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1 Einleitung

1.1 DasKrankheitsbild Multiple Skler ose

Die Multiple Sklerose ist eine Entmarkungskrankheit, bel der es zu herdférmigen Lasionen in
der weil3en Substanz von Gehirn und Rickenmark kommt. Die im weiteren Verlauf durch
Vernarbung entstehenden ,,sklerosierenden® Plaques gaben der Erkrankung ihren Namen'.
Die Erstbeschreibung des Krankheitshildes geht zuriick bis in das 14. Jahrhundert. So erinnert
die Leidensgeschichte der HI. Lidwina von Schiedam (1380-1433) an die Symptome und den
Verlauf einer Multiplen Sklerose?. Seit Cruveilhier um das Jahr 1835 eine mégliche Ursache

Abbildung 1.1: HI. Lidwina von Schiedam (Holland, 1380-1433; Quelle:
Informationsmaterial der Multiple Sclerosis Society of Ireland)

im Unterdriicken des Schwitzens sah®, wurden viele Vermutungen tber die Atiologie
angestellt, die allerdings bis heute nicht vollstandig geklart werden konnte. Charcot beschrieb
1868 erstmas die klinische Trias aus Nystagmus, skandierendem Sprechen und
Intentionstremor”. Erkenntnisse tiber den klinischen Verlauf gewann er durch Beobachtung
der Krankheitsentwicklung an seinem Hausmédchen®. Die Multiple Sklerose ist derzeit
Gegenstand intensiver Forschung. Aufgrund des haufigen Auftretens, des frihen
Krankheitsbeginns und des chronischen Verlaufes kommt ihr eine grof3e gesellschaftliche und
auch gesundheitsbkonomische Bedeutung zu.

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Multiple Sklerose ist eine der haufigsten organischen Erkrankungen des Nervensystems.
In Mitteleuropa wird die Inzidenz mit 3 bis 7, die Pravalenz mit 60 bis 100 Erkrankten pro
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100000 Einwohnern angegeben. Somit leiden etwa 8% aller Patienten, die in Neurologischen
Kliniken behandelt werden, an Multipler Sklerose®. Frauen erkranken um den Faktor 2 bis 3

Abbildung 1.2: Jean-Martin Charcot (1825-1893, Quelle:
I nformationsmaterial der Multiple Serosis Society of Ireland)

haufiger als Manner. Etwa zwei Drittel der Félle manifestieren sich zwischen dem 20. und 40.
Lebengahr, von den verbleibenden beginnen die meisten vor dem 20. Lebengahr. Nur ein
geringer Teil der Erkrankungen entwickelt sich im spéteren Erwachsenenalter’.

1.1.1.1 Geographische Verteilung

Die Multiple Sklerose zeigt weltweit eine unterschiedliche geographische Verteilung (siehe
Abb. 1.3). Hohe Préavalenzen finden sich in Europa zwischen dem 45. und 65. Breitengrad, im
Norden der Vereinigten Staaten, im Siiden Kanadas und auf der Stidhalbkugel in Neuseeland
und im Siden Australiens. Mit abnehmender Entfernung zum Aquator sinkt die
Erkrankungshaufigkeit. Zudem zeigt sich ein vermehrtes Auftreten in Gebieten, in denen
tiberwiegend Angehérige der kaukasischen Rasse wohnen®.

1.1.1.2 Genetische Faktoren

Es scheinen also neben geographischen auch genetische Faktoren eine Rolle zu spielen. Dies
belegt auch eine epidemiologische Untersuchung, die zeigte, dass die Multiple Sklerose
haufiger bel der weiRen as der afroamerikanischen Bevolkerung der USA auftritt®.
Familienangehorige von  Multiple Sklerose Patienten haben gegeniber  der
Normalbevolkerung ein bis zu funfzigfach erhthtes Risiko, ebenso zu erkranken und
zwischen 13 und 19 % der Patienten haben ein oder mehrere betroffene Familienmitglieder'®
1 In zwillingsstudien ergab sich eine erhdhte Konkordanz von monozygoten gegeniiber
dizygoten Paaren?. So betrug das Risiko, ebenfalls zu erkranken, bei eineiigen Zwillingen
etwa 30%. Bei zweieiigen Zwillingen lag die Konkordanzrate hingegen bel weniger as 5%
und somit im Bereich von Geschwistern, die nicht als Zwillinge geboren wurden.

Aulerdem wurde die Assoziation mit bestimmten Genen des HLA- (,,human leucocyte
antigen®) Komplexes beschrieben™®. So wurde zum Beispiel fiir Trager des HLA-DR2-Allels
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im Vergleich zur Normalbevolkerung ein etwa sechsfach erhdhtes Risiko festgestellt, an
Multipler Sklerose zu erkranken.

1.1.1.3 Einfluss von Umweltfaktoren

Die Ergebnisse von Migrationsstudien legen zusétzlich den Einfluss eines Umweltfaktors
nahe. So zeigte sich zum Beispiel, dass Menschen, die in den flnfziger Jahren von den
westindischen Inseln, wo die Multiple Sklerose selten auftritt, nach England auswanderten, in
ihrem neuen Heimatland nur eine geringe Inzidenz aufwiesen. Die zweite Generation

Abbildung 1.3: Weltweite Verteilung der Multiplen Sklerose (dunkel entspricht
hoher, hell niedriger Pravalenz). Nach Masuhr K.F. (Suttgart 1998).

erkrankte jedoch mit der gleichen Haufigkeit wie die heimische englische Bevolkerung™.
Eine Untersuchung an Européern, die nach Stidafrika emigriert waren, ergab, dass digjenigen,
die vor dem funfzehnten Lebengahr ausgewandert waren, das niedrigere Erkrankungsrisiko
des Gastlandes annahmen, wahrend digjenigen, die dter waren, das hothere Risiko ihres
Geburtslandes behielten'®. Das Auftreten mehrerer MS-Epidemien auf den Faroerinseln'” und
der Nachweis erhohter Antikorpertiter gegen verschiedene Viren bel Patienten mit Multipler
Sklerose™® legte die Beteiligung einer viralen Infektion an der Krankheitsentstehung nahe,
wobei vor alem das Masern-Virus angeschuldigt wurde'®. Es lieRen sich namlich
Kreuzreaktionen zytotoxischer T-Zellen gegen Masernantigen und myelinbasisches Protein,
einem wesentlichen Bestandteil der Myelinscheiden, nachweisen®. In den letzten Jahren
wurden Chlamydien als Verursacher der MS vermutet, ein eindeutiger Zusammenhang lief3
sich aber auch hier nicht herstellen”. Eine Infektion as alleinige Erkrankungsursache ist
jedoch unwahrscheinlich. Vielmehr konnte eine Infektion oder eine Impfung in der frihen
Kindheit zu einer Sensibiliserung des Immunsystems fihren”? und bei genetisch
prédisponierten Personen eine Autoimmunreaktion initiieren, bei der irrtimlich Bestandteile
des Zentralnervensystems als Antigen erkannt werden.
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1.1.2 KlinischesBild und Verlaufsformen

Charakteristisch fur die Multiple Sklerose ist eine multilokulare Symptomatik, wobel die
Entmarkungsherde im Zentralnervensystem entsprechend ihrer Lage verschiedene
neurologische Defizite verursachen kénnen. Haufig finden sich jedoch auch asymptomatische
Lasionen. Fir die Entwicklung der Symptome lassen sich keine festen Regeln aufstellen,

Symptome der MS

Sensibilitat \

Paresen ‘

Spastik \

Zerebellum \

Augenmotilitat \

Optikusneuritis \

Miktion \
Psyche EEE Symptome zu Beginn
1 Symptome im Verlauf
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Prozent der Patienten

Abbildung 1.4: Symptome zu Beginn und im Verlauf der Multiplen Sklerose;
modifiziert nach Masuhr K.F. (Stuttgart, 1998).

alerdings treten manche Krankheitserscheinungen bevorzugt zu Beginn, andere eher im
weiteren Verlauf der MS auf (siehe Abb. 1.4).

1.1.2.1 Symptome

Zu Beginn der Erkrankung stehen haufig Ausfallerscheinungen der langen Bahnen im
Vordergrund. So finden sich charakteristischerweise zentrale Paresen, die mit Spastik,
gesteigerten Muskeleigenreflexen, Kloni und positiven Pyramidenbahnzeichen einhergehen.
Weltere Friihsymptome sind abgeschwéchte oder fehlende Bauchhautreflexe und ein positives
Lhermittsches Zeichen. Dabel versplrt der Patient bei maximaler Kopfbeugung nach vorne
Parasthesien in den Handen und elektrisierende Dysasthesien entlang der Wirbelsaule. Haufig
treten Sensibilitdtsstérungen auf, die Erkrankten klagen tber Missempfindungen, Taubheit
oder Kribbeln, vor allem an Handen und FiiRen®.

Sehstérungen aufgrund einer retrobulbéren Optikusneuritis sind bei etwa einem Viertel der
Betroffenen Erstsymptom®, alerdings entwickeln keineswegs ale Patienten mit dieser
Krankheitserscheinung spéater eine definitive MS. Das Risiko hierfur wird fur Frauen mit etwa
74%, fur Manner mit 34% angegeben®.
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Weitere haufige Symptome, die im Verlauf der Erkrankung hinzutreten kénnen, sind
Augenmotilitéts- und zerebelldre Storungen. Meist erst im fortgeschrittenen Stadium leiden
die Patienten unter Sprach- und Schluckproblemen sowie Blasen- und
Sexualfunktionsstorungen.

Um den Schweregrad des neurologischen Defizits quantifizieren zu konnen, wurden
verschiedene Skalen entwickelt, wie zum Beispiel die Expanded disability status scale
(EDSS) nach Kurtzke®. Dabel werden acht Funktionssysteme (Pyramidenbahn, Kleinhirn,
Hirnstamm, Sensorium, Vegetativum, Sehen, Psyche) bewertet und zu einem gemeinsamen
Mal3 von 0 (normaler neurologischer Befund) bis 10 (Tod durch MS) zusammengefasst. Es
sind aber auch Zwischenstufen zu 0,5 mdglich (Siehe Tab. 1.1 und Anhang Tab. 7.2.10 und
7.2.11). Auch wenn die EDSS wegen Nichtlinearitét, teilweise mangelnder Prazision und
Uberbetonung des Gehvermdgens kritisiert wurde®, fand sie al's klinischer Parameter in allen
jiingeren und laufenden Therapiestudien Verwendung?’.

EDSS |Grad der Behinderung

0 Normaler neurologischer Befund

1 K eine Behinderung, minimale abnorme Untersuchungsbefunde

2 Minimale Behinderung in nur einem der folgendenen funktionellen Systeme:
Muskelkraft, Koordination, Sensibilitat, Blase, Sehen, mental

3 Unabhéngig gehfahig, aber médiggradige Behinderung in einem der funktionellen
Systeme

4 Unabhangiges Gehen mindestens 500m, aber schwere Behinderung in einem der
funktionellen Systeme

5 Gehfahig, ohne Hilfe Uber 200m, aber Behinderung so schwer, dass volle

Arbeitsfahigkeit nicht mehr moglich

Stock, Kriicke oder Schiene bendtigt, um 100m zu gehen

Gehfahigkeit héchstens 5m mit Hilfe, aktiver Rollstuhlfahrer, Transfer ohne Hilfe

An Rollstuhl gebunden, Transfer nur mit Hilfe, Arme funktionell einsetzbar

O O|NO®

Hilflos, weitgehend bettlagerig, Arme funktionell nicht einsetzbar

10 Tod infolge MS

Tabelle 1.1: Vereinfachte Darstellung der Behinderungsskala nach Kurtzke (EDSS, 1983).

1.1.2.2 Verlaufsformen der Multiplen Sklerose

Bereits 1884 unterschied Charcot die beiden wesentlichen Verlaufsformen der Multiplen
Sklerose, die schubférmige und die chronisch progrediente Verschlechterung®.

Beim schubformigen Verlauf, der mit etwa 80% am haufigsten auftritt, findet sich im Intervall
zwischen zwel Schiben keine Krankheitsprogression. Im algemeinen werden Schibe
definiert als akute, episodisch auftretende neurologische Symptome oder ene
Verschlimmerung vorbestehender Beschwerden, die mindestens 24 Stunden anhalten und
nicht durch Fieber oder Infektion erklart sind®. Eine Erhéhung der Korpertemperatur kann
namlich durch das sogenannte Uhthoff-Phdnomen Uber eine Verschlechterung der
Leitfahigkeit vorgeschadigter zentraler Bahnsysteme zu ener voribergehenden
Verschlimmerung der Symptome fiihren®.

Entweder verbleiben Residuen oder es kommt zu einer kompletten Remission der Symptome.
30 bis 40% dieser Patienten entwickeln nach mehreren Jahren eine sekundar chronisch-
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progrediente MS, die dann mit einer kontinuierlichen Zunahme des neurologischen Defizits
einhergeht®..

Ein prim& chronisch-progredienter Verlauf, mit einem schleichenden Fortschreiten der
Behinderung von Beginn an, tritt bel 10-15% der Erkrankten auf. Betroffen sind vor allem

A
schubformig
remittierend
B
e >
h A
l schubformig
3 -I mit Residuen
: ' >
u A
n schubformig
g progredient
S L~
g >
r A
a primar
d chronisch
progredient
>
Zeit/Schubdauer

Abbildung 1.5: Die verschiedenen Verlaufsformen der MS (nach Hartung, H.P.,
1995).

Patienten, bei denen sich die MS in héherem Alter manifestiert®®. Im Unterschied zum
schubformig-remittierenden Verlauf ist hier der Anteil der Manner hoher. Unter anderem
auch deshalb wird vermutet, dass es sich bei dieser Form um eine eigenstandige Erkrankung
handeln konnte® 3. Einen Uberblick tiber die verschiedenen Verlaufsformen gibt Abbildung
15.

1.1.2.3 Prognose und L ebenserwartung

Die durchschnittliche Lebenserwartung nach Ausbruch der Erkrankung wird mit etwa 25 bis
35 Jahren angegeben®' *°, wobei ein Grofiteil der Patienten an sekundaren Komplikationen,
wie Bronchopneumonien und Lungenembolien, verstirbt®’. Als prognostisch giinstige
Faktoren werden ein schubformiger Verlauf, niedriges Alter bei Diagnosestellung,
Optikusneuritis und sensible Defizite als initiale Symptomatik und moglicherweise weibliches
Geschlecht angesehen®. Im Gegensatz dazu scheinen motorische und zerebelldre Stérungen
zu Beginn der Erkrankung, eine hohe Schubrate in den ersten Jahren, ein kurzes Intervall
zwischen den ersten beiden Schiben und vor alem eine deutliche Behinderung nach bereits
finf Krankheitsiahren auf eine ungiinstigere Entwicklung hinzuweisen®. Als extreme
Verlaufe wurden die sogenannte benigne Multiple Sklerose mit einem &uf3erst langsamen
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Voranschreiten der Symptome und eine maligne Form, bel der es rasch zu einer
Invalidisierung kommt, beschrieben™. Ein verlasslicher prognostischer Marker, der auch in
Hinsicht auf die zunehmenden therapeutischen Moglichkeiten winschenswert ware, ist
gegenwartig noch nicht bekannt.

1.1.2.4 Diagnose und Differenziadiagnose

1.1.2.4.1 Diagnosekriterien

Da sich die Multiple Sklerose zu Beginn haufig mit unspezifischen Symptomen, wie rascher
Ermudbarkeit oder Sensibilitéatsstorungen aul3ert, wird die Diagnose nur in einem Drittel der
Falle primar richtig gestellt*. Schumacher formulierte 1965 Kriterien, die eine standardisierte
Diagnosefindung ermdglichen sollten. Diese basierten jedoch ausschliefdich auf Anamnese
und neurologischem Befund®. Die wachsende Bedeutung apparativer Zusatzuntersuchungen
in den letzten Jahrzehnten wurde 1983 in den Kriterien nach Poser et a. berticksichtigt.

Beurteillung Schibe| klinischer par aklinischer Liquor
Nachweis Nachweis (OB/1gG)
zweler separater Lasionen
A) Klinisch gesichert
Al) 2 2
A2) 2 1 und 1
B) laborunterstiitzt
gesichert
Bl) 2 1 oder 1 +
B2) 1 2 +
B3) 1 1 und 1 +
C) klinisch
wahrscheinlich
Cl) 2 1
C2) 1 2
C3) 1 1 und 1
D) laborunterstitzt
wahrscheinlich
D1) 2 +

Tabelle 1.2: Kriterien zur Diagnosestellung einer Multiplen Sklerose. Modifiziert nach Poser
CM et al. (1983). OB/IgG: oligoklonale Banden oder erhdhtes 1gG.

Neben positiven oligoklonalen Banden und intrathekaler 1gG-Synthese als Laborparameter
werden evozierte Potenziale und das Kernspintomogramm as sogenannte paraklinische
Parameter herangezogen, um die Diagnose einer gesicherten oder wahrscheinlichen Multiplen
Sklerose stellen zu kénnen™ (siehe Tab. 1.2).

Kurzlich formulierten McDonald et a. aktualisierte Diagnosekriterien. Dabel wurde auf die
Erfahrungen von MRT-Studien zurtickgegriffen, um die Diagnose bei einem Tell der
Patienten bereits nach dem ersten klinischen Schub stellen zu kénnen*. Nach wie vor spielen
Anamnese und neurologischer Befund im klinischen Alltag die wichtigste Rolle. Apparative
Untersuchungen tragen mit unterschiedlicher Treffsicherheit zur Diagnose bei (siehe Tab.
1.3), liefern quantifizierbare Ergebnisse und konnen unter Umstanden auch asymptomatische
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La&sionen nachweisen. Es steht zwar noch kein Labortest zur Verfligung, der spezifisch fir die
Multiple Sklerose ist, dennoch finden sich im Liquor cerebrospinalis charakteristische
Veranderungen, die die Diagnose stiitzen konnen (siehe Tab. 1.4).
Wahrend sich die Kernspintomografie auf eine Darstellung der entzindlichen Herde
beschréankt, konnen mit Hilfe der Ableitung evozierter Potenziale auch funktionelle Defizite
in verschiedenen Systemen nachgewiesen werden. Am bedeutsamsten sind die Visuell
evozierten Potenziale (VEP), die die Erkennung subklinischer Lasionen im Bereich des

Sehnerven erméglichen®.

Diagnostik der MS | Kernspintomografie

Computertomografie

Liquorbefund | VEP

zu Beginn 85%

10%

60%

10%

im Verlauf 95%

40%

80%

80%

Tabelle 1.3: Treffsicherheit von Zusatzuntersuchungen bei MS, nach Masuhr K.F. (1998).

Liquor profil Haufigkeit
Gesamteiwei 3erhohung 30%
mononukledre Pleozytose 60%
intrathekale 1gG-Bildung 80%
oligoklonale Banden >90%

Tabelle 1.4: Liquorbefunde bei MS, nach Masuhr K.F. (1998).

1.1.2.4.2 Bedeutung der Kernspintomografie

Die Kernspintomografie as bildgebendes Verfahren ermdglichte zum ersten mal die direkte
Darstellung der Entmarkungsherde und hat aufgrund ihrer hohen Sensitivitét heute eine grofl3e
Bedeutung™. So lassen sich subklinische L&sionen, die keine neurologischen Symptome

Autoimmuner krankungen Infektionskrank- | genetisch bedingte weitere
heiten Erkrankungen

systemischer Lupus HIV und HTLV1 Adrenomyelo- raumfordernde

erythematodes neuropathie Prozessein
Hirnstamm und
Rickenmark

priméres Sjogren-Syndrom Borreliose mitochondriale Vitamin-B12-

Enzephal opathie Mangel
Morbus Behcet Syphilis olivoponto-zerebell&re

Atrophie

Polyarteriitis nodosa

L ebersche Optikusatrophie

Tabelle 1.5: Differenzialdiagnose der MS (modifiziert nach Poser et al.”).

verursachen, in weit grof3erer Zahl nachweisen, as es den beobachteten klinischen Schiiben
entsprechen wiirde®™. Wird bei Patienten mit Verdacht auf Multiple Sklerose und
monosymptomatischem Beginn mehr as ein Herd im kranidlen MRT nachgewiesen,
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entwickeln 88% dieser Patienten innerhalb von 10 Jahren eine manifeste MS. Wird dagegen
kein Herd gefunden, betragt die Wahrscheinlichkeit hierfiir nur 10%%.
Neben dem reinen Nachweis MS-typischer Herde sind die Anzahl aller Lasionen und vor

Abbildung 1.6: MRT-Aufnahmen eines 27-jahrigen Patienten, der 5 Tage zuvor
einen akuten Schub mit rechtsseitiger Hemiparese erlitten hatte. Die axialen T2-
gewichteten Sequenzen (links) zeigen die typischen disseminierten hyperintensen
Herde in der weil3en Substanz. In der T1-gewichteten Aufnahme (rechts) kommen
in der linken Hemisphére zwei gadoliniumanreichernde Herde zur Darstellung.

allem deren kumulative Gesamtflache ein Mal3 fir die Krankheitsschwere, im englischen
Sprachgebrauch als ,,Disease Burden® bezeichnet”’. AuRerdem lésst sich eine Aussage Uiber
die Aktivitdt des Krankheitsprozesses und das Ausmal3 der Stérung der Blut-Hirn-Schranke
(BHS) treffen. Zum einen eignet sich der Nachwels einer Anreicherung des Kontrastmittels
Gadolinium (siehe Abb. 1.6), um aktive Herde mit einer Stérung der BHS kenntlich zu
machen®. Mit dem Riickgang der Entziindungsaktivitdt und einer Restitution der gestdrten
BHS sistiert die Kontrastmittelaufnahme. So nehmen akute Herde in der Regel nicht langer
als 4 bis 8 Wochen Gadolinium auf*®. Zum anderen deutet das Vorliegen eines perifokalen
Odems auf akute Krankheitsaktivitét hin™.

Allerdings ist insgesamt die Spezifitdt der Kernspintomografie relativ gering und die Grole
der nachgewiesenen Lé&sionen entspricht nicht zwingend dem Schweregrad der
neurol ogischen Symptomatik®.

1.1.2.4.3 Differenzialdiagnose

Zahlreiche Erkrankungen, die ebenfalls mit ener multifokalen Symptomatik und
schubformig-remittierendem Verlauf einhergehen, konnen als Multiple Sklerose fehlgedeutet
werden. Dabel kommen vor alem verschiedene Autoimmun- und Infektionskrankheiten und
einige genetisch bedingte Erkrankungen in Frage” ** (siehe Tab. 1.5).
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1.2 Pathogenese

Aufgrund epidemiologischer, genetischer und immunologischer Untersuchungen ist man
heute zu der Auffassung gelangt, dass es sich bei der Multiplen Sklerose um eine
Autoimmunerkrankung handelt. Bel erblicher Pradisposition kann ein Virusinfekt in fruher
Kindheit den Prozess initiieren, nach Jahren kommt es dann, getriggert durch

Umweltfaktoren, zum Ausbruch der Krankheit und zur Schadigung der die Axone
53, 54

umgebenden Myelinscheiden

Abbildung 1.7: Unregelméfdig verteilte Herde in Mark und Rinde bel der
Multiplen Sklerose, vor allem unter dem Ependym der Seitenventrikel (nach
Eder und Gedigk, Soringer 1990).

1.2.1 Pathologie und Histologie

Die herdférmigen Entmarkungen treten disseminiert, bevorzugt periventrikular, in der weif3en
Substanz des ZNS auf>®. Makroskopisch erkennt man grau-rosa L&sionen, deren GréfRe von
weniger as einem Millimeter bis zu einigen Zentimetern betragen kann>® (vergleiche Abb.
1.7). Das histologische Bild ist vom Alter und der Aktivitét des Prozesses abhéngig. Relativ
junge aktive Herde zeigen neben einer Demyelinisierung die Infiltration mononukleérer
Zellen, vor alem Makrophagen und T-Lymphozyten, weniger B-Lymphozyten und
Plasmazellen®” *®. Langere Zeit bestehende chronische Lasionen setzen sich aus relativ
zellarmem glidsen Gewebe zusammen™. Das menschliche ZNS ist nur in begrenztem Malie
zu einer Remyelinisierung fahig®.
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1.2.2 Immunpathogenese

1.2.2.1 Tiermodelle der Multiplen Sklerose

Wichtige Hinweise auf die Pathogenese der Multiplen Sklerose ergaben Beobachtungen am
Tiermodell der Experimentellen allergischen Enzephalomyelitis (EAE). Durch Injektion von
myelinbasischem Protein, aber auch anderer Bestandteile der Myelinscheiden, konnte an
Mausen, Ratten, Meerschweinchen und Affen eine der MS @hnliche Erkrankung ausgel 6st

Die Pathogenese des MS-Schubes

| Autoreaktive T-Zellen, die Myelinbe-
Blut Blut-Hirn- INS standteile (z.B. basisches Myelinprotein)
Schranke als ,fremd“ erkennen, zirkulieren im
peripheren Blut von MS-Patienten und
kénnen, wenn sie aktiviert werden, die

g —~ Blut-Hirn-Schranke durchbrechen.

& ' ) I Im ZNS werden diese T-Zellen reaktiviert

. Antigen-présentierende Zelle . i N und proliferieren, wenn innen Myelinbe-

: éﬁ‘iﬁ‘f‘z‘;‘“ﬁye"”"ea“‘ve (Mikrogliazelle oder Astrozy!) ] _/ f stangteile als Antigen zusamme)r: mit
. MHC Il auf z.B. Mikrogliazellen prasen-
Antigen & — » tiert werden.

T Heller-Zelle ™ % Il Die CD4+-T1-Zellen setzen Interferon y

ye (IFN-y), Lymphotoxin (LT), Tumornekro-
IL-2 sefaktor o (TNF-), und weitere Entzin-

dungsmediatoren frei, die Makrophagen
und Mikrogliazellen aktivieren.

