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Einleitung 1

1 Einleitung

11 Multiple Sklerose als Krankheitsbild

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine schubférmige oder chronisch progredient verlaufende,
multifokale, entziindliche Entmarkungskrankheit von Gehirn und Rickenmark unbekannter
Atiologie [1]. Die MS betrifft berwiegend jiingere Menschen und fiihrt schon relativ bald bei
den Betroffenen zu einer bleibenden Behinderung. Die Erstbeschreibung dieser Erkrankung
erfolgte jedoch nicht aus klinischer, sondern aus neuropathologischer Sicht durch Cruveilhier
1835 [2]. Die maRgebende Kennzeichnung der Krankheit erfolgte von Jean Martin Charcot
(1825-1893, Paris), der 1868 MS-Herde mikroskopisch und makroskopisch beschrieb.
Charcot stellte den Myelinverlust fest und vermutete daraufhin, daf® die Impulse Uber die
nackten Axone nicht weitergeleitet werden kdnnten.

Die MS wird nach dem heutigen Wissenstand als eine Autoimmunerkrankung des zentralen
Nervensystems  (ZNS) angesehen, dabei kommt der Erforschung des
neuroimmunologischen Geschehens eine besondere Bedeutung zu.

1.1.1 Atiologie und Epidemiologie

Betrachtet man die weltweite Verteilung der MS (s. Abb. 1-1) so fallt ein Zusammenhang
zwischen geographischen Breitengraden und der Pravalenz auf. Die Krankheit hat eine
Pravalenz von weniger als 1 pro 100000 Einwohner in aquatorialen Gebieten, von ca. 6 bis
14 pro 100000 Einwohner sudlich und von ungeféahr 30 bis 80 pro 100000 Einwohner
nordlich des Aquators [3]. In Deutschland betragt die Pravalenz nach neusten Erkenntnissen
ca.149 auf 100000 Einwohner [4]. Die Pravalenz der MS ist nicht nur in den verschiedenen
geographischen Regionen, sondern auch bei verschiedenen Vélkern unterschiedlich: die
Erkrankung scheint mit groRerer Haufigkeit bei der kaukasischen weil3en Bevolkerung
aufzutreten [5].

Mehrere epidemiologischen Studien konnten zeigen, dal3 Emigranten einer "Hochrisikozone"
in eine "Niedrigrisikozone" wenigstens einen Teil des Erkrankungsrisikos ihres
Ursprungslandes mitbrachten.

So fand sich bei Auswanderern, die nach ihrem 15. Lebensjahr aus einem Land mit niedriger
Pravalenz emigrierten, die gleiche Prévalenz an Multipler Sklerose wie im Ursprungsland.
Bei Personen, die im jungeren Alter emigrierten, nahmen dagegen das Risiko des
Gastlandes an [6]. Kurtzke et al. bestatigten das mit steigenden geographischen
Breitengraden zunehmende Risiko an einer Multiplen Sklerose zu erkranken [3].
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Abbildung 1-1: Demographische Verteilung der MS nach Kurtzke
|

= niedrig
(Heckel R (1994): Multiple Sklerose: Klinik-Differentialdiagnose-Behandlung. Thieme Verlag,
Stuttgart)

Die Inzidenz der Erkrankung betrdgt ca. 3/100000 Einwohner. Fur Frauen ist sie 2-3 mal
hoéher als fir Manner. Etwa 2/3 der Erkrankungen beginnen zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr. Der altersspezifische Verlauf des Krankheitsbeginns &hnelt denen vieler
Infektionskrankheiten.

Eine familiare Neigung zur Multiplen Sklerose ist inzwischen gesichert. Sadovnick et al.
(1988) konnten in einer Studie zeigen, daf in fast 20% aller Féalle auch ein Verwandter
betroffen war. Das grofdte Risiko bestand dabei fiir Geschwister. Zwillingsstudien sprechen
ebenfalls fUr eine genetische Pradisposition der Erkrankung. So betragt die Konkordanzrate
bei monozygoten Zwillingen 26%, die Konkordanzrate dizygoter Zwillinge entspricht der von
normalen Geschwistern [7]. Der Befund, dal3 bestimmte Histokompatibilitatsantigene (HLA)
bei MS-Patienten haufiger sind als bei gesunden Personen, legt ebenfalls einen genetischen
Faktor bei der Entstehung der Multiplen Sklerose nahe. Die starkste Assoziation besteht mit
dem HLA-DR 2 oder HLA-DR 3 Antigen [8]. Das Vorhandensein dieses "Markers" soll das
individuelle Risiko um den Faktor 3-5 steigern [9].

Diese aus epidemiologischen und genetischen Studien gewonnenen Erkenntnisse sprechen
fur eine multifaktorielle Genese der Erkrankung, wobei neben einer genetischen
Pradisposition auch ethnische Unterschiede und "Umweltfaktoren" eine Rolle spielen [10].
Heute wird allgemein angenommen, dal3 bei Personen mit einer besonderen, bisher nicht
eindeutig identifizierten, genetischen Pradisposition (s.0.) eine nicht ndher klassifizierbare
Virusinfektion in der Kindheit zu einer Sensibilisierung des Immunsystems fiihrt. Im Rahmen
einer sekundaren Autoimmunreaktion, die nach Jahren der Latenz die Krankheit entweder
hervorrufen oder ursachlich zu ihrer Manifestation beitragen kann, werden dann die
Myelinscheiden angriffen und schlief3lich zerstort.
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1.1.2 Klinische Symptome und Verlauf

Die Multiple Sklerose ist die haufigste neurologische Erkrankung des jungen
Erwachsenenalters. Die Erkrankung ist in ihrer Auspragung sehr vielgestaltig; sie kann
praktisch alle, aus Lasionen im ZNS begrindbaren, neurologischen Ausfélle verursachen [2].
Diese Vielfaltigkeit der Symptome beruht auf der unterschiedlichen Lage der
Entmarkungsherde in der weil3en Substanz. Die Krankheit beginnt haufig mit Gefiihls- und
Sehstorungen, Schwache der Extremitdten und Gleichgewichtsstorungen. Die
beschriebenen Symptome sind anfangs oft isoliert (monosymptomatisch), kénnen aber auch
kombiniert auftreten.

11.2.1 Klinische Symptome

Die oft nur sehr schwach ausgepragten und passager auftretenden Erstsymptome einer MS
sind vielen Patienten in der Regel nicht mehr erinnerlich, worauf unterschiedliche Angaben
Uber die Haufigkeit von Erstsymptomen in der Literatur beruhen.

Tabelle 1-1: Haufigkeit verschiedener Symptome bei Erstmanifestation und im weiteren

Verlauf
Symptome Erstmanifestation in % Verlauf in %

Paresen 44 81
Spastik, Babinski-Phanomen 28 79
Sensible Stérungen 42 83
Optikusstoérungen 33 60
Gleichgewicht, Koordination 24 75
Augenmotalitat 14 34
Blase, Darm, Sexualfunktion 9 57
Hirnleistung, Affekt 4 39

(Lehrbuch fur Neurologie, K. Kunze, Thieme Verlag, Stuttgart, 1992)
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Haufig auftretende Symptome sind spastische Paresen mit kloniformen Reflexen und
positivem Babinski-Phanomen, Parasthesien, Hypasthesien oder Stérungen des
Lageempfindens. Charakteristisch ist auch das "Lhermitt-Phdnomen": bei forcierten
Vorbeugen des Kopfes treten- fur die Dauer von wenigen Sekunden- Pardsthesien im
Rucken oder in den Extremitaten auf.

Storungen des visuellen Systems aufern sich oft in Form einer Retrobulbarneuritis,
internuklearen Ophtalmoplegie oder Blickparesen mit Nystagmus.

Hinzu kommen zerebellare Symptome wie Gang- oder Standataxie, Intentionstremor,
Dysdiadochokinese und skandierender Sprache. Dabei wird die Kombination von
skandierender Sprache, Intentionstremor und Nystagmus auch nach ihrem Erstbeschreiber
als "Charcot-Trias" bezeichnet.

Vegetative Symptome treten in Form von Blasenentleerungsstérungen, Stuhlinkontinenz und
Sexualstérungen auf. In spateren Stadien der Erkrankung kann es zu Hirnleistungsstérungen
sehr unterschiedlicher Art kommen, z.B. Storungen des Kurzzeitgedachtnisses, der
Konzentrationsfahigkeit und der Auffassungsgabe.

Fur die Quantifizierung der Ausfalle sind verschiedene Skalen erarbeitet worden, so z.B. die
Bronx-Skala oder der EDSS (Expanded disability status scale) nach J.F. Kurtzke [L1]. Die
Bewertung wird dabei auf der Grundlage von 8 funktionellen Systemen vorgenommen
(pyramidale, zerebellare, sensorische und visuelle Funktion, Hirnstammfunktion, Darm- und
Blasenfunktion, mentale oder zerebrale Funktion, andere Funktionen). Dabei wird der
Schweregrad der neurologischen Ausfélle in den einzelnen Funktionssystemen des ZNS in
Schritten von je 0,5 Punkten bewertet. Basierend auf den Ergebnissen, die in den
funktionellen Systemen erzielt wurden, wird die Behinderung auf einer Skala von 0
(neurologischer Normalbefund) bis 10 (Tod infolge MS) ausgedriickt (s. Tabelle 7-1).

1.1.2.2 Verlaufsformen

Ein Charakteristikum der MS ist das Vorkommen der Symptome in Schiiben, sowie deren
Ruckbildung (Remission). Dabei ist der Schub definiert als das Auftreten neuer oder die
Verschlechterung bereits bestehender Symptome mit einer Mindestdauer von 24 Stunden,
ohne das Auftreten von Fieber [12]. Diese Schiibe mussen von "Pseudoschiben” oder
Exazerbationen abgegrenzt werden, wie sie leicht im Rahmen eines Infektes, begleitet durch
Fieber, auftreten kénnen [L3]. Etwa 80% der Erkrankung beginnen mit Schiiben, wobei mit
zunehmender Krankheitsdauer die Haufigkeit von Schiben abnimmt [1].

Es werden 3 Verlaufsformen der Multiplen Sklerose unterschieden. Bei dem schubférmig-
remittierenden Verlauf kommt es jeweils zwischen den Schilben zu einer mehr oder weniger
vollstandigen Ruckbildung der Symptome. Es kdnnen jedoch auch Ausfallerscheinungen
eines Schubes als Residuen bestehenbleiben, die bei den Betroffenen mit den Jahren zu
einer wachsenden Behinderung fihren kdnnen. Ca. 68-85% der Patienten weisen zu Beginn
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meist einen schubférmig-remittierenden Verlauf auf. Nach Jahren der Krankheitsdauer kann
sich ein sekundéar chronisch progredienter Verlauf entwickeln [14]. Dabei steht das
Fortschreiten der Erkrankung im Vordergrund, einzelne Schilbe konnen jedoch noch
ablaufen. Die dritte Verlaufsform ist der primar chronisch progrediente Verlauf. Dieser ist
gekennzeichnet durch ein von Beginn andauerndes Fortschreiten der Erkrankung, ohne daf3
es dabei zu Schiben kommt [L5, 16]. Nur 10-20% der Betroffenen leiden unter diesem
Verlauf. Die betroffenen Patienten haben ein héheres Erkrankungsalter und die Behinderung
schreitet schneller fort. Wegen dieser Besonderheiten wird der primar chronisch progrediente
Verlauf von manchen Autoren auch als eigenstandiges Krankheitsbild betrachtet [17].

1.1.2.3 Prognose

Man kann die Verlaufe der MS auch nach ihrer Prognose klassifizieren. Dann spricht man
von einer gutartigen (benignen) oder bdsartigen (malignen) Verlaufsform. Bei der gutartigen
Form kommt es Uber Jahre betrachtet nur zu wenigen Schiben mit einer geringen
bleibenden Behinderung [18].

Von den o.a. Verlaufsformen hat der schubférmig-remittierende Verlauf die beste Prognose.
Ebenso besteht ein Zusammenhang zwischen den Erstsymptomen und der Prognose. So
haben Patienten, bei denen zu Beginn eine Optikusneuritis oder Sensibilitatsstérungen
auftreten, eine bessere Prognose als Patienten, deren Initialsymptome aus pyramidalen oder
zerebellaren Symptomen bestehen [19, 20].

Untersuchungen haben ergeben, dald nach einer isoliert auftretenden Optikusneuritis als
Erstsymptom das Risiko, eine Multiple Sklerose zu entwickeln, zwischen 13-80% betragt [21,
22]. Sind zu diesem Zeitpunkt zuséatzlich zu den klinischen Symptomen bereits entziindliche
Liquorveréanderungen oder kernspintomographische Nachweise einer MS mdglich, liegt das
Risiko bei tber 80%.

Patienten mit nur sehr wenigen Schiben in der Krankheitsgeschichte haben eine bessere
Prognose PR3], ebenso Patienten mit einem langen Intervall zwischen den ersten beiden
Schiben [24].

Kurtzke et al. errechneten eine mittlere Lebenserwartung nach Krankheitsbeginn von ca. 30
Jahren [25, 26].
Valide prognostische Kriterien tiber den Krankheitsverlauf existieren bisher leider nicht.

1.1.3 Diagnostik

Zu Beginn der Erkrankung kann die Diagnosestellung der Multiplen Sklerose oft schwierig
sein. So betragt der Zeitraum zwischen den ersten Symptomen und der Diagnosestellung
ungeféhr 2 Jahre. Dies liegt oftmals an den zu Beginn der Erkrankung unspezifischen und
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flichtigen Symptomen. Heute erleichtern jedoch die Magnetresonanztomographie und
standardisierte diagnostische Kriterien das Erkennen der Erkrankung. Standardisierte
diagnostische Kriterien dienen u.a. dazu, die Wahrscheinlichkeit der Diagnose als klinisch
eindeutig, wahrscheinlich oder méglich einzustufen [27].

1131 Diagnosestellung und Diagnosekriterien

Die Diagnose "Multiple Sklerose" wird durch die Anamnese, die klinische neurologische
Untersuchung sowie durch apparative und laborchemische Zusatzuntersuchungen gestellt.
Alle diagnostischen Kriterien beruhen auf der Forderung der "Dissemination der Herde in Ort
und Zeit", d.h. es sollten mehrere Schiibe abgelaufen sein, die auf mehrere Herde im ZNS
schliel3en lassen.

Die Poser-Kriterien (s. Tabelle 7-2), welche auch Befunde apparativer Untersuchungen
(paraklinische Befunde) in die Diagnosestellung mit einbeziehen [28] sind als eine
Weiterentwicklung der Schumacher-Kriterien von 1965 zu verstehen, die ausschlie3lich auf
Anamnese und klinischen Befund beruhten [29].

1.1.3.2 Zusatzuntersuchungen

Nach den Poser-Kriterien sind die elektrophysiologischen Untersuchungen (evozierte
Potentiale), bildgebende Verfahren (MRT) und Liquoruntersuchungen als Erweiterung der
klinischen Untersuchung zu betrachten.

1.1.3.21 Evozierte Potentiale

Mit Hilfe dieser elektrophysiologischen Untersuchungen kann man die Leitgeschwindigkeit
der Impulse in bestimmten Bahnsystemen messen. Aus der Leitungsverzogerung konnen
Ruckschlisse auf Entmarkungsherde an bestimmten Stellen des ZNS gezogen und damit
Hinweise auf die Lokalisation einer Schadigung gewonnen werden [30]. Von besonderer
Bedeutung fur die Diagnostik ist die Mdglichkeit, auf diese Weise klinisch stumme Herde
entdecken zu konnen. In der MS-Diagnostik haben sich vor allem die motorisch evozierten
Potentiale (MEP), die visuell evozierten Potentiale (VEP), die somatosensibel Potentiale
(SSEP), und die frih akustisch evozierten Potentiale (FAEP) durchgesetzt. Verzdgerte
evozierte Potentiale sind jedoch nicht typisch fur eine MS; sie sind aber hilfreich beim
Ausschlul3 verschiedener Differentialdiagnosen.

Ein Vergleich neurophysiologischer Uhtersuchungsmethoden mit der Kernspintomographie
bei MS-Patienten ergab pathologische Befunde in dieser Reihenfolge: MRT 88%, MEP 83%,
VEP 67%, SEP 63% und FAEP 42% [31].
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11322 Magnetresonanztomographie (MRT)

Schon bald nach der Einfuhrung der Kernspintomographie zeigte sich, dal3 mit dieser
Untersuchung die substantiellen Veranderungen bei Multipler Sklerose deutlicher als zuvor
dargestellt werden konnten [32]. Im wesentlichen zeigen sich bei der Multiplen Sklerose die
durch Entziindungsherde bedingten periventrikularen Entmarkungszonen in der MRT.

Wie bei den oben dargestellten apparativen Zusatzuntersuchungen gilt auch hier, daf3 die
kernspintomographischen Veranderungen unspezifisch sind und nur im Rahmen der Ubrigen
Befunde gewertet werden kénnen. 90-97% der Patienten mit gesicherter MS haben sichtbare
Entmarkungsherde [33]. Zur Unterscheidung von alten und frischen L&sionen dient die
Verwendung von Gadolinium-DTPA als Kontrastmittel. Gadolinium-DTPA st eine
paramagnetische Substanz, die zu einer Signalverstarkung, besonders in den T1-
gewichteten Bildern, fuhrt. Die Anreicherung des Kontrastmittels in den neu entstandenen
Plagues ist Ausdruck einer gestorten, d.h. durchlassigen Blut-Hirn-Schranke in den ersten
Wochen und ist fir ca. 4 Wochen nachweisbar. Durch die Gabe von Gadolinium-DTPA
lassen sich in der MRT auch solche Entzindungsherde darstellen, die vor
Kontrastmittelgabe nicht sichtbar waren. Auf diese Weise lalt sich die "diagnostische
Ausbeute” erhéhen. Mit Hilfe der MRT konnen bei seriellen Verlaufsuntersuchungen auch
Lasionen entdeckt werden, die bisher klinisch nicht in Erscheinung getreten sind. Goodkin et
al. konnten zeigen, dal3 Entziindungsherde in der MRT etwa 5-10 mal haufiger auftreten als
klinische Symptome [34].
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Abbildung 1-2: Korrelation zwischen Krankheitsdynamik, Behinderungsgrad und MRT-
Befunden im Verlauf der Multiplen Sklerose
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(Therapien der Multiplen Sklerose, Hrsg.: L. Kappos, I. Cornelius, Blackwell Wissenschafts-

Verlag, Berlin Wien, 2000)

In vielen therapeutischen Studien wird die MRT deshalb als Aktivitadtsparameter
herangezogen [35, 36]. Viele Versuche wurden unternommen standardisierte Verfahren zu
entwickeln, welche die Kernspinveranderungen erfassen [37]. Dennoch gibt es bisher keinen
allgemein gtltigen Konsens tber die Kriterien bei der Beurteilung von Kernspinbefunden bei
der Multiplen Sklerose [38].

1.1.3.2.3 Liquorbefunde

Obwohl die MRT in den letzten Jahren wesentlich zur Diagnosestellung beigetragen hat, ist
eine Liquoruntersuchung dennoch notwendig.
Folgende Veranderungen im Liquor finden sich bei Multipler Sklerose:

1. Der Nachweis einer intrathekalen 1gG-Synthese im Liquor mittels des 1gG-Index. In mehr
als 80% der klinisch gesicherten MS-Félle liegt dieser Index tber 0,7 [39, 40].

2. Oligoklonale Banden (OB) im Liquor, aber nicht im Serum, treten bei 90% der Patienten
mit gesicherter MS auf [41].

3. Eine Erhéhung der Liquor und Serumalbuminkonzentrationen, bedingt durch eine
Storung der Blut-Ligquor-Schranke. Die Erhéhung findet sich jedoch nur bei ca. 20% des
Patientenkollektivs.

4. Eine erhohte Leukozytenzahl im Liquor. Dieser Befund ist bei ca. 50% der Patienten mit
MS zu erheben.
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Vorteil aller apparativer und laborchemischer Methoden ist, da die klinisch erhobenen
Befunde durch quantifizierbare Mel3daten objektiviert werden kénnen. Zudem konnen mit
den radiologischen und elektrophysiologischen Zusatzuntersuchungen Kklinisch stumme
Herde nachgewiesen werden. Der Nachteil der meisten Verfahren ist jedoch die geringe
Spezifitat.

Aus diesem Grund ist man bei der Diagnostik der MS weiterhin auf der Suche nach
Laborparametern, welche eine hohe Spezifitdt und zugleich eine hohe Sensivitat aufweisen.
Daruber hinaus sollten zukinftige Laborparameter mdglichst "einfach”, also mit méglichst
geringen invasiven Methoden zu gewinnen sein und mit nur wenig Beeintrachtigung fir den
Patienten.

1.1.3.3 Differentialdiagnose der Multiplen Sklerose

Da es fur die MS keinen spezifischen Test gibt, ist die Diagnosestellung letztendlich nur
unter Berucksichtigung der oben erwéhnten diagnostischen Kriterien und unter Zuhilfenahme
der geeigneten Zusatzdiagnostik mdglich. Gerade initial kann sich die Multiple Sklerose
atypisch prasentieren und die differentialdiagnostische Abgrenzung gegenuber anderen
Erkrankungen des ZNS erfordern. Wegen ihrer Symptomenvielfalt, ihrer Bereitschaft, die
Symptome zu wechseln und ihrer verschiedenen Verlaufsformen kann die MS eine Reihe
von Krankheiten "kopieren". Besondere Beachtung missen daher Krankheiten finden, die
bestimmte Charakteristika der MS teilen, so z.B. Krankheiten, die ebenfalls einen
schubférmigen-remittierenden  Verlauf haben. Dazu gehoren Vaskulitiden (Lupus
erythematodes, Periartriitis nodosa, Sjorgren-Syndrom, Sarkoidose oder Morbus Beh\kt),
und vaskulér bedingte Krankheiten (transistorisch ischdmische Attacken oder Hirninfarkte).
Ebenso missen Krankheiten, die einen disseminierten oder diffusen Befall des ZNS (ohne
Schiibe) hervorrufen kénnen, in die differentialdiagnostischen Uberlegungen mit einbezogen
werden, z.B. multiple Aneurysmen, Stoffwechselerkrankungen oder erregerbedingte
Erkrankungen (etwa die Neuroborreliose). Des weiteren miissen Krankheiten mit chronisch-
progredienten Verlauf (z.B. funikuldre Myelose) oder mit akuten bzw. subakuten Verlauf (z.B.
subakute sklerosierende Panenzephalitis) sicher ausgeschlossen werden [1].

1.1.34 Beurteilung des Verlaufs und der Krankheitsaktivitat

Die Befunde aller durchgefiihrten Untersuchungen, klinische und auch apparative, werden
schlielich auch zur Therapieindikation herangezogen. Insbesondere MRT-Befunde wie
Kontrastmittel-Anreicherung und perifokales Odem gelten als Aktivititsparameter der
Erkrankung. Zu beachten ist jedoch, dal3 das Auftreten klinischer Schube (klinische Aktivitét)
und z.B. eine Kontrastmittel-Anreicherung in der MRT, im Sinne eines "klinisch stummen"
Krankheitsschubes, zeitlich unabhangig voneinander auftreten kénnen [42, 43].
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Sowohl fur die Objektivierung eines akuten klinischen Schubes als auch fir die Beurteilung
des Therapieerfolges fehlen zur Zeit einfach zu erhebende Laborparameter, z.B. serielle
Blutuntersuchungen, so dal? man weiterhin auf die MRT und die Liquoranalysen angewiesen
ist.

Zukinfiges Ziel ist daher neben dem Verstandnis der Pathogenese der Erkrankung, die
Evaluierung spezifischer und sensitiver Laborparameter, die als Aktivitatsparameter und
prognostische Marker des Therapieerfolges den oben beschriebenen Anspriichen gerecht
werden.

114 Therapie

Man kann die zur Zeit Ublichen therapeutischen Strategien in 2 Gruppen einteilen. Zur ersten
Gruppe gehoren verschiedene symptomatische Therapieformen. Die zweite Gruppe besteht
aus den kausalitdtsbezogen Behandlungsstrategien.

Abbildung 1-3: Integratives Therapiekonzept bei der Multiplen Sklerose

Symptomatische Therapie und Kausal orientierte Therapie

I } }

Medikamentose || Physio- Psycho-

Therapie therapie therapie orientiert an
Immunpathogenese
Spastizitat ‘
Blasenstérungen
Psyche u. a. Immunsuppression/

Immunmodulation

Ergotherapie

(Therapien der Multiplen Sklerose, Hrsg.: L. Kappos, |. Cornelius, Blackwell Wissenschafts-
Verlag, Berlin Wien, 2000)

1141 Symptomatische Therapie

Die symptomatische Therapie der Multiplen Sklerose beinhaltet u.a. die medikamentdse
Therapie priméarer (z.B. Spastik, Blasenstorung oder Schmerzen) und sekundarer Symptome
(z.B. rezidivierende Blaseninfekte, Kontrakturen und Druckgeschwire). Begleitend zur
medikamentosen Therapie ist eine langfristige physiotherapeutische und ggf.
psychotherapeutische Behandlung anzustreben. Ziel ist es, einer moglichen Behinderung
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praventiv entgegen zu arbeiten und langfristig die Lebensqualitat der Patienten zu erhalten
oder zu verbessern.

11411 Glukokortikoid-Therapie im akuten Schub

Einen besonderen Stellenwert bei der Behandlung eines akuten Schubes hat die Therapie
mit hochdosierten intravends verabreichten Glukokortikoiden (z.B. Methylprednisolon).In
mehreren Studien zeigte sich, dal3 die Gabe von z.B. Methylprednisolon (1g/ Tag i. v. Gber 5
Tage) im akuten Schub einer Neuritis Nervi Optici die Symptomatik schneller bessern konnte
als die niedrigdosierte orale Gabe [44]. Durch diese Therapie ist es jedoch nicht moglich, den
Krankheitsverlauf dauerhaft positiv zu beeinflussen [45].

Die hochdosierte Glukokortikoidtherapie im akuten Schub hat jedoch nach wie vor
Bedeutung neben den neu entwickelten immunmodulierend wirksamen Medikamenten
(Interferone), welche sich inzwischen als Basistherapeutikum etabliert haben.

1.1.4.2 Kausale Therapie

Alle kausalitatsbezogenen Therapien nehmen fur sich in Anspruch, in die Pathogenese der
Multiplen Sklerose einzugreifen. Ausgehend von den Hypothesen der Immunpathogenese
der MS wurden zwei verschiedene Therapiekonzepte verfolgt: der immunsuppremierende
Therapieansatz und in der jingsten Zeit vermehrt der immunmodulierende Therapieansatz.
Dabei stehen die beiden Therapiekonzepte nicht nebeneinander, sondern vielmehr kommt
es im Rahmen der Stufentherapie zu einem Ubergreifen beider Therapieformen ineinander.

Abbildung 1-4: Stufenplan der Eskalationstherapie bei Multipler Sklerose

Immunsuppressive Stufentherapie

Dosissteigerung

Anderung der Applikationsintervalle

Wechsel der therapeutischen Substanz

Eskalierende Immuntherapie
durch Zufigen
einer oder mehrerer Substanzen

(Therapien der Multiplen Sklerose, Hrsg.: L. Kappos, I. Cornelius, Blackwell Wissenschafts-
Verlag, Berlin Wien, 2000)
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11421 Immunsuppremierende Therapie

Die Gruppe der immunsuppremierenden Substanzen beinhaltet Azathioprin, Mitoxantron,
Cyclophosphamid und Methotrexat. Alle Substanzen greifen relativ unspezifisch und
unselektiv als Hemmstoffe in das Immunsystem ein.

Bei der schubformig-remittierenden Verlaufsform kann bei weiter bestehender
Krankheitsaktivitdt und nach erfolgloser Dosissteigerung der Interferon-Therpie ein Wechsel
der therapeutischen Substanz z.B. auf Mitoxantron [46] indiziert sein. Mehrere Studien an
kleinen Patientenkollektiven Uber die Anwendung von Mitoxantron bei MS konnten
erfolgversprechende Daten hierzu vorstellen [47, 48]. Dabei scheint eine Therapie mit
Mitoxantron bei Krankheitsverlaufen mit einer schnellen Progression der Erkrankung und
ausgepragter zerebellarer Symptomatik besonders effizient zu sein.

Alternativ bietet sich eine Therapie mit Azathioprin an, insbesondere bei Patienten, welche
eine parenterale Applikation der Immuntherapie ablehnen oder bei denen Kontraindikationen
gegen Beta-Interferone bestehen. Der Wirkungsmechanismus von Azathioprin bedingt
jedoch mindestens eine 2-6 monatige, z.T. auch 12 monatige Latenz bis zum
Wirkungseintritt @9]. Bei Fortsetzung der Therapie Uber einen Zeitraum von mehr als 10
Jahren besteht ein erhohtes Risiko fur bosartige Neubildungen [50].

Eine Therapie mit Cyclophosphamid [51] oder Methotrexat (MTX) [52] kommt in erster Linie
bei der chronisch-progredienten Verlaufsform zur Anwendung.

1.1.4.2.2 Immunmodulierende Therapie

Der Wissenszuwachs uber die Immunpathologie hat in der Folge neue Therapiekonzepte
entstehen lassen, die spezifischer und selektiver als bisher in das Immunsystem eingreifen
kdnnen [53].

Ein besonderes Interesse fanden dabei die Interferone. Fur die Interferone sind neben ihrer
antiviralen und antiproliferativen Wirkung auf das Tumorwachstum auch hemmende
Wirkungen auf das Immunsystem beschrieben worden B4]. Die Interferone werden in zwei
Klassen eingeteilt: Interferon-alpha und -beta gehdren zu den Klasse-l Interferonen,
Interferon-gamma zu den Klasse-Il Interferonen. Interferon-alpha wird im Organismus
hauptsachlich von Leukozyten, Interferon-beta von Fibroblasten und Interferon-gamma von
Lymphozyten gebildet [55].

Basierend auf der Annahme einer viralen Genese der MS und aufgrund der bekannten
antiviralen Wirkung der Interferone, wurde speziell Interferon-gamma zunéchst zur
Behandlung der MS eingesetzt. Der Behandlungsversuch mit Interferon-gamma mulfite
jedoch aufgrund vermehrt auftretender Schibe unter Therapie wieder abgebrochen werden
[56].
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1.1.4.22.1 Therapie mit Interferon-beta

Interferon-beta 1b (Betaferon®) ist ein rekombinantes, in E. Coli hergestelltes, nicht
glykolisiertes Beta-Interferon, welches relativ spezifisch in das Immunsystem eingreift. Der
genaue Wirkmechanismus, der fur die positiven Behandlungseffekte verantwortlich ist, bleibt
weiter unbekannt. Folgende Wirkungen und immunmodulierende Eigenschaften wurden
bisher beschrieben:

1. Hemmung der Synthese von IFN-gamma durch Antagonismus zu Interferon-gamma [57].

2. Erh6éhung der mangelnden Suppressoraktivitdt bei MS durch Wiederherstellung der
gestorten Balance zwischen T-Helfer- und T-Suppressor-Zellen [58, 59].

3. Inhibition der Expression von Klasse-l Histokompatibilitdtskomplex (MHC)-Antigenen
(IFN-gamma vermittelter Effekt) durch Hemmung der Synthese von IFN-gamma.

4. Immunmodulation, z.B. durch verstarkte Produktion von Interleukin 10 [60] und
verminderte Produktion von TNF-alpha [61].

5. Hemmung der Migration von T-Lymphozyten durch Basalmembran und extrazellulare
Matrix [62].

Die Ergebnisse der klinischen Studien in den USA und Kanada zeigten, dal’3 es unter
Therapie mit Betaferon® (Dosis: 8 Mio. IE. jeden 2.Tag s.c.) zu einer Reduktion der
Schubrate, des Schweregrades der Schilbe, sowie zu einer Reduktion der
Gesamtlasionsflache ("disease burden™) in der MRT kam.

Das Vertraglichkeitsprofil wurde im wesentlichen durch grippeéhnliche Symptome und durch
Hautreaktionen an den Einstichstellen bestimmt. Sowohl die systemischen als auch die
lokalen Begleiterscheinungen klingen nach einigen Monaten rasch ab [63, 64]. Aufgrund der
o.a. Studienergebnisse ist Betaferon® zur Therapie des schubférmig-remittierenden Verlaufs
1995 und seit 1999 auch fur den sekundar chronischen Verlaufstyp der Multiplen Sklerose
zugelassen.

Tabelle 1-2: Studienergebnisse der IFNB  Multiple  Sclerosis  Study  Group
(drei Jahresdaten)

Zielkriterien Placebo Betaferon® (8 MIO.IE.)
A. Schubrate
jahrliche Schubrate 1,21 0,84 (p= 0,0004)
mittlere Zeit (Median) bis zum 1. Schub (Tage) 147 264 (p= 0,028)
B. Behinderungsgrad
EDSS: Stabil 61% 89%
EDSS: Verschlechtert um mind. 1 Punkt-Wert 39% 27% (p= 0,043)
C. MRT
Gesamtlasionsflache in mm? (Median) 1503 1525
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115 Pathogenese

Epidemiologische und genetische Faktoren, welche die Entwicklung einer MS mitbestimmen
kénnen, wurden bereits geschildert. Die "Virushypothese" konnte bis heute nicht bewiesen
werden. Es gilt jedoch weiter die Annahme, daR3 die Ahnlichkeit von Virus-Antigenen mit
enzephalitogenen Antigenen eine Autoimmunantwort des Organismus triggern kénnen. So
treten Exazerbationen der MS haufiger im zeitlichen Zusammenhang mit Virusinfektionen auf
[65, 66]. Eine weitere Hypothese geht von einer Immundysbalance aus, bei der die Balance
von Autoimmunmechanismen und ihrer Hemmung gestort ist [67].

