Aus dem Institut fur Anatomie und Zellbiologie
der Universitat Wirzburg

Vorstand: Professor Dr. med. Stileyman Ergiin

Durchflusszytometrische Analyse CEACAM1-
exprimierender Immunzellen bei Patienten mit Multipler

Sklerose

Inauguraldissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg
vorgelegt von
Sandra Lauer-Schmaltz

aus Schweinfurt

Wirzburg, Dezember 2021



Referentin: Prof. Dr. med. Stefanie Kirten

Korreferent: Prof. Dr. med. Claudia Sommer

Dekan: Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prifung: 24.05.2022

Die Promovendin ist Arztin.



Meinen GrolReltern,
meinen Eltern,

meinen Geschwistern und

Daniel.



Inhaltsverzeichnis

N ] = 1 (1 [ Vo PPN 6

1.1 Die Multiple Sklerose als entztindlich degenerative Erkrankung des

zentralen NEIVENSYSIEMS ......ccviiiiiiiiee e e et e e e e s s eeere e e e e e snntaee e e e e e e e snneeeeeas 6
1.1.1  Epidemiologie, Atiologie und Pravalenz................cccccceveeveecuneennn.. 6
1.1.2  PathOgENESE .....uiiiieeiiie e eeeaae 7
1.1.3 Symptome und VerlaufSformen ...........cccceeiiiiiiiiiiiiiii e 8

I T S ¥/ 0 1 1 (] 1 = PP PTRPPRR 8
1.1.3.2  SChUDEIEIGNIS ...eevviieiiieeii e e e e eaaees 8
1.1.3.3  Kilinisch isoliertes Syndrom (CIS) .........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeenes 8
1.1.3.4  Schubférmig remittierende MS (RRMS) ........ccccoovviiiiiiiiiieennnn, 9
1.1.3.5 Sekundar progrediente MS (SPMS) ......cooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 9
1.1.3.6  Primér progrediente MS (PPMS).......ccocoviiiiiiiiiiiiieeee e, 9
1.1.4 Diagnostik und Krterien . ..........uuuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeii e 9
1.1.4.1 Expanded Disability Status Scale (EDSS)..........ccccevvvvrunnnnnn. 10
1.1.4.2  LiquordiagnOStiK .......ccceeveriiiieeeeiiiee e 10
1.1.4.3  Bildgebung ....ccoooiiiiiiii e 10
I I T I 1= =1 o 1 L PP 11
1.1.5.1  SChUbtherapi€ .......ccoiiiiiieiii e 11
1.1.5.2 ImMMUNINEIapI€ .....cuuniiiiiiiii e 11
1.1.5.3 B-Zell-Medikamente in der MS ..........cccccceiiiiiiiie 14
1.1.5.4 Experimentelle Therapieformen ..........ccccovriiiiiiiiiieenee, 15

1.2 Immunzellen UNd MS ... 15

1.2.1  B-LYMPRNOZYIEN.. oo 16
1.2.1.1  Immunologische EiNOrdnung ..........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 16

1.2.0.2 SUDSOES oo 16



1.2.1.3 B-Zellen Und MS ... 17

1.2.1.3.1 Oligoklonale Banden und Antikérperproduktion.................. 17
1.2.1.3.2 Autoreaktive B-Zellen ... 18
1.2.1.3.3 APC und T-Zell-AKtVIEIUNG ......coeeieiiiiiieeeeeeie e, 18
1.2.1.3.4 ZytoKiNProdUKEION ........uiiiieeee et 19
1.2.1.3.5 Aggregatbildung ..........ccooeeviiiiiiiiiiicie e 19

1.2.2  T-LYMPROZYIEN ... e e aaeaes 19
1.2.2.1 Immunologische Einordnung und Subsets ...............cccevunnenen. 19
1222 T-Zellen und MS.......ooooriiiiiii e 20
1.2.3  MONOZYIEN ...ttt e e eeens 21
1.2.3.1 Immunologische Einordnung...........cccoeuiiiiiiiiiiiiiiineeeeceiiee 21
1.2.3.2  Monozyten UNd MS ... 21
124  NK-ZEHEN oo 22
1.2.4.1 Immunologische Einordnung............cccovviiiieiiiiiiie e, 22
1.2.4.2 NK-Zellen und MS.......oooiiii e 22

1.3 CEACAMI UNA MS ... 23
1.3.1 Rolle und Funktion in der Immunologie...........cccccceeevieriiiiiiieeennnnns 24
1.3.2  Aktueller Forschungsstand in Bezug auf die MS................ccoee. 25

2 Ziele der ArDeIt ..o 27
3 Material und Methoden ... 28
3.1 TeINERMET .o 28
3.2 Liste mit Puffern und Losungsmitteln ...........cccoooeveiiiiiiiiiii e, 29
3.3 Liste Mit ANTIKOIPET ....ccooiiiiiiieiiee e 30
Bid GBIALE ....uui e 30
3.5 MENOUEN ... 30

3.5.1 Probengewinnung und TranSport.........ccccoeeeeveiiiinneeeeeiiiiee e 30



3.5.2 Isolierung peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC) mittels

Dichtegradientenzentrifugation ..............ccoovviiii i 31
3.5.3  ZellZAhIUNG ..o 31
3.5.4 Polyklonale Stimulation...........cccooiiiiiiiii e 32
3.5.5  FAIDUNQG e 32
3.5.5.1 Panel CEACAM1-exprimierender Immunzellen..................... 32
3.5.5.2 Panel CEACAM1-exprimierender B- und T-Lymphozyten ..... 33
3.5.5.3  Panel fur die Farbung nach polyklonaler Stimulation............. 34
3.5.6  Messung am Durchflusszytometer...........coooovvvueiiieiieiiiinneeeeeeinnnn. 35
G T Tt R |V ==Y o] 10 V4| o S 35
3.5.6.2  SettingKONtrolle ...........uuiiiiiiee e 36
3.5.6.3  KOMPENSAtION ......cciiiiiii e 36
3.5.6.4  ISOtYPKONIIOIE ... 37
3.5.6.5 MESSUNG .euiiiiiii e 37
3.5.7 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten ........................ 37
3.5.7.1 GatiNg-Strategi .......uuuuuiiiie e 37
3.5.7.2  Statistischer Vergleich der verschiedenen Settings............... 42
3.5.7.3  Statistische Auswertung mittels GraphPad Prism.................. 43

A ErQEDNISSE... i 44

4.1 Unterschiede zwischen dem prozentualen Anteil von Immunzellen und

deren Subpopulationen bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden..... 44

4.1.1 Vergleich der Immunzellen bei RRMS-Patienten und HC vor

polyklonaler Stimulation..................oooiii i 44

4.1.1.1 Erhohte Prozentzahl von B-Lymphozyten bei RRMS-
Patienten. ... 44

4.1.1.2 Verminderter Anteil von T-Lymphozyten und erhéhter

prozentualer Anteil von Tu-Zellen bei RRMS-Patienten.............ccc......e. a7



4.1.1.3  Erniedrigter prozentualer Anteil von CD56%4™-NK-Zellen bei
RRMS-Pati@NIEN ....uviiiiiiieee et 48

4.1.1.4 Keine signifikanten Unterschiede beim prozentualen Anteil von

Monozyten und deren Subpopulationen ...........ccccccoviiiiiiiiiciiinee e 49

4.1.1.5 Keine signifikanten Unterschiede beim prozentualen Anteil der

4.1.2 Vergleich der Immunzellen von RRMS-Patienten und Gesunden

nach polyklonaler Stimulation ............cccoooiiiiiiii e 52

4.1.2.1 Tendenzielle Erh6hung von B-Lymphozyten bei RRMS-
Patienten nach polyklonaler Stimulation .............cccccceeiiiiiiiiiiin e, 52

4.1.2.2 Kein Unterschied bei T-Lymphozyten bei RRMS-Patienten

nach polyklonaler Stimulation .............ccoeuuiiiiiiiiiiii e 53

4.1.2.3 Kein Unterschied bei NK-Zellen bei RRMS-Patienten nach

polyklonaler Stimulation...............ooviiiiiii i, 54

4.1.2.4 Kein Unterschied bei Monozyten bei RRMS-Patienten nach
polyklonaler StMUIAtION.............uuuiiiiii e 55

4125 Kein Unterschied bei NKLT bei RRMS-Patienten nach

polyklonaler Stimulation.................coiieiiiiiii e 56

4.2 CEACAM1-Expression auf Immunzellen bei RRMS-Patienten und

gesunden Probanden...... ... 57
4.2.1 CEACAMI1-Expression auf B-Lymphozyten...........cccccceevvieennnnnnnn. 57
4.2.2 CEACAMI1-Expression auf T-Zellen..........cccooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiinn. 60