IV Dadurch werden diese zur Phagozytose
angeregt sowie zur Synthese von TNF-

MM
! l TNF-o o, zur Produktion von toxischen Sauer-

TGF-82 NO f stoffradikalen (OH®) und von Stickoxid
Antikbrper (NO) und zur Aktivierung von Kompile-
T-Suppressor-Zelie £ Komplex aus mentfaktoren. Hierdurch wird das Myelin
g " Makrophage  komplement- direkt angegriffen.
ig sivone TNF-o.  fakioren vil V  Autoantikérper gegen Myelinbestand-
S HIVIETS v OH® . X
B-Zelle | Mikrogliazsile teile werden im ZNS von B-Zellen pro-
g oder s duziert, die von T2-Zellen stimuliert
0 ;g Vi ﬁ Makrophage P g werden.
Ny i Myelin VI Autoantikérper kénnen aber auch aus

7

Antikorper

dem peripheren Blut kommen, denn

aktivierte T-Zellen ermdglichen ihnen

den Durchtritt durch die Blut-Hirn-

Schranke.

Diese Autoantikdrper aktivieren das

Komplementsystem, was zur Schadi-

gung des Myelins fuhrt.

VIl Ty2-Zellen haben auch glinstige Eigen-
schaften: Sie produzieren die Interleuki-
ne IL-4 und IL-10, die die Ty1-Zellen
hemmen.

IX Die schitzende Funktion der
T-Suppressor-Zellen ist bei MS
reduziert.

X T-Suppressor-Zellen hemmen u.a.
durch die Sekretion von TGF-8
(transformierender Wachstumsfaktor {3
die pathologische Immunreaktion.

\

Abbildung 1.8: Die Pathogenese des M S-Schubes (schematisch nach Hartung et al. 1995).

werden, alerdings nur, wenn diese Substanzen in Verbindung mit Freundschem Adjuvanz
(inaktivierten Mykobakterium tuberculosis) verabreicht wurden®. Auch die Applikation
autoreaktiver T-Lymphozyten kann eine EAE verursachen®, die in diesem Fall Transfer-EAE
genannt wird. Dadurch wird die heute gangige Auffassung, dass es sich bel der Multiplen
Sklerose um eine durch T-Zellen vermittelte Autoimmunreaktion handelt, bestérkt. Ein
ahnliches tierexperimentell erzeugtes Krankheitsbild bei Nagetieren kann durch Infektion mit
Theilers M ause-Encephal omyelitis-Virus hervorgerufen werden®.
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1.2.2.2 Differenzierung der T-Lymphozyten

Von den Leukozytensubpopulationen spielen die T-Lymphozyten in der Immunpathogenese
der Multiplen Sklerose vermutlich die wichtigste Rolle.

Beim Menschen finden sich autoreaktive T-Zellen gegen Bestandteile der Markscheide
sowohl im Blut von MS-Patienten als auch von Gesunden®” ®. Bei gewissen T-Zell-Linien
konnten Kreuzreaktionen zwischen Myelin- und bestimmten Virusantigenen nachgewiesen
werden, die vermutlich auf Ahnlichkeiten der Oberfldchenmerkmale beruhen®® ®’. Dieses,
auch als ,,Molecular Mimicry* bezeichnete Phdnomen konnte erkldren, wie ein Virusinfekt
eine Autoimmunreaktion triggern kann.

Die T-Lymphozyten lassen sich im wesentlichen in zwei Subpopulationen unterteilen, die
unterschiedliche Funktionen erfiillen: TH-1-Zellen schiitten proinflammatorische Mediatoren,
wie Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y (IFN-y), Tumornekrosefaktor-o (TNF-o) und
Lymphotoxin (LT) aus. Dadurch werden Makrophagen und Mikrogliazellen aktiviert und zur
Phagozytose sowie zur Bildung toxischer Sauerstoffradikale und anderer Faktoren, die die
Myelinscheide direkt schadigen kénnen, angeregt.

TH-2-Zellen stimulieren B-Lymphozyten zur Bildung von Antikdrpern, was Uber eine
Aktivierung des Komplementsystems zur Demyelinisierung beitrégt und wirken somit vor
allem auf das humorale Immunsystem®®. Wahrend der akuten Entziindungsreaktion, die dem
klinischen Schub bei der Multiplen Sklerose vorausgeht, scheint die durch Thl-Zellen
vermittelte zelluldre Immunantwort zu tberwiegen®: 7.

Verschiedene entziindungshemmende Mechanismen versuchen, dieser Entwicklung
entgegenzusteuern. So sezernieren unter anderem TH-2-Zellen antiinflammatorische
Botenstoffe, wie IL-4, IL-10 und TGB-f. Zusétzlich scheint die Apoptose, der programmierte
Zelltod der T-Lymphozyten, den Entziindungsprozess zu limitieren”.

1.2.2.3 Bedeutung der Blut-Hirn-Schranke

Die gegen bestimmte Antigene des ZNS gerichteten T-Zellen machen normalerweise nur
einen sehr kleinen Teil des zirkulierenden Lymphozytenpools aus. Sie missen nach ihrer
Aktivierung in der Peripherie erst die Blut-Hirn-Schranke (BHS) Uberwinden, um den
Entziindungsprozess in Gang setzen zu konnen. Die besondere Beschaffenheit des Endothels
in diesesm Bereich verhindert normalerweise den  unkontrollierten  Ubertritt
immunkompetenter Zellen in Gehirn und Riickenmark 2. Die das Gefailumen auskleidenden
Zéellen der BHS sind durch sogenannte ,,Tight Junctions* eng miteinander verbunden,
zusdtzlich stabilisieren Astrozytenauslaufer den Zellverband”™. AuRerdem werden in den
Endothelzellen der BHS vergleichsweise wenige Vesikel, die normalerweise den Transport
verschiedener Stoffe durch eine Zelle erméglichen, gebildet’* ™. Zusammengenommen
bewirken diese Mechanismen, dass der Durchtritt mononuklegrer Zellen, aber auch von
Medikamenten und anderen Substanzen, in das Hirnparenchym erschwert ist.

Nach dem ,,Multi-Step-Modell* (siche Abb. 1.9) werden die aktivierten T-Lymphozyten mit
dem Blutstrom angeschwemmt, verringern ihre Geschwindigkeit und rollen iiber einen
zundchst losen Kontakt bestimmter Zelladhdsionsmolekiile, der Selektine, am Endothel
entlang. Auf diese Weise sind die Entziindungszellen fiir chemotaktische Reize aus dem ZNS
besser zuginglich. Unter der Vermittlung von Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)
und Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) sowie deren Liganden, Leucocyte
Function Antigen-1 (LFA-1) und a4/B1-integrin, kommt es zu einer stabileren Verbindung
von T-Zelle und Endothel. Als néchster Schritt folgt dann die Transmigration in das ZNS-
Parenchym™. Auch beim Gesunden konnen aktivierte T-Lymphozyten die Blut-Hirn-
Schranke tiberwinden’’. Um eine Entziindung ausl6sen zu kénnen, miissen sie erneut aktiviert
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werden. Dies geschieht, indem ihnen bestimmte antigenprasentierende Zellen, wie Astrozyten
und Mikrogliazellen, Bestandteile des Myelins in Verbindung mit MHC-Klasse-11-Molekilen
auf ihrer Oberflache anbieten. Dieser Interaktion schlief sich die eigentliche
Entziindungskaskade an, die durch das gestorte Gleichgewicht pro- und antiinflammatorischer
Faktoren gepréagt ist.

1.3 Bedeutunqg von Zeladhasionsmolektlen

Adhasionsmolekiile spielen Uber die Vermittlung von Interaktionen zwischen Zellen eine
wichtige Rolle in der Embryo- und Organogenese. Im Immunsystem ermoglichen sie die
kurzfristige Bindung von Leukozyten an ihre Zielstruktur und die Migration von
Abwehrzellen im Rahmen entziindlicher Reaktionen”. Neben ihren physiologischen
Funktionen besitzen sie auch eine grof3e Bedeutung in der Pathogenese verschiedener
Erkrankungen.

Tethering/Rolling Adhesion Transmigration

@

endothelium

ISR membrane

perivascular pericyte °
cell

basement membrane
of the glia limitans

| astrocyte activated/memory T cell

ap1t
w437

*TJ= tight junction

lymphocyte od ?
clearance

Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Leukozytenmigration tber die Blut-Hirn-
Schranke (nach Engelhardt et al, 1998).

1.3.1 Einteilung

Die Adhasionsmolekiile werden aufgrund ihrer Struktur in drei Gruppen eingeteilt: Selektine,
Integrine und die Molekile der Immunglobulin-Gensuperfamilie, die an verschiedenen
Schritten der Migration von Leukozyten durch das Gefél3endothel beteiligt sind.

Derzeit sind drei verschiedene Selektine bekannt, das sogenannte Leukozyten-Selektin (L-
Selektin oder LECAM-1) und die vaskuldren Selektine E-Selektin (ELAM-1) und P-Selektin
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(GMP-140)"°. Bel den Integrinen werden ebenfalls drei Gruppen unterschieden, die Very-
Late-Activation-Antigene (VLA 1-7), Leukozyten-Integrine (z.B. LFA-1 und Mac-1) und
Zytoadh&sine. Zur Gruppe der Immunglobulin-Gensuperfamilie wird unter anderem das
Intercellular adhesion molecule (ICAM-1 bis 3) gezzhlt®°.

1.3.2 Struktur von ICAM-1

Das Adhasionsmolekil ICAM-1 (CD54) besteht aus einem zytoplasmatischen, einem
transmembranen und enem extrazelluldren Anteil. Letzterer setzt sich aus funf
immunglobulinghnlichen Doménen zusammen (siehe Abb. 1.10), weshab das Molekil auch
der Gruppe der Immunglobulin-Gensuperfamilie zugerechnet wird. Das einkettige

Zellm embran

Abbildung 1.10: Schematischer Aufbau von ICAM-1 mit seinen 5 Doménen D1 bis D5 (nach
Mally und Schaude, 1991).

Glykoprotein ICAM-1 besitzt ein Molekulargewicht von 90 bis 120 kD”. Die
membranstandige Form (clCAM-1) findet sich nicht nur auf zahlreichen Zellen des
Immunsystems, wie Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen, Thymuszellen, Tonsillen und
Peyerschen Plagues, sondern auch auf Epithel- und Endothelzellen, Mukosazellen,
Fibroblasten, Keratinozyten und Astrozyten. Daneben existiert auch eine losliche Form
(sICAM-1), die sich in Blut und Liquor nachweisen lasst und wahrscheinlich durch eine
proteolytische Abspaltung des extrazellularen Molekiilanteils gebildet wird®. Mit Hilfe seiner
extrazelluldren Doméne kann ICAM-1 an die Integrine LFA-1 (CD11&/CD18), Mac-1
(CD11b/CD18) und P150/95 (CD11c/CD18) binden®.

1.3.3 Pathogenetische Bedeutung von ICAM-1

Eine Reihe von Autoimmunerkrankungen, Infektionen und Tumoren konnte mit einem
vermehrten Nachwels von membranstandigem beziehungsweise |6slichem ICAM-1 in
Verbindung gebracht werden® 3 ebenso verschiedene entziindliche Erkrankungen des
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ZNS®. Erhohte Konzentrationen von siCAM-1 fanden sich bei der Multiplen Sklerose in
aktiven Krankheitsphasen in Serum® ® # und Liquor % % ®'. Zellgebundenes ICAM-1
wurde auf cerebralem Endothel, vor alem im Bereich von aktiven MS-Herden, nachgewiesen
%2 Die Hochregulation von clCAM-1 scheint vor allem zu Beginn der Immunantwort von
Bedeutung zu sein und stellt somit einen wichtigen frihen Marker fur die Aktivierung des
Immunsystems dar®® %, Die Verabreichung von Antikérpern gegen ICAM-1 konnte bei
Ratten die Entstehung einer EAE unterdriicken®. Lésliches ICAM-1, durch Abspaltung von
mononukledren und Endothelzellen freigesetzt, kann Uber eine Bindung an den Liganden
LFA-1 die Zelladhasion blockieren und somit der Entziindungsreaktion entgegenwirken®. In
vitro kann die Expression von ICAM-1 auf verschiedenen Zellen, wie Astrozyten, vaskularen
Endothelzellen und Fibroblasten, durch Zytokine, vor alem Tumor-Nekrose-Faktor-a,
Interleukin-1 und I nterferon-y, induziert werden®”> .

1.4 Bedeutungvon Zytokinen

Zytokine sind eine Gruppe l6slicher Polypeptide, die von immunkompetenten Zellen und
Zellen der umgebenden Matrix, wie Fibroblasten, Astrozyten oder Mikrogliazellen, sezerniert
werden. In die Gruppe der Zytokine gehéren die Interferone, die Interleukine, der
Tumornekrosefaktor und die Wachstumsfaktoren. Sie koordinieren Wachstum und

Proinflammatorisch sezernierende Zellen Eigenschaften
Interferon-y (IFN-y) T-Zellen Induktion von MHC-1 u.-Il,
ICAM-1, IL-1 u. TNF-q,
Permeabilitatserhohung des
Endothels
Tumornekrosefaktor-a Makrophagen, zytotoxisch fur Oligodendrozyten,
(TNF-a) Monozyten, Mikroglia, Induktion von
Astrozyten, T-/B-Zellen, Adhasionsmolekilen,
NK-Zellen Astrozytenproliferation,
Tumornekrosefaktor—f3 T-Zellen, NK-Zellen, Permeabilitétserhdhung des
(TNF-B, Lymphotoxin) B-Zellen Endothels
Interleukin-1 (IL-1) Makrophagen, Forderung von Chemotaxis,
Monozyten, Astrozyten, Adharenz, TNF-a- u. ICAM-1-
Endothelzellen, v.a Expression, IL-2-Produktion,
PermeabilitétserhGhung
Interleukin-2 (I1L-2) T-Zellen Forderung der Proliferation von
aktiv. T-, B-, NK-Zellen u. der
Expression von IL-1, TNF, IEN-y

Tabelle 1.6: Proinflammatorische Zytokine, sezernierende Zellen und Eigenschaften (nach
Weber F., Rieckmann P., 1995).

Differenzierung von Zellen und beeinflussen zelluléare und humorale Immunreaktionen. Die
Wirkung auf Zellen wird Uber spezifische Zytokinrezeptoren auf der Zelloberflache
vermittelt. Sie wirken auf der Ebene der Transkription und fuhren in der stimulierten Zelle zu
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einer Neusynthese von mRNA und Proteinen. Dabei kann ein Zytokin mehrere
unterschiedliche Zelltypen beeinflussen und verschiedene Effekte auf eine Zielzelle haben®™.

141 Zytokinebei der Multiplen Sklerose

Bezuglich ihrer Wirkungen bei entziindlichen Prozessen, wie der Multiplen Sklerose, kann
man sie vereinfachend in zwei Gruppen einteilen, proinflammatorische beziehungsweise
antiinflammatorische Zytokine (siehe Tab. 1.6 und 1.7). Die Eigenschaften eines jeden
einzelnen Zytokins im Ablauf einer Entziindungsreaktion sind dabei mitunter jedoch sehr
komplex. So wird die Wirkung zum Tell Uber die vermehrte oder verminderte Ausschittung
weiterer Substanzen und EinflUsse auf das zelluldre Immunsystem vermittelt.

Antiinflammatorisch Zéllen Eigenschaften
Interferon-ou (IFN-ar) L eukozyten Hemmung der |FN-y-Produktion u. der
| FN-y-induzierten MHC-11-Expression
Interferon-f (IFN-B) Fibroblasten, Hemmung der IFN-y-Produktion u. der
L eukozyten IFN-y-induzierten MHC-11-Expression,
Forderung der TGF-$-Produktion
Transforming-Growth- T-, B-Zdllen, Hemmung von
Factor-p (TGF-B) Astrozyten, v.a e T-u. B-Zell-Aktivierung und
Proliferation
e |FN-y-induzierter MHC-II-
Expression

e zytotoxischen Lymphozyten
e Zytotoxizité von Mikroglia
e |L-1-Produktion

Interleukin-10 (IL-10) T-Zellen Hemmung von T-Zellproliferation und
Produktion von IL-2 u. IFN-y

Tabelle 1.7: Antiinflammatorische Zytokine, sezernierende Zellen und Eigenschaften (nach
Weber F., Rieckmann P., 1995).

1.4.2 Funktion und Wirkung von Interferon-f3

Das Glykoprotein Interferon-f besteht aus 166 Aminosauren und kann als Antwort auf eine
virale Infektion oder einen anderen Reiz von unterschiedlichen Zellen des menschlichen
Korpers synthetisiert werden. Es besitzt antivirale Eigenschaften, verlangsamt die Zellteilung
und beeinflusst den Ablauf von Entziindungsreaktionen'®. Bei der Multiplen Sklerose wurde
es in aktiven Plagues nachgewiesen'™ und wirkt Uber verschiedene Mechanismen
immunsupprimierend. So vermindert es die von Interferon-y induzierte Expression von MHC-
Klasse-11-Molekiilen, die Voraussetzung fiir die Antigenprasentation ist’®% 1%, Es hat einen
antiproliferativen Effekt auf T-Helfer-Zellen'™ und reduziert die Produktion von Interferon-
v'% und TNF-a'®, zweier Zytokine, die in der Pathogenese der MS eine Schliisselrolle
einnehmen. Da letztere auch die Expression von Adhasionsmolekilen induzieren, konnte
Interferon- zumindest indirekt der Migration von Entzindungszellen durch die Blut-Hirn-
Schranke entgegenwirken. In-vitro-Studien gaben zudem Hinweise, dass IFN-f3 zusétzlich
einen direkten Einfluss auf die BHS im Sinne einer Stabilisierung der Schrankenfunktion
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haben kénnte'®” 19819 AuRerdem normalisiert Interferon-p in vivo und in vitro die Funktion
der T-Suppressor-Zellen, die bel den Patienten héufig gestort ist. Einen Tell seiner Wirkung
scheint IFN-B Uber die vermehrte Produktion von TGB-f3, einem Zytokin mit ausgepragt
immunsupprimierenden Eigenschaften, zu vermitteln™®. Im Tiermodell konnte IFN-B die

Schwere einer Experimentellen Allergischen Enzephalomyelitis (EAE) abschwachen™™.

15 Therapieder Multiplen Sklerose

Durch symptomatische Mal3nahmen, zum Beispiel Physiotherapie oder Pharmazeutika,
konnen einzelne Symptome der MS, wie Spastik oder Blasenfunktionsstorungen, gelindert
werden. Zur Basistherapie werden verschiedene Immunsuppressiva, wie Cyclophosphamid,
Azathioprin oder Methotrexat eingesetzt. Wéahrend diese eine relativ unspezifische
Unterdriickung des Immunsystems bewirken, wurden, ausgehend von den zunehmenden
Kenntnissen Uber die Pathogenese der Erkrankung, verschiedene, sogenannte
immunmodulierende Therapieansétze entwickelt, die versuchen, gezielt die zugrundeliegende
Immunreaktion zu beeinflussen.

1.5.1 Basistherapie

15.1.1 Interferon-B-1b zur Behandlung der schubférmigen MS

Als erstes Interferon wurde im Januar 1996 in der Bundesrepublik Deutschland das
rekombinante, in E. coli hergestellte Interferon-p-1b (Betaferon®) zur Behandlung der
schubférmig-remittierenden  Multiplen Sklerose zugelassen'?. Vom humanen IFN-B
unterscheidet es sich durch die Substitution eines Zysteins durch ein Serin an Position 17 der
Aminosauresequenz, die fehlende Glykosylierung und das Fehlen des N-terminalen
Methionins™>.

In eine grol3e randomisierte und doppelblinde nordamerikanische Multicenterstudie wurden
insgesamt 372 Patienten mit schubformig-remittierender MS eingeschlossen, die sich 8
Millionen oder 1,6 Millionen internationale Einheiten (8 bzw. 1,6 MIU) Interferon-p-1b
beziehungsweise ein Plazebo jeden zweiten Tag subkutan injizierten. Im Verlauf der biszu 5
Jahre dauernden Beobachtung fand sich dosisabhangig bel den mit 8 MIU IFN-f therapierten
Patienten eine ausgepragtere Wirkung gegentber der Plazebogruppe mit einer Reduktion der
Schubrate um ein Drittel, einer Verminderung des Anteils schwerer und mittelschwerer
Schibe um die Héfte, einer signifikanten Zunahme des Anteils schubfreier Patienten und
einer Verlangerung der Zeit bis zum Auftreten des ersten Schubes™. Die regelmaRig zur
Erfassung subklinischer Herde durchgefihrten MRT-Untersuchungen ergaben in der
Plazebogruppe eine stetige Zunahme der Gesamtlésionsflache, wahrend diese bei den mit 8
MIU IFN-B behandelten Patienten innerhalb der ersten 3 Jahre sogar leicht zurtickging und
hier auch signifikant weniger aktive Herde pro Jahr auftraten™®. Die Behandlungsgruppe
zeigte auch eine geringere Zunahme des Behinderungsgrades, erfasst durch den EDSS, die
jedoch nicht statistisch signifikant war®.

Als haufigste Nebenwirkungen unter einer Therapie mit Interferon--1b beobachtet man
grippedhnliche Symptome, wie Fieber, Schittelfrost und Muskelschmerzen sowie lokae
Reaktionen an den Injektionsstellen. Seltener kdnnen eine Erhdhung der Transaminasen und
zentralnervése Stérungen, wie Depression und Verwirrung, auftreten'™’. Aufgrund einer
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Pharmakokinetik mit Spitzenspiegeln im Serum nach 8 bis 24 Stunden hat sich ene

alternierende subkutane Injektion in zweitagigen Abstanden bewahrt™®,

15.1.2 Waeltere Interferon-B-Préparate

Seit April 1997 steht in der Bundesrepublik Deutschland auch Interferon-g-la zur
Behandlung der schubférmigen Multiplen Sklerose zur Verfigung, das dem humanen IFN-3
identisch ist und je nach Praparat entweder einma wochentlich intramuskulér (Avonex®)
oder dreimal in der Woche subcutan (Rebif®) appliziert wird**® *°. Der klinische Effekt der
Behandlung war in den jewelligen Studien vergleichbar mit dem von Betaferon®. Neben der
erwiesenen Wirksamkeit einer Interferon--Behandlung bel Patienten mit gesicherter
Multipler Sklerose konnten Jacobs et a. zeigen, dass ein frihzeitiger Therapiebeginn mit
intramuskulé@r injiziertem IFN-B-1a bereits nach einem ersten klinischen Schub einen
positiven Einfluss auf den weiteren Krankheitsverlauf hat'?’. Die PRISMS-Studie, die den
Effekt von subkutan verabreichtem Interferon-p-1a untersuchte, ergab Hinweise, dass eine
héhere Dosierung des Préparates auch eine bessere Wirkung erzielt*%.

Da der individuelle Behandlungseffekt schwankt und der Erfolg einer Therapie erst im
Verlauf zu beurteilen ist, werden kommende Studien zeigen missen, welches Medikament
beziehungsweise welche Kombination von Pharmaka dem einzelnen Patienten den grofdten
Nutzen bringt.

1.5.1.3 Waitere immunmodul atorische Therapieanséitze

Das ebenfals in Deutschland zur Behandlung der schubférmig-remittierenden MS
zugel assene Copolymer-1 besteht aus den Aminosauren L-Glutaminsaure, L-Lysin, L-Alanin
und L-Tyrosin. Es ist in seinem Aufbau dem Myelinbasischen Protein (MBP) &hnlich'?. Es
blockiert wahrscheinlich Bindungsstellen fir MBP an MHC-11-Molekulen auf der Oberflache
von antigenpréasentierenden Zellen und verhindert somit die Aktivierung der spezifischen T-
Zellen'®*. AuRerdem bewirkt es vermutlich eine Hemmung autoreaktiver T-Lymphozyten
gegen MBP und eine Induktion von T-Suppressor-Zellen'®®. Vor allem bei Patienten mit
einem bisher leichten neurologischen Defizit zeigte sich eine Verminderung der Schubrate
und ein giinstiger Effekt auf verschiedene MRT-Parameter?.

Die intravendse Therapie mit Immunglobulinen (iviG), die auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen eingesetzt wird, beeinflusste in einer kontrollierten, randomisierten
und doppelblinden Studie ebenfalls Krankheitsprogression und Schubrate bel Patienten mit
schubférmiger MS'" und fihrte zu einer Reduktion gadoliniumanreichernder Herde im
MRT?, Allerdings ergaben sich in aktuellen Studien keine Hinweise fiir einen langerfristigen
Effekt der Behandlung. Die Immunglobuline werden aus einem grof3en Pool von humanen
Spendern gewonnen, so dass der Patient entsprechend Uber das mdgliche Infektionsrisiko
aufgeklart werden muss. Die Wirkung scheint Uber eine Hemmung der T-Zellproliferation
und der Phagozytose durch Mikrogliazellen vermittelt zu werden®*® **. Auch fanden sich
HinV\igilse, dass die Gabe von iviG die Remyelinisierung betroffener ZNS-Areale bewirken
kann™".

Eine Studie mit Interferon-y musste abgebrochen werden, da sich unter der Therapie die
Schubrate erhohte'*?,
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1.5.1.4 Therapie mit Immunsuppressiva

Verschiedene Studien haben den positiven Effekt einer langfristigen Behandlung mit
Azathioprin (Imurek®) bel Patienten mit schubformiger Multipler Sklerose aufgezeigt. So
fanden sich Hinweise fur eine Reduktion der Schubrate, jedoch unterschiedliche Angaben
beziiglich des Einflusses auf die Krankheitsprogression®. Allerdings liegen weder
Untersuchungen an grof3eren Patientenkollektiven noch MRT-Kontrollen vor und ein breites
Nebenwirkungsspektrum limitiert den Einsatz des Medikamentes.

Das akylierende Zytostatikum Cyclophosphamid (Endoxan®) kommt wegen der schweren
Nebenwirkungen nur bei rasch progredienten Verlaufsformen in Betracht, wobe in
verschiedenen Anwendungsbeobachtungen ebenfalls Uber eine Reduktion der Schubrate
berichtet wurde™”.

Als besser vertréglich erwies sich Mitoxantron (Novantron®), ebenfalls ein Zytostatikum, das
in verschiedenen Studien einen positiven Einfluss auf Klinik und MRT-L&sionen bei
schubformig-remittierender MS zeigte. Die Behandlung wird als Eskalationstherapie bel
raschem Verlauf und unzureichender Wirkung einer IFN-p-Gabe empfohlen®. Als
Nebenwirkung muss eine kumulative K ardiotoxizitét beachtet werden™®.