1151 Pathologie und Histologie

Histopathologisches Korrelat der Multiplen Sklerose sind fleckférmige und disseminierte
Entmarkungsherde der weilRen Substanz des Gehirns und des Ruckenmarks. Die Herde
entstehen durch lokalisierten Untergang der Myelinscheiden der Oligodendrozyten
(Demyelinisierung), wobei die Axone grof3tenteils erhalten bleiben. Makroskopisch
imponieren die Lasionen als grau-rosa gefarbte Herde, deren Durchmesser von 1 mm bis zu
mehreren Zentimeter sehr variabel ist [68]. Die Entmarkungsherde zeigen eine
charakteristische topographische Anordnung entlang der subependymalen Venen der
Ventrikel (periventrikulare Lage). Die histologische Erscheinung der Herde ist von deren Alter
abhangig. Man teilt diese ein in "aktive" bzw. "akute" Herde, sowie in "chronisch" bzw.
"inaktive" Herde. Lichtmikroskopisch findet man in aktiven L&sionen perivaskuldre Infiltrate
von Lymphozyten, zumeist T-Lymphozyten, Plasmazellen und Monozyten/ Makrophagen
[69]. Die T-Lymphozyten finden sich an den R&ndern der aktiven Plagues, wahrend
Makrophagen sich in Bereichen finden, in denen die Demyelinisierung stattfindet [70].
Elektronenmikroskopisch lassen sich in den Makrophagen Myelinbestandteile nachweisen.
Aktive Herde zeigen zusatzlich als lokale Stérung der Blut-Hirn-Schranke ein Odem.

Diese entziindlichen Veranderungen werden von einer Astrozytenproliferation begleitet, die
nach Abklingen der Entziindung als Gliose zu der Verhartung (Sklerose) des Gewebes fihrt
[71]. Dementsprechend bestehen die alteren, inaktiven Herde, aus relativ zellarmen,
fibroglialen Gewebe. Man findet eine Mischung aus regelrecht myelinsierten,
demyelinisierten und partiell remyelinisierten Axonen [72].

1.152 Das Tiermodell der Multiplen Sklerose: Experimentelle Allergische
Enzephalomyelitis (EAE)

Viele dieser Theorien und die im folgenden dargestellte Erkenntnisse (ber die
Immunpathologie der MS basieren auf experimentellen Erfahrungen mit dem etablierten
Tiermodel der Multiplen Sklerose: der experimentellen allergischen Enzephalomyelitis (EAE).
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Obwohl in vieler Hinsicht unterschiedlich, so zeigt z.B. die akute EAE einen monophasischen
Verlauf, d.h. eine in einem Schub verlaufende MS, dient dieses Tiermodel zur Erforschung
der Pathomechanismen der MS und neuer Therapiestrategien. Nach intravendser Gabe von
ZNS-Antigenen, z.B. das Proteolipidprotein (PLP), das myelinassoziierte Glykoprotein (MAG)
und das Myelin-Oligodendrozyten-Protein  (MOG) - kombiniert mit einem
immunstimmulierenden und die Verweildauer im ZNS verlangernden Zusatz "Freudsches
Adjuvans" (inaktiviertes Mycobacterium tuberculosis) - kann bei den Versuchstieren durch
die Auslosung eines Entziindungsstimmulus eine Enzephalitis erzeugt werden [73, 74].
Neben o0.a. ZNS-Antigenen konnen auch aus infizierten Tieren isolierte, aktivierte T-
Lymphozyten bei den Versuchstieren einen Krankheitsschub auslésen. Dieser Befund fiihrte
zu der Annahme, dal3 die Multiple Sklerose eine T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung ist
[75]. Unterstitzt wird diese Theorie durch das Vorhandensein autoreaktiver T-Zellen im Blut
von MS-Patienten, die gegen das myelinbasische Protein (MBP) bzw. das MAG gerichtet
sind [76]. Zur Aktivierung der T-Zellen kommt es wahrscheinlich im Rahmen eines
Virusinfektes. Den zugrunde liegenden Mechanismus bezeichnet man als "molekulares
Mimikry" [77]. Darunter versteht man eine gegen den Korper gerichtete und durch
korpereigene Peptide ausgeloste Immunreaktion aufgrund struktureller  Ahnlichkeit
korpereigener Peptide mit kbrperfremden (z.B. virale oder bakterielle) Antigenen.

Fur die Pathogenese der MS wird eine Strukturéhnlichkeit zwischen viralen T-Zell-Epitopen
und Peptiden des MBP angenommen [78].

1153 Immunpathologie

Zahlreiche neue Erkenntnisse Uber die Immunpathophysiologie der Multiplen Sklerose
konnten in den letzen Jahren gewonnen werden.

1.1.53.1 Pathomechanismen im Schub

Arnason et al. hat folgende Schritte im MS-Schub definiert [79]:

Aktivierung

Rekrutierung von Entziindungszellen und T-Zell-Proliferation im lymphatischen Gewebe
Migration

Verstarkte Storung der Blut-Hirn-Schranke und Rekrutierung weiterer Entziindungszellen
aus der Peripherie

Gewebszerstérung/ Demyelinisierung

Suppression der Autoimmunantwort

7. Partielle Remyelinisierung

L

o

In der peripheren Zirkulation werden T-Helferzellen durch Makrophagen Autoantigene
prasentiert und so zu Beginn eines Schubes aktiviert. Diese aktivierten, myelinreaktiven T-
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Zellen durchwandern die Blut-Hirn-Schranke [80]. Der auslésende Mechanismus fiir diese im
Schub vermehrte Einwanderung ist unbekannt. Die so aktivierten T-Zellen reduzieren in den
MikrogefalRen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) ihre Geschwindigkeit und rollen verlangsamt
entlang der Oberflache des GefaRendothels ("rolling™). Durch diesen Stimulus werden auf
der Oberflache der T-Zellen Adh&sionsmolekiile aktiviert, die eine feste Bindung der T-Zelle
an das GefalRendothel ermdglichen (“homing™) [81].

An diesem Vorgang sind das in dieser Arbeit untersuchte Intracellular Adhesion Molecule-1
(ICAM-1), sein Ligand das Very Late Antigen-4 (VLA-4), das Intracellular Adhesion Molecule-
3 (ICAM-3), sein Bindungspartner das Leukocyt Function Antigen-1 (LFA-1), sowie das
Vascular Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) beteiligt [82, 83]. Nachdem die T-Zelle Uber diese
Vermittlung an das Endothel gebunden hat, kommt es zu einer Transmigration der Zelle
durch die gestorte BHS in das Hirnparenchym oder in den Liquorraum. Diese Transmigration
wird ebenfalls durch die oben beschriebenen Adhasionsmolekule vermittelt. Jedoch konnte
die Transmigration von aktivierten T-Zellen ins Hirnparenchym auch beim Gesunden
festgestellt werden, wobei es in diesem Fall aber zu keiner Entziindungsreaktion kommt [84].
Vielmehr mussen die autoreaktiven T-Zellen erneut aktiviert werden, um im Anschluf3 daran
Entziindungsmediatoren produzieren zZu kénnen. Dies  geschieht, indem
antigenprasentierende Zellen im ZNS, z.B. Mikroglia, Makrophagen und Astrozyten,
Autoantigene aufnehmen und Bruchstiicke derselben zusammen mit dem MHC auf der
Zelloberfllache prasentieren. T-Zellen "erkennen" diesen trimolekularen Komplex, bestehend
aus T-Zell-Rezeptor, Antigen und MHCI-Molekil und werden so reaktiviert. Dieser
Interaktion schliel3t sich eine Entziindungskaskade an, in die weitere T-Lymphozyten, B
Lymphozyten und Zellen des Makrophagen-Monozyten-Systems mit einbezogen werden.
Dabei wird die Entzindungsreaktion durch Zytokine in ihrer Auspragung und Dauer
gesteuert.

T-Helferzellen werden nach lhrem Zytokinprofil in Th1l- und Th2-Zellen unterschieden. Daran
beteiligt sind auch die zum Teil in dieser Arbeit untersuchten, von Thl-Zellen sezernierten
Zytokine Interleukin-2, Interferon-gamma, Lymphotoxin (TNF-beta) und TNF-alpha. Diese
Zytokine haben proinflammatorische und stimmulierende Funktionen. Th2-Zellen setzen
Interleukin-4 und Interleukin-10 frei. Dies sind Zytokine, die u.a. eine antiinflammatorische
Wirkung haben und ebenfalls Gegenstand der Untersuchung der vorliegenden Arbeit sind.
Im weiteren Verlauf kommt es zu einer fortschreitenden Zerstérung der BHS und zu einem
unkontrollierten Einwandern von aktivierten Lymphozyten [85]. Durch die oben
beschriebenen  proinflammatorischen  Zytokine, sowie durch im Rahmen der
Entziindungsreaktion entstehende freie Sauerstoffradikale und zusatzlicher Aktivierung des
Komplementsystems wird eine direkte und indirekte Schadigung der Myelinscheiden
hervorgerufen.

Parallel dazu kommt es aber auch zu einer Aktivierung antiinflammatorischer Mechanismen,
z.B. die Sezernierung antiinflammatorisch wirkender Zytokine IL-4, IL-10 oder TGF-beta
durch Th2-Zellen, die dem Entziindungsprozeld entgegenwirken und so den Prozel3 zum
Stillstand kommen lassen.
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Bei Patienten mit Multipler Sklerose ist moglicherweise das Gleichgewicht zwischen pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen gestort [86]. Erkenntnisse Uber das genaue Zusammenspiel
der Zytokine und ihre mdgliche Rolle in der Pathogenese der Multiplen Sklerose sind zur Zeit
jedoch noch sehr ungenau. Mdglicherweise kann Uber die Untersuchung der
immunmodulatorische Wirkung des Interferon-beta 1b, bei mit diesem Praparat therapierten
Patienten, Rickschliisse Uber diese komplexen Interaktionen gewonnen werden.

1.2 Die Bedeutung und Funktion von Zytokinen und Adhasionsmolekilen

Die Atiologie der MS ist vermutlich multifaktoriell bedingt, wobei autoimmunologischen
Vorgangen eine besondere pathogenetische Bedeutung zukommt. Zytokine beeinflussen in
vielfaltiger Weise den Verlauf der Entziindungsreaktion bei Multipler Sklerose. Zytokine sind
von Zellen des Immunsystems sezernierte Proteine. Das Zytokinsystem zeichnet sich durch
eine groRe Komplexitat aus. Ein einzelnes Zytokin kann im Zusammenspiel mit anderen
Faktoren verschiedene Wirkungen vermitteln und die Expression weiterer Zytokine
regulieren. Dies filhrt zu einer Ausbildung von "Zytokin-Netzwerken", deren Funktion und
Regulation noch weitestgehend unbekannt ist. Ein Problem bei der Erforschung der Zytokin-
Interaktionen ist die kurze, biologische Halbwertszeit. Zytokine wirken in nierdrigen
Konzentrationen, in autokriner oder parakriner Weise [87]. Sie kommen in I6slicher Form und
membrangebunden vor und beeinflussen ihre Zielzelle indem sie an bestimmte Rezeptoren
binden.

121 Adhésionsmolekiile

Adhasionsmolekiile vermitteln, wie oben beschrieben, die Bindung einer Zelle an eine
andere (Zell-Zell-Interaktion) oder an zellulare Matrixproteine [88, 89].
Man unterscheidet drei Hauptgruppen:

1. Selektine: ESelektin, L-Selektin und P-Selektin. Diese vermitteln den initialen Kontakt
zwischen den zirkulierende Leukozyten und dem Endothel.

2. Integrine: LFA-1 und VLA-4. Sie sind fir die Wanderung und Aktivierung der Zellen von
Bedeutung.

3. Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie: ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1. Die
Immunglobulin-Integrin-Interaktion reguliert dabei die feste Adhasion und die
Transmigration der Leukozyten durch das Endothel und wirkt als Co-Stimmulator bei der
Antigenprasentation.

Zu den Adhasionsmolekilen gehdéren ICAM-1 (Intracellular Adhesion Molecule) und ICAM-3,
die mit VLA-4 Antigen (Very Late Activation Antigen-4) und LFA-1 (Lymphocyte Function
Associated Antigen-1) interagieren, sowie VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molcule) und
sein Reaktionspartner das VLA-4.
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ICAM-1 und ICAM-3 werden auf T-Zellen, Makrophagen und Mikroglia exprimiert, VCAM-1
vor allem auf aktivierten Endothel [90].

Von allen drei Adhasionmolekilen existieren neben einer zellgebundenen Form (als cICAM-
1, cICAM-3, cVCAM-1 bezeichnet), auch losliche (soluble) Formen. Die léslichen Antigene,
die von den Zellen durch sogenanntes "shedding" (abstoR3en) entstehen, kdnnen sowohl im
Serum als auch im Liquor nachgewiesen werden P1] und sind daher in dieser Arbeit von
besonderem Interesse.

Die Expression der Adhasionsmolekiile wird von verschiedenen zellularen und humoralen
Faktoren beeinflul3t. Sowohl die zellgebundenen als auch die l6slichen Formen wurden bei
einer Reihe von entzindlichen und tumorésen Erkrankungen vermehrt vorgefunden [92, 93,
94]. Rieckmann et al. (1997) vermuteten, dafl sSICAM-1 im Bereich der BHS die
Extravasation von Leukozyten ins Hirnparenchym bzw. in den Liquor reguliert und somit
vielleicht als Indikator einer Schadigung der BHS angesehen werden kann [95].

Erhohte Serumspiegel fur sICAM-3 konnten ebenfalls fir verschiedene Krankheiten des
autoimmunen Formenkreises (z.B. Multiple Sklerose, Guillain-Barré-Syndrom und
systemischer Lupus Erythematodes) gefunden werden [96]. Eine vermehrte Expression von
VCAM-1 und von seinem Rezeptor VLA-4 wurden von mehreren Autoren in aktiven und
chronischen Lasionen bei MS, ebenso wie bei dem chronischen Verlauf der EAE gefunden
[91].

Aktuelle Studien erforschen den Zusammenhang zwischen der Konzentration
immunologischer Parameter im Serum oder Liquor und sichtbaren Lasionen in der MRT. So
fanden z.B. Rieckmann et al. (1997) einen Zusammenhang eines Liquor/ Serum Quotienten
von SICAM-1 und sVCAM-1 mit der Flache Gadolinium-anreichender Herde in der MRT bei
MS-Patienten [97].
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Abbildung 1-5: Die molekularen Mechanismen bei der Transmigration der T-
Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke

(Immunologie, Janeway CA, Travers P, 1997, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg,
Oxford, Berlin)

1.2.2 Proinflammatorisch wirkende Zytokine

Zu den Zytokinen, die eine Autoimmunreaktion initieren oder verstarken kénnen zahlen
Interferon-gamma, TNF-alpha und TNF-beta.

IFN-gamma induziert die Expression von MHC-I und MHC-II-Molekilen, sowie von ICAM-1
auf einer Vielzahl intrazerebraler Zellen, z.B. auf humanen Astrozyten. IFN-gamma aktiviert
u.a. Makrophagen, die weitere immunstimmulierende Zytokine (z.B. TNF-alpha und
Interleukin-1) sezernieren. Gleichzeitig fuhrt IFN-gamma zu einer Permeabilitatserh6hung
des Gefal3endothels.

TNF-alpha wirkt synergistisch mit IFN-gamma. Es wird vor allem von NK-Zellen und
Makrophagen produziert. TNF-alpha kann sowohl indirekt als auch direkt zytotoxisch wirken.
In der Zellkultur konnte eine TNF-alpha vermittelte Demyelinisierung nachgewiesen werden
[98]. Weiterhin fordert TNF-alpha die Proliferation von Astrozyten und kann somit zur
reaktiven Gliose beitragen [09]. Uber einen moglichen Zusammenhang von im Blut oder
Liquor gemessenen Konzentrationen von TNF-alpha und der klinischen Krankheitsaktivitat
liegen jedoch widersprichliche Ergebnisse vor [100].
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TNF-beta wird im Gegensatz zu TNF-alpha insbesondere von aktivierten T-Lymphozyten
gebildet. TNF-beta besitzt eine ausgepragte Homologie zu TNF-alpha, wirkt Gber die
gleichen Rezeptoren und besitzt nahezu identische Eigenschaften. Beide Zytokine, TNF-
alpha und TNF-beta wurden in MS-Plaques nachgewiesen [LO1]. Diese Zytokine vermitteln
ihre Wirkungen tber die TNF-Rezeptoren | (55 kDa) und Il (75 kDA). Diese werden jedoch in
unterschiedlicher Anzahl und unterschiedlichem Verhéltnis vornehmlich auf aktivierten CD4
und CD8 positiven T-Zellen expremiert. Losliche Formen dieser Rezeptoren (STNF-RI,
STNF-RIl) erscheinen nach dem "Shedding" von der Zelloberfliche im Serum, wo sie mit
geeigneten Techniken, z.B. mittels ELISA-Tests nachgewiesen werden kdnnen.

Sehr wenige Daten Uber die Serumkonzentration von TNF-beta und seiner beiden
Rezeptoren - korreliert mit der klinischen Krankheitsaktivitat bei MS - liegen zur Zeit vor,
weshalb dieses proinflammatorisch wirkende Zytokin zusammen mit seinen beiden
Rezeptoren sTNF-RI und sTNF-RII sowie Interferon-gamma im Mittelpunkt des Interesses
dieser Arbeit stehen.

1.2.3 Antiinflammatorisch wirkende Zytokine

Zu den immunsuppressiv wirkenden Zytokinen werden u. a. IFN-beta und -alpha,
Transforming-Growth-Factor-beta (TGF-beta) sowie Interleukin-10 und -4 gerechnet. Uber
die Wirkungen des zur Therapie der schubférmig-remittierenden Verlaufsform der Multiplen
Sklerose zugelassenen Interferon-beta 1b (Betaferon®) wurden bereits in den oberen
Abschnitten berichtet.

IL-10 wird von aktivierten T-Zellen sezerniert und inhibiert die Proliferation derselben sowie
die Produktion von IL-2, IL-12 und Interferon-gamma [102].

Bei der Multiplen Sklerose konnte von manchen Autoren ein Anstieg der mRNA von IL-10 in
Blutzellen von MS-Patienten mit schubférmig-remittierender MS in  stabilen
Krankheitsphasen nachgewiesen werden [103].

Interleukin-4 wird ebenso wie Interleukin-10 von Th2-Zellen serzerniert. Interleukin-4 aktiviert
Makrophagen und ist als Co-Stimmulator der B-Zell- und Mastzellproliferation wirksam.
Konzentrationen von IL-4 konnten in MS-Herden gemessen werden [L04]. Daneben konnten
erhohte mRNA-Spiegel von IL-4 in peripheren Blutzellen und im Liquor gefunden werden
[105]. Eine Korrelation zur Krankheitsaktivitat konnte jedoch bisher nicht hergestellt werden
[106].

Diese Beobachtungen fuihrten zu der Annahme einer Beteiligung der antiinflammatorischen
Zytokine IL-4 und IL-10 in der Regulation der Immunantwort und in der Immunpathogenese
der Multiplen Sklerose.
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1.3 Zielsetzung

In allen immunologischen Studien, die zu Erforschung der Immunpathogenese der MS
erstellt wurden, sind bislang nur einzelne Parameter der Immunantwort betrachtet worden.
Wie komplex und vielgestaltig dabei allein das Zusammenspiel von Zytokinen und
Adhasionsmolekilen ist, wurde in den vorangegangenen Abschnitten beschreiben.

In dieser Arbeit wurden daher erstmals eine Vielzahl der beteiligten proinflammatorischen
Zytokine (TNF-beta und seine Rezeptoren TNF-RI/ TNF-RIl, [IFN-gamma), der
antiinflammatorischen  Zytokine  (IL-4, IL-10) wund die |l6slichen Formen der
Adhasionsmolekile (sICAM-1, sICAM-3, sVCAM-1) im zeitlichen Verlauf Uber 12 Monate im
Serum von MS-Patienten untersucht. Dabei ist auch die immunmodulierende Wirkung von
Interferon-beta 1b (Betaferon®) von Interesse, welches zur Therapie der schubférmig-
remittierenden Verlaufsform der Multiplen Sklerose zugelassen ist und tber dessen genauen
Wirkmechanismus noch wenig bekannt ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Unterschiede im Verlauf der immunologischen Parameter
(Zytokine und Adhasionsmolekile) zwischen einer Therapiegruppe und einer Gruppe nicht
therapierter MS-Patienten zu ermitteln, um so Rickschlisse auf einen moéglichen Einfluf3 von
Interferon-beta 1b (Betaferon®) auf die Regulation derselben und auf das immunologische
Geschehen bei Multipler Sklerose ziehen zu kdnnen.

Zusatzlich wird gepruft, ob eine Korrelation zwischen der Konzentration der Immunparameter
im Serum und der klinischen sowie auch subklinischen, in der MRT objektivierbaren, Aktivitat
der Erkrankung besteht.

Dabei soll der Frage nachgegangen werden, ob die untersuchten Zytokine bzw.
Adhasionsmolekile als prognostische Marker bzw. als Parameter der Krankheitsaktivitat
dienen kdnnen, um so zu einer Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Erkrankung und den
erwinschten Therapieerfolg zu gelangen.
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2 Material und Methode
2.1 Patienten und Probenmaterial
211 Therapierte Patienten und nicht therapierte Patienten

68 Patienten mit schubférmig-remittierender Multipler Sklerose wurden ab Méarz 1997 in
diese offene, prospektive und nicht randomisierte Studie aufgenommen und Uber einen
Zeitraum von bis zu 24 Monaten beobachtet. Alle Patienten wurden vor Aufnahme Uber die
Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Studie aufgeklart. Die bei den Patienten
vierteljahrlich durchgefiihrten klinischen Untersuchungen mit Erhebung des EDSS sowie die
Blutentnahmen und die halbjahrlich angefertigten Magnetresonanztomographien wurden -
zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs - im Rahmen der regelmaRligen ambulanten
Vorstellung in unserer Klinik durchgefihrt.

Alle in diese Studie eingeschlossenen Patienten hatten einen schubférmig-remittierenden
Verlauf der Multiplen Sklerose und erlitten in den letzten zwei Jahren mindestens zwei
Schibe, so daR fir jeden der Patienten die Indikation zu einer Therapie mit Interferon-beta
1b (Betaferon®, Schering) gegeben war. Die Entscheidung fiir oder gegen eine
immunmodulierende Therapie mit diesem Medikament wurde, nach ausfuhrlicher arztlicher
Aufklarung und Beratung, von den Patienten getroffen. Da der Verlauf dieser Erkrankung
individuell sehr unterschiedlich sein kann und eine Prognose Uber die Progredienz der
Multiplen Sklerose nicht sicher getroffen werden kann, war zu jedem Zeitpunkt innerhalb der
Studie aus éarztlicher Indikationsstellung und unter Berlcksichtigung der Winsche des
Patienten, die Umstellung auf ein anderes Interferon-Praparat oder der Beginn einer
prophylaktischen immunmodulatorischen Therapie méglich.

Als EinschlufZkriterien wurden vor Beginn der Studie eine nach den Kriterien von Poser et al.
gesicherte Multiple Sklerose mit einer Krankheitsdauer von mindestens zwei Jahren und
zwei Schiben in dieser Zeit gefordert. Ferner, in Anlehnung an die Interferon-beta 1b
relevante Zulassungsstudie, sollte der EDSS zwischen 0 - 6,0 und das Alter der Patienten
zwischen 18 und 60 Jahren liegen. Ausgeschlossen wurden Patienten, welche 3 Monate vor
Aufnahme in die Studie mit immunsuppremierenden Medikamenten oder mit
Glukokortikoiden therapiert wurden. Ferner galten alle - fir eine Therapie mit Interferonen -
bekannten therapeutischen Indikationen und Kontraindikationen.

Als Schub wurde das relativ akute Auftreten von neuen oder die Verschlechterung von
bereits bestehenden Symptomen einer MS innerhalb der letzten vier Wochen, fir
mindestens 24 Stunden, angesehen. Gleichzeitig mul3te ein fieberhafter Infekt sicher
ausgeschlossen sein. Patienten mit einem gesicherten Schub wurden nach dem allgemein
anerkannten Standard auch unter Therapie mit Interferon-beta 1b mit einer hochdosierten
Kortikoidtherapie (1000 mg Methylprednisolon/ Tag Uber einen Zeitraum von 5 Tagen)
behandelt.
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2.1.2 Probenmaterial

Alle drei Monate wurden Blutproben, jeweils Serum und Plasmaproben, von den Patienten
gewonnen, zentrifugiert und alliquotiert (je 300 pl). Zur Lagerung der Proben wurden diese
sofort bei minus 20 Grad Celsius eingefroren. Unter dieser in Laboratorien allgemein
angewendeten Behandlung der Proben st ein Einflud auf die zu messenden
Konzentrationen von Zytokinen, bzw. Adhasionsmolekulen bisher nicht beschrieben worden
oder bekannt. Unmittelbar vor der geplanten Durchfihrung eines ELISA-Tests wurden die
Proben schonend bei Raumtemperatur aufgetaut. Einmal bereits aufgetaute Proben wurden
verworfen.

2.2 Bestimmung der Zytokine und Adhasionsmolekile mittels Enzyme-Linked-
Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Die Konzentration der Idslichen Adhasionsmolekille (sVCAM-1, sICAM-1, sICAM-3), der
Zytokine (INF-gamma, TNF-beta, Interleukin-4, Interleukin-10), sowie die TNF- Rezeptoren
(Rl und RII) im Serum und Plasma wurden mittels kommerziell erwerblicher ELISA-Testsets
bestimmt (s. Tabelle 7-3).

221 Testprinzip

Bei der in dieser Arbeit zur Bestimmung der Konzentrationen von Zytokinen und l6slichen
Adhasionsmolekilen verwendeten Methode handelt es sich um einen Sandwich-ELISA.

Ein ELISA ist ein serologischer, direkter Bindungstest, bei dem man gebundene Antigene
oder Antikdrper mit Hilfe eines gekoppelten Enzyms, das eine farblose Substanz in eine
farbiges Produkt umwandelt, nachweist. Die Menge und die Spezifitat von Antikorpern/
Antigenen lassen sich direkt anhand der Antigen/ Antikdrperbindung bestimmen. Dabei
werden zundchst unmarkierte Antikdrper gegen das zu bestimmende Zytokin auf einem
Kunststofftrager fixiert (z.B. die Vertiefung einer Mikrotitierplatte). Die Proben, Standards und
Kontrollen werden in diese Vertiefungen (Wells) pipettiert und zusammen mit einem gegen
das zu untersuchende Zytokinmolekil gerichteten monoklonalen, biotinylierten Antikdrper
inkubiert. Dadurch wird das zu untersuchende Zytokin bzw. Adhasionsmolekil wie ein
"Sandwich”, sowohl von dem am beschichteten Boden haftende, als auch von dem
biotinylierten Antikdrper gebunden. Nachdem uberschussige, nicht gebundene Antikorper
durch Waschen entfernt werden, wird das Enzym Streptavidin-Peroxidase hinzugeflgt,
welches nun spezifisch an den biotinylierten Antikorper bindet. In einem weiteren
Arbeitsschritt wird Tetramethylbenzidin (TMB) hinzugefugt, welches die Farbreaktion
katalysiert und das zuvor farblos gewesene Substrat in ein farbiges Produkt umwandelt.
Dieser enzymabhangige Farbwechsel wird mit einer Saure (z.B. Schwefelsdure) gestoppt
und laRt sich nun direkt z.B. mit einem Mehrkanalspektrometer messen. Die Intensitat der
Farbreaktion bzw. die Extinktion ist dabei proportional zur Konzentration des zu
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untersuchenden Zytokins bzw. Adhasionsmolekils. Eine Standardkurve erhalt man durch die
Verwendung bekannter Mengen der unmarkierten Form jenes Antigens. Durch den Vergleich
mit dieser Kurve kann man die Antigenmenge in unbekannten Proben berechnen.

Abbildung 2-1: Testprinzip eines ELISA
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(Immunologie, Janeway CA, Travers P, 2. Auflage, Spektrum Verlag, 1997)

Dieses Testprinzip ist hoch spezifisch, da Kreuzreaktionen mit anderen Antigenen nicht
stattfinden. Der Test kann also mit hoher Empfindlichkeit und Genauigkeit Konzentrationen
von Zytokinen bzw. Adhasionsmolekilen quantifizieren. Dieses in der Handhabung und
Durchfuhrung einfache, gut standardisierte und reproduzierbare Verfahren wurde daher in
der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung der Konzentrationen oben genannter Parameter
angewendet.

2.2.2 Testablauf

Die ELISA-Tests wurden vollstandig nach den Verfahren und Angaben des Herstellers
durchgefinhrt.

Zur genauen Quantifizierung wurden alle Messungen in Doppelbestimmung durchgefuhrt
und der Mittelwert als Berechnungsgrundlage angenommen.
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Bei einem Test (SICAM-3) wurde zur Bestimmung der Zytokinkonzentration im Serum jedoch
die Inkubationszeit des biotinylierten Antikdrpers verlangert.

Dieses hat sich in Vorversuchen als geeignetes Verfahren erwiesen, bei niedrigen
Konzentrationen der zu untersuchenden Parameter die Sensitivitat zu erhdhen (s. Protokolle
7.3).

Aufgrund der in Vorversuchen gemessenen niedrigen Konzentrationen an Zytokinen muf3te
bei den ELISA-Tests zur Messung der Konzentration von IL-10, IL-4 und IFN-gamma ein
weiterer Verdiinnungsschritt in die Standard-Verdinnungsreihe eingefiihrt werden. Der vom
Hersteller als untere Nachweisgrenze angegebene Wert wurde nicht unterschritten. Proben,
welche oberhalb der Nachweisgrenze lagen, wurden in einer weiteren Verdinnung
nachgemessen (z.B. sSICAM-1).

Bei der Durchfuhrung der Tests wurde in Vorversuchen fir jedes Zytokin bzw.
Adhéasionsmolekil untersucht, ob bei der Messung der Konzentration Unterschiede im
Plasma oder Serum auftraten. Da wo sich Unterschiede in den Konzentrationen der
gemessenen Parameter zeigten, erfolgte die Messung entweder ausschlie3lich im Plasma
(TNF-RI/ -RIl und sVCAM-1) oder ausschliellich im Serum (sSICAM-1 und sICAM-3).
Unterschiede in den Konzentrationen der Zytokine bedingt durch unterschiedliches
Probenmaterial konnten so vermieden werden.

Ein Serumpool, welcher der gleichen Behandlung unterlag wie die zu messenden Proben,
diente zur Beurteilung moglicher Veranderungen des Probenmaterials wahrend der
Lagerung bei minus 20 Grad Celsius. Gleichzeitig bildete dieser Pool die Grundlage zur
Bestimmung der Interassay-Prézision.

Die fur jedem Test obligate Standardkurve wurde als "four parameter logistic"-Kurve nach
Robard und Hutt berechnet [107]

2.3 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist neben der Klinik und Liquorbefunden einer der
drei  Grundpfeiler der MS-Diagnostik. Die fur diese Arbeit verwendeten
Magnetresonanztomographien wurden fir die meisten Patienten unter den Bedingungen
erstellt, wie sie von der Abteilung fur Neuroradiologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en
zur Routinediagnostik verwendete werden.

Studienpatienten, die auswartig angefertigte MRT-Aufnahmen mit in die Studie einbrachten,
wurden gebeten, im Beobachtungszeitraum dieselbe neuroradiologische Praxis
aufzusuchen, um so eine Reproduzierbarkeit der Daten gewahrleisten zu kénnen. Insgesamt
wurden im Verlauf der Studie 247 MRT-Bilder ausgewertet. Bei der Auswertung der
einzelnen Bilder wurden die strukturellen Veranderungen der Erkrankung des jeweiligen
Patienten quantifiziert. Dabei kamen die von Paty et al. (1988) und Miller et al. (1994)
etablierten Kriterien der Krankheitsaktivitat zur Anwendung [108, 109] sowie die Definition
der Krankheitsaktivitat nach der "IFNB Multiple Sclerosis Study Group” [110]. Die erhaltenen
MeRwerte wurden sowohl mit der klinischen Krankheitsaktivitdt als auch mit den
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Konzentrationen der immunologischen Parametern (Zytokine und Adhéasionsmolekiile)
korreliert.

2.3.1 Methodik

Zu Beginn der Studie und im weiteren Beobachtungszeitraum wurden halbjahrliche MRT-
Aufnahmen des Neurokraniums mit dem Gerdt "Magnetom SP63" (Firma Siemens,
Erlangen) 1,5 Tesla angefertigt. Erstellt wurden jeweils Bilder in T1-Wichtung vor und nach
Gadolinium-Injektion (20 Minuten nach intravendser Gabe von 0,1 mmol/kg KG Gadolinium-
DTPA), T2- und protonengewichtete Bilder. Die dazu verwendeten Echozeiten ("Time to
echo"; TE) und Repetitionszeiten ("Time to repetition”; TR) sind aus der Tabelle 2-1
ersichtlich. Durch die exakte Repositionierung der Studienpatienten und die Einhaltung der
gleichen Spinecho-Sequenzen bei der Fertigung der Folgeaufnahmen, konnten
reproduzierbare und vergleichbare MRT-Bilder gewahrleistet werden. Fur die Auswertung
wurde die transversale Schnittfiihrung in der orbitomeatalen Ebene vom Foramen magnum
bis zum Vertex herangezogen. Die Schichtdicke betrug jeweils 6mm.

