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Zusammenfassung

Einleitung: Die Multiple Sklerose (MS) ist die weltweit haufigste chronische
entzindliche ZNS- Erkrankung. Pathogenetisch kommt es schon frih im
Krankheitsverlauf neben einer inflammatorischen Demyelinisierung zu einer axonalen
Schadigung. B-Zellen spielen dabei in der Pathogenese eine grofere Rolle als bisher
angenommen wurde. Vor kurzem wurde der B-Zell aktivierende Faktor BAFF, ein
Mitglied der Tumor- Nekrose Faktor- Superfamilie beschrieben. Er spielt eine
bedeutende Rolle fiir das Uberleben sowie die Ausreifung von B- Zellen. AuRerdem
konnte der Nachweis erbracht werden, dass BAFF eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von systemischen Autoimmunerkrankungen spielt. Von Interesse ist
dabei, ob sich die BAFF- Konzentration in Serum und Liquor von den
Kontrollpatienten unterscheidet und ob dies auf eine Stérung der Blut-Hirn Schranke
oder auf eine intrathekale Produktion zurickzuflhren ist.

Methoden: Es wurden Seren und Liquores von 50 MS- Patienten, 35 Patienten mit
infektidsen ZNS- Erkrankungen (ID) und von 52 gesunden Kontrollpatienten (HC)
mittels ELISA untersucht.

Resultate: Die BAFF- Serum Konzentration der gemessenen MS- Patienten war
signifikant niedriger als bei den gemessenen ID- Patienten, nicht aber im Vergleich
zu der Gruppe der gesunden Kontrollen. (MS 0.43 + 0.14 ng/ml, ID 0.54 + 0.24 ng/ml,
HC 0.45 £ 0.24 ng/ml; p< 0.05). Die BAFF- Konzentration im Serum der Patienten mit
infektiosen ZNS- Erkrankungen war signifikant hoher als bei den gesunden
Kontrollpatienten (HC 0.45 + 0.24 ng/ml, ID 0.54 + 0.24 ng/ml, p < 0.001). Die BAFF-
Konzentration im Liquor von Patienten mit MS war signifikant niedriger als bei den
gesunden Kontrollpatienten (p<0.05) und den entzindlichen ZNS-Erkrankungen (HC
0.25+0.14 ng/ml, ID 0.97 £ 0.78 ng/ml, MS 0.16 £ 0.11 ng/ml p < 0.001).

Der Albumin Liquor/ Serum Quotient (Q Alb = Liquor/ Serum *1000) gilt als Marker
fur die Integritat der Blut- Hirn Schranke. Wahrend bei den ID- Patienten eine
signifikante Erhéhung des Albumin Liquor/ Serum Quotienten gemessen wurde, war
der Albumin Liquor/ Serum Quotient der MS-Patienten im Vergleich Quotienten der
Kontrollpatienten nicht signifikant erhoht (ID 19.0 + 25.0; MS 5.8 + 2.5; HC 6.1 + 2.4,
p< 0.05; MS 5.8 + 2.5; HC 6.1 £ 2.4, n.sign.)

Diskussion: Der gemessene signifikant niedrigere Liquor BAFF- Spiegel bei MS-

Patienten ist ein Uberraschendes Ergebnis, da bisher berichtet wurde, dass BAFF



durch Astrozyten in aktivieren MS- Lasionen produziert und exprimiert wird.
Moglicherweise lasst sich dies durch eine gestdrte Regulation von BAFF bzw. der B-
Zell-Aktivitat bei MS erklaren. Offen ist, ob die Verhaltnisse in den cerebralen
Plaques tatsachlich durch das Liquorkompartiment reprasentiert werden. Die
erhdohten BAFF- Spiegel bei Patienten mit infektioser ZNS- Erkrankung sind auf eine
Storung der Blut-Hirn Schranke zuruckzufuhren. Im Vergleich der BAFF-
Liquorkonzentration und des Liquor/ Serum Quotienten der gemessenen MS-
Patienten mit dem klinischen Verlauf lies sich keine Korrelation zwischen BAFF
Konzentration und Krankheitsaktivitat herleiten. Es ware eine hdhere Fallzahl sowie
ein langerer Beobachtungszeitraum noétig, um eine eindeutige Aussage treffen zu
konnen, ob BAFF ein Pradiktor fur den Verlauf oder ein Ansprechen auf eine

Therapie ist.



Summary

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is the most common immune-mediated CNS
disease, characterised by demyelination and progressive neurological disability. B-
cells may play a major role in pathophysiology of MS. Recently, the B-cell activating
factor BAFF, a member of the tumor-necrosis factor- superfamily, has been
described as an important regulator of B-cell development and survival and was also
involved in the pathophysiology of different autoimmune diseases. The aims of this
study were to investigate discrepancies in BAFF levels in serum and cerebrospinal
fluid of ms-patients. Furthermore we wanted to clarify whether differences in BAFF
levels are caused by a blood-brain barrier disturbance or an intrathecal production.
Methods: We therefore measured BAFF levels in the serum and cerebrospinal fluid
(CSF) of 50 patients with diagnosed MS, 35 patients with infectious CNS disease and
52 healthy controls using a commercially available ELISA.

Results: We found significant lower BAFF-serum levels in MS-patients than in ID-
patients, but not in healthy controls (MS 0.43 + 0.14 ng/ml, ID 0.54 £ 0.24 ng/ml, HC
0.45 £ 0.24 ng/ml; p< 0.05). The BAFF-serum level in Patients suffering from
infectious disease was significantly higher as in healthy controls (HC 0.45 + 0.24
ng/ml, ID 0.54 + 0.24 ng/ml, p < 0.001). In MS-patients the BAFF- CSF level was
significantly lower as in healthy controls (p<0.05) and in ID-patients (HC 0.25 + 0.14
ng/ml, ID 0.97 + 0.78 ng/ml, MS 0.16 £ 0.11 ng/ml, p < 0.001).

The albumin CSF/serum ratio is a marker of the integrity of the blood-brain barrier. In
ID-patients we found a significantly higher level than in healthy controls. In MS-
patients no significant difference could be detected (ID 19.0 + 25.0; MS 5.8 £ 2.5; HC
6.1 £ 2.4, p< 0.05, ANOVA- Test; MS 5.8 + 2.5; HC 6.1 + 2.4, n.sign.).

Discussion: The significant decreased BAFF CSF levels are a surprising result of our
study. Although it has been reported that astrocytes in active MS lesions can express
BAFF, the soluble form was not increased in the CSF of MS patients. This is possibly
caused by a disturbancy in BAFF regulation or b-cell activity. So far it is unclear
whether the conditions in the cerebral plaques are represented by the CSF-
compartiment or not. The high BAFF levels in the CSF of ID-patients can be traced
back to a blood- brain- barrier disturbance caused by inflammation. According to the

comparison of the BAFF CSF-level and the CSF/serum ratio in MS-patients, relating



to the clinical course no correlation between BAFF concentration and disease activity
could be detected. In the comparison of BAFF CSF-level and CSF/serum ratio of the
MS-patients a larger number of cases and a longer term of observation might be
necessary to draw a final conclusion whether BAFF is a predictor for the course of

disease or the response to a therapy.



1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Multiple Sklerose oder Enzephalitis disseminata ist die weltweit haufigste chronisch-
entzundliche Erkrankung des zentralen Nervensystems. Sie wird vor allem auf der
ndrdlichen Erdhalbkugel mit Schwerpunkten in Europa und Nordamerika beobachtet.
Die Inzidenz ist ausgehend vom Aquator mit jedem Breitengrad zunehmend (Brody
1972). Bei einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 28 Jahren und einer
Inzidenz von 30 bis 80 Personen/ 100.000 Einwohner sind Frauen wesentlich
haufiger von der Krankheit betroffen als Manner (72% versus 28%) (Flachenecker et
al. 2008). Auch ein Erkrankungsbeginn im Kindesalter ist moglich (Banwell 2007). Es
wurde lange Zeit angenommen, dass sich die Erstsymptome der MS als Charcot-
Trias mit Intentionstremor, Nystagmus und skandierender Sprache, oder als Trias
von Marburg (temporale Abblassung der Pupillen, Paraspastik und fehlende
Bauchhautreflexe) manifestieren.

Der klinische Alltag hat jedoch gezeigt, dass dies nur auf sehr wenige Falle zutrifft.
Das  Charakteristkum der MS-Symptomatik sind die  multilokularen
Funktionsstorungen des ZNS, die in Schiben und mit Remissionen auftreten (Delank
et al. 2004).

Hierbei stehen vor allem folgende Symptome im Vordergrund: Ataxie, Paresen,
Stérungen der Hirnnervenfunktion, wie die Trigeminusneuralgie oder die Neuritis
nervi optici. Diese sind bei vielen Patienten, neben Parasthesien oder Dysasthesien,
die ersten Symptome einer MS- Erkrankung (Rae-Grant et al. 1999, Soderstrom et
al. 2003). Ferner treten je nach Stadium der Erkrankung Storungen des vegetativen
Nervensystems mit Blasen- und Mastdarmstérungen sowie  sexuelle
Funktionsstorungen auf. Aulderdem sind oftmals Einschrankungen der Kognition und

der Psyche mit Depressionen und Fatigue zu beobachten.



Man unterscheidet nach dem klinischen Verlauf zwischen dem klinisch isolierten
Syndrom (CIS), der schubféormigen (,relapsing- remitting“, RRMS), der sekundar
progredienten (SPMS) und der primar progredienten (PPMS) Verlaufsform.
(McAlpine et al. 1972, DGN, Leitlinien 2008; Abb.1).
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Abb. 1: Verlaufsformen der Multiplen Sklerose modifiziert nach Virley; NeuroRX,
Vol. 2, No.4, 2005)

Das klinische Bild der Multiplen Sklerose ist durch eine hohe inter- und
intraindividuelle Variabilitdt gekennzeichnet. Ausschlaggebend fir den Verlauf sind
dabei die Lokalisation der Lasionen, die initiale Lasionslast bei Diagnosestellung und
der zeitliche Rahmen in denen sie auftreten.

Die Erkrankung auf3ert sich bei mehr als 80% der Patienten zu Beginn mit einem
schubférmigen Verlauf. Dabei ist ein Schub als akutes Auftreten neurologischer
Ausfalle bzw. eine Verschlechterung bestehender Symptome, die fur mindestens 24
Stunden anhalten, definiert. Diese durfen nicht durch physiologische Schwankungen
oder eine Infektion bedingt sein. Die Symptome eines Schubes bilden sich meist

innerhalb sechs bis acht Wochen zurtick.



Das Klinisch isolierte Syndrom (CIS) zeichnet sich dadurch aus, dass beim Auftreten
einer erstmalig klinischen Symptomatik, die von der Prasentation auf ein
demyelinisierendes Ereignis deutet, die Kriterien der zeitlichen Disseminierung fehlen
(Miller et al. 2004). Multifokale MR-Lasionen zu diesem Zeitpunkt zeigen ein
erhohtes Risiko fiir einen raschen Ubergang zur MS an (Tintoré et al. 2000).