4.2.3 CEACAM1-Expression auf NK-Zellen und deren
SYU] o] o o] 01U P> o] [T o S 61

4.2.4 CEACAM1-Expression auf Monozyten und deren
SUDPOPUIALIONEN. .. ..eei e e 62

4.2.5 CEACAMI1-Expression auf NKLT........cccccoiiieiiiiiiiiieeeeeece e, 64

4.3 Besondere Ergebnisse hinsichtlich Zellpopulationen und CEACAM1-
Expression bei anderen MS-Verlaufsformen...........ccccoooviiiiiiiiiiiie e, 65



4.3.1 PPMS: B-Zellen, Monozyten, CD14*"9"-Monozyten und
CD56M™MINNK-ZEIIBN ...ttt e e e e e e e 66

4.3.2 SPMS: B-Zellen, T-Zellen, CD14*9m-Monozyten, CD66a*CD14*dm-
Monozyten, CD56PMIINMNK-ZEIEN .........c..eeeeeicrieeee e 67

4.3.3 Schub: CD14*9™-Monozyten, CD56*"9"-NK-Zellen und CD56+4™-
N NGV =] |11 o T I = | (=Y o [ 70

4.3.4 CIS: B-Zellen, Monozyten, CD14*gh-Monozyten ....................... 71
4.4  Korrelation der klinischen Daten mit ausgewahlten Immunzell-Daten 72
Lo D £ 0 11 o o 74

5.1 Autoreaktive T-Zellen als zentraler Bestandteil der Pathogenese der

5.2 Unterschiede zwischen bisherigen Forschungsergebnissen und
unseren Ergebnissen bei B-Zellen und CEACAM1* B-Zellen....................... 75

5.3 CD56%9m-NK-Zellen konnten eine proinflammatorische Rolle in der MS

] 01151 (=7 o PP UURPPPPPPPPPPPRIN 77

5.4 Monozyten als neue Biomarker in der MS?.........cooiieiiiiiiiiiiieciieeeee, 78
B AUSDIICK ... 81
7 ZUSAMMENTASSUING ..eeeettiiiiiie e e e e ettt e e e e e et e e e e e e e e e eees 82
8 LIteratUrVerZeICHNIS . ... ..ueiiii e 85
Appendix

I.  Abklrzungsverzeichnis
[I. Abbildungsverzeichnisverzeichnis
lll. Tabellenverzeichnis

V. Danksagung



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Multiple Sklerose als entziindlich degenerative
Erkrankung des zentralen Nervensystems

Die Multiple Sklerose (MS, auch Encephalomyelitis disseminata genannt), ist
eine chronisch verlaufende, entzindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Auch wenn sie erstmalig bereits im 20. Jahrhundert von
dem franzésischen Neurologen Charcot beschrieben wurde, ist ihre Ursache bis
heute unklar. Mit einer Inzidenz von 3-7 Erkrankten pro 100.000 Einwohner in
Mitteleuropa ist sie eine der haufigsten organischen Erkrankungen des
Nervensystems.! Die neurologische Symptomatik ist aufgrund der
unterschiedlichen Lokalisation der auftretenden Entziindungsherde mannigfaltig
und fihrt zu einer zunehmenden Behinderung der Patienten. Weltweit sind mehr
als 2,3 Millionen Menschen von der Erkrankung betroffen.? Eine kurative

Therapie existiert bis heute nicht.

1.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Pravalenz

Die Erstmanifestation klinischer Symptome bei MS-Erkrankten tritt meistens
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr auf. Das tatsachliche Erkrankungsalter ist
jedoch 10 Jahre friher anzunehmen, da haufig bereits ,stumme® Herde bei der
Erstdiagnose vorliegen.! Die Erkrankung kann jedoch auch schon im Kindesalter
auftreten. In Deutschland wird jahrlich bei mindestens 50 Kindern die
Erstdiagnose MS gestellt.® Mit zunehmendem Alter nimmt die Haufigkeit der
Neuerkrankungen kontinuierlich ab*. Frauen sind von der Erkrankungen doppelt

so haufig betroffen wie Manner?.

Bei der MS lasst sich eine geographische Verteilung feststellen. So ist die
Erkrankung in Aquatornahe sowie sudlich davon eher selten, nimmt jedoch auf
der nordlichen sowie sudlichen Erdhalbkugel mit wachsender Entfernung vom
Aquator zu. In Mitteleuropa wird aktuell die Pravalenz auf 8-10 pro 100.000
Einwohner geschatzt. ®> Die Griinde fir die regionale Verteilung sind noch nicht
abschlieBend erklart. Moglicherweise spielen Umweltfaktoren oder genetische

Faktoren eine Rolle. Auch ein Zusammenhang mit einem Vitamin D-Mangel
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durch verminderte Sonnenexposition in den aquatorfernen Regionen wurde
diskutiert®-8. Anhand von Migrationsstudien lasst sich feststellen, dass im Fall
einer Migration nach dem 15. Lebensjahr das Erkrankungsrisiko des
Herkunftslandes besteht. Erfolgte jedoch die Migration vor der Pubertat wird das
Erkrankungsrisiko des Gastlandes erworben.®

Neben den Umweltfaktoren spielt auch die genetische Pradisposition eine Rolle.
Die Konkordanzrate liegt bei monozygoten Zwillingen bei 25%, bei dizygoten
Zwillingen bei 3,5 %1°. Bislang verlief die Identifikation krankheitsbestimmender
Gene weitestgehend erfolglos. Eine Assoziation mit dem humanen

Leukozytenantigen HLA-DR 2 ist jedoch reproduzierbar nachgewiesen!.

Daneben zahlen Rauchen sowie Adipositas zu weiteren Risikofaktoren'12, Auch

eine Assoziation mit einer Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion wird diskutiert +3-1°,

1.1.2 Pathogenese

Die Pathogenese der MS ist noch nicht abschlieRend geklart. Ein Teil unseres
Verstandnisses der Pathogenese geht aus Studien zur experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) hervor. Bei der EAE handelt es sich um
eine entzindliche Erkrankung des ZNS bei Labortieren, die mit der MS beim
Menschen zumindest zum Teil vergleichbar ist'®. Man geht davon aus, dass
autoreaktive, periphere T-Zellen u.a. durch molekulares Mimikry!~1° aktiviert
werden, an die Rezeptoren von Endothelzellen binden und durch chemotaktische
Einflisse die Blut-Hirn-Schranke berwinden und ins ZNS immigrieren®. Hier
kommt es zunachst zu einer klonalen Proliferation der autoreaktiven T-Zellen mit
anschliel3ender Aktivierung. Durch Erkennung von hirneigenen Strukturen (z.B.
dem basischen Myelinprotein als Bestandteil des Myelins) als Antigene kommt
es zu einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine sowie der Aktivierung
weiterer Bestandteile des Immunsystems (u.a. B-Zellen und Makrophagen)?-23,
Dies fuhrt insbesondere in der weil3en Substanz, jedoch teilweise auch in der
grauen Substanz, zu einer lokalen Inflammationsreaktion, in deren Folge es zu
einer aktiven Demyelinisierung kommt?*27. Konsekutiv fihrt dies zu einer

axonalen und neuronalen Schadigung. Im Verlauf kommt es zu einer teilweisen



1 Einleitung

Remyelinisierung sowie reaktiven Proliferation von Astrozyten, die fir eine glibse
Vernarbung sorgen (,Sklerose”).! Pradilektionsstellen fiir die Lasionen sind dabei
der Hirnstamm, das Kleinhirn, das Rickenmark sowie das juxtakortikale und

periventrikulare Marklager *.

1.1.3 Symptome und Verlaufsformen

Eine Uberarbeitung der Einteilung der MS-Verlaufsform war zuletzt 2013 erfolgt.
Die Verlaufsformen wurden dabei anhand der Beschreibung der ,Aktivitat*
sowie der ,Progression” weiter differenziert. Die ,Aktivitat” beschreibt dabei das
Auftreten von Schiiben und/oder MRT-Aktivitat, wohingegen die ,Progression®

sich auf eine schubunabhangige klinische Verschlechterung bezieht.?®

1.1.3.1 Symptome

Die Symptome bei MS-Erkrankten variieren je nach Lokalisation der Lasion.
Haufige Frihsymptome sind die Optikusneuritis, die Retrobulbarneuritis,
Gangstorungen sowie Fatigue-Symptomatik. Im Verlauf konnen Stérungen der
Okulomotorik oder anderer Hirnnerven, vegetative Symptome wie z.B.
Blasenentleerungsstérungen, motorische Defekte bis hin zur Para- oder
Tetraparese, Sensibilitatsstorungen, kognitive oder psychische Verdnderungen

und Schmerzen hinzukommen.!

