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1 Einleitung
11  Chemokinsystem
1.1.1 Liganden und Rezeptoren

Chemokine sind eine Familie kleiner, chemotaktisch wirksamer Zytokine mit
einem Molekulargewicht von in der Regel 8-12 kDa. Beim Menschen sind
mittlerweile Uber 40 Chemokine bekannt. Die meisten Vertreter dieser Familie
enthalten in Nahe des N-Terminus ein konserviertes Aminosauremotiv mit vier
Cysteinresten, die durch zwei Disulfidbricken verbunden sind. Die
systematische Nomenklatur der Chemokine richtet sich nach dem Abstand
zwischen den beiden N-terminalen Cysteinresten und erlaubt eine Einteilung in
vier Gruppen: Liegt eine Aminosaure zwischen den beiden Cysteinresten,
spricht man von CXC-Chemokinen (auch a-Chemokine), sind die beiden
Cysteine unmittelbar benachbart, von CC-Chemokinen (B-Chemokine). Beim
Fehlen des ersten Cysteins verwendet man die Bezeichnung XC-Chemokine (y-
Chemokine). Der bislang einzige bekannte Vertreter mit drei Aminosaureresten
zwischen den beiden Cysteinen wird als CX3C-Chemokin (8-Chemokin)

benannt. Der Gruppenbezeichnung wird eine Nummer angefiigt (s. Tab. 1.1).”

Unterfamilie Systematischer Urspringliche Rezeptoren

Name Bezeichnungen
CXC (a) CXCL10 IP-10 CXCR3
CC (B) CCL2 MCP-1 CCR2
CCL3 MIP-1a, LD78 CCR1,3,5
CCL4 MIP-18, Act-2 CCR1,5
CCL5 RANTES CCR5,3,1

Tabelle 1.1 Humane Chemokine (Auswahl)



Chemokine vermitteln ihre Wirkung auf Zielzellen durch G-Protein-
gekoppelte Oberflachenrezeptoren, die je nach Rezeptor unterschiedlich
selektiv durch verschiedene Immunzell-Subpopulationen exprimiert werden. Die
Rezeptorexpression ist zudem in vielen Fallen einer zeitlichen Regulation, z.B.
im Zellzyklus oder durch externe Stimuli, unterworfen. Die meisten Chemokine
konnen nur an einen Rezeptor binden, einige aber auch an mehrere
verschiedene Rezeptoren. Insgesamt handelt es sich um ein hochkomplexes,
teilweise spezifisches, teilweise redundantes Signaliibertragungssystem.’? Die
systematische Nomenklatur der Rezeptoren richtet sich nach der Gruppe des
Hauptliganden (z.B. CXC, CC), der ein R flr Rezeptor und eine Nummer
angefugt wird (s. Tab. 1.1).

1.1.2 Physiologische Funktionen

Eine Hauptaufgabe der Chemokine liegt in der Steuerung der Leukozyten-
Extravasation z.B. im Rahmen entzundlicher Prozesse: Zunachst wird durch
Selektine auf Endothelseite und korrespondierende Glykoproteinrezeptoren auf
der Immunzell-Oberflache ein erster, relativ lockerer Kontakt zwischen Leukozyt
und Endothel hergestellt (,Tethering), dem ein Rollen (,Rolling“) des
Leukozyten auf dem Endothel folgt.®> Chemokine (z.B. CCL21, CXCL12,
CXCL8, CXXXCL1) aktivieren dann leukozytare Integrine, die eine feste
Adhasion vermitteln (s. Abb. 1.1).2 Auch die Transmigration der Leukozyten
durch das Endothel ist abhangig von Chemokinen, einerseits durch
chemotaktisch wirksame Konzentrationsgradienten (z.B. CXCL8, CCL2)*°
andererseits durch die Induktion erhdhter Aviditat subendothelial gelegener
Integrine (z.B. durch CCL5, CCL3, CCL2).° Durch die Spezifitit der
Rezeptorexpression wird die Zusammensetzung eines Zellinfiltrats bestimmt. a-
Chemokine locken vor allem neutrophile Granulozyten an, wahrend Monozyten,
Lymphozyten, natirliche Killerzellen (NK-Zellen), dendritische Zellen (DCs)
sowie eosinophile und basophile Granulozyten primar auf B-Chemokine

reagieren. Von dieser Grundregel gibt es allerdings zahlreiche Ausnahmen.?
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Abb. 1.1: Regulation der Leukozyten-Extravasation

Eine besondere Bedeutung kommt Chemokinen auch im Anschluss an
die Extravasation bei der Bewegung von Leukozyten im Gewebe zu. So sind
z.B. CXCL13 und sein Rezeptor CXCR5 erforderlich fir die Wanderung von B-
Lymphozyten an ihre Bestimmungsorte.”® Auch die Migration von DCs in

9,10

entzindetes Gewebe bzw. sekundare Lymphorgane, die gezielte

Wanderung von NK-Zellen zur Abwehr von Viren'" und Tumorzellen'®'® sowie
das Anlocken aktivierter T-Lymphozyten durch antigenprasentierende Zellen
(APZ)" sind von Chemokingradienten abhangig.

Versuche mit Chemokin-Knock-out-Mausen haben gezeigt, dass
bestimmte Chemokine fir spezielle immunologische Reaktionen erforderlich
sind: CCL3-defiziente Tiere zeigen keine Entzindungsreaktion auf eine
Coxsackie-Virus-Infektion und eine verlangsamte Viruselimination aus der
Lunge bei Influenza.” Bei CCL2-Knock-out-Mausen verlauft die Thioglykolat-
induzierte Peritonitis abgeschwacht, und die inflammatorische Reaktion auf Eier
von Schistosoma mansoni ist deutlich reduziert.'

Chemokinen wird auf3erdem eine Rolle bei Hamatopoese, Angiogenese,
Ausreifung von dendritischen, B- und T-Zellen, Aktivierung und Regulation von
T-Lymphozyten und NK-Zellen sowie beim Tumorwachstum zugeschrieben.'?
Das HI-Virus bendtigt Chemokinrezeptoren als Ko-Rezeptoren, um die

Lymphozyten zu befallen. 7



1.2  Multiple Sklerose und ihr Tiermodell
1.2.1 Pathogenese der multiplen Sklerose

Die multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzindliche Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), die sich meist im Alter zwischen 20 und 40
Jahren klinisch erstmanifestiert.”® Charakteristisch ist die Entstehung
entziandlicher Lasionen im ZNS, die nicht selten schon friih von einem axonalen
Verlust begleitet sind und ein breites Spektrum neurologischer Symptome
verursachen konnen. Im Anschluss an Entzindungsschibe kommt es zu
Remyelinisierungs-, aber auch zu Sklerosierungsvorgangen. Klinisch entspricht
diesem pathophysiologischen Vorgang in der Regel ein schubféormiger Verlauf
mit kompletter oder partieller Remission der Symptome.18 In spateren
Erkrankungsstadien kommt es haufig zu einer sekundaren chronischen
Progression, in etwa 10% der Falle verlauft die Erkrankung primar chronisch-
progredient. Die Atiologie der Erkrankung ist bisher ungeklart. Ein komplexes,
bisher unvollstandig verstandenes Zusammenspiel genetischer und exogener
Faktoren beeinflusst Erkrankungswahrscheinlichkeit und -verlauf.'®'®

Ein fruher Schritt in der Entstehung entzundlicher ZNS-Lasionen ist das
Eindringen aktivierter, v.a. CD4-positiver autoreaktiver T-Lymphozyten in das
ZNS."” Fir die Aktivierung von T-Lymphozyten ist die Erkennung eines
prozessierten Antigens auf dem HLA Il (Human Leukocyte Antigen Class II)-
Molekul einer APZ durch den T-Zell-Rezeptor erforderlich, zusatzlich ein
kostimulatorisches Signal durch die Interaktion der Oberflachenmolekile
B7/CD28 oder CD40/CD40L. Fehlt dieses kostimulatorische Signal, wird die T-
Zelle anerg.®®

Nach einem gangigen theoretischen Konzept konnen aktivierte T-Zellen
unter anderem zu zwei verschiedenen Arten von T-Helferzellen, Th1- und Th2-
Zellen, ausdifferenzieren.  Th1-Lymphozyten  sezernieren  vorwiegend
proinflammatorische Zytokine, u.a. Interleukin (IL)-2, IL-12, Interferon (IFN)-y
und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a, die eine Makrophagen-Aktivierung
bewirken und damit zur Zerstérung der Myelinscheide und der Axone fuhren
konnen. Th2-Zellen hingegen férdern die Produktion von Antikdrpern,

sezernieren antiinflammatorische Zytokine (z.B. IL-4, IL-5 und IL-10) und

4



hemmen die entziindliche Wirkung der Th1-Lymphozyten.®® Man vermutet
deshalb, dass bei der MS ein Ubergewicht der Th1-Antwort besteht’' — eine
Hypothese, die unter anderem durch das Expressionsmuster von T-Zell-
Oberflachenmolekiilen bei MS-Patienten gestiitzt wird.?*?®> Auf der anderen
Seite mehren sich aber Hinweise, dass dieses Konzept zu einfach ist und z.B.
proinflammatorische Zytokine bei der MS im Verlauf auch eine protektive
Wirkung entfalten kénnen.?*

Wenn aktivierte T-Lymphozyten ein prasentiertes Antigen erkennen und
effektive Kostimulation erfolgt, persistieren sie im ZNS und produzieren
proinflammatorische Zytokine, wie z.B. IL-2 und IFN-y. Dies fiihrt zur Offnung
der Blut-Hirn-Schranke sowie Aktivierung und Rekrutierung weiterer
Immunzellen. Die Blut-Hirn-Schranke wird normalerweise aufrechterhalten
durch spezielle Interzellularkontakte der zerebralen Endothelzellen, die
sogenannten Zonulae occludentes oder Tight junctions. Durch die Stérung der
Blut-Hirn-Schranken-Funktion kbnnen neben Zellen auch weitere entzundliche
Serumkomponenten, wie z.B. zytotoxische Zytokine und Antikdrper, in das ZNS
eindringen. Die Entziindung schadigt zunachst vor allem die Markscheiden und
z.T. auch direkt die Oligodendrozyten. Als Folge der Demyelinisierung kommt
es zur chronischen Axonopathie, die bereits in frischen entziindlichen Lasionen
nachweisbar ist, dann allerdings vorwiegend in der sekundar progredienten
Phase der Erkrankung bedeutsam ist, in der Entziindungsvorgange oft nur noch

eine untergeordnete Rolle spielen.>'"'%?°

1.2.2 Chemokine in der Pathogenese der multiplen Sklerose und im Tiermodell

Die vielfaltigen Funktionen der Chemokine bei immunologischen Vorgangen
legen nahe, dass sie auch eine Rolle bei inflammatorischen Prozessen im
Rahmen der MS-Pathogenese spielen. Mehrere Studien haben
Chemokinkonzentrationen und die Expression der entsprechenden Rezeptoren
in Blut, Liquor und Gehirngewebe von MS-Patienten untersucht. Zahlreiche
Untersuchungen beschaftigten sich mit der Bedeutung von Chemokinen im
Tiermodell der MS, der Experimentellen Autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE). Die Ergebnisse dieser Studien weisen auf eine pathogenetische
Bedeutung besonders von CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4 und CCLS5 hin.
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1.2.2.1 CXCL10

Dieses a-Chemokin mit der urspringlichen Bezeichnung IP-10 (/nterferon-y-
inducible Protein of 10 kDa) hat eine starke chemotaktische Wirkung auf
aktivierte T-Zellen und in geringerem Male auf Monozyten, die CXCR3, den
entsprechenden Rezeptor, exprimieren.?®?’ Es fordert die Adhasion aktivierter
T-Zellen an Endothelzellen, indem es die Affinitat von T-Zell-Integrinen zu den
endothelialen Adhasionsmolekilen steigert. So tragt es wesentlich zur
Steuerung der T-Zell-Extravasation bei.?’?® Dieser Effekt ist u.a. fiir die
Tumorabwehr bedeutsam.?® CXCL10 hat daneben weitere Effekte, wie z.B. die
Hemmung der Angiogenese.>®*? Seine Expression ldsst sich durch IFN-y und
Lipopolysaccharide in verschiedenen Zelltypen induzieren; es wird jedoch in
Milz, Leber, Thymus, Lymphknoten und Niere auch konstitutiv exprimiert.>?