Bei Patienten mit primér und sekundar chronisch progredienten Verlaufsformen wurde eine
Verlangsamung der Krankheitsprogression und ein Effekt auf die Lasionen im MRT unter

einer niedrig dosierten oralen Methotrexatbehandlung beschrieben™®’.

1.5.2 Symptomatische Therapie

1.5.2.1 Schubtherapie

Im akuten Schub hat sich die Behandlung mit hochdosierten Glukokortikoiden bewahrt,
wobei sich jedoch bis heute kein einheitliches Therapieschema durchgesetzt hat. Eine
Stoltherapie mit initial 500 bis 1000mg Prednisolonaquivalent Uber mehrere Tage, die
anschlief3end oral ausgeschlichen wird, hat sich dabei als wirksamer erwiesen as eine rein
ordle Gabe'®. Eine Dauertherapie mit Kortikoiden ist dagegen aufgrund der zahireichen
Nebenwirkungen abzulehnen®. Die Glukokortikoide bewirken vermutlich eine Stabilisierung
der gestérten Blut-Hirn-Schranke und dadurch eine Verminderung des perifokalen Odems,
wodurch es zu einer schnelleren Riickbildung der Symptome kommt**°. AuRerdem wirken sie
antiinflammatorisch, was den Einsatiz auch be anderen Autoimmunerkrankungen
ermoglicht,

Bel sehr schwer verlaufenden Iebensbedrohlichen Schilben, z.B. bel Hirnstammbeteiligung,
kann eine Plasmapheresebehandlung zusétzlich zur medikamentdsen Immunsuppression
indiziert sein'®,

1.5.2.2 Behandlung einzelner Symptome

Eine wichtige Rolle zur Behandlung der héufig auftretenden Spastiken spielen
physiotherapeutische Ubungen, evtl. begleitet von einer medikamentdsen Therapie. Hier
werden verschiedene Préparate, wie Baclofen, Tizanidin, Dantrolen, Tetrazepam, Diazepam
oder Memantin erfolgreich eingesetzt'*®. Bel Blasenentleerungsstérungen konnen, nach
gegebenenfalls durchgefuhrter urologischer Funktionsdiagnostik, unter anderem das Fuhren
eines Miktionsprotokolls, Selbstkatheterisierung und die antibiotische Behandlung eines
eventuell vorliegenden Harnwegsinfektes niitzlich sein®**. Bei Tremor ist ein Therapieversuch
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mit verschiedenen Medikamenten, wie z.B. Propranolol, Clonazepam, Carbamazepin oder
Odansetron méglich™®. Eine im Rahmen der Erkrankung auftretende depressive
Verstimmung macht unter Umstdnden die Behandlung mit einem Antidepressivum
erforderlich. Chronische Schmerzen bedeuten einen erheblichen Leidensdruck fir zahlreiche
MS-Patienten. Neben lokalen Mal3nahmen und Krankengymnastik werden hier verschiedene
Pharmaka, wie trizyklische Antidepressiva, Carbamazepin oder Gabapentin eingesetzt.

1.6 Ziesetzung

In der vorliegenden Arbeit wird zellgebundenes ICAM-1 auf CD3+ T-Zelen, CD19+ B-
Zellen und CD14+ Monozyten/Makrophagen im peripheren Blut von Patienten mit
schubformig-remittierender Multipler Sklerose untersucht. Im Rahmen friherer Projekte der
Arbeitsgruppe fur Multiple Sklerose und Neuroimmunologie an der Justus-Liebig-Universitét
Giellen hatte sich bereits ein Zusammenhang zwischen Krankheitsaktivitét und Expression
von zellstandigem ICAM-1 auf Leukozytensubpopulationen in Liquor und peripherem Blut
gezeigt'*®. AuRerdem war der Einfluss einer Behandlung mit hochdosierten Glukokortikoiden
auf die Adhéasionsmolekiilexpression beschrieben worden™.

Im Rahmen einer Querschnittstudie soll nun ein mdglicher Zusammenhang zwischen
klinischen und neuroradiologischen Parametern und der Expression von clCAM-1 auf
verschiedenen Leukozytenpopulationen im Blut untersucht werden. Dabel soll beurteilt
werden, ob sich cICAM-1 auf Leukozyten im Blut als Labormarker fir Krankheitsschwere
und -aktivitét eignet.

In einer prospektiven Langsschnittstudie soll zum einen der Einfluss einer Therapie mit
Interferon-p-1b (Betaferon®) auf die Expression des Adhasionsmolekils beurteilt werden.
Zum anderen wird der Spontanverlauf von [ICAM-1 be Erkrankten ohne
immunmodulatorische Therapie beobachtet. Durch den Vergleich der beiden Gruppen sollen
Hinweise auf einen mdglichen Wirkmechanismus der Interferon-p-Therapie gewonnen
werden. AulRerdem wird anhand Klinischer und neuroradiologischer Parameter der
Behandlungseffekt beurtellt und mit den Ergebnissen bereits durchgefihrter Studien
verglichen. Darlber hinaus soll untersucht werden, inwiefern die Bestimmung von
zellgebundenem ICAM-1 sich als Parameter fur die Effektivitét einer Therapie mit Interferon-
-1b eignet. Daher wurden die gemessenen Werte fur die Adhasionsmolekilexpression mit
den erhobenen klinischen und neuroradiologischen Daten in Zusammenhang gesetzt, um
Patienten, die von einer Behandlung profitieren, von solchen unterscheiden zu kdnnen, die
keinen Vortell durch das Medikament haben. Zu diesem Zweck wurde die im folgenden
beschriebene Studie durchgefihrt. Dabel wurde zum ersten Mal die Expression von ICAM-1
auf Leukozytensubpopulationen im Blut im langerfristigen Verlauf einer Behandlung mit
Interferon-p-1b untersucht.



2 Material und Methoden

Zur Beantwortung der im vorhergehenden Kapitel formulierten Fragen wurden die im
Folgenden néher beschriebenen Untersuchungen in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
fur Multiple Sklerose und Neuroimmunologie der Justus-Liebig-Universitat Gief3en und der
Abtellung fir Vaskulére Zellbiologie des Max-Planck-Institutes fur Physiologische und
Klinische Forschung Bad Nauheim durchgefihrt. Im Rahmen einer Querschnittstudie wurde
bei 77 Patienten mit schubformig-remittierender Multipler Sklerose die Expression von
cICAM-1 auf Leukozytensubpopulationen im peripheren Blut gemessen und zu den
Ergebnissen klinischer und neuroradiologischer Untersuchungen in Beziehung gesetzt.

Im Rahmen einer Léngsschnittstudie wurden bei 38 Patienten tber einen Zeitraum von 18
Monaten der Spontanverlauf der Expression von ICAM-1 auf Leukozytenpopulationen im
peripheren Blut, der Verlauf der neurologischen Symptomatik und Verénderungen der MRT-
Parameter beobachtet und mit den Befunden bei 30 Patienten unter ener
immunmodulatorischen Therapie mit Interferon-B-1b verglichen.

2.1 Korreation von immunologischen, klinischen und MRT-Parametern be
unbehandelten Patienten

2.1.1 Patientengruppen

Im Zeitraum von August 1997 bis Dezember 1999 wurden 77 Patienten (54 Frauen und 23
Maéanner), bei denen nach den Kriterien von Poser et al. eine schubformig-remittierende
Multiple Sklerose diagnostiziert worden war, in die Querschnittstudie aufgenommen. Zuvor
war jeder Patient Uber Ziel und Umfang des Projektes ausfihrlich aufgeklart worden und das
Einversténdnis zur Teilnahme an der Untersuchung eingeholt worden.

Bei dlen Patienten konnten zwel oder mehr Herde im kranialen oder spindlen MRT
nachgewiesen werden. Das mittlere Alter betrug 33 Jahre (Minimum 19, Maximum 59 Jahre).
Der EDSS (Expanded Disability Status Scale) nach Kurtzke et a.> war bei keinem Patienten
groflker as 6 (Median 2,0; 0 bis 6,0). Bel allen Patienten waren innerhalb der letzten beiden
Jahre zwel oder mehr Schibe (Mittelwert 3,1) aufgetreten, bel einer vorausgegangenen
Erkrankungsdauer von im Mittel 5,6 Jahren. Ein Schub wurde definiert als das Auftreten
neuer klinischer Symptome oder eine signifikante Verschlechterung bereits bestehender
Symptome durch die Grunderkrankung fir mindestens 24 Stunden ohne das gleichzeitige
Auftreten von Fieber bzw. das Vorliegen einer Infektionskrankheit.

Ausschlusskriterien waren eine immunsuppressive Behandlung, z.B. mit Cortison oder
Azathioprin, sechs Monate vor Aufnahme in die Studie, ebenso wie eine
immunmodulatorische Therapie, z.B. mit Interferon-p oder Glatirameracetat bzw. die
Einnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika (z.B. Ibuprofen, Diclofenac) innerhalb eines
Zeitraumes von 3 Monaten vor Studieneintritt.
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2.1.2 Studienaufbau

Alle Patienten wurden nach Aufnahme in die Studie neurologisch untersucht und der EDSS
als Mal3 fur das neurologische Defizit bestimmt. Am selben Tag erfolgte als Bestandteil der
Routinediagnostik an der Neurologischen Universitatsklinik Gief3en eine Blutentnahme. In
diesem Rahmen wurde auch das Probenmaterial fur die Bestimmung der Expression von
cICAM-1 auf Leukozytensubpopulationen im Blut gewonnen. Ebenfalls am gleichen Tag
wurde ein kraniales MRT angefertigt. Dabel wurden sowohl Parameter zur Beschreibung der
subklinischen Krankheitdast als auch der Krankheitsaktivitéat ausgewertet.

2.2 Veanderungen der |ICAM-1-Expression im zeitlichen Verlauf be
behandelten und unbehandelten Patienten

2.2.1 Patientengruppen

Im Zeitraum von Méarz 1996 bis Januar 1999 wurden insgesamt 68 Patienten in eine
Langsschnittstudie aufgenommen. Darunter befanden sich 52 Frauen und 16 Ménner. Das
durchschnittliche Alter betrug 35,0 Jahre (18 bis 57 Jahre). Bei allen Patienten war nach den

Patientengruppen Therapiegruppe Kontrollgruppe

e Patientenzahl n=30 n=38

e Geschlecht weibl. = 18; mannl. = 12 welbl. = 34; mannl. =4
(weibl./mannl.)

o Alter (Jahre) m=354 s=87 m = 34,6 s=9,0

e Zahl der Schibe M =45 2-11 M =30 2-8
innerhalb der
letzten 3 Jahre vor
Studienbeginn

e hisherige M =6,4 1-35,3 M =30 1-25,2
Krankheitsdauer
(in Jahren)

e EDSS M=20 0,0-5,0 M =20 0,0-4,0

e kumulative M = 1533 66-21812 M =811 83-9338
Gesamtflache der
Léasionenim MRT

Tabelle 2.1: Vergleich klinischer und neuroradiologischer Daten zu Sudienbeginn in
Therapie- und Kontrollgruppe; normalverteilte Daten als Mittelwert (m) und
Sandardabweichung (s) dargestellt, nicht normalverteilte Daten als Median (M) und
Minimal- bzw. Maximalwert.

Kriterien von Poser et d.** eine Multiple Sklerose diagnostiziert worden und jeder Patient
wies einen schubformig-remittierenden Krankheitsverlauf mit jeweils mindestens zwei
Schiiben in den letzten beiden Jahren auf. Der EDSS lag bel Eintritt in die Studie bei allen
Patienten bei fUnf oder weniger (Median 2,0). Das bedeutet, dass nur Erkrankte aufgenommen
wurden, die noch ohne Hilfe gehfahig waren.
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Kein Patient war innerhalb der letzten sechs Monate vor Studieneintritt immunsuppressiv
(z.B. mit Azathioprin oder Methotrexat) bzw. innerhalb der letzten drei Monate
immunmodulatorisch (z.B. mit einem Interferon-p-Préparat) behandelt worden.

Vor Aufnahme in die Studie wurde jeder Patient ausfuhrlich Uber die verschiedenen
Behandlungsmoglichkeiten der Multiplen Sklerose informiert und ausdricklich Gber die
Teilnahme an der Studie aufgeklart. Bei alen Patienten war aufgrund klinischer und
apparativer Befunde die Indikation zu einer immunmodulatorischen Behandlung gegeben. Die
Entscheidung, ob eine Therapie mit Interferon-p-1b durchgefiihrt werden sollte, war
unabhéngig vom Einschluss in die Untersuchung und wurde von jedem Erkrankten selbst
getroffen. Es wurden nur Patienten in die Studie aufgenommen, die ausdricklich ihr
Einverstéandnis daftr erklart hatten. 30 Erkrankte entschieden sich fir eine Behandlung,
wéhrend 38 sich vorerst dagegen aussprachen und die Kontrollgruppe bildeten (siehe Tab.
2.1).

Signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung beider Patientengruppen zeigten sich
sowohl hinsichtlich der Geschlechtsverteilung (18 Frauen und 12 Mé&nner bei den behandelten
gegenuber 34 Frauen und 4 Mannern bei den unbehandelten Patienten; p<0,005, Chi-Quadrat-
Test) ds auch beziglich der Anzahl der Schiibe innerhalb der letzten 3 Jahre und der
bisherigen Krankheitsdauer. So waren bei den Therapiepatienten mehr Schibe (Median 4,5
im Vergleich zu M = 3,0 bei den Kontrollpatienten; p<0,05) aufgetreten. Zudem lag die
Diagnosestellung langer zurtick (6,4 Jahre gegenuber 3,0 Jahre; p<0,05). Auch hinsichtlich
der kumulativen Gesamtfldche der Herde im MRT fanden sich bel Aufnahme in die Studie
signifikante Unterschiede (p<0,05) in beiden Kollektiven mit einer grof3eren
kernspintomografischen Krankheitsschwere bel den Patienten der Therapiegruppe. Beziglich
des durchschnittlichen Alters der Patienten, des Behinderungsgrades und der Schubrate im
Jahr vor Aufnahme in die Studie zeigten sich keine relevanten Differenzen in der
Gruppenzusammensetzung.

Bel den Patienten, die sich fir eine Behandlung entschieden hatten, wurde eine Therapie mit
Interferon-p-1b (Betaferon®, Schering) begonnen. Zur Reduktion von Nebenwirkungen
erfolgte eine einschleichende Dosierung mit initial 2 Mio. |IE subcutan. Mit der vierten
Injektion wurde die endgultige Dosis von jewells 8 Mio. |IE des Medikamentes, die jeden
zweiten Tag subkutan injiziert wurden, erreicht.

2.2.2 Studienaufbau und Patientenbeobachtung

Der Aufbau der Studie ist in Tabelle 2.2 dargestellt. Bei allen Patienten wurden anamnestisch
und mit Hilfe vorhandener Krankenunterlagen retrospektiv bisher aufgetretene klinische
Schiibe innerhalb der letzten drei Jahre erfasst, um daraus die Schubrate (durchschnittliche
Anzahl der Schibe pro Jahr) zu ermitteln. Aul3erdem wurden alle Patienten bei Aufnahme in
die Studie neurologisch untersucht und dabel anhand des EDSS der Grad der Behinderung
beurteilt. Zusétzlich wurde ein MRT des Kopfes angefertigt und es erfolgte ene
Blutentnahme zur Kontrolle der Routinelaborparameter und Gewinnung einer Probe fir die
anschliefende FACS-Analyse. In der Therapiegruppe wurden diese Untersuchungen
unmittelbar vor Beginn der Behandlung durchgefihrt.

Im weiteren Verlauf der Studie stellten sich die Patienten in dreimonatigen Absténden Uber
einen Zeitraum von insgesamt 18 Monaten jeweils wieder in der Poliklinik der
Neurologischen Universitétsklinik Giefsen vor, wobei zu jedem Termin wiederum ene
ausfuhrliche Exploration und eine Blutentnahme erfolgten. Die Patienten der Therapiegruppe
wurden zudem beziiglich moglicher Nebenwirkungen Uberprdift.
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Besonderes Augenmerk wurde auf
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das Auftreten neuer Schibe wahrend des
Beobachtungszeitraums gelegt, um die Aktivitdt der Erkrankung einschdtzen zu kénnen.

Vor Beginn Nach 3 Monaten Nach 6 Monaten Nach 9 Monaten

EDSS EDSS EDSS EDSS

bisherige Schubrate | neu aufgetretene neu aufgetretene neu aufgetretene
Schilbe Schilbe Schilbe

FACS-Analyse FACS-Analyse FACS-Analyse FACS-Analyse

MRT MRT

Nach 12 Monaten

Nach 15 Monaten

Nach 18 Monaten

EDSS

EDSS

EDSS

neu aufgetretene
Schilbe

neu aufgetretene
Schilbe

neu aufgetretene
Schilbe

FACS-Analyse

FACS-Analyse

FACS-Analyse

MRT

MRT

Tabelle 2.2: Untersuchungsprotokoll der Langsschnittstudie.

Zusdtzlich wurden bel alen Erkrankten im Abstand von 6 Monaten MRT-Aufnahmen
angefertigt, um das Vorliegen subklinischer Krankheitsaktivitét bzw. —progression erkennen
zu konnen.

2.3 Differenzierung der Leukozytensubpopulationen mit Hilfe monoklonaler
Antikor per

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Unterscheidung der  untersuchten
L eukozytensubpopulationen monoklonale Antikorper zur Markierung von CD3 (T-Zellen),
CD19 (B-Zellen) und CD14 (Monozyten/Makrophagen) verwendet. Zur spateren Messung

Monoklonaler Antikorper | Funktion/Marker Hersteller
IgG1-FITC Negativkontrolle exapha, Boston (MA), USA
lgG1-PE Negativkontrolle exapha, Boston (MA), USA
CD45-FITC Positivkontrolle Immunotech, Hamburg
CD45-PE Positivkontrolle Immunotech, Hamburg
CD3-PE T-Lymphozyten Immunotech, Hamburg
CD19-PE B-Lymphozyten I mmunotech, Hamburg
CD14-PE M onozyten/M akrophagen Immunotech, Hamburg
ICAM-1-FITC zellgebundenes ICAM-1 Bender MedSystems, Wien,
Osterreich

Tabelle 2.3: Verwendete monoklonale Antikorper, Funktion und Herstellerfirma.
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der Fluoreszenzintensitdt mit Hilfe des Durchflusszytometers wurden mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) markierte Antikorper benutzt.

Zur Bestimmung der Adhésionsmolekilexpression wurden monoklonale Antikorper gegen
CD 54 (ICAM-1) verwendet, an die der Farbstoff Fluorescein-1sothiocyanat (FITC) gekoppelt
war. Die Messung von ICAM-3 (CD50) auf CD3+ T-Zellen, CD19+ B-Zellen und CD14+
Monozyten/Makrophagen am gleichen Patientenkollektiv war Gegenstand einer weiteren
Promotionsarbeit.

Als Positivkontrolle diente eine Probe, die mit monoklonalen Antikorpern gegen CD45, das
auf der Oberflache aller Leukozyten exprimiert wird, markiert wurde. Als Negativ- bzw.
| sotypkontrolle zur Elimination der unspezifischen Bindung wurden Antikdrper gegen 19G
benutzt. Tabelle 2.3 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten monoklonalen Antikorper.

2.4 Bestimmung der | CAM-1-Expression auf L eukozyten mittels
Dur chflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine relativ neue Methode, welche die Analyse von einzelnen
Zellen in einer Suspension auf der Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften
ermoglicht. Wahrend die ersten Durchflusszytometer noch as reine Zahlgerdte verwendet
wurden, was ihnen die Bezeichnung Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) gab, kdnnen
heute verschiedene physikalische und chemische Eigenschaften einer Zelle gleichzeitig
gemessen werden™*’.

Das fur diese Arbeit verwendete FACScan (Fa. Becton Dickinson, Heidelberg) beinhaltet
neben dem eigentlichen Durchflusszytometer auch einen Rechner, der mit Hilfe des
Sofwareprogrammes CellQuest die Steuerung des Gerdtes sowie die Speicherung und
Auswertung der Messergebnisse ermdglicht.

241 Testprinzip

Die vorliegende Zellsuspension wird Uber eine Stahlkapillare durch Uberdruck in die
Messkiivette transportiert. Durch eine Tragerfliissigkeit werden die Zellen beim Eintritt in die
Messkammer stark beschleunigt und reihen sich wie Perlen einer Perlenkette aneinander.
Dieser Vorgang, der auch as hydrodynamische Fokussierung bezeichnet wird, ist
Voraussetzung dafir, dass der Argon-Laser, der kohdrentes Licht der Wellenlénge 488 nm
generiert, jede einzelne Zelle erfassen kann. Dabel konnen je nach Gerdtetyp mit Hilfe des
optischen Systems bis zu sechs verschiedene Parameter gleichzeitig bestimmt werden (siehe
Abb. 2.4).

Zum einen wird das auf die Zelle auftreffende Licht nach vorne und zur Seite gestreut, was as
Vorwértsstreulicht (Forward Light Scatter, FSC) beziehungsweise Seitwartsstreulicht
(Sideward Light Scatter, SSC) gemessen wird. Wahrend das FSC vor allem von der Zellgrofe
abhangt, ist das SSC hauptséchlich ein Mal3 fur die intrazelluldre Granularitét. Mit Hilfe
dieser beiden Parameter lassen sich Leukozyten aufgrund der unterschiedlichen Morphologie
in Subgruppen unterteilen.
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Zum anderen emittieren die durch den Argon-Laser angeregten Zellen Licht, wobei je nach
Bauart mit dem  Durchflusszytometer  Uber mehrere Kande  verschiedene
Fluoreszenzspektralbereiche gemessen werden konnen. Zusétzlich zum natdrlichen
Fluoreszenzspektrum der Zellen konnen durch monoklonade Antikorper, die mit
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Abbildung 2.4: Optisches System eines Dur chflusszytometers (nach Produktinfor mation
der Fa. Coulter).

Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, bestimmte Oberflachenmerkmale markiert werden.
Zwel haufige Farbstoffe, die auch in dieser Studie verwendet wurden, sind Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE). Beide kdnnen durch das Licht der Wellenlange
488nm des Argon-Lasers angeregt werden. Wahrend das Maximum des Emissionsspektrums
von FITC bel 525nm liegt und Uber den Kanal Fl 1 (Detektor 530+30nm) gemessen wird,
liegt das von PE bei 575nm und wird tiber den Kanal Fl 2 (Detektor 585+42nm) registriert**.
Die weiteren Fluoreszenzkand e wurden in der vorliegenden Arbeit nicht benttigt.

2.4.2 Probenmaterial

Alle Blutentnahmen erfolgten im Rahmen der Routinediagnostik an der Neurologischen
Klinik der Justus-Liebig-Universitét Giefl3en. Die Citratblutproben wurden unmittelbar nach
ihrer Abnahme im Neurochemischen Labor der Neurologischen Universitatsklinik Giefsen
bearbeitet. Die Messung des zellgebundenen ICAM-1 auf CD3+ T-Zellen, CD19+ B-Zellen
und CD14+ Monozyten/Makrophagen wurde anschlieffend am Durchflusszytometer der
Abteilung fur Molekulare Zellbiologie des Max-Planck-Institutes Bad Nauheim durchgefhrt.
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2.4.3 Testablauf

Die Blutproben wurden anhand eines festen Protokolls (siehe Protokoll 7.1, Anhang) im
Neurochemischen Labor der Neurologischen Universitétsklinik Giefsen bearbeitet. Zunachst
erfolgte mit Hilfe eines Ficoll-Pagque-Gradienten die Isolation der Leukozyten (vor allem
Lymphozyten und Monozyten) aus dem entnommenen Citratblut. Anschlief3end wurde die
Probe in zwe weiteren Zentrifugationsschritten gereinigt. Nach Bestimmung der
Zellkonzentration (mittels Sysmex, Fa. TOA Medical Electronics, Hamburg) wurden die
Leukozyten in FACS-Puffer aufgenommen. Dieser enthdt Natriumazid, ein Zellgift, das die
Atmungskette inhibiert. Dadurch sollte erreicht werden, dass die Oberflacheneigenschaften
der Zellen mdoglichst stabil bletben. Aus diesem Grund wurden die Proben auch anschlief3end
auf Eis gelagert, die weiteren Schritte erfolgten unter sténdiger Kihlung in der Abteilung fir
Molekulare Zellbiologie des M ax-Planck-1nstitutes Bad Nauheim.

Drei Stunden nach Aufnahme der peripheren Blutleukozyten (PBL) in Eis wurden dort die
Proben nach Verdunnung in die Vertiefungen einer Mikrotitierplatte pipettiert, anschlief3end
die fluoreszenzmarkierten Antikorper unter Lichtausschluss nach einem exakten Schema
(siehe Tabelle 2.2) hinzugegeben. Nach Inkubation und drei weiteren Waschschritten wurden
die Proben in FACS-Storage-Puffer, der Paraformaldehyd enthdlt, aufgenommen. Die
durchflusszytometrische Analyse wurde innerhalb von funf Tagen am FACScan (Fa. Becton
Dickinson, Heidelberg) durchgefihrt.

Proben- 1 2 3 4 5 6 7 8
nummer

Antikorper |ungefarbt [1gG1- |IgG1l- |CD45- |CD45 |CD3-PE |CD19-PE |CD14-PE
FITC |PE FITC |PE

ICAM-1- | ICAM-1- |ICAM-1-

FITC FITC FITC
jeweilige Sul Sul 10ul 10ul 10ul 10ul 10ul
Menge

Sul Sul Sul

Tabelle 2.2: Pipettierschema zur Markierung der verschiedenen Leukozytensubpopulationen und
Adhasionsmol ekiile mit Hilfe monoklonaler, mit Fluoreszenzfar bstoffen markierter Antikor per.

2.4.4 Quantifizierbare Auswertung der Ergebnisse

Da die Einstellung des Durchflusszytometers zur Messung der Fluoreszenzintensitéat unter
Umstanden inter- und intraindividuellen Schwankungen unterliegt, wurde en bereits
etabliertes Verfahren angewandt, das den Vergleich verschiedener Messergebnisse
ermoglicht. Mit der hier verwendeten Methode lief3 sich aus den Blutproben die quantitative
Expression von ICAM-1 auf der Oberflache von CD3+ T-Zellen, CD19+ B-Zellen und
CD14+ Monozyten/M akrophagen bestimmen.
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2.4.4.1 Darstellung der verschiedenen Zelleigenschaften

Die mit Hilfe des Durchflusszytometers gewonnenen Daten kénnen auf verschiedene Arten
dargestellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde ein sogenannter ,,Dot-Plot* verwendet.
Jede einzelne Zelle wird dabei als ein Punkt in einem Diagramm dargestellt. Bei Messung der
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Abbildung 2.5: Einteilung der Leukozytensubpopulationen (R1: Lymphozyten; R2:
Monozyten/Makrophagen) anhand von Forward (FSC) und Sdeward Scatter (SSC).
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Abbildung 2.6: Punktwolken fiir Negativ- (links) und Positivkontrolle (rechts) im
Lymphozytengate.