1.1.3.2 Schubereignis

Als Schub bezeichnet man neu aufgetretene oder sich deutlich verschlechternde
Symptome der MS, die mindestens 24 Stunden andauern und mindestens in
einem 30-tagigen zeitlichen Abstand zum letzten Schubereignis stehen®. Zudem
sollte die Symptomatik nicht im Rahmen von Fieber oder einer Infektion
aufgetreten sein'. Die Symptome bilden sich meist nach einigen Tagen bis
Wochen vollstdndig oder unvollstdndig zurlick (Remission) und fihren oft zu
einer erheblichen Beeintrachtigung der Lebensqualitat der Patienten2%:30,

1.1.3.3  Klinisch isoliertes Syndrom (CIS)

Beim Klinisch isolierten Syndrom finden sich haufig Frihsymptome wie z.B.

Sensibilitats- oder Gangstérungen oder eine einseitige Optikusneuritis, die
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passend zu einer MS wéren. Allerdings werden beim CIS die Diagnosekriterien
der MS noch nicht erfillt.! Ein CIS kann jedoch in 20-75% der Falle in eine MS

Ubergehen3,

1.1.3.4  Schubférmig remittierende MS (RRMS)

Die schubférmig remittierende MS (RRMS) entspricht der am haufigsten bei
Erstdiagnose auftretenden Verlaufsform (85%). Hierbei kommt es im Rahmen
von Schiben zu einem Auftreten neurologischer Defizite, die sich entweder
vollstandig oder unvollstandig zurtickbilden.!

1.1.3.5 Sekundéar progrediente MS (SPMS)

Die sekundar progrediente MS (SPMS) ist die zweit haufigste MS-Verlaufsform
und entwickelt sich aus der RRMS heraus. Nach einem initial schubférmigen
Krankheitsverlauf geht dieser in eine kontinuierliche Zunahme neurologischer
Defizite Uber. Schilbe konnen dabei weiterhin zusatzlich auftreten. 3233 Man
unterscheidet hierbei anhand der Aktivitat und Progression in eine aktive nicht-
progrediente, aktive progrediente, nicht-aktive progrediente sowie nicht-aktive

nicht-progrediente Form34,

1.1.3.6  Primar progrediente MS (PPMS)

Bei der primér progredienten MS (PPMS) handelt es sich um eine Verlaufsform,
die von Krankheitsbeginn an mit einer kontinuierlichen progredienten

neurologischen Verschlechterung einhergeht. Schiibe treten hierbei nicht auf. 3%

1.14 Diagnostik und Kriterien

Neben der Anamnese sowie der korperlichen Untersuchung gibt es verschiedene
diagnostische Mittel, mithilfe derer die Diagnose MS gestellt werden kann. Im
Folgenden wird eine Auswahl der relevantesten Diagnostikkriterien aufgefuhrt
und erlautert. Daneben gibt es jedoch auch andere diagnostische Felder wie z.B.

die Elektrophysiologie.
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1.1.4.1 Expanded Disability Status Scale (EDSS)

Die EDSS-Skala dient der Erfassung des Behinderungsgrads von MS-Erkrankten
zum Zeitpunkt der Erhebung anhand der Mobilitat und Gehstrecke. Der Wert 0
entspricht dabei der Erkrankung ohne neurologische Defizite, wohingegen 10
den Tod infolge einer MS-Erkrankung beschreibt. Mithilfe der EDSS kann somit
der Verlauf der Erkrankung hinsichtlich der Einschrankung vor allem motorischer

Fahigkeiten dokumentiert werden. 13637

1.1.4.2 Liquordiagnostik

Zentraler Bestandteil der MS-Diagnostik ist die Untersuchung des Liquor
cerebrospinalis  (Zerebrospinalflissigkeit, CSF) mittels isoelektrischer
Fokussierung, bei der durch Gelelektrophorese Proteine anhand ihres
isoelektrischen Punkts aufgetrennt werden3®. Dabei lassen sich bei 90% der
untersuchten MS-Patienten oligoklonale Banden (OCB) detektieren3°. Diese sind
das immunhistochemische Korrelat fir eine intrathekale Synthese monoklonaler
Antikorper (Immunglobuline, 1g), speziell fur IgG*°. Unter anderem lassen sich
hierbei haufig Antikérper gegen Masern, Roteln und/oder Varizella-Zoster-Viren

(MRZ-Reaktion) nachweisen*!.

1.1.4.3 Bildgebung

Neben der Liquordiagnostik spielt die kraniospinale Bildgebung mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) eine entscheidende Rolle sowohl in der
Primardiagnostik als auch bei den Verlaufskontrollen. Durch die verschiedenen
MR-Sequenzen lassen sich die oft multilokularen Lasionen darstellen. Dabei ist
die Kontrastmittelanreicherung frischer Lasionen bildmorphologischer Ausdruck
der Stérung der Blut-Hirn-Schranke bei an MS Erkrankten. 42

Mithilfe der McDonald-Kriterien wird die Diagnose MS gestellt. Dabei missen
sowohl die Kriterien der zeitlichen (Nachweis einer nicht-symptomatischen
frischen Lasion bei der Erstuntersuchung oder Nachweis einer frischen oder
neuen Lasion in der Verlaufsbildgebung) als auch raumlichen (Nachweis einer

Lasion in mind. 2 von 4 MS-typischen Regionen) Dissemination erfiillt sein. 43
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1.15 Therapie

Die Therapie der MS setzt sich zusammen aus der Schubtherapie sowie der
Immuntherapie als verlaufsmodifizierende Therapie. Daneben sollte jedoch
immer eine symptomatische Therapie mit Ergotherapie, Physiotherapie,
Psychotherapie, antispastischer Therapie und/oder Logopadie angepasst an die

jeweiligen Bedurfnisse des Patienten erfolgen.

1.1.5.1 Schubtherapie

Bei der Schubtherapie ist die erste Wahl eine Glucocorticoid Hochdosistherapie
mit 1000 mg Methylprednisolon i.v. fir 3-5 Tage. Im Falle einer
therapierefraktaren Schubsymptomatik kann eine Eskalationstherapie auf eine
héhere Glucocorticoiddosis in Erwagung gezogen werden. Bei fehlender

Remission kann eine Plasmapherese erfolgen.!

1.1.5.2 Immuntherapie

Bei der immunmodulatorischen Stufentherapie handelt es sich um eine
Therapieform, die auf die Schubprophylaxe abzielt. Es soll ein Voranschreiten
der klinischen und radiologischen Entzindungsaktivitdit und damit der
irreversiblen Behinderungsprogression im Langzeitverlauf entgegengewirkt
werden. Aufgrund der intensiven Forschung der letzten Jahre kamen hier einige
neue Substanzklassen hinzu. Die verlaufsmodulierende Stufentherapie richtet
sich dabei nach der klinisch und radiologischen Krankheitsaktivitat, wodurch ein
milder/moderater und ein hochaktiver bzw. aktiver Verlauf unterschieden werden.
Sowohl bei der SPMS als auch PPMS sind die Behandlungsmdglichkeiten

weiterhin sehr begrenzt. *

In Tabelle 1 werden zunachst in alphabetischer Reihenfolge die einzelnen
Substanzklassen mit ihren Wirkeigenschaften erlautert. Die tabellarische
Ubersicht in Tabelle 2 bezieht sich auf die aktuelle S2k-Leitlinie zur Diagnose und
Therapie der MS von der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie von 2021 und

veranschaulicht die Therapieoptionen.

11



Tabelle 1:
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Reihenfolge.