Die primar progressive MS ist dadurch gekennzeichnet, dass keine abgrenzbaren
Schube erkennbar sind. Viel mehr treten bei dieser Verlaufsform entweder immer
neue Symptome zu den schon bestehenden auf, oder es kommt zu einer
chronischen Verschlechterung der schon bestehenden Symptomatik (Lublin et al.
1996, Tremlett et al. 2009). Als die am haufigsten auftretenden Erstsymptome
werden dabei Sensibilitatsstorungen, Gangstérungen oder eine einseitige
Opticusneuritis  beschrieben  (Weinshenker et al. 1989). Im weiteren
Krankheitsverlauf kommt es bei der Halfte der unbehandelten MS- Patienten zu einer
sekundaren Progredienz der Symptome (sekundar progrediente Verlaufsform). 10
bis 15% der MS- Patienten leiden unter der primar progredienten Verlaufsform der
Multiplen Sklerose bei der keine Schibe auftreten, sondern es zu einer
schleichenden Zunahme der neurologischen Defizite kommt. Zusammenfassend
leiden in Deutschland 55% der MS Patienten an der schubférmig remittierenden
Verlaufsform und 32% an der sekundar progredienten Verlaufsform. Bei 9% wurde
eine primar chronisch progrediente MS festgestellt (Flachenecker et al. 2008). An
Hand von Leistungsskalen wie des EDSS- Scores (Expanded disability status scale)
lassen sich Behinderungsgrade und Krankheitsverlaufe objektiviert darstellen. Dabei
entspricht Grad null einer normalen neurologischen Untersuchung, Grad zehn Tod
durch MS (Kurtzke 1983). Diagnostisch relevant ist zum einen die Anamnese, zum
anderen spielt bis heute der Liquorbefund eine wesentliche Rolle. Bei MS- Patienten
lasst sich meist eine malige Pleozytose (<50 Zellen /ul) aus Monozyten und
Lymphozyten, oft auch Plasmazellen nachweisen. Zudem haben rund 95% der
Patienten mit einer klinisch gesicherten MS positive oligoklonale Banden im Liquor.
Nach den international anerkannten McDonald-Kriterien kann eine MS diagnostiziert
werden, wenn nach einem ersten Krankheitsschub im Liquor MS-typische
Veranderungen nachweisbar sind und sich in der Magnetresonanztomographie mehr
als zwei charakteristische Lasionen zeigen.

Aulerdem muss die zeitliche Dissemination der Lasionen nachgewiesen werden (Mc
Donald et al 2001, Polmann et al 2005, Tab.1).



Tabelle 1: Mc Donald Kriterien mod. nach Mc Donald et al 2001, Polmann et al 2005.

Schiibe/ Klinik

Klinisch nachweisbare

Lasionen

Zur Diagnose bendtigte

Zusatzuntersuchungen

Zwei oder mehr

Zwei oder mehr

Keine; der klinische Befund

reicht aus

Zwei oder mehr

Eine

Ortlich verteilte L&sionen im
MRT
positiv und mindestens zwei
MS-
MRT oder weiterer klinischer
Schub

oder Ligquoranalyse

typische Lasionen im

Ein Schub

Zwei oder mehr

Zeitlich versetzt auftretende
im MRT

zweiter klinischer Schub

Lasionen oder

Ein Schub mit nur einem

Symptom

Eine

Lasionen ortlich verteilt im
MRT oder zwei oder mehr mit
MS vereinbare MS- Lasionen
und positiver Befund im
sowie zeitliche
(im MRT oder

durch einen zweiten Schub)

Liquor

Verteilung

Von Anfang an chronisch-

progredienter Verlauf mit

Verdacht auf MS

Langsame neurologische
Verschlechterung vereinbar

mit MS

Ein Jahr Krankheits-
progression und zwei der
folgenden Kriterien:

a) c- MRT positiv (neun T2-
Lasionen oder vier oder mehr
T2 Lasionen mit
VEP)

b) Spinales MRT positiv (zwei

positiven

oder mehr herdférmige T2
Lasionen)

c¢) Liquoranalyse positiv




Des Weiteren haben bei der Diagnosestellung einer Multiplen Sklerose
neurophysiologische Testungen, allen voran die visuell evozierten Potentiale (VEP),
einen Stellenwert. Sie geben Hinweise auf subklinische Funktionsstérungen in
verschiedenen funktionellen Systemen.

Als Schubtherapie hat sich die intravendse Verabreichung von Methylprednisolon als
Hochdosistherapie (je 1g Uber drei bis funf Tage) bewahrt (Grauer et al. 2002).

Zur Dauertherapie werden verschiedene Praparate wie Interferon- beta 1b,
Interferon- beta 1a sowie Glatirameracetat (Copaxone ®) (Copolymer aus den
linksdrehenden Aminsauren: Glutaminsaure, Lysin, Alanin und Tyrosin (GLAT) in
einem bestimmten molekularen Verhaltnis) und Natalizumab, ein monoklonaler
Antikdrper gegen ay- Integrin eingesetzt. Auch das Purinanalogon Azathioprin und
Mitoxantron werden bei bestimmten Indikationen verwendet. Die Praparate, vor allem
Interferone und Glatirameracetat, haben in mehreren Studien gezeigt, dass sie bei
richtiger Indikationsstellung die Schubfrequenz sowie die Schubschwere reduzieren
(Goodin et al. 2002, Jacobs et al. 1996, Ebers et al. 1998). Fur die Fruh- Therapie
mit Interferon beta- 1b nach dem ersten Schub konnte eine positive Wirkung auf den
Behinderungsgrad, gemessen im EDSS nach 3 Jahren, dokumentiert werden
(Kappos et al. 2006).

1.2 Pathophysiologie der Multiplen Sklerose

Die Pathogenese der Multiplen Sklerose ist bisher nicht vollig geklart. Neben einer
genetischen Disposition mit einer erhdhten Konkordanzrate in Zwillingsstudien ist ein
erhohtes Erkrankungsrisiko bei Tragern von bestimmten HLA- Antigenen, z.B. dem
DR2-Allel, nachgewiesen. Zusatzlich werden verschiedene Umweltfaktoren und
Infektionen mit bestimmen Virusarten, z.B. Viren der Herpesgruppe wie Cytomegalie-
(CMV) oder Ebstein- Bar- (EBV) Virus (Ascherio et al. 2007) oder endogene
Retroviren als mogliche Ursachen diskutiert. Pathophysiologisch wird die Multiple
Sklerose als Autoimmunerkrankung angesehen. Diese These wurde anhand es EAE-
Modells (Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis) postuliert. Bei diesem

Modell wurden Mausen und Affen das myelin basic protein (MBP), welches von



einigen Modellen als das Krankheit auslosende Antigen angesehen wird, appliziert.
Die Versuchstiere entwickelten nach kurzer Latenzzeit MS- typische Symptome
(Rivers et al. 1933, Gold et al. 2006). Ob das EAE- Tiermodell mit der humanen
multiplen Sklerose verglichen werden kann, ist bislang jedoch nicht vollstandig
geklart (Hafler 2004).

Zu Beginn der Erkrankung gelangen autoreaktive T- Lymphozyten, die sich in der
Peripherie aus noch nicht vollstandig geklarter Ursache bilden, Gber die Blut- Hirn
Schranke ins ZNS. Als ursachlich fur die Entstehung von autoreaktiven T- Zellen wird
das molekulare Mimikry, eine Kreuzreaktion von exogenen (mikrobiellen) Epitopen
mit identischen korpereigenen Strukturen, gesehen (Benoist et al. 2001).

Die Autoantigene werden in der Peripherie mittels MHC Klasse Il Molekil an der
Oberflache von antigenprasentierenden Zellen wie z.B. Makrophagen oder
dendritische Zellen den T-Zellen prasentiert. Zytotoxische T- Zellen (CD8-T-Zellen)
erkennen in Assoziation mit MHC Klasse | Molekll zumeist endogene Peptide und
lysieren die Zielzellen. Die transendotheliale Migration wird unter anderem durch
Adhasionsmolekilen des Bluthirnschrankenendothels (ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1,
PECAM-1, urokinase activator- Rezeptor), Chemokinen und
Matrixmetalloproteinasen reguliert (Greenwood et al. 2002).

Nach der Transmigration in das ZNS erfolgt dort die Ausbildung von
Entzindungsherden. Die CD4+ T- Helferzellen und die zytotoxischen CD8+ T- Zellen
werden durch Mikrogliazellen reaktiviert und setzen proinflammatorische Zytokine
frei. Es folgt eine gesteigerte Phagozytose und eine vermehrte Produktion von
Zytokinen und freien Radikalen wie z.B. TNF-a, Lymphytoxin (LT) und
Stickstoffmonoxid (NO) (Huitinga et al. 1995). Dies flhrt dann entweder direkt, T-Zell
vermittelt, oder durch das Anlocken von Effektorzellen, meist Makrophagen, zur
Zerstorung der Myelinscheiden. Aber auch B-Zellen kdnnen, durch T-Zellen aktiviert,
spezifische Antikorper bilden, die dann schadigend auf die Myelinscheiden wirken
(Archelos et al. 2000). Aulerdem koénnen die von B-Zellen produzierten
Autoantikérper Komplementkaskaden aktivieren, sodass der Membran- Angriffs-
Komplex (C5b-9) gebildet wird, welcher Zielstrukturen auflosen kann. Des Weiteren
wird die axonale Degeneration auch durch Hochregulierung von Natrium- und
Kalzium- Kanalen auf den Axonen und eine gestdrte Mitochondrienfunktion geférdert
(Abb.2).
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Abb. 2: Uberblick (iber die an der Pathogenese der MS beteiligten Bestandteile des
Immunsystems, modifiziert nach Kleinschnitz et al. 2007. Autoreaktive T- Zellen (T)
in der Peripherie erkennen ihr spezifisches Autoantigen (Ag), welches ihnen von
antigenpréasentierenden Zellen (AP) angeboten wird. Dies bedarf der Interaktion mit
dem T-Zell- Rezeptor (TCR) wund dem gleichzeitigen Vorhandensein
kostimulatorischer Signale (dargestellt in 1). Ndhere Erlduterungen zum Vorgang der
transendothelialen Migration (dargestellt in 3) siehe Text.

Innerhalb des ZNS werden die T- Zellen reaktiviert und stimulieren Mikrogliazellen
und Makrophagen. Dies flihrt zu einer gesteigerten Phagozytose und einer
vermehrten Produktion von Zytokinen und freien Radikalen, welche letztendlich die
Demyelinisierung und den axonalen Schaden hervorrufen. Die Hochregulation von
Natrium- und Calzium- Kanélen auf den Axonen sowie eine gestérte
Mitochondrienfunktion férdern ebenfalls axonale Degeneration. Die
Entziindungsreaktion wird durch ein Gleichgewicht pro- und anti- inflammatorischer

Zytokine reguliert.

Auch wird in letzter Zeit diskutiert, ob ein bislang unklarer Mechanismus durch
gestorte Apoptose zu einer vermehrten Anhaufung autoreaktiver T-Zellen im
peripheren Blut und/ oder im ZNS flihrt. AulRerdem hat sich in den letzten Jahren
gezeigt, dass sogenannte regulatorische T-Zellen entscheidend, vor allem
CD4+CD25+ Zellen als Subpopulation flr die Aufrechterhaltung des
immunologischen Milieus im ZNS beteiligt sind, da sie autoreaktive Prozesse effektiv
unterdricken. Die Funktion der regulatorischen T-Zellen sind moglicherweise bei
MS- Patienten beeintrachtigt (Sakaguchi 2005). Bisher konnte bei Mausen gezeigt
werden, dass eine gezielte Ausloschung der Subpopulation CD4+CD25+ spontane
Autoimmunerkrankungen induzieren (Baecher-Allan et al. 2004).

