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Zusammenfassung

Hintergrund: In den letzten Jahren nahm die Anzahl an hocheffektiven,
immunmodulierenden Multiple Sklerose (MS) Therapeutika stetig zu. Mit ihr
vergroRerte sich aber auch das Risiko und die Unvorhersehbarkeit potenziell
schwerwiegender Nebenwirkungen. Strategien zur Maximierung der
Therapiesicherheit und zur Evaluation des Patientenrisikos werden dringend
bendtigt. Das Zelladhasionsmolekul CD62L oder L-Selektin wurde in einigen Arbeiten
als moglicher Marker zur Risikoabschatzung einer progressiven multifokalen
Leukenzephalopathie (PML) vorgeschlagen. Allerdings konnte auch gezeigt werden,
dass praanalytische Schritte die Testergebnisse und deren klinische Anwendbarkeit
beeinflussen. Das Verhalten der CD62L Expression von peripheren mononuklearen
Zellen und dessen klinische Bedeutung in frischen, unmittelbar analysierten
Blutproben, ohne praanalytische limitierende Faktoren, wurde bisher noch nicht

untersucht.

Zielsetzung: Das Ziel der Studie ist es, zu untersuchen, ob es unter verschiedenen
MS Therapieformen zu einer Alteration der CD62L Expression in CD3+CD4+

mononuklearen Zellen, in direkt analysierten Blutproben kommt. Zusatzlich soll eine
einfache, leicht reproduzierbare Messung der CD62L Expression, ohne aufwendige

praanalytische Arbeitsschritte, implementiert werden.

Methoden: Wir analysierten die CD62L Expression in CD3+CD4+ mononuklearen
Zellen aus peripheren Blutproben von Patienten/innen mit klinisch isoliertem
Syndrom (CIS) und MS (baseline/follow-up n=234/n=98) sowie in gesunden
Patienten/innen (n=51), innerhalb einer Stunde nach Probengewinnung, mittels
FACS.

Ergebnisse: Die CD62L Expression in CD3+CD4+ mononuklearen Zellen war
signifikant herabgesetzt in mit Natalizumab (n=26) und Fingolimod (n=20)
therapierten Patienten/innen. Eine signifikante Erhdhung der Werte konnte in
Patienten/innen mit Dimethylfumarat Therapie (n=15) festgestellt werden, verglichen
mit Patienten/innen unter Interferon/Glatirameracetat (n=90/30), keiner Therapie
(n=53) und der gesunden Kontrollgruppe (p<0.001). Es zeigte sich eine zeitliche

Stabilitat der CD62L Expression in Patienten/innen mit kontinuierlicher Therapie.



Eine Unterbrechung einer Natalizumabtherapie fihrte zu einem Anstieg der Werte,
wohingegen der Beginn einer Fingolimodtherapie zu einem Abfall der L-Selektin

Expression flhrte.

Interpretation: Die Expression von CD62L in frischen Blutproben wird durch
immunsuppressive MS Therapeutika beeinflusst und geht einher mit den bisher
aufgezeigten Veranderungen, welche eine Erniedrigung der CD62L Expression in
Patienten/innen mit Natalizumab- oder Fingolimodtherapie zeigen. Um die klinische
Bedeutung dieser Veranderungen und den Bezug zu PML besser zu verstehen,
bedarf es, auf Basis der in dieser Arbeit aufgezeigten Ergebnisse, weiterer

Forschung.
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Abstract

Background: In the past few years the amount of highly effective disease modifying
therapies in multiple sclerosis increased steadily. On the other hand, this increase is
accompanied by a higher risk of potentially severe side effects. New and better
strategies are needed to optimize the treatment of MS. CD62L or L-Selectin, a cell-
adhesion molecule, has been proposed as a predictive marker in the risk estimation
for developing progressive multifocal leukoencephalopathy. However, there seem to
be preanalytical steps which are likely to impact the test results, thus limiting the
clinical validity. Up to now, the changes of CD62L expression and their clinical impact
in freshly collected blood samples, avoiding numerous preanalytical steps, have not

been investigated yet.

Objective: The aim of this study is to investigate the effect of various disease
modifying therapies (DMTs) on the expression of CD62L in CD3+CD4+ mononuclear
cells in freshly collected and directly measured blood samples. Further we wanted to

implement an easily reproducible test, without error-prone pre-analytical procedures.

Methods: We analysed the expression of CD62L in freshly collected blood samples
of patients with clinically isolated syndrome (CIS) and MS (baseline/follow-up

n=234/n=98) and healthy controls (n=51), within one hour after sampling by FACS.

Results: CD62L expression was significantly lower in patients receiving Natalizumab
(n=26) and Fingolimod (n=20), otherwise in patients with dimethyl fumarate (n=15)
the expression was significantly higher, compared to patients treated with
interferon/glatiramer acetate (n=90/30), no DMT (n=53) and healthy controls
(p<0.001). Further a temporal stability of the CD62L expression could be shown in
patients with unchanged treatment. Contrariwise an increase of L-Selectin values
was seen in patients who discontinued their Natalizumab therapy and a decrease

among patients upon Fingolimod initiation.

Conclusion: The expression of CD62L in freshly collected and directly measured
blood samples is altered in some DMTs and is alongside with the previous published
data, that showed decreased levels of CD62L expression in patients treated with

Natalizumab or Fingolimod. To better understand the clinical meaning of these
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changes in the CD62L expression and the link to PML, further investigation, based

on the results of this study, is needed.

This abstract has been accepted for poster presentation at the 34" Congress of
ECTRIMS Berlin, Germany, 10 - 12 October 2018. (1)
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1. Einleitung

Multiple Sklerose ist eine chronisch entzindliche Autoimmunerkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS). Durch fokale Entzindungsherde kommt es zu einer
Demyelinisierung und zu Schaden an Axonen der Nervenzellen. Sie ist die haufigste

neurologische Erkrankung junger Erwachsener in der westlichen Welt.(2)

In den letzten Jahren nahm die Anzahl an hocheffektiven, immunmodulierenden MS
Therapeutika stetig zu. Damit aber auch das Risiko und die Unvorhersehbarkeit von
potentiell schwerwiegenden Nebenwirkungen. Die Notwendigkeit an Strategien zur

Reduktion des Nebenwirkungsrisikos ist grof3.(3)

Diese Diplomarbeit beschaftigt sich mit der Frage, wie sich die Expression des
kirzlich vorgeschlagenen Biomarkers CD62L, in frisch gewonnenen und unmittelbar
analysierten Blutproben verhalt und diskutiert dessen Eignung als Parameter zur
Risikostratifizierung einer progressiven multifokalen Leukenzephalopathie in MS
Patienten/innen unter verschiedenen Therapieformen. Eine erniedrigte Expression
des Zelladhasionsmolekils CD62L an CD3+CD4+ Lymphozyten wurde in einer
Arbeit von Schwab et al. mit der Entstehung einer PML in Verbindung gebracht.(4)

Zur besseren Verstandlichkeit wird in der weiteren Einleitung genauer auf die
Erkrankung Multiple Sklerose eingegangen und das Krankheitsbild erlautert. Der
Hauptteil dieser Diplomarbeit befasst sich anschlie3end mit der oben

angeschnittenen Fragestellung.
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1.1 Epidemiologie

Die Pravalenz der Multiplen Sklerose in Osterreich betragt etwa 98.5 pro 100.000

Einwohner und ist ahnlich der Pravalenzen anderer mitteleuropaischer Lander.(5)

Die Haufigkeit des Auftretens von MS zeigt unter geografischen Gesichtspunkten
starke Schwankungen. Laut Kurtzke werden drei Zonen unterschieden: jene Lander
mit Pravalenzen von >30 Falle pro 100.000 Einwohnern, wie unter anderem der
grofdte Teil Europas, Kanada und die nérdliche USA, Neuseeland und Sitdost
Australien, Lander mit mittlerer Haufigkeit und Lander mit einer geringen Pravalenz
von unter 5 Fallen pro 100.000 Einwohnern, wie zum Beispiel alle afrikanischen

Lander, der Norden Stdamerikas und Teile Asiens.(6)

Die Grunde fur diese geografische Verteilung liegen wahrscheinlich in genetischen
Unterschieden sowie Umwelteinfliissen, sind aber noch nicht ausreichend geklart.(7)
Ein Erklarungsversuch befasst sich mit der Hypothese, dass Wikinger in den von
ihnen bereisten Gebieten Suszeptibilitatsgene verbreiteten und sich MS so

ausbreitete.(8)

MS tritt doppelt so oft bei Frauen gegentber Mannern auf, wobei Manner zu einem
spateren Krankheitsbeginn und einer schlechteren Prognose tendieren.(9) Haufigster

Zeitpunkt der Erstmanifestation liegt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr.(9)
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1.2 Atiologie

Die Atiologie der Multiplen Sklerose ist bisher unbekannt. Es konnte bis heute, trotz
groflem Aufwand und vielen publizierten Hypothesen kein kausaler Grund gefunden
werden. Einiges deutet darauf hin, dass eine Kombination aus genetischer
Pradisposition und Umwelteinflissen fur die Entstehung von MS verantwortlich ist.
Zu den mit MS am haufigsten in Verbindung gebrachten Umweltfaktoren zahlen die
Herkunft und Migration, Vitamin D Status, Ebstein-Barr-Virus (EBV) Infektion,
Adipositas in der Kindheit und Nikotinkonsum.(10)

Genetik

Die ersten Uberlegungen einer genetischen Komponente in der Atiologie der
Multiplen Sklerose folgten aus Beobachtungen Uber familiar gehaufte MS Falle und
der stark unterschiedlichen Pravalenzzahlen in verschiedenen Ethnien.(11)
Robertson et al. zeigten in ihrer Studie ein abnehmendes Risiko von 2.77% (relatives
Risiko (RR) 9.2) in erstgradig Verwandten zu 1,02% (RR 3.4) in zweitgradig
Verwandten und 0.88% (RR 2.9) in drittgradig Verwandten, verglichen zum

allgemeinen Lebenszeitrisiko in der Normalbevdlkerung von 0.30%.(12)

Es wurden bis heute zahlreiche Gene gefunden die negative als auch positive
Assoziationen fur die Entstehung einer MS aufweisen, was darauf schlief3en Iasst,
dass es keinen Hauptlokus fur MS im Genom gibt.(13) Eine Mutation des HLA-DRB1
Gens ist der starkste identifizierte genetische Faktor in der Atiologie der Multiplen
Sklerose. Assoziationen mit HLA Genen, speziell dem DRB1*1501 Allel, sind

konstante Beobachtungen in fast allen MS Populationen.(14)

Herkunft & Migration

Wie bereits vorhin erwahnt, variieren die Pravalenzahlen der Multiplen Sklerose
geographisch sehr stark. Je groRer die Entfernung vom Aquator desto héher wird die
Pravalenz der MS.(15) Mehrere Studien, aus Sud Afrika (16), Israel (17), Hawaii (18)
und GroRbritannien (19) zeigen eine Korrelation beztglich des Risikos an MS zu

erkranken und dem Gebiet in dem man aufgewachsen ist. Migration im Kindesalter
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von Regionen mit hohen Pravalenzahlen in Gebiete mit niedrigeren Pravalenzen,
senkt das Erkrankungsrisiko. Andererseits erhdht sich das Risiko bei Migration von
Niedrig- in Hochrisiko Regionen im Vergleich mit dem allgemeinen Risiko der

Population am Herkunftsort.(20)