Erlauterung der Substanzklassen mit ihren Wirkeigenschaften in alphabetischer

— verhindert Migration der
Lymphozyten aus Lymphknoten

Substanzklasse Eigenschaften und Applikations- | Indikation
(Handelsname) Wirkmechanismus form
Alemtuzumab Monoklonaler Anti-CD52-Antikdrper V. RRMS
(Lemtrada) (Oberflachenmolekil auf
Lymphozyten und Monozyten)
— komplement- und zellabhangige
Lymphozytendepletion
B-Interferone: Antagonisierung Interferon- Avonex i.m. CIs
induzierter proinflammatorischer
Interferon-B1a Effekte Plegridy s.c. RRMS
(Avonex) Betaferon s.c. SPMS
Rebif s.c.
Interferon-Bia
(Plegridy)
Interferon-Pip
(Betaferon)
Interferon-Pia
(Rebif)
Dimethylfumarat Immunmodulator p.o. RRMS
(Tecfidera) , :
— Induktion von Apoptose in T-
und B-Lymphozyten
— Supprimieren der Expression
proinflammatorischer Gene durch
Hemmung von
Tranksriptionsfaktoren (NfkappaB)
Fingolimod Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor- p.o. RRMS
(Gilenya) Modulator

12
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Glatirameracetat
(Copaxone)

Synthetisches Polypeptid aus L-
Glutamat, L-Lysin, L-Alanin und L-
Tyrosin (GLAT)

— Wirkung noch unklar, vermutlich
Blockade myelinreaktiver T-
Lymphozyten durch Aktivierung
GLAT-reaktiver Zellen

— Induktion spezifischer T-
Suppressorzellen

S.C.

CIS

RRMS

Mitoxantron
(Ralenova)

Immunsuppressivum

friher bei
RRMS und

SPMS

Natalizumab
(Tysabri)

Rekombinanter humanisierter,
monoklonaler Antikdrper, der
Adhésionsmolekule (asfi- und a4fi7-
Integrin) auf der Oberflache von
Immunzellen bindet

— Bindung der Lymphozyten an
Endothelzellen der Blutgefalie und
damit Migration ins ZNS gestort

RRMS

Ocrelizumab
(Ocrevus)

Monoklonaler anti-CD20-Antikdrper

— Depletion von B-Lymphozyten

RRMS

PPMS

Siponimod
(Mayzent)

Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor-
Modulator

— verhindert Migration der
Lymphozyten aus Lymphknoten

p.o.

SPMS

Teriflunomid
(Aubagio)

Hemmung der de novo Pyrimidin-
Synthese

— antiproliferativer Effekt auf
Immunzellen

p.o.

RRMS
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Tabelle 2: Therapieoptionen der MS entsprechend der aktuellen S2k-Leitlinie von 2021

Indikation CIS RRMS SPMS PPMS
Keine Immuntherapie
regelmanige klinische und radiologische Kontrollen
c
.% Kategorie 1: Cladribin Ocrelizumab
0 N
@ Dimethylfumarat IFN-p 1a/1b (Rituximab)*
=) .
o Glatirameroide Ocrelizumab
% IFN-B (Rituximab)?
:(U . .
S Teriflunomid Siponimod
%
%) Kategorie 2:
2 Cladribin
x
S Fingolimod
X Ozanimod
Kategorie 3:
Alemtuzumab
Natalizumab
Ocrelizumab
(Rituximab)?
Schub 1. Wahl: Glucocorticoid-Hochdosistherapie
2. Wahl: Plasmapherese
1 off label
Alle aufgefiihrten Medikamente in der Tabelle sind alphabetisch geordnet, nicht nach ihrer Prioritét

1.1.5.3 B-Zell-Medikamente in der MS

Die monoklonalen Antikérper, die sich gegen das CD20-Antigen richten, fihren
zu einer Depletion von im Blut zirkulierenden B-Zellen. Auch ein geringer Teil
CD20-positiver T-Zellen ist hiervon betroffen. Bislang sind als anti-CD20-

Antikorper Ocrelizumab sowie Ofatumumab zur Behandlung der MS zugelassen.

44-47

Ein weiterer CD20-Antikdrper, der noch in den aktuellen Leitlinien als off-label-

Therapie fur alle Verlaufsformen der MS zur Verfigung steht, ist Rituximab.
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Hierzu gab es bereits mehrere Studien, darunter auch Phase IlI-Studien, die die

Wirksamkeit des Medikaments in der MS belegen konnten. 48-52

Daneben wurden in Phase II-Studien mit Ofatumumab, einem weiteren anti-CD-
20-Antikorper, eine Reduktion der MRT-Aktivitat festgestellt 535, Die Phase IlI-
Studien (Asclepios | und Il) ergaben eine geringere jahrliche Schubrate bei
RRMS-Patienten unter der Therapie mit Ofatumumab im Vergleich zu einer
Therapie mit Teriflunomid. > Im April 2021 wurde Ofatumumab in der EU als

Therapie der RRMS zugelassen*’.

Ein weiterer Anti-CD20-Antikorper, dessen Therapieansatz auf der B-Zell-
Depletion liegt, ist Ublituximab. In einer mulitzentrischen Phase |I-Studie konnte
bei RRMS-Patienten unter Ublituximab-Therapie ein Rickgang an MRT-
Lasionen sowie eine verminderte Schubfrequenz verzeichnet werden®¢. Aktuell
wird Ublituximab in einer Phase IlI-Studie hinsichtlich der Effizienz sowie

Vertraglichkeit bei RRMS-Patienten im Vergleich zu Teriflunomid getestet®’.

1.1.5.4 Experimentelle Therapieformen

Im Gegensatz zu den anderen monoklonalen Antikorpern in der MS, die
vornehmlich eine immunmodulatorische Wirkung haben, zielt der LINGO1-
Antikorper Opicinumab auf die Remyelinisierung durch Oligodendrozyten ab®8.
Dies lief3 sich bereits in praklinischen Studien nachweisen®®-°, In der Phase II-
Studie SYNERGY konnte jedoch kein signifikanter Therapieeffekt von

Opicinumab festgestellt werden®%.62,

1.2 Immunzellen und MS

Da die MS die haufigste Autoimmunerkrankung des ZNS ist, werden im
Folgenden die von uns untersuchten Immunzellen in besonderem Hinblick auf
deren Rolle in der MS beleuchtet. Die immunph&notypische Einordnung der
verschiedenen Immunzellen erfolgt dabei anhand des clusters of differentiation
(CD), das bestimmten Oberflachenmolekilen auf den jeweiligen Immunzellen

entspricht®2,
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1.2.1 B-Lymphozyten

1.2.1.1 Immunologische Einordnung

B-Zellen oder B-Lymphozyten sind Teil des adaptiven Immunsystems und
entstehen im Knochenmark. B-Zellen wandern von dort in die peripheren
lymphatischen Gewebe (oder auch sekundare lymphatische Gewebe genannt)
wie z.B. die Lymphknoten, die Milz oder das lymphatische Gewebe der
Schleimhaute®*. Ihre Aufgabe ist es Antigene zu erkennen und dadurch die
pathogenen Organismen zu bekampfen. Hierfir stehen den B-Zellen
verschiedene Mechanismen zur Verfigung. Zum einen fungieren B-Zellen als
Antigen-prasentierende Zellen (APC), was wiederum zu einer Aktivierung von T-
Zellen fuhrt. %% Zum anderen konnen sie Zytokine sezernieren und
Immunglobuline (Ig) Antigen-spezifisch bilden®7:68, Befinden sich die
Immunglobuline membrangebunden an der Zelloberflache von B-Lymphozyten
und fungieren dadurch als Antigenrezeptor, nennt man sie B-Zell-Rezeptor
(BCR)®°. Bindet ein B-Zell-Rezeptor ein Antigen, wird durch eine intrazellulare
Signalkaskade die B-Zelle zur klonalen Expansion und spezifischen
Antikorperproduktion aktiviert®®. Werden Immunglobuline von ausdifferenzierten
B-Zellen, den Plasmablasten oder Plasmazellen, sezerniert, heil3en sie
Antikorper’©. Das Antikorpermolekil setzt sich aus zwei Regionen zusammen,
wobei die variable Region als Erkennungsstruktur fur die Antigenbindung
fungiert, wahrend die konstante Region fur den Effektormechanismus zustandig
ist. Der Effektormechanismus dient der Rekrutierung von anderen Zellen (z. B.
Phagozyten) und Molekilen (Komplement), die das gebundene Antigen

zerstoren. 7172

1.2.1.2 Subsets

Bei den B-Lymphozyten lassen sich mehrere Untergruppen (subsets) anhand
ihrer Entwicklung, Lokalisation und Funktion unterscheiden. Die naiven B-Zellen
kann man dabei in B1-Zellen und B2-Zellen untergliedern’. Die B1-Zellen (CD3-
, CD20*, CD27%) gehen aus Vorlauferzellen der fetalen Leber hervor und kénnen
wiederum in Bla- und Blb-Zellen unterschieden werden’®. Die B2-Zellen

entstammen dem Knochenmark. Sie konnen in follikulare B-Zellen und
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Marginalzonen-B-Zellen unterteilt werden’?. Die follikularen B-Zellen kénnen
durch Antigenbindung aktiviert werden und sich dadurch zur Plasmazelle (CD3-,
CD20+, CD21*) oder Gedachtniszelle  (CD3, CD20", CDA43%)
weiterdifferenzieren’®. Plasmazellen zeichnen sich durch die Bildung und
Sekretion von Antikdrpern aus, wahrend Gedachtniszellen B-Zell-Rezeptoren auf
ihrer Oberflache tragen’. Die B-Zellen der Marginalzonen bilden eine kleine

Population, die hauptsachlich in der Milz vorkommt. 7274

1.2.1.3 B-Zellen und MS

Die Pathogenese der MS wurde lange als T-Zell-vermittelt proklamiert. In den
letzten Jahren rickte zunehmend die Rolle der B-Zellen in der Pathogenese

sowie der Behandlung der Multiplen Sklerose in den Fokus der Wissenschaft’®.