Schon seit Langem wird der Nachweis von oligoklonalen Banden im Liquor von MS-
Patienten als diagnostischer Marker herangezogen. Histopathologisch gelang in den
Meningen von MS- Patienten der Nachweis von ektopischen B-Zell-follikelartigen

Strukturen mit Keimzentren (Aloisi et al. 2006) und von Zentroblasten (Magliozzi et



al. 2004). Auch expandieren B-Zellen und Plasmazellen sehr frih klonal im Liquor
von MS- Patienten (Quin et al. 2003). Aullerdem wurden Epitope des Ebstein- Barr-
Virus (EBV) als mdgliche Zielstrukturen der humoralen Immunantwort bei der MS
identifiziert (Cepok et al. 2005). Krumbholz et al. (2005) gelang der Nachweis, dass
der B-Zell aktivierende Faktor BAFF, der in humanen MS- Plaques hochreguliert ist,
von Astrozyten gebildet wird. Vor allem die Unterformen Neuromyelitis optica (NMO)
und akut demyelinisierende Enzephalomyelitis (ADEM) scheinen durch humorale
Mechanismen induziert und unterhalten zu werden.

Schon fruh im Krankheitsverlauf kommt es neben der inflammatorischen
Demyelinisierung zur axonalen Schadigung. Der axonale Schaden wird dabei als
ursachlich fur die irreversible Behinderung erachtet. Die Frage, ob die axonale
Schadigung primar, als Folge direkter zellularer und humoraler Mechanismen zu
sehen ist, oder aber sekundar auf Grund der vorangegangenen Demyelinisierung
entsteht, ist Gegenstand der aktuellen Diskussion (Steinman 2001, Bjartmar et al.
2001). Bislang ergaben histopathologische Untersuchungen von cerebralen Plaques
verschiedenster MS- Patienten vier unterschiedliche Lasionsmuster (Lucchinetti et al.
2000). Bei Muster | und Il Uberwiegen zellulare (T-Zellen, Makrophagen) und
humorale (Antikorper, Komplement) Bestandteile des Immunsystems. Im Gegensatz
dazu liel® sich bei den Lasionen, die Muster Ill und IV zuzuordnen waren, eine
.primare Oligodendropathie mit fast vollstandig fehlender Entzindungsreaktion
nachweisen. MS-Lasionen vom Typ Ill weisen schon fruh einen Verlust an
myelinassoziiertem Glykoprotein (MAG) auf und zeigen eine nur geringe
Remyelinisierungsrate. Eine Immunglobulin- oder Komplementablagerung ist nicht
nachweisbar. Die Typ Illl und Typ IV Lasionen weisen beide histomorphologisch
ahnliche Veranderungen auf, wie sie bei hypoxischen ZNS-Schaden gesehen
werden. Typ IV-Lasionen zeigen aber im Gegensatz zu denen des Typ lll eine
erhohte Apoptoserate von Oligodendrozyten durch vermehrte DNA- Fragmentierung
(Abb. 3).
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Abb.3: Klassifikation der MS- Lé&sionen modifiziert nach Lassmann et al 2001.

Zelluére (Makrophagen, aktivierte Mikroglia, T- Zellen) und humorale (Antikérper,
Komplement) Bestandteile des Immunsystems liberwiegen bei den Lé&sionen vom
Muster | und Il. Die Lé&sionen Il und IV sind (berwiegend durch eine priméare
Oligodendrozytenpathologie mit wenig Entziindungen gekennzeichnet. Muster Il
Léasionen remyelinieren so gut wie nicht und &hneln den histologischen
Verdnderungen nach einem hypoxischen oder toxischen Hirnschaden. Die Muster
IV- Lé&sionen unterscheiden sich von denen des Musters Ill durch vermehrte
Apoptose der Oligodendrozyten augrund metabolischer Stérungen. CD8 CDS8-T-
Zelle; MF Makrophage;, MOG Myellin- Oligodendrozyten- Glykoprotein; ROS reaktive

Sauerstoffverbindung; T T-Zelle; TNF Tumornekrosefaktor.

Der Nachweis der Entwicklung heterogener Lasionen bei MS- Patienten hat wichtige
Auswirkungen auf die Therapie. Bislang konnen die meisten Patienten jedoch noch
nicht eindeutig bestimmten Lasionstypen zugeordnet werden. In einem Kkleinen
Studienkollektiv wurden die Patienten an Hand von MRT-, klinischen und
histopathologischen Kriterien einem Plaquemuster zugeordnet. Uberraschend war,
dass Patienten mit Lasions Typ Il zu 100% auf eine Plasmapherese positiv
reagierten (Keegan et al. 2005). In Zukunft wird moglicherweise eine dem jeweiligen

Lasionstyp zugeordnete spezifische Therapie mdglich sein.
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1.3 B- Lymphozyten und B- Zell aktivierende Faktoren

Das menschliche Immunsystem besteht aus Antigen- prasentierenden Zellen sowie
T- und B- Lymphozyten, die kontinuierlich in der Blutbahn zirkulieren. Dabei stehen
B- Zellen neben dem Komplementsystem im Zentrum der humoralen Immunantwort
und sezernieren als Plasmazellen Antikorper gegen gebundene Antigene. B- Zellen
haben eine Halbwertszeit von vier bis acht Wochen (Linette et al. 1994).

T- und B- Lymphozyten entstehen gemeinsam aus einer pluripotenten Stammzelle,
reifen in den primaren lymphatischen Organen Thymus und Knochenmark heran und
durchlaufen eine antigenspezifischen Differenzierung in den sekundar-lymphatischen
Organen der Peripherie wie zum Beispiel Lymphknoten und Milz.

An Hand von verschiedenen Oberflachenmarkern (,cluster of differentiation®, CD)
lassen sich die einzelnen Reifungsstufen der B- Zellen unterscheiden. So finden sich
die Marker der heranreifenden B- Zelle CD19 und CD20 nicht auf Stammzellen oder
Plasmazellen. Der Marker fur Gedachtnis- B- Zellen ist CD 27, fir Plasmazellen CD
138.

Reife B- Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache B-Zell-Rezeptoren an die jeweils ein
bestimmtes Antigen binden kann. Durch die Bindung dieser Antigene werden die B-
Zellen aktiviert, differenzieren daraufhin entweder zu Gedachtnis B-Zellen (Memory-
B- Zellen) oder zu Plasmazellen und sezernieren Antikdrper spezifisch gegen das
gebundene Antigen (Rajewski 1996, Abb. 4). Zu Beginn der Antikorperreaktion
werden vermehrt Immunglobuline der Klasse IgM freigesetzt, wahrend dann im
Verlauf der Immunantwort meist 1IgG- und IgA- Antikorper sowie geringe Mengen an
IgE sezerniert werden. Plasmazellen haben eine kurze Lebensdauer von vier bis funf
Tage (Manz et al. 1997) und koénnen bis zu 2000 Antikoérper pro Sekunde vor allem
im Knochenmark produzieren. AnschlieBend gehen sie in Apoptose. Da
Plasmazellen keine membranstandigen Immunglobuline exprimieren, interagieren sie
nicht mit anderen Immunzellen. B-Zellen halten zusammen mit Gedachtnis- T-Zellen
als immunologisches Gedachtnis die Immunitat des Korpers bei einem zweiten
Antigen- Kontakt aufrecht. Aus den aktivierten B-Zellen entstehen nach klonaler

Expansion zum Teil die so genannten Gedachtniszellen. Diese haben zu dem ihnen
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bekannten Antigen eine hohe Affinitdt und kdnnen bei einem erneuten Kontakt mit
sehr kurzer Latenzzeit Antikorper bilden.

Die Reifung von T- Zellen findet hauptsachlich im Thymus statt. T- Zellen-
Rezeptoren koénnen nicht an freie Antigene binden. Sie erkennen nur
Peptidfragmente, die von antigenprasentierenden Zellen in MHC- Molekulen (major
histocompatibility complex) prasentiert werden. Zu den antigenprasentierenden
Zellen zahlen unter anderem Monozyten, Makrophagen, dentritische Zellen und B-
Lymphozyten. Die CD4+ T-Zellen, auch T- Helferzellen genannt, erkennen nur MHC-
Klasse Il assoziierte Antigene. CD4+ T- Zellen produzieren bzw. induzieren die
Produktion von Interleukinen (v.a. IL-4) und aktivieren so z.B. Makrophagen bzw.
haben regulierende  Wirkungen auf andere Lymphozyten. Je nach
Interleukinausschiuttung kommt es bei den CD4+ Zellen zu einer Differenzierung in
TH1 oder TH2- Zellen. So fordert zum Beispiel Interferon gamma (INF-y) und IL- 12,
das von Naturlichen- Killer- Zellen produziert wird, die Ausbildung von TH1 Zellen. Es
hemmt die Bildung von TH2- Zellen. IL-4 wiederum hemmt die Bildung von TH1
Zellen. Fur TH2- Zellen gilt das gleiche umgekehrt. Bei der Multiplen Sklerose findet
sich eine TH1- vermittelte, gesteigerte Interferon-gamma (INF-y) Produktion mit
nachfolgender Makrophagen- und Mikrogliahyperaktivitat.

Die zytotoxischen T-Zellen, auch CD8+ T- Zellen genannt, erkennen MHCI-
assoziierte Antigene und lysieren histokompatible, virusinfizierte oder anders
veranderte Zielzellen. CD8+ T-Zellen fuhren Uber eine Freisetzung von Interleukinen
und Induktion weitere nichtlytische Funktionen aus.

B- Zellen wirken wahrend der T-Zell-B-Zell Kooperation als antigenprasentierende
Zellen und prasentieren Antikorper als Peptid- MHC 1l- Komplex auf ihrer Oberflache
Sie spielen so neben den anderen antigenprasentierenden Zellen eine essentielle
Rolle fur die korpereigene T- Zell Aktivierung.

Aktivierte B- Zellen setzen zusatzlich verschiedene Chemo- und Zytokine wie IL-6,
IL- 10, IL-12 oder Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und IFN-y frei. Diese haben

pro-inflammatorische Wirkungen.
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Abb. 4: B- Zell Reifung und Differenzierung modifiziert nach M. Ballow. Primary
immunodeficiency disorders: antibody deficiencies. J Allergy Clin Immunol
2002;109:581-91. In der fetalen Leber und dem Knochenmark reifen
antigenunabhéngig pluripotente Stammzellen heran, die sich (lber verschiedene
Vorstufen durch antigenselektierung zu reifen B- Lymphozyten und Immunglobulin
sezernierende Plasmazellen entwickeln. Im Verlauf agieren B-Lymphozyten zudem
als antigenprésentierende Zelle, in dem sie Peptid- MHC II- Komplexe auf ihrer

Oberflache préasentieren.

1.3.1 Der B-Zell aktivierende Faktor BAFF

Der B-Zell aktivierende Faktor BAFF ist ein wichtiger Uberlebenfaktor fiir B-Zellen
(Schneider et al. 1999).