Bei an EAE erkrankten Mausen wird CXCL10 von perivaskularen
Astrozyten exprimiert. Dabei besteht eine positive Korrelation zwischen der

t.' Auch die Tatsache, dass

Expression von CXCL10 und der Krankheitsaktivita
im Tiermodell eine protektive Wirkung neutralisierender Antikdrper gegen
CXCL10 zu beobachten ist, legt eine Bedeutung des Chemokins fur die
Pathogenese der MS nahe.®

CXCL10 wurde in Autopsiegewebe von MS-Patienten, analog zum EAE-
Modell, in perivaskularen Astrozyten nachgewiesen.?* Auffillig ist auRerdem
eine perivaskulare Anhaufung CXCR3-positiver T-Lymphozyten in Gewebe aus
MS-Lasionen. Eine derartige Anhaufung fand sich nie bei Patienten ohne
neurologische Erkrankung und auch nur gelegentlich bei anderen
Entziindungen des ZNS.""° Dagegen ist ein relativ erhdhter Anteil CXCR3-
positiver T-Lymphozyten im Liquor verglichen zum Blut nicht spezifisch fur MS,
was darauf hinweist, dass diese Zellen generell in der Lage sind, die Blut-Hirn-
Schranke zu passieren, jedoch nur unter inflammatorischen Bedingungen im
ZNS verbleiben.?>*® Die Konzentration von CXCL10 im Liquor ist bei MS-

t22,37

Patienten im akuten Schub stark erhoh und korreliert mit der Zellzahl im

Liquor.®®



1.2.2.2 CCL2

CCL2 trug urspringlich den Namen MCP-1 (Monocyte Chemoattractant

Protein-1). Eine chemotaktische Wirkung ubt CCL2 neben Monozyten auch auf

5103842 In vitro wurde zudem eine

t.43

T-Lymphozyten und NK-Zellen aus.
Aktivierung von Monozyten durch CCL2 beobachtet.”™ Dass dieser Effekt in vivo
eine Rolle spielt, liel3 sich tierexperimentell jedoch nicht bestétigen.44 CCL2 regt
auch die Degranulation von basophilen Granulozyten und NK-Zellen an.*?%°
CCL2 wird von Monozyten, Fibroblasten und zahlreichen anderen Zelltypen
induzierbar und teilweise konstitutiv sezerniert und wirkt hauptsachlich Uber den
Rezeptor CCR2.® Dieser Rezeptor wird neben Monozyten schwacher auch von
T-Lymphozyten, NK-Zellen und basophilen Granulozyten exprimiert.'?4
CCL2 beeinflusst die Gewebsinfiltration durch Monozyten und T-Lymphozyten
im Rahmen verschiedener Erkrankungen, bei denen Entzundungsvorgange
eine wichtige Rolle spielen, wie z.B. der Atherosklerose und der rheumatoiden
Arthritis, 385253

Bei der EAE korreliert die Transkription von CCL2 im ZNS durch
Astrozyten mit dem Auftreten und dem Schweregrad von Schiben; sie ist im
akuten Schub stark erhoht. Unklar ist, ob dies nur flir Rezidive, oder auch fur
den akuten Beginn der Erkrankung gilt.>**® Die CCL2-Produktion ist allerdings
an das Vorhandensein eines entzindlichen Infiltrats gebunden, scheint also den
Entziindungsprozess eher zu amplifizieren als zu initiieren.”®> Bei CCL2-
defizienten Mausen verlauft die EAE stark verzogert und abgemildert. CCL2-
defiziente T-Lymphozyten I6sen in Wildtyp-Mausen jedoch eine normal schwere
EAE aus, wahrend umgekehrt auch mit aus Wildtyp-Mausen stammenden T-
Lymphozyten nur eine stark abgeschwachte Form der Erkrankung in den
Knock-out-Mausen verursacht werden kann.*® Ganz ahnliche Beobachtungen
wurden bei CCR2-defizienten Tieren gemacht.”” Ebenso schiitzen anti-CCL2-
Antikérper vor der Erkrankung.®®*°

Bei der MS ist die Bedeutung dieses Chemokins weniger eindeutig:
CCL2 wird von Astrozyten in MS-Lasionen exprimiert.?>®" CCR2 findet man auf
infiltrierenden Lymphozyten sowie Makrophagen und Mikroglia in den Herden.®?
Andererseits ist bei MS-Patienten in aktiven Phasen der Erkrankung die

Konzentration von CCL2 im Liquor signifikant niedriger als bei gesunden
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Kontrollen oder stabilen Patienten.!'"37°96% Maglicherweise tragt CCL2, das zu
den Th2-Chemokinen gezahlt wird,”” dazu bei, ein Th1-Ubergewicht zu
reduzieren.?? Gerade aber auch im Hinblick auf den ambivalenten Einfluss der
Entzindungsvorgange auf den Krankheitsverlauf - z.B. tragen die
Hauptzielzellen von CCL2, die Makrophagen, durch Entfernung von
Myelinuberresten und Sekretion von TNF-a auch zur Remyelinisierung bei —
bleibt die genaue Rolle dieses Chemokins bei der MS noch zu klaren.?*

1.2.2.3 CCL3

CCL3 wird auch MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein 1a) genannt. Es
bindet an die Chemokinrezeptoren CCR1, 3 und 5.%* Es wirkt chemotaktisch
unter anderem auf T-Lymphozyten, Monozyten und NK-Zellen.****®° Dariiber
hinaus kann es z.B. bei T-Lymphozyten die Sekretion von IFN-y férdern und bei
Monozyten die Freisetzung von N-acetyl-B-D-Glucosaminidase.*>*' NK-Zellen
werden durch CCL3 aktiviert, was sich in einer Erhohung der zytosolischen
Kalziumkonzentration und Degranulation duRert.** CCL3 wird nach Stimulation
von zahlreichen Zelltypen sezerniert, u.a. von T- und B-Lymphozyten, NK-
Zellen sowie Astrozyten und Mikroglia.®*’® In Monozyten und Makrophagen
findet man eine geringflgige konstitutive Expression, die jedoch durch
Stimulation z.B. mit Lipopolysaccharid oder IL-1 sowie bei Interaktion mit dem
Endothel deutlich verstérkt, durch IL-10 aber inhibiert wird.”"""® In M&usen ist
CCL3 erforderlich fiir die inflammatorische Antwort auf Virusinfektionen.” Es
hemmt auRerdem die Proliferation hamatopoetischer Vorlauferzellen.”

Im ZNS an EAE erkrankter Tiere ist die CCL3-Konzentration stark erhoht,
es wird von Leukozyten innerhalb der Lasionen exprimiert. Die Gabe von anti-
CCL3-Antikorpern kann die Entwicklung der akuten EAE bei Mausen
verhindern. %4859

CCL3 lasst sich in hoher Konzentration auch in MS-Herden nachweisen,
hier wird es vor allem von Astrozyten und Makrophagen exprimiert.?’ Die
Konzentration von CCL3 im Liquor ist bei MS-Patienten erhoht, insbesondere in
aktiven Phasen der Erkrankung.?*"°
Ein wichtiger Rezeptor fur CCL3 ist CCR5. Man findet ihn in MS-

Lasionen auf Lymphozyten, Makrophagen und Mikroglia.>*° Seine Expression
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auf zirkulierenden T-Lymphozyten ist bei MS-Patienten stark erhdht, vor allem
im akuten Schub. Dies fuhrt mdoglicherweise zu einer verstarkten
chemotaktischen Wirkung von CCL3 und CCL5 (s.u.), die in MS-Lasionen
freigesetzt werden, auf zirkulierende Immunzellen.”® Wie bei CXCR3 findet man
eine Anreicherung CCRS5-positiver Zellen im Liquor verglichen mit dem

peripheren Blut.*®

1.2.2.4 CCL4

Eng verwand mit CCL3 ist CCL4, das auch MIP-13 (Makrophage Inflammatory
Protein 1B) hei3t. CCL4 ist ebenfalls ein Ligand des Rezeptors CCR5 und
vermittelt seine Wirkung ausschlieBlich durch diesen Rezeptor. Es wird u.a. von
aktivierten Monozyten, T- und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen produziert.®®
077 Auch CCL4 wirkt chemotaktisch auf T-Lymphozyten.*®® Es verstarkt
aullerdem die Adhasion von T-Lymphozyten an Vascular Cell Adhesion
Molecule-1 (VCAM-1).78 Auf Monozyten und NK-Zellen wirkt es ahnlich wie
CCL3, auf Monozyten allerdings deutlich schwacher als jenes.***? In MS-
Lasionen wird es vor allem von Makrophagen und Mikroglia exprimiert; zudem

lasst es sich in Mikroglia der umgebenden weiRen Substanz nachweisen.®’

1.2.2.5 CCL5

Ein weiteres Chemokin, das an CCRS5 bindet, ist CCL5. Sein ursprunglicher
Name lautet RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and
Secreted). Es wirkt chemotaktisch auf Monozyten und T-Lymphozyten;**?® aber
auch NK-Zellen, basophile und eosinophile Granulozyten zahlen zu seinen
Zielzellen. Es ist in der Lage, T-Zellen antigenunabhiangig zu aktivieren.”
Zudem spielt es eine Rolle bei der Leukozytenreifung und der Entwicklung von
Lymphgewebe. Es ist auch fur die Kontrolle einer HIV-Infektion bedeutsam, da
es um den Rezeptor CCR5 konkurriert, der dem HIV als Korezeptor dient.2%®'
CCLS wird von Lymphozyten konstitutiv exprimiert und nach Stimulation
zunachst herunterreguliert, bevor nach drei bis vier Tagen eine Induktion
beobachtet werden kann.®® NK-Zellen exprimieren CCL5 ebenfalls konstitutiv,

wahrend man in anderen Zelltypen nur eine induzierbare Expression findet.®®"°



CCL5 wird in MS- und EAE-Herden exprimiert, vorwiegend von
perivaskuldren Astrozyten und T-Lymphozyten.®"®2® Auch die CCL5-
Expression korreliert bei der EAE, wie die von CXCL10 und CCL2, mit dem
Entziindungsgeschehen.'” Seine Konzentration im Liquor von MS-Patienten ist
signifikant erhdht im Vergleich zu gesunden Kontrollen.?**®  Zur

Serumkonzentration bei MS-Patienten gibt es widerspriichliche Ergebnisse.?*"