Streuung wird auf der X-Achse das Vorwirtsstreulicht (FSC) und auf der Y-Achse das
Seitwartsstreulicht (SSC) aufgetragen (siehe Abb. 2.5).
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Mit Hilfe dieser Streulichteigenschaften (FSC, SSC) lassen sich aus einer Probe die
Leukozyten in Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen differenzieren. Letztere weisen
aufgrund ihres groféeren Durchmessers und der vermehrten Granularitdt hohere Werte fur FSC
und SSC auf und lassen sich somit als Punktwolke von den Lymphozyten abgrenzen. T-
Zellen und B-Zellen konnen auf diese Weise alerdings nicht voneinander unterschieden
werden, da sie sich in dieser Hinsicht sehr dhnlich sind. In Abbildung 2.6 und 2.7 sind die
beiden ,,Gates* fiir Lymphozyten (R1) und Monozyten/Makrophagen (R2) dargestellt. Fiir die
anschlieBende Messung der Fluoreszenzintensitit wird dann nur die Zellpopulation des
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Abbildung 2.7: Punktwolken fiir Negativ- (links) und Positivkontrolle (rechts) im
Monozyten/Makr ophagen-Gate.
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Abbildung 2.8: Darstellung der Fluoreszenzintensitat von ICAM-1 (FI 1, X-
Achse) auf T-Zellen (Fl 2, Y-Achse) als Punktwolke im ,, Dot-Plot “.

jeweiligen Gates herangezogen. Neben einer moglichen Vorselektion der Leukozyten bietet
dieses Verfahren den Vorteil, dass mdgliche Verunreinigungen in Form von Erythrozyten und
Zellbruchstiicken zum GroBteil eliminiert werden kdnnen.
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Eine mit monoklonalen Antikorpern gegen das Oberflachenmerkmal CD45, das auf alen
Leukozyten exprimiert wird, geférbte Probe diente als Positivkontrolle. Als Isotypkontrolle
wurden Antikdrper gegen 1gG verwendet. Da Lymphozyten und Monozyten/M akrophagen
eine unterschiedliche Eigenfluoreszenz und damit auch unterschiedliche Werte fur die
Negativ- beziehungsweise Positivkontrolle aufweisen, wurden sie getrennt voneinander
ausgewertet.

Die gemessenen Werte fur die Fluoreszenzintensitét werden ebenfalls in einem Diagramm
dargestellt, wobel wiederum jeder Punkt mindestens eine Zelle représentiert. Dabei entspricht
die X-Achse Kanal Fl 1, auf dem die Expression von ICAM-1 bestimmt wird und die Y-
Achse Kand Fl 2, auf dem die Fluoreszenzintensitat der Leukozyten-Antigene CD3, CD19
und CD14 gemessen wird (siehe Abb. 2.8).

2.4.4.2 Bestimmung der relativen Fluoreszenzintensitét von ICAM-1 auf Leukozyten

Aufgrund der logarithmischen Skalierung der Achsen wurde von den dargestellten
Punktwolken durch das Softwareprogramm CellQuest jeweils der geometrische Mittelwert
(“XGeoMean”) bestimmt und daraus fiir jede Probe mit Hilfe einer Formel die relative
Fluoreszenzintensitét (rfi) errechnet.

Dazu wurde von der gemessenen Fluoreszenzintensitit der ICAM-1-positiven Zellen und der
Positivkontrolle (CD45) jeweils der Wert der Isotypkontrolle (IgG1) abgezogen. Durch die in
Abbildung 2.9 beschriebene Formel wurde somit der Wert fiir die Isotypkontrolle gleich null
und der Wert fiir die Positivkontrolle gleich 1000 gesetzt. Die errechnete relative
Fluoreszenzintensitit der ICAM-1-positiven Zellen ist somit ein Wert auf dieser Skala
zwischen null und 1000. In Abbildung 2.9 sind zwel Beispiele fur die Berechnung der
relativen Fluoreszenzintensitét dargestellt.

2.4.4.3 Inter-Observer-Reliabilitat

Aufgrund des langen Beobachtungszeitraumes wurden die FACS-Anadysen von zwel
Personen durchgeftihrt, von M&rz 1996 bis Oktober 1997 vom Autor der vorliegenden Arbeit
und bis Dezember 1999 von einem zweiten Untersucher. Neben der zuvor beschriebenen
Messung der relativen Fluoreszenzintensitdt von ICAM-1 auf Leukozytensubpopulationen bel
Patienten mit schubformig-remittierender MS wurde in dhnlicher Weise die Expression des
Adhésionsmolekils ICAM-3 bestimmt. Die entsprechenden Ergebnisse sind Gegenstand einer
weiteren Promotionsarbeit durch den zweiten Untersucher. Durch die Berechnung der
relativen Fluoreszenzintensitdt ergaben sich nur geringe interindividuelle Schwankungen.
Anhand der Messung von insgesamt 18 Parametern, an identischen Patienten und zum
gleichen Zeitpunkt durch beide Untersucher unabhéngig voneinander durchgeftihrt, wurde der
Variabilitatskoeffizient als Mald fur die Verldsdichkeit der Methode bestimmt. Die
entsprechenden Messergebnisse sind in Tabelle 7.2.1 des Anhangs aufgefthrt, der
durchschnittliche Variabilitatskoeffizient lag bei 2,67.
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Beispiel 1
IgG-1 (X Geo Mean 3,6) CD 45 (30 Geo Mean 1479,3)  ICAM-1 (20 Geo Mean 10,0)
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Beispiel 2
Iga-1G7 Geo Mean 10,4)  CD 45 (3 Geo Mean 1267,8)  TOAM-1 (X Geo Mean 53,6)
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Abbildung 2.9: Zwel Beispiele fur die Berechnung der relativen Fluoreszenzintensitat (rfi)
von ICAM-1 auf CD3+ T-Zellen (Beispiel 1) bzw. CD14+ Monozyten/Makrophagen (Beispiel
2). Durch die Differenz der geometrischen Mittelwerte (auf der logarithmisch skalierten x-
Achse) von Positiv-Kontrolle (CD45) und Negativ-Kontrolle (IgGl) wird eine neue
logarithmische x-Achse definiert mit dem Wert der Isotypkontrolle (IgG1) als Nullpunkt und
der Positiv-Kontrolle (CD45) als maximalem Wert 1000. Die relative Fluoreszenzintensitat
von ICAM-1 errechnet sich durch die angegebene Formel aus dem geometrischen Mittelwert
der gemessenen Probe als Wert auf dieser neuen Skala zwischen 0 und 1000. Dadurch wird
ein quantitativer Vergleich mit anderen Patientenproben ermdglicht.
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2.5 Magnetr esonanztomoqgr afie

Um die Krankheitsschwere und —aktivitit zu beurteilen, wurden bei allen Patienten kraniale
MRT-Aufnahmen mit Kontrastmittel in der Neuroradiologischen Abteilung der
Universititsklinik GieBen angefertigt. Bei den Patienten der Querschnittstudie wurde die
Untersuchung am selben Tag, an dem auch die klinischen und immunologischen Daten
erhoben wurden, durchgefiihrt. Bei den Erkrankten, die im Rahmen der Langsschnittstudie
beobachtet wurden, erfolgte dies zu Studienbeginn und im weiteren Verlauf in
sechsmonatigen Abstianden. Die Auswertung wurde dabei unter Aufsicht von zwei erfahrenen
Neuroradiologen vorgenommen.

Wichtung Rel axationszeit Aussendezeit
T1 500ms 10 bzw. 15ms
T2 3460ms 93ms
Protonen 3460ms 19ms

Tabelle 2.3: Relaxations- und Aussendezeiten bei Anfertigung der unterschiedlich
gewichteten MRT- Aufnahmen.

25.1 Anfertigungder MRT-Bilder

Die MRT-Untersuchungen erfolgten am Gerdt Magnetom SP63 (Siemens, Erlangen). Dabel
wurden T2- und Protonen-gewichtete Aufnahmen sowie T1-gewichtete Bilder vor und nach
intravenoser Gabe von Gadolinium-DTPA angefertigt. Die initialen MRT-Untersuchungen
und die Verlaufskontrollen im Abstand von jeweils sechs Monaten erfolgten unter exakt den
gleichen Untersuchungsbedingungen (u.a. Relaxations- und Aussendezeit, Positionierung des
Kopfes und Schichtdicke). Dadurch sollte die bestmdgliche Vergleichbarkeit der Bilder eines
einzelnen Patienten zu den unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten erreicht werden.
Tabelle 2.3 gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Aussende- und Relaxationszeiten.

2.5.2 Auswertung der MRT-Bilder

Um eine standardisierte Auswertung der MRT-Aufnahmen zu gewahrleisten, wurden zur
Quantifizierung der Lasionen jeweils die transversalen Schnittebenen vom Foramen magnum
bis zum Vertex herangezogen. Sagittale und koronare Schichten wurden nicht berticksichtigt,
ebensowenig Herde im Rickenmark, da die verwendete Technik keine ausreichende
Beurteilung von L&sionen in diesem Bereich erlaubt™.

Die angewandte Methode zur Auswertung der MRT-Aufnahmen sollte eine Quantifizierung
der MS-typischen Herde ermdglichen, um somit ein Mal3 fir die Krankheitsschwere
(,,Disease Burden®) zu erhalten. AuBlerdem wurde die Krankheitsaktivitit anhand der
Anreicherung des Kontrastmittels Gadolinium-DTPA in den T1-gewichteten Sequenzen bzw.
des Vorliegens eines perifokalen Odems in den T2-gewichteten Aufnahmen beurteilt.

Folgende 8 Parameter wurden dabei bestimmt:

o Kumulative Gesamtflache aller M S-typischen Herde (,,Disease Burden®)
e Anzahl aler Lasionen
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o Gesamtfldche dler gadoliniumanreichernden Herde as Zeichen einer
entziindlichen Schadigung der Blut-Hirn-Schranke*

e Anzahl der gadoliniumanreichernden Herde

e Gesamtflache der Lasionen mit perifokalem Odem as Hinweis auf das Vorliegen
einer akuten Entziindungsreaktion bzw. lokalen Stérung der BHS

e Anzahl aler Lasionen mit perifokalem Odem

e Gesamtflache der gadoliniumanreichernden Herde mit umgebendem Odem

e Anzahl aller gadoliniumanreichernden Herde mit umgebendem Odem

Da die heute moglichen computergestitzten Bildbearbeitungen noch sehr zeitintensiv sind
und die Vorteile vor alem im Bereich multizentrischer Studien mit mehreren Untersuchern
liegen™, erfolgte die Auswertung in der vorliegenden Arbeit manuell und semiquantitativ am
Institut fur Neuroradiologie durch zwei Auswerter. Dabel wurde darauf geachtet, dass die von
einem Patienten im Verlauf der Lé&ngsschnittuntersuchung angefertigten MRT-Bilder
moglichst jeweils vom gleichen Untersucher bearbeitet wurden. Der Variabilitatskoeffizient
bei der Auswertung identischer MRT-Bilder durch verschiedene Personen lag im Mittel bel
0,09 (laut O. Fischer, personliche Korrespondenz). Auf3erdem hatte der jeweilige Untersucher
keine Kenntnis Uber den klinischen Verlauf des Patienten.

Bei der quantitativen Auswertung wurde jeder Herd auf Transparenzpapier tbertragen und
mittels Millimeterpapier die Querschnittsflache auf jeder Schicht zweidimensional bestimmit.
Unter Beriicksichtigung des Mal3stabes konnten dadurch die kumulativen Gesamtflachen der
verschiedenen Parameter berechnet werden.

Somit war es moglich, zum einen den Spontanverlauf der MRT-Daten bel einer Gruppe von
38 Patienten mit schubformig-remittierender MS zu beobachten. Zum anderen konnte
vergleichend dazu der Effekt ener Therapie mit Interferon-p-1b auf die
kernspintomografische Krankheitsschwere und —aktivitét bei 30 Patienten unter der Therapie
beurteilt werden.

Anhand der beschriebenen Parameter wurden schlielich die Patienten der Therapiegruppe in
Responder, die von der Behandlung profitieren, und Nonresponder, bei denen kein positiver
Effekt zu verzeichnen war, unterschieden. Zu diesem Zweck wurde fiir jeden MRT-Wert der
Regressionsparameter berechnet. Wenn dieser kleiner als null war und somit eine Tendenz zu
negativen Werten vorlag, wurde ein |FN-B-Effekt angenommen und der jeweilige Patient als
Responder definiert. Bel einem Regressionsparameter grof3er oder gleich null wurde
dementsprechend von einem Nonresponder ausgegangen. Diese Eintellung ergab je nach
zugrunde gelegtem MRT-Parameter Subgruppen verschiedener Grofde (siehe Tabelle 7.2.8,
Anhang).

2.6 Statistische Auswertunq

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden in einer im Softwareprogramm Microsoft
Access erstellten Datenbank verwaltet. Die Ergebnisse der Querschnittstudie wurden mit
Hilfe des Statistikprogrammes TBS analysiert. Dabeli wurde bei normalverteilten Daten der
Student t-test angewendet, bei nicht normalverteilten Daten der Wilcoxon-Test. Eine
Korrelation der ermittelten MRT-Aktivitdtsparameter mit der gemessenen Expression von
cICAM-1 efolgte mit Hilfe des Spearman-Rang-Testes durch Berechnung des
entsprechenden Korrelationskoeffizienten.

Die Daten der Langsschnittstudie tber die Auswirkungen einer Therapie mit Interferon-p-1b
wurden vom Statistik-Biro Parexel (biodat), Berlin, das in der Bearbeitung ahnlicher
Fragestellungen Erfahrung besitzt, ausgewertet. Die Zusammensetzung beider
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Patientengruppen hinsichtlich klinischer und neuroradiologischer Charakteristika wurde mit
Hilfe des Wilcoxon-Testes verglichen, da in der Regel die Werte fur die verschiedenen
Parameter nicht normalverteilt waren. Zur Bestimmung des Einflusses einer Interferon-p-1b-
Therapie auf die Expression zellgebundener Adhésionsmolekile zu jedem einzelnen
Beobachtungszeitpunkt im Vergleich zum Wert vor Therapiebeginn wurde der Vorzeichen-
Rang-Test nach Wilcoxon fir verbundene Stichproben verwendet. Der gleiche Test diente
auch zur Berechnung eventuell auftretender spontaner Veranderungen in der Kontrollgruppe.
Zur Analyse verschiedener Verlaufe in der Interferongruppe im Vergleich zum Kollektiv der
unbehandelten Patienten Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 18 Monaten fand der
nichtparametrische ANOVA-Test fur Verlaufsbeobachtungen Anwendung. Eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde jewells als statistisch signifikant angesehen.



3 Ergebnisse

3.1 Korrelation de Expresson von CclCAM-1 mit klinischen und
neur or adiologischen Parametern

Insgesamt 77 Patienten wurden im Rahmen einer Querschnittstudie untersucht. Mittels FACS-
Anayse wurde die Expression von clICAM-1 auf CD3+ T-Zellen, CD19+ B-Zellen und
CD14+ Monozyten/Makrophagen im Blut bestimmt. Mit Hilfe der MRT-Parameter wurden
die Erkrankten in zwel Subgruppen eingeteilt. Die subklinische Krankheitsschwere wurde
anhand der Flache und Anzahl aller Herde beurteilt, wahrend die Krankheitsaktivitét durch
das Auftreten gadoliniumanreichernder Herde und den Nachweis eines perifokalen Odems
bestimmt wurde.

3.1.1 Vergleich von Subgruppen mit unterschiedlicher Krankheitsaktivitat im MRT

Von den 77 Patienten, die in die Querschnittstudie eingeschlossen wurden, konnten bel 28
aktive Herde im MRT, gadoliniumanreichernd (n=23) oder mit perifokalem Odem (n=11),
nachgewiesen werden. Von alen an der Untersuchung beteiligten Erkrankten war nur bei 8
Patienten innerhalb der letzten 2 Wochen ein klinischer Schub aufgetreten. Bel jeder dieser 8
Personen fanden sich Zeichen von Krankheitsaktivitét im kraniadlen MRT. Ein Vergleich der
klinischen Daten der Subgruppen von Patienten mit oder ohne aktive Herde im MRT ergab
eine fast identische Verteilung von Alter, Geschlecht, bisheriger Erkrankungsdauer und
EDSS. Auch beziiglich der Expression von cICAM-1 auf Leukozyten im peripheren Blut
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den beiden Kollektiven.

3.1.2 Korrelation der MRT-Parameter mit der Expression von cl CAM -1

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den gemessenen immunologischen Markern
und der Krankheitsaktivitat und —schwere im MRT zu untersuchen, wurden die Werte fir die
cICAM-1-Expression auf den Leukozytensubpopulationen im Blut mit den verschiedenen
MRT-Parametern in Beziehung gesetzt.

Dabei fand sich bei Betrachtung aller 77 Patienten beziiglich cICAM-1 auf CD3+ T-Zellen im
peripheren Blut eine negative Korrelation (p<0,05) sowohl zur kumulativen Gesamtfléche
(Spearman Korrelationskoeffizient r = -0,2790) als auch zur Anzahl aller Herde (r = -0,2382)
im MRT (siehe Abb. 3.1).

Ein noch etwas deutlicherer Zusammenhang konnte fiir die gleichen Parameter in der Gruppe
von Patienten mit Zeichen subklinischer Krankheitsaktivitdt im MRT nachgewiesen werden.
Auch hier zeigte sich eine negative Korrelation (p<0,05) der cICAM-1-Expression auf CD3+
T-Zellen sowohl zur Gesamtfliche (r = -0,4941) als auch zur Anzahl (r =-0.4554) aller
Lisionen.

Entsprechend wurde im gleichen Kollektiv der Erkrankten mit aktiven Herden im MRT auch
eine negative Korrelation (p<0,05) der Expression von cICAM-1 auf CDI14+
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Monozyten/Makrophagen zur kumulativen Gesamtflache (r = -0.4025) und zur Anzahl aler
Lasionen (r = -0.4236) festgestellt (siehe Abb. 3.2).
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Abbildung 3.1: Korrelationsmatrices fur die Expression von cICAM-1 auf CD3+ T-Zellen im
peripheren Blut mit der Anzahl (a,c) und kumulativen Gesamtflache (b,d) aller Herde im MRT
(T2-gewichtete Aufnahmen). Die Ergebnisse fir das Gesamtkollektiv aler Patienten (n=77) sind
in aund b dargestellt, die Ergebnisse fir die Subgruppe mit aktiven Herden im MRT (n=28) inc
und d.

Bei isolierter Betrachtung der Gruppe von Patienten ohne subklinische Krankheitsaktivitét im
MRT fand sich kein statistischer Zusammenhang zwischen der cl CAM-1-Expression und den
verschiedenen MRT-Parametern.
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3.1.3 Vergleich von Subgruppen mit unterschiedlicher Krankheitsschwereim MRT

Anschliefiend wurden die Patienten anhand der MRT-Befunde in zwei Gruppen mit
vermehrter bzw. verminderter Krankheitsschwere eingeteilt. Die Anzahl aller M S-typischen
Herde im Gesamtkollektiv der 77 Patienten betrug im Median 25. Entsprechend wurden die
Erkrankten in zwei Subgruppen unterteilt, eine mit einer relativ geringen Zahl von Lésionen
(weniger as 25) und eine mit 25 oder mehr Herden. Ahnlich wurde auch hinsichtlich der
kumulativen Gesamtflache aler Lasionen im MRT verfahren. Der Median der ,,Disease
Burden“ bei allen 77 Patienten lag bei 567mm?® Hier wurde eine Grenze bei 600mm?
gezogen, um zwei Kollektive mit unterschiedlicher Krankheitsschwere zu erhalten.
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Abbildung 3.2: Korrelationsmatrices fir
Monozyten/Makrophagen im peripheren Blut mit der Anzahl

5000

die Expresson von cICAM-1 auf CD14+
(& bzw. kumulativen

Gesamtflache (b) aller Herde im kranialen MRT (T2-gewichtete Aufnahmen) fur die

Subgruppe von Patienten mit aktiven Herden (n=28).

Der Vergleich der klinischen Daten mit den radiologischen Befunden ergab einen
signifikanten Zusammenhang zwischen neurologischem Defizit und der Krankheitsschwere
im MRT. So fanden sich niedrigere Werte fir den EDSS in den beiden Subgruppen mit einer
geringeren Gesamtflache bzw. einer verminderten Zahl von Herden (p<0,05).

Die Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen im peripheren Blut war in der Subgruppe
von Patienten mit 25 oder mehr Herden signifikant (p<0,05) vermindert (Median 4,3; Werte
von 1,4 bis 7,0) verglichen mit den Erkrankten mit einer geringeren Anzahl von Lésionen (M
= 51; 2,6 bis 10,0). Ahnliche Ergebnisse erbrachte die Beurteilung der subklinischen
Krankheitsschwere anhand der ,,.Disease Burden“. Es fand sich eine signifikant geringere
Expression von cICAM-1 auf CD3+ T-Zellen in der Subgruppe der Patienten mit einer
kumulativen Gesamtflache von 600mm? oder mehr (M = 4,0; 1,4 bis 7,2) verglichen mit den
geringer betroffenen Erkrankten (M = 5,1; 2,6 bis 10,0; siehe Abb. 3.3). Hinsichtlich der
Expression von clCAM-1 auf CD19+ B-Zellen und CD14+ Monozyten/Makrophagen zeigte
sich kein statistischer Zusammenhang zur Krankheitsschwere.
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3.1.4 Korrelation von EDSS und cl CAM-1-Expression

Aul¥erdem wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Expression von clCAM-1
auf Leukozyten im peripheren Blut und der klinischen Krankheitsschwere, beurteilt anhand
des EDSS, besteht. Eine signifikante Korrelation zwischen der Adhasionsmolekilexpression
und den EDSS-Werten lief3 sich nicht nachweisen. Dies galt sowohl fur das Gesamtkollektiv
aler Patienten als auch nach Unterteilung in Subgruppen anhand der aktiven Lasionen im
MRT.

Anschlief3end wurden die Patienten mit Hilfe des EDSS, &hnlich wie zuvor anhand der MRT-
Parameter, in zwei Subgruppen unterteilt. Der Median des EDSS bel allen 77 Patienten lag
bei 2,0. Entsprechend wurden zwei Kollektive unterschieden, zum einen Erkrankte mit einem
EDSS von 2 oder weniger, zum anderen Patienten mit einem EDSS grofRer as 2. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen nach Eintellung der Krankheitsschwere anhand der MRT-
Befunde konnten hier jedoch keine signifikanten Unterschiede bezliglich der Expression von
clICAM-1 auf Leukozyten im peripheren Blut in beiden Subgruppen beobachtet werden.

a) b)
Subgruppen anhand der Anzahl der Herde Subgruppen anhand der Gesamtflache der Herde

. p<005

) 25 0 ¢ 600 ) 500
Anzahl aller Herde kumulative Gesamtflache aller Herde

Abbildung 3.3: Box&Whisker Plots fir die Expression von cICAM-1 auf CD3+ T-Zellen im
peripheren Blut nach Einteilung der Patienten in Subgruppen anhand der Anzahl (a) bzw.
kumulativen Gesamtflache aller Herde (b) im MRT (T2-gewichtete Aufnahmen).

3.2 Natirlicher Krankheitsverlauf bel untherapierten Patienten

Bel 38 untherapierten Patienten konnte der Spontanverlauf der clCAM-1-Expression auf
L eukozytensubpopulationen im Blut sowie klinischer und neuroradiol ogischer Parameter Uber
einen Zeitraum von 18 Monaten beobachtet werden. Zu Beginn der Studie und im welteren
Verlauf in dreimonatigen Abstanden wurden alle Patienten in der Neurologischen Poliklinik
der Justus-Liebig-Universitdt Giefen am Tag der Blutentnahme klinisch untersucht. Dabei
wurden neu aufgetretene Schilbe dokumentiert und der EDSS zur Beurteillung des
Behinderungsgrades bestimmt. Zudem wurden in habjdhrlichen Abstdnden MRT-
Aufnahmen des Kopfes angefertigt, um eine subklinische Krankheitsprogredienz erkennen zu
konnen.
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3.2.1 Klinischer Verlauf

Um eventuelle Verdnderungen hinsichtlich neu auftretender Schibe beurteilen zu kénnen,
wurde bel jedem Patienten die Schubrate, das heifl¥, die errechnete Anzahl von Schiben pro
Jahr wahrend des Beobachtungszeitraumes, bestimmt. Diese wurde jeweils mit der Schubrate
vor Aufnahme in die Studie verglichen. Dabel wurden nur Patienten mit ener
Beobachtungsdauer von mindestens einem Jahr beriicksichtigt, so dass in der Kontrollgruppe
insgesamt 28 Patienten in die Auswertung eingingen.

Bei den unbehandelten Patienten betrug die retrospektiv ermittelte Schubrate bei Aufnahme in
die Studie im Median 0,8 (0.3 bis 3,3). Im Verlauf der klinischen Beobachtung ergab sich
umgerechnet auf das Intervall von 18 Monaten eine erhohte Schubrate von im Median 1,5
(0,0 bis 4.3) Schiben pro Jahr, wobei der Unterschied statistisch nicht signifikant war.
Demgegentiiber fanden sich beim EDSS as Mal3 fir den bleibenden Behinderungsgrad durch
die Erkrankung keine wesentlichen Verénderungen.

3.2.2 Neuroradiologische Befunde

3.2.2.1 Beurteillung der Krankheitsschwere

Im Kollektiv der unbehandelten Patienten wurde innerhalb der ersten 12 Monate eine
Reduktion der Gesamtlasionsflache im MRT von initial im Median 811mm? auf 620mm?
nach 6 Monaten und 590mm? nach einem Jahr beobachtet. Im weiteren Verlauf kam es jedoch
zum Ende des Beobachtungszeitraumes wieder zu einem Anstieg auf 772mm? und somit zu
einer weitgehenden Anndherung an den Ausgangswert.