Vitamin D

Das geographische Verteilungsmuster der MS Pravalenzen kdnnte durch die
verminderte Sonneneinstrahlung in héheren Breitengraden, vor allem in den
Wintermonaten und dem damit verbundenen Vitamin D (25(OH)D) Mangel erklarbar
sein.(21) Eine prospektive Studie innerhalb des US Militars zeigte, dass in der
Subgruppe der ,non-hispanic whites® das Risiko an MS zu erkranken um 62%
niedriger war innerhalb des hdchsten Quantils (Vitamin D-Spiegel > 99.20 nmol/L)
verglichen zum niedrigsten Quantil (Vitamin D-Spiegel < 63.20 nmol/L). Auch zeigte
sich eine starkere Reduktion des Risikos in Individuen mit hohen 25(0OH)D Werten
vor dem 20. Lebensjahr.(22)

Rhead et al. konnten einen kausalen Zusammenhang zwischen niedrigen Vitamin D
Werten und MS feststellen.(23) Andere Studien konnten Assoziationen zwischen
hohen Vitamin D Werten und einem erniedrigten Schubrisiko (24) und einem hoheren
Risiko einer Progression eines klinisch isolierten Syndroms (CIS), einer Vorstufe der
MS, in eine definitive Multiple Sklerose bei niedrigen Vitamin D Werten
feststellen.(25)

Hygienehypothese und Ebstein Barr Virus (EBV)

Die Hygienehypothese, wurde bereits 1966 von Leibowitz et al. postuliert und
beschreibt, dass die Konfrontation mit vielen infektidsen Pathogenen in der Kindheit

protektiv gegen die Entstehung einer MS wirkt.(26)

Eine Limitation dieser Hypothese ist das so genannte EBV-Paradoxon. Eine EBV-
Infektion wird seit langem als einer der mdglichen Ausléser der MS gehandelt.
Entgegengesetzt der Hygienehypothese haben Individuen, die nicht mit EBV infiziert
sind ein sehr geringes Risiko an Multipler Sklerose zu erkranken. Verglichen zu
Individuen, die in der Kindheit eine EBV Infektion durchgemacht haben, haben EBV-
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Negative ein 10fach niedrigeres Risiko an MS zu erkranken. Eine EBV Manifestation
im jungen Erwachsenenalter, die sich als infektiose Mononukleose manifestiert, geht
mit einem 2 bis 3fach erhdhtem Risiko im Vergleich zu Infektionen in der Kindheit
und einem 20fach erhéhtem Risiko zu EBV Negativen einher.(27) Mehrere Studien
konnten einen Anstieg an Anti-EBV Antikérpern mehr als 5 Jahre vor der ersten MS
Manifestation feststellen.(28) Die Mechanismen, mit denen EBV in die Entstehung
der MS eingreift sind bis heute nicht ganz verstanden und Gegenstand intensiver

Forschung.

Als andere mdgliche Erreger wurden Chlamydia pneumoniae und das Humane
Herpesvirus 6 diskutiert, allerdings bisher ohne nachweisbare kausale

Zusammenhange.(29)

In mehreren Arbeiten, unter anderem in 4 prospektiven Studien werden positive
Assoziationen zwischen Zigarettenkonsum und MS Risiko aufgezeigt. Obwohl nur
eine der 4 Studien signifikante Zusammenhange aufzeigte, zeigt eine Metaanalyse
der zusammengefassten relativen Risiken eine hohe Signifikanz.(29) Nach einer
Studie von Hedstrom et al., kdnnte Nikotin durch anti-inflammatorische und
immunmodulierende Effekte allerdings das Risiko an einer MS zu erkranken

verringern.(30)
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1.3 Pathogenese

Multiple Sklerose ist definiert als chronisch entzindlich demyelinisierende
Erkrankung des ZNS.(2) Allerdings zeigte sich, dass eine Entztiindung nicht der
einzige Krankheitsmechanismus der MS ist. Vielmehr zeigt sich ein komplexes
Zusammenspiel mehrerer Mechanismen wie, Aktivierung der Mikroglia, oxidative
Schaden, mitochondriale Funktionsstérungen und altersbezogene Akkumulation von
Eisen, die neben einer entziindlichen Reaktion fur die Demyelinisierung und

Neurodegeneration verantwortlich sind.(31)

Die Komplexitat der Pathogenese der Multiplen Sklerose wird auch durch die
Tatsache deutlich, dass sie innerhalb der Erkrankung verschiedene Wege geht und
in schubhaften und progressiven Stadien unterschiedliche Mechanismen, wie aktive
EntzGndungsherde oder neurodegenerative Veranderungen, im Vordergrund
stehen.(32)

Die genauen Ursachen fur die oben angeflhrten Faktoren in der Entstehung der MS
sind noch nicht restlos geklart und werden intensiv beforscht, um in weiterer Folge

neue Therapiemaoglichkeiten erschlieen zu kénnen.

1.3.1 Immunpathogenese und akute schubhafte Multiple Sklerose

Die Pathologie der MS ist charakterisiert durch konfluierende demyelinisierte Areale
in der weil3en und grauen Substanz des ZNS, welche den Verlust der
Myelinscheiden der Nervenfasern und der Oligodendrozyten zeigen.
Entzindungsreaktionen treten in allen Stadien der MS auf und tragen stark zu einer
Demyelinisierung der Axone und Neurodegeneration bei. Allerdings konnte
beobachtet werden, dass die entzindlichen Reaktionen in schubhaften Stadien, wie
der schubhaft remittierenden Multiplen Sklerose (RRMS), starker ausgepragt sind als
in progressiven Phasen wie der primar progredienten (PPMS) oder der sekundar
progredienten MS (SPMS).(33)

Die auftretende Immunreaktion umfasst beide Arme des Immunsystems, das
adaptive und das angeborene Immunsystem.(34) Zwei Hypothesen versuchen zu

erklaren woher die Entzindungsreaktion im ZNS stammt. Die ,outside-in“ Hypothese
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postuliert eine autoimmune Genese, bei der autoreaktive T-Zellen aus der Peripherie
in das ZNS einwandern (35), wahrend die ,inside-out” Hypothese von einer
sekundaren Entziindungsreaktion mit vorhergehender Infektion, durch zum Beispiel
den Multiple Sklerose assoziierten Retrovirus MSRYV, oder einer neuronalen Stérung
ausgeht.(31) Die Idee der autoimmunen Genese stutzt sich auf beobachtete
Ahnlichkeiten zwischen MS und dem Tiermodell dieser Erkrankung, der
experimentellen autoimmunen Encephalomyelitis (EAE). Die in diesen Tieren
gefundenen myelinspezifischen CD4+ T-Zellen, kbnnen auch in MS Patienten/innen
in aktivierter Form im Liquor und peripheren Blut gefunden werden.(36) Laut der
»inside-out* Hypothese fuhren primare Defekte an Oligodenrozyten (zB. genetische
Mutationen) zu einem Absterben dieser und einer konsekutiven Aktivierung der
Mikroglia.(31) Diese praaktiven oder praphagozytischen Lasionen in ,normal
appearing white matter (NAWM), der weilden Substanz des ZNS mit vorwiegend
Nervenfasern, mit intakter Blut-Hirn-Schranke und ohne lymphozytarem Infiltrat und
Demyelinisierung werden als erste pathologische Veranderung in der Entstehung
von MS-Lasionen gewertet. Diese Hypothese stellt die primare Rolle des
Immunsystems in Frage und postuliert eine sekundare Entziindungsreaktion.(37) Wie
die T-Zellen im Menschen aktiviert werden ist noch nicht geklart. Méglich sind
Kreuzreaktionen mit kérpereigenen Myelinepitopen, sogenannte molecular mimicry
(38), mit anschliellender Invasion des ZNS (outside-in) oder Prasentation, von aus
dem ZNS kommenden Antigenen, mit sekundarer Immunantwort (inside-out), in
zervikalen Lymphknoten (36) und lymphoiden Gewebe im Intestinaltrakt oder

Bronchialsystem.(39)

Die Entziindungsreaktionen verursachen fokale Lasionen in der weil3en und grauen
Substanz des ZNS, sogenannte MS Plaques, die gehauft an spezifischen Orten
auftreten. In einer Studie konnten Haider et al. zeigen, dass Lasionen in der weil’en
Substanz gehauft in Regionen mit hoher vendsen Dichte und den ,letzten Wiesen®
der arteriellen Blutversorgung auftreten.(40) Das zellulare Infiltrat in diesen Plaques
weist eine Haufung von mononuklearen Phagozyten, T-Lymphozyten, vor allem
CD4+, TH-1 und TH-17 Zellen und CD8+ T-Zellen, B-Lymphozyten, Plasmazellen
und dendritischen Zellen auf.(39) TH-17 positive Zellen besitzen ein hohes
pathogenes Potenzial und sind wahrend Schiben, im peripheren Blut und Liquor,
signifikant erhoht, verglichen zu Patienten/innen in Remissionsphasen.(41) In

Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung von Interleukin 23 (IL-
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23), welches native CD4+ T-Zellen zu TH-17 Zellen differenzieren lasst, oder
Interleukin 17 (IL-17), welches von TH-17 Zellen sezerniert wird, die
pathophysiologischen Prozesse der EAE stoppen kénnen.(42) Fur eine starke
Beteiligung von CD8+ Zellen spricht, dass axonale Schaden mit der Menge an CD8+
Zellen in Lasionen (43) und Schuben mit dem Verlust von terminal differenzierten

autoregulatorischen CD8+ Zellen (44) korrelieren.

B-Gedachtnis Zellen kénnen sich im Liquor in sogenannte Plasmablasts umwandeln
und sind fur die oligoklonalen Banden verantwortlich, die in der Diagnostik der MS
eine grof3e Rolle spielen.(34) Ein Mitwirken der B-Lymphozyten in der Pathogenese
der MS wird auch durch Therapieerfolge mit Rituximab oder Cladribin, welche zu
einer Depletion von B-Lymphozyten flhren, verdeutlicht.(36) Makrophagen und
aktivierte Mikroglia sind die haufigsten Immunzellen in MS Plaques und kénnen
neben der Interaktion mit dem adaptiven Immunsystem auch direkt entziindliche
Schaden verursachen und sind daher hauptverantwortlich fir Myelinschaden.(39)
Aulerdem zahlen Makrophagen und aktivierte Mikroglia zu den Hauptquellen von

oxidativem Stress in aktiven Lasionen.(45)

1.3.2 Neurodegeneration und Progression der Erkrankung

Die Tatsache, dass alle bisherigen Therapieverfahren keine, beziehungsweise wenig,
Wirkung in den progredienten Stadien der Multiplen Sklerose zeigen, weist auf
andere pathophysiologische Mechanismen in der Entstehung der PPMS und SPMS
hin. Im Gegensatz zur schubhaften MS, bei der akute entziindliche Plaques im
Vordergrund stehen, dominieren in progressiven Formen kortikale Demyelinisierung
und diffuse Veranderungen in der normal aussehenden weilien und grauen
Substanz. Schlusselelemente der Neurodegeneration sind Aktivierung der Mikroglia,
chronisch oxidative Schaden, Anhaufung von mitochondrialen Schaden in Axonen
und altersabhangige Eisenablagerungen in Gehirn.(31) Lucchinetti et al. konnten
allerdings zeigen, dass es auch in frihen Phasen der MS zu kortikaler
Demyelinisierung mit einer entziindlichen Komponente und meningealen

EntzGndungsreaktionen kommt.(46)

Aufgrund der Entziindungsreaktionen kommt es zu oxidativen Schaden und

mitochondrialen Dysfunktionen durch die Bildung von Sauerstoffradikalen in
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Makrophagen und Mikroglia.(34) Mitochondrien und mitochondriale DNA sind stark
anfallig fir Schaden durch oxidativen Stress.(31) Mitochondriale Dysfunktion fuhrt zu
einem Energiedefizit, wird dieses zu grol} fihrt es zu axonalen Schaden, Zelltod und
Gewebedestruktion.(47) Weiter resultiert daraus eine Stérung der Atmungskette, die
wiederum zu einem Freiwerden von Elektronen und zur Bildung von