1.3 Therapie der multiplen Sklerose mit rekombinantem Interferon-
1.3.1 Indikation, Zulassung und Praparate

Rekombinantes Interferon- (IFN-B) war einer der ersten Wirkstoffe, die fur die
prophylaktische Behandlung der schubférmigen MS zugelassen wurden. In
mehreren multizentrischen, plazebokontrollierten, doppelblinden Studien wurde
nachgewiesen, dass es die Frequenz der Krankheitsschiube um ca. 30 Prozent
reduziert, die Krankheitsprogression im Sinne einer bleibenden Behinderung
verzdgert und die kernspintomographische Krankheitsaktivitat als wichtigstem
Surrogatmarker dampft."®%

Zur Zeit sind drei verschiedene Praparate auf dem Markt erhaltlich:
Avonex®, das einmal wdchentlich intramuskular (i.m.) injiziert wird und 30 ug
IFN-B1a als Wirkstoff enthalt; Rebif®, das dreimal wochentlich subkutan (s.c.)
injiziert wird und 22 bzw. 44 pg IFN-B1a enthalt; und Betaferon®, das jeden
zweiten Tag s.c. injiziert wird und 250 pg IFN-B1b enthalt. IFN-B1a wird in
chinesischen Hamsterovar-Zelllinien hergestellt und entspricht durch die
Produktion in eukaryotischen Zellen hinsichtlich Aminosauresequenz und
Glykosilierung dem physiologisch im menschlichen Koérper produzierten IFN-(3.
IFN-B1b, das in Escherichia coli hergestellt wird, unterscheidet sich durch
fehlende Glykosilierung und den Austausch einer Aminosaure. Die biologischen
Effekte sind sehr ahnlich, aber IFN-B1b bendtigt eine hohere Dosierung. In
Deutschland sind Betaferon® und Rebif® zugelassen zur Behandlung der MS
mit Schdben, das heil3t nicht nur fur rein schubformige Verlaufe, sondern auch
fur chronisch-progrediente Verlaufe mit Uberlagerten Schiben, wahrend
Avonex® bislang nur fiir rein schubférmige Verlaufe zugelassen ist. Bei rein

chronisch-progredienten Krankheitsverlaufen wurde bisher fir kein IFN-B-
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Praparat die Wirksamkeit Uberzeugend belegt. Entsprechend besteht fur diese
Verlaufsform keine Zulassung.

Die Therapie der MS mit rekombinantem IFN-B kann verschiedene
unerwunschte Effekte mit sich bringen:

Eine sehr haufige Nebenwirkung der Therapie sind grippeahnliche
Symptome wie Kopfschmerzen, Myalgien und allgemeines Krankheitsgeflnhl,
die vor allem zu Beginn der Behandlung auftreten. Bei einigen Patienten kommt
es vorubergehend zu einer Verschlechterung vorbestehender neurologischer
Symptome, vorwiegend im Rahmen der grippeahnlichen Beschwerden — dies
gilt insbesondere flr eine Spastik. Die Verschlechterung ist jedoch meist nur an
die Injektionszeitpunkte gebunden. Eine Haufung von Schuben nach Beginn der
Therapie wurde nicht beobachtet.®

Es kann zu Entzindungen an der s.c. Injektionsstelle kommen, die sehr
selten zu einer aseptischen Nekrose flhren koénnen. Sie werden bei
intramuskularer Injektion praktisch nicht beobachtet. Laborchemische
Veranderungen wie Lymphopenie, Neutropenie, Leukopenie und Erhéhung der
Lebertransaminasen sind oft zu beobachten, jedoch in der Regel milde und —
bei starkerer Auspragung — nach Absetzen der Therapie meist reversibel. Auch
Storungen der Menstruation treten gehauft auf.

Depressive Symptome und Suizid sind bei MS-Patienten deutlich
haufiger als in der Allgemeinbevdlkerung. Die Vermutung, dass Interferon-f3
eine weitere Zunahme der Depressivitat verursache, hat sich jedoch in
verschiedenen Studien nicht bestatigt.?® Unklar ist, wie sich die Therapie in
Schwangerschaft und Stillzeit auswirkt. Es gibt keine Hinweise auf eine
teratogene Wirkung des Interferons, aber eine erhdhte Abortrate kann wegen
der antiproliferativen Wirkung nicht ausgeschlossen werden, weshalb

Schwangeren und Stillenden von der Therapie abgeraten wird.?"®

Andere unerwiinschte Wirkungen wurden nur selten beobachtet.'®®

1.3.2 Physiologische Funktionen von Interferon-f3

IFN-B gehort zu den Typ I-Interferonen. Physiologischerweise wird es, als Tell

der Reaktion auf eine Virusinfektion, vor allem von Fibroblasten, aber auch von
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den meisten anderen Zelltypen sezerniert. Es I0st eine Reihe antiviraler
Abwehrmechanismen aus. Seine Wirkung wird Uber einen heterodimeren

t.8% Die auf

Rezeptor vermittelt, den es mit den anderen Typ-I-Interferonen teil
die Bindung folgende intrazellulare Signalkaskade fuhrt zur Expression
verschiedener Genprodukte mit immunmodulatorischer, antiviraler und
antiproliferativer Wirkung.®® IFN-8 hemmt - abhidngig vom Zelltyp auf
verschiedene Weisen — die Zellproliferation. Es kann aul3erdem sowohl pro- als
auch anti-apoptotische Wirkung entfalten. Wie alle Interferone ist es in der
Lage, die HLA I-Expression zu induzieren und damit die Immunantwort durch
CDs-positive T-Zellen zu verstarken. Ein weiterer Effekt ist die Aktivierung
naturlicher Killerzellen mit der Folge einer Proliferation und einer vermehrten
Perforin-Produktion.®

Die Aktivierung der Genexpression auf transkriptioneller Ebene durch
IFN-B beginnt mit der Assoziation der beiden Untereinheiten des Rezeptors,
IFNAR1 und IFNAR2 (Interferon-alpha-Rezeptor, Untereinheit 1 und 2), der die
Phosphorylierung und Aktivierung zweier an die Rezeptoruntereinheiten
gekoppelter Janus-Kinasen, JAK1 und TYK2, folgt.>®> Auch die Erk
(Extrazellulare  Signal-regulierte  Kinase)- und die p38-MAP-Kinase-
Signalkaskade konnen durch Typ I-Interferone aktiviert werden.®"%? TYK2
phosphoryliert nach seiner Aktivierung einen Tyrosinrest von [|FNAR1.
Daraufhin kommt es zur Phosphorylierung von sogenannten STATs (Signal
Transducers and Activators of Transcription). Typ I-Interferone aktivieren vor
allem STAT1 und STAT2, aber auch STAT3. Aktiviertes STAT1 und STAT2
bilden Heterodimere, die nuklear transloziert werden. In Assoziation mit einem
weiteren Faktor, p48/IRF-9 (Interferon Regulatory Factor-9), formen sie ISGF3
(IFN-Stimulated Gene Factor 3), einen Transkriptionsfaktoren-Komplex, der an
ISRE (IFN-Stimulated Response Element)-Promotorelemente bindet. Ebenfalls
durch IFN-B induzierbare STAT1-Homodimere kénnen ebenso wie STAT1/2-
Heterodimere an GAS (y-Activated Site)-Promotorelemente binden und diese
aktivieren. Dartber hinaus kdnnen andere IFN-B-stimulierbare
Transkriptionsfaktoren, v.a. Mitglieder der IRF-Familie, z.T. an die genannten
Promotor-Elemente binden, teilweise mit aktivierender, teilweise mit

hemmender Wirkung.**%
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Neben dieser transkriptionellen Aktivierung greifen Typ I-Interferone auf
dem Insulin-Rezeptor-Substrat-Weg aber auch auf translationaler Ebene in die

Expression IFN-B-regulierter Gene ein.%
1.3.3 Wirkmechanismen von rekombinantem Interferon-f3 bei MS

Eine direkte Wirkung von rekombinantem IFN-B im Hirnparenchym wird nicht
angenommen, und es gibt bisher keinen eindeutigen Beleg fiir einen Ubertritt
der Substanz ins ZNS.?"?* Allerdings kann es auf vielfaltige Weise Immunzellen
vor ihrem Ubertritt ins Hirnparenchym modulieren. So hemmt z.B. IFN-B die T-
Zell-Aktivierung und -Expansion. Es verhindert die Hochregulierung von HLA II-
Molekulen durch IFN-y und die Expression und Interaktion kostimulatorischer
Molekule wie B7/CD28 und CD40/CD40L, die fur die T-Zell-Aktivierung
erforderlich sind.***" Auf der anderen Seite bewirkt es auch vermehrte
Apoptose der T-Zellen, indem es die Expression antiapoptotischer Molekulle
hemmt.®® AuBerdem stimuliert es in vitro die Aktivitdt unspezifischer
Suppressorzellen, die bei MS-Patienten mdglicherweise reduziert ist.*

Einige Untersuchungen deuten darauf hin, dass bei MS-Patienten die
Balance der Immunantwort gestort ist zugunsten der T1-Helferzellen, die
inflammatorische Zytokine sezernieren und dadurch Makrophagen aktivieren.
IFN-B induziert in vitro und in vivo die Sekretion von IL-10, welches die zellulare
Immunantwort hemmt.''%"  Gleichzeitig werden IFN-y und IL-12
herunterreguliert;?""°"'% auch die IL-1B- sowie die TNF-a-Produktion in
mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (Peripheral Blood Mononuclear
Cells, PBMC) werden gehemmt.'™ Zudem reduziert es einige der
proinflammatorischen Effekte von IFN-y, mdglicherweise, indem es zum Teil um
die gleichen Signaltransduktionswege kompetitiert.?>'%'% Auf diese Weise
konnte IFN-B die Th2-Antwort starken, wobei es hierzu widerspruchliche
Befunde gibt: Beispielsweise wurde eine vorlbergehende Zunahme IFN-y-
sezernierender Zellen zu Beginn einer IFN-B-Behandlung gefunden.'®®

IFN-B fuhrt zur raschen Schliel3ung einer gedffneten Blut-Hirn-Schranke,
was sich unter anderem aus der Abnahme Gadolinium-anreichernder Lasionen
im kraniellen Kernspintomogramm ableiten 14sst.®*"'"° Fir den Effekt auf die

Blut-Hirn-Schranke sind wahrscheinlich mehrere Mechanismen verantwortlich:
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Die Interaktion zwischen aktivierten T-Zellen und Endothel kdnnte gestort
werden, indem membranstandiges VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule) zu
|6slichem VCAM (sVCAM) prozessiert wird und dann um die Bindungsstellen
der T-Lymphozyten konkurriert, so dass diese nicht mehr an das Endothel
adharieren kénnen. Dabei hat IFN-B allein in vitro keinen Effekt auf die
Freisetzung von l6slichem VCAM. Es verstarkt aber die durch TNF-a vermehrte
Freisetzung von sVCAM aus zerebralen Endothelzellen, die vermutlich einen
physiologischen Mechanismus zur Beendigung der Entzindungsreaktion
darstellt."" Zudem hemmt IFN-B die Produktion von Matrixmetalloproteinase
(MMP)-9 durch aktivierte T-Zellen und vermindert so moglicherweise deren
Migration in das Hirnparenchym.'?'"3

Auch durch eine Beeinflussung des Chemokinsystems konnte IFN-3
einen therapeutischen Effekt entfalten, wobei bisher in erster Linie davon
ausgegangen wurde, dass IFN-B die Chemokinexpression in MS-Patienten

hemmt.?’