BAFF ist ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie und wird vor allem in
Milz, Lymphknoten und in peripheren Leukozyten exprimiert. Dabei wird BAFF von
myeloproliferativen Zellen wie Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen,
als auch von Stromazellen der Lymphknoten und der Milz gebildet (Morre et al. 1999,

Hase et al. 2004). Daneben sind auch neutrophile Granulozyten ein wichtiger
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Produzent von BAFF. AuRerdem gelang der Nachweis von BAFF mRNA in B-Zellen,
die aus dem Knochenmark und dem Peritoneum von Mausen isoliert wurden. (Van
Trung Chu et al. 2007). BAFF ist ein aus 285 Aminosauren bestehendes
Glykoprotein, das am Ende -124 glykosyliert wird. Es existiert als aktive I6sliche und
als membrangebundene sowie als Splice-Variante deltaBAFF. Es tritt in einer
(homo-) trimeren Struktur auf, die fur die TNF- Familie typisch ist. (Bodmer et al.
2002, Karpusas et al. 2002, Abb.5).

lempdee, nick kvden:-

b= den s Hemirimrs

Abbildung 5: Molekdilstruktur des B-Zell aktivierenden Faktor BAFF (modifiziert nach
http.//www.wwpdb.org/)

BAFF als B- Zell aktivierender Faktor wurde erstmals Ende der 1990er von mehreren
Arbeitsgruppen beschrieben. Daher sind in der Literatur auch andere Namen, wie
BLyS (B Lymphocyte Stimulator), TALL-1 (TNF- and ApoL related leukocyte-
expressed ligand 1), THANK (TNF homolog activates apoptosis, nuclear factor- B
und c- Jun NH2 terminal kinase), zZTNF4 (z- tumor necrosis factor 4) und TNFSF 13b
(TNF- Superfamily Member 13b) zu finden (Morre et al. 1999, Shu et al. 1999,
Mukhopadhyay et al. 1999, Gross et al. 2000).
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BAFF gilt seit seiner Entdeckung als essentieller Faktor fiir das Uberleben von B-
Zellen (Schneider et al. 1999). BAFF scheint dabei vor allem wahrend der Reifung
und Differenzierung der B- Zelle zur Plasmazelle von Bedeutung zu sein (Schiemann
et al. 2001, Schneider et al. 2001, Gross et al. 2001). Man geht davon aus, dass
BAFF membranstandig ist und seine Bildung durch Zytokine wie IFN- a, IFNy sowie
IL-10 und andere Wachstumsfaktoren getriggert wird.

Die TNF-Superfamilie besteht zurzeit aus rund 40 identifizierten Ligand- und
Rezeptorproteinen. Diese kdnnen sowohl Wachstum, als auch Differenzierung und
Uberleben von Zellen sowie die Apoptose der Zielzellen beeinflussen und
modifizieren. Die Interaktion geschieht meist Uber membrangebundene
beziehungsweise -I6sliche Liganden der TNF Superfamilie mit korrespondierenden
membranstandigen oder I6slichen Rezeptoren (Aggarwal 2003, Gaur et al. 2003).
BAFF- bindende Rezeptoren sind BAFF-Rezeptor (BAFF-R), B cell maturation
antigen (BCMA), und transmembran activator and CAML interactor (TACI) (Treml et
al. 2008). Alle drei Rezeptoren werden auf B- Lymphozyten exprimiert, TACI wurde
auch auch auf aktivierten T- Lymphyozyten nachgewiesen. (Thompson et al. 2001,
Abb.6).
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Abbildung 6: Interaktion von BAFF und APRIL mit ihren Rezeptoren und ihre
Funktion im Immunsystem modifiziert nach www.unil.ch/.../ib/shared/Schneider/PS_Fig1.qif .
BAFF; nicht APRIL bindet an BAFF-R. BCMA und TACI binden BAFF und APRIL.
BAFF hat nur eine geringe Affinitdt zu BCMA. (Masters, Yan, Thompson 2002).
Entscheidend fiir die B- Zell aktivierende Funktion des BAFF scheint nur die Bindung
von BAFF an BAFF-R zu sein. AulBerdem erfolgt damit die Ko- Stimulation von T-
Zellen. Die Interaktion von BAFF mit TACI ist bewirkt einen Ig- Klassenwechsel und

vermittelt eine T-Zell unabhéngige Immunantwort. Durch die Bindung an TACI
inhibiert BAFF das Uberleben von B- Zellen. Durch die geringe Affinitét von BAFF an

BCMA und die Interaktion wird das Uberleben von Plasmazellen beeinflusst.
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Die Interaktion von BAFF und BAFF- R wird als verantwortlich fir die Funktion von
BAFF als den Uberlebensfaktor fiir B- Zellen gesehen. Es konnte aber auch eine Co-
stimmulation von T- Zellen meist Uber BAFF- R gezeigt werden (Mackay et al. 2003,
Ng et al. 2004). Umgekehrt zeigen Studien eine Reduktion der Anzahl der B-Zellen
und der Antikorperproduktion, wenn BAFF inhibiert wurde (Yan et al. 2000).

Einen weiteren Liganden der TNF-Familie stellt APRIL (A proliferation inducing
ligand) dar. Seine Rolle ist im Immunsystem noch nicht vollig geklart (Treml et al.
2008). APRIL wird ebenso wie BAFF hauptsachlich von myeloischen Zellen
exprimiert und konnte bisher vor allem in Tumorgeweben nachgewiesen werden
(Kelly et al. 2000). Bisherige Arbeiten konnten zeigen, dass APRIL die Zahl der in der
Peripherie zirkulierenden B- Lymphozyten erhoht und auf die T- Zell- getriggerte
Immunantwort supprimierend wirkt (Castigli et al. 2004, Stein et al. 2002,
Varfolomeev et al. 2004). APRIL interagiert mit den Rezeptoren BCMA und TACI
sowie mit Proteoglykanen der Zellmembran, nicht aber mit BAFF-R (Marsters et al.
2000, Bischof et al. 2006, Treml et al. 2008).

Es =zeichnet sich vermehrt ab, dass BAFF bei der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen und Lymphomen eine entscheidende Rolle spielt. BAFF
stellt sich dabei als mdglicher diagnostischer Marker und Ziel therapeutischer
Behandlungsansatze dar und ist vermehrt Gegenstand der aktuellen Forschung bis

hin zu Studien in klinischer Erprobung.
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1.3.2 Die Rolle von BAFF bei autoimmunen und neuroimmunologischen
Erkrankungen

Wie bereits eingangs erwahnt reguliert BAFF als Zytokin die Aktivierung und
Selektion von B- Lymphozyten und beeinflusst die Expression von pro- und anti-
apoptotischen  Proteinen.  Inzwischen  konnte bei einer Reihe von
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, dem Sjogren Syndrom
sowie der systemischen Sklerose und dem systemischen Lupus erythematodes
(SLE) eine erhdhte BAFF- Konzentration im Serum nachgewiesen werden (Zhang et
al. 2001, Matsushita et al. 2006). Zum Teil, wie bei der systemischen Sklerose,
korreliert die Hohe der im Serum gemessenen BAFF Werte mit der Schwere der
Krankheit (Zhang et al. 2001, Mariette et al. 2003). Auch in den Seren von Patienten
mit systemischen Lupus erythematodes konnte ein erhdhter BAFF Spiegel
nachgewiesen werden, dessen Hohe mit dem Grad der Krankheitsaktivitat korreliert
(Matsushita et al. 2006, Mariette et al. 2003).

Es wird davon ausgegangen, dass erhdhte BAFF Spiegel in Zusammenhang mit
aktivierten B- Zellen und Plasmazellen stehen. Ebenso werden diese mit gesteigerter
Krankheitsaktivitdat und Zunahme von Symptomen assoziiert (Cancro et al. 2003,
Van Trung Chu et al. 2007).

Es ist bekannt, dass die Selektion und Aktivierung von B- Lymphozyten durch
verschiedene Signalkaskaden, darunter auch BAFF, erfolgt. Erhalt eine B-Zelle ein
nur schwaches Signal zur Apoptose, so wird die Apoptose durch eine physiologisch
vorhandene BAFF- Konzentration verhindert und die B- Zelle kann heranreifen
(Bannish et al. 2001). Eine B- Zelle bekommt ein starkes Apoptose-Signal, wenn sie
hochaffin an ein Auto-Antigen bindet. Die physiologisch vorhandene BAFF-
Konzentration kann dies nicht ausgleichen, so dass die Zelle in Apoptose geht. Falls
aber im Organismus eine Uberproduktion an BAFF stattfindet und somit auch starke
Apoptose-Signale unterdriickt werden, kann es geschehen, dass es zum Heranreifen
autoreaktiver B- Zellen kommt und Autoimmunitat ausgeldst wird. (Mackay et al.
2002). Schon seit langerem ist bekannt, dass B-Zellen und Plasmazellen in MS-
Lasionen vorkommen (Prineas et al. 1979). Im Liquor von MS- Patienten finden sich
differenzierte Gedachtnis- B- Zellen und Zentroblasten, die normalerweise in
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lymphatischen Geweben vorkommen. Es wurde auch beschrieben, dass diese B-
Zellen im Liquor von MS- Patienten persistieren (Cepok et al. 2005). Es scheint, als
seien die regulatorischen Funktionen der Gedachtnis- B- Zellen bei der Multiplen
Sklerose beeintrachtigt, sodass autoreaktive T- Zellen vermehrt aktiviert werden
(Duddy et al. 2006). Zudem wird eine Assoziation eines hohen B-Zell Anteils im
Liquor, verglichen mit dem Anteil der Monozyten, mit einer raschen Progression der
Multiplen Sklerose gesehen (Cepok et al 2005).

Unlangst konnte nachgewiesen werden, dass der B- Zell aktivierende Faktor BAFF
im ZNS vor allem von Astrozyten gebildet und freigesetzt wird (Krumbholz et al.
2005). Aulerdem ist BAFF in aktivierten MS-Lasionen bei akuten und chronischen
Verlaufen sowie in primaren ZNS-Lymphomen hochreguliert. Dabei war jedoch im
Liquor cerebrospinalis der betroffenen Patienten der BAFF- Spiegel nicht erhéht. Ob
BAFF dabei in den Lasionen kumuliert oder durch die Bluthirnschranke in die
Peripherie gelangt bedarf weiterer Klarung (Krumbholz et al. 2005). Eine weitere
Studie zeigt, dass die BAFF- Spiegel im Serum von MS Patienten, die mit Interferon-
beta (INF-R) behandelt wurden, deutlich erhéht waren (Krumbholz et al. 2008). Die
Bildung von BAFF kann durch Zytokine wie IFN-a, INF-y oder IL-10 getriggert
werden (Aggarwal 2003, Gaur et al. 2003). Es erscheint daher durchaus moglich,
dass auch Interferon-beta (INF-B) bei MS- Patienten zu erhdhten BAFF-
Serumkonzentrationen fuhrt (Krumbholz et al. 2008).

Daruber hinaus lieR® sich in der Studie von Krumbholz et al. (2008) kein Unterschied
in der BAFF-Serumkonzentration zwischen untherapierten MS-Patienten und
Gesundkontrollen nachweisen. Dies ist ein Uberraschender Befund, da bei anderen
Autoimmunerkrankungen, wie z.B. der systemischen Sklerose oder Lupus
erythematodes, die BAFF-Serumkonzentration erhdht ist und zum Teil mit den
Antikorperspiegeln korreliert (Matsushita et al. 2006). Auf3erdem fuhrt eine
Uberproduktion von BAFF im Tiermodell zu spontanen Autoimmunerkrankungen
(Matsushita et al. 2006).