Tabelle 2-1: Echozeit (TE) und Repetitionszeit (TR) bei der Erstellung der verschieden
gewichteten MRT-Aufnahmen.

Spinecho-Sequenzen
P! guenz Anzahl der schichten Matrix
TE(ms) / TR (ms)
T1-gewichtete
15/ 600 20 256 X 512
Aufnahmen
T2-gewichtete
93/ 3460* 20 256 X 512
Aufnahmen
Protonen-gewichtete
3460* 20 256 /512
Aufnahmen

* Turbo-Spinecho-Sequenzen mit Doppelecho

2.3.2 Auswertung der MRT-Bilder

Vor Beginn der planimetrischen Auswertung der Bilder mufte entschieden werden, ob eine
computergestitzte oder eine manuelle semiquantitative Technik verwendet werden sollte.
Die erst genannte Methode ist sehr zeitaufwendig und kostenintensiv, und bietet vor allem
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Vorteile in der Analyse von multizentrischen Studien mit verschiedenen auswertenden
Personen [111, 112].

Die in dieser Studie angefertigten Bilder wurden von zwei Kollegen manuell ausgewertet, die
zum damaligen Zeitpunkt der Studie, die Auswertung der MRT-Aufnamhmen zum einen im
Rahmen einer Téatigkeit als studentische Hilfskraft (O.Fischer) und zum anderen im Rahmen
der Erstellung einer Promotionsarbeit (H. Diehl) durchfihrten. Die Schulung in der
Auswertung der MRT-Aufnahmen sowie die prufende fachliche Betreuung wurden durch
einen erfahrenen Neuroradiologen, Dr. A. Kern der neuroradiologischen Klinik der Justus-
Liebig-Universitat Giel3en, gewahrleistet. Die beteiligten Kollegen kannten dabei weder den
klinischen Verlauf der Erkrankung, noch die jeweilige Therapie der in dieser Studie
eingeschlossenen und untersuchten MS-Patienten.

Die Auswertung zur quantitativen und manuellen Bestimmung der MS-L&sionen erfolgte
anhand der protonengewichteten Bilder, da diese im Vergleich zu T2-gewichteten
Aufnahmen eine bessere Diskriminierung ventrikelnaher MS-Lasionen erlauben. Die T2-
gewichteten Bilder wurden ergadnzend zur Identifizierung von Entziindungsherden
herangezogen. Die so identifizierten Herde wurden auf Millimeterpapier - unter Verwendung
von Pauspapier - Ubertragen und ausgemessen. Auf diese Weise erfolgte die Bestimmung
der GroRRe und Anzahl der Herde. Gadolinium-anreichernde Herde, sowie die einen Herd
umgebende Odemzone, wurden nach dem gleichen Prinzip erfat. Die so ermittelte Flache
wurde mit dem Maldstab der jeweiligen Aufnahmen multipliziert. Daraus lie3 sich die
kumulierte Querschnittsflache der jeweiligen Entzindungsherde in mm? errechnen.
Zusatzlich wurden die Verdnderungen der Grofe und Aktivitat zuvor identifizierter
Entzindungsherde im Verlauf ermittelt.

Folgende Parameter wurden auf diese Weise erhoben:

Kumulierte Querschnittsflache der Entziindungsherde ("disease burden™) [113]
Anzahl der Entziindungsherde

Flache und Anzahl der Entziindungsherde mit Gadolinium-Anreicherung

Flache und Anzahl der Entziindungsherde mit Odem

Flache und Anzahl der Entziindungsherde mit Gadolinium-Anreicherung und Odem
Flache und Anzahl sich vergréRernder Entztindungsherde

Flache und Anzahl sich verkleinernder Entztindungsherde

Flache und Anzahl verschwundener Entziindungsherde

Flache und Anzahl neu entstandener Entziindungsherde
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Abbildung 2-2: Auswertung der MRT-Bilder

MRT-Bilder einer 24 jahrigen Patientin mit RR-MS. Man erkennt sowohl im T2-gewichteten
Bild (a) um die Herde perifokale Odeme als auch im T1-gewichteten Bild mit Kontrastmittel-
Anreicherung (b) als Zeichen eines Krankheitsschubes. Mittels Millimeterpapier wurde die
Querschnittsflache jedes einzelnen Herdes gemessen. Unter Beachtung des Malistabes
konnte somit die kumulierte Querschnittsflache inaktiver Herde als auch der Herde mit
Aktivitatskriterien (z.B. Kontrastmittel-Anreicherung oder perifokales Odem) errechnet
werden.

(Kraus J, Kuehne B.S, Tofighi J (2002): serum cytokine levels do not correlate with disease
activity and serverity assessed by brain MRI in multiple sclerosis. Acta Neurol Scand 105,
300-308.)



Material und Methode 29

2321 Aktivitat der Entzindungsherde im MRT

Fir jeden Patienten wurden so die oben genannten Parameter ermittelt. Zusatzlich sollte die
Aktivitat der Erkrankung bestimmt werden. Daflr wurden als "aktive Entziindungsherde"
Lasionen mit folgenden Merkmalen definiert:

1. Entzindungsherde, die als Ausdruck einer Schrankenstérung der Blut-Hirn-Schranke
Kontrastmittel anreichern [114]

2. Entziindungsherde mit perifokalem Odem als Zeichen der akuten Entziindungsreaktion
[109]

Von den aktiven Lasionen wurden wie oben beschrieben sowohl! die kumulierte Flache, als
auch die Anzahl bestimmt. Die MRT eines Patienten galt als aktiv, wenn mindestens eines
der zwei Aktivitatskriterien erfillt war.

2.4 Statistische Analyse der Ergebnisse

Die Durchfiihrung der statistischen Analyse wurde durch die Firma Schering AG, Berlin,
unterstitzt und durch einen erfahrenen Statistiker der Firma Biodat-PAREXEL, Berlin
durchgefinhrt.

Zur statistischen Beurteilung der unterschiedlichen Verldaufe der Serumkonzentrationen
zwischen beiden untersuchten Patientengruppen tber den Studienzeitraum wurde der nicht-
parametrische ANOVA-Test zur Analyse longitudinaler Daten angewendet [115]. Dabei
wurden fehlende MeRwerte durch das anerkannte Verfahren "Last observation carried
forward" (LOCF) erganzt.

Die statistische Analyse der demographischen, klinischen und MRT-Daten erfolgte auf der
Grundlage des nicht parametrischen Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests. Zur Berechnung der
"Zeit bis zum ersten Schub" wurde die Kaplan-Meier-Analyse verwendet.

Zur Einteilung der Behandlungsgruppe in "Response” und "Non-Response” wurde die
Bestimmung des linearen Trends mittels Regressionsanalyse verwendet.

Fur die graphische Darstellung der nicht normalverteilten Daten wurde die Darstellung der
relativen Marginaleffekte gewahlt. Deren Vortell liegt in der durch eine Datentransformation
erzielten Unabhéangigkeit von einer Mel3skala.

So kommen alle Werte der gemessenen Serumkonzentrationen der untersuchten Zytokine
und Adh&sionsmolekiile beider Patientengruppen zwischen O (niedrigster Wert) und 1
(héchster Wert) auf der transformierten Y-Achse zur Darstellung. Dabei bezeichnet der Wert
0,5 auf der Y-Achse den Median aller im gesamten Zeitraum gemessener
Serumkonzentrationen beider Patientengruppen. Durch diese Standardisierung wird die
Angabe einer nicht parametrischen GrofRe zum Vergleich zweier oder mehrerer Gruppen
ermoglicht.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Patientenkollektivs

Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse der statistischen Analyse der
demographischen Daten der untersuchten Patientenkollektive sowie die Kklinischen
Krankheitsverlaufe der an Multipler Sklerose erkrankten Patienten vorgestellt werden.

3.11 Analyse der demographischen Daten

Die beiden Patientenkollektive wurden zu Beginn der Studie miteinander verglichen, um so
Unterschiede zwischen den Gruppen darzustellen. Zu diesem Zeitpunkt (TO) waren alle an
Multipler Sklerose erkrankte Patienten unbehandelt.

Die demographischen Daten sind in der Tabelle 7-4 im Anhang dargestellt.

68 Patienten wurden von Méarz 1996 an bis April 1999 in diese offene, prospektive und nicht
randomisierte Studie aufgenommen. 30 Patienten winschten sich eine intervenierende
Immunprophylaxe mit Interferon-beta 1b (Betaferon®, Schering) und wurden folglich der
Behandlungsgruppe bzw. Therapiegruppe zugeordnet. Die 38 Patienten, die sich zu diesem
Zeitpunkt gegen eine immunmodulierende Therapie entschieden, bildeten demgegenuber
die Gruppe der nicht therapierten MS-Patienten.

Durchschnittlich wurde die Behandlungsgruppe tber einen Zeitraum von 24 Monaten und die
Gruppe der nicht behandelten Patienten Uber einen Zeitraum von 16 Monaten beobachtet
(p= 0,004).

Die Geschlechtsverteilung ergab fur die Behandlungsgruppe einen Anteil von 18 Frauen
(60%) und 12 (40%) Mannern und fir die Gruppe der nicht therapierten Patienten einen
Anteil von 34 Frauen (89,5%) und 4 Méannern (10,5%). Die Geschlechtsverteilung war in
beiden Gruppen signifikant unterschiedlich (p= 0,004).

Das Alter der Patienten lag in der Gruppe der therapierten Patienten bei 36 Jahren
(Min./Max.: 18/57) und in Gruppe der nicht therapierten Patienten bei 34 Jahren (Min./Max.:
19/51). Ein signifikanter Unterschied lag nicht vor (p= 0,55).

Die durchschnittliche Dauer der Erkrankung betrug in der Behandlungsgruppe 6,4 Jahre und
in der Gruppe der nicht behandelten Patienten 3 Jahre (p= 0,01).

Als Einschluf3kriterium waren mindestens 2 Schibe in den letzten 2 Jahren vor
Studienbeginn gefordert. Betrachtet man die Anzahl der Schilbe innerhalb des Zeitraumes
von 2 Jahren vor Studienbeginn, so traten in diesem Zeitraum in der Behandlungsgruppe 4,5
Schiibe (Median) auf und in der nicht behandelten Gruppe von MS-Patienten 3,0 Schiibe (p=
0,005).

Zusétzlich wurde die relative GroRe Schubrate/Jahr berechnet. Fur diese Berechnung
wurden nur Patienten mit mindestens einem Jahr Beobachtungszeit im Rahmen der Studie
eingeschlossen. Daraus ergab sich eine Reduktion der urspriinglichen Gruppengréf3en, so
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dall nunmehr 29 Patienten das Kollektiv der mit Interferon-beta 1b behandelten MS-
Patienten bildeten und 28 Patienten die Gruppe der nicht behandelten Patienten bildeten.

Die Schubrate/Jahr vor Beginn der Studie, betrug in der Behandlungsgruppe 1,0 (Min./Max.:
0,2/ 2,5) und in der Gruppe der nicht behandelten Patienten 0,84 (Min./Max.: 0,3/ 3,3). Ein
signifikanter Unterschied bestand nicht (p= 0,60). Die Schubrate/Jahr im Studienzeitraum
betrug in der Behandlungsgruppe 0,99 (Min./Max.: 0/ 2,9) und in der Gruppe der nicht
behandelten Patienten 1,54 (Min./Max.: 0/ 4,3).

Eine deutliche Reduktion der jahrlichen Schubrate in dem mit Interferon-beta 1b behandelten
Patientenkollektiv war zu verzeichnen. Die Berechnung der Differenz der Schubrate/Jahr vor
Beginn der Studie und im Studienzeitraum zeigte einen statistischen Unterschied zwischen
den untersuchten Patientenkollektiven (p= 0,03).

In den Abbildungen 31 bis 33 sind im folgenden die Schubrate/Jahr vor Studienbeginn
(Abbildung 31), die Schubrate/Jahr im Studienzeitraum (Abbildung 32) und die Differenz
der Schubrate/Jahr vor Studienbeginn und im Studienzeitraum (Abbildung 3-3) dargestellt.
Fur die graphische Darstellung wurden Box-and-Whisker-Blots verwendet.

Die statistische Analyse erfolgte unter Anwendung des nicht parametrischen Wilxon-Mann-
Whitney-Tests.

Abbildung 3-1: Darstellung der Schubrate/Jahr vor Studienbeginn

Schubrate pro Jahr vor Studienbeginn
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Abbildung 3-2: Schubrate/Jahr im Studienzeitraum
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Auf der von 0-10 (0= keine Behinderung; 10= Tod infolge MS) reichenden Skala des
Expanded Disability Status (EDSS) nach Kurtzke et al. betrug der Wert fur beide Gruppen
2,0. Dies bedeutet, das vorwiegend Patienten mit einem geringen Behinderungsgrad und
erhaltener Gehfahigkeit in die Studie eingeschlossen wurden. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Patientenkollektiven in Bezug auf dem Behinderungsgrad
bestand nicht (p= 0,10).

Zum Beginn der Studie wies die Gruppe, der im Folgenden mit Interferon-beta 1b
behandelten Patienten, eine gréRere Anzahl von Herden (m= 39) auf im Vergleich zum nicht
behandelten Patientenkollektiv (m= 30). Dieser Unterschied war signifikant (p= 0,03).
Ebenso war die Flache der Herde (in mm?) unterschiedlich: in der Gruppe der mit Interferon-
beta 1b behandelten Patienten konnte eine Gesamtlasionsflache ("disease burden™) von m=
1533 mm? (Min./Max.: 66/ 21812 mm?) gemessen werden. Die Gruppe der nicht behandelten
Patienten wies demgegeniiber eine Gesamtlasionsflaiche von m= 811 mm? (Min./Max.: 0/
9338 mm?) auf. Die statistische Analyse machte einen signifikanten Unterschied deutlich (p=
0,003).

3.1.2 Darstellung der Krankheitsverlaufe der MS-Patienten

Im folgenden Abschnitt sollen die Krankheitsverlaufe der MS-Patienten, die an dieser Studie
teilgenommen haben, aus klinischer Sicht dargestellt werden.

-Schibe-

Im Beobachtungszeitraum von 18 Monaten erlitten in der Behandlungsgruppe (30 Patienten)
24 Patienten einen oder mehrere klinische Schube. Bei den verbleibenden 6 Patienten (20%)
trat im Studienzeitraum kein Krankheitsschub auf. In der Gruppe der nicht behandelten MS-
Patienten (38) erlitten 31 Patienten einen oder mehrere klinische Schiibe, 7 Patienten (18%)
blieben ohne Krankheitsschub.

Betrachtet man die Zeit bis zum Auftreten des ersten Krankheitsschubes in beiden Gruppen,
so fallt auf, daRR die Zeit bis zum Auftreten eines Krankheitsschubes in der mit Interferon-beta
1b therapierten Gruppe langer ist als in der Gruppe der unbehandelten MS-Patienten (p=
0,20).

Die Untersuchung mittels der Kaplan-Meier-Analyse wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
wiederholt. Dabei wurde zum einen ein Krankheitsschub, welcher innerhalb der ersten 30
Tagen nach Studienbeginn auftrat und zum anderen ein Schub, welcher innerhalb der ersten
90 Tagen nach Studienbeginn auftrat unberticksichtigt gelassen. Die zugrunde liegende
Uberlegung dieser Untersuchung ist, daB aus der klinischen Erfahrung heraus, eine
Reduktion der Schubfrequenz unter einer immunmodulatorischen Therapie mit Interferonen
frihestens nach ca. 3 Monaten zu erwarten ist. Zu Beginn einer Interferon-Therapie stellen in
diesem frihen Behandlungszeitraum auftretende Schibe oft den natirlichen
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Krankheitsverlauf dar, da die Regulation des Immunsystems zu diesem Zeitpunkt klinisch
noch nicht in Erscheinung tritt.

In den Abbildungen 34 bis 36 sind im folgenden die Zeit bis zum Auftreten des ersten
Krankheitsschubes nach Studienbeginn (Abb. 34), die Zeit bis zum Auftreten des ersten
Krankheitsschubes ab dem 30. Tag nach Studienbeginn (Abb. 35) und die Zeit bis zum
Auftreten des ersten Krankheitsschubes ab dem 90. Tag nach Studienbeginn (Abb. 36)
dargestellt.

Zur graphischen Darstellung wurde die Kaplan-Meier-Kurve verwendet, dabei reprasentiert
die gestrichelte Linie die nicht behandelte Gruppe von MS-Patienten und die durchgezogene
Linie die mit Betaferona behandelten MS-Patienten.

Abbildung 3-4: Zeit bis zum Auftreten des ersten Krankheitsschubes nach
Studienbeginn
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Abbildung 3-5: Zeit bis zum Auftreten des ersten Krankheitsschubes 30 Tage nach

Studienbeginn.
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Abbildung 3-6: Zeit bis zum Auftreten des ersten Krankheitsschubes 90 Tage nach

Studienbeginn.
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Zur weiteren klinischen Beurteilung des Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose wurden die
Verdnderungen im EDS-Score nach einem Jahr (T4) und zum Ende des
Beobachtungszeitraumes (T6) mit dem EDSS zum Beginn der Studie (TO) miteinander
verglichen.
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In der Gruppe der mit Interferon-beta 1b therapierten Patienten trat nach einem Jahr (T4)
unter Therapie bei 8% der Patienten eine Verbesserung auf, wobei eine Verbesserung bzw.
Verschlechterung als eine Abnahme bzw. eine Zunahme um mindestens einem Punkt im
EDSS definiert wurde. Bei 30% der Patienten trat eine Verschlechterung auf. Der grof3te Teil
dieser Gruppe (62%) hatte im ersten Behandlungsjahr einen stabilen Krankheitsverlauf, d.h.
es kam aus klinischer Sicht zu keiner Verénderung im EDSS.

Am Ende des Beobachtungszeitraums (T6) kam es bei 13% der mit Interferon-beta 1b
therapierten Patienten zu einer Verbesserung im EDSS, 24% der Patienten der
Therapiegruppe verschlechterten sich. Bei den verbleibenden 63% der Patienten blieb der
Krankheitsverlauf weiterhin stabil.

In der Gruppe der nicht behandelten Patienten lieRen sich folgende Ergebnisse nach einem
Jahr (T4) beobachten: 35% der Patienten verbesserten sich und 20% des
Patientenkollektives verschlechterten sich. Bei 45% des Kollektivs konnte keine Veranderung
im EDSS festgestellt werden. Diese Patienten hatten also einen stabilen Krankheitsverlauf.
Am Ende der Studie (T6) hatten sich 29% des Patientenkollektivs verbesserten und 20% der
nicht behandelten MS-Patienten verschlechtert. Der Anteil derer Patienten, die nach der
Beurteilung durch den EDSS einen stabilen Krankheitsverlauf hatten, lag bei 51%.

Abbildung 3-7: Graphische Darstellung der Veranderung des Krankheitsverlaufes
anhand des EDSS im Studienzeitraum von 18 Monaten.
68 MS-Patienten
|
| |
Therapie mit Interferon-beta b unbehandelte Patienten T0
N=30 N=38
| | | |
verbessert stabil verschlechtert | | verbessert stabil verschlechtert
N=3 N=18 N=9 N=13 N=17 N=8 T4
8% 62% 30% 3% 45% 20%
verbessert stabil veschlechtert | | verbessert stabil verschlechtert
N=4 N=18 N=8 N=11 N=19 N=8 T6
13% 63% 24% 29% 51% 20%

Die Einteilung erfolgte nach den Kriterien "verbessert”", "verschlechtert" und "stabil". Die
Definitionen sind im Text angegeben.
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-Nebenwirkungen-

Zu Beginn der Studie wurde, wie bereits beschrieben, die Entscheidung flir oder gegen eine
immunmodulierende Therapie mit Interferon-beta 1b - nach ausfihrlicher Beratung und in
Abstimmung mit dem behandelnden Arzt - von den MS-Patienten selbst getroffen. Der
unvorhersehbare Verlauf und das Fortschreiten der Erkrankungen machten es bei manchen
dieser Patienten jedoch notwendig, eine prophylaktische Therapie mit immunmodulierenden
Substanzen zu beginnen oder bei Patienten, die zuvor schon mit Interferon-beta 1b
(Betaferona) behandelt wurden, auf ein anderes Interferon-Préparat (z.B. Interferon-beta 1a,
z.B. Rebifa ) umzustellen.

Die Umstellung auf ein anderes immunmodulierend wirkendes Medikament war innerhalb
der Therapiegruppe bei 3 Patienten aufgrund einer Progredienz der Erkrankung indiziert.

In der Gruppe der nicht therapierten Patienten, bei denen aus arztlicher Sicht bei
Studienbeginn zunéchst ein Beobachten des natirlichen Krankheitsverlaufs indiziert war,
wurde aufgrund von gehauft auftretenden Schiben und einer beginnenden klinischen
Verschlechterung 9 Patienten zu einer prophylaktischen Therapie geraten.

Unter Therapie mit Interferon-beta 1b kam es bei insgesamt 47% der Patienten in den ersten
drei Monaten zu den folgenden Nebenwirkungen, wobei mehrfache Nennungen mdgliche
waren: Grippeéhnliche Nebenwirkungen 36%, Blutbildveranderungen 13%, Hautrétungen an
den Injektionsstellen 20%, Leuko- bzw. Thrombozytopenie 6% und Hautnekrosen 6%.

Die von vielen Patienten zu Beginn der Interferon-Therapie beklagten gripppeahnlichen
Symptome besserten sich unter gleichzeitiger Einhnahme eines antiphlogistischen
Medikaments (z.B. Ibuprofen® 400mg/ Tag) innerhalb weniger Wochen. Ebenso bildeten
sich die anderen beschriebenen Nebenwirkungen unter der fortgefihrten Therapie
vollstandig zurtick.

3.2 Analyse der Verlaufe der Konzentration von Zytokinen bzw.
Adhasionsmolekulen

Zur Beantwortung der Frage, ob ein Unterschied zwischen der Behandlungsgruppe und der
nicht therapierten Gruppe in Bezug auf die im ELISA gemessenen Konzentrationen der
Zytokine und Adhé&sionsmolkile vorliegt, wurden diese bis zu einem Zeitpunkt von 18
Monaten nach Studienbeginn (TO/T6) miteinander verglichen.

Zusatzlich wurden die vermuteten Veranderungen in der Konzentration der Zytokine im
Serum zwischen den beiden Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten bzw. Zeitintervallen
(z.B. TO/T1, TO/T2, bis... TO/T6 und T1/T2, T1/T3, bis... T1/T6, etc. ...) statistisch untersucht.
Ziel dieser Analyse sollte es sein, eine friihe Veré&nderung der Zytokinexpression unter
Therapie mit Interferon-beta 1b von einer spat einsetzenden Verdnderung zu unterscheiden,
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sowie einen passageren Effekt von einem andauernden regulativen Effekt unter Therapie zu
differenzieren.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wurde mittels des nicht parametrischen ANOVA-Tests fur
Verlaufsbeobachtungen in einem nicht normalverteilten Patientenkollektiv berechnet.

Die MelRwerte, sowie die Ergebnisse der statistischen Analyse sind in den Tabellen 7-5 bis
7-15 im Anhang zusammengefal3t.

Zur Veranschaulichung der Verdnderungen der Konzentration der gemessenen Zytokine
erfolgt zusatzlich eine Beschreibung anhand des Median (m). Wo aufgrund der
"Trennunschéarfe” des Median dieser nicht verwendet werden konnte, erfolgt die
Beschreibung anhand der Mittelwerte und wird noch einmal ausdricklich erwéhnt.

In den Abbildungen 38 bis 316 sind die Verdnderungen der Serumkonzentrationen der
untersuchten Adhéasionsmolekile und Zytokine graphisch unter Verwendung der Methode
der relativen Marginaleffekte dargestellt.

Alle Werte der gemessenen Serumkonzentrationen der untersuchten Zytokine und
Adhéasionsmolekile beider Patientengruppen kommen zwischen O (niedrigster Wert) und 1
(h6chster Wert) auf der transformierten Y-Achse zur Darstellung.

Dabei bezeichnet der Wert 0,5 auf der Y-Achse den Median aller im gesamten
Studienzeitraum gemessener Serumkonzentrationen beider Patientengruppen.

Die so transformierten Werte der Serumkonzentrationen der mit Interferon-beta 1b
therapierten Gruppe von MS-Patienten (n= 30) sind als durchgezogene Linie dargestellt, die
entsprechenden Werte der nicht behandelten Patientengruppe (n= 38) sind als gestrichelte
Linie dargestellt.

3.21 Adhasionsmolekile

Die Messung der Konzentration vom sICAM-1, s-ICAM-3 im Serum und von sVCAM-1 im
Plasma mittels ELISA lieferte bei allen Patienten MeRwerte oberhalb der unteren
Nachweisgrenzen.

- Intracellular-adhesion-moleclue-1, (SICAM-1) -

Die Betrachtung der Veranderungen der Serumkonzentration von sICAM-1 im zeitlichen
Verlauf zeigt einen deutlichen Anstieg der Konzentration von sICAM-1 im Serum nach 3
Monaten in der Behandlungsgruppe (TO/T1: m= 530/ 659 ng/ml). Dieser Anstieg blieb auch
im zeitlichen Verlauf weiter nachweisbar (TO/T6: m= 530/ 696 ng/ml). Im Gegensatz dazu
kam es in der Gruppe der nicht therapierten Patienten zu einem deutlich sichtbaren Abfall
der Konzentration von sICAM-1 im zeitlichen Verlauf (TO/T6: m= 570/ 466 ng/ml).
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Die statistischen Analyse der Konzentration von sICAM-1 im Serum und im zeitlichen Verlauf
konnte zwischen der Behandlungsgruppe und der Gruppe der nicht behandelten Patienten

einen statistisch signifikanten Unterschied aufzeigen (TO/T6: p= 0,0004).

Zuséatzlich fanden sich signifikante Unterschiede in der Konzentration vom sICAM-1
zwischen den untersuchten Patientenkollektiven in der statistischen Untersuchung folgender
Zeitintervalle: TO/T1 (p= 0,02), T1/T5 (p= 0,05), T2/T6 (p= 0,003) und T3/T6 (p= 0,02).

Abbildung 3-8: Veranderung der Konzentration von sICAM-1 im Serum Uber einen Zeitraum

von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und den nicht

behandelten MS-Patienten.
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- Intracellular-adhesion-molecule-3, ( SICAM-3) -

Betrachtet man die Veradnderungen der Serumkonzentration von sICAM-3 so war in der
Behandlungsgruppe ein Anstieg von sSICAM-3 (TO/T6: m= 296/ 340 ng/ml) feststellbar.
Demgegeniber kam es in der Gruppe der unbehandelten Patienten zu einem Absinken der
Konzentration von sICAM-3 (TO/T6: m= 270/ 243 ng/ml).

Die Analyse der Veranderung der Konzentrationen dieses Adhasionsmolekils im Serum
zwischen der mit Interferon-beta 1b therapierten Gruppe von MS-Patienten und dem nicht
behandelten Patientenkollektiv zeigte ebenfalls einen statistisch signifikanten Unterschied
(TO/T6: p=0,01).

Zudem zeigte die genauere analytische Betrachtung der verschiedenen Intervalle
signifikante Unterschiede in der Konzentration vom sICAM-3 im Serum zwischen den beiden
Patientenkollektiven (T1/T6: p= 0,02; T2/T6: p=0,01; T3/T6: p= 0,03 und T5/T6: p= 0,03).

Abbildung 3-9: Veranderung der Konzentration von sICAM-3 im Serum Uber einen Zeitraum
von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und den nicht
behandelten MS-Patienten.
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- Vascular-cell-adhesion-molecule-1, (sVCAM-1) -

Betrachtet man die Veranderung der Konzentration von sVCAM-1 im Plasma, so war ein
initialer Anstieg der Konzentration von sVCAM-1 nach drei Monaten in der mit Interferon-beta
1b therapierten Gruppe von MS-Patienten (TO/T1: m= 703/ 1047 ng/ml) feststellbar. Im
zeitlichen Verlauf bestand zudem eine weiter ansteigende Konzentration utber den
Ausgangswert hinaus (TO/T6: m= 703/ 950 ng/ml). In der Gruppe der nicht therapierten
Patienten kam es dagegen zu einem Abfall der Plasmakonzentration im
Beobachtungszeitraum (TO/T6: m= 680/ 644 ng/ml).

In der Analyse der Konzentrationen dieses Adhéasionsmolekils zwischen der
Behandlungsgruppe und dem nicht behandelten Patientenkollektiv konnte jedoch kein
statistisch signifikanter Unterschied beobachtet werden (TO/T6: p= 0,14).

Die weiterfihrende Analyse zeigte demgegeniber jedoch signifikante Unterschiede in der
Konzentration von sVCAM-1 zwischen der Behandlungsgruppe und dem nicht behandelten
Patientenkollektiv in der Untersuchung folgender Zeitintervalle: TO/T1 (p= 0,00006), TO/T2
(p= 0,05), TO/T3 (p= 0,0001), TO/T4 (p= 0,000006), TO/T5 (p= 0,002), T1/T2 (p= 0,02) und
T2/T3 (p=0,04).

Abbildung 3-10: Verédnderung der Konzentration von sVCAM-1 im Plasma uber einen

Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und
den nicht behandelten MS-Patienten.
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3.2.2 Proinflammatorische Zytokine

- Interferon-gamma, (IFN-gamma) -

Bei der Messung der Konzentration von IFN-gamma im Serum mittels ELISA lagen 52% der
MeRwerte oberhalb der unteren Nachweisgrenze des angewendeten Testsystems (> 4
pg/ml).

Die Konzentration dieses Zytokins im Serum zeigte im Beobachtungszeitraum in beiden
Gruppen einen deutlich fluktuierenden Verlauf. Aufféllig war, dal3 unabhangig von der
Gruppenzugehdrigkeit der Patienten grof3e individuelle Unterschiede in der Expression
dieses Zytokins zu finden waren (Mn./Max.: 0/ 436,9 pg/ml).

Die serielle Untersuchung des proinflammatorischen Zytokins Interferon-gamma im Serum
bei MS-Patienten lieferte keinen signifikanten Unterschied in der Konzentration desselben
zwischen der mit Interferon-beta 1b therapierten Gruppe und dem nicht behandelten
Patientenkollektiv (TO/T6: p= 0,28).

Die weiterfihrende Analyse zeigte jedoch einen signifikanten Unterschied in der
Konzentration von IFN-gamma zwischen der Behandlungsgruppe und dem nicht
behandelten Patientenkollektiv zu folgenden Zeitpunkten: TO/T2 (p= 0,05), T1/T2 (p= 0,004),
T2/T3 (p=0,03) und T2/T6 (p= 0,04).

Abbildung 3-11: Veranderung der Konzentration von Interferon-gamma im Serum uber
einen Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferond therapierten
Patientenkollektiv und den nicht behandelten MS-Patienten.
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- Tumor-Necrosis -Factor-beta, (TNF-beta) -

Bei der Messung der Konzentration von TNF-beta im Serum mittels ELISA lagen 74% der
MelRwerte oberhalb der unteren Nachweisgrenze (> 7 pg/ml).

Auch bei dem zweiten in dieser Arbeit untersuchten Zytokin mit proinflammatorischer
Wirkung auf das Entziindungsgeschehen bei Multipler Sklerose fiel, wie schon zuvor beim
IFN-gamma beschrieben, die grof3e Variabilitdt in der gemessenen Konzentration des TNF-
beta im Serum auf (Min./Max.: 0/ 177,6 pg/ml). In der Behandlungsgruppe konnte jedoch ein
Absinken der Konzentration von TNF-beta festgestellt werden (TO/T6: m= 13,9/ 9,9 pg/ml).

In der statistischen Analyse der Veranderung der Konzentrationen dieses Zytokins im
zeitlichen Verlauf zwischen der Behandlungsgruppe und den nicht therapierten Patienten
konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (TO/T6: p=
0,35).

Die Untersuchung der verschiedenen Intervalle zeigte einen signifikanten Unterschied in der
Konzentration von TNF-beta zwischen der Behandlungsgruppe und dem nicht behandelten
Patientenkollektiv im Zeitraum von 15 bis 18 Monaten (T5/T6: p= 0,04).

Abbildung 3-12: Veranderung der Konzentration von TNF-beta im Serum {ber einen
Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und
den nicht behandelten MS-Patienten.
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-TNF-Rezeptor | (p55), (TNF-RI)-

Die Messung der Konzentration der beiden Rezeptoren im Plasma mittels ELISA lieferte bei
allen Patienten MeRwerte oberhalb der unteren Nachweisgrenzen ( TNF-RI: > 0,06 ng/ml
und TNF-RII: > 0,02 ng/ml).

Die Betrachtung der Verénderung der Konzentration des TNF-RI (p55) im Plasma zeigte in
der Behandlungsgruppe nach ca. 12 Monaten unter Therapie einen deutlichen Anstieg
(TO/T4: m= 1,0/ 1,4 ng/ml). Die erhdhten Konzentrationen blieben auch am Ende des
Beobachtungszeitraumes nach 18 Monaten erhalten (TO/T6: m= 1,0/ 1,3 ng/ml).
Demgegeniber zeigten sich nur geringe Veranderungen in der Konzentration von TNF-RI im
Plasma in der Gruppe der nicht therapierten Patienten (TO/T6: m= 1,5 ng/ml).