Einen a@hnlichen Verlauf zeigte die Anzahl aler Herde mit durchschnittlich 30 Lasionen im
MRT zu Studienbeginn, einem Rickgang auf jeweils 24 zu den Zeitpunkten nach 6 und 12
Monaten, gefolgt von einem erneuten Anstieg auf 32 Herde nach eineinhalb Jahren.

3.2.2.2 Beurteilung der Krankheitsaktivitéat

Zur Beurtellung der Krankheitsaktivitét wurde allen Patienten zusétzlich Gadolinium-DTPA
verabreicht, um akute Entziindungsherde durch eine Kontrastmittelanreicherung im Bereich
der gestorten Blut-Hirn-Schranke darstellen zu konnen. Allerdings waren nur bel einem
geringen Tell der Patienten zum jeweiligen Beobachtungszeitpunkt entsprechende Befunde zu
erheben, so dass der Median in den meisten Fallen null war.

Bel der Flache aler gadoliniumanreichernden Herde war ein Riickgang des Mittelwertes von
initial  168,7mm’ auf 25mm’ nach 18 Monaten zu verzeichnen. Die Anzahl der
kontrastmittelaufnehmenden Herde verminderte sich von im Mittelwert 0,86 auf 0,63.
Hinsichtlich der Anzahl und Flache von Herden mit Odem und gadoliniumanreichernden
Herden mit Odem fanden sich keine richtungsweisenden Ergebnisse.
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3.2.3 Naturlicher Verlauf von cl CAM-1 bei den unbehandelten Patienten

3231

ICAM-1 auf CD3+ T-Zellen

Auf den CD3+ T-Zellen zeigte sich in der Gruppe der unbehandelten Patienten ein

kontinuierlicher tendenzieller Rickgang der clCAM-1-Expression.

12

Zu Beginn der
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Abbildung 3.4: Verlauf von cl CAM-1 auf CD3+ T-Zellen imBlut bei den
unbehandelten Patienten. Darstellung als Box& Whisker-Plots.
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Abbildung 3.5: Verlauf von cl CAM-1 auf CD14+ Monozyten/Makrophagen im
Blut bei den unbehandelten Patienten. Darstellung als Box& Whisker-Plots.
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Untersuchung lag der Median bei 4,7 (Werte von 2,6 bis 9,7). Nach 18 Monaten konnte ein
Ruckgang auf im Median 3,6 (0,8 bis 7,0) verzeichnet werden. Abgesehen von einem im
Vergleich zum Ausgangswert leicht erhohten Wert nach 9 Monaten (Median 4,8) waren im
weiteren Verlauf ale Werte niedriger, wenn auch nicht statistisch signifikant (siehe Abb. 3.4).

3.2.3.2 ICAM-1 auf CD 14+ Monozyten/M akrophagen

Ein &hnlicher Verlauf konnte hinsichtlich der Expression von cICAM-1 auf CD14+
Monozyten/Makrophagen beobachtet werden. Im Vergleich zum Ausgangswert von im
Median 41,4 (Werte von 31,8 bis 67,9) fand sich nach 18 Monaten ein deutlicher Riickgang
auf im Median 33,0 (25,6 bis 44,4). Auch hier waren, abgesehen von einem einmalig erhohten
Wert nach 9 Monaten (M = 44,4), dle weiteren Mediane niedriger als zu Beginn der
Untersuchung (siehe Abb. 3.5). Trotz der deutlich rucklaufigen Tendenz waren diese
Unterschiede jedoch nicht statistisch signifikant.

3.2.3.3 ICAM-1 auf CD19+ B-Zellen

Eine &hnliche Entwicklung zeigte auch die Expression von clCAM-1 auf CD19+ B-Zellen im
Blut bei den unbehandelten Patienten. Im Vergleich zum Ausgangswert (Median 7,9; Werte
von 4,2 bis 11,5) fanden sich erhthte Werte nach 6 (Median 8,6) und nach 9 Monaten

Unbehandelte Patienten: ICAM-1 auf CD19+ B-Zellen
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Abbildung 3.6: Verlauf von clCAM-1 auf CD19+ B-Zellen in der Gruppe der
unbehandelten Patienten. Darstellung als Box& Whisker-Plots.

(Median 8,8). Zum Ende des Untersuchungszeitraumes hin zeigte sich jedoch wieder ein
tendenzieller Rickgang mit einem Median von 6,6 (3,9 bis 13,2) nach 18 Monaten (siehe
Abb. 3.6). Auch hier war der Vergleich der einzelnen Beobachtungszeitpunkte mit dem
Ausgangswert in keinem Fall statistisch signifikant.
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Insgesamt fand sich somit als Spontanverlauf der clCAM-1-Expression bei Patienten mit
schubformig-remittierender Multipler Sklerose ein tendenzieller Rickgang der Expression
von clICAM-1 auf alen drel Leukozytensubpopulationen. Im langerfristigen Verlauf der
Beobachtung Uber eineinhab Jahre waren vom 12. Monat an alle 9 Mediane niedriger as bei
Studienbeginn.

3.3 Einfluss von Interferon-f auf die Expresson von clCAM-1 und den
Krankheitsverlauf

3.3.1 Einflussauf den klinischen Verlauf

Um die Auswirkungen einer Therapie mit Interferon-p-1b auf klinische, neuroradiologische
und immunologische Parameter beurteilen zu kénnen, wurden die Daten zu den jeweiligen
Beobachtungszeitpunkten mit den Ausgangswerten mit Hilfe des Wilcoxon-Testes verglichen.
Unterschiede in den Verldufen zwischen den beiden Kollektiven wurden unter Verwendung
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5

D~ =TS TOW
N
L

[N
I

w

1L

i T

[N
I

—
—— L
O~ =TS TOW
N
o

o
I

1 L
[ ]
[ ]

Unbehandelte Patienten Behandelte Patienten Unbehandelte Patienten Behandelte Patienten

Abbildung 3.7: Vergleich der Schubraten bei unbehandelten und behandelten Patienten vor
Aufnahme in die Studie und wahrend des Beobachtungszeitraumes, Darstellung als
Box& Whisker-Plots.

des ANOV A-Testes beurteilt.

In der Therapiegruppe wurde, wie beim unbehandelten Kollektiv, der klinische Verlauf bei
den Patienten, die fir mindestens 12 Monate beobachtet werden konnten, verfolgt, so dass
hier insgesamt 30 Patienten in die Auswertung eingingen.

Bei Aufnahme in die Studie betrug der Median der Schubfrequenz 1,0 (Werte von 0,2 bis
2,5). Unter der Behandlung mit Interferon-p-1b zeigte sich bezlglich dieses Parameters keine
Veranderung (M = 1,0; 0,0 bis 2,9). In der Kontrollgruppe der unbehandelten Patienten war
dagegen eine leichte Zunahme der Schubrate festgestellt worden. Vergleicht man die mittlere
Differenz der Schubraten in beiden Kollektiven (0,94 bei den Kontrollpatienten vs. 0,08 in der
Interferon-B-Gruppe), ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p<0,05, Wilcoxon-Test, siehe
Abb. 3.7).
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Zudem wurde bei adlen Patienten zu Beginn und im weiteren Verlauf zu jedem
Beobachtungszeitpunkt der EDSS as Mald fur das neurologische Defizit durch die
Erkrankung bestimmt. Allerdings ergaben sich bei den behandelten, dhnlich wie bei den
unbehandelten Patienten, keine relevanten Veranderungen.

3.3.2 Einfluss auf neuroradiologische Parameter

Zu Beginn der Untersuchung war die kumulative Gesamtflache aller Herde im MRT in der
Gruppe, die sich fur eine Behandlung mit Interferon-p-1b entschied, grof3er als in der
Kontrollgruppe. Im Verlauf der Therapie konnte jedoch eine kontinuierliche Reduktion der
L &sionsfléche bei den Interferonpatienten von im Median 1533 mn¥ zu Beginn auf 1234mm?
nach 6 Monaten, 1102mm? nach 12 Monaten und 955 mm? nach 18 Monaten beobachtet
werden (p<0,005). Die Verlaufe in Therapie- und Kontrollgruppe unterschieden sich
signifikant (ANOVA-Test, p<0,00005).

Hinsichtlich der Anzahl der Herde im MRT zeigte sich ebenfalls eine Abnahme in der

Behandelte Patienten: ICAM-1 auf CD3+ T-Zellen
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Abbildung 3.8: Verlauf von cl CAM-1 auf CD3+ T-Zellen im Blut unter einer
Therapie mit Interferon-f3-1b.

Therapiegruppe (im Median 39 Herde zu Beginn vs. 36 nach 18 Monaten). Der Vergleich mit
dem Verlauf in der Kontrollgruppe, in der sich eine leichte Zunahme feststellen lief3, ergab
einen signifikanten Unterschied (p<0,05).

Hinsichtlich der Flache kontrastmittelaufnehmender Herde konnte ein deutlicher Riickgang
des Mittelwertes von initial 189mm? auf 46mm? nach 6 Monaten, 31mm? nach 1 Jahr und
17mm’ nach 18 Monaten beobachtet werden. Im Vergleich zu den unbehandelten Patienten
fand sich hier ein signifikant unterschiedlicher Verlauf (p<0,05).
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Ahnliche Ergebnisse zeigten sich hinsichtlich der Anzahl gadoliniumanreichernder Herde mit
einem Rickgang von im Mittel 1,1 zu Beginn auf 0,5 nach 18 Monaten. Auch hier fanden
sich in beiden Patientenkollektiven unterschiedliche Verléaufe (p=0,01).

3.3.3 Einflussauf die Expression von cl CAM-1

Wie bel den unbehandelten Patienten wurde in der Therapiegruppe zu Beginn der Studie und
im weiteren Verlauf in dreimonatigen Abstanden die Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-
Zellen, CD19+ B-Zellen und CD14+ Monozyten/Makrophagen im Blut mittels FACS-
Analyse bestimmt.

ICAM-1 auf CD3+ T-Zellen
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Abbildung 3.9: clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen im Blut im Verlauf in Therapie-
(durchgezogene Linie) und Kontrollgruppe (gestrichelte Linie), Darstellung
der relativen Effekte.

3.3.3.1 clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen

Auf den CD3+ T-Zellen im Blut zeigte sich, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, im Verlauf
eine Zunahme der Expression von clCAM-1. Im Vergleich zum Ausgangswert von im
Median 4,3 (Werte von 15 bis 94) konnten zu jedem der folgenden 5
Beobachtungszeitpunkte hohere relative Fluoreszenzintensitdten gemessen werden. Allerdings
waren die Unterschiede zum Ausgangswert, beurteilt mit Hilfe des Wilcoxon-Rang-Testes, zu
keinem Zeitpunkt signifikant. Nach 15 Monaten fand sich ein Anstieg auf im Median 6,3.
Zum Ende des Beobachtungszeitraumes nach 18 Monaten war jedoch mit 3,6 (0,8 bis 7,0)
einmalig en deutlich niedrigerer Wert zu verzeichnen (siehe Abb. 3.8). Hier lagen aber nur
noch von etwa der Halfte aller Patienten Proben vor.
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Der bei Betrachtung der einzelnen Kollektive angedeutete Effekt von Interferon-f3 auf die
Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen im Blut bestétigte sich beim Vergleich beider
Gruppen mithilfe des ANOVA-Testes. Fir das Interval von Studienbeginn bis zum Wert
nach 15 Monaten fanden sich signifikant unterschiedliche Verlaufe (p<0,05). Durch den
Ruckgang der clCAM-1-Expression in der Therapiegruppe innerhalb der letzten 3 Monate,
bei alerdings nur noch geringer Probenzahl, ergibt der Vergleich Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von 18 Monaten keinen signifikanten Unterschied mehr. Abbildung
3.9 zeigt die Verlaufe in beiden Gruppen. Auf der X-Achse ist der Beobachtungszeitraum von
18 Monaten dargestellt. Um den Effekt einer Therapie mit Interferon-f3 beurteilen zu kénnen,
wird fUr jeden Wert der Regressionsparameter fir die jeweilige Expression von clCAM-1 auf
CD3+ T-Zelen im Blut berechnet. Auf der Y-Achse entspricht dabei 1,0 dem Maximum aller
beobachteten Werte und 0,0 dem Minimum. Bei 0,5 liegt der Median aler Werte in beiden
Patientenkollektiven Gber den gesamten Beobachtungszeitraum.

3.3.3.2 cICAM-1 auf CD14+ Monozyten/M akrophagen

Ein dhnlicher Verlauf fand sich beziglich der relativen Fluoreszenzintensitét von clCAM-1
auf CD14+ Monozyten/Makrophagen im Blut. Hier konnte ein relativ kontinuierlicher
Anstieg in der Behandlungsgruppe von im Median 38,9 (Werte von 25,1 bis 60,0) zu Beginn
auf 45,9 (32,9 bis 89,8) nach 18 Monaten beobachtet werden. Dabei wurden, ahnlich wie bei

ICAM-1 auf CD14+ Monozyten/Makrophagen
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Abbildung 3.10: cICAM-1 auf CD14+ Monozyten/Makrophagen im
Blut; Verlaufe in Therapie- und Kontrollgruppe, Darstellung der
relativen Effekte.

den CD3+ T-Zellen, nach Therapiebeginn zu allen Beobachtungszeitpunkten im Median
hohere Werte als zu Studienbeginn gemessen, wobel sich jedoch in keinem Fal ein
signifikanter Unterschied nachweisen liels.

Im Vergleich der beiden Patientenkollektive zeigte sich jedoch en signifikant
unterschiedlicher Verlauf zwischen Patienten unter Behandlung mit Interferon-g-1b und
solchen ohne immunmodul atorische Therapie. Dies galt fur die Intervalle von Studienbeginn
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bis Monat 6 (p<0,05), Monat 12 (p<0,05), Monat 15 (p<0,05) und Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum vom 18 Monaten (p<0,005).

Es zeigte sich ein deutlicher Anstieg der clCAM-1-Expression bel den therapierten Patienten
und ein ricklaufiger Spontanverlauf beim unbehandelten Kollektiv (siehe Abb. 3.10).

3.3.3.3 clCAM-1 auf CD19+ B-Zdllen

Die Expression von clCAM-1 auf CD19+ B-Zellen im peripheren Blut zeigte demgegentiber
einen tendenziellen Rickgang. Im Vergleich zum Ausgangswert von im Median 7,3 (Werte
von 4,6 bis 13,6) waren die Mediane zu allen weiteren Beobachtungszeitpunkten niedriger
(nach 18 Monaten M = 6,9; 2,2 bis 10,2). Allerdings war der Unterschied in keinem Fall
statistisch signifikant. Die Therapiegruppe verhielt sich somit dhnlich wie die unbehandelten
Patienten.

3.4 Korrdation von zdlgebundenem ICAM-1 mit klinischen und
neur or adiologischen Verlaufsparametern

Neben der Abschdtzung des Therapieeffektes von Interferon-p-1b auf klinische,
immunologische und neuroradiologische Parameter war ein weiteres Ziel der vorliegenden
Arbeit die Frage, ob sich zellgebundenes ICAM-1 auf Leukozytensubpopulationen als
prognostischer Marker eines eventuellen Behandlungserfolges eignet. Zu diesem Zweck
wurden die Patienten anhand des klinischen Verlaufes und der MRT-Befunde in sogenannte
Responder, die von der Therapie profitieren und Nonresponder, die keinen oder nur einen
geringen Vortell von der Interferon-Gabe haben, eingeteilt.

34.1 Vergleich mit MRT-Parametern

Um subklinische Krankheitsaktivitdt erkennen zu koénnen, wurde bei jedem Patienten zu
Beginn der Studie und im weiteren Verlauf in sechsmonatigen Abstanden ein kraniales MRT
angefertigt. Da sich bezliglich der MRT-Aufnahmen bereits ein deutlicher Effekt der
Interferontherapie gegentiber den unbehandelten Patienten hatte nachweisen lassen (s.0.),
wurde die Behandlungsgruppe anhand des Verlaufes der MRT-Parameter in Responder und
Nonresponder unterschieden. Dabei ergab sich das Problem, dass sich auch bei den
untherapierten Patienten bereits beztiglich der kumulativen Gesamtflache und verschiedener
Aktivitdtsparameter spontane Verdnderungen zeigten. Ein reiner Rickgang der ,Disease
Burden* aleine, zum Beispiel, konnte daher nicht as Kriterium fur einen Behandlungserfolg
gewertet werden. Auch hétte eine derartige Einteilung zu Subgruppen mit sehr
unterschiedlichen Patientenzahlen gefihrt, die einen statistischen Vergleich nicht ermdglicht
hétten.

Es wurde, wie zuvor beim Vergleich der ICAM-1-Expresson in Therapie- und
Kontrollgruppe, jeweils der Regressionsparameter fur die entsprechenden Daten errechnet.
Dabel entsprach 0,5 wiederum dem Median aller Werte. Patienten, die eine Tendenz zu
niedrigeren Werten aufwiesen, wurden dementsprechend als Responder definiert, Behandelte
mit einer Tendenz zu héheren Werten a's Nonresponder.
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3.4.1.1 Subgruppen nach Krankheitsschwere

Bezlglich der kumulativen Gesamtflache aller Lasionen im MRT konnten auf diese Weise
zwe in etwa gleich grof3e Gruppen von Respondern (n=18) und Nonrespondern (n=14)
unterschieden werden. Hinsichtlich der Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen im Blut
fanden sich in beiden Subgruppen &hnliche Verlaufe, alerdings zeigte sich bel den
Respondern ein Trend zu niedrigeren Werten, so dass sich die Kurven fur beide Kollektive zu
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Abbildung 3.11: Einteilung der Therapiegruppe in Responder und Nonresponder anhand des
MRT-Parameters kumulative Gesamtflache aller Lasionen. Verlaufe der Expression von
cICAM-1 auf CD3+ T-Zellen (a), CD14+ Monozyten/Makrophagen (b) und CD19+ B-Zellen
(c) in den jeweiligen Subgruppen.

keinem Zeitpunkt Uberschnitten (siehe Abb. 3.11). Die relative Fluoreszenzintensitét von
cICAM-1 auf CD14+ Monozyten/Makrophagen zeigte in der Gruppe der Therapieresponder
einen initiadlen Anstieg innerhalb der ersten 6 Monate, gefolgt von einem Rlckgang, so dass
der Wert nach 18 Monaten wieder unter dem der Nonresponder lag. Bei den CD19+ B-Zellen
liefd sich, abgesehen davon, dass die Subgruppe der Responder einen etwas stabileren Verlauf

18


http://3.4.1.1

Ergebnisse 48

zeigte, kein eindeutiger Trend erkennen. Die Unterschiede, beurteilt mit Hilfe des ANOVA-
Testes, waren in keinem Fall statistisch signifikant.

Hinsichtlich des zweiten Parameters fur die Krankheitsschwere, der Anzahl aler MS
typischen Herde, konnte Uber den Beobachtungszeitraum von 18 Monaten kein erkennbarer
Zusammenhang zwischen Therapieerfolg, beurtellt anhand der MRT-V erlaufskontrollen, und
der Expression von zellgebundenem ICAM-1 beobachtet werden (siehe Anhang, Tab. 7.2.9).

3.4.1.2 Subgruppen nach Krankheitsaktivitét

Die Eintellung der Patienten in Responder und Nonresponder anhand der Flache aller
gadoliniumanreichernden Herde ergab fur die Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen
keinen erkennbaren Trend. Auf CD19+ B-Zellen und CD14+ Monozyten zeigten sich
tendenziell gegenléufige Entwicklungen mit einem relativen Anstieg bei den Respondern, so

ICAM-1 auf CD19+ B-Zellen bei Resp./Nonresp.
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Abbildung 3.12: Einteilung der Therapiegruppe in Responder (durchgezogene Linie)
und Nonresponder (gestrichelte Linie) anhand des MRT-Parameters Flache aller
gadoliniumanreichernden Herde mit Odem; unterschiedliche Verlaufe der
Expression von cl CAM-1 auf CD19+ B-Zellen im Blut.

dass ab dem 6. Beobachtungsmonat fast ale Werte fir die relative Fluoreszenzintensitét hoher
lagen als bei den Nonrespondern. Allerdings waren die Unterschiede in den Verlaufen nicht
statistisch signifikant.

Eine Einteilung in Responder und Nonresponder anhand der Flache und Anzahl aler
gadoliniumanreichernden Herde mit Odem ergab jeweils zwei Gruppen von Patienten mit
deutlich unterschiedlichen Verlaufen hinsichtlich der Expression von clCAM-1 auf CD19+ B-
Zellen im Blut. So fand sich bei Patienten mit positivem Therapieerfolg (Trend zu niedrigeren
Werten fir die Flache bzw. Anzahl gadoliniumanreichernder Herde mit Odem; n = 7) nach
anfanglichem Rlckgang ab etwa dem 9. Monat eine tendenzielle Zunahme von cl CAM-1 auf
CD19+ B-Zellen im Vergleich zu den Patienten mit ausbleibendem Behandlungserfolg (n =
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28, sehe Abb. 3.12). Der Unterschied Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 18
Monaten war statistisch signifikant (p<0,05).

3.4.2 Eintellung aufgrund klinischer Parameter

Die Therapiepatienten wurden anhand der errechneten Schubraten in zwel Gruppen unterteilt.
Als Responder wurden digenigen Patienten definiert, die wéhrend der Studie weniger oder
gleich viele Schibe pro Jahr erlitten als vor Behandlungsbeginn. Die Patienten, deren
Schubrate wahrend des Beobachtungszeitraumes grol3er war als vor Therapie, wurden as
Nonresponder bezeichnet. Diese Einteilung gewéhrleistete, dass beide Subgruppen in etwa
gleich viele Patienten einschlossen (14 Responder bzw. 15 Nonresponder).

Der Vergleich der beiden Gruppen ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied beziiglich
des Verlaufes der gemessenen Parameter (CICAM-1 auf CD3+ T-Zellen, CD19+ B-Zellen
und CD14+ Monozyten/Makrophagen). Anhand des EDSS as Mal3 fur den bleibenden
Behinderungsgrad lief3 sich keine sinnvolle Unterteilung in Responder und Nonresponder
vornehmen, da sich hier wahrend des Beobachtungszeitraumes kaum V eranderungen ergaben
(s.0.).



4 Diskussion

Im Rahmen einer Querschnittstudie wurde gepriift, inwiefern sich eine Korrelation zwischen
der Expression von clCAM-1 auf Leukozyten im peripheren Blut und klinischer bzw.
neuroradiologischer Krankheitsschwere sowie —aktivitdt herstellen lasst.

In einer Lingsschnittstudie wurde der spontane Verlauf klinischer, neuroradiologischer und
immunologischer Parameter bei Patienten mit schubformig-remittierender Multipler Sklerose
iiber einen Zeitraum von 18 Monaten untersucht und mit einem Kollektiv von Patienten unter
einer Therapie mit Interferon-B-1b verglichen. Dabei wurde neben dem Einfluss einer
immunmodulatorischen Behandlung auf die beschriebenen Parameter auch beurteilt, ob sich
clICAM-1 als prognostischer Marker einer Interferon-p-1b-Therapie eignet. Daneben sollten
die Ergebnisse Hinwelse auf mdgliche Wirkmechanismen des Zytokins geben.

Dabel wurde zum ersten Mal die quantitative Expression von zellgebundenem ICAM-1 auf
Leukozytensubpopulationen im Blut im Verlauf einer Therapie mit Interferon-p-1b
untersucht.

4.1 Methodik
4.1.1 Aufbau der Studien

4.1.1.1 Querschnittstudie

Bel einer Gruppe von Patienten mit schubférmig-remittierender Multipler Sklerose wurden
klinische, neuroradiologische und immunologische Parameter erhoben und untersucht, ob die
cICAM-1-Expression auf Leukozytensubpopulationen im peripheren Blut mit
Krankheitsschwere und -aktivitéat korreliert. Bel alen Patienten war die Diagnose einer MS
nach den Poser-Kriterien gesichert. Bel  keinem Patienten bestand zum
Beobachtungszeitpunkt eine immunmodulierende oder -suppressive Therapie und der
Abstand zur letzten entsprechenden Behandlung lag bel jedem Studienteilnehmer jeweils
lange genug zurtick, um einen Einfluss auf die erhobenen Parameter ausschlief3en zu kdnnen.
Alle Daten wurden am selben Tag erhoben. Dadurch wurde ene entsprechende
Vergleichbarkeit ermoglicht. Insgesamt konnten 77 Erkrankte in die Untersuchung
eingeschlossen werden. Die grof3e Patientenzahl gewéhrleistete, dass die beschriebenen
Ergebnisse statistisch mit ausreichender Sicherheit belegt werden konnten. Die Einbeziehung
der MRT-Daten ermdglichte eine sehr spezielle Unterteilung in  Subgruppen mit
verschiedener Krankheitsschwere und —aktivitét.

Dabei zeigten die Betrachtung dieser Untergruppen und die Korrelation der immunologischen
Daten mit den MRT-Parametern entsprechend vergleichbare Ergebnisse. Allerdings konnten
anhand dieser Untersuchung keine Aussagen iiber den Zusammenhang der Expression von
cICAM-1 auf Leukozyten im Blut mit klinischen und MRT-Daten im zeitlichen Verlauf der
MS getroffen werden. Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurde eine
Léangsschnittstudie durchgefiihrt.
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4.1.1.2 Langsschnittstudie

Insgesamt 68 Patienten wurden in eine Langsschnittstudie eingeschlossen. Die im Vergleich
zu dhnlichen Studien relativ hohe Zahl von Patienten ermdglichte auch nach Unterteilung in
Subgruppen eine gute statistische Belegbarkeit der getroffenen Aussagen. Aufgrund des
langen Beobachtungszeitraumes von 18 Monaten konnten verléssliche Daten beziiglich des
Verlaufs von immunologischen, klinischen und neuroradiologischen Parametern bei MS-
Patienten erhoben werden. Durch das relativ enge Beobachtungsintervall von drei Monaten
wurden auch kurzfristige Veranderungen der Adhésionsmol ekillexpression erfasst.