Dies konnte dafur sprechen, dass das Serumkompartiment in der Pathogenese der
Multiplen Sklerose nicht involviert ist. Diese entzindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems scheint sich in allen Stadien vor allem im Liquorkompartiment
abzuspielen. Die Rolle von BAFF bedarf somit vor allem bei Krankheiten wie der MS

weiterhin intensiver Forschungsarbeit.
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1.4 Fragestellung

Die Rolle der B-Zell-Regulation in der Atiologie und Pathogenese entziindlicher ZNS-
Erkrankungen, vor allem der Multiplen Sklerose ist bisher nicht geklart und
Gegenstand verschiedenster Forschungsansatze.
In letzter Zeit zeigte sich zunehmend, dass B- Lymphozyten und deren assoziierten
Faktoren, allen voran der B- Zell aktivierende Faktor BAFF, mutmallich eine
entscheidende Rolle im Krankheitsbeginn und —verlauf dieser Erkrankungen spielen.
Vor diesem Hintergrund beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit folgenden Fragen:
1. Unterscheidet sich die BAFF- Konzentration in Serum und Liquor von neu
diagnostizierten MS von Erreger-bedingten entzindlichen ZNS- Erkrankungen
oder gesunden Kontrollen?
2. Sind erhohte BAFF- Spiegel im Liquor Resultat einer Stérung der Blut-Hirn

Schranke oder einer intrathekalen Produktion?
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

In dieser Studie wurde die BAFF Konzentration in Serum und Liquor von insgesamt
137 Patienten mittels ELISA bestimmt. Eingeschlossen wurden 50 Patienten mit neu
diagnostizierter Multiplen Sklerose (MS) nach den Diagnosekriterien von Mc Donald
et al. (2001). Darunter sind 16 mannliche und 34 weibliche Patienten. Das
durchschnittliche Alter lag bei 39.2 + 12.2 Jahren (Mittelwert + Standardabweichung).
Eine weitere Gruppe der Studie waren Patienten mit infektidsen Erkrankungen (ID)
des =zentralen Nervensystems (n= 35, 19 mannlich, 16 weiblich). Der
Altersdurchschnitt liegt bei 50.3 + 18.2 Jahren. Acht der gemessenen Patienten litten
an einer Neuroborreliose. Weitere 27 Patienten waren an einer viralen oder
bakteriellen Meningitis erkrankt.

Die dritte Gruppe der Studie waren 52 Patienten ohne entzliindliche oder infektiose
ZNS- Erkrankung als gesunde Kontrollgruppe. (Healthy controls, HC). In dieser
Gruppe befinden sich 30 mannliche und 22 weibliche Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 48.6 + 16.2 Jahren. Die Patienten wurden zum Ausschluss
einer organischen Erkrankung punktiert. Eine entzindliche oder tumordése ZNS-
Erkrankung oder eine Erkrankung mit strukturellen Veranderungen des
Nervensystems lag bei diesen Patienten nicht vor.

Die Seren und Liquores wurden in der Klinik fir Neurologie am Universitatsklinikum
Giessen und Marburg, Standort Giessen, nach entsprechender Aufklarung und
Zustimmung der betreffenden Patienten gesammelt. Das Material wurde bis zur
Austestung bei — 20° gelagert. Ein positiver Bescheid der Ethikkommission zu dieser
Studie lag vor.
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2.2 Methode

2.2.1 Enzyme- linked immuno sorbent assay (ELISA)

Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren zur quantitativen
Konzentrationsbestimmung diverser Proteine.

Bei der in dieser Arbeit verwendeten Sandwich- ELISA Technik, werden zwei
Antikorper, die spezifisch an das nachzuweisende Antigen binden, benutzt. Zunachst
wird eine Mikroplatte (96- Well- Platte) mit dem ersten Antikorper (Coating-
Antikorper) beschichtet. AnschlieRend folgt eine Inkubationsphase unterschiedlicher
Dauer. In dieser Zeit bindet der an die Platte gebundene Antikorper das in der Probe
vorhandene Antigen. Nach Ablauf der Inkubationsphase erfolgt eine Wasch-Phase.
Die ungebundenen Bestandteile der Probe werden dabei entfernt. Zurick bleibt das
am Antikorper gebundene Antigen. AnschlieRend wird ein weiterer Antikorper
(Detektions-Antikorper) zugegeben. Dieser Antikorper bindet ebenfalls an das
Antigen, sodass ein Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex entsteht. Durch erneutes
Waschen der Platte wird der Uberschissige zweite AntikGrper ausgewaschen.

Am Ende des Detektions- Antikorper ist ein Enzym, zum Beispiel die
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish), die alkalische Phosphatase (AP) oder
auch die Glucoseoxidase (GOX) gebunden.

Im weiteren Verlauf wird ein zum Enzym passendes chromogenes Substrat
zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt, dessen
Nachweis durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemolumineszenz erfolgen kann
(Abb.7). Gemessen wurde mit dem ELISA Messgerat BEP 2000 Advance der Firma
Dade Behring (Marburg, Deutschland) bei einer Wellenlange von 450 nm
(Referenzwellenlange 650 mm) im Labor fur Liquordiagnostik der Klinik flr
Neurologie, Giessen.

Die Bestimmung der BAFF Konzentration in Serum und Liquor in dieser Arbeit
erfolgte an Hand des ELISA- Kit ,Quantikine® Human BAFF/BLyS* der Firma R & D
Systems (Minneapolis, USA).
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Abb.7: Schemadarstelllung Sandwitch- Elisa, modifiziert nach J. M. Vinocur. Auf eine
mit einem coating-Antikérper beschichtete Mikrotiterplatte (1) wird die entsprechende
Probe zugegeben und inkubiert (2). AnschlieBend wird der Detektions—Antikbrper
(3) sowie der enzyme-linked Antikbrper (4) zugegeben und es entsteht eine
Komplexbildung zwischen Antikérper und Antigen. Zum Abschluss erfolgt das
Auftragen eines zum Enzym passenden Substrats, das zu einem nachweisbaren

Reaktionsprodukt umgesetzt wird (5).

2.2.2. Bestimmung der BAFF- Konzentration mit dem ,,Quantikine®
Human BAFF/BLyS*“ ELISA

Die Serum und Liquorproben der zu messenden Patienten wurden aufgetaut und
anschlielend zu jeweils 100 pl in Eppendorf Réhrchen portioniert. Die Liquorproben
wurden unverdunnt gemessen. Die Serumproben wurden mit dem Calibrator Diluent
RD6Q im Verhaltnis 1: 2 verdunnt.

Die in dem ,Quantikine® Human BAFF/BLyS*“ ELISA Kit der Firma R& D Systems
enthaltende 96-Well Platte ist mit einem monokonalen anti-BAFF Antikorper
beschichtet. Das weitere Vorgehen erfolgte nach dem vom Hersteller beigefugten
Protokoll. Es wurde eine Doppelbestimmung von jeder Probe und jedem Standard
angefertigt. Der erste Schritt war die Anfertigung einer BAFF-Standard-
Verdlinnungsreihe. Die Standard-Verdunnungsreihe wurde zusammen mit den

praparierten Liquor- und Serumproben in die Mikroplatte gegeben und fur zwei
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Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Phase wird jedes BAFF-
Protein der Proben und Standards durch die immobilen Antikorper gebunden. Nach
Abschluss der zweistliindigen Inkubationszeit erfolgte ein Waschvorgang. In diesem
wurden durch insgesamt viermaliges Waschen ungebundene Substanzen entfernt.
Als nachster Schritt wurde auf die 96-Well Platte ein Enzym-gekoppelter polyklonaler
BAFF-Antikorper zugegeben. Es folgte eine weitere Inkubationsphase von insgesamt
zwei Stunden bei Raumtemperatur. Im nachfolgenden Waschvorgang wurde dann
ungebundenes Antikdrper-Enzym-Reagenz weggewaschen. Anschlielend wurde mit
einer Substratlosung im Dunkeln inkubiert. Die sich entwickelnde Farbreaktion ist
proportional zur gebundenen BAFF- Menge in den einzelnen Wells der Platte. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe einer Stop- Solution in die Mikroplatte beendet.
Die sich bei dem Vorgang entwickelte Farbintensitat wurde innerhalb der ersten 30
Minuten nach Zugabe der Stop- Solution in dem ELISA- Reader BEP 2000 Advance
der Firma Dade Behring bei einer Wellenlange 450 nm (Referenzwellenlange 650
nm) gemessen. An Hand der Messergebnisse der BAFF-Standardverdinnungsreihe
wird eine Standardkurve gebildet, durch welche die BAFF- Konzentration der Proben
bestimmt wird. Es wurde fur jede Probe einschliel3lich des BAFF-Standards eine
Doppelbestimmung durchgefuhrt und der Mittelwert fur jede Probe ermittelt.

Die optischen Dichte (OD) - Werte wurden gemittelt und die Konzentration wurde an
Hand einer Verdinnungsreihe des im ELISA-Kit mitgeliefertem BAFF-Standard
berechnet. Bei der Verdinnungsreihe des BAFF-Standards ist die BAFF-
Konzentration bekannt. Die Verdunnungsreihe des BAFF- Standards wurde bei
jedem Versuch als Doppelbestimmung gemessen und dabei fur jede Messung neu

angesetzt.
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Die BAFF- Konzentration der verschiedenen Proben wurde anhand unten folgender
Formel errechnet. In Abbildung 8 ist der Wert des OD- Faktors 0.0999. Die Steigung
der Ausgleichsgeraden betragt 0.006.

Gemessener OD — Faktor

BAFF- Konzentration (ng/ml) =
Steigung der Ausgleichsgeraden

Baff-ELISA

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Konzentration in ng/ml

Abbildung 8: BAFF- Standard Verdiinnungsreihe

Der BAFF- Standard wurde mit dem Testkit mitgeliefert und nach Herstellerangaben
verdiinnt. Es erfolgte eine Doppelbestimmung bei jeder Messung. Dabei war die
Konzentration des BAFF Standards bekannt. In der Abbildung wurde die gemessene
optische Dichte (OD) der einzelnen Mittelwerte einer BAFF- Verdlinnungsreihe
gegen die bekannte BAFF- Konzentration in ng/ ml aufgetragen. AnschlieBend wurde
die BAFF- Konzentration der einzelnen Proben anhand der aufgetragenen

Ausgleichsgeraden berechnet.

25



2.3 Statistik

Fur die Berechnung von Unterschieden stetiger Merkmale wurde bei zwei
verschiedenen Gruppen der t- Test verwendet. Bei mehr als zwei Gruppen wurde
mittels ANOVA analysiert. Ein p- Wert < 0.05 wurde als signifikant betrachtet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Graph Pad Prism 4.02 ©
(San Diego, USA).
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3. Resultate

3.1 BAFF- Serumkonzentrationen von Patienten mit Multipler
Sklerose und Kontrollen

Es wurden Seren von 50 MS- Patienten, 35 Patienten mit infektiossen ZNS-
Erkrankungen und von 52 gesunden Kontrollpatienten untersucht. Dabei wurden die

Seren in einer Verdunnungsreihe von 1:2 in den ELISA eingesetzt.

Die BAFF- Serum Konzentration der gemessenen MS- Patienten war signifikant
niedriger als bei den gemessenen ID- Patienten, nicht aber im Vergleich zu der
Gruppe der gesunden Kontrollen. (MS 0.43 £ 0.14 ng/ml, ID 0.54 + 0.24 ng/ml, HC
0.45 + 0.24 ng/ml; p< 0.05, Abb.9). Die BAFF- Konzentration im Serum der Patienten
mit infektiosen ZNS- Erkrankungen war signifikant hoher als bei den gesunden
Kontrollpatienten (HC 0.45 £ 0.24 ng/ml, ID 0.54 + 0.24 ng/ml, p < 0.001, Abb.9).

3.2 BAFF- Liquorkonzentrationen von Patienten mit Multipler
Sklerose und Kontrollen

Es wurden die Liquores von 50 MS- Patienten, 35 Patienten mit infektiosen ZNS-
Erkrankungen und von 52 gesunden Kontrollpatienten untersucht.

Dabei wurden die Liquorproben unverdinnt in den ELISA eingesetzt.