Die Analyse der Veradnderungen der Plasmakonzentration des TNF-RI zwischen der
Behandlungsgruppe und der Gruppe der nicht therapierten Patienten zeigte keine
signifikanten Unterschiede (TO/T6: p= 0,95).

Die weiterfuhrenden statistischen Untersuchungen machten jedoch signifikante Unterschiede
in der Konzentration des TNF-RI zwischen der Behandlungsgruppe und dem nicht
behandelten Patientenkollektiv bei der Betrachtung folgender Zeitintervalle deutlich: TO/T4
(p=0,02), TO/T5 (p= 0,01), T1/T5 (p=0,02), T2/T5 (p= 0,03) und T5/T6 (p= 0,05).

Abbildung 3-13: Veradnderung der Konzentration von TNF-RI (p55) im Plasma Uber einen
Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und
den nicht behandelten MS-Patienten.
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-TNF- Rezeptor Il (p75), (TNF-RII)-

Vergleichbar mit den Veranderungen der Konzentration des TNF-RI (p55) im zeitlichen
Verlauf konnte in der Gruppe der mit Interferon-beta 1b therapierten Patienten ein deutlicher
und friher Anstieg der Plasmakonzentration von TNF-RII (p75) nach 6 Monaten beobachtet
werden (TO/T2: m= 2,3/ 2,7 ng/ml). Dieser Anstieg setzte sich kontinuierlich fort und war
auch am Ende des Beobachtungszeitraumes noch deutlich nachweisbar (TO/T6: m= 2,3/ 3,6
ng/ml). Demgegenuber zeigten sich nur geringe Veradnderungen in der Konzentration von
TNF-RII im zeitlichen Verlauf in der Gruppe der nicht therapierten Patienten (TO/T6: m= 3,2/
3,4 ng/ml).

Jedoch bestand im Gegensatz zu den Untersuchungsergebnissen des TNF-RI ein
signifikanter Unterschied in der Konzentration von TNF-RII (p75) im Plasma zwischen der
Behandlungsgruppe und der Gruppe der nicht therapierten Patienten (TO/T6: p= 0,001).
Zusétzlich zeigte die weiterfiihrende Analyse signifikante Unterschiede in der Konzentration
von TNF-RII zwischen der Behandlungsgruppe und dem nicht behandelten Patientenkollektiv
beziglich der Untersuchung der Zeitintervalle TO/T1 (p= 0,0003), TO/T2 (p= 0,02), TO/T3 (p=
0,04), TO/T4 (p= 0,005), TO/TS (p= 0,0007) und T2/T5 (p= 0,05) auf.

Abbildung 3-14: Veranderung der Konzentration von TNF-RII (p75) im Plasma Uber einen
Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und
den nicht behandelten MS-Patienten.
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Antiinflammatorische Zytokine
- Interleukin-4, (IL-4) -

Bei der Messung der Konzentration von Interleukin-4 im Serum mittels ELISA lagen 61% der
MelRwerte oberhalb der unteren Nachweisgrenze des verwendeten Testsystems (> 0,27
pg/ml).

Die Betrachtung der gemessenen Serumkonzentrationen von Interleukin-4 zeigte deutlich
fluktuierende  Konzentrationen im  zeitlichen  Verlauf, unabhangig von der
Gruppenzugehorigkeit (Min./Max.: 0/ 8,0 pg/ml).

Die Analyse der Serumkonzentrationen von Interleukin-4 zwischen den mit Interferon-beta
1b therapierten Patienten und der Gruppe der nicht behandelten Patienten konnte Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum (T6) keinen statistisch signifikanten Unterschied aufzeigen
(TO/T6: p=0,23).

Die Untersuchung der verschiedenen Intervalle machte jedoch einen signifikanten
Unterschied in der Konzentration von IL-4 zwischen der Behandlungsgruppe und dem nicht
behandelten Patientenkollektiv im Zeitraum von 12 bis 18 Monaten deutlich (T4/T6: p= 0,02).

Abbildung 3-15: Veranderung der Konzentration von Interleukin-4 im Serum Uber einen
Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und
den nicht behandelten MS-Patienten.
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- Interleukin-10, (IL-10) -

Die Messung der Konzentration von Interleukin-10 im Serum mittels ELISA lieferte bei allen
Patienten MelRwerte oberhalb der unteren Nachweisgrenze (> 0,21 fg/ml).

Die Betrachtung der Konzentration von IL-10 im zeitlichen Verlauf zeigte innerhalb des
untersuchten Patientenkollektivs starke individuelle Unterschiede, verbunden mit einem stark
fluktuierenden Verlauf der Serumkonzentrationen. So konnten bei einigen Patienten
unabhangig von der Zugehdrigkeit zu einer Gruppe individuell sehr hohe Konzentrationen
von IL-10 im Serum gefunden werden (Min./Max.: 0/ 23,1 fg/ml).

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Interferon-beta 1b therapierten
Patienten und der Gruppe der nicht behandelten Patienten bei der Analyse der
Konzentration des Interleukin-10 im Serum gefunden (TO/T6: p= 0,86).

Die statistische Untersuchung der verschiedenen Zeitintervalle konnte jedoch signifikante
Unterschiede in der Konzentration von IL-10 zwischen der Behandlungsgruppe und dem
nicht behandelten Patientenkollektiv sichtbar machen: TO/T1 (p= 0,004), T1/T4 (p= 0,03),
T1/T5 (p=0,01) und T3/T5 (p= 0,03).

Abbildung 3-16: Veranderung der Konzentration von Interleukin-10 im Serum Uber einen
Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und
den nicht behandelten MS-Patienten.
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3.3 Analyse der seriell angefertigten Magnetresonanztomographien

Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse der Auswertung der in Abstanden von 6
Monaten (Zeitpunkte: TO, T2, T4, T6) angefertigten Magnetresonanztomographien des
Kopfes der mit Interferon-beta 1b (Betaferona) therapierten Patienten und der nicht
behandelten Gruppe von Patienten dargestellt werden.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit (p) wurde mittels des nicht parametrischen ANOVA-Tests fr
Verlaufsbeobachtungen in einem nicht normalverteilten Patientenkollektiv berechnet.

Auf die Darstellung der zuséatzlich im Rahmen dieser Studie erhobenen MRT-Parameter wie
1. Anzahl und Flache verschwundener Herde, 2. Anzahl und Flache sich verkleinernder
Herde, 3. Anzahl und Flache sich vergroBernder Herde, 4. Anzahl und Flache neu
aufgetretener Herde wurde verzichtet, da diese Kriterien in der vorliegenden Arbeit nicht flr
die Einteilung der Gruppe der mit Interferon-beta 1b therapierten Patienten nach der
subklinischen Aktivitat der Erkrankung herangezogen wurden.

Die genannten Parameter sind jedoch Bestandteil der Promotionsarbeit von H. Diehl,
welcher maf3geblich an der Auswertung der MRT-Aufnahmen (s. Abschnitt 2: Material und
Methode) beteiligt war und die erhobenen MRT-Parameter unter anderen Aspekten und
einer anderen Fragestellung als in der vorliegenden Arbeit untersucht hat.

Die Ergebnisse der Auswertung aller im Rahmen dieser Untersuchung erhobenen MRT-
Parameter sind in den Tabellen 7-16 bis 7-20 im Anhang angefuhrt.

In den Abbildungen 317 bis 3-22 sind im folgenden die Verdnderungen der untersuchten
MRT-Parameter graphisch, unter Verwendung der bereits zuvor beschriebenen Methode der
relativen Marginaleffekte, dargestellt.

Die transformierten Daten der MRT-Parameter in der mit Interferon-beta 1b therapierten
Gruppe von MS-Patienten (n= 30) sind als durchgezogene Linie dargestellt, die
transformierten Daten der MRT-Parameter der nicht behandelten Patientengruppe (n= 35)
als gestrichelte Linie.
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331 Anzahl und Flache der Herde

Ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Patientenkollektiven konnte in der
statistischen Analyse betreffend der Anzahl der Herde (TO/T6: p= 0,03) und der
Gesamtflache der Herde (TO/T6: p= 0,00009) gezeigt werden.

Dabei kam es am Ende des Beobachtungszeitraumes nach 18 Monaten (T6) in der
Behandlungsgruppe zu einer deutlichen Reduktion der Anzahl der Herde (m: TO = 39, T6 =
36). Mit dieser Reduktion war auch eine deutliche Abnahme der Gesamtlasionsflache (m: TO
= 1533 mm?; T6 = 955 mm?) zu verzeichnen.

Demgegeniber kam es in der Gruppe der nicht behandelten Patienten zu keiner deutlichen
Veranderung betreffend der Anzahl der Herde (m: TO = 30; T6 = 31,5) und der "disease
burden" (m: TO = 811mm?; T6 = 772 mm?).

Die genauere Betrachtung der Veranderungen im zeitlichen Verlauf der Studie zeigte, daf? es
bei dem mit Interferon-beta 1b behandelten Patientenkollektiv zu einem voribergehenden
Anstieg der Anzahl der Herde kam (m: T2 = 42; T4 = 45), bei einer jedoch gleichzeitig zu
verzeichnenden Reduktion der "disease burden" (m: T2 = 1234 mm?; T4 = 1120 mm?). In der
nicht behandelten Gruppe von Patienten kam es in diesem Zeitraum sowohl zu einer
Reduktion der Anzahl der Herde (m: T2 und T4 = 24) als auch zu einer Reduktion der
Gesamtlasionsflache (m: T2 = 620 mm?, T4 = 590 mm?).

Abbildung 3-17: Veranderung der Anzahl der Herde in der MRT uber einen Zeitraum von 18

Monaten zwischen dem mit Betaferona therapierten Patientenkollektiv und den nicht
behandelten MS-Patienten.
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Abbildung 3-18: Veranderung der Flache der Herde in der MRT Uber einen Zeitraum von 18

Monaten zwischen dem mit Betaferond therapierten Patientenkollektiv und den nicht
behandelten MS-Patienten.
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3.3.2 Anzahl und Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung

Einen signifikanten Unterschied zwischen beiden untersuchten MS-Patientenkollektiven
zeigte die statistische Analyse der MRT-Parameter "Anzahl und Flache der Herde mit
Gadolinium-Anreicherung” (TO/T6: p= 0,01).

Im zeitlichen Verlauf, dessen Beschreibung hier aufgrund der "Trennunscharfe" der
Medianwerte anhand der Mittelwerte erfolgen soll, kam es zu einer kontinuierlichen
Reduktion der Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung in dem mit Interferon-beta 1b
therapierten Patientenkollektiv (Mittelwert: TO =1,10; T2 =0,76; T4 = 0,47; T6 = 0,50). Damit
einhergehend kam es zeitgleich zu einer ebenfalls kontinuierlichen Reduktion der Flache der
Herde mit Gadolinium-Anreicherung (Mittelwert: TO = 189 mm?% T2 = 46 mm?; T4 = 31 mm?;
T6 = 16 mm?).

In der Gruppe der nicht behandelten MS-Patienten zeigte sich jedoch ein deutlich
fluktuierender Verlauf mit einer Zunahme der Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung
nach 6 Monaten und erneut nach 18 Monaten (Mittelwert: TO = 0,85; T2 = 1,10; T4 = 0,30;
T6 = 0,62). Im Vergleich zum Ausgangswert blieb eine geringe Reduktion bestehen. In
Bezug auf die Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung kam es nach einer
vorubergehenden Reduktion (T2/T4) am Ende der Studie zu einer erneuten Zunahme der
Flache (Mittelwert: TO = 168 mm?; T2 = 64 mm?; T4: = 10 mm?; T6 = 25 mm?).
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Abbildung 3-19: Verédnderung der Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung in der

MRT Uber einen Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferond therapierten
Patientenkollektiv und den nicht behandelten MS-Patienten.
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Abbildung 3-20: Verédnderung der Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung in der

MRT Uber einen Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferond therapierten
Patientenkollektiv und den nicht behandelten MS-Patienten.
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3.3.3 Anzahl und Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung und Odem

Keinen signifikanten Unterschied im zeitlichen Verlauf zwischen der mit Interferon-beta 1b
therapierten Gruppe von MS-Patienten und dem unbehandelten Patientenkollektiv zeigte die
statistische Analyse der MRT-Parameter "Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung
und Odem" (TO/T6: p= 0,13) und "Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung und
Odem" (TO/T6: p=0,16).

In der Verlaufsbeobachtung wurde jedoch in der Gruppe der mit Interferon-beta 1b
therapierten Patienten eine deutliche und kontinuierliche Reduktion der Anzahl der Herde mit
Gadolinium-Anreicherung und Odem bemerkbar (Mittelwert: TO = 0,33; T2 =0,16; T4 = 0,10;
T6 = 0). Korrespondierend dazu war eine deutliche Reduktion der Flache der Herde mit
Gadolinium-Anreicherung und Odem in dieser Gruppe zu verzeichnen (Mittelwert: TO = 24
mm?; T2 =14 mm?; T4 = 6 mm?, T6 = 0 mm?).

In der Gruppe der nicht behandelten Patienten kam es nach einer initialen Reduktion der
Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung und Odem zu einer erneuten Zunahme am
Ende des Beobachtungszeitraumes nach 18 Monaten auf den Ausgangswert (Mittelwert: TO
und T6 = 0,25). Die Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung und Odem nahm im
zeitlichen Verlauf ab, jedoch wurde eine vollstandige Reduktion, wie in dem mit Interferon-
beta 1b therapierten Patientenkollektiv, hier nicht erreicht (Mittelwert: TO = 36mm?; T6 = 20
mm?).

Abbildung 3-21: Veranderung der Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung und

Odem in der MRT uber einen Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona
therapierten Patientenkollektiv und den nicht behandelten MS-Patienten.
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Abbildung 3-22: Veradnderung der Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung und

Odem in der MRT (ber einen Zeitraum von 18 Monaten zwischen dem mit Betaferona
therapierten Patientenkollektiv und den nicht behandelten MS-Patienten.
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3.4 Einteilung der Patientengruppen nach definierten Kriterien der
Krankheitsaktivitat

Die erste Einteilung der an schubférmig-remittierender Multipler Sklerose erkrankter
Patienten erfolgte, wie im Abschnitt 3.1. beschrieben, in eine mit Interferon-beta 1b
(Betaferon®) therapierte Gruppe (N= 30) und eine nicht behandelte Patientengruppe (N=
38).

Zur Beantwortung der in dieser Arbeit gestellten Fragen, nach einer moglichen Korrelation
zwischen der Konzentration der Immunparameter im Serum und der Aktivitat der Erkrankung
und schliel3lich der Frage nach einem prognostischen Marker der Krankheitsaktivitat, erfolgte
eine Unterteilung der mit Interferon-beta 1b (Betaferonéa) therapierten Patientengruppe in ein
Patientenkollektiv mit einem "aktiven" und einem "inaktiven" Krankheitsverlauf. Mal3stab fur
die Beurteilung der "Aktivitat" bzw. "Inaktivitat* der Erkrankung waren zum einen klinische
Kriterien anhand der Veranderung der Schubrate/Jahr und zum anderen definierte Kriterien
der Krankheitsaktivitat in der MRT nach Patty et al..
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341 Einteilung nach der Aktivitdit der Erkrankung anhand der jahrlichen
Schubrate

Die Unterteilung der Patienten in eine Subgruppe mit inaktiven bzw. aktiven
Krankheitsverlauf erfolgte ausschlie3lich fir die mit Interferon-beta 1b therapierte Gruppe
von Patienten.

In diese Unterteilung wurden jedoch nur Patienten mit einem Beobachtungszeitraum von
mindestens einem Jahr eingeschlossen, so dal3 sich die Anzahl der Patienten in der
Behandlungsgruppe um einen Patienten reduzierte (N = 29).

Als Kriterium fir die klinische Aktivitat der Erkrankung wurde die Veranderung der jahrlichen
Schubrate vor Beginn der Studie und im Studienzeitraum herangezogen. Dabei wurde eine
Abnahme der Schubrate im Studienzeitraum im Vergleich zum Studienbeginn als eine
klinische Verbesserung gedeutet und die Patienten im folgenden der Subgruppe von
therapierten MS-Patienten mit inaktiven Krankheitsverlauf ("Responder”) zugeordnet.
Patienten, bei denen es zu keiner Veranderung der Schubrate im Studienzeitraum kam,
wurden als Kklinisch stabil angesehen und ebenfalls der Subgruppe der Responder
zugeordnet.

Dementsprechend wurde eine Zunahme der Schubrate im Beobachtungszeitraum im
Vergleich zum Studienbeginn als eine Kklinische Verschlechterung angesehen. Diese
Patienten wurden der Subgruppe von therapierten MS-Patienten mit aktiven
Krankheitsverlauf ("Non-Responder") zugeteilt.

Nach diesen Kriterien hatten in der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe 14 Patienten
(48%) einen inaktiven und 15 Patienten (52%) einen aktiven Verlauf der Erkrankung.

3.4.2 Einteilung nach der Aktivitat der Erkrankung mittels
Magnetresonanztomographie

Fur die Einteilung der mit Interferon-beta 1b therapierten MS-Patienten nach der Aktivitat der
Erkrankung mittels Magnetresonanztomographie wurden die im Studienverlauf angefertigten
MRT-Aufnahmen auf Zeichen der Krankheitsaktivitat hin untersucht.

Als Zeichen der Aktivitat der Erkrankung in der MRT wurden folgende untersuchten
Parameter bestimmt:

1. Veréanderung der Anzahl und der Gesamtlasionsflache ("disease burden™) der Herde

2. Veranderung der Anzahl und der Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung

3. Veranderung der Anzahl und der Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung und
perifokalem Odem

Zur Unterteilung des behandelten Patientenkollektivs wurde (ber den gesamten
Beobachtungszeitraum (TO/T6) der lineare Trend "a" der individuellen Verénderungen o. g.
Parameter der Krankheitsaktivitat in der MRT mittels Regressionsanalyse bestimmit.
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Dabei wurde ein positiver Trend a< 0 als "Response” definiert und die Patienten der Gruppe
mit geringer subklinischer Krankheitsaktivitdt bzw. einem inaktiven Krankheitsverlauf
("Responder") zugeteilt.

Demgegeniber wurde ein negativer Trend a> 0 in der Regressionsanalyse als "Non-
Response" definiert. Diese Patienten wurden dem Kollektiv mit hoher subklinischer
Krankheitsaktivitat bzw. aktiven Krankheitsverlauf (“Non-Responder”) zugeordnet.

Auf der Grundlage dieser Kriterien betrug in der Gruppe der mit Interferon-beta 1b
therapierten Patienten (N=30), in Abhéangigkeit von dem jeweils untersuchten MRT-
Parameter, die Anzahl der Patienten mit einem inaktiven ("Responder; R") bzw. einem
aktiven ("Non-Responder; NR") Verlauf der Erkrankung:

1. Veranderung der Anzahl und der Flache der Herde:

R: N= 14 (46%)
NR: N= 16 (53%)

2. Veranderung der Anzahl und der Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung:

R: N= 13 (43%)
NR: N= 17 (57%)

3. Veranderung der Anzahl und Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung und
perifokalem Odem:

R: N= 8 (26%)
NR: N= 22 (74%)

Die Einteilung bezuglich der MRT-Parameter "Anzahl und Flache der Herde mit
Kontrastmittel-Anreicherung und perifokalem Odem" ergab eine deutlich unterschiedliche
Anzahl von Patienten innerhalb der Gruppen. Da sich dieses mdglicherweise negativ auf die
Validitat und Reliabilitat der Ergebnisse auswirkt, wurde auf die weitere Darstellung dieser
Ergebnisse verzichtet.

35 Korrelation der Zytokine und Adh&sionsmolekille mit der Aktivitat der
Erkrankung

Wie im vorangegangenen Abschnitt dargestellt, erfolgte nach zuvor definierten Kriterien eine
Einteilung der mit Interferon-beta 1b therapierten Patienten in ein Patientenkollektiv mit
geringer Krankheitsaktivitdt ("Responder”) und in ein Patientenkollektiv mit hoher
Krankheitsaktivitat (“Non-Responder").
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Im folgenden Abschnitt sollen die Ergebnisse der Korrelation der immunologischen
Parameter, der pro- und antiinflammatorischen Zytokine und der Adhasionsmolkile, mit den
Kriterien der Aktivitat der Erkrankung dargestellt werden.

351 Korrelation der Zytokine und Adhasionsmolekile im Serum mit der Aktivitat
der Erkrankung anhand der jahrlichen Schubrate

Die Korrelation der Konzentration im Serum der untersuchten Zytokine bzw.
Adhasionsmolekile mit der klinischen Krankheitsaktivitat, definiert anhand der Veranderung
der jahrlichen Schubrate vor Studienbeginn und im Beobachtungszeitraum, konnte fur alle
untersuchten Zytokine und Adhésionsmolekiile keine statistisch signifikanten Ergebnisse
aufzeigen.

Alle Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 7-21 im Anhang angefuhrt.

Dennoch sollen einige interessante Ergebnisse dargestellt werden. Dabei sollen vor allen
jene Adhasionsmolekiile und Zytokine in der Betrachtung weiter verfolgt werden, bei welchen
in den vorangegangenen Abschnitten bereits interessante Veranderungen unter Interferon-
Therapie beobachtet werden konnten.

Dies sind im folgenden sICAM-1, sICAM-3, sVCAM-1sowie die TNF-Rezeptoren Rl und RIL.

In den Abbildungen 3-23 bis 3-27 sind die Veranderungen der Serumkonzentrationen der
untersuchten Adhasionsmolekile und Zytokine in den Subgruppen der "Responder” und
"Non-Responder" graphisch unter Verwendung der Methode der relativen Marginaleffekte
dargestellt.

Alle Werte der gemessenen Serumkonzentrationen der untersuchten Zytokine und
Adhésionsmolekiile beider Patientengruppen kommen zwischen O (niedrigster Wert) und 1
(héchster Wert) auf der transformierten Y-Achse zur Darstellung. Dabei bezeichnet der Wert
0,5 auf der Y-Achse den Median aller im gesamten Studienzeitraum gemessener
Serumkonzentrationen beider Subgruppen.

Die so transformierten Werte der Serumkonzentrationen der Zytokine und
Adhasionsmolekille der Patienten, die im Beobachtungszeitraum von 18 Monaten eine
Abnahme (bzw. keine Anderung der Schubrate) der Schubrate zeigten (Responder, N= 14),
sind als durchgezogene Linie dargestellt.

Die entsprechenden Werte jener Patienten, welche unter einer Interferon-Therapie eine
Zunahme der Schubrate im Studienzeitraum zeigten (Non-Responder, N=15), sind als
gestrichelte Linie dargestellt.
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- Intracellular-adhesion-molecule-1, (SICAM-1) -

Bereits zuvor konnte ein signifikanter Unterschied der Konzentration von sICAM-1 im Serum
und im zeitlichen Verlauf Uber 18 Monate (T6) zwischen der mit Interferon-beta 1b
therapierten Gruppen von MS-Patienten und der nicht behandelten Gruppe von MS-
Patienten gezeigt werden (p= 0,0004).

Betrachtet man die Veradnderung der Konzentration von sICAM-1 im Serum, nachdem
anhand von klinischen Kriterien eine Unterteilung der mit Interferon-beta behandelten
Gruppe von MS-Patienten in eine Subgruppe von Respondern und eine Subgruppe von Non-
Respondern vorgenommen wurde, so zeigt sich in beiden Subgruppen, der bereits zuvor fir
das Gesamtkollektiv der mit Interferon-beta 1b behandelten Patienten beschriebene, Anstieg
der Serumkonzentration von sICAM-1 nach 3 Monaten (T1) erneut.

Uber den gesamtem Beobachtungszeitraum von 18 Monaten (T6) kam es in der Gruppe der
Responder und in der Gruppe der Non-Responder zu einem Anstieg der Serumkonzentration
von sICAM-1 lber das Ausgangshiveau hinaus.

Man gewinnt jedoch den Eindruck, daf3 in der Subgruppe der Responder eine Regulation der
Serumkonzentration von sICAM-1 auf einem hoheren Niveau stattfindet als in der Gruppe
der Non-Responder (graphisch liegt die Kurve der Responder Uber der Kurve der Non-
Responder). Dieser Effekt ist nach 15 Monaten (T5) noch deutlich sichtbar, verliert sich
jedoch am Ende des Beobachtungszeitraumes nach 18 Monaten, mdglicherweise aufgrund
einer deutlichen Reduktion der GruppengroRe des gesamten untersuchten
Patientenkollektives zu diesem Zeitpunkt (TO: N= 29; T6: N=14).
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Abbildung 3-23: Verédnderung der Konzentration von sICAM-1 im Serum uUber einen
Zeitraum von 18 Monaten (T6) nach der klinischen Unterteilung der mit Interferon-beta 1b
behandelten Patienten in eine Subgruppe der Responder und eine Subgruppe der Non-
Responder.
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- Intracellular-adhesion-molecule-3, (SICAM-3) -

Ein signifikanter Unterschied der Konzentration von sICAM-1 im Serum und im zeitlichen
Verlauf Gber 18 Monate (T6) konnte zwischen der mit Interferon-beta 1b therapierten Gruppe
von MS-Patienten und der nicht behandelten Gruppe von MS-Patienten gezeigt werden (p=
0,01).

Bei der Betrachtung der Verdanderung der Konzentration von sICAM-3 finden sich
vergleichbare Veranderungen wie schon zuvor beim sICAM-1 beschrieben. Auch hier zeigt
sich fur beide Subgruppen ein Anstieg der Serumkonzentration von sICAM-3 im gesamten
Beobachtungszeitraum.

Dabei treten in der Subgruppe der Non-Responder vermehrt Fluktuationen auf im Vergleich
zur Subgruppe der Responder.

Daruber hinaus sind bei der Untersuchung dieses Adhasionsmolekiils keine weiteren
bemerkenswerten Veranderungen innerhalb der Subgruppen festzustellen.

Abbildung 3-24: Verédnderung der Konzentration von sICAM-3 im Serum uber einen
Zeitraum von 18 Monaten (T6) nach der klinischen Unterteilung der mit Interferon-beta 1b
behandelten Patienten in eine Subgruppe der Responder und eine Subgruppe der Non-
Responder.
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- Vascular-cell-adhesion-molecule-1, (SVCAM-1)

Die Verlaufe von sICAM-1 und sVCAM-1 stellen sich graphisch sehr ahnlich dar.

In beiden Subgruppen kommt es wie bereits zuvor fur das Gesamtkollektiv der mit Interferon-
beta 1b behandelten Patienten beschrieben, zu einem deutlichen Anstieg der
Plasmakonzentration von sVCAM-1 in den ersten 3 Monaten (T1).

Dieser initiale Anstieg setzte sich Uber den gesamtem Beobachtungszeitraum von 18
Monaten (T6) in beiden Gruppen fort, so da? am Ende des Beobachtungszeitraumes eine
vermehrte Plasmakonzentration von sVCAM-1 U(Uber das Ausgangshiveau hinaus
nachweisbar bleibt.

Vergleichbar mit den oben beschriebenen Veranderungen der Serumkonzentration von
SICAM-1, kommt auch beim sVCAM-1 graphisch die Kurve der Plasmakonzentration der
Gruppe der Responder oberhalb der Kurve der Plasmakonzentration der Gruppe der Non-
Responder zu liegen. Dieser Effekt verliert sich jedoch ebenfalls wieder am Ende des
Beobachtungszeitraumes nach 18 Monaten (T6).

Abbildung 3-25: Verédnderung der Konzentration von sVCAM-1 im Plasma Uber einen
Zeitraum von 18 Monaten (T6) nach der klinischen Unterteilung der mit Interferon-beta 1b
behandelten Patienten in eine Subgruppe der Responder und eine Subgruppe der Non-
Responder.
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- TNF-Rezeptor | (p55), (TNF-RI)-

In den vorangegangenen Abschnitten konnte bereits ein signifikanter Unterschied der
Konzentration des TNF-RI im Plasma und im zeitlichen Verlauf Gber 15 Monate (T5), nicht
jedoch Uber den gesamtem Beobachtungszeitraum (T6) zwischen der mit Interferon-beta 1b
therapierten Gruppe von MS-Patienten und der nicht behandelten Gruppe von MS-Patienten
gezeigt werden (TO/T5: p= 0,01, TO/T6: p= 0,95).

Die Betrachtung der Verédnderung der Konzentration von TNF-RI (p55) zeigt in beiden
Subgruppen nach 9 Monaten (T3) unter Therapie mit Interferon-beta 1b ein Angleichen der
Plasmakonzentrationen. Im weiteren Verlauf kommt es dann zu einem Anstieg der
Plasmakonzentration in der Subgruppe der Responder (N=14).

Abbildung 3-26: Veranderung der Konzentration von TNF-RI (p55) im Plasma uber einen
Zeitraum von 18 Monaten (T6) nach der klinischen Unterteilung der mit Interferon-beta 1b
behandelten Patienten in eine Subgruppe der Responder und eine Subgruppe der Non-
Responder.
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- TNF-Rezeptor Il (p75), (TNF-RII)-

In den vorangegangenen Abschnitten konnte bereits ein signifikanter Unterschied der
Konzentration des TNF-RIl im Plasma und im zeitlichen Verlauf Gber 18 Monate zwischen
der mit Interferon-beta 1b therapierten Gruppe von MS-Patienten und der nicht behandelten
Gruppe von MS-Patienten gezeigt werden (p= 0,001).

Nach der klinischen Unterteilung anhand der Veranderung der Schubrate im Studienzeitraum
der mit Betaferond behandelten Gruppe in eine Subgruppe von Responder und eine
Subgruppe von Non-Respondern, zeigt die Betrachtung der Verénderung der Konzentration
von TNF-RIl (p75) im Verlauf Gber 18 Monate (T6) einen deutlichen Anstieg der
Plasmakonzentration in beiden Subgruppen.

Ahnlich wie beim TNF-RI gewinnt man auch hier den Eindruck eines stabilen Verlaufes der
Plasmakonzentration des TNF-RII in der Subgruppe der Responder im Vergleich zu einem
wesentlich starker fluktuierenden Verlauf in der Gruppe der Non-Responder.

Abbildung 3-27: Veranderung der Konzentration von TNF-RII (p75) im Plasma Uber einen
Zeitraum von 18 Monaten nach der klinischen Unterteilung der mit Interferon-beta 1b
behandelten Patienten in eine Subgruppe der Responder und eine Subgruppe der Non-
Responder.
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3.5.2 Korrelation der Konzentration der Zytokine bzw. Adh&asionsmolekule mit der
Aktivitat der Erkrankung in der Magnetresonanztomographie

Die Korrelation der Konzentration im Serum der untersuchten Zytokine bzw.
Adhasionsmolekiile mit der in der MRT erkennbaren Aktivitdat der Erkrankung, bestimmt
durch den linearen Trend "a" mittels Regressionsanalyse, konnte fur alle untersuchten
Zytokine und Adhéasionsmolekiile keine statistisch signifikanten Ergebnisse aufzeigen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 7-22 dargestellt. Die Graphiken, soweit nicht hier dargestellt,
sind im Anhang (s. Abbildungen 3.40 - 3.98) beigeflgt.

Dennoch soll auch hier auf die Darstellung einiger interessanter Ergebnisse dieser
Untersuchung nicht verzichtet werden. Dabei soll jedoch auf eine Gesamtdarstellung aller
untersuchten Parameter verzichtet werden und vielmehr anhand von einzelnen Beispielen
der untersuchten Adhasionsmolekiile (sICAM-1, sICAM-3 und sVCAM-1), Zytokine (TNF-RI
und TNF-RII, TNF-beta) und MRT-Parameter (Anzahl und Flache der Herde, Anzahl und
Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung) versucht werden, einen Trend innerhalb
der Gruppen der Responder und Non-Responder darzustellen.

- Veranderungen der Anzahl der Herde und der Gesamtl&sionsflache -

Als Kriterium der subklinischen in der MRT erkennbaren Krankheitsaktivitat wurden, wie
zuvor beschrieben, unter anderem Verdnderungen der Anzahl der Herde und der
Gesamtlasionsflache ("disease burden") definiert. Nach der Unterteilung der mit Interferon-
beta 1b therapierten Patienten anhand der subklinischen Krankheitsaktivitat bildeten 14
Patienten die Gruppe der Responder, d.h. bei diesen Patienten kam es zu einem Abnahme
der Anzahl und der Flache der Herde in der MRT. Demgegeniber zeigten 16 Patienten eine
Zunahme der Anzahl und Flache der Herde unter Therapie (Non-Responder).

Betrachtet man nun die untersuchten Adhéasionsmolekille und Zytokine, so laRt sich
graphisch ein Trend zu hoheren Serumkonzentrationen in der Subgruppe der Non-
Responder im Vergleich zur Subgruppe der Responder erkennen. Dies wird besonders
deutlich bei der Betrachung der Verédnderung der Serumkonzentration von TNF-beta.
Hingegen zeigt die graphische Darstellung der Veranderung der Serumkonzentration von
SVCAM-1 und TNF-RIl kaum Unterschiede zwischen der Subgruppe der Responder und
Non-Responder der mit Interferon-beta 1b therapierten MS-Patienten.