Sauerstoffradikalen und oxidativen Schaden flihrt.(48)

Axonale Demyelinisierung beginnt in frihen Stadien der MS, flhrt aber durch eine
sehr gute Kompensationsfahigkeit des ZNS, nicht sofort zu neurologischen
Ausfallen.(49) Die meisten Axone Uberleben eine akute Demyelinisierung, nicht aber
chronische Stadien der Demyelinisierung. Die Degeneration von chronisch
demyelinisierten Axonen ist eine Charakteristik der progressiven MS und fuhrt zu

irreversiblen neurologischen Defiziten.(31)

Weitere Kennzeichen progressiver Stadien der Multiplen Sklerose sind diffuse
Pathologien, axonale Schaden und Atrophie verursacht durch aktivierte Mikroglia, in
,hormal appearing white und grey matter“.(50) Unzureichende und fehlerhafte
Remyelinisierung (31) spielt ebenso eine Rolle in der Progression der Erkrankung
wie die Freisetzung von Eisen aus geschadigtem Myelin und Oligodendrozyten in
den extrazellularen Raum, wo es die Toxizitat von freien Sauerstoffradikalen
erhoht.(51)
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1.4 Klinik

Das bestimmende klinische Erscheinungsbild der Multiplen Sklerose ist, in den
meisten Fallen, das schubhafte Fortschreiten der Erkrankung. Schibe sind die
dominierende Eigenschaft der MS und dienen als Basis zur Einteilung in die
verschiedenen Verlaufsformen der Erkrankung und als Mal fir die Wirksamkeit von
Therapien.(52)

Die erste Definition fir MS Schibe geht auf Schumacher et al. im Jahr 1965 zurlck

und wird heute laut der deutschen Gesellschaft fir Neurologie definiert als:

Neue oder reaktivierte bereits zuvor aufgetretene neurologische Ausfalle und
Symptome, die der/die Patient/in berichtet oder die durch neurologische
Untersuchungen objektiviert werden und langer als 24 Stunden andauern. Die
Ausfalle durfen nicht innerhalb eines Zeitintervalls von mindestens 30 Tagen zu
vorausgegangen Schiiben auftreten oder durch Anderungen der Kérpertemperatur

oder im Rahmen von Infektionen erklarbar sein.(53)

Durch Erhéhung der Korpertemperatur, zum Beispiel bei Fieber, kérperlicher
Anstrengung oder nach einem heil3en Bad, kann es zu einem Pseudoschub (Uhthoff
Phanomen) und einer voribergehenden Verschlechterung der Symptome kommen,
die sich aber mit Beendigung des physiologischen Stresses wieder zurlckbilden und

nicht als Krankheitsschub gewertet werden.(20)

1.4.1 Symptomatik

Die Symptome der Multiplen Sklerose sind sehr variabel und hangen vom Ort der

Lasion im zentralen Nervensystem und der Verlaufsform der Erkrankung ab.(54)

Typische klinische Erscheinungsbilder der schubférmigen MS sind unilaterale
Optikusneuritis, Doppelbilder, Sensibilitatsstorungen, Ataxie, Nystagmus, partielle
Myelopathie, asymmetrische Extremitatenschwache sowie Blasen- und

Darmfunktionsstérungen.(55)

Patienten/innen mit progressiven Verlaufsformen, wie der primar progressiven MS,
zeigen zu Beginn gehauft Symptome einer chronisch progressiven Myelopathie.

Typischerweise verschlechtert sich dieser Typ kontinuierlich und Tetraparesen,
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kognitive Defizite, Erblindung, Hirnstamm-Syndrom und Kleinhirn-, Blasen-, Darm-
und Sexualfunktionsstérungen kdnnen sich entwickeln.(56) Im Gegenzug zu diesen
eher unspezifischen Symptomen gibt es mit dem bereits erwahnten Uhthoff
Phanomen und dem Lhermitte- Zeichen (elektrisierendes Gefihl in den Extremitaten
und entlang der Wirbelsaule bei passiver Kopfbeugung) zwei MS typische
Zeichen.(20)

1.4.2 Verlaufsformen

Die Multiple Sklerose kann in verschiedene Formen eingeteilt werden, die sich

klinisch unterschiedlich prasentieren und verschieden therapiert werden.

Die Krankheit beginnt in ca. 85% aller Falle mit einem akuten Auftreten von
neurologischen Ausfallen und wird in diesem Stadium klinisch isoliertes Syndrom
(CIS) genannt.(57) Das CIS als ,Vorform® der MS ist immer isoliert in Zeit und
unterscheidet sich so von einer klinisch definitiven MS (CDMS).(58) In einer
multizentrischen Studie von Kuhle et al., in der in einer 4 jahrigen Follow-up Phase
ca. 60% der CIS Patienten/innen zu einer CDMS konvertierten, konnten die Anzahl
der T2 Lasionen im MRT, oligoklonale Banden im Liquor und das Alter bei CIS als
starkste voneinander unabhangige Risikofaktoren flr eine Konversion in eine klinisch

definitive MS ausgemacht werden.(59)

Die schubhaft remittierende Multiple Sklerose betrifft 85-90% der Patienten/innen und
ist charakterisiert durch Episoden akuter neuer oder Verschlechterung alter
neurologischer Defizite, gefolgt von Remissionsphasen. Die Remission der Schiibe
ist sehr variabel und reicht von vollstandigem Rickgang bis zum Bestehenbleiben
der Symptome.(55, 60) Die jahrliche Schubrate lag in einer Studie von Kalincik et al.
im ersten Jahr bei 1.1 Schuben, bedingt durch das Miteinbeziehen der ersten
klinischen Geschehen, und nahm mit Dauer der Erkrankung und dem Alter der

Patienten/innen ab. Frauen zeigten zudem eine hohere Schubrate als Manner.(61)

Kommt es nach einer initialen RRMS unabhangig von Schiben zu einer
schleichenden irreversiblen Krankheitsprogression spricht man von einer sekundar

progredienten MS. Zusatzlich kann es bei Patienten/innen mit SPMS zu schubhaften
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Episoden kommen. Der Ubergang zwischen RRMS und SPMS ist flieRend und

deswegen oft nur retrospektiv diagnostizierbar.(60)

Bei der primar progressiven Multiplen Sklerose kommt es ohne Schibe zu einer
langsamen Zunahme an neurologischen Defiziten, mit vereinzelten Plateauphasen
und kurzzeitigen Verbesserungen.(62) Die PPMS betrifft 10-15% aller MS
Patienten/innen und manifestiert sich typischerweise spater als die nichtprogressiven
Formen (durchschnittliches Alter bei Manifestation ist 40 Jahre, verglichen mit 30
Jahren bei RRMS).(63)

Das radiologisch isolierte Syndrom (RIS) ist eine Sonderform der MS, mit zufallig
gefundenen, klinisch stummen, MS typischen Lasionen im ZNS. Patienten/innen
haben mit RIS haben ein erhohtes Risiko spater an MS zu erkranken und missen

engmaschig kontrolliert werden.(60)

AT > Leit

Primar-chronisch- Schubférmig Sekundir-chronisch-
progredient progredient

10l
T e

Abbildung 1: Verlaufsformen der Multiplen Sklerose.(64)

Behinderung
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1.5 Diagnostik

Um die Diagnose Multiple Sklerose stellen zu kdnnen mussen zwei Kriterien
nachgewiesen werden, die zeitliche und die raumliche Dissemination der
demyelinisierenden Prozesse im ZNS. Neben diesen beiden Kriterien darf keine
bessere Erklarung fur die Symptomatik vorhanden und alle mdglichen

Differenzialdiagnosen missen ausgeschlossen sein.(65, 66)

Zur Diagnose der MS stehen die Anamnese, die vor allem wichtig fir Hinweise auf
vorangegangene Episoden neurologischer Symptome mit Schubcharakter ist, die
klinisch neurologische Untersuchung, sowie paraklinische Untersuchungen wie MRT,
Liquoranalyse, evozierte Potenziale und Blutuntersuchungen, zum Ausschluss

madglicher Differenzialdiagnosen, zur Verfligung.(53)

Die aktuell gultigen Richtlinien zur Diagnostik der Multiplen Sklerose sind in der
Revision der McDonald Kriterien von 2017 durch Thompson et al. festgelegt.(66)
Eine Studie von Brownlee et al. in der die Poser Kriterien von 1982 mit den originalen
McDonald Kriterien von 2001 und ihren Revisionen von 2005 und 2010 verglichen
wurden, zeigte, dass mit jeder Erneuerung der Richtlinien Multiple Sklerose

signifikant friher und haufiger erkannt werden konnte.(67)

In der folgenden Tabelle 1 sind die aktuell gultigen Diagnosekriterien der MS
abgebildet.(66)
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Schiibe

Klinisch

objektivierbare

Fur eine Diagnose zusatzlich

benoétigte Untersuchung

Lasionen
2 2 klinische =2 Keine
Schube
2 2 klinische 1 (plus einem klaren = Keine
Schube Beweis fur einen

2 2 klinische

Schiibe

1 klinischer
Schub

1 klinischer
Schub

vorherigen Schub
durch eine Lasion in

einer typischen

Stelle im MRI)
1

Ortliche Dissemination durch einen
erneuten klinischen Schub der eine
andere Lokalisation impliziert oder
durch MRT

Zeitliche Dissemination durch
erneuten klinischen Schub, MRT
oder oligoklonale Banden im Liquor
Ortliche Dissemination durch einen
erneuten klinischen Schub der eine
andere Lokalisation impliziert oder
durch MRT

UND

Zeitliche Dissemination durch
erneuten klinischen Schub, MRT

oder oligoklonale Banden im Liquor

Tabelle 1: McDonald Kriterien zur Diagnosestellung einer MS.(66)
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1.5.1 Klinische neurologische Untersuchung

Die klinische Untersuchung und Anamnese sind wichtige Bestandteile der MS
Diagnostik, vor allem um neue und vorangegangene Schube zu erkennen und um
neurologische Defizite zu quantifizieren. Hierbei ist die genaue Beachtung der vorhin
genannten Definition eines Schubes wichtig, um die bestmdgliche Therapie
gewahrleisten zu konnen. Die Quantifizierung des Schweregrads der neurologischen
Beeintrachtigung durch MS erfolgt mit der sogenannten ,Expanded Disability Status
Scale, kurz EDSS.(68) Die Symptome eines/er Patienten/in werden den jeweilig
betroffenen Funktionssystemen (FS): Pyramidenbahnen, Kleinhirn, Hirnstamm,
Sensorium, Vegetativum, Visus, zerebrale Funktionen oder andere Funktionen,
zugeordnet und von 0 bis 6 bewertet. 0 entspricht einer normalen Funktion ohne
Beeintrachtigung und 6 einer maximalen Beeintrachtigung bis Funktionsverlust. Im
EDSS werden die Werte der Funktionssysteme und die maximale Gehstrecke ohne
Hilfe und Pause bewertet und in eine Skala zusammengeflgt. Wobei 0 fur einen

normalen neurologischen Befund steht und 10 fir den Tod durch MS.(68)

Mdgliche Schwachen des EDSS sind die starke Abhangigkeit, ab einem Wert von 4-
6, von der maximalen Gehstrecke und unterschiedliche Beeintrachtigungsspringe

zwischen den Werten.(69)

Eine weitere Skala zur Beurteilung anderer Funktionsbereiche ist der ,Multiple
Sclerosis Functional Composite Scale®, kurz MSFC, zu dem eine Gehstrecke auf Zeit
(,timed 25 foot walk), ein Steckbrett-Test auf Zeit (,9 hole-peg test“) und ein
Aufmerksamkeits- und Konzentrationstest (,paced auditory serial addition test",
PASAT) zahlt.(53)

1.5.2 Magnetresonanztomographie (MRT)

MRT-Kriterien wurden erstmals in den McDonald-Kriterien von 2001 in die MS
Diagnostik aufgenommen und seither mehrmals revidiert um den Nachweis, der
Dissemination der Lasionen in Zeit (DIT) und Raum (DIS) zu vereinfachen und

dadurch eine frihere und genauere Diagnose der MS zu ermdglichen.