Die BAFF- Konzentration im Liquor von Patienten mit infektiosen ZNS- Erkrankungen
war signifikant hoher als bei den gesunden Kontrollpatienten und den gemessenen
MS- Patienten (HC 0.25 + 0.14 ng/ml, ID 0.97 £ 0.78 ng/ml, MS 0.16 £ 0.11 ng/ml p <
0.001). Die BAFF- Konzentration im Liquor der gemessenen MS- Patienten war
signifikant niedriger als in der gemessenen Kontrollgruppe (HC 0.25 £ 0.14 ng/ml,
MS 0.16 £ 0.11 ng/ml, p < 0.05, Abb.10).
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Abbildung 9: BAFF- Konzentration in Patientenseren

Die BAFF- Konzentration wurde in den Seren der drei verschiedenen
Patientengruppen mittels ELISA bestimmt. Dabei wurden die Seren in einer
Verdiinnung von 1:2 in den ELISA eingesetzt. Es wurde eine Doppelbestimmung
jeder Serumprobe durchgefiihrt und der Mittelwert bestimmt.

MS= MS- Patienten, ID= infectious disease, Patienten mit infektibser ZNS-

Erkrankung, HC= healthy control, gesunde Kontroll- Patienten.
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Abbildung 10: BAFF- Konzentration in Patientenliquores
Die Liquormessung zur Bestimmung der BAFF- Konzentration erfolgte per

Doppelbestimmung mittels ELISA. AnschlieBend wurden die Mittelwerte errechnet.
MS= MS- Patienten, ID= infectious disease, Patienten mit infektibser ZNS-

Erkrankung, HC= healthy control, gesunde Kontroll- Patienten.
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3.3 BAFF-Liquor/ Serum Quotient und Albumin Liquor/ Serum
Quotient

Der Albumin Liquor/ Serum Quotient (Q Alb = Liquor/ Serum *1000) gilt als Mal3 einer
Schrankenstérung der Blut- Hirn Schranke (Anderson et al. 1994, Reiber et al. 2003).
Albumin wird ausschlieRlich aul3erhalb des ZNS gebildet und gelangt Uber die Blut-
Hirn Schranke in das ZNS. Bei Storungen der Blut-Liquor-Schrankenfunktion durch
Veranderung der Liquorflussgeschwindigkeit und konsekutiv  veranderter
Schrankenpassage der Plasmaproteine kommt es zur Erhéhung des Albumins im
Liquor. Dabei variieren die Normwerte des Albumin Liquor/Serum Quotienten fur
Erwachsene altersabhangig zwischen 5.0 und < 8.0. Die Konzentration wird
routinemalig in der Liquordiagnostik per Nephelometrie bestimmt und konnte so flr
jeden Patienten ermittelt werden.

Die Konzentration von BAFF im Liquor wird entscheidend durch drei Faktoren
bestimmt: (1) die BAFF- Serumkonzentration, (2) die Permeabilitdt der Blut- Hirn
Schranke und (3) die mogliche intrathekale Synthese von BAFF im
Liquorkompartiment durch Leukozyten. Daher wurde in dieser Arbeit zum einen das
Verhaltnis der Konzentration von BAFF in Liquor und Serum (BAFF -Liquor/ Serum
Quotient= CSF/ S) bestimmt. Ein erhdhter BAFF- Liquor/ Serum Quotient kann
sowohl auf eine Schrankenstérung oder eine intrathekale Produktion von BAFF
zurlckzufuhren sein. Dies kann durch die Bestimmung des Albumin-Quotienten
weiter differenziert werden. Daher wurden das Verhaltnis der Albumin-Konzentration
in Serum und Liquor fir jeden Patienten der einzelnen Gruppen berechnet und
miteinander verglichen.

Wahrend bei den ID- Patienten eine signifikante Erhohung des Albumin Liquor/
Serum Quotienten gemessen wurde, war der Albumin Liquor/ Serum Quotient der
MS-Patienten im Vergleich zu dem Quotienten der Kontrollpatienten nicht signifikant
erhoht (ID 19.0 £ 25; MS 5.8 + 2.5; HC 6.1 £ 2.4, p< 0.05, Tab.2). Bei den Patienten
mit infektioser ZNS- Erkrankung liegt im Gegensatz zu den MS und HC Patienten

eine Storung der Blut- Hirn Schranke vor.
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Tabelle 2: Vergleich der Mittelwerte der Albumin Quotienten (QAIb) jeder

Diagnosegruppe.

Diagnose Albumin Quotient (QAIb) * StAbw.
Healthy control (HC) 6.1+24

Multiple Sklerose (MS) 58125

Infectious disease (ID) 19.0 £ 25

Der BAFF- Liquor/ Serum Quotient (CSF/S Ratio) der MS- Patienten war signifikant
erniedrigt verglichen mit dem BAFF- Liquor/ Serum Quotienten der gesunden
Kontrollpatienten und der Patienten mit infektiosen ZNS- Erkrankungen. (MS 0.32 +
0.30 vs. ID 0.87 + 1.0 vs. HC 0.57 £ 0.26, p< 0.001, Abb. 11)
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Abbildung 11: Vergleich der BAFF Liquor/ Serum Quotient
Um den Einfluss der Serumkonzentration von BAFF auf die BAFF- Liquor

Konzentration zu eliminieren, wurde die BAFF- Konzentration im Liquor durch die

BAFF- Konzentration im Serum des jeweiligen Patienten geteilt.

MS= MS- Patienten,

ID=infectious disease, Patienten mit infektibser ZNS-

Erkrankung, HC= healthy control, gesunde Kontroll- Patienten.
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Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass die erhohte BAFF-
Konzentration im Liquor von Patienten mit infektioser ZNS- Erkrankung auf eine
Stoérung der Blut- Hirn Schranke zurickzufuhren ist.

Die MS-Gruppe =zeigte im Serum keine signifikant unterschiedliche BAFF-
Konzentration im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Die Liquor- BAFF
Konzentration der MS- Patienten war signifikant niedriger als in der gemessenen
Kontrollgruppe. Dabei lag der Albumin Liquor/ Serum Quotient (Q Alb = Liquor/
Serum *1000), als Mal einer Schrankenstérung der Blut- Hirn Schranke, bei den
MS- Patienten im Durchschnitt innerhalb des Normbereiches. Ein Hinweis auf eine
Schrankenstérung besteht somit nicht.

3.4 Liquorbefunde

Tabelle 3: Liquorbefunde der untersuchten Patientengruppen.

Healthy controls | Multiple Sklerose | Infectious disease
(HC) (MS) (ID)
Positive
Oligoklonale 3/52 38/50 14/35
Banden (1 n.bestimmbar) (3 n.bestimmbar) (3 n.bestimmbar)
Mittelwert  der
Zellzahl (/ul) £|1.7+1.5 8.5+15.9 775.2 £ 2148.1
StAbw

Bei den gemessenen Patienten der gesunden Kontrollgruppe (HC) waren bei drei der
52 Patienten positive oligoklonale Banden nachweisbar. Im Vergleich dazu waren bei
38 der 50 gemessenen Patienten der Multiple Sklerose (MS) Gruppe positive
oligoklonale Banden bestimmbar. Bei der Gruppe der infektidsen ZNS- Erkrankungen
(ID) konnten bei 14 der 35 Patienten positive oligoklonale Banden nachgewiesen
werden. Bei den gesunden Kontrollpatienten eine Zellzahl von 1.7 £ 1.5 Zellen/ pl

nachweisbar (Tabelle 3).
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In der Gruppe der MS- Patienten wurde eine Zellzahl von 8.5 £ 15.9 Zellen/ pl
bestimmt. Im Vergleich dazu lag bei den entzindlichen ZNS- Erkrankungen die
mittlere Zellzahl bei 775.2 + 2148.1 Zellen/ pl.

Oligoklonale  Banden deuten auf eine subakute oder chronische
Entzindungsreaktion im ZNS hin. Sie sind das Resultat einzelner hochregulierter
Plasmazellklone. Bei rund 95% der Patienten mit einer klinisch gesicherten MS sind
positive oligoklonale Banden im Liquor nachweisbar. Nach den Mc Donald Kriterien
kann eine Multiple Sklerose diagnostiziert werden, wenn nach einem ersten
Krankheitsschub im Liquor MS-typische Veranderungen nachweisbar sind und sich
in der Magnetresonanztomographie mehr als zwei charakteristische Lasionen
zeigen. Aullerdem muss die zeitliche Dissemination der Lasionen nachgewiesen
werden (Mc Donnald et al 2001, Polmann et al 2005). Meist lasst sich im Liquor von
MS- Patienten zudem eine maRige Pleozytose aus Lymphozyten und Monozyten
(<50 Zellen /ul) nachweisen.

3.5 Korrelation der Serum- und Liquorbefunde mit der Klinik der
MS- Patienten

Es erfolgte eine Kklinische Verlaufskontrolle ein Jahr nach stattgehabter
Lumbalpunktion und Diagnosestellung mittels Recherche in den elektronischen
Patientenakten und Arztbriefen der jeweiligen Patienten.

Als Kriterium wurde dabei der EDSS (expanded disability status score) ein Jahr nach
erfolgter Liquorpunktion herangezogen. Eine EDSS- Veranderung = 0.5 bedeutet
einen klinisch stabilen Verlauf bzw. Besserung. Eine Erhéhung des EDSS = 1 gibt
eine Progredienz der Erkrankung an. Zusatzlich wurde erhoben, ob die jeweiligen
Patienten eine Basistherapie (wie z.B. Interferon, Copaxone) erhielten.

Uber 23 der gemessenen MS- Patienten liegen keine weiteren Befunde vor.

Acht der Patienten, die keine Basistherapie erhielten, zeigten sich im klinischen
Verlauf stabil bzw. verbesserten sich, d.h. EDSS £ 0.5. Ein MS- Patient, der mit
Betaferon (Interferon beta-1b) therapiert wurde, zeigte Uber ein Jahr einen stabilen
klinischen Verlauf.In der untherapierten Gruppe der MS- Patienten verschlechterten
sich sieben Patienten im EDSS- Score um mindestens 1 Punkt (EDSS = 1).
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Im Vergleich dazu lag bei elf Patienten, die eine Basistherapie erhielten, nach einem
Jahr der EDSS Score = 1. Von den elf therapierten MS- Patienten wurden neun
Patienten mit Betaferon (Interferon beta-1b 250 pg alle 2 Tage), ein Patient mit
Copaxone (Glatirameracetat 20 mg taglich) und ein Patient mit Mitoxantron

behandelt. Siehe dazu auch Tabelle 4.

Tabelle 4: EDSS Score der MS-Patienten ein Jahr nach Liquorpunktion.

EDSS +0.5 EDSS = 1
ohne Basistherapie 8 7
mit Basistherapie 1 11

Bei den acht MS- Patienten ohne Basistherapie mit stabilem klinischen Befund
(EDSS = 0.5) lag die mittlere BAFF- Liquorkonzentration bei 0.15 ng/ml + 0.06. Der
BAFF- Liquor/ Serum Quotient lag im Mittelwert bei 0.22 + 0.2. Bei den sieben MS-
Patienten ohne Basistherapie mit einer Zunahme des EDSS- Scores = 1 lag die
mittlere BAFF- Liquorkonzentration bei 0.13 ng/ml £ 0.08 ng/ml. Der BAFF- Liquor/
Serum Quotient der Patienten mit Schubereignis lag im Mittelwert bei 0.32 + 0.2

ng/ml.

Tabelle 5: Verdnderung des EDSS- Scores im Vergleich mit BAFF-
Liquorkonzentration und BAFF Liquor/ Serum Quotienten bei Patienten ohne
Basistherapie (CSF/S Ratio).

Pat. ohne Basistherapie, | Pat. ohne Basistherapie,
EDSS £ 0.5 (n=8) EDSS 21 (n=7)

BAFF- Liquorkonz. 0.15+0.06 0.13+0.08

(ng/ml) £ StAbw.