Im Folgenden sollen einige Ergebnisse, welche den Trend zu ho6heren
Serumkonzentrationen in der Subgruppe der Non-Responder (gestrichelte Linie) zeigen,
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graphisch am Beispiel der Adhasionsmolekiile sowie der TNF-Rezeptoren | und Il und TNF-
beta fur die Korrelation mit der Geasmtléasionsflache ("disease burden") gezeigt werden.

Abbildung 3-28: sICAM-1/ Gesamtlasionsflache
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Abbildung 3-29: SICAM-3/ Gesamtlasionsflache
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Abbildung 3-30: sVCAM-1/ Gesamtlasionsflache
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Abbildung 3-31: TNF-RI/ Gesamtlasionsflache
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Abbildung 3-32: TNF-RII/ Gesamtlasionsflache
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Abbildung 3-33: TNF-beta/ Gesamtlasionsflache
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- Anzahl und Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung -

Nach Unterteilung der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe von MS-Patienten anhand
dieses MRT-Parameters der Krankheitsaktivitat, bildeten 13 Patienten die Gruppe der
Responder und 17 MS-Patienten die Gruppe der Non-Responder.

Beurteilt man die Serumkonzentrationen der untersuchten Adhasionsmolekile und Zytokine
nach der Unterteilung der Behandlungsgruppe anhand der "Anzahl und Flache der Herde mit
Kontrastmittel-Anreicherung” in eine Subgruppe von Respondern und Non-Respondern so
zeigt sich hier - im Gegensatz zu dem vorherigen Aktivititsparameter - graphisch ein Trend
zu héheren Werten in der Subgruppe der Responder.

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt sollen an dieser Stelle wiederum einige
Ergebnisse, welche den Trend zu héheren Serumkonzentrationen, diesmal jedoch in der
Subgruppe der Responder (durchgezogene Linie) zeigen, graphisch demonstriert

werden. Als Beispiele wurden erneut die Adhasionsmolekile sowie die TNF-Rezeptoren |
und Il und TNF-beta fur die Korrelation mit der Flache der Herde mit Kontrastmittel-
Anreicherung gewabhlt.

Abbildung 3-34: sICAM-1/ Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung
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Abbildung 3-35: sICAM-3/ Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung
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Abbildung 3-36: sVCAM-1/ Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung

B &

2
-

Ralative aflact: VCAM
B

k&%

RESPR 4 @ 17
RESP 1 : 13

] a ] ") 12 " A
N=3¢ N=20 N=28 N=28 N=Z N=18 N=#
Turs [mon] / stmpis sza

REsP ---—- 8 — 1

Fesn¢nes Gefnkion eooseCing 0 MAT ragession panmewr Ared <f lesicne/Gd erh rm2)



Ergebnisse 69

Abbildung 3-37: TNF-RI/ Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung
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Abbildung 3-38: TNF-RII/ Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung
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Abbildung 3-39: TNF-beta/ Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung
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Zusammenfassend ergab die Betrachtung der Korrelation der Zytokine und
Adhasionsmolekile im Serum, in der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe von MS-
Patienten mit der Aktivitdt der Erkrankung anhand der jahrlichen Schubrate und der in der
MRT sichtbaren subklinischen Aktivitéat der Erkrankung, keine deutlichen Veranderungen in
den untersuchten Subgruppen.

Vielmehr waren die zuvor beschriebenen Veranderungen der Serumkonzentrationen der
untersuchten Parameter des mit Interferon-beta 1b behandelten Patientenkollektives in
beiden Subgruppen nachvollziehbar. Eindeutige Unterschiede zwischen der Patientengruppe
der Responder und der Patientengruppe der Non-Responder konnten jedoch nicht gezeigt
werden.

Somit muf3 auch eine Aussage daruber, ob die untersuchten Zytokine und
Adhésionsmolekiile als prognostischer Marker der Krankheitsaktivitat der Multiplen Sklerose
dienen kdénnen und eine Aussage Uber die Effizienz einer Therapie mit Interferonen zulassen
koénnen, eher negativ beantwortet werden.
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4 Diskussion

Im folgenden Abschnitt sollen ausfuhrlich die angewendeten Methoden und die im
vorangegangenen Abschnitt dargestellten Ergebnisse diskutiert werden.

4.1 Bewertung der Methodik
41.1 Bewertung des Studiendesigns

Dieser Arbeit liegt eine offene, prospektive, nicht randomisierte Langsschnittstudie zugrunde,
in der zwei Parallelgruppen Uber einen Zeitraum von bis zu 24 Monaten beobachtet wurden.
68 an Multipler Sklerose leidende Patienten wurden in diese Studie aufgenommen, 30
Patienten bildeten die mit Interferon-beta 1b therapierte Gruppe, 38 Patienten bildeten die
Gruppe der nicht therapierten Patienten.

Alle Patienten litten an einem schubférmig-remittierenden Verlauf einer Multiplen Sklerose
und hatten in den letzen zwei Jahren mindestens zwei Krankheitsschiibe, so daRR fur alle
Patienten die gleichen Voraussetzungen galten und fir jeden Patienten prinzipiell die
Indikation fur eine Therapie mit Interferon-beta 1b gegeben war.

Die Entscheidung fur oder gegen eine immunmodulierende Therapie wurde nach
ausfuhrlicher arztlicher Aufklarung und Beratung von den Patienten getroffen. Da der Verlauf
der Multiplen Sklerose individuell sehr unterschiedlich ist und eine Prognose Uber das
Fortschreiten der Erkrankung bislang nicht sicher getroffen werden kann, war zu jedem
Zeitpunkt innerhalb der Studie aus arztlicher Indikation und unter der Bericksichtigung der
Wiinsche des Patienten die Umstellung auf ein anderes Interferon-Praparat oder der Beginn
einer immunmodulierenden Therapie maoglich.

Die vierteljahrlichen Blutentnahmen sowie die halbjahrlich angefertigten
Magnetresonanztomographien wurden im Rahmen der klinischen Untersuchung zur
Beurteilung des Krankheitsverlaufs durchgefiihrt. Es wurde darauf verzichtet, den Patienten
mit zusatzlichen invasiven Untersuchungen zu belasten, so dal3 alle erforderlichen
Untersuchungen fur diese Arbeit im Rahmen der regelméafigen Vorstellungstermine in
unserer neurologischen Ambulanz erfolgten.

Bedingt durch die Progression der Erkrankung und damit verbunden einem aus arztlicher
Sicht notwendigen Beginn einer Therapie, war in der Gruppe der nicht therapierten MS-
Patienten die Beobachtungszeit kirzer, so dald sich die statistische Auswertung der
erhobenen Daten auf einen Zeitraum von 18 Monaten (T6) bezieht.
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Die statistische Analyse zeigte Unterschiede zwischen den beiden Patientenkollektiven zum
Beginn der Studie in bezug auf:

die Geschlechtsverteilung (p= 0,004)

die Dauer der Erkrankung vor Studienbeginn (p= 0,01)

die Anzahl aller Schiibe vor Studienbeginn (p= 0,005) und

die Gesamtlasionsflache ("disease burden") in der MRT (p= 0,03).

A w NP

Das deutliche Uberwiegen des weiblichen Geschlechts in den untersuchten
Patientenkollektiven erklart sich aus der 2-3fach erhéhten Inzidenz fir Frauen, gemessen an
der Gesamtbevdlkerung, an einer Multiplen Sklerose zu erkranken und spiegelt sich auch in
den groRen Zulassungsstudien fur Interferone wieder, z.B. PRISMS [116]. Eine
Beeinflussung der Ergebnisse ist hierdurch nicht nachvollziehbar.

In der mit Interferon-beta 1b behandelten Patientengruppe bestand eine langere Dauer der
Erkrankung verbunden mit einer vermehrten Anzahl von Schiiben vor Studienbeginn. Dabei
ist jedoch anzumerken, daf} es sich bei den Angaben zur Dauer der Erkrankung und der
Anzahl der Schibe vor Studienbeginn um retrospektiv erhobene Daten handelt, welche
zudem vielfach nur auf der Aussage und der subjektiven Einschatzung des Patienten
beruhen. Aus diesem Grund wurde zur Beurteilung der klinischen Krankheitsaktivitéat die
Veranderung der Schubrate/Jahr herangezogen. In bezug auf diesen klinischen Parameter
zeigte die statistische Analyse keinen signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten
Patientengruppen (p= 0,60).

Die Unterschiede zwischen den untersuchten Patientenkollektiven in bezug auf die Dauer
der Erkrankung und der Anzahl der Schibe, resultierten jedoch nicht in einen Unterschied im
EDSS (als Mal3 fur den Grad der erworbenen Behinderung) zwischen den untersuchten
Patientenkollektiven (p= 0,10), so dalR auch hier anzunehmen ist, daf} die Vergleichbarkeit
der Gruppe nicht wesentlich beeintrachtigt wurde.

Ebenso konnten bislang in vielen publizierten Arbeiten, die eine Korrelation zwischen MRT-
Parametern und klinischen Parameter der Krankheitsaktivitat untersuchten, keine eindeutige
Korrelation zwischen der Gesamtflache der Herde und der Krankheitsaktivitat bzw. dem
EDSS aufzeigen [117, 118]. Dies bedeutet, dal3 eine grof3e "disease burden" beim einzelnen
Patienten, aber auch im Gesamtkollektiv, nicht zwingend zu einer deutlichen Behinderung im
EDSS fiuhren muf3 und damit ebenfalls nicht zwingend auf einen klinisch relevanten
Unterschied zwischen den Gruppen hindeuten muf3.

Fiur die statistische Analyse wurde ein Verfahren (ANOVA) verwendet, welches die
Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen zu Beginn der Studie berlcksichtigt,
so dal? die Ergebnisse durch diese Unterschiede nicht verzerrten wurden.
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412 Bewertung der angewendeten statistischen Verfahren

Zur Berechnung der Irrtumswahrscheinlichkeit wurde der nicht parametrische ANOVA-Test
zur Analyse seriell erhobener Daten angewendet. Das anerkannte Verfahren findet
Anwendung in nahezu allen klinischen Studien der Phase 1l (z.B. PRISMS) [116].

Das Verfahren bietet den Vorteil einer guten Approximation fur kleine Stichprobenumfange.
Ein weiterer Vorteil der ANOVA-Analyse ist, dal3 ein eventuelles "statistisches
Ungleichgewicht" der Daten durch dieses Verfahren beriicksichtigt wird, so dal3 z.B. ein
"Ungleichgewicht" in der Zytokinkonzentration oder der Gesamtlasionsflache in der MRT
zwischen den untersuchten Kollektiven zu Beginn der Untersuchung, keinen Einflul3 auf das
Ergebnis (p-Wert) hat. Ein Nachteil der ANOVA-Analyse ist, da3 das Verfahren keine
fehlenden Werte toleriert.

Daher wurden fehlende Mel3werte durch das anerkannte Verfahren "Last observation carried
forward" (LOCF) erganzt. Dies bedeutet, dal3 der fehlende Wert durch den letzten
vorhandenen Mel3wert ersetzt wird.

Diese Vorgehensweise ist sinnvoll, da auf diese Weise Patienten, die wegen eines
"schlechten” Ergebnisses nicht mehr zur Untersuchung kommen, auch weiterhin als
"schlecht” eingestuft werden. Auf der anderen Seite werden Patienten, die wegen eines
"guten” Ergebnisses nicht mehr kommen, auch weiterhin als "gut" eingestuft werden. Die
Methode wird daher als "neutral" angesehen.

Dennoch durfen diese "Annahmen" nicht dartber hinweg taduschen, dal3 eine nicht
vorhandene Information durch eine Vermutung ersetzt wird. Es kommt hinzu, daf3 hierbei die
Zahl der Beobachtungen gréRer wird, ohne dal3 eine entsprechende Information vorhanden
ist. Wahlt man die andere Mdoglichkeit, nur Patienten in die Analyse einzuschliel3en, deren
Verlaufsdaten vollstandig sind, dann fligt man zwar keine "vermuteten Information” hinzu und
erhéht nicht in unzulassiger Weise die Anzahl der Beobachtungen, muf3 man aber damit
rechnen, dal3 ein stark selektiertes Kollektiv von Individuen vorliegt. Die Therapieabbriiche
kénnen sowohl durch besonders "gute" als auch durch besonders "schlechte"
Therapieergebnisse zustande kommen oder rein zufalliger Natur sein.

4.1.3 Bewertung der quantitativen Messung der immunologischen Parameter
mittels ELISA-Tests

Methoden, welche in klinischen Studien zur Anwendung kommen, sollten folgenden
Ansprichen gentigen:

die Methode sollte informativ sein

reproduzierbar sein

kosteneffektiv sein

genigend sensitiv sein, Veranderungen im Verlauf darzustellen und

A w NP
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5. in der Lage sein, Behandlungseffekte aufzuzeigen, bzw. einen klinischen Vorhersagewert
haben (z.B. Uber das Risiko, eine MS zu entwickeln oder eine Prognose uber den zu
erwartenden Behinderungsgrad zu geben).

Ein Ziel dieser Arbeit war es, einen Laborparameter als prognostischen Marker der
Krankheitsaktivitat im Blut von MS-Patienten zu finden, der mit méglichst einfachen und ftr
den Patienten wenig invasiven Methoden, zu gewinnen ist.

Da eine direkte Detektion von Zytokinen im ZNS bei an Multipler Sklerose erkrankter
Patienten nicht moglich ist, ist man darauf angewiesen, diese im Blut oder Liquor mit
geeigneten Methoden nachzuweisen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Konzentrationen der untersuchten Zytokine bzw.
Adhéasionsmolekile im Blut quantitativ mittels kommerzieller ELISA-Tests gemessen.

Die Verwendung von ELISA-Tests zum Nachweis von Zytokinen erfillt die Forderung nach
einer gut standardisierten und gut reproduzierbaren Methode mit einer hohen Sensitivitét,
Spezifitdt und Prazision. Zusatzlich wird die Verwendung eines ELISA-Test als eine einfach
durchfiihrbare und praktikable, in der taglichen Laborpraxis geeignete Methode angesehen,
welche zudem die Untersuchung einer grof3en Anzahl von Serumproben erméglicht.

Bei der Quantifizierung von Zytokinen ist jedoch zu beachten, dal3 Zytokine vornehmlich in
autokriner und parakriner Weise wirken und eine kurze Halbwertszeit besitzen. Um ihre
Wirkung zu vermitteln binden die Zytokine an zirkulierende Rezeptoren. Mittels ELISA im
Blut oder Liquor gemessene Serumspiegel von Zytokinen reprasentieren also letztendlich
nur den Anteil, der nach der Produktion und Absorption noch in der peripheren Zirkulation
vorhanden ist. Zudem konnte eine Untersuchung von Corti et al. zeigen, dal3 z.B. die
Messung von TNF-alpha im ELISA beeinflu3t wurde durch die schnelle Dissoziation des
TNF-alpha/ TNF-R-Komplex wéhrend der Inkubationszeit [119].

Die andere Mdglichkeit besteht darin, die Konzentration von Zytokinen auf zellularer Ebene
zu bestimmen. Als Verfahren stehen z.B. die Detektion von Zytokin-mRNA mittels reverser-
Transkriptase-Kettenreaktion (rt-PCR) dar, der Nothern-Blot oder die in-situ-Hybridisierung.
Der Nachweis von Zytokin-mRNA bedeutet, dal? eine Synthese stattgefunden hat und nicht,
dald es auch gleichzeitig zur Sekretion des synthetisierten Zytokins kommen muf3. Denkbar
ist z.B. eine post-transkriptionale Regulation der Translation von Zytokin-mRNA oder eine
andere Regulation der Zytokin-Sekretion.

Der Nachweis einer intrazellularer Zytokin-Produktion kann z.B. durch immunzytochemische
oder immunfluoreszierende Verfahren gelingen. Auch diese Methode macht aber nicht
deutlich, ob die intrazellular angereicherten Zytokine sezerniert werden.

Insgesamt erlauben die zur Verfugung stehenden Methoden zur Quantifizierung von
Zytokinen nur die Betrachtung eines einzelnen Ausschnittes des gesamten Netzwerkes und
des zugrunde liegenden komplexen Regulationsmechanismus. Von einer Uber- bzw.
Unterlegenheit einer Methode kann nicht gesprochen werden.

Letztendlich muf3 unabhéngig von der Methode auch berlcksichtigt werden, dal3 alle im
peripheren Blut gefundenen Konzentrationen von Zytokinen nicht représentativ fir ein
entzundliches Geschehen im ZNS sein mussen.
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Die erforderlichen Blutentnahmen zur Gewinnung des Probenmaterials fanden immer im
Verlauf des Vormittags statt. Eine genauere Standardisierung der Blutentnahmen (z.B.
Einhaltung einer genauen Uhrzeit der Blutentnahme oder eine Blutentnahme am niichternen
Patienten) wére sicher vorteilhaft gewesen, da bisher nicht bekannt ist, ob die Zytokin-
Sekretion einem zirkadianen Rhythmus - &hnlich dem der Hormonsekretion - unterliegt.
Prinzipiell ist daher vorstellbar, dal3 naturliche Ph&nomene, wie z.B. periodische
Schwankungen, die gemessene Konzentration der Zytokine in dieser Arbeit beeinfluf3t
haben. Auf der anderen Seite ist jedoch auch anzunehmen, daf3 sich durch die nicht
vorgenommene Standardisierung @ne Gleichverteilung der MeR3werte ergibt und dadurch
wiederum sich moglicherweise bestehende Unterschiede in der gemessenen Konzentration
der untersuchten Zytokine und Adhasionsmolekile minimieren.

Ein Vergleich der Konzentrationen der Zytokine im Blut von MS-Patienten mit einem
gesunden Patientenkollektiv wére wiinschenswert gewesen. Dazu ware es jedoch notwendig
gewesen, bei gesunden Probanden, entsprechend dem Studiendesign, regelmafiige, serielle
Blutentnahmen Uber fast 24 Monate durchzufuhren. Ohne eine zwingende medizinische
Indikation zu regelmafigen Blutuntersuchungen ist dies keinem gesunden Probanden
zumutbar.

414 Bewertung der Parameter zur Beurteilung der Krankheitsaktivitét

Die Schubrate und das Fortschreiten der Behinderung sind in vielen therapeutischen MS-
Studien klinische Endpunkte zur Beurteilung der Wirksamkeit eines Medikaments. Dabei wird
der Grad der Behinderung und die Progredienz der Erkrankung anhand des EDSS beurteilt.
Bei der Verwendung dieses Scores werden folgende Punkte haufig kritisiert:

1. Die subjektive Einschatzung des Untersuchers bei der Ermittlung des Skalenwertes: in
der Folge davon kdnnen "Inter-rater”- Fehler auftreten.

2. Der nicht lineare Verlauf des Scores: dies bedeutet, daf sich eine neu aufgetretene
Behinderung, im Bereich héherer Werte der Skala, die eine Gehunfahigkeit des Patienten
ausdriicken, wesentlich deutlicher bemerkbar macht.

3. Die starkere Veranderung des EDSS durch eine Schadigung des lokomotorischen
Systems als durch eine Schadigung anderer funktioneller Systeme (z. B. der Kognition).

4. Die unzureichende Erfassung einer langsamen oder schleichenden Veranderung.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Veranderungen des EDSS im Studienzeitraum
ebenfalls ermittelt, jedoch aus oben genannten Griinden nicht zur Beurteilung der Aktivitat
der Erkrankung herangezogen.

Besser geeignet zur Beurteilung der klinischen Krankheitsaktivitéat, da unabhéngig von der
Bewertung durch den behandelnden Arzt und unabhangig von dem betroffenen funktionellen
System, ist die Verwendung der Schubrate/Jahr bzw. die Veranderung derselben.
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4.15 Bewertung der Magnetresonanztomographie

Wie am Anfang diese Kapitels bereits erwéhnt, sollte eine Methode zur Beurteilung der
Krankheitsaktivitat informativ, gut reproduzierbar und sensitiv genug sein, Veranderungen im
Verlauf darzustellen. Winschenswert ware zudem noch eine Methode, welche in der Lage
ist, Behandlungseffekte aufzuzeigen, bzw. eine Methode, die einen klinischen
Vorhersagewert hat, z.B. Uber das Risiko eine MS zu entwickeln. Von besonderem Interesse
wére zudem noch eine Methode, welche in der Lage ist, eine Prognose uber den zu
erwartenden Behinderungsgrad zu geben.

Bis auf die letzte Forderung erflllt die Magnetresonanztomographie diese Anspriiche. Die
Verwendung der Magnetresonanztomographie ist daher in klinischen Studien der Phase llI,
z.B. der nordamerikanischen Interferon-beta 1b Studie, ein fester Bestandteil geworden.
Veranderungen in der MRT werden ebenfalls als primarer Endpunkt von klinischen Phase |
Studien herangezogen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher auf die Erstellung seriell angefertigter
Magnetresonanztomographien zur Beurteilung der subklinischen Krankheitsaktivitdt Wert
gelegt.

Zu beachten ist jedoch, daf’ die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Methode durch
verschiedene Faktoren beeinflul3t wird:

1. Von der Repositionierung des Patienten in der MRT. Eine Studie von Rovaris et al.
(1998) konnte zeigen, dal’ eine exakte Repositionierung eines Patienten in der MRT
(COV: 8,9%, p= 0,01) sich starker auf die Gesamtlasionsflache auswirkt als die "intra-
rater"-Variabilitat (COV: 4,9%) [120].

2. Von der Verwendung geeigneter Pulssequenzen bzw. Aquisitionsparameter (TE/TR)
[121]. Als Goldstandard gilt die Verwendung einer "langen” TR (> 1500 ms) und einer
"kurzen" TE-Sequenz (<30 ms).

3. Von dem Verfahren zur Vermessung der Lasionsflache, z.B. der manuellen oder
semiquantitatven Methode (s.u.) [122].

Ferner muld berlcksichtigt werden, dal® durch eine unzureichende Spezifitat der MRT, die
pathologische Heterogenitat der Lasionen, welcher z.B. ein Odem, eine Entziindung, eine
Gliose, eine Demyelinisierung oder einen Axonverlust zugrunde liegen kann, nicht erfaf3t
wird [123]. Die pathologischen Veranderungen in der MRT muissen daher immer im
Zusammenhang mit anderen klinischen Befunden gewertet werden.

In einigen bislang verdffentlichten Studien wurde untersucht, ob eine positive Korrelation der
Krankheitsaktivitat - gemessen an klinischen Parametern wie der Veranderung im EDSS -
mit der Magnetresonanztomographie besteht. Insgesamt zeigt sich, dal3 die Ergebnisse
dieser Studien sehr variabel sind und eine Korrelation u.a. abhéngig ist von der verwendeten
Aquisitionstechnik (Auswertung von T1-, T2- oder protonengewichteten Bildern), des
untersuchten Patientenkollektives (sekundér chronische MS oder schubférmig-remittierende
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MS) und den herangezogenen klinischen Parametern (“rating-scales”, Veranderung der

Schubrate etc.) [124].

Folgende Punkte miissen daher bertcksichtigt werden, wenn ein Zusammenhang zwischen

der Klinischen Krankheitsaktivitdt und Veranderungen in der MRT hergestellt werden soll:

1. Die limitierte Aussagekraft von "rating-scales" wie z.B. des EDSS.

2. Die Bestimmung der Art des funktionellen Defizits (Lokomotorik versus Kognition, bzw.
akuter Schub versus chronische Progredienz) in Abh&ngigkeit von der GréRe und
Lokalisation des Entmarkungsherdes.

3. Die Pathologie der Lasion: vollstandige Demyelinisierung mit oder ohne Fahigkeit zur
Remyelinisierung, Axonverlust, "Normal Appearing White Matter" (NAWM), und klinisch
stumme Herde und die geringe Spezifitdt  diesbezlglich in der
Magnetresonanztomographie [125].

4. Die Fahigkeit zur kortikalen Readaption und damit Reduktion des klinischen Defizits.

Insgesamt kann man sagen, dafl3 die in dieser Arbeit angewendeten Methoden -
insbesondere die Messung der Zytokine im ELISA als auch die Verwendung der
Magnetresonanztomographie - die eingangs dieses Kapitels gestellten Anforderungen
erfillen. Die Methoden wurden deshalb hier so ausfihrlich diskutiert, weil auf ihrer
Grundlage die Einteilung der Gruppen nach der Aktivitdt der Erkrankung vorgenommen
wurde.

4.1.6 Beurteilung der MRT-Auswertung

Bei den MRT-Aufnahmen dieser Studie handelt es sich um Aufnahmen wie sie im Rahmen
der Routinediagnostik in der neuroradiologischen Abteilung der JLU angefertigt werden (s.
Abschnitt 2 "Material und Methode").

Zur Quantifizierung der Gesamtlasionsfliche oder "disease burden” kommen zwei
unterschiedliche Verfahren in Betracht: die manuelle und die semiquantitative,
computergestitzte Auswertung.

Bei der manuellen Auswertung wird die Kontur des Entmarkungsherdes mit einem Stift
umfahren. Dabei findet eine Ubertragung auf Millimeterpapier statt und anschlieBend erfolgt
die Berechnung der Flache in mm?. Diese valide Methode fand vornehmlich ihre Anwendung
bis 1994 und wurde auch in der nordamerikanischen Interferon-beta 1b Zulassungsstudie
von 1993 angewendet.

Die "Intra-rater"-Prazision dieser Methode lag nach einer Studie von Molyneux et al. (1998)
bei: Covarianz-Quotient (COV): 7,6%, Mittelwert +/- Standardabweichung: 9,0 +/- 5,2,
Min./Max.: 0,4/ 18,5. Die "Inter-rater"-Préazision lag demgegentber bei COV: 6,1%, Mittelwert
+/- Standardabweichung: 11,0 +/- 5,8, Min./Max.: 4,9/ 21,7.

In wiederholten Auswertung ist jedoch auch eine "Intra-rater"-COV von 3,3% und eine "Inter-
rater"-COV von 3,7% erreicht worden [126, 127]. Der Nachteil dieser Methode ist der hohe
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Zeitaufwand, der bei der Untersuchung eines umfangreichen Patientenkollektivs erforderlich
wird und die Abhéngigkeit der Gute der Auswertung von den individuellen Erfahrungen und
dem Konnen des Auswerters.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die planimetrische Auswertung der MRT-Bilder manuell
(s.Abschnitt 2: Material und Methode). Durch die voneinander unabhéangigen Messungen
durch zwei Auswerter konnte fur diese Arbeit eine groRes Mald an Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit gewahrleistet werden. So betrugen die "Inter-rater"-Varianz 6,71% und
die "Intra-rater"-Varianz 4,62% und lagen damit im Toleranzbereich (Auswertungen von O.
Fischer und H. Diehl).

Das zweite in Klinischen Studien angewendete Verfahren ist die computergestitzte Analyse,
welche die Lasionen aufgrund einzelner Pixels von unterschiedlichen Intensitaten
klassifiziert. Molyneux et al (1998) fand bei der Anwendung dieser Methode eine deutlich
geringere "Intra-rater"-Varianz (COV): 3,2%; Mittelwert +/- Standardabweichung: 2,5+/- 2,1,
Min./Max.: 0,1/ 7,7 und eine ebenfalls geringere "Inter-rater"-Varianz (COV): 3,8%, Mittelwert
+/- Standardabweichung: 4,5+/- 1,6, Min./Max.: 1,8/ 6,6.

Im Vergleich der Methoden kann durch die Anwendung der semiquantitativen
computergestitzen Analyse eine Verbesserung der "Intra-rater" und "Inter-rater"-Prazision
erzielt werden. Dennoch ist auch bei Anwendung dieser Technik noch eine manuelle
"Nachbearbeitung" bzw. Auswertung in bis zu 25% der untersuchten Entmarkungsherde
notwendig (Grimaud et al., 1996). Zudem ist dieses Verfahren sehr kostenintensiv, so dai3
die Anwendung der Methode auf Auswertungen im Rahmen von grof3en Studien beschrankt
ist.

Beide Methoden kommen in vielen Studien zur Anwendung, z.B. der bereits mehrfach
zitierten nordamerikanischen Zulassungsstudie fur Interferon-beta 1b, haufig sogar simultan
als "Hybrid-Verfahren”, da eine sichere Uberlegenheit der einen oder anderen Methode nicht
gegeben ist [128].

4.2 Bewertung der immunologischen Marker als Parameter der klinischen und
subklinischen Krankheitsaktivitat

Die in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellte Arbeit sollte klaren, ob Unterschiede im
Verlauf der immunologischen Parameter zwischen einer mit Interferon-beta 1b therapierten
Gruppe von MS-Patienten und einer Gruppe nicht behandelter Patienten besteht, um so
Ruckschlisse Uber einen moglichen Einflu? von Interferon-beta 1b auf die Regulation des
immunologischen Geschehen bei Multipler Sklerose ziehen zu kdénnen. Eine weitere Frage
war, ob die untersuchten Zytokine bzw. Adhésionsmolekile als prognostische Marker oder
Parameter der Aktivitat der Erkrankung dienen kénnen, um so zu einer Aussage Uber den
zeitlichen Verlauf der Erkrankung und den Therapieerfolg zu gelangen.

Nach dem aktuellen Verstandnis der Pathogenese der MS und der Regulation der
Immunantwort auf das Entzindungsgeschehen spielen Thl- und Th2-Zellen sowie die von
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diesen Zellen sezernierten Zytokine eine entscheidende Rolle. Thl-Zellen regulieren durch
die von ihnen produzierten Zytokine (proinflammatorische Zytokine) die zellulare
Immunantwort, Th2-Zellen und ihre Zytokine (antiinflammatorische Zytokine) kontrollieren
dagegen vornehmlich die humorale Immunitat. Eine optimale Balance zwischen diesen T-
Zell-Subtypen scheint fur eine erfolgreiche Immunantwort notwendig zu sein. Aufgrund der
oben beschriebenen Erklarungen, eine strenge Dichtotomie von Thl- und Th2-Zellen
anzunehmen und die MS als eine primar durch Thl-Lymphozyten hervorgerufene
Erkrankung zu erachten, ware jedoch eine zu eingeschrankte Betrachtungsweise. Vielmehr
ist sowohl die gegenseitige Regulation, als auch die Regulation der durch B-Zellen
vermittelten Immunantwort von Bedeutung und ist fur das Verstandnis der Pathogenese der
MS von besonderem Interesse.

421 Adhéasionsmolekiile

- SICAM-1/ sSICAM-3/ sVCAM-1 -

Adhasionsmolekile spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der MS. Die
Regulation derselben erfolgt dabei durch Zytokine, besonders durch Th-1 sezernierte
Zytokine. So bewirken z. B. TNF-alpha und Interferon-gamma eine vermehrte Expression
von Adhasionsmolekiilen auf den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke [129]. LFA-1
(Lymphocyte Function Associated Antigen-1) und VLA-4 (Very Late Antigen-4) stellen die
Liganden der Adhéasionsmolekile auf den T-Lymhpozyten bzw. Leukozyten dar. Auf den
Endothelzellen werden die passenden Adhésionsmolekile exprimiert, die mit LFA-1 und
VLA-4 interagieren und das Anheften ("homing”) dieser Zellen bewirken. Dazu gehoéren
ICAM-1und ICAM-3, die mit LFA-1 interagiert und VCAM-1, welches mit VLA-4 interagiert.
ICAM-1 wird auf B-Zellen, T-Zellen, Endothelzellen, Makrophagen und Mikrogliazellen,
VCAM-1 wird auf Endothelzellen und Makrophagen expremiert. ICAM-3 konnte
histopathologisch in MS-Herden nachgewiesen werden, jedoch dabei ausschlie3lich auf
infiltrierenden Leukozyten, nicht dagegen auf Endothel oder Gliazellen [130].

Mittels immunhistochemischer Untersuchungen konnte auch ICAM-1 in aktiven Plaques bei
MS nachgewiesen werden [82].

Adhasionsmolekile sind malgeblich an der Bindung der T-Zelle an die
antigenprasentierende Zelle beteiligt [131]. Eine wesentliche Voraussetzung fir das
Eindringen in das Parenchym von zuvor in der Peripherie aktivierten T-Lymphozyten ist die
Adhasion an die Endothelzellen der BHS. Dem Anheften an die Endothelzelle ("homing")
folgt die transendotheliale Migration. Nach erfolgter Migration werden die Adhasionsmolekdle
von den aktivierten Endothelzellen, Lymphozyten oder Monozyten abgestoR3en ("Shedding")
und sind nun als I6sliche Formen ("soluble") in Kérperflissigkeiten, z.B. im Liguor oder Blut
nachweisbar [132].

Beziglich der Wirkung von Interferon-beta 1b auf die Regulation von sICAM-1 sind in der
Literatur sehr unterschiedliche Ergebnisse beschrieben worden. In einer Studie konnte
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gezeigt werden, dal3 bei MS-Patienten nach einem Jahr unter Therapie mit Betaferona
erhohte Serumspiegel von sICAM-1 mef3bar waren [L33]. Dem gegenuber konnte eine
andere Studie keine Verédnderungen der Serumkonzentration von sICAM-1 unter Therapie
mit Betaferond nachweisen [134].