1.2.1.3.1 Oligoklonale Banden und Antikorperproduktion

Wie bereits unter 1.1.4.2 aufgefiihrt, gehort die Liquordiagnostik und dabei im
Speziellen der Nachweis von OCB zur MS-Diagnostik. Patienten, bei denen OCB
nachweisbar sind, haben eine schlechtere Prognose, was den Symptomprogress
betrifft®®. Dabei lassen sich zwar im Liquor jedoch nicht im Serum bei 90% der
MS-Patienten spezielle Immunglobuline (vor allem IgG) nachweisen. Sie sind
also Indikator fiir eine intrathekale Immunglobulin-Synthese. 77-7° Studien haben
gezeigt, dass B-Zellen im Liquor von MS-Patienten Autoantikdrper bilden
kénnen, die Reaktivitit gegen Neurone und Astrozyten aufwiesen®. Weitere
Daten lassen vermuten, dass Autoantikbrper im Liquor neurologische

Dysfunktionen und Demyelinisierung begtinstigen kénnten®!.

Zudem lassen sich im Liguor von MS-Patienten oligoklonale B-Zellen
nachweisen®-87, Durch Vergleich des Ig-Transkriptoms der B-Zellen mit dem Ig-
Proteom des Liquors lie3 sich darstellen, dass die oligoklonalen B-Zellen im
Liquor von MS-Patienten die OCB produzieren®. Bislang lieR sich jedoch kein
singulares Antigen feststellen, das die Bildung von OCB hervorruft. Viel mehr
vermutet man u.a., dass die OCB Ausdruck einer Reaktion auf ubiquitar

vorhandenen Zelldebris sind.88:8°
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Die B-Zell-Klone konnten dabei nicht nur in unterschiedlichen ZNS-
Kompartimenten bei MS-Patienten nachgewiesen werden, sondern sowohl im
ZNS als auch in der Peripherie®®®4. Dies wiederum legt eine bidirektionale
Migration dieser B-Zell-Klone zwischen ZNS und Peripherie nahe. Bislang ist
unklar, ob die oligoklonalen B-Zellen durch Autoantikdrper-Produktion die
Inflammation im ZNS bei MS-Erkrankten tatsachlich mitverantworten. Hierzu

konnten noch keine eindeutigen Aussagen getroffen werden. 95-%7

1.2.1.3.2 Autoreaktive B-Zellen

Autoreaktive B-Zellen kommen auch bei Gesunden vor’2. Jedoch durchlaufen
diese normalerweise einen zentralen sowie einen peripheren Checkpoint und
werden dadurch unschadlich gemacht’?. Der Entwicklungsprozess der B-Zellen
obliegt hierbei eines geordneten Ablaufs®. Zunachst durchlaufen die B-Zellen
den zentralen Checkpoint im Knochenmark®:1%, Hiernach erfolgt dann ein
weiterer Selektionsprozess zwischen autoreaktiven und ausgereiften B-Zellen in
der Milzt01-103, Bei MS-Erkrankten lieR sich — im Gegensatz zu vielen anderen
Autoimmunerkrankungen — ein Defekt des peripheren Checkpoints nachweisen.

Hierdurch kommt es zu einer erhdohten Anzahl an autoreaktiven B-Zellen.104

1.2.1.3.3 APC und T-Zell-Aktivierung

B-Zellen fungieren auch als Antigen-prasentierende Zellen (APC)%565, In der MS
binden Erkrankungs-relevante Gedachtniszellen mithilfe ihres B-Zell-Rezeptors
spezielle Antigene, die sie wiederum pathogenen T-Zellen prasentieren, die
daraufhin ins ZNS wandern und fir eine vermehrte Entzindungsaktivitat
sorgen'®, Selbst bei niedriger Antigenkonzentration erflllen sie diese Aufgabe
effektiv und induzieren hierdurch eine systemische T-Zell-Antwort mit Aktivierung
der Effektor-T-Zellen (Ter) sowie der Bildung von regulatorischen T-Zellen (Treg)
66,106-108  |nsbesondere im ZNS sind B-Zellen potente Antigen-
Prasentatoren'®%110,  Dabei spielen in der T-Zell-APC-Interaktion und
konsekutiven T-Zell-Aktivierung und Proliferation costimulierende Molekulle wie
z.B. CD80 eine Rolle, die wiederum bei MS-Erkrankten im Vergleich zu

Gesunden vermehrt vorkommen111.112,
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1.2.1.3.4 Zytokinproduktion

Abhangig von ihrem Zytokinprofil kbnnen B-Zellen entweder als Effektor-B-Zellen
(Beff) oder als regulatorische B-Zellen (Breg) fungieren. Als Effektor-B-Zellen
produzieren sie dabei proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrose-Faktor a
(TNF-a), Interleukin-6 (IL-6), IL-15, Interferon-y (IFN-y), Lymphotoxin-p oder
granulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) und wirken damit
aktivierend auf T-Zellen und myeloische Zellen. In ihrer Funktion als
regulatorische B-Zellen hingegen hemmen sie die Aktivitdt von T-Zellen und
myeloischen Zellen durch Sekretion von IL-10 oder IL-35. °/13 Bei MS-
Erkrankten lassen sich deutlich erhéhte Spiegel von proinflammatorischen
Zytokinen feststellen4-117, Dies fiihrt wiederum zu einer vermehrten Aktivierung

anderer Immunzellen und damit zu einer verstarkten Inflammationsreaktion.

1.2.1.3.5 Aggregatbildung

Mehrere Studien belegen eine klonale B-Zellexpansion im CSF sowie in den
Meningen und der weiBen Substanz von MS-Patienten®:9, Serafini et al.
beschrieben erstmals die Entdeckung von B-Zell-Aggregaten in den Meningen
von Patienten mit SPMS, die strukturell an B-Zell-Follikel mit Keimzentren
erinnern und die Funktion zur B-Zell-Proliferation und Differenzierung zu
Plasmazellen besitzen!'!®. Die Aggregate waren mit einem friiheren
Erkrankungsbeginn, einem schwereren klinischen Verlauf und ausgedehnteren
kortikalen Schaden vergesellschaftet 11°. Inzwischen lieRen sich diese B-Zell-
Aggregate, die auch als tertiar lymphatische Organe bezeichnet werden, auch in

frihen Erkrankungsstadien nachweisen!?0:121,

1.2.2 T-Lymphozyten

1.2.2.1  Immunologische Einordnung und Subsets

T-Zellen oder T-Lymphozyten sind ebenfalls Teil der adaptiven Immunabwehr.
Sie gehen aus dem Knochenmark hervor und werden im Thymus gepragt!?2.
Auch T-Zellen besitzen einen Rezeptor auf ihrer Oberflache, den T-Zell-Rezeptor
(TCR). Mithilfe dessen konnen sie an Plasmamembranproteine korpereigener

Zellen, den Major histocompatibility complex-Molektlen (MHC | und 1), binden,
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die Antigen-Fragmente tragen und sie so den T-Zellen prasentieren’®. Die T-
Zellen durchlaufen daraufhin ebenfalls wie die B-Zellen nach Antigenerkennung
den Prozess der Aktivierung, Proliferation und Differenzierung hin zur
Effektorzelle'?2. Je nach Oberflachenmolekiil bzw. Co-Rezeptor — bei T-Zellen
CD4 oder CD8 — bilden sich als Effektorzellen T-Helfer-Zellen (T, CD3*, CD20,
CD4%) oder zytotoxische T-Lymphozyten (CTL, CD3*, CD20-, CD8%) aus'?3. Tn-
Zellen binden im Kérper an MHC Il-Molekile und dienen der Sekretion von
Zytokinen zur Unterstitzung der Immunantwort und Aktivierung anderer
Abwehrzellen!?®, CTL erkennen Antigene, die ihnen Uber MHC I|-Molekile
prasentiert werden, aktivieren durch Sekretion von Zytokinen Makrophagen und

fuhren durch Ausschittung zytotoxischer Granula zur Apoptose der Zielzelle®.

