oder Folge der
Erkrankung bzw. deren Behandlung sind. Daher sind grof3ere Studien unter Einschluss
einer Kontrollgruppe no6tig. Dabei sollte auch die Erkrankungsdauer und eine

eventuelle immmunmodulatorische Therapie einbezogen werden. Eventuell lassen sich
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aus weiteren Studien dann therapeutische Konsequenzen ziehen. Denkbar ist auch,
dass Serumparamater in Zukunft aussagekraftige Biomarker bei der MS darstellen.

Im Hinblick auf die drei Peptide sollte im Anschluss an diese Arbeit eine genaue
Charakterisierung der Zellen erfolgen, welche fur die Peptiderkennung verantwortlich
sind. Dabei muss untersucht werden, ob es sich um CD4*- oder CD8*-T-Zellen
handelt. Ungeklart bleibt die Frage nach der pathogenetischen Relevanz der
untersuchten Antigene. Mit Hilfe quantitativer Analysemethoden kdnnte die Expression
verschiedener Signalmolekule in Abhangigkeit von der Inkubation mit einzelnen
Peptiden bestimmt werden. Eventuell lassen Kenntnisse Uber veranderte
Expressionsmuster Ruckschlisse dartuber zu, welche Eigenschaften ein Peptid
enzephalitogen machen. AuRerdem ware es sinnvoll, dabei die Krankheitsdauer und
den HLA-Typ der Patientinnen/Patienten einzubeziehen. Die Kenntnis uber
pathogenetisch relevante Antigene bei der MS und deren enzephalitogene
Eigenschaften ware ein bedeutender Fortschritt der MS-Forschung und wirde neue

therapeutische Ansatze ermaoglichen.
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