Die Kriterien basieren auf fokalen Lasionen der weillen Substanz des ZNS, die

gehauft in sogenannten MS typischen Arealen (periventrikular, juxtacortical,
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infratentorial und spinal) auftreten. In konventionellen MR-Sequenzen wie T2
gewichteten Aufnahmen und FLAIR zeigen sich Lasionen als hyperintense Areale. In
T1 gewichteten Aufnahmen mit Gadolinium haltigen Kontrastmitteln kénnen aktive,
durch eine Mehraufnahme von Kontrastmittel, von inaktiven Lasionen unterschieden
werden. Die Erhéhung der Kontrastmittelaufnahme resultiert aus einer erhdhten
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke durch andauernde entzindliche Prozesse.
Hypointense Lasionen in T1 gewichteten postkontrastmittel Sequenzen sind mit

schweren axonalen Verlusten und Demyelinisierung assoziiert.(70)

Die Anwendung der MR Diagnosekriterien sollte allerdings nur bei klinischen
Verdacht auf Multiple Sklerose verwendet werden und dient nicht zur Differenzierung
von MS und anderen Pathologien der weil3en Substanz. Ebenso zu falsch positiven
Diagnosen kann es bei der Anwendung der Kriterien bei Symptomen, die
unwahrscheinlich durch eine MS ausgeldst sind, kommen.(67) Liu et al., zeigte zum
Beispiel, dass in einer Kohorte von Kopfschmerzpatienten/innen ohne
demyelinisierende Erkrankung, 24% durch zufallig gefundene Lasionen der weil3en
Substanz die McDonald-Kriterien von 2010 fur eine Dissemination im Raum
erfillen.(71)

Die MAGNIMS Gruppe empfahl 2016 mehrere Modifikationen der geltenden

McDonald-Kriterien fur die MR Diagnostik. Unter anderem:

- 3 oder mehr Lasionen in der periventrikularen Region fur eine Beteiligung und

eine Dissemination im Raum,

- Lasionen des Nervus opticus sollten zu den Kriterien fur DIS hinzugeflugt

werden als zusatzliche ZNS Region,

- Keine Unterscheidung zwischen symptomatischen und asymptomatischen
Lasionen im MRT fur DIS und DIT.(72)

In die aktuelle Revision der McDonald Kriterien aufgenommen wurde der Vorschlag
symptomatische und asymptomatische Lasionen fur die Bestimmung einer DIS und
DIT zuzulassen. Die Anhebung der, fir eine DIS noétige Lasionsanzahl von einer
Lasion auf drei, zeigte eine zu kleine Verbesserung der Spezifitat gegenlber den
gultigen Kriterien. Ebenso unzureichend sind die Daten bezlglich der Aufnahme des

visuellen Systems als funftes MS typisches anatomisches Areal, weshalb auch dieser
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Vorschlag nicht in der Revision der McDonald Kriterien 2017 bericksichtigt
wurde.(66)

1.5.3 Liquoruntersuchung

Die Liquordiagnostik bei Multipler Sklerose beinhaltet Zytologie, Albumin-, IgG-, IgA-
und IgM Bestimmungen nach dem Quotienten-Schema und den Nachweis
oligoklonaler IgG-Banden im Liquor. Bei gegebenem Verdacht werden auch die
Antikérper-Synthese-Indizes (ASI) fur die neurotropen Viren Masern, Roételn, Zoster
bestimmt.(53)

Haufig gefundene Veranderungen im Liquor sind eine normale bis leicht erhéhte
Anzahl an weil3en Blutkérperchen und Proteinen, ein erhdhter IgG Index und IgG

oligoklonale Banden, die im Serum nicht nachweisbar sind.(73)

Die Bedeutung der Liquoranalyse und ihr Einbinden in das diagnostische Work-up
bei Verdacht auf MS wird unter Experten kontrovers diskutiert, wie Statements von
Sandberg-Wollheim und Olsson (74), Hutchinson (75) und Tur und Montalban (76)

zeigen.

In der Revision der McDonald Kriterien 2017 wurde die Rolle der Liquoranalyse im
Vergleich zu den bisher geltenden Kriterien stark aufgewertet. In Patienten/innen mit
typischem Klinisch isoliertem Syndrom und der Erfullung einer DIS durch klinische
oder MRT Kriterien und keiner besseren Erklarung der Symptome, erlauben
liquorspezifische IgG oligoklonale Banden eine Diagnosestellung einer Multiplen
Sklerose.(66)

1.5.4 Evozierte Potenziale

Neben dem MRT kann mit Hilfe der evozierten Potentiale eine subklinische
Krankheitsdissemination nachgewiesen werden. Zu Verfigung stehen visuell
evozierte Potenziale (VEP), motorisch evozierte Potenziale (MEP) und
somatosensibel evozierte Potenziale (SSEP).(53) Die Demyelinisierung der Axone

fuhrt zu einer verzdgerten Latenz der evozierten Potenziale.(54)
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1.6 Differentialdiagnosen

Die Diagnose der Multiplen Sklerose erfordert den Ausschluss von Krankheiten, die
die klinischen und paraklinischen Zeichen besser erklaren kdnnten. Initial tritt eine
MS klinisch oft monofokal (ohne DIS), multifokal (mit DIS), monophasisch (ohne DIT),
multiphasisch (mit DIT) oder progressiv auf. Viele andere Krankheiten, infektioser,
neoplastischer, kongenitaler, metabolischer oder vaskularer Genese kénnen sich
ahnlich prasentieren und die Diagnosestellung erschweren und verzogern.
Sogenannte ,nicht-MS idiopathische entziindliche demyelinisierende Erkrankungen
(IIDDs)“, wie zum Beispiel Neuromyelitis optica (NMO), optikospinale MS in
asiatischen Populationen (OSMS) oder akute disseminierte Enzephalomyelitis
(ADEM), treten oft mit einer ahnlichen Symptomatik auf, unterschieden sich aber in

Verlauf, Pathogenese, Therapie und Prognose.(77)

Tabelle 2 zeigt einige Differentialdiagnosen nach Brownlee et al.(55)
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KRANKHEITEN MIT SCHUBHAFTEM
CHARAKTER

KRANKHEITEN MIT PROGRESSIVEM
CHARAKTER

Neuromyelitis optika
Neurosarkoidose

Zns vaskulitiden

Susac syndrom

Cadasil (cerebrale autosomal-dominante
arteriopathie mit subcorticalen infarkten
und leukencephalopathie)

Bindegewebserkrankungen wie SLE,
Sjérgen Syndrom

Mb. Behcet

Clippers (chronic lymphocytic
inflammation with pontine perivascular
enhancement responsive to steroids)

Leber sche Optikusneuropathie

HTLV1-assoziierte Myelopathie
Durale ateriovenotse Fistel

Ernahrungsbedingte Myelopathien
(Vitamin B12 oder Kupfermangel)

Priméare Lateralsklerose

Leukodystrophien:
Adrenomyeloneuropathie; Krabbe’s
disease; Alexander’s disease; heriditare
difftuse Leukoenzephalopathie mit
axonalen Spharoiden

Hereditare spastische Paraplegie

Spinozerebellare Ataxie

Tabelle 2: Differentialdiagnosen der Multiplen Sklerose (55)
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1.7 Therapie

Das primare Ziel der MS-Therapie ist es das Auftreten von neuerlichen Schiben und

die Zunahme der Behinderungsprogression zu verhindern.(78)

Eine weitere wichtige Therapiesaule neben der immunsuppressiven und
immunmodulierenden Therapie, ist die symptomatische Therapie zur Steigerung der
Lebensqualitat von MS Patienten/innen. Sie verbindet idealerweise medikamentdse
mit nicht medikamentdser Therapie wie, Physio-, Ergotherapie, Logopadie und
psychologischer Betreuung. Haufig auftretende Begleitsymptome sind: Spastiken,
Muskelschwache, Schmerzen, Blasen-, Darm- und Sexualfunktionsstérungen,

kognitive Defizite, Fatigue und Depression.(53)

In Anlehnung an die deutsche Gesellschaft fir Neurologie wird die Therapie der
Multiplen Sklerose in zwei Stufen eingeteilt, namlich die Schubtherapie und eine
verlaufsmodifizierte Intervalltherapie, die sich je nach Krankheitsaktivitat
unterscheidet und in einer friheren Nomenklatur als Basis- und Eskalationstherapie
gefuhrt wurde.(53) Folgend werden die einzelnen Therapiestufen genauer erlautert

und in Abbildung 2 des Stufentherapieplans dargestellt.
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Indikation CIs! RRMS! SPMS!
» . i . ahne
é E 1. Wald ;.?.M E_"m aufgesetsten Sohiiben E aufgesetrte Schibe
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] - * e ] KIYES
) 3 - Fingolimod ;| (Crckohosphamidlt || Verfahren
£ $3 - Natalizumab :
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% s - Glatirameracetat - Dimethylfumarat - Interferon-p la sc - Mitoxantron
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Bei Versagen einer verlaufsmodifizierenden Therapie bei milder/moderater Verlaufsform einer MS werden diese Patienten wie eine aktive MS behandelt,

1 Substanzen in alphabetischer Rethenfolge; die hier gewdhite Darstellung impliziert KEINE Uberlegenheit einer Substanz gegeniber einer anderen innerhalb einer Indikationsgruppe
(dargestelt innerhalb eines Kastens)

? zugelassen wenn Interferon-j3 nicht méglich oder unter Azathioprin-Therapie stabiler Verlauf erreicht

1 Einsatz nur postpartal im Einzelfall gerechifertigt , insbesondere vor dem Hintergrund fehlender Behandlungsalternativen

'gmmrwwwmwm,mwwwﬁrfmiwm&m ichtherapie hen, idealerweise nur an ausgewiesenen MS-
tren

Abbildung 2: Therapieschema der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie (53)
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1.7.1 Schubtherapie

Als Standardtherapie eines MS Schubes gilt die intravendse (i.v.) Hochdosis
Therapie mit Glukokortikosteroiden. Im deutschsprachigen Raum wird in erster Linie
hochdosiertes Methylprednisolon (500-1000mgq) fur 3-5 Tage verwendet, optional

gefolgt von einer oralen Ausschleichphase.(53)

Ziel der Kortisonpulstherapie ist die rasche und mdglichst vollstandige Ruckbildung
der Schubsymptomatik, durch die Unterdriickung der Entziindungsreaktion und die

Wiederherstellung der Blut-Hirn Schrankenfunktion.(53)

Bei unzureichender Symptomruckbildung kann die i.v. Kortisontherapie verlangert,
der Zyklus wiederholt und auch in der Dosis bis zu einer Ultrahochdosistherapie
(2000mgq) gesteigert werden. Ist auch diese Therapie unzureichend oder nicht

durchfihrbar muss eine Plasmapherese angedacht werden.(79)

Zu beachten ist der Ausschluss florider Infektionen vor der ersten Infusion mit
Kortison und Nebenwirkungen wie anaphylaktische Reaktionen, Hyperglykamien
Elektrolytstorungen sowie psychotische Reaktionen und emotionale

Dekompensation.(53)