1.3.4 Einfluss von Interferon-B auf die Chemokinexpression

Verschiedene Studien haben sich mit der Frage beschaftigt, ob und wie IFN-
die Chemokinexpression beeinflusst. PBMC von MS-Patienten im akuten Schub
produzieren weniger CCL2 als in stabilen Phasen der Erkrankung.'"
Interessanterweise wurde aber auch beschrieben, dass PBMC IFN-(3-
behandelter Patienten auf Stimulation mit aktivierten T-Lymphozyten hin zu
einem geringeren Prozentsatz CCL2 und CXCL8 exprimierten als PBMC
unbehandelter Patienten und gesunder Kontrollen."”™ Bisher konnte eine
Veranderung der CCL2- und CXCL10-Konzentration durch die Behandlung mit
IFN-B weder im Serum noch im Liquor von MS-Patienten nachgewiesen
werden.®” Auch der Serumspiegel von CCL3 unterscheidet sich langfristig nicht
von dem unbehandelter Patienten.”’® Allerdings wurde beschrieben, dass
PBMC mit IFN-B behandelter Patienten ex vivo so viel CCL3 wie PBMC
gesunder Kontrollen produzieren, wahrend die Expression bei unbehandelten
MS-Patienten geringer ist.""®

In vitro-Behandlung von Zellen mit IFN-B flhrt je nach Zelltyp zu

unterschiedlichen Ergebnissen: In Mikroglia wurde eine Induktion von CCL2,
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CCL3, CCL4 und CCL5 gezeigt, in PBMC eine Induktion von CCL2, CCL3 und
CCL4.55"7 Bej Monozyten hingegen wurde nur eine vermehrte CCL2-Synthese
beobachtet; erst differenzierte Makrophagen reagierten auch mit einer
Hochregulierung von CCL3 und CCL4.""® In Osteosarkomzellen lieR sich durch
parallele IFN-B- und IL-1B-Stimulation eine synergistische Induktion von CCL2
und IL-6 beobachten."™ Tebo et al. wiesen eine Induktion von CXCL10 in
Makrophagen durch IFN-B nach.'® Im Gegensatz dazu beobachteten
Comabella et al. bei PBMC gesunder Kontrollen eine Suppression der CCL2-
und CXCL10-Expression durch IFN-B.""® In primaren humanen dermalen
mikrovaskularen Endothelzellen und primaren humanen Keratinozyten fand sich
eine Induktion der CXCL10-Expression durch IFN-B, wahrend sich auf die
Expression von CCL2, CCL5 und CXCL8 kein Einfluss zeigte.'
Widerspruchlich sind die Befunde fur CCL5: larlori et al. wiesen in MS-Patienten
eine reduzierte Expression in vitro und in vivo durch Behandlung mit IFN-8
nach,”® und auch andere Arbeitsgruppen berichteten eine reduzierte
Serumkonzentration und in vitro eine Suppression der CCL5-Produktion in
peripheren adhérenten Blutmonozyten von MS-Patienten.”'?? In virologischem
Kontext wurde hingegen eine Induktion der CCL5-Produktion in Mikroglia durch
IFN-B in einem ahnlichen Ausmal® wie durch IL-1 und TNF-a gezeigt;, auch
CCL3 und CCL4 wurden vermehrt gebildet.'®® Transduktion von Makrophagen
mit dem IFN-B-Gen flhrte zu einer vermehrten Synthese von CCL3, CCL4 und
CCL5."

Fir den Chemokinrezeptor CCR5 wurde eine Reduktion der
Transkription und Oberflachenexpression in Makrophagen durch Behandlung
mit IFN-B gezeigt.'** Auch Zang et al. berichteten eine Hemmung der
Transkription in T-Lymphozyten in vitro sowie eine verminderte Expression auf
den T-Lymphozyten von MS-Patienten, die mit IFN-B behandelt wurden. CCL3
und CCL5 hatten demzufolge eine geringere chemotaktische Wirkung auf diese
Zellen.' Wandinger et al. hingegen beobachteten eine Induktion von CCR5 in

vitro und ex vivo,'®

wahrend die Arbeitsgruppe um Sgrensen nach drei
Monaten einer IFN-B-Behandlung keine Veranderung der CCR5-Expression auf
PBMC nachweisen konnte.'”® Demgegeniiber wurde die CXCR3-Expression
auf T-Lymphozyten und die CCR2-Expression auf Monozyten im Vergleich zu

gesunden Kontrollen signifikant reduziert.?®
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2 Fragestellung

Rekombinantes Interferon-f wird derzeit als Basistherapie der ersten Wahl bei
multipler Sklerose mit Schiben angesehen, die in mehreren grof’en, gut
kontrollierten Studien zu einer Reduktion der Haufigkeit und Schwere von
Exazerbationen, einer Verzogerung der Krankheitsprogression und einer
Reduktion der kernspintomographischen  Krankheitsaktivitat ~ fiihrte."*’
Zahlreiche mogliche Wirkmechanismen werden diskutiert, unter anderem wurde
eine Suppression der Expression bestimmter Pathogenese-relevanter
chemotaktisch wirksamer Zytokine, der Chemokine, postuliert. Andererseits
deuten zahlreiche in vitro-Untersuchungen darauf hin, dass Interferon-B die
Chemokinexpression in Immunzellen des Blutes stimulieren kann. Eine
Modulation systemischer Chemokinspiegel unter Therapie mit Interferon-f3
konnte bislang nicht demonstriert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die kurzfristigen Effekte einer seit mindestens
drei Monaten durchgefihrten Behandlung mit rekombinantem IFN-B auf die
systemischen Spiegel der Chemokine CCL2 und CXCL10 in MS-Patienten zu
untersuchen. Da mehrere Chemokine als starke endogene Pyrogene
beschrieben sind, sollte zudem untersucht werden, ob eine Modulation
systemischer =~ Chemokinspiegel mit  dem Auftreten grippeartiger
Nebenwirkungen korreliert. Hierzu wurden jeweils zu den Zeitpunkten der
Blutentnahmen von den Studienteilnehmern Fragebdgen hinsichtlich subjektiver
grippeartiger Nebenwirkungen ausgefullt, aullerdem wurde die
Korperkerntemperatur gemessen. Diese Ergebnisse wurden mit den
gemessenen Chemokinspiegeln korreliert. Als Kontrollgruppen wurden
Gesunde, MS-Patienten ohne Behandlung und MS-Patienten, die mit

Glatirameracetat behandelt werden, untersucht.
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3 Studienprotokoll und Teilnehmer
3.1 Studienteilnehmer

In die Studie eingeschlossen wurden insgesamt 62 Patienten mit schubférmiger

MS entsprechend den Kriterien nach McDonald et al.'?®

sowie 15 gesunde
Kontrollpersonen (siehe Tabelle 3.1). Die MS-Patienten befinden sich in
regelmaldiger Betreuung der neuroimmunologischen Spezialsprechstunde der
Neurologischen Universitatsklinik Wirzburg. Das Studienprotokoll wurde der
Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der Julius-Maximilians-
Universitat Warzburg vorgelegt und fur unbedenklich befunden. Alle Teilnehmer
gaben vor der Studienteilnahme nach ausfuhrlicher schriftlicher und muindlicher
Aufklarung Uber Inhalte und Ziele der Studie ihr schriftliches Einverstandnis
(siehe Anhang 1).

Die MS-Patienten waren entweder mit einem I|FN-B-Praparat, mit
Glatirameracetat (Copaxone®) oder nicht immunmodulatorisch vorbehandelt.
Die Behandlung mit IFN-B erfolgte mit Avonex® (IFN-B1a) einmal wochentlich
i.m., Betaferon® (IFN-B1b) alle zwei Tage s.c. oder Rebif® (IFN-B1a) 22 bzw. 44
Mg dreimal wochentlich s.c. Eine mindestens dreimonatige Behandlungsdauer
vor Studienbeginne war Einschlusskriterium fur die IFN-Gruppe.

Fir alle Studienteilnehmer galten folgende Ausschlusskriterien:

- Behandlung mit Glukokortikoiden innerhalb von 30 Tagen vor der Studien-
teilnahme

- Behandlung mit nichtsteroidalen Antipyretika innerhalb von 48 Stunden vor
der Studienteilnahme

- Verdacht auf einen Erkrankungsschub 30 Tage vor, wahrend oder 30 Tage
nach der Studienteilnahme

- Behandlung mit immunmodulatorischen (aul3er den in der jeweiligen Gruppe
vorgesehenen) oder immunsuppressiven Substanzen (IFN-B, Glatiramer-
acetat, Mitoxantron, Cyclophosphamid) innerhalb von 60 Tagen vor der
Studienteilnahme

- klinische Zeichen einer Infektion innerhalb von 48 Stunden vor Studienteil-

nahme
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- Antibiotika-Therapie innerhalb von 7 Tagen vor oder wahrend der Studien-
teilnahme

- mehr als 10000 Leukozyten/ul oder C-reaktives Protein (CRP) > 2,0 mg/dI
zum Zeitpunkt der ersten Blutentnahme

- klinische Zeichen einer Allergie 7 Tage vor oder wahrend der Studienteil-
nahme

- andere chronische Autoimmunerkrankung als MS

- andere chronisch-entzindliche Erkrankungen

- periphere arterielle Verschlusskrankheit

- koronare Herzkrankheit

- Nieren- oder Lebererkrankung

- Diabetes mellitus

- neoplastische Erkrankung

- Schwangerschaft

Mit diesen Kriterien sollten die wichtigsten Faktoren ausgeschlossen
werden, von denen man weill oder vermutet, dass sie systemische

129

Chemokinspiegel beeinflussen kdnnten. Sowohl fur Glukokortikoide “* als auch

fiir nichtsteroidale Antipyretika'*®'?!

ist gezeigt worden, dass sie in die
Regulation der Chemokinexpression eingreifen konnen. Maligne Tumoren
konnen durch Sekretion inhibitorischer und stimulatorischer Signale die
Chemokinexpression in vielfaltiger Weise beeinflussen, z.B. reduzieren
Karzinome der Haut die CXCL10-Synthese durch Ausschittung von
Prostaglandin E,."™®" Auf die Veranderung der Chemokinspiegel wihrend eines
Erkrankungsschubes wurde bereits in der Einleitung ausfiihrlich eingegangen.®
Dass die Expression von Chemokinen durch infektiose oder entzindliche
Erkrankungen beeinflusst werden kann, ist evident. Ebenso muss eine mogliche
Beeinflussung durch Funktionsstorungen der Ausscheidungsorgane Niere und
Leber angenommen werden.

Wahrend der Studienteilnahme wurden drei Patienten aufgrund erhdhter
Leukozytenzahl oder CRP-Konzentration ausgeschlossen. Im Anschluss an die
Blutentnahmen, aber vor  Auswertung bzw. Entblindung der
Chemonkinkonzentrationen wurden alle Patienten erneut angerufen. Daraufhin

schieden zehn Patienten aus der Studie aus: Drei Patienten hatten innerhalb
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von 30 Tagen nach der Studienteilnahme einen Krankheitsschub gehabt, und
sieben erfullten andere Ausschlusskriterien, wie z.B. einen nach erneuter
sorgfaltiger Prufung als sekundar chronisch progredient einzustufenden
Krankheitsverlauf. Eine nachtragliche Analyse ergab, dass hierdurch die
Studie

Charakterisierung der einzelnen Gruppen zeigt Tab. 3.1.