Eine kleine Einheit von CD4*-T-Zellen bildet die Gruppe der regulatorischen T-
Zellen (Treg, CD4*, CD25%) aus, die vor einer uberschiel3enden Immunantwort
durch Sekretion von Zytokinen (u.a. IL-10) und somit Hemmung der angeborenen

und adaptiven Immunantwort schiitzen sollen.®*

Es existiert auch eine Subpopulation von T-Zellen, die sowohl Eigenschaften von
T-Zellen als auch von Naturlichen Killer-Zellen (NK Zellen) besitzen, die Natural
killer like T-cells (NKLT, CD3*, CD20°, CD56%!. Diese tragen zwar unter
anderem einen T-Zell-Rezeptor, bilden jedoch in ihrer Funktion eine Brlicke
zwischen dem angeborenen und adaptiven Immunsystem?’%124, NKLT scheinen
dabei sowohl eine pro- als auch antiinflammatorische Rolle zu spielen'?S, Durch
Sekretion von Zytokinen nehmen sie an der Immunabwehr teil*?4. Dennoch fand
man in Bezug auf Autoimmunerkrankungen widersprichliche Beobachtungen.
So scheinen sie im Fall der ulzerativen Colitis eine proinflammatorische Rolle
inne zu haben'?6-128 wahrend sie beispielsweise beim systemischen Lupus
erythematodes durch ein vermindertes Vorkommen zur vermehrten

Krankheitsaktivitat beitragen'?512°,

1.2.2.2 T-Zellen und MS

Wie bereits in 1.1.2 aufgefuhrt, geht man davon aus, dass CD4* autoreaktive T-
Zellen, die sich gegen Myelinproteine richten, die Blut-Hirn-Schranke tberwinden
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und ins ZNS immigrieren'3%131 Hier werden sie durch APCs reaktiviert und
aktivieren wiederum durch Sekretion von Zytokinen weitere T-Zellen und
Makrophagen, was zu einer lokalen Inflammationsreaktion fiihrt?4. In MS-
Lasionen lieBen sich passend hierzu vor allem im Zentrum CD4* T-Zellen
nachweisen, wahrend sich an den Rander der Lasionen eher CD8* T-Zellen
fanden'®2133,  Durch die lokale Entziindungsreaktion mit konsekutiver
Demyelinisierung kommt es zu einer persistierenden Aktivierung der
autoreaktiven T-Zellen34, Arbeiten an Tiermodellen suggerieren, dass Thl-
Zellen eine Schlusselrolle in der Inflammationsreaktion durch Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie IFN-y, IL-2 oder TNF-a spielen'30135 Eine
weitere Zelllinie, die hierbei maf3geblich beteiltigt zu sein scheint, sind die TH17-
Zellen, deren proinflammtorische Wirkung insbesondere auf der Sekretion von
IL-17 beruht!36-138_CD8* T-Zellen kdnnen wiederum direkten axonalen Schaden

austben durch MHC I-Bindung von Neuronen oder Oligodendrozyten's3®,

1.2.3 Monozyten

1.2.3.1 Immunologische Einordnung

Monozyten (CD3, CD20, CD14") gehen aus hdmatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks hervor und gehoren zu den Leukozyten. Sie zirkulieren fur
kurze Zeit im Blut, bevor sie ins Gewebe einwandern und zu Makrophagen
heranreifen. Sie bilden einen Teil der APC und kénnen durch Phagozytose
Bakterien vernichten. Zudem sezernieren sie pro- und antiinflammatorische

Zytokine.’

1.2.3.2 Monozyten und MS

Monozyten tragen durch ihre Funktion als APC sowie als Effektorzellen zur
Inflammation in der MS bei. Durch ihre Interaktion mit T-Zellen fihren sie zu einer
Exazerbation der Erkrankung. In der Untersuchung sowohl von aktiven als auch
chronischen MS-Lasionen lieBen sich verschiedene Monozyten- und

Makrophagenpopulationen feststellen.40-142

Im Tiermodell konnte festgestellt werden, dass eine Transmigration von

Monozyten ins ZNS mit dem klinischen Beginn der EAE in zeitlichem
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Zusammenhang stand. Zudem fluhrte die ZNS-Infiltration von Monozyten zu

einem Krankheitsprogress. 143-145

Im peripheren Blut von MS-Patienten konnte ein im Vergleich zu dem Blut von
Gesunden erhdhtes Vorkommen von proinflammatorischen Monozyten, die IL-6
und IL-12 sezernieren, festgestellt werden!4¢. Zudem scheint die Erhdhung von
IL-12 sezernierender Monozyten mit dem Fortschreiten der korperlichen

Behinderung sowie dem Fortschreiten der Erkrankung zu korrelieren*4’.

124 NK-Zellen

1.2.4.1 Immunologische Einordnung

Die naturlichen Killer-Zellen (NK-Zellen, CD3-, CD20-, CD56*, CD16*") gehdren
ebenso wie die B- und T-Zellen zu den Lymphozyten. Funktionell sind sie jedoch
Teil der angeborenen Immunabwehr. NK-Zellen zeichnen sich durch ihre
zytotoxischen Fahigkeiten aus. Wird ihnen von einer Effektorzelle ein Antikdrper
prasentiert, konnen sie durch ihre zytolytischen Granula die betroffene Zelle zur
Apoptose bewegen. Zudem kdnnen sie proinflammatorische Zytokine wie IFN-y,
TNF, IL-3 und GM-CSF sezernieren. Hierdurch tragen sie zur Induktion der
Immunantwort bei und kénnen Antigen-unabhangig Phagozyten stimulieren.
Anhand der Expression weiterer Oberflachenmolekile kann man die NK-Zellen
in weitere Untergruppen unterteilen, die teilweise unterschiedliche funktionelle
Rollen einnehmen. So sind CD56*19ht NK-Zellen durch Hemmung autoreaktiver
T-Zellen eher antiinflammatorisch wirksam, wohingegen CD56%9™ NK-Zellen

eher proinflammatorische Funktionen erfiillent48149,

1242 NK-Zellen und MS

Die Rolle der NK-Zellen in der MS ist noch nicht abschliel3end geklart. So kdnnen
NK-Zellen sowohl eine pro- als auch eine antiinflammatorische Rolle in der MS
spielen. Dies scheint sowohl vom Krankheitsstadium als auch der
Krankheitsaktivitat abhangig zu sein®. Bei RRMS-Patienten fanden sich
Hinweise, dass eine erhdhte NK-Zell-Aktivitat mit einem erhdhten Risiko aktiver
MRT-Lasionen und damit einer erhohten Krankheitsaktivitat einhergeht®®!.

Dementgegen konnte bei einer Therapie mit dem vormals zugelassenen
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monoklonalen IL-2 Rezeptor-Antikorper Daclicumab eine Regredienz der MRT-
Lasionen mit jedoch zeitgleichem Anstieg der CD56*19"t NK-Zellen beobachtet
werden'®2, Passend hierzu lieR sich auch unter Therapie mit Interferon-p eine
Erh6hung der CD56*19" NK-Zellen verzeichnen?s3,

Vergleicht man jedoch das Verhalten von CD56*9"t NK-Zellen auf autoreaktive
T-Zellen bei Gesunden im Vergleich zu MS-Erkrankten, so lasst sich bei NK-
Zellen von MS-Erkrankten eine weniger effektive Hemmung von T-Zellen

feststellen als bei Gesunden®®4.