Vor einer erneuten Exazerbation konnten vermehrt zirkulierende Adhésionsmolekiile (s.u.)
nachgewiesen werden [135]. Dies wurde als Indikator fur eine vermehrte Expression auf den
Endothelien der BHS einerseits und aktivierten Zellen andererseits angesehen. So wurden
z.B. erhdhte Serum und Liquorkonzentrationen von sICAM-1 vor einer erneuten
Exazerbation der Erkrankung von Patienten mit aktiver MS gefunden [136]. Ebenso wurden
erhohte Konzentrationen von ICAM-1 bei Patienten mit aktiven Gadolinium-anreichernden
Lasionen in der MRT ermittelt [137]. Diese Ergebnisse fuhrten zu der Annahme, daf3 erhdhte
Serumspiegel von ICAM-1 als Marker einer akuten Entzindung nuitzlich sein kénnen und
assoziiert sind mit einem erneuten klinischen Schub [138].

In keiner der oben zitierten Studien wurde jedoch die Wirkung von Interferon-beta 1b auf die
Adhésionsmolekile sICAM-1 und sVCAM-1 sowie SICAM-3 an einem Patientenkollektiv von
68 MS-Patienten, wie es in vorliegenden Arbeit der Fall ist, untersucht. Zudem war die
Beobachtungszeit in den genannten Studie wesentlich kirzer.

Die Ergebnisse bisheriger Studien unserer Arbeitsgruppe lieRen vermuten, dal3 die zellular
gebundene Form der Adhasionsmolekile clCAM-1 und clCAM-3 im Liquor und im Serum als
mogliche Marker der Krankheitsaktivitat bei Multipler Sklerose dienen kénnten [139, 140]. In
diesen Untersuchungen konnte auch eine inverse Korrelation von cICAM-1 auf periphere
Monozyten mit MR -tomographischen Parametern der Krankheitsaktivitat bei MS-Patienten
gezeigt werden [141].

Nur sehr wenige Studien beschaftigten sich bislang mit der Wirkung von Interferon-beta 1b
auf die Regulation von sICAM-3 bei an Multipler Sklerose erkrankter Patienten [135]. In einer
Studie von Martin et al. konnte auch fiur sICAM-3 eine erhdhte Serumkonzentration bei
Patienten mit Multipler Sklerose im Vergleich zu gesunden Probanden nachgewiesen
werden [96].

In der vorliegenden Arbeit erfolgt daher erstmals bei 68 an Multipler Sklerose erkrankter
Patienten eine Betrachtung der Veranderungen von sICAM-3 im Serum Uber einen Zeitraum
von 18 Monaten.

sVCAM-1 ist bei unbehandelten Patienten mit aktiver MS im Serum erhéht und korreliert mit
der Anzahl Gadolinium-anreichernder L&sionen, dessen Nachweis als Ausdruck einer
Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke angesehen werden [142]. Einige Studien an mit
Interferon-beta 1b behandelten MS-Patienten konnten erhdhte Serumkonzentrationen von
sVCAM-1 nachweisen [143].

Calabresi et al. (1997) beschrieben dagegen erhthte Serumspiegel von sVCAM-1, (nicht
aber von anderen Adhasionsmolekilen) bei mit Interferon-beta 1b therapierten Patienten, die
mit einer Abnahme der Anzahl Gadolinium-anreichernder Lasionen in der MRT korrelierten
[144].
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Diese interessanten Ergebnisse fiihrten zu der Uberlegung, ob auch die l6slichen Formen
der Adhasionsmolekule bei MS-Patienten unter Therapie mit Interferon-beta 1b als
prognostische Marker der Krankheitsaktivitdt dienen konnen, bzw. als Marker der Effizienz
einer Interferon-Therapie.

In der vorliegenden Arbeit ergaben die seriellen Messung der Konzentrationen von sICAM-1,
SICAM-3 im Serum und von sVCAM-1 im Plasma von MS-Patienten tUber 18 Monate
signifikante Unterschied zwischen der Behandlungsgruppe und der Gruppe der nicht
therapierten Patienten fur sICAM-1 (p= 0,0004) und sICAM-3 (p= 0,01) und fir sVCAM-1 bis
zum Untersuchungszeitpunkt von 15 Monaten (T5: p= 0,002). Am Ende des gesamten
Beobachtungszeitraumes nach 18 Monaten (T6) war fur den untersuchten Parameter
sVCAM-1 (p= 0,14) ein deutlicher Unterschied nicht mehr nachweisbar, mdglicherweise
bedingt durch die Reduktion der Gruppengrof3en zu diesem Zeitpunkt. Zudem zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit, da? es in der Gruppe der therapierten Patienten friihzeitig zu
einem deutlichen Anstieg der Konzentration von sICAM-1 und sVCAM-1 kommt und dieser
regulatorische Effekt tber den gesamten Beobachtungszeitraum erhalten bleibt. Bei der
Betrachtung der Ergebnisse des Verlaufs von sICAM-3 gewinnt man dagegen eher den
Eindruck, daf3 eine, im Vergleich zu den anderen beiden Adh&sionsmolekilen, zeitlich
verzogerte Regulation unter Therapie einsetzt (s. Abb. 3.8- 3.10).

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, besitzt Interferon-beta 1b eine
immunmodulierende und regulatorische Wirkung auf Zytokine und Adhasionsmolekiile.

Die oben beschriebene Induktion der Adh&sionsmolekille kann daher als moglicher Effekt
der Therapie mit Interferon-beta 1b verstanden werden.

Der genaue Wirkmechanismus von Interferon-beta ist bisher jedoch nicht bekannt. Frihere
Studien an unbehandelten MS-Patienten zeigten, wie oben beschrieben, einen vermehrten
Anstieg der Adhasionsmolekille im akuten Schub oder in Phasen vermehrter klinischer
Krankheitsaktivitat. Es ist bekannt, dafd es unter Therapie mit Interferon-beta 1b zu einer
Wiederherstellung der Integritdt der gestoérten Blut-Hirn-Schranke kommt. In der MRT
erkennt man eine Reduktion Kontrastmittel-anreichernder Herde. Klinisch zeigt sich dies
durch eine reduzierte Schubrate und damit einhergehend durch eine verminderte
Progression der Erkrankung.

Die Bedeutung von ICAM-1 liegt u.a. in der Initierung des Entziindungsgeschehens, indem
durch cICAM-1 die Migration von zuvor in der Peripherie aktivierten T-Zellen vermittelt wird.
Von cVCAM-1 wird hingegen angenommen, daf3 es durch die Rekrutierung von nicht
spezifischen T-Zellen und Makrophagen das Entziindungsgeschehen unterhalt und verstarkt
[131]. Eine mogliche Erklarung fur die im Serum von MS-Patienten unter Interferon-Therapie
erhoht nachgewiesenen Konzentrationen der Adhasionsmolekile besteht in der Annahme,
dal3 durch Interferon-beta 1b eine Wiederherstellung der Integritdt der Blut-Hirn-Schranke,
welche insbesondere im akuten Schub eine vermehrte Permeabilitat aufweist, herbeigefiihrt
wird. Als zugrundeliegenden Mechanismus ist denkbar, daf? die an den Endothelzellen
gebundenen Adhéasionsmolekile (CICAM-1, c-VCAM-1 und cICAM-3) durch Interferon beta-
1b herabreguliert werden und die vormals an der Zelloberflache gebundenen
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Adhasionsmolekiile abgespalten werden ("Shedding”). In der Folge lieBen sich diese nun
I6slichen Formen der Adhasionsmolekile (s-ICAM-1, sVCAM-1 und sICAM-3) im Serum von
MS-Patienten vermehrt nachweisen. Diese Therorie wird durch Ergebnisse verschiedener
Arbeitsgruppen gestutzt. [97,135]. Dies wirde bedeuten, dal3 erhéhte Konzentrationen der
Adhéasionsmolekile im Serum bei MS-Patienten unter Interferon-Therapie als Zeichen einer
wiederhergestellten Integritdt der Blut-Hirn-Schranke betrachtet werden kdnnen und auf
diese Weise eine Limitierung des Entzindungsgeschehen herbeigefiihrt werden kénnte.

Eine weitere mogliche Wirkung kann sein, daf3 Interferon-beta direkt oder indirekt Uber eine
Herabregulation der Expression der Liganden der Adhasionsmolekile (MHC-II, VLA-4 und
LFA-1) wirkt und dadurch den Anteil von freien, nicht an den Liganden gebundenen VCAM-1
und ICAM-1 erhoéht und diese somit vermehrt im Serum nachweisbar werden. Im
Zusammenhang mit der vorherigen Vermutung Uber den Wirkmechanismus von Betaferona
auf die untersuchten Adhasionsmolekile ist aber auch denkbar, dal3 wiederum durch die
vermehrt im Serum nachweisbaren und erhdhten Konzentrationen der Adhasionsmolekiile,
die Liganden von sICAM-1 (LFA-1, MAC-1), sVCAM-1 (VLA4) und sICAM-3 (LFA-1)
geblockt werden.

Beide Effekte wirden ebenfalls zu einer verminderten Adhé&sion und Transmigration von
aktivierten T-Lymphozyten ins ZNS fiihren. Frihere Untersuchungen zeigten diesbeziiglich
kontroverse Ergebnisse. In einer Studie konnte nach einem Jahr unter Therapie mit
Interferon-beta 1b eine vermehrte Expression von VLA4 auf der Zelloberflache
zirkulierender Monozyten im Blut von MS-Patienten nachgewiesen werden [135]. Im
Gegensatz dazu fanden Calabresi et al. eine signifikante Reduktion der Expression von VLA
4 auf aktivierten Lymphozyten nach ca. 10 Monaten unter Therapie mit Interferonen [145].
Auf der anderen Seite ist bekannt, dal3 es zu Beginn einer Therapie mit Interferon-beta zu
einer Hochregulation der proinflammatorischen Zytokine Interferon-gamma und TNF-alpha
kommt [L146]. Von diesen beiden Zytokinen ist bekannt, da? diese wiederum zu einem
vermehrten Anstieg von Adhasionsmolekilen fiihren. Unabhangig von den oben
beschriebenen Wirkmechanismen ist daher ein Anstieg der Adhasionsmolekile unter
Therapie mit Interferon-beta auch Uber eine indirekte Interferon-gamma vermittelte Induktion
denkbar.

Ein Nebeneinander mehrerer Wirkungsmechanismen ist gut vorstellbar. Denkbar ist, dal3
z.B. der initiale Anstieg der Adhasionsmolekule nach 3 Monaten unter Therapie, wie in dieser
Arbeit und weiteren Studien gezeigt werden konnte, die Interferon-gamma vermittelte
Induktion wiederspiegelt.

Dagegen konnte die langfristige, nach 18 Monaten und zu einem Zeitpunkt, bei welchem
eine vermehrte Induktion von Interferon-gamma unter Therapie mit Interferon-beta 1b nicht
mehr nachweisbar ist, noch anhaltende Hochregulation der Adhasionsmolekiile tber den
Mechanismus des vermehrten "Shedding" erklart werden.

Ob der beschriebene Effekt eines vermehrten Auftretens der Adhésionsmolekiile im Serum
von MS-Patienten unter Interferon-Therapie tatsdchlich wie angenommen als "protektiv"
gelten kann, kann mit dieser Arbeit nicht abschlie3end beantwortet werden.
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Schlie3lich muf3 auch in Betracht gezogen werden, daf} es sich bei den Beobachtungen
moglicherweise um Nebeneffekte einer Interferon-Therapie handelt, welche keine
Ruckschlisse auf die Wirkung des Medikaments zulassen. So konnten z.B. die unter
Therapie vermehrt im Serum von MS-Patienten nachgewiesenen Adhasionsmolekiile,
Ausdruck eines akuten entziindlichen Geschehens im Sinne der bekannten grippeahnlichen
Nebenwirkungen sein.

Es ist anzunehmen, dalR durch die gegenseitige Regulation von Adhasionsmolekiilen und
Zytokinen immer mehrere Wirkungen vermittelt werden kdnnen und somit auch gewinschte
und nicht erwiinschte Wirkungen nebeneinander vorkommen.

4.2.2 Proinflammatorische Zytokine

-IFN-gamma-

IFN-gamma wird von Thl-Zellen und natirlichen Killlerzellen gebildet. Es besitzt antivirale
und antiproliferative Wirkung. Seine immunstimmulierende Wirkung beruht u.a. auf einer
Aktivierung von Makrophagen und T-Lymphozyten. Makrophagen wiederum sind an dem
Prozel3 der Demyelinisierung sowie direkt und indirekt an der Schadigung von
Oligodendrozyten bei der MS beteiligt. Zusatzlich produzieren, durch Interferon-gamma
aktivierte Makrophagen, vermehrt TNF-alpha [99], ein weiteres von Thl-Zellen produziertes
proinflammatorisches Zytokin mit z.T. synergistischen Effekten zum Interferon-gamma.
Desweiteren fordert IFN-gamma die Differenzierung von B-Zellen und induziert die
Expression von MHC-I und MHC-II-Molekilen auf antigenprasentierenden Zellen [147]. Wie
bereits oben beschrieben, fuhrt Interferon-gamma zu einer vermehrten Expression von
Adhéasionsmolekilen u.a. auf den Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke [148].
Immunhistochemisch konnten in den typischen MS-Plaques T-Zellen nachgewiesen werden,
die vermehrt dieses Zytokin synthetisieren [149].

Interferon-gamma fiihrte in einer Pilotstudie zum vermehrten Auftreten von Kklinischen
Schiben bei Multipler Sklerose [150]. Diese Beobachtung fihrte zu der Annahme, daf3
dieses Zytokin unmittelbar an der Auslésung von MS-Schiben beteiligt ist. Die Erkenntnis,
dal® Interferon-beta 1b einen Teil seiner Wirksamkeit durch einen antagonisierenden Effekt
zum IFN-gamma vermittelt, ist inzwischen allgemein anerkannt [151, 152].

Die Intention dieser Studie war es, durch serielle Messungen im Blut von MS-Patienten
immunologische Langzeiteffekte einer Therapie mit Interferon-beta 1b (Betaferon®)
festzustellen.

Die Ergebnisse der Messung der Konzentration von Interferon-gamma im Blut von MS-
Patienten mittels ELISA Uber einen Zeitraum von 18 Monaten konnten keinen signifikanten
Unterschied zwischen der mit Interferon-beta 1b therapierten Gruppe von MS-Patienten und
dem nicht therapierten Patientenkollektiv feststellen (p= 0,28).
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Zu einem &hnlichen Ergebnis kam eine Untersuchung von Van Oosten et al. (1998), in
welcher ebenfalls kein Anstieg der Konzentration von Interferon-gamma im Serum von MS-
Patienten ermittelt werden konnte [153]. Die Autoren beschreiben in ihrer Studie jedoch eine
ausgepragte individuelle Variation der IFN-gamma-Konzentration im untersuchten
Patientenkollektiv. Diese Beobachtung konnte auch in der vorliegenden Arbeit gemacht
werden. Es zeigte sich, daf} die individuellen Unterschiede in der Konzentration von
Interferon-gamma unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit auftraten.

Im Gegensatz dazu, konnte in anderen Studien ein Anstieg von freien IFN.gamma und von
IFN-gamma produzierender Zellen im Liquor von MS-Patienten nachgewiesen werden [154].
Eine weitere Studie hatte im Serum von MS-Patienten nach - in vitro Stimmulation - einen
Anstieg der Konzentration der proinflammatorischen Zytokine IFN-gamma, TNF-alpha und
IL-2 vor dem Auftreten von Klinischen Schilben beobachtet [155]. Diese Beobachtung
wurden dahingehend gedeutet, dal3 Interferon-gamma als Schubparameter dienen kénnte.
Aufgrund unseres Studiendesigns ist die Beantwortung der Frage, ob IFN-gamma als
Schubparameter dienen kann, nicht mdglich. Es wurde vielmehr versucht, anhand der
Veranderung der Serumkonzentration der Zytokine und Adhéasionsmolekile zu
verschiedenen Zeitintervallen, zwischen einer voribergehenden Beeinflussung der
Immunantwort und einem langfristigen regulatorischen Effekt einer Interferon-Therapie zu
differenzieren, um so zu einem Verstandnis zu gelangen, wie Interferon-beta 1b seine
Wirkung vermittelt.

Hier zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit signifikante Unterschiede in der Konzentration des
Zytokins zwischen den beiden Gruppen zu verschiedenen Zeitintervallen (TO/T2: p= 0,05;
T1/T2: p=0,004; T2/T3: p= 0,03; T2/T6: p= 0,04).

Die Ergebnisse dieser Arbeit und die Ergebnisse der anderen oben zitierten Studien
sprechen dafur, daf} eine Beeinflussung des Immunsystems durch Interferon-beta 1b
insbesondere zu Beginn der Therapie stattfindet. Diese Beobachtung wird durch die klinische
Erfahrung gestutzt, dal3 die Wirksamkeit der Interferon-Therapie, gemessen an dem
Auftreten von klinischen Krankheitsschiben, erst nach ca. 36 Monaten unter Therapie
einsetzt. Bisweilen kommt es in der Initialphase einer Therapie mit Interferon-beta 1b zum
vermehrten Auftreten von Shiben. Eine Erklarung hierfir besteht méglicherweise in der
bekannten Induktion des proinflammatorischen Zytokin Interferon-gamma in einer frihen
Phase der Therapie mit Betaferon& und seiner schubauslésenden Wirkung.

Interessant ist auch die Frage, warum bei einigen Patienten hohe Konzentrationen von
Interferon-gamma im Serum gemessen werden konnten. Da die erhéhten Konzentrationen
konstant im zeitlichen Verlauf der Messungen zu beobachten waren, erscheint in diesem Fall
ein Zusammenhang eines Anstiegs von Interferon-gamma und der Auslésung eines akuten
Schubes, nicht plausibel. Eine mégliche Uberlegung besteht darin, bei diesen Patienten mit
persistierend hohen Konzentrationen von Interferon-gamma, einen aktiven Verlauf der
Erkrankung anzunehmen.
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Auf der anderen Seite konnte jedoch in dieser Arbeit, wie weiter unten beschrieben, keine
Korrelation der Konzentration von Interferon-gamma mit der Aktivitat der Erkrankung
innerhalb des mit Interferon-beta 1b therapierten Patientenkollektives gezeigt werden.

Zur Beantwortung der oben gestellt Frage ist daher vielleicht die individuelle Betrachtung der
Krankheitsverlaufe entscheidend.

- TNF-beta und TNF-R /- I -

Zur Gruppe der proinflammatorischen Zytokine werden auch der Tumor-Necrosis-Factor-
alpha (TNF-alpha) und beta (TNF-beta) gezahlt. Das in dieser Arbeit untersuchte TNF-beta
(Lymphotoxin) ist dem TNF-alpha strukturell verwandt und vermittelt seine, dem TNF-alpha
vergleichbare Wirkung, tber die gleichen Rezeptoren. Dieses sind der TNF-RI (p55) und der
TNF-RII (p75), welche ebenfalls in dieser Arbeit untersucht wurden. Das Zytokin und seine
Rezeptoren sollen daher in diesem Abschnitt im Zusammenhang beschrieben werden.
TNF-alpha aktiviert zytotoxische T-Zellen und Makrophagen, deren Bedeutung fur die
Pathogenese der MS bereits geschildert wurde. Das Zytokin induziert ferner, wie Interferon-
gamma, die Expression von Adhasionsmolekilen und die Expression von MHC-I-Molekiilen,
sowie auRerdem das Enzym NO-Synthetase. Uber die Produktion wvon NO
(Stickstoffmonoxid) vermittelt TNF-alpha eine direkte zytotoxische Wirkung. In vitro konnte
ein demyelinisierender Effekt auf Nervenzellkulturen nachgewiesen werden [156]. Im
Tierversuch konnte gezeigt werden, dal3 monoklonale Antikbrper gegen TNF-alpha den
Ausbruch der EAE inhibieren.

Bei der Multiplen Sklerose wurden im Liquor und im Blut erhéhte Konzentrationen von TNF-
alpha nachgewiesen [157, 158]. Bisherige Studien konnten zeigen, daf3 es vor einem Schub
zu einer vermehrten Expression dieses Zytokins in peripheren Lymphozyten kommt.
Desweiteren liel3en sich bei Patienten mit klinisch aktiven Krankheitsverlauf, im Unterschied
zu MS-Patienten mit einem klinisch stabilen Krankheitsverlauf, erhthte TNF-alpha mRNA-
Spiegel, gemessen in peripheren Monozyten, nachweisen [159].

Andere Studien wiederum untersuchten Ver&nderungen in der Konzentration der beiden
Rezeptoren von TNF-alpha bei an Multipler Sklerose erkrankter Patienten.

In diesem Zusammenhang zeigten Studien von Rieckmann et al. (1994) und Hartung et al.
(1995) fluktuierende Serumspiegel von TNF-RI bei MS-Patienten sowie eine vermehrte
Konzentration von TNF-RI im Serum, vier Wochen nach einer klinischen Exazerbation [160].
In keiner bislang publizierten Arbeit wurden jedoch die Veranderungen der Konzentration von
TNF-beta und seiner beiden Rezeptoren, TNF-RI und TNF-RII, Uber einen Zeitraum von 18
Monaten unter Therapie mit Interferon-beta bei MS-Patienten studiert.

In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration von
TNF-beta zwischen der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe von MS-Patienten und
der nicht behandelten Gruppe von MS-Patienten beobachtet werden (p= 0,35).

Der Effekt der Bindungspartner auf die Konzentration und Wirkung von TNF-alpha und -beta
ist ebenfalls verschiedentlich untersucht worden. Die Vermutung ist, dal3 eine
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konzentrationsabhéngige Wirkung der TNF-Rezeptoren auf TNF-alpha/ -beta vorliegt [161].
Die Annahme ist, dal3 niedrige Konzentrationen der Rezeptoren TNF-RI und -RIl die
biologische Aktivitdt von TNF-alpha und -beta stabilisieren, indem sie die Dissoziation des
Zytokins in inaktive Monomere verhindern und so eine verldngerte Halbwertszeit des
proinflammatorischen Zytokins bewirken [L62]. Dies wirde bedeuten, daf} sich niedrige
Konzentrationen der TNF-Rezeptoren negativ auf das Entziindungsgeschehen bei Multipler
Sklerose auswirken, indem sie zu einer Unterhaltung der proinflammatorischen Wirkung des
TNF-alpha/ -beta beitragen.

Demgegeniber sollen hohe Konzentrationen der TNF-Rezeptoren durch die Bindung von
TNF-alpha/ -beta die biologische Aktivitat durch Neutralisierung des Zytokins vermindern.
Dies wirde bedeuteten, dal3 die TNF-Rezeptoren, indem sie dem Entziindungsgeschehen
auf diese Weise entgegenwirken, indirekt antiinflammatorisch wirken. Diese Vermutung wird
durch Untersuchungen am Modell der EAE gestutzt, welche zeigen konnten, dal3 die TNF-
Rezeptoren potente Inhibitoren der EAE sind [163, 164].

Terlizzese et al. (1996) konnten zeigen, dal3 die inhibitorische Wirkung der Rezeptoren dabei
vermehrt Uber den TNF-RII vermittelt [165].

Interessant ist, dafl3 in der vorliegenden Arbeit Uber den Beobachtungszeitraum von 18
Monaten (T6) ein signifikanter Unterschied zwischen der mit Interferon-beta 1b therapierten
Gruppe von MS-Patienten und dem nicht behandelten Patientenkollektiv fir die
Konzentration von TNF-RIl (p= 0,001) gefunden werden konnte, sowie auch fir die
Konzentration von TNF-RI bis zu einem Zeitpunkt von 15 Monaten (p= 0,01). Dabei zeigte
sich auch, dal3 in der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe eine hohere Konzentration
der Rezeptoren im Plasma gemessen werden konnte.

Das nach 18 Monaten zwischen den untersuchten Patientenkollektiven kein signifikanter
Unterschied in der Konzentration des TNF-RI mehr nachweisbar war (T6: p= 0,95), kann an
der deutlichen Reduktion der Gruppengréf3e zum Ende des Beobachtungszeitraumes hin
liegen.

Zusétzlich zeigen die Untersuchungen der Veranderung der Plasmakonzentration der beiden
Rezeptoren des TNF-beta zu verschiedenen Zeitintervallen, dal’ beim TNF-Rezeptor Il eine
frihe und anhaltende Beeinflussung unter Therapie mit Interferon-beta 1b stattfindet (s. Abb.
3.13-3.14). Im Gegensatz dazu zeigt die Untersuchung des TNF-RI einen zeitlich verzdgert
einsetzenden Effekt unter Therapie mit Betaferona .

Die Ergebnisse dieser und friherer Arbeiten unserer Forschungsgruppe, bei welchen
ebenfalls eine vermehrte Expression von TNF-RI (p55) und TNF-RII (p75) unter Therapie mit
Interferon-beta 1b gesehen werden konnte [166], fihrten zu der Annahme, dal3 Interferon-
beta 1b einen Teil seiner immunmodulierenden und protektiven Wirkung durch eine frihe
und lang anhaltende Regulation der TNF-Rezeptoren vermittelt. Der in dieser Arbeit
beobachtete deutliche Anstieg der Konzentration der TNF-Rezeptoren, besonders von TNF-
RIl, in dem mit Interferon-beta 1b (Betaferon®) behandelten Patientenkollektiv kann aufgrund
der indirekten antiinflammatorischen Wirkung der Aktivitat der Erkrankung entgegenwirken
und so den Krankheitsverlauf giinstig beeinflussen.
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Der Mechanismus, mit dem Interferon-beta 1b die Regulation bzw. Expression der
Rezeptoren beeinfludt, ist jedoch nicht vollstandig bekannt. Mdglicherweise erfolgt die
Induktion der Rezeptoren dabei indirekt Gber eine Interferon-beta vermittelte Induktion von
Interleukin-10 [167]. Es ist bekannt, dal3 IL-10 tber eine Hochregulation der Transkription der
Gene von TNF-RIl die Expression von TNF-RIl auf der Zelloberflache von Monozyten
induziert [168]. Hohere Spiegel von TNF-RII-mRNA korrelierten dabei direkt mit dem Anstieg
des Plasmaspiegels von TNF-RII in Zellkulturen, die mit IL-10 behandelt wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher auch Veranderungen der Konzentration der
antiinflammatorischen Zytokine IL-4 und Interleukin-10 im Blut von MS-Patienten unter
Therapie mit Interferon-beta 1b (Betaferona) tber e@nen Studienzeitraum von 18 Monaten
untersucht.

423 Antiinflammatorische Zytokine

- Interleukin-4

Die Beteiligung von Interleukin-4 in der Pathogenese der MS, als ein die Immunantwort
regulierendes Zytokin, konnte durch verschiedene Untersuchungen gesichert werden.
Interleukin-4 ist ein von Th2-Zellen produziertes Zytokin mit antiinflammatorischer Wirkung,
das gleichzeitig B-Zellen zur Antikorperproduktion stimuliert. In immunhistochemischen
Untersuchungen konnte eine hohere IL-4 Expression am Rand von MS-Lasion und auf
Mikroglia- Zellen nachgewiesen werden [104].

Gallo et al. (1991) konnten erniedrigte Konzentrationen von IL-4 im Blut und im Liquor von
unbehandelten MS-Patienten nachweisen [169]. Ein Anstieg von IL-4 sezernierenden
mononukledren Zellen konnte im Blut [170] und im Liquor [105] von MS-Patienten
nachgewiesen werden. Hohnoki et al. (1998) fanden mittels ELISA-Messungen erhohte
Konzentrationen von IL-4, TNF-alpha und IFN-gamma im Serum bei MS-Patienten, nicht
aber von IL-10 [171]. Eine Korrelation zwischen der Konzentration von Interleukin-4-mRNA
und der Aktivitdt der Erkrankung (Auftreten von Schiiben versus kein Schub) konnte jedoch
nicht ermittelt werden [105].

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels serieller Messungen der Konzentration von
Interleukin-4 im Serum kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der mit Interferon-
beta 1b therapierten Gruppe von MS-Patienten und dem unbehandelten Patientenkollektiv
gefunden werden (p= 0,23).

Dabei mul3 bedacht werden, dal® nur 61% der MeRRwerte Uber der unteren Nachweisgrenze
lagen, so dal3 das vorliegende Ergebnis mdglicherweise nicht représentativ ist fir das
gesamte Patientenkollektiv. Zu kedenken ist auch, ob die in dieser Arbeit angewendete
Methode mittels ELISA-Messungen gentgend sensitiv war, die bei MS-Patienten
systematisch erniedrigten Konzentrationen der Zytokine zu quantifizieren.
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Unabhangig von dem methodischen Problem der Quantifizierung von Zytokinen zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit jedoch ausgepragte individuelle Unterschiede in der Konzentration
von Interleukin-4. Mdglicherweise deutet diese individuelle Variabilitdit auch auf eine
genetisch bedingte Ursache hin.

- Interleukin-10-

Interleukin-10 wird wie Interleukin-4 vornehmlich von Th2-Zellen, aber auch von Thl-Zellen,
Makrophagen, Monozyten und B-Zellen, sezerniert und besitzt ebenfalls eine
antiinflammatorische Wirkung. Interleukin-10 wirkt inhibitorisch auf die TFZell-Proliferation
und die Zytokin-Synthese von Thl-Zellen (IFN-gamma, TNF-alpha und TNF-beta). Ein
weiterer durch Interleukin-10 vermittelter Effekt ist die verminderte Expression von MHC-
Klasse-Il-Molekilen auf antigenprasentierenden Zellen. Es antagonistiert somit direkt die
Wirkung von Interferon-gamma.

Zu Beginn der Erkrankung wurden erniedrigte Spiegel von Interleukin-10-mRNA bei MS-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden gefunden [172]. Dieses konnte durch
Salmaggi et al. (1996) mittels ELISA-Messungen bestatigt werden [173].

Rieckmann et al. (1994) konnten mittels rt-PCR eine vermehrte Produktion von IL-10-mRNA
in mononukledren Zellen im Blut von MS-Patienten in Phasen der Krankheitsremission
nachweisen. In weiteren anderen Studie wurde ein Absinken der IL-10-mRNA vor Beginn
eines neuen Krankheitsschubes beschrieben [174, 175].

Diese Ergebnisse fiihrten zu der Annahme, dald Interleukin-10 an der Induktion der
Remission bei MS malR3geblich beteiligt ist. Im Tierversuch konnte zudem gezeigt werden,
daf3 IL-10 der Ausbildung einer EAE praventiv entgegen wirkt [176, 177].

Bei MS-Patienten unter Therapie mit Interferon-beta 1b konnte eine vermehrte Expression
von IL-10 mittels rt-PCR sowie auch eine vermehrte Sekretion, mittels ELISA, von IL-10 in
beschrieben werden [L78, 179]. Die Administration von Anti-IL-10-Antikérpern wiederum
reduzierte den zuvor beschriebenen Effekt eines Anstiegs von IL-10 unter Therapie mit
rekombinanten Interferon-beta [180]. Ozenci et al. (1999) konnten mittels ELISPOT-
Messungen feststellen, daf3 die Anzahl IL-10 serzernierender Zellen im Blut der mit
Interferon-beta 1b behandelten MS-Patienten hoher war als bei unbehandelten MS-
Patienten. Durch eine Einteilung der Patienten nach dem Kklinischen Verlauf, der Dauer der
Erkrankung oder dem Behinderungsgrad konnten jedoch in derselben Studie keine
Unterschiede ermittelt werden [181].

Neben den oben beschriebenen Studien findet man in der Literatur aber auch Studien mit
z.T. widerspruchlichen Ergebnissen. In der bereits oben zitierten Studie von Hohnoki et al.
lieBen sich z.B. keine erhohten Konzentrationen von Interleukin-10 im Serum von MS-
Patienten beobachten.

In der vorliegenden Arbeit wurde kein Unterschied zwischen den untersuchten
Patientengruppen lber den gesamten Beobachtungszeitraum von 18 Monaten gefunden (p=
0,86). Signifikante Unterschiede zwischen der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe
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von MS-Patienten und dem nicht therapierten Patientenkollektiv zeigte jedoch bei Analyse
der verschiedenen Zeitintervalle (TO/T1: p= 0,004; T1/T4 p= 0,03; T1/T5 p0 0,01; T3/T5. p=
0,03). Somit zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dal’} gerade zu Beginn einer Therapie mit
Interferon-beta 1b eine Regulation der Immunantwort hin zu einer erhéhten Konzentration
von Interleukin-10 im Serum in dem behandelten Patientenkollektiv stattfindet, wie es auch in
anderen Studien, jedoch deutlicher als hier, gezeigt werden konnte.

Insgesamt betrachtet unterstitzten die Ergebnisse dieser Arbeit die Annahme einer
Beteiligung der Th2-sezernierten Zytokine IL-4 und IL-10 bei der Regulation der
Immunantwort. Die bei MS-Patienten systematisch erniedrigten Spiegel von IL-10 und IL-4
sprechen fur die Hypothese einer Th1l/Th2-Dysbalance. Zu einem weiteren Absinken der
Konzentration des proinflammatorischen Zytokins IL-10 kommt es im akuten Schub. In
stabilen Krankheitsphasen oder in der Remission ist dann wieder ein Anstieg zu
verzeichnen.

Ein moglicher Wirkmechanismus von Interferon-beta 1b kénnte, wie weiter oben
beschrieben, Uber eine Modulation von IL-10 auf der transskriptionalen Ebene erfolgen. Eine
Hochregulation der Th2-Zytokine wirde die bestehende Dysbalance der T-Zellen wieder
zugunsten der antiinflammatorischen Zytokine verschieben. Die Annahme ist, da3 auf
diesem Wege gleichzeitig eine Hochregulation der TNF-Rezeptoren stattfindet (s.0.), so daf3
unter einer Interferon-Therapie mehrere Wirkungsmechanismen dazu beitragen, das
Entzindungsgeschehen zu limitieren und auf diese Weise gunstig den Verlauf der
Erkrankung beeinflussen.