Hauptergebnisse der nicht beeinflusst wurden. Die genaue

Gruppe Durchschnitts- Anteil durchschnittl. durchschnittl. durchschnittl.
alter [Jahre] Frauen Erkrankungs- EDSS Behandlungsdauer
dauer [Jahre] [Monate]
gesunde 40 73% NA NA NA
Kontrollen (14,0; 19-59) (11/15)
(n=15)
unbehandelte 41,6 75% 11,4 2,0 NA
MS-Patienten o3 98.60)  (12/16) (6.,9: 2-25) (0,9: 1,0-3,5)
(n=16)
MS 41,0 44% 10,6 2,3 11,9
Glatirameracetat (11,7; 22-55) (4/9) (7,3; 1-23) (1,2;1,0-4,5) (4,9; 5-22)
(n=9)
MS IFN-B gesamt 36,5 62% 7,7 21 26,4
(n=37) (9,6; 20-57) (23/37) (6,3; 1-23) (1,3; 0-5,0) (19,2; 4-71)
MS Avonex® 37,2 80% 9,4 24 34,9
(n=10) (9,4; 26-55) (8/10)  (6,5; 2-21) (1,7; 0-5,0) (21,7; 12-71)
MS Betaferon® 38,7 57% 8,4 21 37,1
(n=7) (11,9; 21-57 (4/7) (5,1; 3-18) (0,8; 1,5-4,0) (20,4; 4-67)
MS Rebif 22° 33,6 50% 5,6 1,8 14,7
(n=14) (9,1; 20-51) (7114)  (5,7;1-22) (1,3; 0-5,0) (10,0; 4-31)
MS Rebif 44° 39,3 67% 5,6 2,3 27,2
(n=6) (5,5; 31-48) (4/6) (7,1; 2-23) (0,3; 2,0-2,5) (13,5;4-34)

Tab. 3.1: Gruppenzusammensetzung
(in Klammern Standardabweichung und Spannweite)
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3.2 Probengewinnung

Den Studienteilnehmern wurde zu drei Zeitpunkten Blut enthommen: Die erste
Blutentnahme erfolgte um 13.30 Uhr, direkt anschlieRend wurde gegebenenfalls
das jeweilige Medikament injiziert. Die Injektion fand dabei, abgesehen von der
Uhrzeit, immer gemal’ dem normalen Rhythmus der Patienten statt. Sechs und
24 Stunden nach der Injektion wurde erneut Blut abgenommen. Die Zeitpunkte
der Blutentnahmen wurden so gewahlt, dass der Aufwand fur die
Studienteilnehmer bei gleichzeitig hoher Aussagekraft mdglichst gering
gehalten wurde.

Bei jeder Blutentnahme wurden zwei 7,5 m-EDTA-Monovetten vollstandig
mit Blut gefullt, um eine einheitliche Verdinnung zu gewahrleisten. Diese
wurden anschliel3end bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 3850 x
g und Raumtemperatur funf Minuten lang zentrifugiert. Das Plasma wurde
sodann in Portionen von 200-250 ul aufgeteilt und innerhalb von 30 min. nach
der Blutentnahme in flussigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Bestimmung
der Chemokinkonzentrationen wurden die Proben bei —80 °C gelagert. Zum
Ausschluss einer akuten Infektion wurden bei der ersten Blutentnahme
aullerdem C-reaktives Protein und Blutbild aus separaten Serum- bzw. EDTA-

Monovetten bestimmt.

3.3 Erfassung grippeartiger Nebenwirkungen

Alle Studienteilnehmer stuften unmittelbar nach jeder Blutentnahme auf einem
selbstentwickelten Fragebogen das Auftreten von Muskelschmerzen,
Kopfschmerzen, Mudigkeit, Antriebslosigkeit, Frieren/Schuttelfrost, Schwitzen,
Verschlechterung neurologischer Symptome im Vergleich zum Zeitpunkt der
ersten Blutentnahme T, und Einschrankung der Alltagsaktivitaten im Vergleich
zu To mit Werten auf einer Skala von 0 (gar nicht) bis 5 (sehr stark) ein (s.
Anhang 2). Als objektiver Surrogatmarker grippeartiger Nebenwirkungen wurde
aulderdem unmittelbar vor jeder Blutentnahme mit einem digitalen Thermometer

die Korpertemperatur der Studienteilnehmer rektal gemessen.

20



3.4 Bestimmung der Zytokinkonzentrationen im Plasma

Die Plasmakonzentrationen von CXCL10, CCL2 und IL-6 wurden mit
kommerziell erhaltlichen ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)-Sets
der Firma R&D-Systems (Minneapolis, MN, USA) entsprechend den Protokollen
des Herstellers bestimmt. Beim ELISA werden Napfe mit monoklonalen
Antikorpern gegen die gesuchte Substanz fest beschichtet. AnschlieRend
werden die zu untersuchenden Proben in die Napfe gegeben, so dass das
Antigen an die Antikérper gebunden werden kann. Nach dem Entfernen der
anderen Probenbestandteile wird das Antigen mit einem zweiten monoklonalen
Antikorper markiert, der sich gegen ein anderes Epitop richtet. An diesen
Sekundarantikorper ist ein Enzym gekoppelt, das einen Farbstoff aktiviert. Der
Farbstoff absorbiert Licht einer bestimmten Wellenlange und lasst sich so
nachweisen. Uber eine Standardreihe kann die Konzentration des Stoffes
quantifiziert werden (s. Abb. 3.1). Die durch die verwendeten ELISAs minimale
nachweisbare Konzentration der Zytokine lag bei 1,67 pg/ml fur CXCL10, 5,0
pg/ml fur CCL2 und 0,70 pg/ml fr IL-6.

Y erster Antikorper

¢ gesuchtes Antigen

? zweiter Antikorper, mit Enzym gekoppelt

%w? ,?fsyjy

Abb. 3.1: Prinzip eines ELISA
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Beispielhaftes Versuchsprotokoll fur IL-6:

1.

N o o ke

10.
11.

12.

Es wird eine Platte mit 96 Napfen, bedeckt mit einem murinen
monoklonalen Antikdrper gegen IL-6, verwendet.

Vorbereitung der Reagenzien und einer Standardreihe mit rekombi-
nantem humanem IL-6 in Konzentrationen von 300 pg/mL, 100
pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL und 3,12
pg/mL.

Vorlage von 100 pL Assay-LOosungsmittel (RD1A) in jeden Napf.
Zugabe von 100 uL Probe bzw. Standardlésung.

2 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur.

Viermaliges Waschen der Napfe mit je 400 yL Waschpuffer.

Zugabe von 200 uL IL-6-Konjugat (polyklonale Antikdrper gegen IL-6,
konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase) in jeden Napf.

Erneut viermaliges Waschen.

Zugabe von 200 pL Substratlosung (Wasserstoffperoxid und
Tetramethylbenzidin) in jeden Napf.

20 Minuten Inkubation unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur.
Zugabe von 50 uL Stopplésung (2N Schwefelsaure), welche die
weitere Umsetzung des Substrats verhindert.

Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 540 nm.

Alle Proben eines Patienten wurden auf einer Platte jeweils doppelt

vermessen. Auf allen Platten wurden zur Kontrolle der Interassayvarianz jeweils

Aliquots derselben Proben mitvermessen, einer hoch und einer niedrig konzen-

trierten. Die Inter- und Intraassayvarianzen sind den Tabellen 3.2 bis 3.5 zu

entnehmen.

Die Proben fur die CXCL10-Bestimmung wurden funffach verdinnt. Bei

Patienten,

bei denen eine Probe aulerhalb des Messbereiches lag, wurden alle

Proben des betreffenden Patienten nochmals unverdinnt bzw. mit einer

Verdinnung von 1:25 vermessen. Die CCL-2- und IL-6-Konzentrationen wurden

aus unverdinnten Proben bestimmt.

22



CCL2 CXCL10 IL-6

1. ELISA [%] - 11.376 10.274
2. ELISA [%] 3.392 11.157 7.159
3. ELISA [%] 4.608 8.035 12.132
4. ELISA [%] 4.857 6.375 6.225
5. ELISA [%] 4.356 10.107 10.548
6. ELISA [%] 5.176 12.682 15.809
7. ELISA [%] 6.817 7.58 32.293
8. ELISA [%] 5.378 3.514

Mittelwert [%] 4.632 8.668 11.685
Gesamtdurchschnitt 8.054

[%]

Tab. 3.2 Intraassayvarianzen (Durchschnitt der Variationskoeffizienten)
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Probe ,21/1"

Probe ,32/2A"

Probe ,32/1A"

1. ELISA [pg/mL] 81,3 456,9 34,5
2. ELISA [pg/mL] 486,6 80,6
3. ELISA [pg/mL] 70,7 431,6
4. ELISA [pg/mL] 71,0 472,7
5. ELISA [pg/mL] 67,2 488,6
6. ELISA [pg/mL] 76,9 426,2
7. ELISA [pg/mL] 83,2 456,1
8. ELISA [pg/mL] 80,1 478,0
Mittelwert [pg/mL] 75,8 462,1 57,6
[Sr;tglr:gf]rdabweichung 57 22.2 23.0
Variationskoeffizient [%] 1,5 4,8 40,0

Tab. 3.3 Interassayvarianz CCL2

(Probenbenennung: Patientenkennziffer/ Entnahmezeitpunkt und Aliquot)
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Probe Probe Probe Probe “2/1”
“20/2A7 “24/3A" “16/2”
1. ELISA [pg/mL] 437,4 60,5 590,1 31,4
2. ELISA [pg/mL] 683,9 69,1
3. ELISA [pg/mL] 458,3 83,6
4. ELISA [pg/mL] 484,0 96,6
5. ELISA [pg/mL] 475,5 106,0
6. ELISA [pg/mL] 485,7 100,6
7. ELISA [pg/mL] 482,3 101,7
8. ELISA [pg/mL] 525,4 131,6
Mittelwert [pg/mL] 478,4 97,2 637,0 50,3
Standardabweichung 25,1 201 46,9 18,8
[Pg/mL]
Variationskoeffizient 5,2 20,7 7,4 37,5

[%]

Tab. 3.4: Interassayvarianz CXCL10
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Probe Probe

“83/1A” “84/2A"
1. ELISA [pg/mL] 1,57 12,92
2. ELISA [pg/mL] 2,28 14,35
3. ELISA [pg/mL] 1,97 14,73
4. ELISA [pg/mL] 2,01 13,49
5. ELISA [pg/mL] 1,68 14,12
6. ELISA [pg/mL] 1,48 13,53
7. ELISA [pg/mL] 1,87 14,26
Mittelwert [pg/mL] 1,84 13,90
Standardabweichung 0,26 0,60
[pg/mL]
Variationskoeffizient [%] 14,11 4,34

Tab. 3.5:

Interassayvarianz IL-6
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3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe von SPSS 11.0 (Chicago, IL, USA).
Die Daten sind in den Diagrammen dargestellt als Einzelwerte in einer
Punktwolke und als arithmetisches Mittel + Standardabweichung. Die relative
Chemokininduktion wurde berechnet durch eine Quotientenbildung aus
Chemokinkonzentration zum Zeitpunkt der zweiten bzw. dritten Blutentnahme
und Ausgangswert. Bei den subjektiven Angaben zu grippeahnlichen
Nebenwirkungen wurde fir jeden Zeitpunkt das arithmetische Mittel aller
Angaben eines Patienten gebildet und mit den Mittelwerten der anderen
Zeitpunkte durch Subtraktion verglichen.