Die Durchfuhrung von MRT-Untersuchungen in sechsmonatigen Abstanden ermoglichte
zudem valide Aussagen Uber den Verlauf von subklinischer Krankheitsschwere und —aktivitét
bei behandelten und unbehandelten Patienten. Au3erdem konnte, basierend auf diesen MRT-
Daten, eine exakte Einteilung der therapierten Patienten in Responder und Nonresponder
vorgenommen werden. Verschiedene neuroradiologische Studien bei MS-Patienten zeigten,
dass MRT-Untersuchungen sowohl beziiglich des AusmaBes der morphologischen
Schéadigung des ZNS als auch der subklinischen Krankheitsaktivitdt wesentlich sensitiver sind
as Kklinische Befunde™ ™2 Entsprechend dienten MRT-Untersuchungen in den
Zulassungsstudien  fur  immunmodulatorische  Medikamente, wie Interferon-f3 oder
S!Sati rameracetat, als Parameter zur Beurteilung von Erkrankungsschwere und —aktivitit™ 2%
Im Verlauf der Studie schieden mehrere Patienten, vor allem im unbehandelten Kollektiv, aus
der Langsschnittuntersuchung aus. Ein Grund hierfur war, dass sich ein Tell dieser Patienten
doch noch fur die Einleitung einer immunmodul atorischen Therapie entschied und somit aus
der Studie ausgeschlossen werden musste. Dennoch konnten zur Erhebung der klinischen
Daten und Bestimmung der clCAM-1-Expression auf Leukozytensubpopulationen in der
Kontrollgruppe 11 und in der Therapiegruppe 14 Patienten Uber den gesamten Zeitraum von
18 Monaten beobachtet werden, so dass sich auch Uber den léngerfristigen Verlauf valide
Aussagen treffen lief3en.

Ahnlich wie be den klinischen und immunologischen Daten lagen durch den hohen Anteil
von Studienabbrechern gegen Ende des Beobachtungszeitraumes nur noch von einem Tell der
Patienten MRT-Aufnahmen vor. Dies galt vor allem fur die Kontrollgruppe. Allerdings waren
in beiden Kollektiven die Ergebnisse statistisch sehr eindeutig, so dass die Aussagekraft der
Daten dadurch nicht geschmalert wird.

Da das Medikament Interferon-3-1b (Betaferon®) zu Studienbeginn in Deutschland bereits
zur Behandlung der schubformig-remittierenden MS zugelassen war und ein
Wirksamkeitsnachweis vorlag, konnte eine randomisierte Unterteilung und eine doppelblinde
Beobachtung aus ethischen Grinden nicht vorgenommen werden. Vielmehr entschied jeder
Patient nach ausfuhrlicher Aufkléarung Uber die Therapie selbst, ob er im jeweiligen Stadium
der Erkrankung eine Behandlung beginnen wollte oder nicht. Durch das offene Studiendesign
ergab sich eine unterschiedliche Zusammensetzung der beiden Beobachtungsgruppen, da sich
Patienten mit einem aktiven Krankheitsverlauf eher fir eine Therapie entschieden, als solche
mit einer bisher geringeren Beeintréachtigung. Hinsichtlich der MRT-Ausgangswerte
unterschieden sich beide Gruppen signifikant. Beziiglich anderer wesentlicher Parameter, wie
des klinischen Behinderungsgrades, des Durchschnittsalters und der Schubrate im Jahr vor
Studienbeginn, bestanden jedoch keine relevanten Unterschiede.
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4.1.2 Laborchemische Genauigkeit

Die in dieser Studie angewandte Labormethode zur Quantifizierung der Expression von
zellgebundenen Oberfl&chenmarkern wurde in der Abteilung fir molekulare Zellbiologie des
Max-Planck-Institutes Bad Nauheim fir dhnliche Fragestellungen seit langerem durchgefihrt.
Die durchflusszytometrische Bestimmung der ICAM-1-Expression auf Leukozyten des
peripheren Blutes war bereits in vorangegangenen Studien und im Rahmen einer friheren
Dissertation an der Neurologischen Universitétsklinik Gief3en in dhnlicher Weise verwendet
Wordenl45, 146, 153.

Probenentnahme und -aufbewahrung sowie der weitere zeitliche Ablauf erfolgten anhand
eines genauen Protokolls, um den Einfluss &uRerer Faktoren und somit mogliche
unsystematische Fehler zu minimieren. Die Zellzahl wurde eingestellt, um zu gewéhrleisten,
dass die verwendete Zellsuspension bel jeder Messung im wesentlichen gleiche
Zellkonzentrationen aufwies und bel den einzelnen Farbungsschritten jewells mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte monoklonale Antikérper im Uberschuss zugefiihrt wurden.
Die weiter oben beschriebene Verrechnung der gemessenen Rohwerte mit der jewelligen
Positiv- und Negativkontrolle erméglichte einen quantitativen Vergleich der Messungen von
Proben des gleichen Patienten zu unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten.

Aufgrund der Dauer der Langsschnittstudie wurden die FACS-Anadysen von zwel
Untersuchern durchgefuihrt. Die vergleichende Messung mehrerer Patientenproben ergab nur
geringfigige Abweichungen. Der zur Quantifizierung der Inter-Observer-Reliabilitét
ermittelte Variabilitétskoeffizient bestétigte, dass die Verlaufe der cl CAM-1-Expression nicht
durch methodische Unterschiede bedingt sind, sondern biologische Verdnderungen
wiedergeben.

4.2 Zelgebundenes| CAM-1 alsimmunologischer Marker

Die Anfertigung von MRT-Aufnahmen ist zu aufwendig und kostenintensiv, als dass sie zur
routinemaldigen Verlaufskontrolle bel Patienten mit Multipler Sklerose eingesetzt werden
konnte. Daher ist ein wichtiges Ziel in der Erforschung der MS die Suche nach einem
Labormarker, der &hnlich wie bel manchen anderen Erkrankungen einen verlasslichen
Hinweis auf die aktuelle Krankheitsschwere und -aktivitédt geben kann. In diesem
Zusammenhang wurden in zahlreichen Studien erhthte Spiegel der |6dichen Form des
Adhésionsmolekills ICAM-1 (sICAM-1) im Serum bel MS-Patienten beschrieben und als
Marker fiir eine akute Entziindungsaktivitat angesehen® 87 8. 9. 134

Allerdings fanden sich in neueren Untersuchungen teilweise W|derspruchllche Angaben
bezlglich der SICAM-1-Konzentration in Liquor und Serum bei Patienten mit Multipler
Sklerose™ 1% 1® Dgher muss davon ausgegangen werden, dass SICAM-1 nicht
uneingeschrankt als verlasslicher Parameter fur klinische und subklinische Krankheitsaktivitét
geeignet ist.

Uber die Bedeutung zellgebundener Adhasionsmolekiile auf der Oberflache von Leukozyten
im Blut ist in diesem Zusammenhang bisher nur relativ wenig bekannt™” **®, Im Rahmen
friherer Untersuchungen an der Neurologischen Universitatsklinik Gief3en fanden sich jedoch
Hinweise, dass die Expression von clCAM-1 auf der Oberflache von Leukozyten vor allem
im Liquor, aber auch im peripheren Blut, ein verlasslicherer Marker fur klinische und
subklinische Krankheitsaktivitét ist, al's die Messung der 16slichen Form®# 146 19,

Da die Entnahme einer ausreichenden Menge von Liquor eine invasive und mit moglichen
Nebenwirkungen behaftete Methode ist, die sich fir Routineuntersuchungen oder
Verlaufskontrollen nicht eignet, konzentrierte sich die vorliegende Studie auf die besser
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praktikable Bestimmung von cl CAM-1 auf der Oberfléache von Zellen des peripheren Blutes.
Zudem wurde erwartet, dass die Applikation eines immunmodulierenden Medikamentes sich
auf die Expression von ICAM-1 auf Leukozyten im Blut auswirkt.

4.2.1 Korrelation mit Krankhetsschwer e und -aktivitat

In der vorliegenden Querschnittsuntersuchung fand sich eine negative Korrelation der
Expression von clICAM-1 auf CD3+ T-Zellen im peripheren Blut sowohl zur kumulativen
Gesamtflache as auch zur Anzahl aler Herde im MRT. Dies gat sowohl fur das
Gesamtkollektiv aller Patienten als auch fur die Subgruppe mit Hinweisen auf subklinische
Krankheitsaktivitdt im MRT. Entsprechend war die Expression von ICAM-1 auf CD3+ T-
Zellen im Blut in den Subgruppen von Patienten mit einer erhdhten Anzahl bzw. Flache von
Herden vermindert. Wurden die Patienten anhand des EDSS in zwei Gruppen mit
unterschiedlicher Erkrankungsschwere eingeteilt, war in diesen die Expression von ICAM-1
jeweils gleich. Dieses Ergebnis bestétigt friihere Beobachtungen, wonach sich bildgebende
Verfahren, wie die Kernspintomografie, besser zur Beurteilung der morphologischen ZNS-
Schédilgyng eignen, as die reine Beurtellung des neurologischen Defizits anhand des
EDSS™".

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression von ICAM-1 auf der
Oberflache von CD3+ T-Zellen im peripheren Blut ein geeigneter Marker zur Beurteilung der
subklinischen Krankheitsschwere sein konnte, unabhangig von EDSS und anderen klinischen
Daten, wie Alter, Geschlecht und bisheriger Erkrankungsdauer. Hinsichtlich der Aussagekraft
fanden sich keine wesentlichen Unterschiede in den beiden Subgruppen von Patienten, die
anhand der subklinischen Krankheitsaktivitét im MRT gebildet worden waren. In der
Subgruppe von Patienten mit aktiven Herden zeigte sich im Vergleich lediglich eine etwas
deutlichere Korrelation der Adhasionsmolekilexpression sowohl zur Zahl als auch zur
Gesamtflache aller Lésionen.

Allerdings reicht die Aussagekraft des Parameters nicht aus, um die Krankheitsschwere
verlasslich beim individuellen Patienten zu bestimmen. Dennoch kdnnte die Messung von
CICAM-1 auf CD3+ T-Zellen im Blut zum Beispiel im Rahmen von Studien als
Verlaufsparameter Anwendung finden.

Ein weiterer laborchemischer Marker fur die subklinische Krankheitsschwere konnte die
Expression von ICAM-1 auf CD14+ Monozyten/Makrophagen sein. Allerdings fand sich nur
in der Subgruppe von Patienten mit aktiven Herden im MRT eine signifikante Korrelation zur
Anzahl und Gesamtflache aller L&sionen.

4.2.2 Bedeutung hinsichtlich der Immunpathogenese

Zunéchst scheint das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung, die eine negative Korrelation
der Expression von clCAM-1 zur Lasionsflache im MRT aufzeigt, der gangigen Theorie zu
widersprechen, nach der eine Zunahme von zellgebundenem und l6slichem ICAM-1 in Blut
und Liquor als Marker fiir eine Aktivierung des |mmunsystems angesehen werden kann® %
Ausgehend von dieser Hypothese wirde man eigentlich annehmen, dass eine positive
Korrelation zwischen der Expression des Adhésionsmolekils und der Gesamtflache aller
Herde besteht.

Bel ndherer Betrachtung lassen sich die vorliegenden Ergebnisse jedoch durchaus mit dem
gangigen Modell der Immunpathogenese vereinbaren. Ein wesentlicher Schritt im Rahmen
der Entzindungsreaktion ist die Einwanderung aktivierter autoreaktiver T-Zellen aus dem
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peripheren Blut dber die Blut-Hirn-Schranke in das Hirnparenchym, bei der
Zelladhasionsmolekiile, wie ICAM-1, eine wichtige Rolle spielen® . Dieser beim
Menschen postulierte Mechanismus konnte auch am Tiermodell der EAE nachvollzogen
werden™. AuRerdem konnte mit Hilfe monoklonaer Antikérper gegen ICAM-1 die
Induktion einer EAE bei Ratten verhindert werden® %2,

Diese Einwanderung aktivierter T-Zellen in das ZNS konnte zu einer relativen Zunahme nicht
aktivierter T-Zellen im peripheren Blut fuhren. Entsprechend hierzu wurde in verschiedenen
neuropathologischen Untersuchungen eine vermehrte Expression von clICAM-1 auf
Leukozyten in der Umgebung aktiver MS-Herde nachgewiesen® ®3, Auch die Beobachtung
einer etwas deutlicheren Korrelation der kernspintomografischen Krankheitsschwere zur
Adhasionsmolekilexpression auf Blut-Leukozyten in der Subgruppe von Patienten mit
aktiven Herden im MRT bekréftigt diese Hypothese. Die Einwanderung aktivierter
immunkompetenter Zellen in das Hirnparenchym, die zu einer relativen Abnahme aktivierter
T-Zellen im Blutkompartiment fuhrt, wére nach dieser Theorie bei Patienten mit aktiven
Herden, die auf eine hohe Zahl autoreaktiver T-Zellen im Bereich dieser Lasionen hinweisen,
noch verstarkt.

Beziiglich der Expresson von cICAM-1 auf der Subpopulation der CD14+
Monozyten/Makrophagen zeigte sich eine statistisch signifikante negative Korrelation zur
subklinischen Krankheitsschwere nur in der Subgruppe von Patienten mit aktiven Herden.
Diese Beobachtungen bestdtigen die wesentliche Rolle der Makrophagen in der Pathogenese
des akuten MS-Schubes, die letztlich die Schadigung der Myelinscheiden mitverursachen™*.
Als morphologisches Korrelat dieses Enziindungsprozesses lassen sich wahrend eines akuten
MS-Schubes im MRT entsprechend ein perifokales Odem, Kontrastmittel aufnahme oder neue
Herde nachweisen'®.

Killestein et a. fuhrten bei M S-Patienten monatliche MRT-Untersuchungen durch und fanden
einen vorubergehenden Rickgang zytokinproduzierender T-Zellen im Blut bei Patienten mit
aktiven Herden im MRT. Die Autoren fuhrten dies auf eine vermehrte Transmigration
aktivierter T-Zellen in das Hirnparenchym zuriick'®.

Die Ergebnisse der Langsschnittstudie deuten in die gleiche Richtung. Bel den unbehandelten
Patienten konnte der Spontanverlauf der Expression von clCAM-1 auf Leukozyten im Blut
Uber einen Zeitraum von 18 Monaten beobachtet werden. Dabei fand sich auf allen drei
L eukozytensubpopul ationen eine rucklaufige Tendenz der Expression des Adhasionsmolekils
unabhéngig vom klinischen Verlauf und der anhand neuroradiologischer Daten beurteilten
Krankheitsschwere und —aktivitit.

Die vorliegenden Ergebnisse mit einer negativen Korrelation der Expression von cICAM-1
auf CD3+ T-Zellen und CDIl4+ Monozyten/Makrophagen zur subklinischen
Krankheitsschwere, beurteilt anhand von MRT-Befunden, bestitigen auch frithere
Untersuchungen an der Neurologischen Universitdtsklinik GieBen. So fanden sich in einer
Studie signifikant verminderte Werte fiir die Expression von ICAM-1 auf CD3+ T-Zellen in
Blut und Liquor und auf CD14+ Monozyten/Makrophagen im Liquor bei Patienten, die sich
in einem klinisch bzw. anhand des MRT-Befundes definierten akuten Schub befanden'®.
Auch die Daten einer friheren Langsschnittstudie an der Neurologischen Universitatsklinik
Gielsen weisen in diese Richtung. Patienten mit schubformig-remittierender MS waren dabei
Uber einen Zeitraum von drei Monaten beobachtet worden. Nach Einteilung der Patienten in
Subgruppen mit unterschiedlicher Krankheitsaktivitét zeigte sich ein zusétzlicher Riickgang
der Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen im peripheren Blut bel den Patienten, die
innerhalb des Beobachtungszeitraumes zwei weitere Schiibe erlitten'*.

Die durchschnittliche Erkrankungsdauer bei den an der vorliegenden Untersuchung
beteiligten Patienten war relativ kurz. Bei den Patienten mit einer grof3en Gesamtflache von
Herden im MRT muss daher ein sehr aktiver Krankheitsverlauf mit einer relativ grof3en Zahl
von klinischen bzw. subklinischen Schilben zugrunde liegen.
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Duran et al. untersuchten durchflusszytometrisch die Expression von clCAM-1 und anderen
Adhasionsmolekilen auf der Oberflache peripherer Blutleukozyten bel Patienten mit
schubformig-remittierender (RRMS), primér chronisch progredienter (PPMS) und sekundar
chronisch progredienter (SPMS) MS und verglichen die Ergebnisse mit gesunden
Probanden™®’.

In friheren MRT-Untersuchungen hatten sich bereits Hinwelse ergeben, dass den moglichen
klinischen Verlaufen auch eine unterschiedliche Pathophysiologie zugrunde liegt. So zeigten
sich bﬁ';g Patienten mit PPMS weniger und kleinere gadoliniumanreichernde Herde als bei
SPMS™.

Duran et al. fanden eine verminderte Expression fast aler untersuchter Adhasionsmolekiile
auf der Oberflache von Leukozyten im Blut bel Patienten mit schubformig-remittierendem
und sekundér chronisch-progredientem Verlauf. Dagegen zeigten sich bel den Patienten mit
primér chronisch-progredienter Form &hnliche Ergebnisse wie bei den gesunden Kontrollen.
Der Antell ICAM-1-positiver Zellen auf alen untersuchten Leukozytensubpopulationen
(CD4+ Lymphozyten und Monozyten) war im Gesamtkollektiv der M S-Patienten und auch in
der Subgruppe mit schubférmig-remittierendem Verlauf niedriger as bei den gesunden
Kontrollen. Zwar unterscheidet sich diese Studie in Fragestellung und Methodik von der
vorliegenden Arbeit, zum Beispiel wurde nicht die relative Fluoreszenzintensitdt anhand von
Positiv- und Negativkontrolle errechnet. Dennoch bestdtigen diese Aussagen die
Beobachtung, dass bei Patienten mit schubformig-remittierender MS eine verminderte
Expression von cl CAM-1 auf Leukozyten im Blut gefunden wird.

Nach dieser Hypothese kdme es im Laufe der Erkrankung im Rahmen der wiederholten
subklinischen und klinischen Krankheitsaktivitdt mehrmals zur Einwanderung aktivierter
autoreaktiver T-Zellen Uber die Blut-Hirn-Schranke in das ZNS. Als morphologisches
Korrelat dieser wiederholten Entziindungsreaktionen finden sich im kranialen MRT aktive
Herde as Hinwels fir akute Krankheitsaktivitédt beziehungsweise die Gesamtflache aller
Lasionen als Akkumulation der repetitiven klinischen und subklinischen Schiibe.

Die Abwanderung aktivierter autoreaktiver Entziindungszellen wirde somit im langerfristigen
Verlauf der Erkrankung zu einer relativen Zunahme von Leukozyten mit niedriger clCAM-1-
Expression im peripheren Blut fuhren.

4.3 Einflusseiner Therapie mit Interferon-B-1b auf den Krankheitsverlauf

4.3.1 Klinischer Verlauf

Der wichtigste Aspekt fur den Patienten hinsichtlich einer relativ aufwendigen und
kostenintensiven Therapie mit subkutan injiziertem Interferon-p-1b ist die Frage nach der
individuellen Wirksamkeit. Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten zeigten eine
verminderte Schubrate (Anzahl der Schiibe pro Jahr) in der Behandlungsgruppe im Vergleich
zu den Patienten ohne immunmodul atorische Therapie. Hinsichtlich des Behinderungsgrades,
beurteilt anhand des EDSS, konnte kein Effekt der I|FN-B-Gabe nachgewiesen werden.

Diese Beobachtungen entsprechen denen der Zulassungsstudie fur Interferon-p-1b in den
USA, die bei dhnlichen Ein- bzw. Ausschlusskriterien zu vergleichbaren Ergebnissen kam™*,
Bel einer grofderen Anzahl von Patienten Uber einen langeren Beobachtungszeitraum zeigte
sich hier lediglich eine tendenziell geringere Progredienz der Behinderung durch die
Interferon-p-1b-Gabe''®.

Im Rahmen einer ebenfalls randomisierten, doppelblinden, plazebokontrollierten Studie Gber

den Effekt von intramuskulér verabreichtem Interferon-p-1a (Avonex®) bei Patienten mit
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schubformig-remittierender Multipler Sklerose fand sich neben einer Reduktion der Schubrate
auch eine signifikante Verminderung der Krankheitsprogredienz''® *?. So war unter anderem
die Zeitspanne bis zur Verschlechterung um 1 Punkt auf der EDSS-Skala bei den behandelten
Patienten signifikant verlangert. Fir die Zukunft werden Langzeitbeobachtungen an einem
grol3en Patientenkollektiv zeigen miissen, inwieweit eine immunmodulatorische Therapie mit
Interferon-f das Fortschreiten der Behinderung beeinflussen kann.

4.3.2 Neuroradiologische Befunde

Therapie- und Kontrollgruppe unterschieden sich bei Eintritt in die Studie signifikant
beziiglich des Parameters Gesamtlasionsflache im MRT. In der Gruppe der unbehandelten
Patienten konnte, dhnlich wie in der Betaferon-Gruppe, initial ein Riickgang der Gesamtflache
aller Herde beobachtet werden. Zum Ende des Beobachtungszeitraumes war jedoch ungeféhr
wieder der Ausgangswert erreicht. Allerdings lagen von anfénglich 35 Patienten nach 18
Monaten nur noch von 8 Untersuchten MRT-Aufnahmen vor. In der Therapiegruppe fand sich
eine Reduktion der Gesamtl&sionsflache unter einer Behandlung mit IFN-B-1b. Zwar war,
bedingt durch Studienabbriiche, auch hier ein Rickgang der auswertbaren MRT-
Untersuchungen von 30 zu Beginn auf 12 nach 18 Monaten zu verzeichnen. Allerdings war
der Riickgang der ,,.Disease Burden* so deutlich, dass hier von einem biologischen Effekt der
immunmodulatorischen Therapie ausgegangen werden kann.

Der Vergleich der Verldufe in beiden Kollektiven zeigte eine deutliche Verminderung der
Gesamtfliche und Anzahl aller Herde und einiger Parameter fiir die Krankheitsaktivitit durch
eine Behandlung mit IFN-f3.

4.3.3 Einflusseiner Therapie mit Interferon-p-1b auf die Expression von cl CAM-1

Im Vergleich zu den unbehandelten Patienten fand sich in der Therapiegruppe eher ein
Anstieg bzw. eine Stabilisierung der cl CAM-1-Expression auf mononukledren Zellen im Blut
mit signifikant unterschiedlichen Verlaufen in beiden Kollektiven bel CD3+ T-Zellen und
CD14+ Monozyten/Makrophagen. Bel den CD19+ B-Zellen ergaben sich keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Allerdings scheinen die B-Lymphozyten im
Rahme?ﬁ 9der vornehmlich zellvermittelten Immunreaktion eher eine untergeordnete Rolle zu

spielen™.

4.3.3.1 Einfluss auf Zytokinnetzwerk und Adhasionsmolekiilexpression

In einer Vielzahl von in-vitro-Studien wurde der Einfluss von IFN- auf das Zytokinnetzwerk
und die zellvermittelte Antigen-Présentation untersucht. Dabei fanden sich Hinweise, dass
zumindest ein Tell der Wirkung Uber eine Verminderung der proinflammatorischen Effekte
von IFN-y*"® und TNF-o'% vermittelt wird.

Verschiedene Studien beschéftigten sich, ebenfalls in vitro, mit dem Einfluss von IFN-f auf
die Expresson von clCAM-1 auf Endothelzellen, wobei sich, ausgehend von
unterschiedlichen Untersuchungsansétzen, teilweise divergente Ergebnisse zeigten.

Miller et a. fanden eine Zunahme der Expression von clCAM-1 auf menschlichen
Nabel schnurvenenendothelzellen (HUVEC) nach Applikation von IFN-B. Allerdings konnte
eine signifikante Verminderung der durch IFN-y induzierten MHC-I1-Expression nach IFN-f3-
1b-Gabe beobachtet werden'".
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Jiang et al. untersuchten ebenfalls den Effekt von IFN-B auf die Expression verschiedener
Adh&sionsmolekiile auf HUVEC, die vorher mit proinflammatorischen Zytokinen stimuliert
worden waren. Auch hier zeigte sich eine leichte Zunahme der clCAM-1-Expression durch
IFN-B-Gabe'".

In dhnlicher Weise beobachteten Soilu-Hanninen et al. den Einfluss von IFN-B auf die
Expresson von CcICAM-1 auf menschlichem Nabelschnurvenenendothel. Nach
vorhergehender Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen fand sich hier kein
erkennbarer Effekt von IFN-f. Allerdings zeigte sich eine Verminderung der Expression von
VLA-4 (very late activation antigen-4) auf Monozyten im Blut'",

Defazio et a. fanden dagegen eine signifikante Verminderung der durch TNF-o induzierten
| CAM-1-Expression auf mikrovaskulren Hirnendothelzellen von Ratten'".

Bisher liegen noch keine Untersuchungen tiber den Einfluss einer Therapie mit IFN-f in vivo

auf die Expression von clCAM-1 auf der Oberflache von Leukozyten im peripheren Blut vor.

4.3.3.2 Einfluss auf die Blut-Hirn-Schranke

Die Adhasion mononuklegrer Zellen an die Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke und die
anschlief¥ende Einwanderung in das Hirnparenchym stellen einen wichtigen Schritt in der
Pathogenese eines MS-Schubes dar. Tsukada et a. konnten in vitro zeigen, dass bel MS
Patienten im akuten Schub die Adhasion von T-Zellen an menschliche Hirnendothelzellen im
Vergleich zu gesunden Kontrollen und Patienten in Remission gesteigert ist'”. Durch
proinflammatorische Zytokine, wie IFN-y und TNF-a, konnte eine weitere Zunahme der
Adhasion erreicht werden.

Die Beeinflussung der Transmigration mononukleérer Zellen auf der Ebene der BHS konnte
ein wichtiger therapeutischer Ansatzpunkt bel der MS sain.

In klinischen Studien fand sich vor allem ein Effekt von IFN-f auf die Reduktion von Zahl
und GroRe der gadoliniumanreichernden Herde im kranialen MRT™®. Gadoliniumaufnahme
kann as ein Mal3 fur die Schadigung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) angesehen werden und
korreliert daher mit der Entziindungsaktivitat*®. Somit ist es naheliegend, dass IFN-B seine
Wirkung zumindest zum Teil Uber eine direkte Stabilisierung der BHS vermitteln konnte.
Verschiedene in vitro Studien deuten ebenfalls auf einen derartigen Effekt hin.