4.3 Bewertung der immunologischen Marker als prognostischen Wert fur den
Therapieerfolg

Neben der Diagnosestellung und der Beurteilung der Aktivitat der Erkrankung, ist die
Einschatzung der Prognose ein weiteres Problem bei der Behandlung der Multiplen
Sklerose. Zum einen wére es wertvoll zu wissen, welchen Verlauf die Erkrankung beim
einzelnen Patienten nimmt. Dadurch konnte frihzeitig eine fir den einzelnen Patienten
individuell geeignete und optimale Therapieform, z.B. immunmodulierend oder
immunsupprimierend, initiert werden. Andererseits ware es vorteilhaft, den
Behandlungserfolg durch einen geeigneten Marker abschéatzen zu kénnen, um so friihzeitig
ein "Nicht-Ansprechen" einer Therapie erkennen zu kénnen und auf diese Weise, z.B. durch
eine Therapieumstellung, einer weiteren Progression der Erkrankung entgegenwirken zu
kénnen.

Verschiedene Autoren untersuchten daher die Korrelation von MRT-Parametern mit
klinischen Parametern der Krankheitsaktivitat (s.0.). Dabei wurden die meisten Studien aber
nur an sehr kleinen Patientenkollektiven durchgefihrt, die untersuchten Patientenkollektive
unterschieden sich deutlich im Grad der Behinderung (EDSS) und schlie3lich sind die
gewahlten Definitionen der Krankheitsaktivitat sehr heterogen.
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Klinische Parameter, anhand derer haufig die Aktivitat der Erkrankung und auch die Effizienz
einer immmunmodulierenden Therapie ermittelt wird, sind wie oben beschrieben die Reduktion
der Schubrate und die Schwere und das Fortschreiten der Behinderung gemessen an
"rating-scales" wie z.B. den EDSS.

Zudem dient die Magnetresonanztomographie als Monitoring-Instrument fur akute (z.B. neue
bzw. sich vergréRernde oder verkleinernde Lé&sionen) oder chronische (z.B.
Gesamtlasionsflache), morphologische Veréanderungen im Krankheitsverlauf.

Viele Studien konnten zeigen, dal3 die subklinische Aktivitat der Erkrankung, gemessen an
neu auftretenden Gadolinium-anreichernden Lasionen in seriell angefertigten MRT-
Aufnahmen, hoher ist als die durch die klinische Untersuchung ermittelte Aktivitat der
Erkrankung [182].

Eine andere Methode, die subklinische Aktivitat zu beurteilen, besteht mdglicherweise in der
seriellen  Messung immunologischer  Parameter, wie z.B. Zytokinen oder
Adhasionsmolekiilen, wie sie in dieser Arbeit angewendet wurde. Bislang erfolgte in keiner
verdffentlichten Studie eine Korrelation der Krankheitsaktivitat nach klinischen Kriterien und
nach MR-tomographischen Kriterien mit der Verdnderung der Konzentration von
immunologischen Parametern wie Zytokine und Adhasionsmolekiile. Mit dieser Arbeit wurde
daher versucht, durch die Korrelation der Konzentration der untersuchten Zytokine und
Adhasionsmolekile mit der Krankheitsaktivitat einen prognostischen Marker zu ermitteln.

Zusammenfassend ergab die Korrelation der Zytokine und Adhasionsmolekile im Serum, in
der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe von MS-Patienten, mit der Aktivitat der
Erkrankung anhand der jahrlichen Schubrate und der in der MRT sichtbaren subklinischen
Aktivitat der Erkrankung, keine deutlichen Veranderungen in den untersuchten Subgruppen.
Vielmehr waren die zuvor beschriebenen Verdnderungen der Serumkonzentrationen der
untersuchten Parameter in dem mit Interferon-beta 1b behandelten Patientenkollektiv nach
erfolgter Unterteilung der Behandlungsgruppe anhand der Veranderung der Schubrate auch
in beiden Subgruppen nachvollziehbar. Eindeutige Unterschiede zwischen der
Patientengruppe der Responder und der Patientengruppe der Non-Responder konnten
jedoch nicht gezeigt werden.

Nach der Einteilung des mit Interferon-beta 1b therapierten Patientenkollektives in eine
Subgruppe von Respondern und Non-Respondern anhand des MRT-Parameters
"Veranderungen der Anzahl und der Flache der Herde", konnte ein Trend hin zu héheren
Konzentrationen von Zytokinen und Adhasionsmolekuilen in der Gruppe der Non-Responder
festgestellt werden. Dies bedeutet, das bei einem Fortschreiten der Erkrankung verbunden
mit einer Zunahme der Anzahl und der Flache der Herde hohere Konzentrationen von
Adhasionsmolekilen und Zytokinen im Blut dieser Patienten mit einer nachweisbaren
Krankheitsaktivitat in der MRT, mel3bar sind. Die erhéhten Serumkonzentrationen kdnnen
somit moglicherweise als Zeichen eines anhaltenden Entzindungsgeschehen gesehen
werden.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind jedoch nicht ausreichend belegt, so dal3 eine
abschlie3ende Deutung derselben nicht méglich ist.

Umgekehrt zeigte die Untersuchung der mit Interferon-beta 1b behandelten Gruppe von MS-
Patienten und nach erneuter Unterteilung derselben anhand des MRT-Parameters "Anzahl
und Flache der Herde mit Kontrastmittel-Anreicherung” einen Trend hin zu hdheren
Serumkonzentrationen in der Subgruppe der Responder.

Dies bedeutet, da’ in der Gruppe jener MS-Patienten, welche MR -tomographisch eine
"Verbesserung" zeigen und diese "Verbesserung" mdoglicherweise auf ein Ansprechen der
Interferon-Therapie zurtckzufuhren ist, sich dennoch erhdhte Konzentrationen von Zytokinen
und Adhéasionsmolekiilen im Blut nachweisen lassen. Eine mogliche Begriindung fur diese
Beobachtung ist, dal eine MRT-Untersuchung, bei welcher es zu einer Kontrastmittel-
Anreicherung als Zeichen der gestorten Blut-Hirn-Schranke kommt, ein akutes und aktives
Entzindungsgeschehen repréasentiert. Nicht auszuschlieRen ist, dall das akute
Entziindungsgeschehen - mit einer erhdhten Konzentration der Zytokine und
Adhasionsmolekile - langfristige unter Therapie mit Interferon-beta 1b zu beobachtende
Veranderungen (z.B. der in dieser Arbeit gezeigte Anstieg der Adhasionsmolekile in der
Behandlungsgruppe) tberlagert bzw. maskiert.

Somit erlaubt auch diese Untersuchung keine Rickschlisse dariber, ob die beobachteten
Veranderungen definitiv einem Ansprechen auf eine Interferon-Therapie zuzuordnen sind.

AbschlieBend mul3 daher festgehalten werden, daf} die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
keine Aussage daruber erlauben, ob die untersuchten Zytokine und Adhé&sionsmolekiile als
prognostische Marker der Krankheitsaktivitat und der Effizienz einer Interferon-Therapie
dienen koénnen. Hierzu sind weitere Untersuchungen erforderlich.

4.4 Ausblick

In der Konsequenz sollte zur Steigerung der Validitat zukinftiger klinischer Studien, aber
auch zur Verbesserung der Vergleichbarkeit, eine weitere Standardisierung der
Aquisitionsparameter der Magnetresonanztomographie, aber auch eine Standardisierung der
Definition von "Aktivitat" der Erkrankung in der MRT angestrebt werden.

Im Sinne multivarianter Untersuchungen sind auch die Anwendung verschiedenster MRT-
Sequenzen ("Fast-Fluid-Attenuated-Inversion-Recovery"-Sequenzen oder "Echo-planar-
Imaging"-Sequenzen) oder verschiedener Techniken bzw. die Anwendung von funktionellem
MRT (fMRT), MTR ("magnetisation transfer imaging) oder MRS ("magnetic resonance
spectroscopy”) ein vielversprechender Ansatz.

So kénnen durch die Nutzung verschiedener Techniken der unterschiedlichen Pathologie
und der Heterogenitat der Erkrankung Rechnung getragen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen, die auch in anderen Studien gezeigte Tatsache,
dal3 individuelle Unterschiede in der Regulation der Immunantwort bestehen und diese
vielleicht mehr als bisher angenommen von Bedeutung sein kénnen. Als viel versprechender
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Ansatz wird daher die Einteilung der Patienten aufgrund einer genetischen Klassifikation
vorgeschlagen, um so Unterschiede im Patientenkollektiv zu minimieren.

Hilfreich sind weiterfihrende Erkenntnisse tber die Wirkung und Regulation von Zytokinen,
z.B. genauere Kenntnisse tber einen moglicherweise vorhandenen zirkadianen Rhythmus
der Zytokinsekretion, um eine Standardisierung der Messungen (vergleichbar mit der
Bestimmung von Hormonspiegel) zu erzielen. Messungen der Zytokinkonzentrationen an ein
und demselben Patientenkollektiv auf verschiedenen regulativen Ebenen (z.B. unter
paralleler Anwendung von intra/ und extrazellularen Methoden) tragen ebenfalls dazu bei, die
Kenntnisse Uber die Regulation von Zytokinen zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste demyelinisierende Erkrankung des
Zentralnervensystems mit multifokalen Entmarkungsherden und unterschiedlichen zeitlichen
Verlaufsformen. Die haufigste Verlaufsform, welche insbesondere oft am Anfang der
Erkrankung steht, ist der schubformig-remittierende Verlauf. Die unterschiedliche
Lokalisation der Entmarkungsherde in der weif3en Substanz bedingt eine unterschiedliche
klinische Symptomatik. Haufige Symptome sind Nystagmus, skandierende Sprache, und
Intentionstremor (Charcot-Trias) sowie zentrale Paresen, Sensibilitdtsstérungen und
Optikusneuritiden.

Die Multiple Sklerose wird nach dem heutigen Wissensstand als eine T-Zell- vermittelte
Autoimmunerkrankung des ZNS angesehen. Demnach soll bei entsprechender genetischer
Pradisposition eine bislang unbekannte virale Infektion in der Kindheit zu einer
Sensibilisierung der T-Lymphozyten im peripheren Blut und nachfolgend Uber eine
Kreuzreaktion zu einer Autoimmunreaktion gegen Bestandteile der Myelinscheiden fuhren.
Im Zusammenspiel mit verschiedenen Umweltfaktoren kann im Erwachsenenalter dieser
Autoimmunprozel3 reaktiviert werden, der die Erkrankung dann zum Ausbruch bringen kann.
Dabei werden die sensibilisierten T-Zellen, nachdem sie die Blut-Hirn-Schranke
durchwandert haben, erneut aktiviert, um schlie3lich einen Entzindungsprozel3 gegen
Proteine der Myelinscheide in Gang zu setzten. An diesem Entziindungsprozel3 sind
verschiedene Mediatoren, Zytokine und Adhasionsmolekille in einem komplexen
Zusammenspiel beteiligt, wobei die Regulation dieses "Netzwerkes" sowie auch die einzelne
Wirkungsweise bislang nicht vollstandig geklart ist.

Daher gilt der Erforschung des neuroimmunologischen Geschehens sowie der Entwicklung
neuer Therapiekonzepte ein besonderes Interesse.

Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede im zeitlichen Verlauf der immunologischen Parameter
(2ytokine und Adhéasionsmolekiile) zwischen der Therapiegruppe und der Gruppe der nicht
behandelten MS-Patienten zu ermitteln, um so eine méglichen Einflul3 von Interferon-beta 1b
auf die Regulation derselben und auf das immunologische Geschehen bei Multipler Sklerose
ziehen zu konnen. Zusatzlich wurde gepruft ob, eine Korrelation zwischen der Konzentration
der Immunparameter im Serum und der klinischen sowie auch subklinischen, in der MRT
objektivierbaren, Aktivitat der Erkrankung besteht.

Dabei sollte der Frage nachgegangen werden, ob die untersuchten Zytokine und
Adhésionsmolekiile als prognostische Marker oder als Parameter der Krankheitsaktivitat
dienen koénnen, um so eine Aussage Uber den zeitlichen Verlauf der Erkrankung und den
erwinschten Therapieerfolg treffen zu kénnen.

68 Patienten mit schubférmig-remittierender Multipler Sklerose und mindestens 2
Krankheitsschiiben im Jahr vor Beginn der Studie wurden in diese offene, prospektive und
nicht randomisierte Studie Uber bis zu 24 Monaten beobachtet. 30 Patienten bildeten die mit
Interferon-beta 1b (Betaferona) therapierte Gruppe, die verbleibenden 38 MS-Patienten
bildeten das nicht behandelte Patientenkollektiv. Das Studiendesign sah vierteljahrliche
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klinische Untersuchungen vor, mit Klassifikation des Grades der Behinderung nach dem
EDSS wund Evaluierung von Klinischen Schuben, verbunden mit vierteljahrlich
Blutentnahmen. In halbjahrlichen Abstdanden wurden magnetresonanztomographische
Aufnahmen des Kopfes angefertigt. Die quantitative Messung der Zytokine (TNF-beta, TNF-
RI, TNF-RII, INF-gamma, IL-4, IL-10) und Adh&sionsmolekile im Serum (sICAM-1, sICAM-3,
sVCAM-1) erfolgte mittels kommerzieller ELISA.

Folgende Ergebnisse konnten gefunden werden:

1. Unter Therapie mit Interferon-beta 1b kam es zu einer deutlichen Reduktion der
Schubrate/Jahr (p= 0,03).

2. Die Zeit bis zum Auftreten eines Krankheitsschubes im Studienzeitraum war in der mit
Interferon-beta 1b therapierten Gruppe von MS-Patienten langer als im unbehandelten
Patientenkollektiv (p= 0,20).

3. Die Magnetresonanztomographie zeigte eine signifikante Reduktion der Flache der
Herde (p= 0,00009) in der Therapiegruppe (TO/ T6: m= 1533mm? 955mm?) gegeniiber
dem unbehandelten Kollektiv (TO/ T6: m= 811mm?* 772mm?).

4. Signifikante Reduktion der Anzahl der Herde (p= 0,03) in der Therapiegruppe (TO/ T6:
m= 39/ 36) gegenuber dem unbehandelten Kollektiv (TO/ T6: m= 30/ 31,5).

5. Signifikante Reduktion der Flache (p= 0,01) und Anzahl der Herde mit Gadolinium-
Anreicherung (p= 0,01) in der MRT.

6. Ein signifikanter Unterschied der Serumkonzentrationen zwischen der mit Interferon-beta
1b behandelten Gruppe von MS-Patienten und nicht behandelten Patientengruppe in
bezug auf folgende untersuchten immunologischen Parameter: sSICAM-1(TO/T6: p=
0,0004); sICAM-3 (TO/T6: p= 0,01), TNF-RII (TO/T6: p= 0,001), sowie sVCAM-1 (TO/T5:
p=0,002) und TNF-RI (TO/T5: p=0,01).

7. Die weiterflihrende Analyse der Serumkonzentrationen der Zytokine und
Adhéasionsmolekile zeigte zwischen den beiden Patientenkollektiven weitere signifikante
Unterschiede bei der Betrachtung unterschiedlich langer Zeitintervalle.

8. Die Korrelation der Konzentration im Serum der untersuchten Zytokine bzw.
Adhasionsmolekile mit der klinischen Krankheitsaktivtat, definiert anhand der
Veranderung der jahrlichen Schubrate vor Studienbeginn und im Beobachtungszeitraum,
konnte fur alle untersuchten Zytokine und Adhé&sionsmolekile keine statistisch
signifikanten Ergebnisse aufzeigen.

9. Die Korrelation der Konzentration im Serum der untersuchten Zytokine bzw.
Adhasionsmolekile mit der in der MRT erkennbaren Aktivitat der Erkrankung, bestimmt
durch den linearen Trend "a" der individuellen Veranderungen o. g. MRT-Parameter
mittels  Regressionsanalyse, konnte fur alle untersuchten Zytokine und
Adhasionsmolekile ebenfalls keine statistisch signifikanten Ergebnisse aufzeigen.
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Aus diesen Ergebnissen konnen folgende Schluf3folgerungen gezogen werden:

Diese Studie konnte an einem kleinen Patientenkollektiv zeigen, dal3 es aus klinischer Sicht
unter einer Therapie mit Interferon-beta 1b zu einer Reduktion der Schubrate kommt und
dall das Auftreten eines Krankheitsschubes unter Therapie deutlich verzdgert wird.
Betrachtet man die Veranderungen in der Magnetresonanztomographie, so konnte gezeigt
werden, daf3 es unter der Interferon-Therapie zu einer deutlichen Reduktion der "disease
burden" und der Anzahl der Herde kommt, sowie auch zu einer Reduktion der Anzahl und
Flache der Herde mit Gadolinium-Anreicherung als Ausdruck einer akuten Schrankenstérung
der Blut-Hirn-Schranke.

Die Resultate der vorliegenden Studie sind vergleichbar mit den Ergebnissen, welche in der
Interferon-beta 1b Studie der Phase Ill zur Medikamentenzulassung erzielt wurden, so daf3
prinzipielll auch eine Ubertragbarkeit der hier gewonnenen Erkenntnisse angenommen
werden kann.

Insgesamt konnte hier gezeigt werden, dald es unter einer Therapie mit Interferon-beta 1b zu
einem deutlichen Eingriff in die Regulation der Immunantwort kommt, wobei z.T.
Langzeiteffekte einer Therapie mit Interferon erkennbar scheinen. Unter Interferon-Therapie
kommt es zu einem deutlichen Anstieg der |6slichen Adh&asionsmolekiile im Serum, welches
als ein Zeichen der vermehrten Integritat der BHS angesehen werden kann und somit als ein
protektiver Wirkmechanismus von Interferon-beta 1b gedeutet werden kann. Der in dieser
Arbeit beobachtete deutliche Anstieg der Konzentration der TNF-Rezeptoren, besonders von
TNF-RII, in dem mit Interferon-beta 1b (Betaferon®) behandelten Patientenkollektiv kann
aufgrund der indirekten antiinflammatorischen Wirkung, welche denkbar ist durch, z.B.
Neutralisation des Bindungspartners TNF-beta, der Aktivitat der Erkrankung entgegenwirken
und so den Krankheitsverlauf giinstig beeinflussen. Eine anhaltende Beeinflussung, im Sinn
einer Hochregulation der antiinflammatorischen Zytokine unter Therapie, konnte leider nicht
gezeigt werden.

Mit dieser Arbeit konnten verschiedene Erkenntnisse Uber die komplexe immunologische
Regulation des Entzindungsgeschehens bei Multipler Sklerose und Aspekte des
Wirkungsmechanismus einer Therapie mit Interferon-beta 1b gewonnen werden. Die Frage
nach einem prognostischen Marker der Aktivitdt der Erkrankung und Effizienz einer
Interferon-Therapie konnte jedoch nicht abschlielend beantwortet werden. Hierzu sind
weitere klinische und immunologische Studien notwendig, welche vielleicht auch mit Hilfe
neuer Techniken und eines multivarianten Ansatzes zur Beantwortung dieser Fragen
beitragen kdnnen.

Aus diesem Grund kann zunachst weiterhin auf die klinische Beobachtung des
Krankheitsverlaufes und auf die Beurteilung der Effizienz einer immunmodulatorischen
Therapie anhand klinischer Parameter bzw. MRT-Parameter, z.B. Reduktion der Schubrate
und der "disease burden”, nicht verzichtet werden.
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7 Anhang

7.1 Tabellen

Tabelle 7-1: Expanded Disability Status Scale (EDSS) (Kurtzke Skala)

Punkte: Behinderung:

0,0 Normale neurologische Untersuchung (Grad 0 in allen funktionellen Systemen)

1,0 keine Behinderung, minimale Abnormitat in einem funktionellen System (FS)

1,5 keine Behinderung, minimale Abnormitat in mehr als einem funktionellen System (FS)

2,0 minimale Behinderung in einem FS (ein FS Grad 2, andere 0 oder 1)

2,5 minimale Behinderung in zwei FS (zwei FS Grad 2, andere 0 oder 1)

3,0 mafiggradige Behinderung in einem FS (ein FS Grad 3, andere O oder 1) oder leichte
Behinderung in drei oder vier FS (3 oder 4 FS Grad 2, andere 0 oder 1), aber voll gehféhig

3,5 voll gehfahig, aber mit maRiger Behinderung in einem FS (Grad3) und ein oder zwei FS
Grad 2; oder zwei FS Grad 3; oder funf FS Grad 2 (andere 0 oder 1)

4,0 gehfahig ohne Hilfe und Rast fiir mindestens 500 Meter. Aktiv wahrend 12 Stunden pro Tag
trotz relativ schwerer Behinderung (ein FS Grad 4, andere 0 oder 1)

4,5 gehfahig ohne Hilfe und Rast fur mindestens 300 Meter. Ganztagig arbeitsfahig. Gewisse
Einschrankung der Aktivitat, benotigt minimale Hilfe, relativ schwere Behinderung (ein FS
Grad 4, ubrige 0 oder 1)

5,0 gehféahig ohne Hilfe und Rast fir mindestens 200 Meter. Behinderung schwer genug, um
tagliche Aktivitat zu beeintrachtigen. Ein FS Grad 5, Ubrige 0 oder 1; oder Kombination
niedrigerer Grade, die aber tber die Stufe 4,0 geltenden Angaben hinausgehen.

5,5 Gehfahig ohne Hilfen und Rast fur fir etwa 100 Meter. Behinderung schwer genug um
normale tagliche Aktivitat zu verunmdglichen. (FS -Aquivalente wie Stufe 5,0)

6,0 bedarf intermittierend, oder auf einer Seite konstant, der Unterstitzung (Krticke, Stock,
Schiene) um etwa 100 Meter ohne Rast zu gehen. FS-Aquivalente: Kombination von mehr
als zwei FS Grad 3 plus).

6,5 bendtigt konstant beidsseits Hilfsmittel, um etwa 20 Meter ohne Rast zu gehen. FS-
Aquivalente wie 6,0

7,0 unfahig, selbst mit Hilfe, mehr als 5 Meter zu gehen. Weitgehend an den Rollstuhl
gebunden. Bewegt Rollstuhl selbst und transferiert ohne Hilfe (FS-Aquivalent: Kombination
von mehr als zwei FS Grad 4 plus, selten Pyramidenbahn Grad 5 allein).

7,5 unfahig mehr als ein paar Schritte zu tun. An den Rollstuhl gebunden. Benétigt Hilfe fir
denTtransfer. Bewegt Rollstuhl selbst, vermag nicht den ganzen Tag im Rollstuhl zu
verbringen. Benétigt eventuell motorisierten Rollstuhl (FS-Aquivalente wie 7,0)

8,0 |Weitgehend ans Bett oder Rollstuhl gebunden, pflegt sich weitgehend selbststandig. Meist
guter Gebrauch der Arme (FS-Aquivalente: Kombination meist von Grad 4 plus in
mehreren Systemen)

8,5 Weitgehend ans Bett gebunden, auch wahrend des Tages. Einiger nitzlicher Gebrauch der
Arme, einige Selbstpflege méglich (FS-Aquivalente wie 8,0)

9,0 hilfloser Patient im Bett. Kann essen und kommunizieren (FS-Aquivalente sind
Kombinationen, meist Grad 4 plus).

9,5 Ganzlich hilfloser Patient. Unfahig zu schlucken oder zu kommunizieren (FS-Aquivalente
sind Kombinationen von fast lauter Grad 4 plus.

10,0 |Tod infolge MS.
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Tabelle 7-2: Méglichkeiten der Diagnosestellung nach Poser et al.

Kategorie Schibe Nachweis separater Lasionen
Klinisch paraklinisch | Liguor: OB/IgG

A. Klinisch gesicherte MS

Al 2 2

A2 2 1 1

B. Laborunterstitzt gesicherte MS

Bl 2 1 oder 1 positiv

B2 1 2 positiv

B3 1 1 1 positiv

C. Klinisch wahrscheinliche MS

C1 2 1

C2 1 2

C3 1 1 1

D. Laborunterstitzt wahrscheinliche MS

D1 | 2 | | positiv

Tabelle 7-3: Zusammenstellung charakteristischer Daten der ELISA-Tests nach den
Herstellerangaben

ELISA-Test Intra-Assay- Inter-Assay - untere Nachweis- normale
Préazision Préazision grenze Serumwerte
SD/ SD/ Min./Max.
%CV %CV
IL-10 0,3-1,0/ 0,3-1,7/ > 208 fg/ml
2,375 3,7-7,6
IL-4 0,2-0,7/ 0,3-0,9/ > 0,27 pg/ml
2,7-5,3 4,1-8,6
IFN-gamma 10,5- 52,8 / 11,5- 52,8 / > 4,0 pg/ml
5,2-5,9 6,0- 6,1
TNF-beta / / > 7,0 pg/ml 1,0- 1125 pg/ml
7,3-8,5 8,7-10,6
TNF-RI 7,41/ > 0,06 ng/ml 0,3- 2,9 ng/ml
6,8
TNF-RII 59/ > 0,02 ng/ml 1,9- 8,5 ng/ml
11,0
sVCAM-1 0,7-2,7/ 1,0-4,4/ > 2 ng/ml 395- 714 ng/ml
4,3-5,9 8,5- 10,2
sICAM-1 0,03-0,1/ 0,1-0,3/ >0,1 ng/ml 219- 1042 ng/ml
1,0-2,8 3,9-8,2
sICAM-3 0,1-0,2/ 0,2-0,4/ >0,3 ng/ml 155- 727 ng/ml
0,9-3,5 2,0- 6,3
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Tabelle 7-4: Demographische Daten des Patientenkollektives
Gruppe therapierte nicht therapierte p
Patienten Patienten
Anzahl 30 38
Median 36 34
Alter
Min./ Max. 19-51 18- 57 p= 0,55
Méannlich 12 4
Geschlecht
Weiblich 18 34 p= 0,004*
Erkrankungsdauer in Median 6,4 3
Jahren Min./ Max. 0,9- 35,3 0,1-25,2 p=0,01
Median 2 2
EDSS
Min./ Max. 0-5,0 0-4,0 p=0,10
Beobachtungszeitraum in | Median 24,3 16,3
Monaten Min./ Max. 3,6- 27,8 2,8-31,7 p= 0,004
MRT:"Disease Burden" Median 1533 811
[mm?] zu Beginn Min./ Max. 66/ 21812 0/ 9338 p= 0,003
Median 4,0 3,0
Schubanzahl vor :
: . Min./ Max. 2,0- 70,0 1,0- 14,0 p= 0,005
Studienbeginn
(N=29)** (N=28)**
Schubrate/Jahr vor Median 1 0,8
Studienbeginn Min./ Max. 0,2-25 0,3-3,3 p= 0,60
Median 1,5 1,0
Schubanzahl im :
. Min./ Max. 0-4,0 0- 3,0
Beobachtungszeitraum
(N=29)** (N=28)**
Schubrate/Jahr im Median 1,0 1,54
Beobachtungszeitraum Min./ Max. 0-2,9 0-4,3
Die statistischen Analyse erfolgte unter Anwendung des Wilcoxon-Test
* Chi-Square-Test.
** Nur Patienten mit > 1 Jahr Beobachtungsdauer
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Tabelle 7-5: Deskriptive Statistik der Konzentrationen der immunlogischen Parameter im

Blut.
Gruppe therapierter MS-Patienten
Parameter Zeitpunkt
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

SICAM-1 n 30 30 27 28 22 18 14
ng/ml Median 531 659 608 633 578 570 697

Min./Max. 340/1351 | 242/1336 | 440/1599 | 385/2640 | 359/1022 | 329/1069 |502/1156
SICAM-3 [n 30 30 28 28 21 18 14
ng/ml Median 296 297 301 290 339 285 340

Min./Max. 171/544 64/554 155/450 163/517 187/971 200/652 195/699
SVCAM-1 [n 30 30 28 28 22 18 14
ng/ml Median 703 1047 902 934 884 975 950

Min./Max. 472/1361 | 467/1981 | 489/1693 | 552/1536 | 625/1415 | 636/1928 | 498/1579
IL-10 n 30 30 28 28 22 18 13
pa/ml Median 1,5 1,7 1,7 1,4 1,3 1,2 1,9

Min./Max. 0,2/23,7 02/17,4 0/13 0/11 0,2/11,9 0/21,1 0,1/5
IL-4 n 24 24 23 24 19 18 13
pg/ml Median 0 0 0 0 0 0 0

Min./Max. 0/6,6 0/2,2 0/8,8 0/4,8 0/1,7 0/0,2 0/0,2
IFN-g n 26 26 25 26 20 17 13
pg/ml Median 0 0 0 0 0 0 0

Min./Max. 0/402 0/436 0/376 0/375 0/393 0/74 0/171
TNF-beta | n 30 30 28 28 22 17 14
pg/ml Median 13,3 14,3 8,9 11,6 6,9 4 9,9

Min./Max. 0,7/152 0,6/132 0/122 1/112 0/174 1,6/142 1,5/97
TNF-RI n 30 30 28 28 21 18 14
ng/ml Median 1 1,1 1 1 1,4 14 1,3

Min./Max. 0,5/2,6 0,5/10,5 0,5/2,2 0,5/2,6 0,7/2,6 0,6/2,1 0,7/12,4
TNF-RII n 30 30 28 28 21 18 14
ng/ml Median 2,3 2,5 2,7 2,7 3,6 34 3,6

Min./Max. 1,2/19,8 1,5/14,1 1,2/11,7 1,2/11,5 1,2/10,4 2/6 2,2/9,2
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Tabelle 7-6: Deskriptive Statistik der Konzentrationen der immunlogischen Parameter im

Blut.
Gruppe nicht therapierter MS-Patienten
Parameter Zeitpunkt
TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
SICAM-1 |n 38 33 36 27 19 12 9
ng/ml Median 570 557 551 569 570 580 466
Min./Max. | 234/1184 | 376/947 295/883 382/929 388/986 422/740 | 386/687
SICAM-3 |n 37 33 34 26 19 13 10
ng/ml Median 270 268 284 247 233 260 243
Min./Max. 107/618 156/625 156/862 179/971 187/771 197/439 | 198/445
sVCAM-1 |n 38 33 35 27 19 13 10
ng/ml Median 681 662 681 612 561 651 644
Min./Max. | 400/1168 | 440/1422 | 330/1325 | 344/985 | 376/1102 | 460/1270 | 353/970
IL-10 n 37 32 32 26 18 13 10
pg/mli Median 1,6 1,1 1,6 0,9 1,2 2,0 1,9
Min./Max. 0/58,7 0/59,2 0/231 0/84,5 0/115 0,2/4,9 0/3,3
IL-4 n 23 21 22 14 12 4 8
pg/ml Median 0 0 0 0 0 0 0
Min./Max. 0/3 0/1,5 0/1,5 0/2,5 0/0 0/0,3 0/0,3
IFN-g n 33 29 29 20 16 10 8
pa/mli Median 0 0 0 0 0,1 0 0,6
Min./Max. 0/321 0/115 0/138 0/135 0/217 0/37 0/33
TNF-beta |[n 38 33 34 27 19 13 10
pg/ml Median 8,5 9,9 10 9,2 7,3 11,1 9,6
Min./Max. 0,8/97 0/92 0/121 0,8/137 0,4/118 0,4/50 0,5/39
TNF-RI n 38 33 34 27 19 13 10
ng/ml Median 1,5 1,4 1,3 1,4 1,4 1,2 1,5
Min./Max. 0,5/2,1 0,7/2,2 0,7/2,3 0,7/1,9 0,6/2,2 0,7/2,1 0,9/2,2
TNF-RII n 38 33 34 27 19 13 10
ng/ml Median 3,2 3,2 3,2 3,3 3,6 2,9 3,4
Min./Max. 1,5/9,2 1,3/7,8 1,4/7,6 1,7/7,4 1,9/7,5 1,9/7,2 2,4/4,6
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Zeitpunktsweise Tests auf Unterschiede (p) der Serumkonzentrationen von Zytokinen in der
Behandlungsgruppe und der unbehandelten Gruppe von MS-Patienten

Tabelle 7-7: sSICAM-1

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
P 0,02 0,10 0,25 0,4 0,73 0,0004
Zeitpunkt T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
p 0,51 0,52 0,24 0,05 0,06
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,96 0,62 0,23 0,003
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,60 0,33 0,02
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,32 0,29
Zeitpunkte T5-T6
p 0,77

Tabelle 7-8: sSICAM-3

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
p 0,78 0,71 0,94 0,21 0,82 0,01
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
p 0,53 0,83 0,30 0,64 0,02
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,77 0,19 0,94 0,01
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,29 0,72 0,03
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,25 0,39
Zeitpunkte T5-T6
p 0,03
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Tabelle 7-9: sVCAM-1

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
p 0,00006 0,05 0,0001 0,000006 0,002 0,14
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
P 0,02 0,96 0,29 0,79 0,56
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,04 0,62 0,23 0,69
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,27 0,85 0,56
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,26 0,29
Zeitpunkte T5-T6
p 0,77
Tabelle 7-10: TNF-RI

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
p 0,41 0,52 0,32 0,02 0,01 0,95
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
p 0,96 0,52 0,08 0,02 0,99
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,61 0,09 0,03 0,79
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,31 0,14 0,44
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,68 0,07
Zeitpunkte T5-T6
p 0,05
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Tabelle 7-11: TNF-RII