Fur den Vergleich aller Gruppen untereinander wurde der Kruskal-Wallis-
H-Test herangezogen, der nicht-parametrisch ist und keine Normalverteilung
der Daten voraussetzt. Zum Vergleich zwischen zwei Gruppen diente der
ebenfalls nicht-parametrische, zweiseitige, ungepaarte Mann-Whitney-U-Test.
Die Korrelation zwischen den Variablen wurde durch eine zweiseitige
Spearman-Analyse bestimmt, die Range vergleicht und flr Ordinalskalen

geeignet ist. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

4 Ergebnisse

41 CXCL10-Induktion durch rekombinantes Interferon-f

Die Plasmakonzentration von CXCL10 wurde bei den Patienten der IFN-(3-
Gruppe direkt vor sowie 6 und 24 Stunden nach der Applikation von IFN-8
bestimmt. Zum Vergleich dienten die Plasmakonzentrationen von CXCL10 bei
mit Glatirameracetat bzw. nicht immunmodulatorisch behandelten MS-Patienten
und gesunden Kontrollpersonen, die zur gleichen Tageszeit gemessen wurden.
Die Ausgangskonzentrationen unterschieden sich nicht signifikant zwischen den
Gruppen. Nach 6 Stunden war in der IFN-B-Gruppe ein Anstieg auf das im arith-
metischen  Mittel 8,6-fache (Spannweite 0,7-42,5; p<0,0001) der

Ausgangskonzentration von CXCL10 zu beobachten, wahrend sich die
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Konzentration bei den Kontrollgruppen nicht statistisch signifikant anderte. Nach
24 Stunden hatte die CXCL10-Konzentration in der IFN-Gruppe wieder nahezu
das Ausgangsniveau erreicht (s. Abb. 4.1 und 4.2).

In der Gruppe der mit Avonex® behandelten Patienten (n=10) war der
Anstieg der CXCL10-Konzentration (20,2 [6,8—42,5]-facher Anstieg) signifikant
(p=0,001) gréRer als in den mit Betaferon® (n=7) bzw. Rebif® (22 pg: n=14, 44
Mg: n=6) behandelten Gruppen (4,3 [0,7-16,8]-fach). Zudem war in der
Avonex®-Gruppe im Gegensatz zu den anderen Gruppen bei allen Patienten
eine Chemokininduktion zu beobachten. Zwischen den Betaferon®- und Rebif®-
Behandelten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Chemokininduktion. (s. Abb. 4.3 und 4.4)

4.2 CCL2-Induktion durch rekombinantes Interferon-3

Der Vergleich der CCL2-Plasmakonzentration erfolgte analog zu CXCL10. Auch
hier war in der IFN-Gruppe ein signifikanter Anstieg der Plasmakonzentration
auf das 2,2-fache (Spannweite 1,1-8,1; p<0,0001) des Ausgangswertes zu
beobachten, wahrend sich die Konzentration in den Kontrollgruppen nicht
anderte (s. Abb. 4.5 und 4. 6).

Ebenso wie in Bezug auf CXCL10 reagierte die Avonex®Gruppe (3,5
[1,9-8,1]-facher Anstieg) signifikant (p=0,001) stérker als die Betaferon®- und
Rebif®-Patienten (1.7 [1.1-5.4]-facher Anstieg), die sich beziglich der CCL2-

Induktion nicht voneinander unterschieden.
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4.3 IL-6-Induktion durch rekombinantes Interferon-
Entsprechend  friiheren  Ergebnissen  anderer  Arbeitsgruppen’®?'%
beobachteten wir einen signifikanten Anstieg der IL-6-Plasmakonzentration 6
Stunden nach Applikation von IFN-B (2,9 [0,9-21,6]-facher Anstieg; p<0,001). In
den Kontrollgruppen zeigte sich kein Anstieg der IL-6-Konzentration, mit
Ausnahme einer gesunden Kontrollperson, die jedoch keinen Anstieg der
Chemokinkonzentrationen oder der Koérpertemperatur und keine subjektiven
grippeahnlichen Symptome hatte. Hierbei handelt es sich um einen Ausreil3er.
Nach 24 Stunden hatte der IL-6-Spiegel bei fast allen IFN-behandelten
Patienten wieder das Ausgangsniveau erreicht (s. Abb. 4.9 und 4.10).

Ebenso wie bei den Chemokinen war die Induktion von IL-6 in der
Avonex®-Gruppe (5,3 [1,2—21,6]-facher Anstieg) starker als bei den anderen

IFN-B-behandelten Patienten (Rebif® 44: 2,3 [1,7-3,0]-facher Anstieg; p=0,001).
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4.4 Grippeahnliche Nebenwirkungen und Korpertemperatur

Subjektive grippeahnliche Symptome und Korpertemperatur als objektiver
Surrogatmarker wurden parallel zu den Blutentnahmen erhoben (s. 3.3).
Verschiedene Symptome wurden hierbei von den Studienteilnehmern mit einem
Zahlenwert von 0 (Uberhaupt nicht) bis 5 (sehr stark) eingestuft. Aus diesen
Angaben wurde fur jeden Zeitpunkt ein arithmetischer Mittelwert gebildet. Ein
Vergleich der unterschiedlichen Zeitpunkte erfolgte durch Subtraktion des
Wertes nach sechs bzw. 24 Stunden vom Ausgangswert.

Nur in der IFN-B-Gruppe fand sich nach sechs Stunden eine Zunahme
subjektiver grippeahnlicher Symptome (Differenz 0,61 [-0,56-3,06]; p=0,001, s.
Abb. 4.11 und 4.12). In den Kontrollgruppen war keine statistisch signifikante
Zunahme zu beobachten. Innerhalb der IFN-Gruppe war der Effekt am
starksten in der Avonex®-Gruppe ausgepragt (Differenz 1,32 [-0,56—1,78]).

Die Korpertemperatur war nach sechs Stunden sowohl bei den mit IFN-3
(Differenz 0,32 [-0,2—-1,3]°C) als auch den mit Glatirameracetat (Differenz 0,25
[0,0-0,5]°C) behandelten Patienten im Vergleich zum Ausgangswert erhoht.
Dieser Unterschied war im Vergleich zur Gruppe der unbehandelten MS-
Patienten in der IFN-B-Gruppe statistisch signifikant (p=0,005), nicht jedoch in
der Glatirameracetat-Gruppe (p=0,055). Nach 24 Stunden hatte die
Korpertemperatur in beiden Gruppen wieder das Ausgangsniveau erreicht. In
der unbehandelten und der gesunden Kontrollgruppe war kein signifikanter

Anstieg der Korpertemperatur zu beobachten (s. Abb. 4.13 und 4.14).
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4.5 Korrelation zwischen grippeahnlichen Symptomen und Zytokin-

Konzentrationen

Eine zweiseitige Spearman-Analyse zeigte eine deutliche Korrelation zwischen
subjektiven Grippesymptomen und IL-6- und CXCL10-Konzentrationen. Auch
zwischen der CCL2-Konzentration und den grippeahnlichen Symptomen fand
sich ein, wenn auch schwacherer, Zusammenhang. Die Zytokin-
Konzentrationen korrelierten auf’erdem untereinander. Es zeigte sich keine
statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Anstieg der Kérpertemperatur

und der Zunahme subjektiver grippeahnlicher Symptome (s. Tab. 4.1).

grippeartige  Korper- IL-6 CXCL10 CCL2

Symptome  temperatur Te/Ty Te/To Te/To
grippeartige | 0,314 0,505** 0,558** 0,382*
Symptome 0,066 0,001 <0,0005 0,020
Korper- 0,314 . 0,203 0,181 0,112
temperatur | 0,066 0,243 0,299 0,521
IL-6 0,505** 0,203 . 0,510** 0,649**
Te/To 0,001 0,243 0,001 <0,0005
CXCL10 0,558** 0,181 0,510** . 0,676**
Te/To <0,0005 0,299 0,001 <0,0005
CCL2 0,382 0,112 0,649** 0,676** .
Te/To 0,020 0,521 <0,0005 <0,0005
oberer Wert: Korrelationskoeffizient ** p<0,01
unterer Wert: P-Wert * p<0,05

Tab. 4.1: Spearman-Korrelationskoeffizienten
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5 Diskussion

Rekombinantes IFN-B wird erfolgreich zur Behandlung der MS mit Schiben
eingesetzt; die Wirkmechanismen sind jedoch noch unvollstandig verstanden.
In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass Injektionen von rekombinantem
IFN-B in klinisch stabilen MS-Patienten unter fortlaufender Behandlung einen
frihen transienten systemischen Anstieg einiger in der Pathogenese der
Erkrankung relevanter Chemokine induzieren. Sechs Stunden nach Injektion
des Medikaments fand sich ein stark erhdohter CXCL10- und ein weniger
deutlich angestiegener CCL2-Plasmaspiegel. 24 Stunden nach der Injektion
hatten die Chemokinspiegel wieder nahezu das Ausgangsniveau erreicht. Dies
erklart auch, warum eine andere Studie, in der die Konzentrationen von
CXCL10 und CCL2 72 Stunden nach Injektion von IFN-B gemessen wurden,
keine Veranderung der Chemokinspiegel beobachtete.’” Da alle Patienten in
der IFN-Gruppe vor Studienteilnahme seit mindestens drei Monaten mit IFN-[3
behandelt worden waren, ist davon auszugehen, dass die transiente Chemokin-
Induktion unter einer langerfristigen Behandlung mit IFN-3 persistiert.

Der Anstieg der Chemokinkonzentrationen war bei Patienten, die einmal
wochentlich IFN-B1a i.m. injizieren, starker ausgepragt als bei Patienten, die mit
IFN-B1a dreimal wochentlich s.c. bzw. mit IFN-B1b jeden zweiten Tag s.c.
behandelt werden. Der beobachtete Unterschied ist vermutlich nicht auf eine
vom Applikationsort (Muskel versus Haut) abhangige unterschiedliche
Resorption von IFN-B mit unterschiedlichen Serum-Kinetiken und Spitzen-
Serumspiegeln zurlckzufuhren, da pharmakokinetische Untersuchungen eine
ahnliche Kinetik der IFN-B-Serumkonzentrationen nach i.m. und s.c. Injektion
fanden.”™* Sollte ein relevanter Teil der systemisch freigesetzten Chemokine
aus der Nahe des Applikationsortes stammen, ware eher zu erwarten, dass
nach s.c. Injektion mehr Chemokine freigesetzt werden als nach i.m. Injektion,
da von der Haut als standig mit der AuRenwelt in Kontakt stehendem Gewebe
eine starkere Immunreaktion zu erwarten ist als vom Muskel. Das Gegenteil lief3
sich beobachten. Die wahrscheinlichste Erklarung fur niedrigere systemische
Chemokinspiegel nach s.c. Injektion liegt in der hiermit verbundenen hoheren

Applikationsfrequenz im Sinne eines Tachyphylaxie-ahnlichen Effekts, der im
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Vergleich zur selteneren i.m. Applikation zu einer geringeren Ausschuttung von
Chemokinen nach jeder einzelnen Injektion fuhrt.