So wurde von Gaillard et a. berichtet, dass IFN--1b, ebenso wie Glukokortikoide, an einem
in vitro Modell der BHS die Permeabilitét der Endothelzellen verminderte'®. In einer Studie
von Lou et a. konnte die transendotheliale Migration aktivierter Leukozyten durch eine
Schicht humaner mikrovaskulérer Endothelzellen durch die Applikation von IFN-B-1b
dosisabhangig gehemmt werden, ohne, dass ein direkter Einfluss auf die Expression von
Adhéasionsmol ekiilen nachgewiesen wurde™”.

Um den in vivo Effekt von IFN-B bei der Multiplen Sklerose zu untersuchen, entnahmen
Corsini et a. einer Gruppe von 10 MS-Patienten mononukledre Zellen aus dem Blut vor
Beginn und unter einer Therapie mit IFN-B. Dabei fand sich nach sechs Monaten eine
deutlich verminderte Adhasion von CD45+ und CD14+ Zellen an HUVECS'™. In ahnlicher
Weise beschrieben Gelati et a. einen Rickgang der Adh&sion von Monozyten und
mononukledren Zellen an eine Schicht menschlichen Nabelschnurvenenendothels bet MS-
Patienten unter einer IFN-B-Therapie nach einem Jahr Behandlung™®.

In einer Untersuchung von Defazio et a. konnte gezeigt werden, dass in vitro die Applikation
von IFN-B-1a zu einer Verringerung der Adhésion von Blutleukozyten an Endothel zellen von
menschlichen Nabelschnurvenen fiihrt'”. Eguchi et al. stellten einen Riickgang der durch
IFN-y stimulierten Adh&sion von T-Zellen an HUVEC durch Applikation von IFN-a, das in
Struktur und Funktion IFN-p ahnlich ist, fest'™®,


http://4.3.3.2

Diskussion 58

Dhib-Jalbut konnte hingegen in vitro keinen Effekt von IFN-B auf die Adhasion von
Lymphozyten gesunder Kontrollen auf Kulturen von HUVEC nachweisen'™. Allerdings |&sst
sich nicht mit Sicherheit beurteilen, inwiefern diese in vitro durchgefthrten Untersuchungen
sch auf die Verhdltnisse in vivo Ubertragen lassen, und ob sich menschliche
Nabel schnurvenenendothel zellen als Modell fiir die spezielle Beschaffenheit der BHS eignen.
Die vorliegende Arbeit bekréftigt die Hypothese einer direkten Stabilisierung der Blut-Hirn-
Schranke unter einer Therapie mit Interferon-f auch in vivo. Die aktivierten
immunkompetenten Zellen konnten diese stabilisierte BHS nicht durchwandern. Diese
Leukozyten mit erhohter Expression von clCAM-1 auf ihrer Oberflache wirden daher im
peripheren Blut verbleiben.

Entsprechend fand sich in der IFN-B-Gruppe eine vermehrte Expression von clCAM-1 auf
CD3+ T-Zellen und CD14+ Monozyten/Makrophagen im Blut im Vergleich zu den
unbehandelten Patienten. Auflerdem konnten diese Zellen nicht in das Hirnparenchym
einwandern, um dort eine Entziindungsreaktion zu initiieren. Einen indirekten Hinweis
hierauf gibt die Abnahme der Gesamtflache aller Herde und aller gadoliniumanreichernden
Lé&sionen im kranialen MRT unter der immunmodulatorischen Therapie.

44 clCAM-1 alsprognostischer Marker einer Therapie mit I nterferon--1b

Aufgrund der hohen Kosten und der moglichen Nebenwirkungen wéare es winschenswert,
sogenannte Responder, die von einer Behandlung profitieren, von Non-Respondern, bel denen
die Therapie keinen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat, frihzeitig mit Hilfe
eines Labormarkers unterscheiden zu koénnen. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden
Studie die durchflusszytometrisch gemessene Expression des Adhasionsmolekils ICAM-1
mit den erhobenen klinischen und neuroradiol ogischen Daten korreliert.

441 Korreation mit klinischen Parametern

Zu jedem Beobachtungszeitpunkt wurde der EDSS als Mal} fur das neurologische Defizit
bestimmt. Innerhalb des im Vergleich zur lebenslangen Progression der Erkrankung relativ
kurzen Studienzeitraumes von 18 Monaten ergaben sich weder in der Therapiegruppe noch
bei den unbehandelten Patienten wesentliche Veranderungen. Somit konnte ein moglicher
Therapieerfolg anhand dieses Parameters nicht beurtellt werden.

Bezlglich der Schubrate hatte sich ein positiver IFN-B-1b-Effekt im Vergleich zur
Kontrollgruppe gezeigt. Die Einteilung in Responder und Nonresponder anhand dieses
Parameters ergab jedoch keine erkennbaren Unterschiede beziglich der Expression von
cICAM-1 auf Leukozyten im peripheren Blut.

Anhand der klinischen Parameter EDSS und Schubrate lief3 sich somit nur eine sehr grobe
Eintellung der Patienten durchfihren.

4.4.2 Korrelation mit neuroradiologischen Parametern

Da auch schon vorhergehende Studien gezeigt hatten, dass klinische Parameter zu ungenau
sind, um den Behandlungserfolg beim einzelnen Patienten zu beurteilen, wurden MRT-
Verlaufskontrollen durchgefihrt. Zum einen kénnen mit Hilfe der Kernspintomografie
subklinische Lasionen nachgewiesen werden, die einer rein klinischen Beobachtung entgehen.
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Zum anderen kann Uber den Nachweis einer Gadoliniumanreicherung bzw. eines perifokalen
Odems auf das Vorliegen einer akuten Entziindungsresktion und damit einer aktuellen
Schadigung der Blut-Hirn-Schranke geschlossen werden. Daher sollten die Patienten
hinsichtlich des Einflusses einer Therapie mit Interferon-p-1b sowohl auf Krankheitsschwere
als auch -aktivitat in Responder, die von der Behandlung profitieren, und Nonresponder, bei
denen kein positiver Effekt zu verzeichnen ist, unterteilt werden.

Dazu wurde be adlen Patienten fir jede der bestimmten MRT-GrofRen der
Regressionsparameter tber den gesamten Beobachtungszeitraum von 18 Monaten berechnet.
Je nach Tendenz zu niedrigeren oder htheren Werten wurde der jeweilige Patient as
Responder oder Nonresponder bezeichnet. Es wurden vor allem die Parameter Anzahl und
Flache aller Herde und Anzahl und Fléche aller gadoliniumanreichernden Herde betrachtet, da
hier die beste Korrelation zu Krankheitsschwere bzw. —aktivitit gegeben ist. Die Beurteilung
des Behandlungserfolges anhand dieser MRT-Groen ergab vergleichbare Patientenzahlen in
den jeweiligen Subgruppen.

4.4.2.1 Beurtellung der Krankheitsschwere

Bel Beurteilung des Therapieerfolges anhand des Einflusses auf die ,,Disease Burden* zeigten
sich in den untersuchten Leukozytensubpopulationen unterschiedliche Verladufe.

Auf den CD19+ B-Zellen blieb die cICAM-1-Expression bei den Respondern relativ konstant,
wihrend bei den Nonrespondern eher ein Riickgang zu verzeichnen war. Diese Beobachtung
konnte wiederum auf einen stabilisierenden Effekt der IFN-B-Therapie auf die BHS
hinweisen. Bel den Patienten, die nicht von der Behandlung profitieren, k&me es zu einer
weiteren Abwanderung aktivierter Leukozyten aus dem Blut Uber die BHS in das
Hirnparenchym. Entsprechend wirde ein Rickgang der clICAM-1-Expression auf
mononukledren Zellen im Blut festgestellt werden. Demgegeniiber wirde die clCAM-1-
Expression auf Leukozyten im Blut bei den Patienten mit positivem Behandlungserfolg
konstant bleiben bzw. ansteigen.

Auf den CD3+ T-Zellen und CD14+ Monozyten/Makrophagen waren die Verldufe bei
Respondern und Nonrespondern recht ghnlich. Interessanterweise lag jedoch bel alen drei
L eukozytensubpopulationen der Ausgangswert der cl CAM-1-Expression bel den Respondern
niedriger als bel den Nonrespondern. Entsprechend der zuvor formulierten Hypothese, nach
der bei Patienten mit einem aktiveren Krankheitsverlauf Uber eine vermehrte Einwanderung
aktivierter Lymphozyten ein Rickgang der clCAM-1-Expression im peripheren Blut
beobachtet werden kann, wirde dies bedeuten, dass Patienten mit einer vermehrten
Krankheitsaktivitét starker von einer Therapie profitieren.

Ahnliche Erkenntnisse erbrachten auch klinische Studien iber die Wirksamkeit von IFN-B bei
Patienten mit sekundér chronisch-progredienter MS. Hier zeigte sich ein positiver
Behandlungseffekt vor alem bei den Patienten, bei denen weiterhin Schiibe als Zeichen einer
ausgepragten Krankheitsaktivitat auftraten®.

Die Beurteilung des Behandlungserfolges anhand der Anzahl aller Lasionen war nicht
richtungswei send.

4.4.2.2 Beurtellung der Krankheitsaktivitét

Wenn zur Beurtellung des Behandlungserfolges die Anzahl und die Flache aller
gadoliniumanreichernden Herde mit Odem zugrunde gelegt wurden, ergaben sich erneut bei
den CD19+ B-Zellen jewells deutlich unterschiedliche Verlaufe in beiden Subgruppen. Waren
die Werte in beiden Kollektiven zu Beginn noch fast identisch, so konnte bei den Respondern
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innerhalb der ersten 3 Monate ein deutlicher Rlickgang beobachtet werden, gefolgt von einem
Anstieg nach 9 Monaten. Bei den Nonrespondern zeigte sich zunéchst ein konstanter Verlauf
mit einem anschlief3enden deutlichen Rickgang nach 9 Monaten. Die Unterschiede in beiden
Subgruppen waren statistisch signifikant.

Die beschriebene Entwicklung mit einem, wenn auch verzdgerten, relativen Anstieg der
clCAM-1-Expression bel den Respondern und einem etwa gleichzeitigen Riickgang bei den
Nonrespondern bestétigt die zuvor formulierte Hypothese, nach der IFN-B-1b eine
Stabilisierung der Blut-Hirn-Schranke bewirkt. So wirde dieser Mechanismus im Verlauf der
Therapie bel den Patienten mit einem positiven Behandlungserfolg zu einer verminderten
Transmigration immunkompetenter Zellen fihren und damit einen relativen Anstieg von
Leukozyten mit einer hohen Expression von clCAM-1 im peripheren Blut bewirken. Im
Gegensatz dazu kame es, wie hier beobachtet, bel den Patienten mit ausbleibendem
Behandlungserfolg zu einer weiteren Einwanderung der aktivierten Lymphozyten in das
Hirnparenchym und damit zu einer relativen Abnahme der messbaren ICAM-1-Expression.
Die Veradnderungen zeigten sich am deutlichsten bei den CD19+ B-Zellen. Zwar scheint die
Pathogenese der MS im wesentlichen zellvermittelt zu sein, die positiven Ergebnisse
klinischer Studien, die zum Beispiel den Effekt von Plasmapherese und Immunglobulingabe
%ulfzei gten, belegen jedoch die Bedeutung autoreaktiver Antikorper in der Immunreaktion™”
Der Nachweis gadoliniumanreichernder Herde bzw. eines perifokalen Odems eignet sich vor
allem als kurzfristiger Aktivitétsparameter, da die jewelligen Merkmale nur fir enen
Zéeitraum von 4 bis maximal 8 Wochen nachweisbar sind™®.

Dadurch war aber auch die Gesamtzahl der Patienten in diesem Fall gering, da nur bei einem
relativ kleinen Teil der MRT-Aufnahmen gadoliniumanreichernde Herde mit gleichzeitigem
perifokalen Odem nachweisbar waren.

4.4.3 Prognostischer Wert der Expression von cl CAM-1

Die vorliegende Untersuchung lieferte interessante Hinweise auf einen moglichen
Wirkmechanismus von Interferon-B-1b bel  Patienten mit schubférmig-remittierender
Multipler Sklerose. Die Verlaufsbestimmung von zellgebundenem ICAM-1 auf verschiedenen
Leukozytensubpopulationen im Blut ermoglicht jedoch keine Aussage bezlglich der
Krankheitsentwicklung beim einzelnen Patienten. Die Veranderungen der Expression von
ICAM-1 Uber die Zeit waren insgesamt relativ gering und die Messwerte zu Beginn und unter
Therapie wiesen eine zu hohe Streubreite auf, so dass anhand der ICAM-1-Verlaufe keine
Zuordnung in homogene Patientengruppen maoglich war. Grund hierfir kénnten natirliche
intra und interindividuelle Schwankungen in der Expression von zellgebundenen
Adhasionsmolekiilen ebenso, wie verschiedene nicht beeinflussbare Umweltfaktoren sein.
AulRerdem muss davon ausgegangen werden, dass Veranderungen in der relativ geringen Zahl
von immunkompetenten Zellen, die letztlich an einer intrazerebralen Entziindungsreaktion
beteiligt sind, durch Fluktuationen in der Gesamtpopulation der Leukozyten im peripheren
Blut Uberlagert werden. In einem Kollektiv von Patienten, zum Beispiel im Rahmen
klinischer Studien, konnte sich die Expression von clCAM-1 auf Leukozyten im Blut aber
durchaus als Verlaufsparameter eignen.
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45 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnten interessante Zusammenhénge
zwischen klinischen, immunologischen und neuroradiologischen Parametern in der
Pathogenese der schubférmig-remittierenden Multiplen Sklerose aufgezeigt werden. Es
wurden Hinweise gefunden, dass clCAM-1 auf der Oberflache von CD3+ T-Zellen, CD19+
B-Zellen und CD14+ Monozyten/M akrophagen im peripheren Blut sich als immunologischer
Marker fur Krankheitsschwere und —aktivitét eignet. Somit wére zum Beispiel der Einsatz als
Verlaufsparameter bei klinischen Studien denkbar.

Im Rahmen der Léngsschnittuntersuchung fanden sich neben pathogenetischen Aspekten auch
Hinweise fir mogliche Wirkmechanismen einer Therapie mit Interferon-f-1b. Hierdurch
kénnen sich wiederum Ansdtze fur weitere Behandlungsstrategien ergeben. Da die
Pathogenese der M'S sehr komplex ist und der genaue Einfluss einer immunmodul atorischen
Therapie noch nicht vollstdndig nachvollzogen werden kann, werden derzeit an der
Neurologischen Universitétsklinik Giefien weitere immunologische Parameter hinsichtlich
ihrer Bedeutung in Krankheitsentstehung und —therapie untersucht.



5 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose ist die haufigste entztindliche Entmarkungserkrankung des Zentralen
Nervensystems. Neben einer individuellen genetischen Disposition sind wahrscheinlich auch
Umweltfaktoren von Bedeutung. Bei der Autoimmunerkrankung spielen vermutlich
autoreaktive T-Zellen eine wesentliche Rolle. Nach Aktivierung im peripheren Blut
Uberwinden diese die Blut-Hirn-Schranke, um dann im Hirnparenchym eine
Entzindungsreaktion auszulésen. An dieser Transmigration durch das Endothel der
zerebralen Geféf3e sind verschiedene Adhasionsmolekile, wie zum Beispiel ICAM-1,
beteiligt. Der Ablauf der Entziindungsreaktion wird dabei durch Zytokine vermittelt. Es gibt
Hinweise dafUr, dass ein Teil dieser Botenstoffe eher proinflammatorisch wirkt, wohingegen
der andere antiinflammatorische Eigenschaften hat.

Genauere Kenntnisse der Pathogenese ermoglichen heute eine gezieltere Modulation der
Autoimmunreaktion. Als erstes diesbezligliches Medikament stand in Deutschland Interferon-
B-1b zur Verfigung, das enen deutlichen Effekt auf die Schubrate sowie die
Gesamtlésionsflache der Herde im kranialen MRT be Patienten mit schubférmig-
remittierender Multipler Sklerose zeigte. Da nicht ale Patienten von der relativ aufwendigen
und kostenintensiven Behandlung profitieren, wére ein Labormarker, der mit der
Krankheitsaktivitat korreliert und bereits frihzeitig einen Therapieerfolg bzw. dessen
Ausbleiben anzeigt, winschenswert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher zum enen, die Bedeutung von clICAM-1 as
immunologischem Marker bel Patienten mit schubformig-remittierender MS beziglich
Krankheitsaktivitét und —schwere zu beurteilen. Zum anderen sollte der mogliche Effekt einer
Gabe von Interferon-p-1b auf die Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-Zellen, CD19+ B-
Zéellen und CD14+ Monozyten/Makrophagen im peripheren Blut im Vergleich zu
unbehandelten Erkrankten untersucht werden. Auf3erdem wurde die Eignung von clCAM-1
als laborchemischem Marker zur Abschédtzung eines evtl. Therapieerfolges unter der IFN-3-
Behandlung beurteilt. Die Expresson von cICAM-1 auf den entsprechenden
L eukozytensubpopulationen wurde mit Hilfe der Zweifarben-FACS-Analyse ermittelt, die
Verrechnung mit einer Positiv- und Negativkontrolle ermdglichte den quantitativen Vergleich
verschiedener Messungen.

Im Rahmen einer Querschnittsuntersuchung wurde bel 77 Patienten die Expression von
cICAM-1 auf Leukozytensubpopulationen mit zum selben Zeitpunkt erhobenen klinischen
und neuroradiologischen Daten korreliert. In eine Léngsschnittstudie wurden insgesamt 68
Patienten aufgenommen, von denen sich 30 fur und 38 gegen eine Behandlung entschieden
hatten. Zu Beginn und im Verlauf in dreimonatigen Absténden wurde der klinische Befund
anhand des EDSS erhoben, das Auftreten neuer Schiibe dokumentiert und die Expression von
cICAM-1 mittels FACS-Analyse bestimmt. Zusétzlich wurden halbjdhrlich MRT-Aufnahmen
des Kopfes angefertigt, um subklinisch aufgetretene Lasionen erkennen zu kdnnen. Dabei
konnten folgende Ergebnisse beobachtet werden:

a) Querschnittstudie:
e In der Querschnittsuntersuchung fand sich bel Betrachtung aller 77 Patienten eine
signifikante negative Korrelation (p<0,05) der Expression von clCAM-1 auf CD3+ T-
Zéellen im peripheren Blut sowohl zur kumulativen Gesamtflache (r = -0,2790) as
auch zur Anzahl aller Herde (r =-0,2382) im MRT.
e |neiner Subgruppe von 28 Patienten mit Zeichen subklinischer Krankheitsaktivitét im
MRT zeigte sich ebenfalls eine signifikante negative Korrelation (p<0,05) der
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clICAM-1-Expression, sowohl auf CD3+ T-Zelen as auch auf CD14+
Monozyten/Makrophagen, zur Gesamtflache (r = -0,4941 bzw. -0.4025) und zur
Anzahl (r = -0.4554 bzw. -0.4236) aller Herde.

e Wurden die Patienten anhand der MRT-Daten in Subgruppen unterschiedlicher
Krankheitsschwere unterteilt, ergab sich eine verminderte Expression von clCAM-1
auf CD3+ T-Zellen bei Patienten mit einer gréReren Anzahl (Median 4,3 vs. 5,1;
p<0,05) bzw. kumulativen Gesamtflache (Median 4,0 vs. 5,1; p<0,05) aller Herde im
Vergleich zu geringer betroffenen Erkrankten.

b) prospektive Langsschnittstudie:

e Waéhrend bei den unbehandelten Patienten eine Zunahme der Schubrate (Median vor
Studienbeginn 0,8 vs. 1,5 wéahrend des Beobachtungszeitraumes von 18 Monaten)
beobachtet wurde, blieb diese in der Therapiegruppe konstant (Median jeweils 1,0).
Im Vergleich der beiden Kollektive war der Unterschied signifikant (p<0,05).

e Be den unbehandelten Patienten konnte eine riucklaufige Tendenz der
Adh&sionsmolekillexpression beobachtet werden. Auf CD3+ T-Zellen und CD14+
Monozyten/Makrophagen waren, bis auf jeweils eine Ausnahme, die Mediane zu
jedem Beobachtungszeitpunkt niedriger as zu Beginn. Auf den CD14+
Monozyten/Makrophagen fand sich ein deutlicher Riickgang von im Median 41,4 am
Anfang auf 33,0 nach 18 Monaten.

e In der Therapiegruppe zeigte sich im Verlauf eine Zunahme der Expression von
clICAM-1 sowohl auf CD3+ T-Zellen ds auch auf CD14+ Monozyten/Makrophagen.
So wa der Median in beiden Leukozytensubpopulationen zu jedem
Beobachtungszeitpunkt bis auf eine Ausnahme grof3er als zu Beginn.

e Der Vergleich der Verlaufe der cl CAM-1-Expression in Therapie- und Kontrollgruppe
mit Hilfe des ANOV A-Testes ergab signifikante Unterschiede bei den CD3+ T-Zellen
im Intervall zwischen Studienbeginn und dem 15. Monat (p<0,05) und auf den CD14+
Monozyten/Makrophagen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von eineinhalb
Jahren (p<0,005).

e Ein statistischer Zusammenhang zwischen der gemessenen Expression von clCAM-1
auf den verschiedenen Leukozytensubpopulationen und klinischen und
neuroradiologischen Verlaufsparametern als Mald fur Aktivitdt und Schwere der
Erkrankung lief3 sich nicht herstellen.

Folgende Schlussfolgerungen kénnen aus diesen Ergebnissen gezogen werden:

Aufgrund der Korrelation der Expression von cl CAM-1 auf Leukozyten-Subpopulationen im
Blut und neuroradiologischen Daten ergaben sich Hinwelse, dass sich das Adhé&sionsmol ekl
als immunologischer Labormarker zur Abschétzung von Krankheitsschwere und —aktivitit
eignet.

Eine Behandlung mit Interferon--1b hat sowohl einen positiven Einfluss auf die Schubrate
als auch auf die Gesamtflache aller Herde und verschiedene andere Parameter im MRT bel
Patienten mit schubformig-remittierender Multipler Sklerose. In  der vorliegenden
Untersuchung fuhrte eine Therapie mit Interferon-f3-1b zu einer Zunahme der Expression von
cICAM-1 auf Leukozyten im peripheren Blut, wahrend sich im spontanen Krankheitsverlauf
bei unbehandelten Patienten ein Rickgang fand. Ursache hierfir kénnte eine Stabilisierung
der Blut-Hirn-Schranke unter der immunmodulatorischen Behandlung sein. Wéahrend im
Laufe der nattrlichen Krankheitsprogression durch Abwanderung immunkompetenter Zellen
in das Hirnparenchym der Pool von Leukozyten mit hoher clCAM-1-Expression im Blut
abnimmt, verblelben diese, wenn die Transmigration durch den Einfluss des Zytokins
erschwert wird, vermehrt im peripheren Blut. Diese Hypothese gibt einen Hinweis auf eine
mogliche direkte Wirkung von Interferon-f3-1b an der Blut-Hirn-Schranke. Aul3erdem konnte
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gezeigt werden, dass sich clICAM-1 auf Leukozyten im Blut mdglicherweise as
Verlaufsparameter im Rahmen von Therapiestudien bel Patienten mit schubformig-
remittierender M S eignet.
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7 Anhang

7.1 Protokoll zur Durchfiihrung der FACS-Analyse

1. Die Blutprobe (5ml heparinisiertes Blut) wurde sofort nach Abnahme in der Poliklinik der
Neurologischen Klinik Gief3en auf Eis gekuhlt.

Im Neurochemischen Labor erfolgte die Isolierung der peripheren Blutleukozyten (PBL)
mittels Figuoll-Pague-Gradient (Fa. Pharmacia Biotech, Uppsala/Schweden).

2.

a)
b)

0)
d)
€)

f)

9)

Verdinnung des Blutes mit PBS (pH 7,2) im Verhéltnis 1:2.

Uberschichtung von jeweils 5ml Ficoll-Paque-Gradient mit je 5ml des verdiinnten
Blutes.

30 min. Zentrifugation (Zentrifuge Rotixa/RP, Fa. Hettich, Tuttlingen) bei 2400 r/min,
Raumtemperatur, Bremse 0.

Abpipettieren der Interphase (vor allem Lymphozyten und Monozyten/M akrophagen)
und Verteilen auf zwei Reagenzglaser.

Zweimaliger Waschvorgang: jeweils Auffillen der Reagenzglaser mit PBS; 10 min.
Zentrifugation bei 1800 r/min, Raumtemperatur; Verwerfen des Uberstandes.
Aufnehmen der PBL in FACS-Puffer (PBS, 2,5% Kéberserum und 0,1%
Natriumazid) und Messung der Zellzahl mittels Sysmex (Fa TOA Medica
Electronics, Hamburg).

Lagerung der PBL auf Eis und Transport in die Abteilung fir Molekulare Zellbiologie
des Max-Planck-1nstitutes Bad Nauheim.

Drei Stunden nach Aufnahme der PBL in FACS-Puffer wurde mit der Farbung der Zellen
begonnen. Dabel wurde stets auf Eis gearbeitet.

a)
b)

0)
d)

€)

f)
9)

h)

Verdiinnen der PBL-Suspension auf 1,2 x 10° Zellen/mll.

Ausplattieren der Zellsuspension zu je 100 ul in 8 Vertiefungen einer
Mikrotitierplatte.

6 min. Zentrifugieren (Zentrifuge 4K10, Fa. Sigma, Osterode) der Platte bel 1400
r/min und 4°C.

Ausschlagen des Uberstandes und kurzes Aufritteln der Platte, um das Pellet zu |Gsen.
Farben der Probe nach Pipettierschema mit  monoklonalen, durch
Fluoreszenzfarbstoffe markierte Antikorper und Auffillen der Vertiefungen mit
FACS-Puffer auf je 100 pl; dabel Antikorper vor Licht schiitzen.

30 min. Inkubation auf Eis unter Ausschluss von Licht.

Dreimal Waschen: Vertiefungen jeweils mit FACS-Puffer auf 200 pl auffillen; 6 min.
Zentrifugieren bei 1400 r/min und 4°C; Ausschlagen des Uberstandes und Aufriitteln
der Pellets.