Liquor/ Serum Quotient 0.22+0.2 0.32+0.2
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Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der BAFF- Liquorkonzentration der
Patienten ohne Basistherapie mit stabilem klinischen Verlauf (EDSS * 0.5) bzw. nicht
stabilem Verlauf (EDSS = 1) (0.15 £ 0.06 ng/ml vs. 0.13 £ 0.08 ng/ml; n.sign.). Der
Mittelwert des Liquor/ Serum Quotienten der MS- Patienten ohne Basistherapie
erreichte keinen signifikanten Unterschied (0.22 + 0.2 ng/ml vs. 0.32 £ 0.2 ng/ml;

n.sign.,Tab.5).

Bei den neun MS- Patienten ohne Schub lag die mittlere BAFF- Liquorkonzentration
bei 0.141 ng/ml £ 0.07. Der BAFF- Liquor/ Serum Quotient lag im Mittelwert bei 0.19
+ 0.19. Bei den 18 MS- Patienten mit Schiben innerhalb eines Jahres, lag die
mittlere BAFF- Liquorkonzentration bei 0.14 ng/ml £ 0.08 ng/ml. Der BAFF- Liquor/
Serum Quotient der Patienten mit Schubereignis lag im Mittelwert bei 0.29 + 0.19

ng/ml.

Tabelle 6: Schubereignis in Vergleich mit BAFF- Liquorkonzentration und BAFF
Liquor/ Serum Quotienten (CSF/S Ratio).

Ohne Schub (n=9) Mit Schub (n=18)
BAFF- Liquorkonz. 0.14 £ 0.07 0.14 £ 0.08
(ng/ml) £ StAbw.
Liquor/ Serum Quotient 0.19+0.19 0.29+0.19

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der BAFF- Liquorkonzentration der
Patienten ohne bzw. mit Schubereingis (0.14 £ 0.07 ng/ml vs. 0.14 £ 0.08 ng/ml;
n.sign.).

Der Mittelwert der Liquor/ Serum Ratio der MS- Patienten mit Schubereignis war
zwar im Vergleich zu den Patienten ohne Schub tendenziell erhoht, erreichte aber
keine Signifikanz (0.29 + 0.19 ng/ml vs. 0.19 + 0.19 ng/ml; n.sign.,Tab.6).
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4. Diskussion

Multiple Sklerose ist die weltweit haufigste chronische entzindliche ZNS Erkrankung
mit den hochsten Inzidenzraten in Europa und Nordamerika (Brody 1972). Das
durchschnittliche Erkrankungsalter liegt um das dreiRigste Lebensjahr und Frauen
sind doppelt so haufig betroffen wie Manner. Nach dem klinischen Verlauf wird
zwischen dem Kklinisch isolierten Syndrom (CIS), der schubférmigen (,relapsing-
remitting“, RRMS), der sekundar progrediente (SPMS) und der primar progredienten
(PPMS) Verlaufsform unterschieden (Mc Alpine et al. 1972). Die am haufigsten
auftretenden Erstsymptome der Multiplen Sklerose sind Sensibilitatsstorungen,
Gangstorungen oder eine Optikusneuritis (Weinshenker et al. 1989). Im weiteren
Krankheitsverlauf kommt es bei der Halfte der unbehandelten MS- Patienten zu einer
progredienten Zunahme der neurologischen Defizite.

Bis vor Kurzem wurde auf Grund der Experimentell Autoimmunen Enzaphalomyelitis
(EAE) Tiermodelle davon ausgegangen, dass T-Zellen die entscheidende Rolle in
der Pathogenese der MS als Autoimmunerkrankung spielen (Gold et al. 2006).
Untersuchungen konnten jedoch zeigen, dass CD20+ und CD27+ B- Zellen bei MS-
Patienten fehlreguliert sind, so dass aktivierte T- Zellen mehr aktiv sein kdnnen
(Duddy et al. 2007, Fillatreau et al. 2002). Bislang ergaben histopathologische
Untersuchungen von cerebralen Plaques verschiedenster MS- Patienten vier
unterschiedliche Lasionsmuster (Lucchinetti et al. 2000). Bei Muster | und II
uberwiegen zellulare (T- Zellen, Makrophagen) und humorale (Antikorper,
Komplement) Bestandteile des Immunsystems. Bei den Lasionen, die Muster Il und
IV zuzuordnen waren, lie® sich eine ,primare Oligodendropathie“ mit fast vollstandig
fehlender  Entzindungsreaktion  nachweisen. Eine  Immunglobulin-  oder
Komplementablagerung ist nicht nachweisbar. B-Zellen und Plasmazellen bilden im
ZNS Antikorper. Diese finden sich im Liquor cerebrospinalis in abnormaler Verteilung
als oligoklonale Banden. Die oligoklonalen Banden sind bei den meisten MS-
Patienten bereits zu Beginn der Erkrankung vorhanden wund fur eine
Diagnosestellung bedeutsam. Die Banden persistieren und sind Uber viele Jahre im

Liquor nachweisbar.
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Vor gut einem Jahrzehnt wurden erstmals die Proteine BAFF (B- Zell aktivierender
Faktor aus der Tumor- Nekrose-Faktor- Superfamilie) und APRIL (A proliferation
inducing ligand) identifiziert (Schneider et al. 1999). BAFF und APRIL werden von
myeloproliferativen Zellen wie Makrophagen, Monozyten und dentritischen Zellen
gebildet. Diese Faktoren haben nachweislich Einfluss auf das Uberleben und die
Differenzierung von B- Zellen und kdnnen den Isotypenwechsel der Immunglobuline
auf B-Zellen auslésen (Castigli et al. 2005). Jedes der beiden Proteine bindet an
spezifische Rezeptoren, welche vornehmlich von B-Zellen exprimiert werden. BAFF
bindende Rezeptoren sind BAFF-Rezeptor (BAFF-R), B cell maturation antigen
(BCMA), und transmembran activator and CAML interactor (TACI) (Treml et al.
2008). Die Bildung von BAFF wird durch Zytokine wie IFN- a, IFNy sowie IL-10 und
andere Wachstumsfaktoren getriggert.

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass vor allem BAFF eine grofl3e Rolle in der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen spielt. Dabei zeigte sich, dass eine
Uberexpression von BAFF in transgenen M&usen zu erhdhten peripheren B-Zell
Spiegel, der Bildung von Autoantikdrpern und zu einem Lupus-ahnlichen Syndrom
fuhrt (Lit-Hung 2004, Strohl et al. 2005, Matsushita et al. 2006). Auch konnten bei
Autoimmunerkrankungen wie z.B. der rheumatoiden Arthritis, dem Sjogren Syndrom
sowie der systemischen Sklerose und dem systemischen Lupus erythematodes eine
erhohte BAFF- Konzentration im Serum nachgewiesen werden (Zhang et al. 2001,
Matsushita et al. 2006). Bei der systemischen Sklerose und dem Sjogren Syndrom,
korreliert die Hohe der im Serum gemessenen BAFF Werte mit der Schwere der
Krankheit und mit der Hohe der Autoantikdrperspiegel (Matsushita et al. 2006,
Mariette et al. 2003). Es wird davon ausgegangen, dass erhdohte BAFF Spiegel in
Zusammenhang mit aktivierten B- Zellen und Plasmazellen stehen. Auch werden
diese mit gesteigerter Krankheitsaktivitat und Zunahme von Symptomen assoziiert
(Cancro et al. 2009, Van Trung Chu et al. 2007).

Das kindlichen Opsoklous- Myoklonus Syndrom ist eine Autoimmunerkrankung, die
als paraneoplastisches Syndrom im Rahmen von Neuroblastomen oder parainfektios
auftritt (Blaes et al. 2005). Fuhlhuber et al. wiesen in Liquores von Kindern mit
Opsoklonus- Myoklonus- Syndrom (OMS) erhdhte BAFF- Spiegel nach. Diese
korrelierten mit der Hohe der Autoantikérper gegen Granularisneurone (CGN-

Antikorper) (Fuhlhuber et al. 2009). Einer weiteren Arbeitsgruppe gelang der
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Nachweis einer vornehmlichen B-Zell Antwort im Liquor der gemessenen OMS-
Patienten im Vergleich zum Serum (Pranzatelli et al. 2004). Eine Erh6hung der
BAFF-Konzentration im Serum der OMS- Patienten konnte nicht detektiert werden.
Da bei den gemessenen Patienten keine Stérung der Blut-Hirn-Schranke vorlag,
muss von einer intrathekalen Produktion von BAFF bei Patienten mit Opsoklonus-
Myoklonus- Syndrom ausgegangen werden (Fuhlhuber et al. 2009).

Ausgehend von den vorgenannten Befunden nahmen wir an, dass die Konzentration
von BAFF im Liquor, eventuell auch im Serum, von Patienten mit MS als Ausdruck
einer gesteigerten Autoimmunitat erhoht sein sollte. Uberraschenderweise konnten
wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die BAFF- Serumspiegel bei Patienten mit
Multipler Sklerose nicht erhéht waren im Vergleich zu gesunden Kontrollpatienten. Im
Liquor von Patienten mit diagnostizierter Multiple Sklerose war der BAFF- Spiegel
sogar signifikant niedriger war als in der gesunden Kontrollgruppe. Dabei lag der
Albumin Liquor/ Serum Quotient (Q Alb = Liquor/ Serum *1000), als Mal} einer
Schrankenstérung der Blut- Hirn Schranke, bei den MS- Patienten im Durchschnitt
innerhalb des Normbereiches. Ein Hinweis auf eine Schrankenstérung besteht somit
nicht.

Krumbholz et al. beschrieben trotz einer erhdhten Expression von BAFF in
intrazerebralen ZNS-Lasionen von MS- Patienten ebenfalls keine erhdhten BAFF-
Liquorspiegel. BAFF war dabei auch im gesunden Gehirn und im Liquor in geringen
Mengen nachweisbar. Es wurde auch eine Aktivierung des BAFF- Systems in aktiven
intrazerebralen Lasionen von verstorbenen MS-Patienten beschrieben (Krumbholz
2005). Dabei gelang der Nachweis, dass BAFF und APRIL intrazerebral vornehmlich
von Astrozyten produziert werden. Durch die kontinuierliche Stimulierung kommt es
in den Meningen zur Ausbildung von Pseudofollikeln mit Keimzentren. Diese Follikel
wurden unlangst bei MS- Patienten mit sekundar progredientem Verlauf
nachgewiesen (Kalled 2005, Meinl et al. 2006).

Der B-Zell aktivierende Faktor BAFF ist aber nicht nur in aktivierten MS-Lasionen bei
akuten und chronischen Verlaufen, sondern auch in primaren ZNS- Lymphomen
hochreguliert (Novak et al. 2004). Es gibt Hinweise, dass BAFF bei der Entstehung
von primaren B-Zell ZNS-Lymphomen eine entscheidende Rolle spielt. Dabei wurde
gezeigt, dass BAFF in ZNS- Lymphomen produziert wird. AuRerdem wurde eine
erhohte Anzahl an BAFF-Rezeptoren, vornehmlich BAFF-R, in diesen

Gewebeproben gefunden. Daher ist anzunehmen, dass eine lokale Produktion von
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BAFF die Entstehung und Ausbreitung von primaren ZNS- Lymphomen fordert
(Mackay et al. 2002, Novak et al. 2004).