Die Beeinflussung systemischer Spiegel von in der MS-Pathogenese
relevanten Chemokinen durch IFN-B wirft die Frage auf, ob dies bedeutsam fur
den therapeutischen Effekt von IFN-B ist, ein hinsichtlich der Wirkung
irrelevantes Epiphanomen darstellt, oder sogar den therapeutischen Effekt
partiell antagonisiert. Noch vor wenigen Jahren wurde Uberwiegend davon
ausgegangen, dass IFN-B den Verlauf der MS durch direkte
antiinflammatorische Effekte glnstig beeinflusst, entweder durch eine
Dampfung von Immunzellen oder durch eine Modulation von Molekilen der
Blut-Hirn-Schranke, die fur die Transmigration von Immunzellen erforderlich
sind.?' In letzter Zeit wich diese Einschatzung einem komplexeren Bild.
Wandinger et al. fanden in einer Mikroarray-Studie nicht nur die Induktion von
CXCL10-mRNA durch IFN-B, sondern auch eine vermehrte Genexpression der
B-Kette des IL-12-Rezeptors und des Chemokinrezeptors CCR5."® [L-12 wird
zu den Th1-Markern gezahlt und ist mit der Krankheitsaktivitat der MS
assoziiert.”>"¥® Auch CCR5, der Rezeptor fir CCL3, CCL4 und CCL5, wird
vorrangig auf aktivierten Th1-Zellen exprimiert. Im Kontext von Therapiestudien
mit neueren antiinflammatorischen Substanzen wird zunehmend deutlich, dass
Entzindungsvorgange bei der MS einer engen Regulation unterworfen sind und
sich unter Umstanden auch gunstig auf den Erkrankungsverlauf auswirken
kénnen.?*

Nimmt man an, dass IFN-B seinen therapeutischen Effekt teilweise durch
den transienten Anstieg systemischer Chemokinspiegel erzielt, waren folgende
Wirkmechanismen vorstellbar:

1. Reduktion lokaler Chemokinkonzentrationsgradienten in MS-Lé&sionen
durch systemische Chemokinspiegel-Anstiege: Fur die Wirkung von
Chemokinen sind lokale Konzentrationsgradienten von entscheidender
Bedeutung. Es wurde postuliert, dass diese Konzentrationsgradienten durch
eine lokale Reduktion der Chemokin-Sekretion im ZNS bzw. an der Blut-Hirn-
Schranke durch IFN-B vermindert werden kénnten.'™ Den vorliegenden
Beobachtungen zu Folge konnte aber auch der temporare Anstieg von

systemischen Chemokinspiegeln dazu beitragen, relative lokale Konzentrations-
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gradienten in MS-Lasionen zu reduzieren und damit die Wirkung von in MS-
Lasionen freigesetzten Chemokinen abschwachen.

2. Herabregulation von Chemokinrezeptoren auf Blut-Immunzellen durch
systemisch freigesetzte Chemokine: Durch den repetitiven Anstieg der
Chemokinkonzentrationen im Blut koénnte die Reaktivitdt der Rezeptor-
tragenden Zielzellen auf Chemokine abnehmen. Hierfur kommen zwei
verschiedene Mechanismen in Betracht:

Die Bindung eines Chemokins fuhrt zur kurzfristigen Desensitivierung
des Rezeptors, an den es gebunden hat (homologe Desensitivierung), und
unter Umstanden auch anderer Rezeptoren (heterologe Desensitivierung).
Diesem Vorgang liegt eine Phosphorylierung des Rezeptors mit anschliel3ender
Bindung sogenannter Arrestine zugrunde, die eine funktionelle Blockierung des
Rezeptors zur Folge hat. Der Rezeptor wird dann endozytiert und
dephosphoryliert, um anschlieRend wieder zur Verfliigung zu stehen.'®

Bei andauernder Stimulation der Zelle durch ein Chemokin wird der
Rezeptor langerfristig herunterreguliert. Dies geschieht zum einen durch
Endozytose und proteolytischen Abbau des Rezeptors, zum anderen durch
verminderte Expression auf transkriptioneller Ebene. Die verminderte Dichte
von Rezeptoren auf der Zelloberflache fuhrt zu einer langer anhaltenden

reduzierten  Ansprechbarkeit auf die Liganden.’®'

Entsprechende
Beobachtungen wurden z.B. fir den CCL5-Rezeptor CCR3 und den CXCL10-
Rezeptor CXCR3 gemacht. Die intrazellularen Signalwege, die fur die
Rezeptor-Internalisierung verantwortlich sind, sind offensichtlich teilweise
unabhangig von denen, die die chemotaktische Wirkung vermitteln.''142
Befunde aus Tierexperimenten stitzen die beiden vorgestellten
Hypothesen: In transgenen Mausen, die konstitutiv CCL2 in mehreren Organen
exprimierten, wurde trotz hoher Chemokinkonzentrationen kein monozytares
Infiltrat in diesen Organen gefunden. Die Tiere waren vielmehr sogar
empfindlicher gegenuber intrazellularen Krankheitserregern wie Listeria
monocytogenes und Mycobacterium tuberculosis. Dieser Effekt wurde auf eine
Desensitivierung der  Monozyten und eine  Neutralisierung  von
Chemokingradienten zuruckgefuhrt, da auch die CCL2-Konzentration im Blut
bei diesen Tieren stark erhoht war.'*® Transgene Mause, deren Pankreas-

Inselzellen konstitutiv. CCL2 exprimierten, entwickelten eine persistente
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monozytare Insulitis; diese blieb jedoch aus, wenn zusatzlich in anderen
Organen CCL2 produziert wurde.**

In Bezug auf die MS passt zur Hypothese der Rezeptor-Desensitivierung
und -Herunterregulation, dass verschiedene Studien eine reduzierte Expression
von CXCR3 (dem Rezeptor fir CXCL10) und CCRS5 (dem Rezeptor fuir CCL3,
CCL4 und CCL5) auf der Zelloberflache von PBMC mit IFN-B behandelter MS-
Patienten beobachteten.>®'22126.1%4 Aych in vitro-Behandlung von Makrophagen
mit IFN-B filhrte zu einer Reduktion der CCR5-Expression.'®* Bei einer anderen
Studie, die keine Reduktion der CCR5- und CXCR3-Expression auf
zirkulierenden T-Zellen fand, war das Blut erst 48 Stunden nach der Injektion
von IFN-B1a entnommen worden.'*® Den hier vorliegenden Ergebnissen zu
Folge ist zu diesem Zeitpunkt die CXCL10- und CCL2-Konzentration bereits seit
24 Stunden wieder normal, wahrend Sauty und Kollegen eine Normalisierung
der CXCR3-Dichte auf T-Zellen schon drei Stunden nach Entfernung des
Liganden beobachteten.? Die Autoren einer weiteren Studie, bei der keine
Veranderung der Chemokin-Rezeptorexpression durch Behandlung mit IFN-3
beobachtet wurde, gaben den Zeitabstand zwischen IFN-B-Injektion und
Blutentnahme nicht an.’® Insofern kann die Frequenz der IFN-B-Injektion
durchaus Auswirkungen auf dieses Phanomen haben.

Eine wichtige Frage in der Behandlung der MS mit IFN-B ist, warum
bestimmte Patienten nicht von dem Medikament profitieren, wahrend bei
anderen die Therapie zu einer langfristigen Stabilisierung fuhrt. Es wirde einen
entscheidenden Fortschritt bedeuten, primare Therapieversager moglichst noch
vor Beginn einer langerfristigen Behandlung identifizieren zu kdnnen, um sie
dann frihzeitig mit einem anderen Basistherapeutikum zu behandeln. Bisher
stehen keine etablierten Biomarker zur Verfigung, die eine solche Prognose
sicher ermoglichen, auch wenn viel versprechende Ansatze bereits gemacht
wurden."'*® Wenn der Anstieg der Chemokinkonzentrationen, der ebenfalls
nicht bei allen Patienten auftritt, fir den klinischen Effekt von IFN-B eine
entscheidende Bedeutung hat, lie3e sich hierdurch prognostizieren, welche
Patienten von der Therapie profitieren werden.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt lasst sich noch nicht sagen, ob die
Chemokininduktion tatsachlich bedeutsam fir die therapeutische Wirkung von

IFN-B ist. Dass ein derartiger Zusammenhang zumindest moglich ist, zeigt eine
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Studie, die nachwies, dass bei der Behandlung von chronischer Virushepatitis
mit IFN-a oder IFN-B eine signifikante positive Korrelation zwischen der
Induktion von CCL20 durch die Medikamente und dem therapeutischen Erfolg

besteht.'°

Es wurde bereits friher demonstriert, dass bei MS-Patienten die
Serumspiegel des endogenen Pyrogens IL-6 nach Injektion von IFN-3
ansteigen und mit dem Auftreten grippeartiger Nebenwirkungen positiv

132,133,151,152

korrelieren. Einige Chemokine sind ebenso wie IL-6 starke

endogene Pyrogene.'*'°

In der untersuchten Patientengruppe war zu
beobachten, dass die Zunahme grippeartiger Symptome nach der Injektion von
IFN-B ebenso stark mit dem Konzentrationsanstieg von CXCL10 korreliert wie
mit dem von IL-6. Moglicherweise tragt also auch der voribergehende
Chemokinanstieg zu dieser haufigen unerwiinschten Wirkung von IFN-3 bei,
zumal in vitro eine Induktion von IL-6 durch CCL2 gezeigt wurde.'®

Im Gegensatz zu den subjektiven grippeartigen Symptomen, die die
Patienten auf Fragebdgen angaben, zeigte der Anstieg der
Korperkerntemperatur als objektivierbarer Surrogatmarker grippeartiger
Nebenwirkungen keine Abhangigkeit von den gemessenen Zytokinspiegeln,
weder von IL-6 noch von CXCL10. Auch fand sich keine statistisch signifikante
Korrelation ~ zwischen Temperatur  und subjektiven grippeartigen
Nebenwirkungen. Madoglicherweise wurden solche Zusammenhange durch
weitere Einflussfaktoren Uberdeckt, welche die Korpertemperatur nachhaltig
beeinflussen kdnnen, z.B. kdrperliche Aktivitat.

Bisher wurde Uberwiegend angenommen, dass rekombinantes IFN-
seine therapeutische Wirkung vor allem durch direkte antiinflammatorische
Effekte erzielt. Die hier dargestellten Ergebnisse lassen es jedoch mdglich
erscheinen, dass auch die zeitlich und raumlich restringierte Freisetzung
proinfammatorischer =~ Chemokine zu einem in Bezug auf das
Krankheitsgeschehen im ZNS antiinflammatorischen Effekt beitragen kdnnte,
indem das Entzindungsgeschehen vom ZNS ,abgelenkt® wird und die
Reaktivitat von Immunzellen im Blut reduziert wird. In einer Folgestudie, die
Effekte von IFN-B an der Einstichstelle untersucht, konnte gezeigt werden, dass

es zur CXCL10- und CCL2-vermittelten Infiltration von T-Zellen und Monozyten
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in die Haut bei s.c. Injektion kommt."®" Die systemische Freisetzung pyrogener
Chemokine konnte gleichzeitig zur Entstehung grippeartiger Nebenwirkungen
beitragen. Der Nachweis eines Zusammenhangs zwischen

Chemokinausschuttung und der klinischen Wirkung erfordert weitere

Untersuchungen.
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6 Zusammenfassung

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzindliche Erkrankung des
Zentralen Nervensystems mit deutlich ausgepragten Autoimmunphanomenen.
Das derzeit meistverwendete Therapeutikum zur Sekundarprophylaxe von
Krankheitsschiben ist rekombinantes Interferon-B (IFN-B). Wirk- und
Nebenwirkungsmechanismen des Medikaments werden bisher nur partiell
verstanden. In der Pathogenese der MS spielt eine Familie chemotaktisch
wirksamer Zytokine, der Chemokine, eine entscheidende Rolle. Ziel dieser
Studie war zu untersuchen, ob IFN-B die systemischen Konzentrationen der
Pathogenese-relevanten Chemokine CXCL10, CCL2 und aulerdem des
endogenen Pyrogens IL-6 verandert, und ob diese Veranderungen mit dem
Auftreten grippeartiger Nebenwirkungen korrelieren.