Fixieren der Zellen durch Resuspendieren der Pellets mit je 300 ul FACS-Storage-
Puffer (PBS mit 1% Paraformaldehyd; 0,45 pl filtriert) und Uberfiihren in Minitubes.
Durchfihrung der FACS-Analyse am FACScan innerhalb von finf Tagen nach
Fixierung.
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7.2 Tabédlen

Tabelle 7.2.1:

Abschétzung der Inter-Observer-Reliabilitét anhand von FACS-Analysen bel 3 verschiedenen
Patienten durch Berechnung des Variabilitadtskoeffizienten (V= gm x 100); m = Mittelwert; s
= Standardabweichung; rfi = relative Fluoreszenzintensitét).

rfi ICAM-1 rfi ICAM-1
Untersucher 1 Untersucher 2 m S \Y

CD3icaml

Patient A 3,02 2,88 2,95 0,10 3,40
Patient B 3,12 3,21 3,17 0,06 1,89
Patient C 3,35 3,37 3,36 0,02 0,54
CD19icaml

Patient A 4,98 4,47 473 0,36 7,59
Patient B 3,12 3,14 3,13 0,02 0,57
Patient C 5,03 4,99 5,01 0,03 0,66
CD14 icaml

Patient A 32,62 33,74 33,18 0,79 2,39
Patient B 32,50 35,82 34,16 2,35 6,87

Patient C 29,47 29,40 29,43 0,05 0,16
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Tabelle 7.2.2:

79

Klinische Daten und Expresson von cICAM-1 auf CD3+ T-Zellen und CD14+
Monozyten/Makrophagen in zwei Subgruppen von Patienten mit und ohne aktive Herde im
kranidlen MRT. Normalverteilte Daten as Mittelwert (m) und Standardabweichung (S)
angegeben, nicht normalverteilte Daten als Median (M) und Minimal- bzw. Maximalwert.
Irrtumswahrscheinlichkeit p zum Vergleich des jewelligen Parameters in den beiden

Subgruppen.

Alle Patienten Patienten mit Patienten ohne p

aktiven Herden aktive Herde

Anzahl 77 28 49
Geschlecht (méannl./weibl.) |23/54 9/19 14/35 n. sign.
Alter: m(s) 33(7,3) 33(7,5) 34 (7,2) n. sign.
Alter bei 28 (6,8 28 (5,9) 28 (7,3) n. sign.
Erkrankungsbeginn in
Jahren: m ()
bisherige Erkrankungsdauer | 5 (3,2) 5(2,9 6 (3,4) n. sign.
in Jahren: m(s)
EDSS: M (min-max) 2,0 (0,0-6,0) 2,5(0,0-6,0) 2,0(0,0-5,5) n. sign.
clICAM-1 auf CD3+ T- 4,7 (1,4-10,0) 4,3 (1,4-8,5) 5,1 (1,8-10,0) n. sign.
Zéellen: M (min-max)
clICAM-1 auf CD14+ 41,0 (13,3-67,9) |40,8 (25,1-55,2) |41,2(13,3-67,9) |nsign.

Monozyten/M akrophagen:
M (min-max)




Anhang

80

Tabelle 7.2.3:

Deskriptive Statistik zum Vergleich der Fluoreszenzintensitét von zellgebundenem ICAM-1
auf CD3+ T-Zellen im Blut in den beiden Patientengruppen (N = Fallzahl, fehl. = fehlende
Werte, m = Mittelwert, std = Standardabweichung, min = Minimawert, Q25/Q75 = Q25-
bzw. Q75-Konfidenzintervall, M = Median, max = Maximalwert).

Gruppe | Monat N fehl. m std | min | Q25 M Q75 | max
Kontrolle 0 25 4966 | 1.872 | 2.60 | 355 | 470 | 6.23 | 9.71
3 25 5072|2578 | 230 | 401 | 462 | 526 | 16.35
6 24 4501 |1.715| 146 | 3.37 | 392 | 552 | 829
9 16 13 |5.300|2622| 047 | 3.79 | 478 | 6.88 | 11.57
12 14 15 [4.107 2437 | 049 | 3.02 | 3.75 | 470 | 10.10
15 14 15 (4204|2002 | 1.30 | 255 | 401 | 578 | 7.48
18 11 18 [3.470|1.980| 084 | 1.69 | 3.60 | 499 | 7.01
Interferon 0 24 1 |4425(1930| 153 | 3.01 | 429 | 546 | 942
3 24 1 |54712502| 255 | 399 | 506 | 6.14 | 13.85
6 21 4 |5431|2409| 166 | 3.71 | 520 | 6.30 | 11.89
9 24 1 |5632(2475| 219 | 383 | 559 | 6.89 | 11.80
12 19 6 |4.887|2050| 215 | 348 | 442 | 544 | 9.07
15 16 9 5828|1556 | 229 | 494 | 6.29 | 697 | 7.76
18 13 12 [4.185|2410| 088 | 289 | 3.71 | 534 | 830
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Tabelle 7.2.4:

Deskriptive Statistik zum Vergleich der Fluoreszenzintensitét von zellgebundenem ICAM-1
auf CD19+ B-Zellen im Blut in den beiden Patientengruppen (N = Fallzahl, fehl. = fehlende
Werte, m = Mittelwert, std = Standardabweichung, min = Minimawert, Q25/Q75 = Q25-
bzw. Q75-Konfidenzintervall, M = Median, max = Maximalwert).

Gruppe M onat N fehl. m std | min | Q25 M Q75 | max
Kontrolle 0 26 7.706 | 2.064 | 417 | 6.03 | 791 | 9.02 | 11.48
3 25 7.681 2443 | 356 | 584 | 7.85 | 9.40 | 13.07
6 24 8549 | 2237 | 458 | 6.63 | 859 | 10.14 | 12.49
9 16 13 (7979 |2511| 010 | 691 | 877 | 9.24 | 11.14
12 14 15 | 7.221|1.653| 433 | 650 | 749 | 875 | 9.38
15 14 15 |7.889|1.999| 428 | 6.86 | 7.77 | 842 | 13.05
18 11 18 |6.819|2559| 393 | 470 | 657 | 7.19 | 13.17
Interferon 0 24 1 7841|2243 463 | 6.28 | 7.34 | 9.24 | 13.56
3 24 1 |7148|1668| 3.95 | 6.00 | 7.23 | 844 | 9.87
6 20 5 |7218|2203| 369 | 543 | 710 | 894 | 11.11
9 24 1 |7415|2278| 354 | 6.04 | 6.91 | 846 | 12.76
12 18 7 |6543|1712| 342 | 518 | 6.65 | 7.73 | 9.90
15 16 9 |6573{1920| 323 | 505 | 711 | 798 | 9.61
18 12 13 |6.718 2188 | 220 | 566 | 6.86 | 7.82 | 10.22
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Tabelle 7.2.5.:

Deskriptive Statistik zum Vergleich der Fluoreszenzintensitét von zellgebundenem ICAM-1
auf CD14+ Monozyten/Makrophagen im Blut in den beiden Patientengruppen (N
= Mittelwert, std = Standardabweichung, min

Fallzahl, fehl. = fehlende Werte, m

Minimalwert, Q25/Q75 = Q25- bzw. Q75-Konfidenzinterval, M = Median, max
Maximalwert).

Gruppe Monat | N | fehl. m std | min | Q25 M Q75 | max

Kontrolle 0 26 43.67 | 10.24 | 31.80 | 36.67 | 41.40 | 48.22 | 67.89

3 25 44.06 | 10.44 | 26.29 | 36.73 | 40.02 | 52.45 | 67.83

6 24 40.45| 7.97 | 27.79 | 35.86 | 39.41 | 43.71 | 66.18

9 16 | 13 |43.39| 9.55 | 27.80| 33.20 | 44.41 | 50.13 | 60.97

12 15 | 14 |38.27|11.24|21.20|28.83 | 34.80 | 49.75 | 60.47

15 14 15 |36.26| 11.78 | 19.45 | 28.74 | 33.84 | 42.98 | 57.30

18 11 18 | 3344 | 6.88 | 25,57 | 27.27 | 32.97 | 41.11 | 44.40

Interferon 0 24 1 |40.31| 948 |25.08|35.15|38.94 | 47.37 | 60.01

3 24 1 [43.69| 9.19 | 28.77 | 38.59 | 43.28 | 49.33 | 65.59

6 20 5 |4533| 9.20 | 30.09 | 37.58 | 44.47 | 52.69 | 61.81

9 24 1 |44.27| 9.38 | 30.58 | 38.22 | 40.93 | 49.48 | 71.18

12 18 7 46.31 | 7.79 | 36.78 | 42.18 | 44.74 | 47.95 | 70.48

15 15 | 10 |46.87|10.60 | 27.84 | 36.83 | 49.25 | 52.09 | 67.39

18 14 11 | 47.83| 1542|3290 | 35.92 | 45.94 | 52.42 | 89.77
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Tabelle 7.2.6.:

Vergleiche der verschiedenen Beobachtungszeitpunkte zum Ausgangswert in der Gruppe der
unbehandelten Patienten mittels Wilcoxon-Rang-Test.

Unbehandelte Patienten: cl CAM-1 auf CD3+ T-Zellen

M onat N Mittelwert Std Min Median M ax P
3 22 0,265 3,009 -4,75 -0,180 10,50 0,9625
6 22 -0,673 2,703 -6,47 -0,630 3,59 0,3176
9 13 0,208 3,358 -5,44 0,290 572 0,7869
12 12 -1,203 3,076 -6,42 -1,655 4,72 0,2661
15 12 -0,852 3,127 -5,24 -1,360 3,83 0,3804
18 9 -1,541 3,037 -7,65 -0,950 2,58 0,2031

Unbehandelte Patienten: cl CAM-1 auf CD19+ B-Zédllen

M onat N Mittelwert Std Min Median M ax P
3 23 -0,242 3,239 -6,27 -0,05 8,77 0,8024
6 23 0,808 3,009 -4,49 0,52 581 0,2083
9 13 0,958 4,360 -9,81 2,06 6,05 0,2734
12 13 -1,107 2,485 -6,56 -1,06 3,43 0,1514
15 13 0,638 2,643 -2,62 -0,55 531 0,8926
18 10 -0,596 3,840 -7,55 -0,29 5,27 0,5566

Unbehandelte Patienten: cl CAM-1 auf CD14+ Monozyten/Makrophagen

M onat N Mittelwert Std Min Median M ax P
3 23 2,137 13,919 -25,38 2,37 33,12 0,6799
6 23 -3,590 9,634 -31,84 0,44 575 0,4413
9 13 2,178 12,792 -14,45 -3,60 28,57 0,6848
12 14 -7,247 16,271 -39,23 -6,31 19,52 0,1353
15 13 -6,166 17,857 -29,93 -6,07 20,24 0,3054
18 10 -8,311 13,151 -27,88 -9,88 10,06 0,084
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Tabelle 7.2.7:

Vergleiche der verschiedenen Beobachtungszeitpunkte zum Ausgangswert in der Gruppe der
behandelten Patienten mittels Wilcoxon-Rang-Test.

Behandelte Patienten: clCAM-1 auf CD3+ T-Zdllen

M onat N Mittelwert Std Min Median M ax P
3 24 1,047 2,913 -4,41 1,255 9,92 0,0921
6 21 1,121 3,107 -5,71 0,890 7,01 0,0851
9 24 1,208 3,567 -5,62 1,240 6,91 0,1045
12 19 0,205 2,559 -4,56 0,020 5,47 1
15 16 1,181 2,697 -4,29 1,815 6,23 0,1167
18 13 -0,316 3,194 -5,70 -0,660 5,39 0,6355

Behandelte Patienten: clCAM-1 auf CD19+ B- Zellen

M onat N Mittelwert Std Min Median M ax P
3 24 -0,693 3,207 -9,09 -0,135 3,57 0,5410
6 20 -0,873 2,947 -7,85 -0,375 3,65 0,2943
9 24 -0,426 2,753 -5,38 -0,780 4,72 0,4607
12 18 -1,215 2,689 -8,71 -1,500 3,18 0,0614
15 16 -0,824 2,915 -5,01 -1,280 4,15 0,3755
18 12 -1,617 3,202 -7,83 -0,995 4,30 0,1294

Behandelte Patienten: cl CAM-1 auf CD14+ Monozyten/Makrophagen

M onat N Mittelwert Std Min Median M ax P
3 24 3,379 9,987 -11,59 4,770 24,50 0,1573
6 20 5,371 13,826 -20,36 8,300 31,03 0,1140
9 24 3,955 2,051 -19,87 6,860 17,76 0,1077
12 18 5,724 14,383 -13,67 7,050 41,30 0,1297
15 15 5,495 15,975 -22,61 3,470 40,84 0,1514
18 14 8,981 19,950 -17,55 7,395 63,22 0,0906
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Anzahl der Responder und Nonresponder in den jeweiligen Subgruppen nach Beurteilung des

Therapieerfolges anhand der entsprechenden MRT-Parameter.

MRT-Parameter Responder Nonr esponder
Flache aller Herde

16 14
Anzahl aler Herde

14 16
Flache aller
gadoliniumanreichernden Herde 13 17
Anzahl aller
gadoliniumanreichernden Herde 13 17
Flache aller Herde mit Odem

4 26
Anzahl aller Herde mit Odem

4 26
Flache aller
gadoliniumanreichernden Herde mit 7 23
Odem
Anzahl aller
gadoliniumanreichernden Herde mit 8 22

Odem
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Tabelle 7.2.9:

Eintellung der Patienten der Therapiegruppe in Responder und Nonresponder anhand der
verschiedenen MRT-Parameter; Tests auf unterschiedliche Verlaufe von clCAM-1 in den

beiden  Subgruppen;

[ rrtumswahrscheinlichkeit

nichtparametrische V erlaufsbeobachtungen ermittelt.

p mit

Hilfe des ANOVA fir

MRT-Parameter

| Zellpopulation

| Irrtumswahr scheinlichkeit

Gesamtflache aller Herde | CD3+ T-Zellen 0,8966

CD19+ B-Zellen 0,4595

CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,3055
Anzahl aler Herde CD3+ T-Zellen 0,6637

CD19+ B-Zellen 0,8642

CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,9045
Flache der CD3+ T-Zdllen 0,4272
gadoliniumanreichernden | CD19+ B-Zellen 0,2331
Herde CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,4317
Anzahl der CD3+ T-Zédlen 0,4272
gadoliniumanreichernden | CD19+ B-Zellen 0,2331
Herde CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,4317
Flache der Herde mit CD3+ T-Zellen 0,3044
Odem CD19+ B-Zellen 0,6722

CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,6812
Anzahl der Herde mit CD3+ T-Zéellen 0,3044
Odem CD19+ B-Zellen 0,6722

CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,6812
Fléche der CD3+ T-Z€llen 0,3368
gadoliniumanreichernden | CD19+ B-Zellen 0,0230
Herde mit Odem CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,3546
Anzahl der CD3+ T-Zellen 0,3120
gadoliniumanreichernden | CD19+ B-Zellen 0,0327
Herde mit Odem CD14+ Monozyten/Makrophagen |0,3376
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Tabelle 7.2.10:

Funktionelle Systeme (FS), Funktionsbeeintréachtigung nach WHO; modifiziert nach
Sonderdruck aus J. Kesselring, Multiple Sklerose, Verlag Kohlhammer.

1.) Pyramidenbahn

Kraftmald nach Medical Research Council

keine Aktivitat

M uskelkontraktionen ohne Bewegungseffekt

Bewegung unter Ausschaltung der Schwerkraft

Bewegung gegen die Schwerkraft

Bewegung gegen einigen Widerstand

U |WIN|IFL O

Bewegung gegen maximalen Widerstand

normal

abnorme Befunde ohne Behinderung

minimale Behinderung

leichte oder mittel schwere Paraparese oder Hemiparese (5-3), schwere Monoparese (3-1)

AIWINFL O

ausgepragte Paraparese oder Hemiparese (3-1), mittelschwere Tetraparese (4-2),
Monoplegie (0)

Paraplegie, Hemiplegie, ausgeprégte Tetraparese (2-1)

Tetraplegie

O ool

unbekannt

.) Kleinhirn

normal

abnorme Befunde ohne Behinderung

leichte Ataxie (bendtigt keine Hilfe). Erkennbarer Tremor

malkige Rumpf- oder Extremitdtenataxie (benottigt Stock, Abstiitzen an Wénden, etc.)

schwere Extremitdtenataxie (bendétigt Stiitzen oder Hilfsperson)

Unfahigkeit zu koordinierten Bewegungen infolge Ataxie

O U WINIFLOIN

unbekannt

Zusatzbefunde (bezuglich Kraft)

0 | Schwéche beeinflusst Untersuchungsergebnis nicht

1 | Schwéche beeinflusst Untersuchung

9 unbekannt

.) Hirnstamm

normal

abnorme Untersuchungsbefunde

maldiger Nystagmus oder anderweitig leichte Behinderung

WIN|R|IOW

ausgepragter Nystagmus, deutliche Paresen von auf3eren Augenmuskeln, maldige
Funktionsstbrungen anderer Hirnnerven

N

deutliche Dysarthrie oder andere ausgepragte Funktionsstorungen

Unfahigkeit zu sprechen oder zu schlucken

o |ul

unbekannt
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4) Sensorium

normal

Abschwéchung von Vibrationssinn oder Zahlenerkennen an 1 oder 2 Extremitéten

leichte Verminderung von Berthrungs-, Schmerz- oder Lageempfinden

malkige Verminderung von Berhrungs-, Schmerz- oder Lageempfinden

deutliche Verminderung von Beriihrungs-, Schmerzempfindung und Propriozeption

weitgehender Sensibilitatsverlust in einer oder zwel Extremitaten

weitgehender Sensibilitdtsverlust unterhalb des Kopfes

OO0 WNFLO

unbekannt

5) Blasen- und Mastdar mfunktion

0

normal

1

leichter Harnverhalt, leichter Harndrang

2

maldig ausgepragtes Harn- und/oder Stuhlverhalten, maliig ausgepragter imperativer
Harn- bzw. Stuhldrang, seltene Harninkontinenz, intermittierende Selbstkatheterisierung

haufige Urininkontinenz

3
4

beinahe konstante Katheterisierung und konstante V erwendung von Hilfsmitteln zur
Stuhlentleerung

Verlust der Blasenfunktion

Verlust von Blasen- und Darmfunktion

5
6
9

unbekannt

6) Sehfunktion (Visuskorrigiert)

normal

Skotom, Visus grof3er als 1,2

schwécheres Auge mit Skotom und Visus 1,2 bis 0,6

WINFL|O

schwécheres Auge mit ausgedehntem Skotom oder méf3ige Gesichtsfeldeinschrankung
aber mit maximalem Visus 0,6 bis 0,4

schwécheres Auge mit deutlicher Gesichtsfeldeinschrankung und maximalem Visus von
0,4 bis0,2

schwéacheres Auge mit maximalem Visus unter 0,2

Grad 5 plus maximaler Visus des besseren Auges von 0,2 oder weniger

O, 0l

unbekannt

7) Zexrebrale Funktionen

normal

Stimmungsschwankungen

leichte organische Wesensverénderung

maldiggradige organische Wesensverdnderung

ausgepragte organische Wesensveranderung

schwere Demenz

OO |IWIN|FL O

unbekannt

usatzbefunde

Spastizitét (0 - nicht vorhanden, 1 - vorhanden, 9 - unbekannt)

Kontrakturen (O - nicht vorhanden, 1 - vorhanden, 9 - unbekannt)

Haut (O - kein Dekubitus, 1 - mind. 1 Dekubitus, 9 - unbekannt)

Harnwegsinfekt (0 - selten HWI, 1 - haufig HWI, 9 - unbekannt)

mgi0 m@>N

Sehnervenpapille (0 - keine temporale Abblassung, 1 - temporale Abblassung vorhanden)
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Tabelle 7.2.11:

Leistungsskala (EDSS) nach Kurtzke J.F. 1983. Die Angaben der Grade beziehen sich auf die
Untersuchung der funktionellen Systeme (FS, siehe Tabelle 7.2.10)

0.0 | Normale neurologische Untersuchung (Grad 0O in allen funktionellen Systemen).

1.0 |Keine Behinderung, minimale Abnormitét in einem FS (d.h. Grad 1).

1.5 |Keine Behinderung, minimale Abnormitét in mehr als einem FS (mehr als 1mal
Gradl).

2.0 | Minimale Behinderung in einem FS (ein FS Grad 2, andere 0 oder 1).

2.5 | Minimae Behinderung in zwei FS (zwei FS Grad 2, andere 0 oder 1).

3.0 |Méaiiggradige 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
gehfahig.

3.5 |Voll gehfahig, aber mit maldiger Behinderung in einem FS (Grad 3) und ein oder zwei
FS Grad 2; oder zwei FS Grad 3; oder funf FS Grad 2 (andere O oder 1).

4.0 | Gehfdhig ohne Hilfe und Rast fur mindestens 500m. Aktiv wéhrend ca. 12 Stunden pro
Tag trotz relativ schwerer Behinderung (ein FS Grad 4, tbrige O oder 1).

4.5 | Gehfahig ohne Hilfe und Rast fur mindestens 300m. Ganztégig arbeitsfahig. Gewisse
Einschrankung der Aktivitét, benttigt minimale Hilfe, relativ schwere Behinderung
(ein FS Grad 4, tbrige O oder 1).

5.0 |Gehfahig ohne Hilfe und Rast fur etwa 200m. Behinderung schwer genug, um tagliche
Aktivitét zu beeintréchtigen, z.B. ganztégig zu arbeiten ohne besondere V orkehrungen.
(ein FS Grad 5, tbrige O oder 1; oder Kombination niedrigerer Grade, die aber tGber die
fur Stufe 4.0 geltenden Angaben hinausgehen).

5.5 | Gehfahig ohne Hilfe und Rast fur etwa 100m. Behinderung schwer genug, um normale
tagliche Aktivitat zu verunmoglichen (FS Aquivalente wie Stufe 5.0).

6.0 |Bedarf intermittierend oder auf einer Seite konstant der Unterstiitzung (Krucke, Stock,
Schiene), um etwa 100m ohne Rast zu gehen.

6.5 |Benttigt konstant beidseits Hilfsmittel (Kriicke, Stock, Schiene), um etwa 20m ohne
Rast zu gehen.

7.0 | Unfahig, selbst mit Hilfe mehr al's 5m zu gehen. Weitgehend an den Rollstuhl
gebunden. Bewegt den Rollstuhl selbst und transferiert ohne Hilfe (FS-Aquivaente
Kombinationen von mehr as zwei FS Grad 4 plus, selten Pyramidenbahn Grad 5
alein).

7.5 | Unfahig, mehr alsein paar Schritte zu tun. An den Rollstuhl gebunden. Benttigt Hilfe
fr Transfer. Bewegt Rollstuhl selbst, aber vermag nicht den ganzen Tag im Rollstuhl
zu verbringen. Bendtigt evtl. motorisierten Rollstuhl (FS-Aquivalente wie 7.0).

8.0 |Waeitgehend an Bett oder Rollstuhl gebunden, pflegt sich weitgehend selbstandig. Meist
guter Gebrauch der Arme (FS-Aquivalente Kombinationen meist von Grad 4 plusin
mehreren Systemen).

8.5 | Waeitgehend an Bett gebunden, auch wahrend des Tages. Einiger nitzlicher Gebrauch
der Arme, einige Selbstpflege moglich (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 essen, zu schlucken oder zu kommunizieren (FS-
Aquivalente sind Kombinationen von lauter Grad 4 plus).

10 |Todinfolge MS.
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Abkirzungen

Abb. Abbildung

aktiv. aktiviert

bzw. beziehungsweise

CD Cluster Designation

CT Computertomogramm

EAE Experimentelle Autoimmune Encephalitis

EDSS Expanded Disability Status Scale nach J.F. Kurtzke
evtl. eventuell

FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FAEP Frihe akustisch evozierte Potenziale

FITC Fluoreszei ni sothiocyanat

Fl Fluoreszenzkanal

FS Funktionelles System

FSC Forward Scatter (Vorwartsstreulicht)

Gd. Gadolinium

HLA Histokompatibilitétsantigen

HTLV Humanes T-Zell Leuk&mie Virus

cICAM-1 zellstandige Form des Intercellular Adhesion Molecule-1
SICAM-1 |6sliche Form des Intercellular Adhesion Molecule-1
IFN Interferon

lg Immunglobulin

IL Interleukin

ivig intraventse Immunglobuline

JLU Justus-Liebig-Universitat

KM Kontrastmittel

LFA Leukocyte Function Antigen

LT Lymphotoxin

m Mittelwert

M Median

MBP Myelinbasisches Protein
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MEP Motorisch evozierte Potenziale
MHC Major Histocompatibility Complex
MRT M agnetresonanztomogramm

MS Multiple Sklerose

NK-Zellen  Natirliche Killer Zellen

OB Oligoklonale Banden

p Irrtumswahrscheinlichkeit

PBL Periphere Blut Leukozyten

PBS Phosphate Buffered Solution

PE R-Phycoerythrin

r Korrelationskoeffizient nach Spearman
rfi relative Fluoreszenzintensitéat

S Standardabweichung

S. siehe

S.0. siehe oben

SSC Sideward Scatter (Seitwartsstreulicht)
SSEP Somatosensibel evozierte Potenziale
Tab. Tabelle

TGF-B Transforming Growth Factor-f3
TNF-a Tumornekrosefaktor-a

u.a unter anderem

USA United States of America

VEP Visuell evozierte Potenziale

VCAM Vascular Adhesion Molecule

VLA Very Late Antigen

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem

Oberflachenmarker fur Leukozyten (CD: Cluster Designation)

CD3 T-Zélen
CD4 T-Helfer-Zellen
CD8 T-Suppressor-Zellen

CD11a/CD18 LFA-1
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CD11b/CD18 Mac-1, amf2-Integrin
CD14 Monozyten/Makrophagen
CD19 B-Zélen

CD45 Leukozyten

CD50 ICAM-3

CD54 ICAM-1

Einheiten

g Gramm

h Stunde

kD Kilo-Dalton

kg Kilogramm

min Minute

ml Milliliter

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

ng Nanogramm

nl Nanoliter

r Umdrehung

S Sekunde
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