Infektidse Erkrankungen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind meist viraler oder
bakterieller Genese. Aullerdem spielen Tumorerkrankungen im Sinne einer
Meningitis carcinomatosa und entzindliche Erkrankungen im Rahmen von
Vaskulitiden oder Kollagenosen eine Rolle. Bei den gemessenen Patienten mit
infektiosen ZNS- Erkrankungen wurden in dieser Studie im Liquor und Serum im
Vergleich zum Kontrollkollektiv signifikant erhdhte BAFF- Spiegel gemessen. Bei ID-
Patienten liegt zusatzlich eine Storung der Blut-Hirnschranke vor, da signifikante
Erh6hung des Albumin Liquor/ Serum Quotienten gemessen wurde. Daher kann bei
infektiosen ZNS- Erkrankungen davon ausgegangen werden, dass die erhdhten
intrathekalen BAFF- Werte durch einen passiven Ubertrittes des BAFF vom Serum in
den Liquor bedingt sind. Dies bestatigt vorherige Arbeiten, die ebenso erhohte BAFF-
Serum- und Liquorspiegel bei entzlindlichen ZNS-Erkrankungen beschrieben hatten
(Novak et al. 2004, Matsushita et al. 2006, Mackay et al. 2003).

Die erniedrigten BAFF-Liquorspiegel bei MS- Patienten sind ein uUberraschendes
Ergebnis und konnte zum einen daflr sprechen, dass der B- Zell aktivierende Faktor
BAFF in der Pathogenese der Multiplen Sklerose eine weniger bedeutende Rolle
spielen konnte als in anderen Autoimmunerkrankungen wie z.B. dem Sjogren
Syndrom oder dem Lupus erythematodes. Jedoch sprechen die bisherigen Studien
dafiir, dass BAFF nicht nur ein essentieller Faktor fiir das Uberleben von B-Zellen ist,
sondern eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
spielt (Schneider et al. 1999, Lit-Hung 2004). BAFF scheint vor allem wahrend der
Reifung und Differenzierung der B- Zelle zur Plasmazelle von Bedeutung zu sein
(Schiemann et al. 2001, Schneider et al. 2001, Gross et al. 2000). Von einigen
Autoren wurde bislang bei der Multiplen Sklerose eine Storung der allgemeinen B-
Zell Regulation, vor allem CD20 und CD27 positive B- Zellen, beschrieben (Duddy et
al. 2006, Fillatreau et al. 2002). Moglich erscheint also auch, dass die BAFF-
Expression und Singaltransduktion bei MS fehlreguliert ist. Obwohl in cerebralen MS-
Lasionen eine erhohte BAFF-Expression von Astrozyten nachgewiesen werden
konnte (Krumbholz et al. 2005), konnten bislang keine erhdhten BAFF-Liquorspiegel
detektiert werden. Die BAFF-Liquorspiegel in meiner Arbeit waren signifikant

niedriger als in den Liquores der gemessenen gesunden Kontrollpatienten. Es ist
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daher auch zu diskutieren, ob die Verhaltnisse in den cerebralen Plaques durch das
Liquorkompartiment tatsachlich reprasentiert werden. Das Vorkommen von BAFF
wurde bislang als aktive I6sliche, als membrangebundene sowie als Splice-Variante
deltaBAFF beschrieben (Bodmer et al. 2002, Karpusas et al. 2002). Es ist mdglich
dass BAFF in den cerebralen Lasionen vor allem in gebundener Form vorliegt und
kumuliert.

Das Serumkompartiment scheint in der Pathogenese der Multiplen Sklerose nur eine
geringfligige Rolle zu spielen. Auch in unserer Arbeit war der gemessene BAFF-
Serumspiegel bei MS nicht hoher als bei gesunden Kontrollpatienten. Es liegt die
Vermutung nahe, dass sich die Multiple Sklerose als chronische entzundliche ZNS-
Erkrankung in allen Stadien vornehmlich im ZNS-/ Liquorkompartiment abspielt. So
beschrieben Thangarajh et al. zwar in MS- Patienten einen erhéhten Nachweis an
BAFF mRNA in Monozyten und erhohte BAFF-R mRNA in B- und T-Zellen im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Jedoch fanden sich gleich hohe BAFF-
Spiegel in Serum und Liquor bei MS- Patienten und gesunden Kontrollen
(Thangarajh et al. 2004).

BAFF wird nachweislich von myeloproliferativen Zellen wie Makrophagen,
Monozyten und dentritischen Zellen gebildet. In den cerebralen MS-Lasionen kdnnen
neben Astrozyten auch reichlich Makrophagen nachgewiesen werden. Es besteht
daher die Moglichkeit, dass die erhdhten BAFF-Spiegel in cerebralen MS-Lasionen
sowohl durch Astrozyten, als auch durch Makrophagen bedingt sind (Krumbholz et
al. 2005). Unter dem Einfluss von Tumornekrosefaktor-a und Interferon-y
produzieren Astrozyten bedeutend groRere Mengen an BAFF als Makrophagen oder
unstimulierte Astrozyten. Das von Astrozyten gebildete BAFF ist biologisch wirksam,
es unterhalt das Uberleben von B-Zellen in vitro. BAFF produzierende Astrozyten
finden sich dabei im cerebralen Gewebe vor allem in der Nahe von Makrophagen,
die an ihrer Oberflache den BAFF- Rezeptor BAFF-R als eine Bindungsstelle tragen.
BAFF wiederum fordert nachweislich das Uberleben von BAFF-R exprimierenden B-
Zellen im Gehirn von MS-Patienten. Somit bleibt eine klonale Expansion von B-
Zellen im ZNS bestehen.

Als Rezeptoren fur BAFF sind bisher BAFF-Rezeptor (BAFF-R), B cell maturation
antigen (BCMA), und transmembran activator and CAML interactor (TACI)
beschrieben (Treml et al. 2008). BCMA spielt dabei als ein Rezeptor fir BAFF und

APRIL eine entscheidende Rolle fur die Persistenz von Plasmazellen (Cepok et al.
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2005). Krumbholz et al. konnten zeigen dass BCMA in Gehirnen von Patienten mit
Multipler Sklerose hochreguliert ist (Krumbholz et al. 2005). Lokalstandig
produziertes BAFF kénnte zum langfristigen Uberleben von Plasmazellen im ZNS
beitragen. BAFF scheint dabei meist in gebundener Form im ZNS vorzuliegen und ist
somit nur in geringen Mengen frei im Liquor cerebrospinalis vorhanden und
nachweisbar.

Eine ahnliche Beobachtung wie bei BAFF beschreiben Krumbholz et al. mit CCL-
2/MCP-1. Chemokine ligand 2 (CCL-2) oder auch monocyte chemotactic protein- 1
(MCP-1) ist ein Zytokin das zur Familie der Chemokine gehdrt und vor allem eine
Rolle in der Rekrutierung von Monozyten, dentritischen Zellen und Gedachtnis- T-
Zellen spielt. Dieses Zytokin ist wesentlich vorhanden im Liquor und vermehrt
exprimiert in cerebralen MS- Lasionen. Aber die Konzentration des CCL-2/MCP-1 ist
erniedrigt im Liquor von MS-Patienten (Krumbholz et al. 2005). Es ist anzunehmen,
dass das Verhaltnis von Produktion und Verbrauch von entzindlichen Zellen den
Liquorspiegel des CCL-2/MCP-1 und ebenso den des B-Zell aktivierenden Faktors
BAFF bestimmt.

In dieser Arbeit wurde zusatzlich ein Vergleich der BAFF- Liquorkonzentration mit
dem klinischen Verlauf der MS- Patienten (Schubereignis ja oder nein innerhalb
eines Jahres) durchgeflihrt. Als Kriterium wurde dabei der EDSS (expanded disability
status scale) ein Jahr nach erfolgter Liquorpunktion herangezogen. Ein EDSS + 0.5
bedeutet einen klinisch stabilen Verlauf bzw. Besserung. Eine Veranderung des
EDSS = 1 gibt eine Progredienz der Erkrankung an. Zusatzlich wurde erhoben, ob
die jeweiligen Patienten eine Basistherapie (wie z.B. Interferon, Copaxone) erhielten.
Acht der Patienten, die keine Basistherapie erhielten, zeigten sich im klinischen
Verlauf stabil bzw. verbesserten sich, d.h. EDSS + 0.5. Ein MS- Patient, der mit
Betaferon (Interferon beta-1b) therapiert wurde, zeigte Uber ein Jahr einen stabilen
klinischen Verlauf. In der untherapierten Gruppe der MS- Patienten verschlechterten
sich sieben Patienten im EDSS- Score um mindestens 1 Punkt (EDSS = 1).

Im Vergleich dazu lag bei elf Patienten, die eine Basistherapie erhielten, nach einem
Jahr der EDSS Score = 1. Von den elf therapierten MS- Patienten wurden neun
Patienten mit Betaferon (Interferon beta-1b 250 pg alle 2 Tage), ein Patient mit
Copaxone (Glatirameracetat 20 mg taglich) und ein Patient mit Mitoxantron

behandelt. Es fand sich dabei kein signifikanten Unterschied zwischen den BAFF-
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Konzentrationen. Dies konnte daraufhin weisen, dass BAFF- Serum und
Liquorspiegel bei der Multiplen Sklerose nicht mit der Krankheitsaktivitat korrelieren
und somit auch nicht als prognostischer Faktor herangezogen werden kénnen. Dabei
ist jedoch zu bertcksichtigen, dass nur von 27 MS- Patienten nach einem Jahr Daten
vorlagen. Uber 23 Patienten lagen im Verlauf keine weiteren klinischen Informationen
vor. Daher ist fur die Fallzahl der nach beobachteten Patienten zu gering um eine
endgultige Aussage zu treffen. Auch ist der Beobachtungszeitraum von einem Jahr
begrenzt. Von Interesse ware ein groRerer Zeitraum uber 2 bis 5 Jahre.

Eine spezifisch gegen B-Zellen gerichtete Therapie scheint dennoch eine neue
Option in der Therapie der Multiplen Sklerose. Es wird die Entwicklung eines
Antagonisten gegen BAFF als B- Zell stimulierender Faktor diskutiert und erprobt.
Dieser wiirde dann das Uberlebenssignal der B-Zellen blockieren. Der humane
monoklonale Anti- BAFF-Antikorper LymphoStat-B ® (Belimumab) wird zurzeit in
einer Phase IIl Studie mit Lupus erythematodes Patienten untersucht (Menge et al.
2009). Ein mdglicher direkter BAFF-Inhibitor kdnnte aber zusatzlich zu einem
Verstarkten Wachstum dieser Zellen und damit sekundar zu noch héheren BAFF-

Spiegeln fuhren (Van Trung Chu et al. 2007) und bedarf weiterer Prufung.

Zusammenfassend liellen sich in den von mir untersuchten Liquores von MS-
Patienten signifikant niedrigere BAFF- Spiegel nachweisen als in den gesunden
Kontrollpatienten. Die gemessenen BAFF- Serumspiegel der MS- Patienten waren
niedriger als bei den Kontroll- Patienten. Im klinischen Vergleich der MS- Patienten
ein Jahr nach Entnahme des Liquor cerebrospinalis liel3 sich, wahrscheinlich bedingt
durch eine niedrige Fallzahl, kein eindeutiger Zusammenhag zwischen
Krankheitsaktivitdt und BAFF- Liquorkonzentration feststellen.

Bei den Patienten mit infektiosen ZNS- Erkrankungen waren die BAFF- Spiegel in
Serum und Liquor erhoht im Vergleich zu den gemessenen MS- Patienten und zu
den gesunden Kontrollpatienten. Die erhdhten BAFF- Liquorspiegel sind dabei auf

eine Storung der Blut- Hirnschranke zurtckzufuhren.
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