1.7.2 Basistherapie

Die Basistherapie oder Therapie milder Verlaufsformen beinhaltet die
medikamentdse Behandlung aller CIS und RRMS Patienten/innen mit geringer
Krankheitsaktivitat. Medikamente der ersten Wahl sind die Interferonpraparate
Interferon beta-1a intramuskular (Avonex®) 1x wochentlich, -1a subkutan (Rebif®) 3x
pro Woche und — 1b subkutan (Betaferon®) jeden zweiten Tag sowie
Glatirameracetat subkutan (Copaxone®) taglich. Zusatzlich in der Basistherapie der
RRMS verwendet werden Teriflunomide (Aubagio®) und Dimethylfumerat
(Tecfidera®), welche oral verabreicht werden und taglich eingenommen werden

mussen.(53)

In finf Studien, CHAMPS (80), ETOMS (81), BENEFIT (82), PreCISe (83) und
REFLEX (84), konnte gezeigt werden, dass ein moglichst rascher Therapiebeginn

nach dem ersten Auftreten von klinischen Symptomen, CIS, sowohl die Zeit zum
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zweiten klinischen Schub (CDMS) als auch die Zeit bis Erreichen der McDonalds
Kriterien verlangert, wodurch eine moglichst schnelle Diagnose und Therapie

anzustreben ist.(85)

Ein weiteres Medikament, Peginterferon beta-1a (Plegridy®), wird in den Leitlinien
der deutschen Gesellschaft fir Neurologie noch nicht berticksichtigt, ist fur die
Therapie aber mittlerweile zugelassen und muss im Gegensatz zu den anderen
Interferonpraparaten nur einmal alle 2 Wochen verabreicht werden.(86) Ein anderes,
zur Behandlung von Patienten/innen mit hoher Krankheitsaktivitat, seit 2017
zugelassenes Therapeutikum ist das synthetische deosyadenosin Analogon
Cladribin. Cladribin kann die Blut-Hirn-Schranke uberwinden und wird im ZNS von
Lymphozyten aufgenommen und phosphoryliert diese. Dadurch kommt es zu einer
Reduktion der in der Pathogenese der MS beteiligten T- und B-Lymphozyten.(87)
Zwei Placebo kontrollierte Studien konnten zeigen, dass Cladribin nicht nur die
Konversion eines CIS in eine CDMS verzdgert (88), sondern auch in Kombination mit

Interferon B die Schubrate und die Lasionsaktivitat im MRT verringert.(89)

Weitere Medikamente die selten bei fehlender Wirksamkeit oder nicht
Durchfihrbarkeit der first-line Therapien, teilweise Off-Label, angewandt werden
sind: Azathioprin, intravendse Immunglobuline (1VIg), Methotrexat oder
Rituximab.(53)

Fir die Therapie der progredienten Verlaufsformen der MS existieren bis heute keine
guten Therapiemdglichkeiten. Die Entwicklung dieser gilt als gréf3te Herausforderung
in der MS Therapie fur die Zukunft.(90) Zurzeit zur Behandlung der sekundar
progredienten MS mit aufgesetzten Schiben zugelassen sind Interferon beta-1a
subkutan, -1b subkutan sowie Mitoxantron, welches auch fur die SPMS ohne Schibe

verwendet werden kann.(53)

Studien mit dem, seit Beginn 2018 zugelassenem, monoklonalen Antikdrper
Ocrelizumab (Ocrevus®), zeigen moglicherweise vielversprechende Ergebnisse. Die
ORATORIO-Studie, die die Wirkung von Ocrelizumab, einem monoklonalem
Antikorper, der selektiv CD20 positive B Zellen depletiert, bei primar progressiver MS
untersuchte, zeigt zum ersten Mal eine Verlangsamung der klinischen und
Lasionsprogression im MRT im Vergleich zur Placebogruppe.(91) Die Studien
OPERA 1 und OPERA 2 zeigten eine Uberlegenheit von Ocrelizumab gegentiiber

Interferon-Beta 1a in schubhaft remittierender MS durch eine Senkung der jahrlichen
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Schubrate, langsamerer Krankheitsprogression und einer geringeren Anzahl an MR-
Lasionen in einem Zeitraum von 96 Wochen.(92) In beiden Studien wurde allerdings
eine erhohte Rate an Infusionsreaktionen und Neoplasien unter der Therapie mit

Ocrelizumab festgestellt, weswegen groliere und langere Studien zur Sicherheit von

Ocrelizumab notig sind.(92)

1.7.3 Therapie aktiver Verlaufsformen

In der sogenannten Eskalationstherapie sind vor allem Fingolimod und Natalizumab
Mittel der ersten Wahl. Die Indikation zur Eskalationstherapie kann bei
Patienten/innen gestellt werden, welche unter einem Basistherapeutikum mindestens
einen Schub und = 9 T2- hyperintense Lasionen oder eine neu aufgetretene
Gadolinium aufnehmende Lasion im MR im vorhergehenden Jahr aufweisen. Bei
rasch fortschreitenden, schweren Verlaufen kann auch primar mit Fingolimod oder
Natalizumab behandelt werden, wenn innerhalb eines Jahres 2 oder mehr Schibe
und im MR eine starke Erhéhung an Lasionen zu einer kirzlich durchgeflhrten (6 bis

12 Monate) Untersuchung auftreten.(53)

Andere zugelassene, aber aufgrund ihrer Nebenwirkungsprofile, seltener eingesetzte
Therapiemoglichkeiten sind der CD52 Antikdrper Alemtuzumab, der CD25 Antikorper
Daclizumab oder Mitoxantron und Cyclophosphamid, welche auch in der Therapie
der SPMS verwendet werden.(53)

Durch die immunmodulatorische und immunsuppressive Wirkung der disease
modifying therapy steht die Therapie der MS vor neuen Herausforderungen. Mit
diesen neuen Therapiemdglichkeiten kamen auch hohere Risiken flr
Nebenwirkungen, wie unter anderem die progressive multifokale
Leukenzephalopathie oder sekundar auftretende Autoimmunerkrankungen. Die
Entwicklung neuer Tests und das Finden von pradiktiven Biomarkern ist von

immenser Wichtigkeit, um eine sichere und effektive Therapie zu ermdglichen.(93)

Folgend wird auf die progressive multifokale Leukenzephalopathie und ihr
Zusammenhang mit Natalizumabtherapie, sowie die Mdglichkeit und Notwendigkeit
der Vermeidung und des Risikomanagements dieser, genauer eingegangen.
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1.8 Progressive multifokale Leukenzephalopathie

Die progressive multifokale Leukenzephalopathie ist eine seltene virale Erkrankung
des zentralen Nervensystems. Atiologisch verantwortlich fiir die PML ist eine
Infektion mit dem JC (John Cunningham) Papillomavirus, benannt nach dem
Patienten, in dem der Virus das erste Mal isoliert werden konnte. Die Infektion, die
meist schon in der Kindheit erworben wird und mit der ein Grof3teil der Erwachsenen
infiziert ist, verlauft in immunkompetenten Menschen asymptomatisch.(94) PML
Erkrankungen kdnnen am haufigsten bei HIV Patienten/innen beobachtet werden, bis
zu 5% der Patienten/innen mit AIDS erkranken an PML.(95) Vor der HIV Epidemie,
mit der die Pravalenz der PML deutlich anstieg, war sie assoziiert mit malignen
hamatologischen Erkrankungen, Organtransplantationen und chronisch
entzundlichen Erkrankungen.(95) Ein weiterer, in den letzten Jahren zunehmender
Faktor, sind monoklonale Antikdrper, die in der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose (96), Morbus Crohn (97), Psoriasis

(98) und Lupus (99) eingesetzt werden.

Der zentrale Pathomechanismus der PML ist die Infektion von Oligodenrozyten mit
dem JC-Virus und die damit einhergehende Entmarkung von Nervenfasern. Seltener,
aber auch betroffen sind Astrozyten. Die Demyelinisierung fuhrt zu fokalen
Symptomen, je nach betroffenem Areal. Pradilektionsstellen sind posteriore
Regionen des Gehirns einschlieB3lich Hirnstamm, Kleinhirn und der
Frontallappen.(100, 101) Die beiden am haufigsten auftretenden Symptome in einer
Studie von Maas et al. waren motorische Schwache und kognitive Veranderungen.
Unter anderem haufig auftretenden Symptome sind Dysarthrie, Ataxie, Aphasie und

Verhaltensveranderungen.(102)

Nach den Diagnosekriterien von Berger et al. ist die histopathologische Trias
(Demyelinisierung, vergroRerte bizarre Astrozyten mit gelappten, hyperchromen
Zellkernen, vergroRerte Nuclei der Oligodendrozyten) in einer Biopsie, zusammen mit
einem Virusnachweis mittels Elektronenmikroskop, Immunhistochemie oder eine
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nétig um die Diagnose stellen zu kénnen.

Alternativ kann die Diagnose auch Uber typische radiologische und klinische Befunde
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im Zusammenspiel mit einem positiven PCR Befund fur JCV im Liquor gestellt
werden.(101)

Bis heute gibt es keine antiviralen Therapien gegen den JC-Virus. Es wurden eine
Vielzahl an Medikamenten getestet, allerdings ohne Erfolge.(103) Das vorrangige
Therapieziel ist die Starkung des kdrpereigenen Immunsystems um die Infektion
unter Kontrolle bringen zu kénnen. Bei HIV positiven Patienten/innen durch
antiretrovirale Therapie und bei HIV negativen durch eine vorsichtige Reduzierung

der immunsuppressiven Medikamente, soweit es die Grunderkrankung zulasst.(95)

1.8.1 PML und Multiple Sklerose

Die progressive multifokale Leukenzephalopathie wird bei MS Patienten/innen durch
die Einnahme von immunmodulatorischen Medikamenten ausgel6st. Das am
haufigsten mit PML assoziierte MS Therapeutikum ist Natalizumab (Tysabri®), ein
monoklonaler Antikdrper gegen das a4-Integrin von T-Lymphozyten.(104) Seit den
ersten bekannten PML Fallen unter Natalizumabtherapie 2005 und Anfang Juni 2017
kam es zu 731 bestatigten PML Erkrankungen mit einer Inzidenz von 4.21/1000

Patienten/innen.(105)

Andere MS Therapien unter denen das Auftreten von PML beobachtet werden
konnte, sind Fingolimod (Gilenya®)(106) und Dimethyl Fumarat (Tecfidera®) (107),

bei denen die Zahlen an Erkrankungen aber weit geringer sind.

Ein Problem, vor dem die MS Therapie in Zukunft stehen wird, ist die
Langzeitkomplikationsrate der neuen immunmodulatorischen Medikamente. Viele
davon wurden erst in den letzten 10 Jahren zugelassen und man weil3 noch wenig
Uber ihr Langzeitrisiko.(108) Fur die Natalizumabtherapie konnten Faktoren
ausgemacht werden die das Auftreten einer PML beglnstigen, wie das
Vorhandensein von Anti JC-Virus Antikérpern, vorherige immunsuppressive Therapie
und die Therapiedauer, beziehungsweise die Anzahl an Infusionen mit
Natalizumab.(109) Bei einer Therapie mit Tecfidera gilt die Reduktion der absoluten

Lymphozytenzahl unter 0.5x10%L Uber einen Zeitraum von mehr als 6 Monaten als
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Risikofaktor fir die Entstehung einer PML.(107) McGuigan et al. empfehlen die
EinfUhrung eines Anti-JC Virus Antikdrper Indexes, um Patienten/innen, in
Zusammenschau mit den anderen bereits erwahnten Risikofaktoren, in zwei
Risikogruppen zu unterteilen und dadurch ein individuelles Risikoprofil zu erstellen

und danach die Therapierisiken besser einschatzen zu kénnen.(110)

Im Weiteren beschaftigt sich diese Arbeit mit Biomarkern, die dazu dienen sollen das
PML Risiko zu minimieren und die MS Therapie besser steuern zu kdnnen. Es wird
dabei genauer auf die Rolle des Biomarkers L-Selectin eingegangen und die

prognostische Wertigkeit evaluiert.