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
p 0,0003 0,02 0,04 0,005 0,0007 0,001
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
p 0,33 0,63 0,51 0,15 0,26
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,65 0,24 0,05 0,09
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,39 0,16 0,24
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,55 0,57
Zeitpunkte T5-T6
p 0,89
Tabelle 7-12: TNF-beta

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
p 0,62 0,06 0,76 0,36 0,23 0,75
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
p 0,06 0,78 0,36 0,19 0,77
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,10 0,93 0,68 0,23
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,24 0,24 0,74
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,54 0,33
Zeitpunkte T5-T6
p 0,04
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Tabelle 7-13: IL-4

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
p 0,79 0,43 0,86 0,35 0,55 0,23
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
p 0,56 0,73 0,27 0,59 0,23
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,45 0,12 0,75 0,52
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,57 0,30 0,13
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,26 0,02
Zeitpunkte T5-T6
p 0,23
Tabelle 7-14: IL-10

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-T5 TO-T6
P 0,004 0,43 0,15 0,61 0,23 0,86
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
p 0,08 0,45 0,03 0,01 0,27
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,64 0,39 0,07 0,72
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,21 0,03 0,62
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,32 0,88
Zeitpunkte T5-T6
p 0,23




Anhang 118
Tabelle 7-15: INF- gamma

Zeitpunkte TO-T1 TO-T2 TO-T3 TO-T4 TO-TS TO-T6
p 0,64 0,05 0,86 0,21 0,86 0,28
Zeitpunkte T1-T2 T1-T3 T1-T4 T1-T5 T1-T6
P 0,004 0,87 0,31 0,73 0,43
Zeitpunkte T2-T3 T2-T4 T2-T5 T2-T6
p 0,03 0,006 0,35 0,04
Zeitpunkte T3-T4 T3-T5 T3-T6
p 0,33 0,77 0,35
Zeitpunkte T4-T5 T4-T6
p 0,28 0,86
Zeitpunkte T5-T6
p 0,10
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Tabelle 7-16: Deskriptive Statistik zur MRT-Auswertung
Gruppe nicht therapierter MS-Patienten
Parameter Zeitpunkt
TO T2 T4 T6

Anzahl n 35 19 10 8

Median 30 24 24 31,5
Anzahl der Herde

Min./Max. 0/92 0/71 3/71 3/72
Al G Median 0 0 0 0
SMEISIEITIET WERE e e 0/6 0/5 0/2 0/3
Anzahl der Herde mit Median 0 0 0 0
Odem Min./Max. 0/4 0/0 0/0 0/0
Anzahl der Herde mit Median 0 0 0 0
Gd.-Anreicherung u.
Odem Min./Max. 0/3 0/0 0/0 0/2

Median 0 3 2,5 55
Anzahl neuer Herde

Min./Max. 0/0 0/22 1/22 0/17
Al S Median 0 10 8,5 14,5
vergroRernder Herde v maax. 0/0 0/36 2/28 1/53
Anzahl sich Median 0 8 8,5 6
verkleinernder Herde |\ iviax, 0/0 0/24 0/26 2/16
Anzahl verschwundener Median 0 2 15 3,5
Herde Min./Max. 0/0 0/13 0/9 0/9
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Tabelle 7-17: Deskriptive Statistik zur MRT-Auswertung.
Gruppe nicht therapierter MS-Patienten
Parameter Zeitpunkt
TO T2 T4 T6

Anzahl n 35 19 10 8

Median 811 620 590 772
Flache [mm?] der Herde

Min./Max. 0/9338 0/9171 34/3088 2714758
Flache [mm?] Gd.- Median 0 0 0 0
anreichernder Herde |y oy 0/3632 0/758 075 0/167
Flache [mm?] der Herde Median 0 0 0 0
mit Odem Min./Max. 0/192 0/0 0/0 0/0
Flache [mm?] der Herde |y1edian 0 0 0 0
mit Gd.-Anreicherung u.
Sdem Min./Max. 0/763 0/0 0/0 0/162
Herde Min./Max. 0/0 0/346 3/1300 0/205
vergroBernder Herde |\ Max 0/0 0/743 1/407 1/1127
verkleinernder Herde |y /vjax 0/0 0/431 0/217 8/136
verschwundener Herde |y uo Max 0/0 0/153 0/95 0/113
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Tabelle 7-18: Deskriptive Statistik zur MRT-Auswertung.
Gruppe therapierter MS-Patienten
Parameter Zeitpunkt
TO T2 T4 T6

Anzahl n 30 25 19 12

Median 39 42 45 36
Anzahl der Herde

Min./Max. 1/77 1/72 1/63 1/62
Al G Median 0 0 0 0
SMEISIEITIET WERE e e 0/9 0/6 0/4 0/3
Anzahl der Herde mit Median 0 0 0 0
Odem Min./Max. 0/1 0/ 0/0 0/0
Anzahl der Herde mit Median 0 0 0 0
Gd.-Anreicherung u.
Odem Min./Max. 0/4 0/1 0/1 0/0

Median 0 3 4 3
Anzahl neuer Herde

Min./Max. 0/0 0/27 0/19 0/18
Al S Median 0 12 15 15,5
vergroRernder Herde v maax. 0/0 0/26 027 1/28
Anzahl sich Median 0 20 17 17
verkleinernder Herde |\ iviax, 0/0 1/49 1/37 0/29
Anzahl verschwundener Median 0 3 4 5,5
Herde Min./Max. 0/0 0117 023 017
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Tabelle 7-19: Deskriptive Statistik zur MRT-Auswertung.
Gruppe therapierter MS-Patienten
Parameter Zeitpunkt
TO T2 T4 T6

Anzahl n 30 25 19 12

Median 1533 1234 1102 955
Flache [mm?] der Herde

Min./Max. 66/21812 52/21087 42/22413 46/2749
Flache [mm?] Gd. Median 0 0 0 0
anreichernder Herde |y oy 0/2834 0/812 0/553 0/135
Flache [mm?] der Herde Median 0 0 0 0
mit Odem Min./Max. 0/106 0/222 0/0 0/0
Flache [mm?] der Herde |y1edian 0 0 0 0
mit Gd.-Anreicherung u.
Sdem Min./Max. 0/424 0/300 0/58 0/0
Herde Min./Max. 0/0 0/379 0/259 0/251
vergroRernder Herde |y /Max. 0/0 0/1224 0/2196 4/385
verkleinernder Herde |y u Max 0/0 11/3307 1/870 0/657
verschwundener Herde | uy Max 0/0 0/496 0/272 0/233
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Tabelle 7-20: Statistische Analyse der Unterschiede zwischen der Behandlungsgruppe und

der nicht therapierten Gruppe von MS-Patienten bzgl. der untersuchten MRT-Parameter Uber

18 Monate

MRT-Parameter p-Wert
Flache der Herde [mm?] 0,00009
Anzahl der Herde 0,03
Flache der Herde [mm?] mit Gadolinium- 0.01
Anreicherung
Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung 0,01
Flache der Herde [mm?] mif Gadolinium- 016
Anreicherung und Odem
Anzahl der Herde mit Gadolinium-Anreicherung und 0.13

Odem
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Tabelle 7-21. Statistische Analyse der Serumwerte der untersuchten Zytokine und
Adhasionsmolekile nach Einteilung der mit Interferon-beta 1b therapierten Patienten nach
dem Klinischen Kriterium "Schubrate/Jahr".

Test auf Responder/ Non-Responder unter Therapie

Zytokin/ p-Wert
Adhasionsmolekdl

SICAM-1 0,05
SICAM-3 0,81
sVCAM1 0,15
IL-10 0,14
IL-4 0,94
IFN-gamma 0,40
TNF-beta 0,64
TNF-RI 0,53
TNF-RII 0,52

Responder: Schubrate/Jahr< Schubrate vor Studienbeginn; N= 14

Non-Responder: Schubrate/Jahr > Schubrate vor Studienbeginn; N= 15
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Tabelle 7-22: Statistische Analyse der Serumwerte der untersuchten Zytokine und
Adhéasionsmolekile nach Einteilung der mit Interferon-beta 1b therapierten Patienten nach
dem linearen Trend mittels Regressionsanalyse bzgl. der Veranderungen im MRT.

Test auf Responder/ Non-Responder unter Therapie

Zytokin/AM  |SICAM-1|sICAM-3 [sVCAM-| IL-10 INF- TNF- | TNF-RI | TNF-RII

1 gamma | beta
MRT
Anzahl der 0,69 0,74 0,99 0,59 0,96 0,99 0,95 0,78
Herde
Flache der

2 0,73 0,04 0,89 0,77 0,98 0,9 0,94 0,88
Herde [mm?]

Anzahl der
Herde mit
Gadolinium-
Anreicherung

0,53 0,84 0,87 0,87 0,91 0,93 0,44 0,22

Flache der
Herde [mm?]
mit 0,53 0,84 0,87 0,87 0,91 0,93 0,44 0,22
Gadolinium-
Anreicherung

Anzahl der
Herde mit 0,9 0,98 0,83 0,12 0,96 0,72 0,43
Odem

Flache der
Herdq [mm?] 0,9 0,98 0,83 0,96 0,72 0,43
mit Odem

Anzahl der

Herde mit
Gadolinium- 0,92 0,66 0,6 0,09 0,89 0,93 0,73 0,95
Anreicherung

und Odem

Flache der
Herde [mm?]
mit
Gadolinium-
Anreicherung
und Odem

0,97 0,77 0,8 0,01 0,97 0,93 0,5 0,9

Response: MRT-Variable = 1 (positive Tendenz)
Non- Response: MRT-Variable < 0 (negative Tendenz)
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7.2 Graphiken

Abbildungen 3.40- 3.98 zeigen die Korrelation der Konzentration der Zytokine bzw.
Adhéasionsmolekile mit der Aktivitat der Erkrankung anhand der MRT und nach Einteilung

der Behandlungsgruppe in Responder und Non-Responder

Abb. 3.40: sICAM-1/ Number of lesions

Abb. 3.41: sICAM-3/ Number of lesions
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Abb. 3.46: IL-4/ Number of lesions

Abb. 3.47: IL-10/ Number of lesions
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Abb. 3.52: sICAM-1/ Number of
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Abb. 3.53: sICAM-3/ Number of lesions +

Gd.enhancement
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Abb. 3.58: IL-4/ Number of lesions +|Abb. 3.59: IL-10/ Number of Ilesions +
Gd.enhancement Gd.enhancement
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Abb. 3.64: sICAM-1/ Number of lesions + edema

Abb. 3.65: sICAM-3/ Number of lesions + edema
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Abb. 3.66: sVCAM-1/ Number of lesions + edema

Abb. 3.67: TNF-beta/ Number of lesions + edema
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Abb. 3.68: TNF-RI/ Number of lesions + edema

Abb. 3.69: TNF-RII/ Number of lesions + edema
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Abb. 3.70: IL-10/ Number of lesions + edema

Abb. 3.71: IFN-g/ Number of lesions + edema
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Abb. 3.72: sICAM-1/ Area of lesions + edema

Abb. 3.73: sICAM-3/ Area of lesions + edema
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Abb. 3.74: sVCAM-1/ Area of lesions + edema

Abb. 3.75: TNF-beta/ Area of lesions + edema
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Abb. 3.76: TNF-RI/ Area of lesions + edema

Abb. 3.77: TNF-RII/ Area of lesions + edema
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Abb. 3.81: sICAM-1/ Number of lesions +|Abb. 3.82: sICAM-3/ Number of lesions +
Gd.enhancement + edema Gd.enhancement + edema
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Abb. 3.87: IL-4/ Number of lesions +|Abb. 3.88: IL-10/ Number of Ilesions +
Gd.enhancement + edema Gd.enhancement + edema
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Abb. 3.93: sVCAM-1/ Area of lesions +

Gd.enhancement + edema

Abb. TNF-beta/ Area of

Gd.enhancement + edema
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7.3 Protokolle

7.3.1 Protokoll zur Durchfiihrung des sICAM-1 und des sICAM-3 ELISA

1. Herstellung der Wasch-Losung: 10 ml des konzentrierten Puffers mit 2 Liter Aqua
bidest. auffillen.

2. Die Standard-Puffer-Lésung wurde durch 10fache Verdiinnung des konzentrierten
Standardpuffers mit Aqua bidest. hergestellt.

3. Standard und Kontrollen wurden durch Auflésen mit 1 bzw. 0,3 ml Aqua bidest.
hergestellt.

4. Herstellung der Standard-Verdinnungsreihe: Die Standardproben (SICAM-1: c= 8
ng/ml, sICAM-3: c= 20 ng/ml) wurden jeweils 1:2 verdunnt bis zu einer Konzentration
von 0,25 ng/ml (sICAM-1) bzw. 0,62 ng/ml (SICAM-3). Als Nullwert ("Blank") diente die
Standardpuffer-Lésung.

5. Die zu messenden Serumproben wurden 1:50 (SICAM-3) und 1:100 (sICAM-1) mit
Standardpuffer-Losung  verdunnt. Die Kontrollen wurden entsprechen der
Herstellerangaben verdinnt.

6. Es wurden 100 ul Standardpuffer-Losung in jedes Well pipettiert.

7. Herstellung der Antikdrper-Losung durch Verdinnung von 240 pl der biotinylierten
Antikorper-Lésung mit 6360 pl spezifischer Verdinnungslosung.

8. Die Proben, Standards und Kontrollen wurden in Doppelbestimmungen zu je 100pl in
die Wells der Mikrotitierplatte pipettiert und mit je 50 pl Antikérper-Losung bei
Raumtemperatur inkubiert (SICAM-1: 3 Stunden; sICAM-3: 18 Stunden).

9.  Dreimaliges Waschen der Proben.

10. Praparation der Enzym-LOosung durch Auflosen von 150 pl der Streptavidin-HRP-
L6sung in 10 ml spezifischer Verdinnungslésung.

11. Es wurden jeweils 100 pl Enzym-L6sung pro Well pipettiert, erneut fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end erneut 3 mal gewaschen.

12. Pipettieren von 100 pl TMB-Farbsubstrat-Losung und 20 Minuten Inkubation unter
Lichtausschluf3 bei Raumtemperatur.

13. Stoppen der Farbreaktion durch pipettieren von 100 pl 1,8 N H, SO, in jedes Well.

14. Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices,
USA) bei 450 und 620 nm.
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7.3.2

10.

Protokoll zur Durchfiihrung des sVCAM-1 ELISA

Herstellung der Wasch-Lésung: Verdinnung von 20 ml der konzentrierten Lésung mit
480 ml Agua bidest..

Praparation des sVCAM-1 Konjugat-Konzentrats: Mischen von 250 pl der
konzentrierten Antikorper-Lésung mit 11 ml der spezifischen Verdinnungs-Ldsung.
Pipettieren von 100 pl sVCAM-1 Konjugat-Ldsung in jedes Well.

Herstellung der Standard-Verdinnungsreihe: Direkt vor Gebrauch Verdinnung der
sVCAM-1 Standards (gebrauchsfertige Konzentrationen von ¢=75,78 ng/ml bis c= 0
ng/ml) mit je 800 ul Agua bidest..

Verdinnung der sVCAM1-Kontrolle mit 500 pl Aqua bidest. und weitere 50fache
Verdinnung der Kontrollen und der Serumproben mit der Probenverdiinnungs-LAsung.
Pipettieren von je 100 ul Standard, Kontrolle und Proben in Doppelbestimmung in
jedes Well und Inkubation bei Raumtemperatur fir 1Stunde und 30 Minuten.
Automatisiertes Waschen der Mikrotitierplatte mit 300 pl pro Well verdinnter Wasch-
Losung. Sechsmalige Wiederholung des Waschvorganges. Nach dem letzten
Waschvorgang vorsichtiges Abschlagen noch verbleibender Flussigkeit von der
Mikrotitierplatte.

Sofortiges Hinzuftigen von 100 pl der gebrauchsfertigen Substrat-Losung in jedes Well
und Inkubation der abgedeckten Platte bei Raumtemperatur fur 20 Minuten.

Pipettieren von 100 ul der gebrauchsfertigen Stopp-L&sung (Saure) in jedes Well.
Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices,
USA) bei 450 und 620 nm.
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7.3.3

10.

11.
12.

13.
14.

Protokoll zur Durchfihrung des IL-10 ultra-sensitive und des IL-4 ultra-
sensitive ELISA

Herstellung der Wasch-Losung: 25fache Verdunnung der konzentrierten Wasch-
L6sung mit Aqua bidest..

Verdinnung des konzentrierten Standards mit der spezifischen Standard-
Verdunnungs-Losung nach den Anweisungen auf den jeweiligen Labeln (IL-10: c=
5000 pg/ml; IL-4: c= 2500 pg/ml). In mehreren Schritten weitere 100fache Verdiinnung
bis zu einer Konzentration von 50 pg/ ml (IL-10) bzw. 25 pg/ml (IL-4).

Herstellung der Standard-Verdunnungsreihe: Die Standardproben wurden jeweils 1:2
verdunnt bis zu einer Konzentration von 0,39 pg/ml. Als Nullwert diente die
Standardpuffer-Lésung.

Wells, die fur den "Blank-Wert" vorgesehen sind, bleiben leer.

Pipettieren von je 100 pl Standard und Proben in Doppelbestimmung in jedes Well und
Inkubation (IL-10: im Inkubator fir 3 Stunden; IL-4: bei Raumtemperatur fir 1 Stunde
und 30 Minuten).

Automatisiertes Waschen der Mikrotitierplatte mit 400 pl pro Well der Wasch-Loésung.
Sechsmalige Wiederholung des Waschvorganges. Nach dem letzten Waschvorgang
vorsichtiges Abschlagen noch verbleibender Flussigkeit von der Mikrotitierplatte.
Hinzuftigen von 100 ul der Antikdrper-Losung in jedes Well und erneute Inkubation der
abgedeckten Platte bei Raumtemperatur fur 1 Stunde.

Wiederholung des oben beschriebenen Waschvorganges.

Herstellung der Enzymlésung: Verdinnung der 100fach konzentrierten LOsung
(Streptavidin-HRP) mit der spezifischen Verdinnungs-L6sung nach Angaben des
Herstellers.

Pipettieren von 100 pl der verdiinnten Enzym-L6sung in jedes Well und Inkubation der
abgedeckten Platte bei Raumtemperatur (IL-10: 1 Stunde; IL-4: 30 Minuten).
Wiederholung des oben beschriebenen Waschvorganges

Hinzufigen von 100 pl der Farbsubstrat-Losung in alle Wells und erneute Inkubation
der abgedeckten Platte unter Lichtausschluf3 und bei Raumtemperatur fir 30 Minuten.
Pipettieren von 100 ul der gebrauchsfertigen Stopp-Ldsung (Saure) in alle Wells.
Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices,
USA) bei 450 und 620 nm. Als Referenzwert dient der "Blank-Wert", der sich aus der
Farbsubstrat-Losung und der Stopp-Losung zusammensetzt.
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734 Protokoll zur Durchfihrung des IFNjgamma ELISA

1. Herstellung der Wasch-Losung: 25fache Verdiinnung des Konzentrats mit Aqua bidest.
auf 2,5 Liter.

2. Verdinnung des konzentrierten Standards mit der spezifischen Standard-
Verdinnungs-Losung nach den Anweisungen auf dem Labeln (c= 5000 pg/ml ). In
mehreren Schritten weitere 50fache Verdinnung bis zu einer Konzentration von 1000
pg/ml.

3. Herstellung der Standard-Verdinnungsreihe: Die Standardproben wurden jeweils 1.2
verdinnt bis zu einer Konzentration von 8,0 pg/ml. Als Nullwert dient die Standard-
Verdinnungs-LoAsung.

4, Pipettieren von 100ul Standard-Verdinnungs-Losung in Doppelbestimmung als

Nullwert.

Wells, die fur den "Blank-Wert" vorgesehen sind, bleiben leer.

Pipettieren von je 50 pl Standard und Proben in Doppelbestimmung in jedes Well.

Hinzufigen von 50 pl der biotinylierten Antikorper-Losung in jedes Well.

Inkubation der abgedeckten Platte bei Raumtemperatur fir 1 Stunde und 30 Minuten.

Automatisiertes Waschen der Mikrotitierplatte mit 400 pl pro Well verdinnter Wasch-

Losung. Viermalige Wiederholung des Waschvorganges. Nach dem letzten

Waschvorgang vorsichtiges Abschlagen noch verbleibender Flussigkeit von der

Mikrotitierplatte.

10. Herstellung der Enzym-Loésung (Streptavidin-HRP): 100fache Verdinnung der
konzentrierten Losung entsprechend der Herstellerempfehlung mit der spezifischen
Verdinnungs-LAsung.

11. Pipettieren von 100 pl der Enzym-LOosung in jedes Well und Inkubation der
abgedeckten Platte bei Raumtemperatur fur 45 Minuten.

12.  Wiederholung des oben beschriebenen Waschvorganges.

13. Hinzufigen von 100 pl der Farbsubstrat-Losung (TMB-LOsung) in alle Wells
(einschlieBlich des "Blank-Wells") und Inkubation der abgedeckten Platte unter
Lichtausschluf® bei Raumtemperatur fir 30 Minuten.

14. Pipettieren von 100 pl der gebrauchsfertigen Stopp-LOosung (Saure) in alle Wells.

15. Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices,
USA) bei 450 und 620 nm. Als Referenzwert dient der "Blank-Wert", der sich aus der
Farbsubstrat-Losung und der Stopp-LOsung zusammensetzt.
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7.35 Protokoll zur Durchfiihrung des TNF-beta ELISA

1. Herstellung der Wasch-Lésung: 20fache Verdunnung der konzentrierten Wasch-
Lésung mit Aqua bidest. auf 1,0 Liter.

2. Verdinnung des konzentrierten Standards nach den Angaben des Herstellers mit der
gebrauchsfertigen Standard-Verdinnungs-L&sung (c= 1000 pg/ml).

3.  Herstellung der Standard-Verdunnungsreihe: Die Standardproben wurden jeweils 1:2
verdinnt bis zu einer Konzentration von 8,0 pg/ ml. Als Nullwert diente die Standard-
Verdinnungs-LAsung.

4.  Automatisiertes Waschen der Mikrotitierplatte mit 300 pul Wasch-Lésung pro Well.
Zweimalige Wiederholung des Waschvorganges. Nach dem letzten Waschvorgang
vorsichtiges Abschlagen noch verbleibender Flissigkeit von der Mikrotitierplatte.

5. Pipettieren von 100 pl Standard-Verdinnungs-Ldsung in Doppelbestimmung.

Pipettieren von 100 pl Standard und Proben in Doppelbestimmung in jedes Well.

7. Praparation der "Assay-Buffer"-Losung durch Verdiinnung des Konzentrats mit Aqua
bidest. nach den Herstellerangaben und Erstellung der Enzym-Lésung (HRP-
Streptavidin) durch 100fache Verdinnung konzentrierten Losung mit der "Assay-
Buffer"-Losung.

8. Pipettieren von 50 pl der Enzym-L6sung in alle Wells und Inkubation der abgedeckten
Platte bei Raumtemperatur fir 4 Stunden auf einem Rotator bei 100 rpm..

0. Erneutes dreimaliges automatisiertes Waschen der Mikrotitierplatte.

10. Praparation der Farbsubstrat-Losung (TMB-LOsung) unter Lichtausschlu3: Mischen
von 6 ml der Farbsubstrat-Loésung 1 mit 6 ml der Farbsubstrat-Losung 2.

11. Pipettieren von 100 pul der so erstellten TMB-Ldsung in jedes Well und Inkubation der
abgedeckten Platte unter Lichtausschlu bei Raumtemperatur fur 15 Minuten auf
einem Rotator bei 100 rpm..

12. Herstellung der Stopp-LOosung: 2 ml konzentrierte 36N Schwefelsaure werden mit 16 ml
destilliertes Wasser verdunnt.

13. Pipettieren von 100 ul der 4N H, SO, -Saure in alle Wells.

14.  Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices,
USA) bei 450 und 620 nm.

o
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7.3.6

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.

Protokoll zur Durchfiihrung des sTNF-R I/ STNF-R Il ELISA

Herstellung der Wasch-Lésung: 10 ml der konzentrierten Wasch-Lésung mit 2,0 Liter
Aqua bidest. auffullen.

Herstellung der Losung A : Verdinnung der konzentrierten Losung in 6 ml destilliertes
Wasser.

Verdinnung der sTNF-RI und sTNF-RII-Kontrollen mit 2 ml Aqua bidest..

Verdinnen der konzentrierten Standard-Lésung mit 0,5 ml Aqua bidest. und weitere
40fache Verdinnung der Standar-Losung mit Losung A .

Herstellung einer Standard-Verdiunnungsreihe: Die Standardproben wurden jeweils 1:2
verdinnt, durch pipettieren von 0,500 pl Standard und 0,500 pl der Lésung A (STNF-
RI: c= 11,6 ng/ml; sSTNF-RII: c= 12,5 ng/ml). Als Nullwert diente die Lésung A.
Pipettieren von 50 pl der gebrauchsfertigen Losung B in alle Wells.

Pipettieren von 200 ul Standard, Kontrollen und Proben in Doppelbestimmung in jedes
Well.

Hinzugeben von 50 ul der gebrauchsfertigen sTNF-RI HRP-Enzymldsung in alle Wells
und Inkubation der abgedeckten Platte bei Raumtemperatur fir 2 Stunden auf einem
Rotator bei 300 rpm..

Automatisiertes Waschen der Mikrotitierplatte mit 400 pl pro Well verdinnter Wasch-
Losung. Dreimalige Wiederholung des Waschvorganges. Nach dem letzten
Waschvorgang vorsichtiges Abschlagen noch verbleibender Flissigkeit von der
Mikrotitierplatte.

Hinzufigen von 200 pl der Farbsubstrat-Losung (TMB-LOsung) in jedes Well und
erneute Inkubation der abgedeckten Platte unter Lichtausschlul3 bei Raumtemperatur
far 30 Minuten auf einem Rotator bei 300 rpm..

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices,
USA) bei 650 nm und als Referenzfilter 450nm.

Pipettieren von 100 ul der gebrauchsfertigen Enzym (HRP)-Killer-Losung in alle Wells
und Inkubation wie oben beschrieben.

Wiederholung des oben beschriebenen Waschvorgangs.

Pipettieren von 100 pl Losung A in alle Wells und hinzugeben von 100 pl sTNF-RII-
HRP-Enzymldsung in alle Wells.

Inkubation der abgedeckten Platte unter Lichtausschlu3 bei Raumtemperatur fur 60
Minuten auf einem Rotator bei 300 rpm..

Wiederholung des oben beschriebenen Waschvorgangs.

Hinzufiigen von 200 pl der TMB-Farbsubstrat-Losung in alle Wells und Inkubation der
abgedeckten Platte unter Lichtausschlu bei Raumtemperatur fur 15 Minuten auf
einem Rotator bei 300 rpm..

Pipettiren von 100 pul der gebrauchsfertigen Stopp-L&sung in alle Wells.

Automatisierte Messung der Extinktion mit dem Spektrometer (Fa. Molecular Devices,
USA) bei 450 nm und als Referenzfilter 650nm.
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7.4 Herstellernachweis
ELISA-Test
1. Combo sTNF-RI/ sTNF-RII
2. hu IFN-gamma,
hu IL-10 us,
hu IL-4 us
3. Human sVCAM-1
4, s ICAM-1/ s ICAM-3
5. TNF-beta
Gerate
1. Pipetten

a. Variopette-Eppendorf:

2. Probenrdhrchen
a. Nunc Cyro Tube™ Vials:

MEDGENIX
BioSource Europe S.A.

Zoning Industriel
B-6220 Fleurus, Belgium

CYTOSCREEN™- Immunoassay-Kit
BioSource International, Inc.

820 Flynn Road

Camarillo, California 93012 USA

R & D Systems GmbH
Borsigstr.7
65205 Wiesbaden-Nordenstadt, Germany

Diaclone Research

1, Bd A. Fleming

BP 1985

25020 Besancon, France

Bender Med Systems
Bender + Co GmbH,

Dr. Boehringer-Gasse 5-11
P.O. Box 73

1121 Vienna, Austria

Eppendorf Nethler-Hinz GmbH
Im Borkhausenweg 1
22339 Hamburg

Nunc™ Brand Products
Hagenauerstral3e 21 a
65203 Wiesbaden-Bieberich
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b. Cellstar PR-R6hrchen:

3. Zentrifuge
a. Hettich Rotaxia/ RP:

N

. CO, -Inkubator
Cellstar Nunc Intermed:

o

ol

. Automatischer Wascher

(o2}

. Mehrkanalsektrometer

o

\‘

. Automatischer Shaker
Elisa Shaker:

o

Software

1. ELISA-Programme:

Kinetic microplate reader:

Greiner Labortechnik GmbH
Maybachstral3e 2
72636 Frickenhausen

Hettich Zentrifugen
Gartenstraf3e 100
78532 Tuttlingen

Nunc™ Brand Products
Hagenauerstralle 21 a
65203 Wiesbaden-Bieberich

Medgenix Diagnostic
Biosource GmbH

Lise- Meitner Stral3e 4a
40878 Ratingen

Molecular Devices
USA

Medgenix Diagnostic
Biosource GmbH
Lise-Meitner Stral3e 4a
40878 Ratingen

Medgenix Diagnostic
Biosource GmbH
Lise-Meitner StralRe 4a
40878 Ratingen
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7.5

Mg
pl
Abb.
Ag

BHS
bzw.

c

ca.
CD
CT
CVv
d.h.
EAE
EDSS
ELISA
EMD
FAEP
g
GD-DTPA
HLA
HRP
ICAM
IE.
IFN
IFNB

Abklrzungsverzeichnis

Mikrogramm

Mikroliter

Abbildung

Antigen

Antikorper

Blut-Hirn-Schranke
Beziehungsweise

Konzentration

zirka

Diffrenzierungscluster
Computertomogramm

Co-Varianz

das heif3t

Experimentelle Allergische Enzephalomyelitis
Expanded Disability Status Scale
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Encephalomyelitis disseminata
Fruh akustisch evozierte Potentiale
Gramm
Gadolinium-diethylenetriamin-penta-acetic-acid
Histokompatibilitatsantigen
Horseradish Peroxidase
Intercellular Adhesion Molecule
Internationale Einheiten

Interferon

Interferon-beta

Immunglobulin

Interleukin

intravenos

Kapitel

Kilo- Dalton

Kilogramm

Korpergewicht

Kontrastmittel
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LFA
LT

MAG
Max.
MBP
MEP
MHC
Min.
min.
Mio.
ml
mmol
MOG
MRT
MS
ng
NK-Zellen
o.a.
OB

p

Pg
PLP

RNA

rpm

sC.
SD
sog.
SSEP
Std.
Tab.
TE
TGF-3
Th

Leukocyte Function Antigen
Lymphotoxin

Median

Mittelwert

Myelin-assoziierte Glykoprotein
Maximum

basisches Myelinprotein
Motorisch evozierte Potentiale
Major Histocompatibility Complex
Minimum

Minute

Millionen

Milliliter

Milli- Mol
Myelin-Oligodendrozyten-Protein
Magnetresonanztomogramm
Multiple Sklerose

Nanogramm

Naturliche Killerzellen

oben angefihrt

Oligiklonale Banden
Irrtumswahrscheinlichkeit
Pikogramm

Proteolipidprotein
Ribonukleinsaure

Rotation pro Minute

Sekunde

Subkutan
Standardabweichung

sogenannt

Somatosensibel evozierte Potentiale

Stunde

Tabelle

Aussendezeit im MRT
Transforming Growth Factor —3

T-Helferzelle
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TMB
TNF
TNF-R
TR
u.a.
us
VCAM
VEP
VLA
z.B.
ZNS

Tetramethylbenzidin

Tumor Necrosis Factor

Tumor Necrosis Factor Receptor
Relaxationszeit im MRT

unter anderem

ultra-sensitiv

Vascular Cell Adhesion Molecule
Visuell evozierte Potentiale

Very Late Antigen

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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Lebenslauf

Lebenslauf

Personliche Daten: Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:
Konfession:
Staatsangehorigkeit:

Bildungsweq: 1978- 1982
1982- 1991

1991- 1992

1992- 1993

1993- 2000

Prufungen:
1995
1996
1998
2000

Berufliche Tatigkeit:

1998-2000

Jasmin Tofighi
13.05.1972
Wuppertal
ledig
evangelisch
deutsch

Grundschule Hagen-Halden
Ricadrda-Huch-Gymnasium
Hagen, Schulabschluf3 der
Allgemeinen Hochschulreife

Freiwilliges Soziales Jahr beim
Paritatischen  Wobhlfahrtsverband
e.V,, Hagen

Pfelgepraktikum im St. Johannes
Hospital, Hagen

Studium der Humanmedizin,
Justus-Liebig-Universitat, Giel3en

Arztliche Vorpriifung
1. Staatsexamen
2. Staatsexamen
3. Staatsexamen

Studentische Hilfskratft,
Neurologische Klinik der Justus-
Liebig-Universitat, Giel3en,
Arbeitsgruppe: Multiple Sklerose
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11/2000-4/2002

5/2002-1/2003

2/2003

Arztin im Praktikum,
Neurologischen Klinik der Justus-
Liebig Universitat, Giel3en

Wissenschatftliche Mitarbeiterin,
Abteilung fur Neuroradiologie der
Justus-Liebig-Universitat, Giel3en

Wissenschaftliche Mitarbeiterin,
Abteilung fur diagnostische
Radiologie der Justus-Liebig-
Universitat, Giel3en
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