1.3 CEACAM1 und MS

CEACAM1 gehort zu der Gruppe der Carcinoembryonic-antigen-related cell-
adhesion molecules (CEACAM). Hierbei handelt es sich um Glykoproteine bzw.
Zelladhasionsmolekile, die sowohl an interzellularen Prozessen als auch an
intrazellularen  Signalmechanismen beteiligt sind, die fir Wachstum,
Differenzierung und Uberleben von normalen sowie von Krebszellen zustandig
sind. So spielt beispielsweise CEA (CEACAMDS) bereits seit 1965 eine Rolle als
Tumormarker®®. Anderen CEACAM-Molekiilen wird eine spezifische funktionelle
Aufgabe zuteil wie z.B. CEACAM16 beim Horen im Innenohr!6, Wahrend einige
CEACAM-Molekile nur von speziellen epithelialen oder myeloischen Zellen
exprimiert werden, kommen andere CEACAM-Molekile bei verschiedenen
Zelltypen vor®>’, Es handelt sich also um Zelladhasionsmolekiile, denen eine
Fulle an Aufgaben in allgemeinen Zellprozessen wie Differenzierung,
Proliferation und Zelliiberleben zuteilwird'>®. Der CEACAM-Gruppe wird zudem
eine Beteiligung an der Immunantwort in Zusammenhang mit Infektionen,
Inflammation sowie Krebserkrankungen zugesprochen'®®. Insgesamt kann man
12 Molekule unterscheiden: CEACAM1, CEACAM3, CEACAM4, CEACAMS5,

CEACAMG, CEACAMY7, CEACAMS, CEACAM16, CEACAM1S,
CEACAM19, CEACAM20 und CEACAM2110,
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1.3.1 Rolle und Funktion in der Immunologie

Unser Fokus richtet sich auf CEACAM1 (CD 66a, biliary glycoprotein), das als
regulierender Co-Rezeptor an lymphatischen sowie an myeloischen Zelltypen
interagieren kann. Bei CEACAM1 unterscheidet man wiederum 11 Isoformen, die
durch alternatives Splicing entstehen'>°. Prinzipiell bestent CEACAM1 aus einer
extrazellularen Ig-Domane und einer transmembranen Komponente, mithilfe
derer die zytoplasmatischen Interaktionen hervorgerufen werden®, Die Zell-Zell-
Interaktion geschieht meistens durch homophile in manchen Féllen jedoch auch
durch heterophile Bindung®®. Die extrazellulare glykosilierte Ig-ahnliche Domane
ist sehr flexibel und kann sowohl Teil einer anti-parallelen (trans) als auch einer
parallelen (cis) homophilen Bindung sein'. Von der transmembranen
Komponente existiert eine kurze ,short“lsoform (CEACAM1-S), die 10
Aminosauren lang ist, sowie eine lange ,long“-Isoform (CEACAM1-L), die 71
Aminosauren umfasst. Der intrazellulare Anteil von CEACAML1-L enthalt Peptid-
Ketten, das sog. Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM), das
wiederum eine entscheidende Rolle in den durch CEACAM1 hervorgerufenen
intrazellularen Signalpfaden spielen'®®. Beide intrazellularen Isoformen von
CEACAML1 konnen dabei sowohl eine aktivierende als auch eine inhibierende

Funktionen ausiiben%9:162,

Die Expression von CEACAML1 ist auf Epithel- und Endothelzellen, Granulozyten,
Monozyten, NK-Zellen, B-Zellen, T-Zellen und dendritischen Zellen
nachgewiesen®3-165  Erstmalig trat CEACAM1 in der Immunologie auf
Granulozyten als aktivierender Faktor in Erscheinung. So fiuhrt CEACAM1 auf
Granulozyten beispielsweise zu einer erhohten Adhasionskapazit&t166.167,

Bei T-Zellen lasst sich auf T-Helferzellen eine hohe CEACAM1-Expression
nachweisen!®®, Zudem wird die Expression von CEACAM1 auf der Oberflache
von aktivierten T-Zellen hochreguliert'®®. Insgesamt wirkt sich CEACAM1 auf T-
Zellen inhibierend aus und fuhrt zu einer verminderten Zytokinproduktion sowie
verminderten Proliferation't®17°, Dies spielt insbesondere im Gastrointestinaltrakt
eine grol3e Rolle. Im Tiermodell liel3 sich nachweisen, dass durch die Expression

von CEACAMI1-L die T-Zellproliferation gehemmt und damit entztndliche
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Darmerkrankungen verhindert werden!’t. CECAM1-S fiihrte zu einer vermehrten
IgA-Sekretion der Darmmukosa, da die Expression von CEACAM1-S sich
stimulierend auf IgA-sezernierende B-Zellen in den Payer-Plaques,
regulatorische T-Zellen und T-Helfer-Zellen auswirkte!’?2. AuRerdem tritt
CEACAM1 auch als Co-Rezeptor auf T-Zellen auf und wirkt dadurch
immunmodulierend*’3174, So wird die T-Zell-inhibierende Wirkung von TIM-3 (T-
cell immunoglobulin domain and mucin domain-3 bzw. auch HAVCR2 genannt),
einem Oberflachenmolekil auf T-Zellen, das eine Erschopfung in T-Zellen in
chronischen viralen Infekten sowie in Tumorprozessen hervorruft, unter anderem
durch die heterophile Bindung von CEACAM1 an TIM-3 induziert!4-17°,

Bei B-Zellen lasst sich CEACAM1 auf allen B-Zell-subsets nachweisen. Dabei
scheint CEACAML1 in der Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen eine Rolle
zu spielen. Zwar tragt CEACAML1 nicht zur Proliferation von B-Zellen bei, jedoch
unterstiitzt es das Uberleben von proliferierenden B-Zellen. Zudem wirkt sich
CEACAML1 regulierend auf den B-Zell-Rezeptor (BCR) aus. 18-18 CEACAM1
scheint zur Ausbildung von B-Zellfollikeln beizutragen'®2. Die CD19-vermittelte
B-Zellaggregation wurde in einer experimentellen Studie durch CEACAM1

begtinstigt!8?.

1.3.2 Aktueller Forschungsstand in Bezug auf die MS

Welche Rolle CEACAM1 in der MS spielt, ist bislang noch nicht hirneichend
geklart. Es zeichnet sich jedoch ab, dass CEACAM1 im Hinblick auf die
Entwicklung neuer immunmodulatorischer Therapieansatze ein madglicher

Ansatzpunkt sein kénnte.

Fujita et al. fanden heraus, dass die durch CEACAM1 hervorgerufenen Signale
zu einem milderen Verlauf der Inflammationsreaktion bei EAE fiihrten'®, Dabei
spielen Zytokine wie IFN-y und IL-17 in der Entstehung und dem Fortschreiten
der EAE eine entscheidende Rolle!®-187, Durch CEACAM1 kommt es zu einer
Reduktion von [FN-y und IL-17, was wiederum einen milderen Verlauf der EAE

beguinstigt'®*. Dies ist zum Teil darauf zurlickzufiihren, dass CEACAM1 auf
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aktivierten invarianten NKT-Zellen (iINKT) vermehrt exprimiert wird und sich auch

auf deren Zytokinproduktion u.a. von IFN-y auswirkt!84,

Bei PPMS-Patienten lasst sich ein Defizit an CEACAM1-exprimierenden T-
Lymphozyten feststellen, was die Inflammationsreaktion begunstigt. Da
CEACAML1 als Ligand fur TIM-3 fungiert und durch die Interaktion zwischen
CEACAML1 und TIM-3 eine Inhibition und Apoptose von Antigen-spezifischen T-
Lymphozyten hervorgerufen wird, wirkt sich dies positiv auf die Immuntoleranz
aus. Liegt nun ein Defizit an CEACAM1-exprimierenden T-Zellen vor, kommt es
zu einer verminderten Apoptoserate von T-Zellen und zu einer vermehrten

Produktion von proinflammatorischen Zytokinen. 188-190

CEACAM1 und TIM-3 sind jedoch nicht nur Immunmodulatoren bei T-Zellen,
sondern auch bei B-Zellen'%t. Zudem fand sich im Blut von RRMS-Patienten eine
erhohte Anzahl an CEACAML1 exprimierenden B-Zellen!%t. AuBerdem wurden in

ZNS-Lasionen von MS-Patienten CEACAM1-positive B-Zellen nachgewiesen!®t,
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2 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von CEACAM1 auf verschiedenen
Immunzellen bei MS-Erkrankten zu untersuchen und die Unterschiede dabei im
Vergleich zu Gesunden herauszufinden. Hierbei widmeten wir uns den B-Zellen
und ihren Untergruppen, den T-Zellen und ihren Untergruppen, den Monozyten,
den NK-Zellen und den NKLT. Wir beleuchteten dabei auch den Aspekt, ob es
hinsichtlich des prozentualen Anteils der Immunzellen bei MS-Erkrankten einen
Unterschied zu Gesunden gibt und ob sich dieser im Fall eines
Schubereignisses andert. Aul3erdem wollten wir herausfinden, ob ein
Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil der Immunzellen und

klinischen Parmetern hergestellt werden kann.
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3.1 Teilnehmer