1.8.2 Biomarker und Multiple Sklerose

Ein Biomarker ist definiert als Charakteristikum, welches objektiv messbar und
evaluierbar ist, und als Indikator fir normale biologische Prozesse, pathologische
Prozesse oder pharmakologische Reaktionen auf therapeutische Interventionen
dient.(111)

Das Feld der Biomarkerforschung in MS ist sehr aktiv und soll dabei helfen die
Athiopathogenese, Diagnose und Prognose der MS besser zu verstehen, sowie
Behandlungsverlaufe, Therapieeffizienz und gefahrliche Nebenwirkungen besser
beurteilen zu kdnnen und neue Therapiemdglichkeiten zu entwickeln. Obwohl eine
grol3e Zahl an potentiellen molekularen Biomarkern untersucht werden, gibt es bis
jetzt wenige die validiert sind und im klinischen Alltag verwendet werden. Einige
Beispiele flr klinisch anwendbare Biomarker sind IgG oligoklonale Banden im Liquor,
welche bei der Diagnosestellung verwendet werden, Anti-Aquaporin-4 Antikérper, die
zum Ausschluss der Differentialdiagnose NMO herangezogen werden oder der

bereits erwahnte Anti-JC-Virus Antikorper Status bei Natalizumabtherapie.(112)

Die grofdte Herausforderung und Schwierigkeit in der Entwicklung neuer Biomarker
ist die Heterogenitat der Erkrankung. MS wird in verschiedene Stadien eingeteilt und
hat unterschiedliche Verlaufsformen. Die verschiedenen pathophysiologischen

Mechanismen der einzelnen Formen konnen zu unterschiedlichen Modulationen von
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Biomarkern fihren und sie somit nur fur eine bestimmte Verlaufsform aussagekraftig
machen. Die Erreichung hoher Sensitivitat und Spezifitat von Biomarkern bildet eine
weitere schwierige Aufgabe in der Biomarkerforschung, auf Grund von Ahnlichkeiten
in den Krankheitsmechanismen zu anderen neurodegenerativen und

neuroinflammatorischen Krankheiten.(113)

Biomarker in der Multiplen Sklerose werden ihrer Verwendung nach grob in
verschiedene Gruppen eigeteilt, wobei es allerdings zu Uberschneidungen kommt
und es daher keine strenge Trennung gibt. Dazu zahlen Biomarker mit pradiktivem
oder diagnostischem Wert und Marker die Rickschlisse auf den Krankheitsverlauf/-

aktivitat oder den Therapieverlauf inklusive Nebenwirkungen zulassen.(112)

Folgend werde ich mich auf Biomarker fokussieren, die in der Literatur in
Zusammenhang mit der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie bei MS
Patienten/innen, unter verschiedenen Therapieformern und im speziellen unter

Natalizumabtherapie, gebracht werden.

Um das Prinzip und den Mechanismus von Biomarkern zu verstehen und neue zu
finden, lohnt sich ein genauerer Blick auf die Atiopathogenese der PML, die

Pathophysiologie der JCV Infektion und die Wirkmechanismen von Natalizumab.

Wie bereits erwahnt tritt eine Infektion mit dem JC-Virus meist im Kindesalter auf,
verlauft aber unbemerkt.(94) Virione verbleiben anschlieend als latente Infektion in
Nieren, Knochenmark und lymphatischen Organen.(114) Durch Mutationen in nicht
codierenden transkriptionskontrollierenden Regionen und der VP1 Region entwickelt
sich ein pathogener neurotroper Virus mit einer Spezifitat fur Gliazellen. Um
schliel3lich im weiteren Verlauf eine PML zu entwickeln ist ein Versagen der ZNS

Immuniberwachung nétig.(115)

Zu den bereits etablierten Markern im PML Risikomanagement bei MS
Patienten/innen unter Natalizumabtherapie zahlt der JCV AntikOrperstatus.
Patienten/innen mit positivem Antikdrperstatus haben ein hdheres Risiko an einer

PML zu erkranken, wahrend fur Negative nur ein sehr geringes Risiko besteht.(109)
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Ein Problem in der Aussagekraft dieses Tests besteht darin, dass etwa 50-60% aller
MS Patienten/innen einen positiven AK-Status auf JCV haben, aber nur ein sehr
geringer Anteil an PML erkrankt, was verdeutlicht, dass eine genaue individuelle
Risikoabschatzung mit diesem Test nicht méglich ist.(116) Plavina et al. konnten eine
Korrelation des Risikos mit steigendem quantitativem JCV-AK-Index beobachten,
allerdings mit der Limitation, dass diese Korrelation nur bei Patienten/innen ohne
vorangegangene Immunsuppression existiert. Bei Patienten/innen mit
vorangegangener immunsuppressiver Therapie konnte kein Zusammenhang
festgestellt werden. Basierend auf dem JCV Antikdrper-Index und der Therapiedauer
mit Natalizumab kénnen Patienten/innen ohne vorangegangene Immunsuppression
in zwei Risikogruppen eingeteilt werden. Patienten/innen mit einem Indexwert von
<1.50 haben ein maximales Risiko von 1.13/1000 in den ersten 48 Therapiemonaten.
Steigt der Index auf 21.50, steigt auch das maximale Risiko auf 8.83/1000 in den
ersten 48 Therapiemonaten.(117) McGuigan et al. empfehlen daher die Aufnahme
des JCV Antikdrper-Index in die standardmallige Abklarung bei immunsuppressiv

naiven Patienten/innen bei Natalizumabtherapie.(110)

Natalizumab ist ein rekombinanter, humanisierter, monoklonaler IgG4 Antikorper, der
selektiv an die alpha Kette von a41 und a4p7 Integrinen bindet. Diese Integrine
werden an der Oberflache einiger hamatopoetischer Zellen, wie Lymphozyten,
Monozyten und auch eosinophilen Granulozyten, exprimiert. Natalizumab verhindert
die Bindung der Zellen, inklusive aktivierter T-Lymphozyten, an endotheliale Zellen
die das vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) exprimieren. Die Migration der
Zellen durch die Blut-Hirn-Schranke wird so blockiert, wodurch es zu dem
therapeutischen Effekt, eine Verringerung der Entziindungsreaktion im ZNS, kommt.
Durch diesen Eingriff in die Immuniberwachung des ZNS, steigt allerdings auch die
Anfalligkeit fir eine PML.(118)

Die genauen Mechanismen wie Natalizumab das Risiko fur die Entstehung einer
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie beeinflusst sind mannigfaltig und

nicht restlos geklart.

Zu erwahnen sind, Anderungen in der Anzahl an CD4+ und CD8+ Zellen im
peripherem Blut, wobei in mehreren Studien nicht geklart werden konnte wie sich
diese Lymphozytensubsets verhalten, denn man konnte steigende, fallende wie auch
stabile Zellzahlen beobachten.(119-121)
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Neben T-Lymphozyten scheint Natalizumab auch einen Einfluss auf die Funktion von
antigenprasentierenden Zellen, wie B-Lymphozyten und dendritischen Zellen zu
haben. Natalizumab verringert die Fahigkeit von dendritischen Zellen, CD4+ Zellen
zu stimulieren und eine adaquate Immunantwort gegen den JC Virus

auszuldsen.(122)

Ebenso konnte festgestellt werden, dass eine genetische Untersuchung des HLA-
Komplexes helfen kdnnte ein individuelleres Risikoprofil fur PML zu erstellen. Der
Haplotyp HLA-DR1*15, welcher ein Risikofaktor flr die Entstehung einer MS ist, hat
einen protektiven Effekt bei JCV Infektionen, wohingegen der Haplotyp HLA-
DQB1*06:03 eine negative Assoziation zu PML hat.(123)

B-Zellen und CD34+ Progenitorzellen konnten einigen Studien nach als Reservoir fur
den JC Virus dienen.(124) Natalizumab forciert eine Freisetzung von pra-B-Zellen
sowie CD34+ Stammzellen aus dem Knochenmark in die Peripherie, was ein
mdglicher Mechanismus hinter der ansteigenden JC Viramie vor Ausbruch einer PML

sein kdnnte.(125)

Ein neuer Ansatz in der Biomarkerforschung sind immunologische Biomarker
basierend auf Leukozytenzellmembranmolekilen. Sie gehdren meist den Familien
der Integrine oder Selektine an und spielen eine Rolle in der Zellmigration durch die
Blut-Hirn-Schranke. Einige dieser Marker, bei welchen allerdings noch kein
pradiktiver Wert in Bezug auf PML nachgewiesen werden konnte, sind CD49d, CD29
und CD11a.(118)

Im Weiteren und auch in meiner wissenschaftlichen Arbeit beschaftige ich mich

genauer mit einem Marker dieser Gruppe, genannt CD62L oder L-Selektin.

1.8.3 CD62L

CD62L ist ein Adhasionsmolekul welches an Lymphozytenmembranen exprimiert
wird und eine entscheidende Rolle in der Bindung der Lymphozyten an das Endothel
der Blutgefalie spielt. Auch spielt es eine wichtige Rolle in Rezirkulation und dem

,homing“ (heimkehren) in Lymphknoten.(126)
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Mehrere Arbeiten zeigten eine signifikante Reduktion der CD62L Expression an
CD3+CD4+ mononuklearen Zellen im peripheren Blut, in MS-Patienten/innen die mit
Natalizumab und anderen DMTs behandelt werden. Folglich wurde CD62L als

Parameter zur Risikoabschatzung einer PML vorgeschlagen.(4, 127-129)

Eine andere Studie von Liebermann et al. weilt diesen Vorschlag allerdings zurtck,
mit der Begrindung, dass sie keinen Unterschied in den CD62L Werten von
Patienten/innen, die eine PML entwickelten und nicht-PML-Patienten/innen
nachweisen konnten und die Werte durch technische Unterschiede in der

Verarbeitung und Messung der Proben variieren.(130)

43



1.9 Fragestellung

Multiple Sklerose ist die haufigste entziindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems in jungen Erwachsenen und bedarf in den meisten Fallen einer
lebenslangen Therapie. Die Therapiemoglichkeiten der MS sind vielfaltig und zeigen
gute Wirksamkeit. Vor allem Therapien mit Natalizumab und Fingolimod flhren zu

einer deutlichen Reduktion der Schubraten und Progression der Erkrankung.

Die Kehrseiten dieser DMTs sind zum Teil schwerwiegende Nebenwirkungen wie die
in der Einleitung beschriebene PML. Daher besteht ein starker Bedarf an
Biomarkern, welche in der Beurteilung des Nebenwirkungsrisikos der MS

Behandlung helfen kénnen.(3)

Ein mdglicher Weg dies zu erreichen, kdnnte der beschriebene Biomarker L-Selektin
bzw. CD62L sein. In einigen Studien wird diesem Biomarker eine pradiktive
Bedeutung in der Entstehung der PML bei Patienten/innen mit Natalizumabtherapie
beigemessen.(4, 127-129)

Nicht vollstandig geklart ist das Verhalten der CD62L Expression in frischem Blut und
die Vergleichbarkeit zu Messwerten bisheriger Studien aus kryokonservierten
Proben. Ebenfalls unklar ist, wie andere DMTs, abgesehen von Natalizumab, die

Expression von L-Selektin beeinflussen.