Zu diesem Zweck wurden bei 37 Patienten mit schubformiger MS zu drei
Zeitpunkten — vor sowie 6 und 24 Stunden nach der Applikation von IFN-3 — die
genannten Botenstoffe im Blut bestimmt. Parallel wurden subjektiv empfundene
grippeartige Nebenwirkungen mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens
abgefragt, und die Korperkerntemperatur wurde gemessen. Als Kontrollen
dienten gesunde Probanden, derzeit nicht immunmodulatorisch behandelte MS-
Patienten und MS-Patienten unter Therapie mit Glatirameracetat.

Nur bei den mit IFN-B behandelten Patienten zeigte sich nach 6 Stunden
ein signifikanter transienter Anstieg der Konzentrationen von CXCL10, CCL2.
Der Anstieg der Chemokinkonzentrationen korrelierte mit einem transienten IL-
6-Anstieg und dem Auftreten grippeartiger Nebenwirkungen.

Chemokine, unter denen sich zahlreiche starke endogene Pyrogene
befinden, kénnten somit flir die haufig zu beobachtenden grippeartigen
Nebenwirkungen mit verantwortlich sein. Die Ergebnisse werfen die
weiterfuhrende Frage auf, ob die beobachtete Chemokininduktion auch relevant
fr den therapeutischen Effekt von IFN- ist. Ob Chemokine sich erfolgreich als
Biomarker zur Pradiktion des Therapieerfolgs einsetzen lassen, wird derzeit in

einem weiterfihrenden Projekt untersucht.
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8 Anhange

Anhang 1: Schriftlicher Aufklarungsbogen

Bayerische Julius-Maximilians-Universitat

Neurologische Klinik und Poliklinik der Universitit
Josef-Schneider-Str. 11+ 97080 Wiirzburg
Direktor: Prof. Dr. Klaus Toyka

WURZBURG
NEUROLOGIE

Information fiuir die teilnehmenden MS-Patienten

und Einverstandniserklarung

Untersuchung systemischer Wirkungen von Interferon beta

und Glatirameracetat bei Patienten mit multipler Sklerose

Sehr geehrte Studienteilnehmerin,
sehr geehrter Studienteilnehmer!

Interferon beta ist das erste Medikament, flr das ein eindeutiger positiver Effekt auf
den Krankheitsverlauf der multiplen Sklerose (MS) in mehreren grofen Studien
nachgewiesen werden konnte. Der Hauptwirkmechanismus dieses Medikaments ist bis
heute unbekannt. Ein ndheres Verstandnis des Prinzips, das bei einer Behandlung mit
Interferon beta fir die Dampfung der Krankheitsaktivitat verantwortlich ist, kann uns zu
einem tieferen Krankheitsverstandnis fihren. Hieraus kdnnen sich Erkenntnisse fir




eine neue, noch wirksamere Therapie ergeben. Darauf sind all unsere Anstrengungen
ausgerichtet, und wir wiirden uns sehr freuen, wenn Sie uns darin unterstitzen.

Aufgrund verschiedener bereits durchgefiihrter Untersuchungen wissen wir, dal} bei
der Entstehung entziindlicher Herde im Gehirn bei multipler Sklerose die Ausschittung
einer bestimmten Gruppe von Botenstoffen, der sogenannten Chemokine, eine ganz
entscheidende Rolle spielt. Wir wissen auRerdem, daf’ Interferon beta die Produktion
dieser Botenstoffe erheblich beeinflussen kann. Ziel unserer Studie ist es, die
Auswirkungen von Interferon beta auf die Blutspiegel dieser Botenstoffe zu
untersuchen. Wir hoffen und sind zuversichtlich, daf® sich hieraus neue Erkenntnisse
ergeben, die uns zu einem tieferen Verstandnis von Wirkungen und Nebenwirkungen
fuhren. Nach Abschlul® der Studie werden wir Sie in allgemeinverstandlicher Form utber
die Ergebnisse informieren.

Geplanter Ablauf

Sieben Tage vor lhrer Studienteilnahme sollten Sie, wenn méglich, auf die Einnahme
von Schmerzmitteln und fiebersenkenden Medikamenten verzichten, da diese die
Spiegel der zu messenden Botenstoffe beeinflussen kénnten. Am Tag vor der
Studienteilnahme sollten Sie sich kein Medikament injizieren. Ein entsprechender
Termin, der ein Verbleiben in lhrem gewohnten Rhythmus garantiert, wird mit lhnen
vereinbart. Am ersten Tag der Studie treffen wir uns dann um 13 Uhr an der Pforte der
Neurologischen Klinik. Nach einer Klarung evil. noch offener Fragen folgt eine
Blutentnahme (25 ml; ein Teil der Probe dient dem Ausschlul einer akuten Infektion,
die die Botenstoffspiegel beeinflussen kénnte). AnschlieRend injizieren Sie sich Ihr
gewohntes Medikament (bitte mitbringen). Durch ein eventuelles Vorziehen der
Injektion um einige Stunden im Vergleich zu Ihrer gewohnten Injektionszeit ist kein
nachteiliger Effekt auf die Wirkung des Medikaments zu beflirchten. 6 Stunden nach
der Injektion (ca. 19.30 Uhr) wird dann eine zweite Blutprobe (15 ml) entnommen. Am
nachsten Tag erfolgt 24 Stunden nach der Injektion gegen 13.30 Uhr eine weitere
Blutentnahme (15 ml). Vor den Blutentnahmen erfolgt jeweils eine rektale
Temperaturmessung. Diese garantiert eine hodhere Genauigkeit als eine
Temperaturmessung unter der Zunge oder der Achsel. Aufderdem bitten wir Sie, evtl.
auftretende grippeartige Nebenwirkungen sorgfaltig auf dem zusammen mit dieser
Patientenaufklarung ausgehandigten Bogen jeweils zu den Zeitpunkten der
Blutentnahmen zu notieren. Die Ergebnisse der Temperaturmessungen und lhre
Angaben sollen spater mit den gemessenen Blutspiegeln der Botenstoffe verglichen

werden.



Verschiedene Medikamente, die im Falle grippeartiger Nebenwirkungen haufig zur
Anwendung kommen (z.B. Paracetamol, Aspirin, Ibuprofen, Voltaren u.a.), kdbnnen die
untersuchten Botenstoffe z.T. erheblich beeinflussen. Achtung: Sollte aufgrund von

Nebenwirkungen eine Einnahme von Medikamenten, auch in der Woche vor der

Studienteilnahme, nétig sein, informieren Sie uns bitte dariber! Dies mufite in der

Auswertung der Ergebnisse berlicksichtigt werden; Ihnen wiirden daraus aber keinerlei
Nachteile entstehen. Sollte in der Woche vor der Studienteilnahme eine Einnahme
eines der oben erwahnten Praparate notwendig sein, kontaktieren Sie uns bitte (Dr.
Buttmann, Tel. 0931 / 201 2 47 19, anfunken lassen). Wir wiirden dann einen neuen
Termin fur die Studienteilnahme mit lhnen vereinbaren.

Datenschutz

Alle im Rahmen dieser Studie anfallenden Daten werden selbstverstandlich nur in
anonymisierter Form, d. h. ohne Name und Adresse des Patienten und ohne Angaben,
die eine Identifikation des teilnehmenden Patienten ermdbglichen kdnnten, in der
Neurologischen Klinik von den Studienarzten wissenschaftlich ausgewertet und in
einem medizinischen Fachblatt verdffentlicht. Die Belange der arztlichen
Schweigepflicht und des Datenschutzes werden voll gewahrt.

Riicktrittsrecht

Ihre Entscheidung zur Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Falls Sie nicht an dieser
Studie teilnehmen mochten, werden Ihnen keine Nachteile entstehen. Sie sollten die
Einverstandniserklarung nur unterzeichnen, wenn Sie ausreichend Gelegenheit hatten,
Fragen zu stellen und diese zufriedenstellend und klar beantwortet wurden. Sie haben
jederzeit das Recht, auch nach Studienbeginn ohne Angabe von Griinden Ihr
Einverstandnis zur Teilnahme zu widerrufen, ohne dal Ihnen hierdurch fir lhre weitere
medizinische Betreuung irgendwelche Nachteile entstehen. Aufgrund des
vernachlassigbaren Risikos venoser Blutentnahmen wurde keine
Probandenversicherung abgeschlossen.

Fahrtkosten

Fir Ihre An- und Abreisen an den beiden Studientagen kénnen wir Ihnen die Kosten
einer Bahnfahrt zweiter Klasse oder bei An- und Abreise mit dem Auto eine
Kilometerpauschale erstatten. Bitte teilen Sie uns hierzu am zweiten Studientag die
Kosten lhrer Bahnfahrkarten oder die Anzahl der gefahrenen Kilometer mit.



Untersuchung systemischer Wirkungen von Interferon beta

und Glatirameracetat bei Patienten mit multipler Sklerose

Einverstiandniserklarung

Ich habe die vorliegende Patienteninformation aufmerksam gelesen und verstanden.
Meine Fragen wurden zufriedenstellend beantwortet. Weitere Fragen hierzu habe ich
nicht. Durch meine Unterschrift erklare ich mein Einverstandnis zur Teilnahme an
dieser Studie. Mit der oben bezeichneten Speicherung und Nutzung meiner

personlichen Daten in anonymisierter Form bin ich einverstanden.

Ort, Datum Unterschrift der Patientin/des Patienten




Anhang 2: Fragebogen zur Erhebung subjektiver Grippe-Symptome

Nebenwirkungs-Fragebogen zur Studie
»oystemische Wirkungen von Interferon beta“

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:
. NEUROLOGIE
Pat.-Nr.: KLINISCHE
N EUROBIOLOGIE

Bitte bewerten Sie die einzelnen Symptome zu den angegebenen
Zeitpunkten mit Zahlen von 0 bis 5. Die Zahlen bedeuten:

0 = uberhaupt nicht
= sehr schwach

= schwach

mittel direkt vor | 6 Stunden | 24 Stunden

= stark Injektion nach Inj. nach Inj.

a A WO N =
]|

= sehr stark

Muskel-/Gliederschmerzen

Kopfschmerzen

Korperliche Abgeschlagenheit/
Schwache/korperliches Unwohlsein

Lustlosigkeit/Antriebslosigkeit

Frieren/Schiittelfrost

Schwitzen

Ubelkeit

Zunahme neurologischer Symptome
(z.B. Schwache, Spastik, Gefiihls- 0 (Vergleich: (Vergleich:
storung, Sehstorung, Blasenstorung) vor Injektion) vor Injektion)

Einschrankung der Alltagsaktivitaten

durch Interferon-Nebenwirkungen 0 (Vergleich: (Vergleich:
vor Injektion) vor Injektion)
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