Ziel dieser Studie ist es, die CD62L Expression an CD3+CD4+ mononuklearen

Zellen aus peripher gewonnenem Blut innerhalb kurzer Zeit nach Probengewinnung,
bei Patienten/innen mit verschiedenen DMTs zu bestimmen um das Verhalten der L-
Selektin Expression unter den unterschiedlichen Therapieformen zu analysieren und

eine maogliche einfache, klinisch anwendbare Messung zu implementieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten/innen

Es wurden insgesamt 234 Patienten/innen mit klinisch isoliertem Syndrom oder
Multipler Sklerose in die Studienkohorte eingeschlossen. Alle Teilnehmer/innen sind
Patienten/innen der Spezialambulanz flr Multiple Sklerose des Universitatsklinikums
Graz und wurden wahrend routinemafigen Kontrollen zwischen Marz und Dezember
2015 akquiriert. Alle Studienteilnehmer/innen erflllten folgende Einschlusskriterien:
1) Diagnose eines CIS oder einer MS, nach den zur Zeit des Einschlusses gultigen
Diagnosekriterien (65); 2) Verfugbarkeit von einer oder mehrerer Vollblutproben; 3)

Verflugbarkeit von detaillierten klinischen Daten.

Die Kontrollgruppe bestand aus 51 gesunden Freiwilligen, die sich im Rahmen einer
Gesunden Untersuchung im Zeitraum von April bis Oktober 2015, zur Teilnahme an
dieser Studie bereit erklarten. Eingeschlossen wurden alle volljahrigen und mindigen
Patienten/innen, die keine Ausschlusskriterien wie neoplastische Erkrankungen,
akute oder chronische Infektionserkrankungen, Autoimmunerkrankungen, akute oder
chronische Erkrankungen mit Organschaden, bestehende Schwangerschaft und

schwere Anamie (Hb<9 mg/dl) aufwiesen.

Die Patienten/innen wurden bei regelmalfiigen Follow-up Kontrollen untersucht und

folgende demographische und klinische Daten wurden erhoben.
- Alter
- Geschlecht
- Alter bei Krankheitsbeginn
- Jahrliche Schubrate
- Grad der Beeintrachtigung mittels EDSS-Score
- Therapie
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Alle klinischen und demographischen Daten wurden aus dem Informationssystem
MEDOCS und der wissenschaftlichen Datenbank RDA bezogen.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz
genehmigt. Alle Pateinten/innen willigten schriftlich, in Form einer

Einverstandniserklarung, zur Teilnahme an dieser Studie ein.

2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung

Von jedem/er Patienten/in wurde bei Routinekontrollen in der MS Ambulanz aus
einer peripheren Vene Blut abgenommen und die mononuklearen Zellen des
peripheren Bluts (PBMC) in EDTA Réhrchen gesammelt.

Die Blutabnahme und Messung des CD62L-Wertes wurde in regelmaiigen
Abstanden bis zu maximal sieben Mal durchgefihrt um longitudinale Veranderungen

der L-Selektin Werte feststellen zu konnen.

2.2.2 CD62L-Messung

Die Messung der Expression von L-Selektin an Leukozytenoberflachen wurde mittels
Durchflusszytometrie (FACS — flourescence activated cell sorting) innerhalb einer

Stunde nach der Probengewinnung durchgefuhrt.

FACS-Analyse:

Die Durchflusszytometrie ist eine der meist genutzten Methoden in der
medizinischen, insbesondere in der immunologischen Forschung. Sie ermdglicht
neben dem Zahlen von Zellen auch eine genauere Charakterisierung der Zellen

durch Bestimmung von Grolde, Granulierung oder Oberflachenmolekilen.

Zur Detektion der Zellen werden diese vor der Messung mit fluoreszenzgekoppelten
Antikorpern inkubiert. In der FACS-Maschine werden die Zellen mit hoher

Geschwindigkeit durch eine Verengung geschleust und so gansemarschartig
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aufgereiht. Jede Zelle wird einzeln von einem Laserstrahl erfasst und anhand der
Streuung des Lichts und der unterschiedlichen Wellenlangen der

Fluoreszenzfarbstoffe analysiert.

So ist es mdglich zum Beispiel Subgruppen von Leukozyten zu identifizieren und wie

in dieser Studie die Expression eines Oberflachenmoleklls zu quantifizieren.(131)

Durchfiihrung der Messung:

Von den Proben wurden jeweils 100ul Vollblut aus den EDTA-ROhrchen in FACS-
Roéhrchen Ubertragen und mit den Antikérpern gegen CD3 (APC H7, BD 341110),
CD4 (CD4 V500, BD 560768) und CD62L (CD62L PE, BioLegend 304806), im

Verhaltnis 20:1, fur 30 Minuten, lichtgeschutzt und bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurden die roten Blutkérperchen mittels 2ml BD FACS Lysing Solution (BD
Biosciences) lysiert. Nach Lyse der Erythrozyten wurden die Réhrchen zentrifugiert
und der Uberstand abgekippt, sodass ein Zellpallet aus PBMC (ibrigblieb. Die Pellets
wurden anschlieRend in 2ml Cellwash resuspendiert und abermals abzentrifugiert.
Die gewaschenen Paletts wurden in 150ul Cellwash resuspendiert und die Messung
von CD3, CD4 und CD62L mittels des BD FACS Canto Il Systems (BD Biosciences)
durchgefuhrt.

2.3 Statistik

Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem Programm SPSS Statistics
(Version 23.0, IBM Corp. Armonk, New York, USA) durchgefuihrt und die graphischen
Darstellungen mit GraphPad Prism (Version 5.00, GraphPad Software, San Diego,
USA) erstellt.

Die erhobenen Daten wurden mittels Kolmogorov-Smirnov Test auf eine
Normalverteilung Uberprift. Gruppenvergleiche wurden entweder mit dem Chi-
Quadrat Test oder dem Mann-Whitney U-Test durchgefuhrt. Als
Multivergleichsmodell wurde der Kruskal-Wallis Test verwendet und mittels post-hoc

Dunn’s Multiple Comparison test korrigiert. Longitudinale gepaarte Daten wurden
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mittels Wilcoxon signed rank test analysiert. Korrelationen wurden mittels

Spearman’s Rank-Order Correlation errechnet.

Die Signifikanzgrenze wurde auf 5% (p < 0.05) festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkohorte

Zum Zeitpunkt der ersten CD62L Messung setzte sich die Kohorte aus 48
Patienten/innen mit CIS und 186 Patienten/innen mit diagnostizierter MS zusammen.
181 Patienten/innen standen unter Langzeit DMT: Natalizumab (n=26), Fingolimod
(n=20), Dimethylfumarat (n=15), Interferon beta (n=90), Glatirameracetat (n=30). Fur
die gesamte Kohorte (n=234) war die totale Follow-up Zeit im Median 9.50, mit einer
interquartilen Breite (IQR) von 6.20 — 13.40 Monaten. Die Geschlechterverteilung lag
bei 146 weiblichen zu 88 mannlichen Patienten, was der typischen 2:1 Verteilung der

Multiplen Sklerose nahekommt.

Die Demographischen und klinischen Daten aller Probanden/innen sind in Tabelle 3

dargestellt.
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CIs MS Kontrollen p-Wert
n Patienten/innen (% weiblich) 48 (72.9) 186 (59.7) 51 (39.2) 0.0022
Alter [Jahre] 33.3(26.70- |36.1(30.5- 49.1 (34.1- <

44 1) 45.3) 60.9) 0.001°
Alter bei Erkrankungsbeginn 30.9 (25.1- 26.1 (21.0- N/A 0.001¢
[Jahre] 40.2) 31.4)
Erkrankungsdauer [Jahre] 2.3(1.2-4.8) |9.2(5.0-15.3) | N/A <

0.001¢
EDSS 1.0 (0.0-2.0) | 1.8 (0.0-3.0) |N/A 0.005¢
n DMT 40 (83.3) 141 (75.8) N/A n.s.c
DMT Dauer [Jahre] 1.8 (0.4-4.1) |2.9(1.0-6.7) |N/A 0.008¢
Zeit seit letztem Schub [Jahre] 25(1.3-49) |1.9(0.5-5.8) | N/A n.s.c
Zeit seit letzter Kortisongabe 24 (1.2-5.0) |2.0(0.5-4.9) |N/A n.s.c
[Jahre]
Dauer des Follow-up [Monate] 8.0 (5.2-10.8) | 10.2 (6.3~ N/A 0.022¢
14.4)

Zeit bis zur letzten Probe (n = 117 (56-150) | 113 (83-165) | N/A n.s.c
12/85) [Tage]
CD62L" [% CD47] 84.6 (79.5- 84.5 (79.1- 84.1 (78.3- n.s.P

87.2) 89.5) 88.2)

CIS = klinisch isoliertes Syndrom; DMT = disease modifying therapy; EDSS = Expanded
Disability Status Scale; MS = Multiple Sklerose; n = Anzahl an Probanden; N/A = nicht

anwendbar; n.s. = nicht signifikant.

Wenn nicht anders beschrieben, gelten die Daten fir den Zeitpunkt der ersten Messung.

Werte sind als Nummern (%) oder Median (Interquartil Bereich). Signifikanz (p < 0.05)

wurde mit dem chi-square Test?, Kruskal-Wallis Test®, oder Mann-Whitney U Test®

bewertet.

Tabelle 3: Demographische und klinische Daten der Probanden/innen und CD62L

Expression.
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3.2 Vergleich der CD62L-Werte zwischen Gesunden und MS
Patienten/innen, sowie der verschiedenen Therapien.

Die Expression von CD62L in der gesunden Kontrollgruppe, CIS Patienten/innen und
Patienten/innen mit MS waren vergleichbar und ergaben keinen signifikanten
Unterschied (Tabelle 3). Verglich man die einzelnen Therapeutika untereinander,
konnte eine signifikante Reduktion der CD62L Expression in Patienten/innen, die mit
Natalizumab (Median 80.2, IQR 72.7-82.5% CD4") und Fingolimod (Median 54.7,
IQR 44.0-63.1 % CDA4") behandelt wurden, im Vergleich zu allen anderen

Therapieformen und Kontrollen festgestellt werden.

Die CD62L Expression in Patienten/innen welche mit Dimethylfumerat behandelt
wurden war signifikant héher (Median 92.3, IQR 89.7-97.7 % CD4*), verglichen mit
anderen DMTs (Interferon beta/Glatirameracetat, n = 120; Median 85.6, IQR 80.6-
88.9 % CD4"), Patienten/innen ohne Therapie (n = 53; Median 85.9, IQR 81.9-90.5
% CDA4%) und Kontrollen (Multivergleichsmodell p < 0.001) (Abbildung 3)
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Abbildung 3: Vergleich der CD62L Expression in den Therapiesubgruppen,
Kontrollen und Patienten/innen ohne Therapie. DMF = Dimethylfumerat; FTY =
Fingolimod; IFN/GA = Interferon beta/Glatirameracetat; NTZ = Natalizumab.
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3.3 Longitudinale Veranderung der CD62L Expression

In 97 Patienten/innen konnte die Entwicklung der CD62L Expression durch
wiederholte Blutentnahmen Uber einen Zeitraum von Median 113, IQR 78-163
Tagen, mit bis zu 7 Proben, beobachtet werden. Die CD62L Werte zeigt keine
signifikante zeitliche Dynamik in allen Patienten/innen und in Patienten/innen die
keine Anderung der DMT vornahmen (Abbildung 4).

Effekte der Therapieform auf die zeitliche Stabilitat der CD62L Expression konnte in
Patienten/innen festgestellt werden, die von einer Therapieform auf eine andere
wechselten (Abbildung 5). In zwei Patienten stieg der CD62L Wert nach
Beendigung einer Langzeittherapie mit Natalizumab (5.9 und 6.8 Jahre) wieder an.
Ein rascher und wesentlicher Abfall der CD62L Werte konnte bei 6 Patienten/innen

nach Therapiestart mit Fingolimod beobachtet werden.
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Abbildung 4: Zeitliche Dynamik der CD62L Expression in Patienten/innen ohne
Therapiewechsel.
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Abbildung 5: Effekte von Natalizumab und Fingolimod auf longitudinale
Veranderung der CD62L Expression. Effekte konnten nach Therapieende mit
Natalizumab (n=2, gepunktete Linien) und bei Therapiestart mit Fingolimod (n=6,
nach keiner oder anderer Therapie), nachgewiesen werden. In einem Patienten
konnte die CD62L Expression nach Therapiewechsel und zweimonatiger
Ubergangsphase von Natalizumab auf Fingolimod gemessen werden.

3.4 Assoziation der CD62L Expression mit demographischen und
klinischen Daten

Es konnten keine demographischen Zusammenhange zwischen Geschlecht oder
Alter und der CD62L Expression gefunden werden. Ebenso ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede in der CD62L Expression unter Berucksichtigung
klinischer Daten wie Alter bei Erkrankungsbeginn, Erkrankungsdauer, Therapiedauer,
EDSS und der jahrlichen Schubrate.
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4. Diskussion

Wie bereits erwahnt konnte in einigen Forschungsarbeiten ein Zusammenhang
zwischen der Entstehung einer PML und einer niedrigen CD62L Expression
festgestellt werden. Diese Studien konnten einen verringerten CD62L Wert in pra-
PML verglichen mit non-PML Patienten/innen zeigen.(4, 127, 129) Schwab et al.,
konnten zeigen, dass das Absinken von CD62L unter einen bestimmten
Schwellenwert das relative Risiko fur die Entstehung einer PML 55-fach erhoht.(127)
Die genauen pathophysiologischen Mechanismen wie niedrige L-Selektin Werte zu

einer PML beitragen sind jedoch noch nicht geklart.

Liebermann et al., konnten diesen Zusammenhang in ihrer Arbeit nicht
reproduzieren. Zusatzlich konnte eine hohe Variabilitat der CD62L Werte in
longitudinalen Messungen und ein Absinken der CD62L Werte unter anderen
Einflussen wie Impfungen, Operationen und bakterielle Infektionen beobachtet
werden.(130) In einer Subkohorte einer Studie von Schwab et al., in der frische
Blutzellen untersucht wurden kein Unterschied in pra-PML Messungen zu Kontrollen

festgestellt werden.(127)

Alle bisher erwahnten Studien nutzten fur die Messung der CD62L Werte
kryokonservierte und anschliel3end wieder aufgetaute PBMCs. Bereits in der ersten
Arbeit zu diesem Thema durch Schwab et al., konnte gezeigt werden, dass dieser
Einfrier- und Auftauzyklus einen Einfluss auf die Expression von CD62L, im Vergleich

zu frischen Blutzellen hat.(4)

Zwei Studien postulieren daher, dass ein erniedrigter L-Selektin Wert nur ein
Indikator flir Immunzellstress und reduzierte zellulare Integritat auf Grund des
Einfrier- und Auftauzyklus ist.(127, 130)

Ebenso scheint die Methodik der Verarbeitung und die Zeitpunkte der Messungen
entscheidenden Einfluss auf die CD62L Werte und ihren pradiktiven Wert zu haben
(127-129)

Das Ziel dieser Arbeit war es, das Verhalten der CD62L Werte in frisch gewonnenem

Blut, ohne vorhergehende Kryokonservation, von MS Patienten/innen unter
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verschiedenen Therapeutika, mittels einfach reproduzierbaren Messungen, zu

untersuchen.

Um eventuelle praanalytische Fehler zu vermieden, wurden alle Proben innerhalb
einer Stunde mittels FACS-Analyse ausgewertet und das benutzte Protokoll kdnnte

leicht in die klinische Praxis implementiert werden.

Wir konnten in unserer Arbeit zeigen, dass das Verhalten der CD62L Werte in frisch
isolierten PBMCs, der der Kryokonservierten aus anderen Arbeiten (4, 127-129)
ahnlich ist. Wir beobachteten eine signifikante Erniedrigung der L-Selektin
Expression in frischen CD3+CD4+ PMBCs bei Patienten/innen, die mit Natalizumab
oder Fingolimod behandelt wurden, verglichen mit anderen Therapieformen, keiner
Therapie und der gesunden Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit
jenen aus den vorher beschriebenen Studien an kryokonservierten PBMCs.(4, 127,
128) Weiters konnten wir eine, bisher in der Literatur nicht beschriebene, Erhdhung

der CD62L Expression unter Therapie mit Dimethylfumerat feststellen.

Die Mechanismen wie DMTs zu Anderungen der L-Selektin Expression fiihren sind
noch nicht verstanden. Die niedrigen Werte bei Patienten/innen unter Fingolimod
Therapie kdnnten sich durch den Wirkmechanismus der Therapie erklaren.
Fingolimod flhrt zu einer Segregation von Lymphozyten in Lymphknoten und hemmt
den Ubertritt ins Blut, was eine Erklarung fiir das Fehlen von CD62LCD4+ T
Lymphozyten im Blut sein kdnnte.(128) Gegen diesen Erklarungsversuch spricht
aber, dass in dieser Arbeit der prozentuelle Anteil und nicht der absolute der CD62L

Expression gemessen wurde.

Vergleicht man die CD62L Werte dieser Arbeit mit den Werten anderer Studien, fallt
eine grof3e Diskrepanz auf. Die L-Selektin Werte aus kryokonservierten Proben
liegen je nach Studie bei der Kontrollgruppe bei 61% (4), 46.75%+-9.80% (128) und
45.85%+-13.59% (127) verglichen mit 84.10% in dieser Studie. Die Expression in
Patienten/innen, welche mit Natalizumab oder Fingolimod therapiert wurden verhalt
sich ahnlich. In kryokonservierten Proben zeigt sich eine weitaus geringere
Expression von CD62L als in frischen PBMCs. Natalizumab: 40.20% (4), 33.68%+-
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12.70% (128), 27.50% und 20.90% (130) zu 80.20%. Fingolimod: 28.76%+-11.42%
(128) zu 54.70%.

Spadaro et al. konnten in einer Subkohorte von Patienten mit Natalizumab, eine

ahnlich hohe Expression von CD62L, in frischen Blutproben, zeigen.(128)

Der Grund fur die Differenz in der Expression von L-Selektin liegt in der Verarbeitung
der Proben. Die Kryokonservierung beeinflusst einerseits die CD62L Expression an
sich negativ (132), andererseits kommt es dadurch zu einer geringeren
Lebensfahigkeit der Lymphozyten, was die Expression der geschadigten
Lymphozyten, aber auch der nicht geschadigten Lymphozyten herabsetzt.(130)
Weitere Grunde fur die differierenden Werte, auch zwischen den Studien mit
kryokonservierten Proben, ist die unterschiedliche praanalytische Verarbeitung der

Proben (127) sowie der Zeitpunkt der Messung und Probengewinnung.(129)

Pignolet et al. konnten im direkten Vergleich zeigen, dass die Lagerdauer nach dem
Auftauen einen Einfluss auf die CD62L Expression hat. Eine direkte Analyse nach
dem Auftauen zeigte einen L-Selektin Wert von 38.7% verglichen mit einem Wert von
21.8% nach einer 18 stundigen Lagerung. Ebenso wurde beobachtet, dass in dieser
Kohorte kein Zusammenhang zwischen der zellularen Integritat und der CD62L

Expression besteht.(129)

Die longitudinale Beobachtung der Werte zeigte keine signifikante zeitliche Dynamik
der CD62L Expression in Patienten/innen ohne Therapie und jenen die ihre
Therapieform nicht anderten. Longitudinale Daten standen von 97 Patienten/innen
mit bis zu 7 Messwerten pro Patient/in zu Verfigung, wahrend einer mittleren Follow-
up Zeit von 9.5 Monaten. Bisher wurde die zeitliche Stabilitat der L-Selektin
Expression in mit Natalizumab therapierten Patienten/innen nachgewiesen.(4)
Spadaro et al. konnten zeigen, dass die CD62L Werte, innerhalb von 3 Messungen
mit je 4 Monaten Abstand, vom Ersten zum zweiten Messerwert signifikant
abnahmen und anschlief3end stabil blieben, wobei bei 3% der longitudinal getesteten
Patienten/innen je ein Wert unterhalb eines empirisch festgelegten Grenzwertes zur
PML Risikoabschatzung lag.(128) Pignolet et al. konnten einen allgemeinen
zeitlichen Trend der CD62L Expression in Abhangigkeit der Anzahl an

Natalizumabinfusionen feststellen. Einer Abnahme des L-Selektin Wertes in den
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ersten beiden Jahren einer Therapie mit Natalizumab, folgte eine stetige
Wiederzunahme der Expression.(129) Liebermann et al. schlussfolgerten in ihrer
Arbeit, dass die CD62L Expression longitudinal gemessen kein stabiler Parameter
ist.(130)

Zusatzlich konnten wir in einer kleinen Subkohorte den hemmenden Einfluss von
Natalizumab und Fingolimod auf die CD62L Expression in CD3+CD4+ PBMCs
zeigen. Die Patienten/innen dieser Subkohorte anderten wahrend des Zeitraums der
longitudinalen Datensammlung ihre Therapieform. Die Messungen nach Absetzen
einer Natalizumabtherapie zeigten eine Erholung und Wiederanstieg der L-Selektin
Expression, wohingegen man nach Therapieeinleitung mit Fingolimod einen
Einbruch der CD62L Werte beobachten konnte. Ein ahnliches Verhalten konnte in
Studien durch Spadaro et al. an kryokonservierten und durch Cobo-Calvo et al. an
CD4+ und CD8+ PBMCs aus frischen Blutproben festgestellt werden.(128, 133)

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass auch in frisch gewonnenen Blutproben
signifikante Veranderungen der CD62L Expression von CD3+CD4+ PBMC unter
verschiedenen MS Therapeutika nachzuweisen sind. Weiter fanden wir eine stabile
zeitliche Dynamik der Expression. Die Messungen wurden ohne fehleranfallige
praanalytische Arbeitsschritte, mit einem leicht zuganglichem Verfahren und einem
Protokoll welches leicht in den klinischen Alltag implementiert werden kdnnte,
durchgefuhrt.

Die klinische Bedeutung der beobachteten Effekte von Natalizumab, Fingolimod und
Dimethylfumerat auf die L-Selektin Expression, wird in dieser Arbeit offen gelassen.
Auf Grund der geringen Inzidenzzahlen der PML konnte in dieser Single-center
Studie kein klinischer Zusammenhang mit PML getestet werden. Allerdings stellen
die Ergebnisse und die vereinfachte Durchfihrung der Messung eine gute Basis fur

weitere Forschung zur Beantwortung dieser Fragestellung dar.

Die Ahnlichkeit der Resultate mit den Ergebnissen aus Studien mit kyrokonservierten
Proben lasst jedoch trotzdem einen Zusammenhang zwischen dem Absinken und
der Entstehung einer PML implizieren. Aus diesem Grund ist es nétig die Expression
von CD62L, in frischen PBMCs und prospektiven longitudinalen Studien mit PML

Patienten/innen weiter zu untersuchen, ob CD62L als Biomarker zu
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Risikoeinschatzung von Therapienebenwirkungen der DMTs in Multipler Sklerose,
aber auch als mdglicher Marker fUr die Therapiewirksamkeit oder Krankheitsaktivitat
geeignet ist. Weiter wird zu testen sein, ob auch noch andere Assoziationen, neben

der PML, mit klinischen Daten in Langzeitverlauf bestehen.
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