Im Folgenden wird das generische Maskulinum verwendet. Alle Teilnehmer
waren kaukasischer Herkunft. Insgesamt nahmen n = 25 Patienten mit
schubférmig remittierender MS teil, von denen n = 19 mit Natalizumab, n = 1 mit
Interferon-beta-1a und n = 2 mit Teriflunomid behandelt wurden. N = 3 dieser
Patienten hatten vor der Messung ein Schubereignis, wobei n = 2 therapienaiv
waren und n = 1 mit Interferon-beta-1a therapiert wurde. Die PPMS-Patienten (n
= 2) und der CIS-Patient (n = 1) waren therapienaiv. Von den SPMS-Patienten
(n =3 ) wurde einer mit Interferon-beta-1b therapiert, wohingegen die Ubrigen
zwei Patienten therapienaiv waren. Als Kontrollgruppe nahmen n = 18 gesunde
Probanden (healthy controlls, HC) teil. Es wurde darauf geachtet, dass die
Kontrollgruppe bezuglich der Verteilung von Alter und Geschlecht der Probanden
der Teilnehmergruppe angepasst war. Alle Versuche waren von der
Ethikkomission fur das Caritas-Krankenhaus Bad Mergentheim sowie die
Universitdt ~ Wirzburg  genehmigt  (Bayerische  Landeséarztekammer:
Aktenzeichen mb BO 14043; Ethikkomission der Universitat Wiurzburg:
Aktenzeichen 258/14). Fur die Versuche wurde von jedem Patienten sowie jedem
gesunden Probanden eine mundliche und schriftliche Einverstandniserklarung

eingeholt. Eine Ubersicht (iber die Patienten wird in Tabelle 3 aufgefiihrt.
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Tabelle 3: Ubersicht tber die Probanden

Alter bei EDSS'bei Verlaufsform bei TSLR® bei Therapiedauer Therapieform bei
Code Geschlecht Test (y) Test Test ED? Test (m) bei Test(m) Test
BIII070714 w 35 2 RRMS 01.07.2003 26 21 Natalizumab
FI1130814 m 40 3,5 RRMS 01.07.2004 15 11 Natalizumab
Glll140814 w 33 6 RRMS 01.07.2003 5 4 Natalizumab
HI130814 w 56 6,5 RRMS 01.07.1999 2 1 Natalizumab
HII1100614 w 56 3 RRMS 01.05.2009 37 1 Teriflunomid
HIN270514 w 46 5,5 RRMS 01.04.2012 27 3 Natalizumab
JI11060814 m 32 2 RRMS 01.07.2008 1 6 Teriflunomid
JI270314 w 36 1,5 RRMS 01.12.2011 3 30 Interferon beta 1a
MI11050814 w 34 2 RRMS 01.01.2008 78 78 Natalizumab
Olll050814 m 39 2 RRMS 01.03.2008 62 63 Natalizumab
RIN270514 w 18 1 RRMS 01.05.2011 26 24 Natalizumab
SI070714 m 54 5 RRMS 01.07.1995 10 3 Natalizumab
SBIII250614m 46 4 RRMS 01.07.2005 44 38 Natalizumab
SAIlI250614w 48 3 RRMS 01.07.2004 33 32 Natalizumab
Sl1240614 m 29 3,5 RRMS 01.10.2012 6 9 Natalizumab
SlI270514 w 55 6 RRMS 01.07.1998 57 53 Natalizumab
WI11280514 m 46 4 RRMS 01.07.2009 20 12 Natalizumab
ZII070714 m 48 2 RRMS 01.07.2007 48 43 Natalizumab
Ulll230215 m 46 4,5 RRMS 01.01.2003 3 1 Natalizumab
LI1240513 w 34 RRMS 01.05.2013 5 Natalizumab
SI130613 w 30 4 RRMS 01.06.2013 5 11 Natalizumab
BIl1090315 w 25 4 RRMS 01.05.2013 8 3 Natalizumab
SII130613 w 29 5 RRMS/SCHUB 01.06.2013 / 9 Interferon beta 1a
KIl1230514 m 41/ RRMS/SCHUB [/ / ! therapienaiv
BIl1180315 m 20 3 RRMS/SCHUB 01.03.2015 1/ therapienaiv
KV030914 m 72 6,5 PPMS 01.07.2007 3/ therapienaiv
RV030914 w 61 6 PPMS 01.07.2010 3/ therapienaiv
SIV070814 w 63 6,5 SPMS 01.07.1999 / 128 Interferon beta 1b
PIV030914 w 41 7 SPMS 01.07.1998 / ! therapienaiv
51030914 m 65 9 SPMS 01.07.1983 / ! therapienaiv
RI1280314 m 29/ CIS ! / ! therapienaiv

1EDSS: Expanded disability status scale (s. 1.1.4.1)
2 ED: Erstdiagnose
3 TSLR: , Time since last relapse* entspricht der Zeit in Monaten seit dem letzten Schubereignis

3.2 Liste mit Puffern und L6sungsmitteln
Puffer/L6ésungsmittel Hersteller
Biocoll separating solution Biochrom AG
1,077 g/ml
3-Mercaptoethanol 1 umol/l Sigma-Aldrich
Bovines Serumalbumin (BSA) PAA
1%

Fetales Kalberserum (FBS) Gibco
IL-2 15 ng/ml Peprotech
Penicillin/Streptomycin (P/S) Sigma
10000 U/ml
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Phosphatgepufferte Salzlosung
(PBS, phosphate-buffered saline)

Biochrom AG

0,1M

R848 2,5 pg/ml

Enzo Life Science

RPMI-1640 Medium

Biochrom AG

Trypanblau 0,5 %

ROTH

3.3 Liste mit Antikorper

Tabelle 4:

Spezifitat
Maus-Anti-Human-CD3
Maus-Anti-Human-CD20

Tabellarische Ubersicht tiber die verwendeten Antikorper

Label Isotyp Klon
APC-H7 Maus IgG1, Kk SK7
PerCP-Cy5.5 Maus lgG2b, 2H7

Hersteller
BD Pharmingen
BD Pharmingen

Maus-Anti-Human-CD66a FITC Maus IgG1 B-D60 Diaclone
Maus-Anti-Human-CD14 V450 Maus lgG2b, M$P9 BD Horizon
Maus-Anti-Human-CD14 V500 Maus IgG2a, M5E2 BD Horizon
Maus-Anti-Human-CD56 PE Maus IgG1, Kk B159 BD Pharmingen
Maus-Anti-Human-CD4 PE-Cy7 Maus IgG1, kK SK3 BD Pharmingen
Maus-Anti-Human-CD8 V500 Maus lgG1, K SK1 BD Horizon
Maus-Anti-Human-CD27  APC Maus IgG1, Kk M-T271 BD Pharmingen
Maus-Anti-Human-CD43 PE Maus IgG1, k 1G10 BD Pharmingen
3.4 Gerate

Gerat Hersteller

Biofuge 28RS Heraeus Sepatech

Centrifuge 5418 Eppendorf

Advanced Vortex Mixer ZX3
Allegra X-30R Centrifuge
Heracell 240i CO2-Incubator
Durchflusszytometer BD FACS
Canto Il

Lichtmikroskop
Neubauerzahlkammer
Mikropipetten

Sterilwerkbank

3.5 Methoden

VELP Scientifica
Beckman Coulter
Thermo Scientific

BD

Diavert

Hecht Assistent
Eppendorf
PRETTL GmbH

3.5.1 Probengewinnung und Transport

Die vendse Blutentnahme erfolgte in 9 ml-Lithium-Heparinréhrchen im Rahmen

der ambulanten Betreuung der Patienten in der MS-Ambulanz des Caritas

Krankenhauses in Bad Mergentheim. Es wurden durchschnittlich 18 ml Blut pro
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Patient auf Eis gekuhlt transportiert und 3,5 Stunden nach der Blutentnahme

weiterverarbeitet.

3.5.2 Isolierung peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC) mittels
Dichtegradientenzentrifugation

Das Blut wurde im Verhaltnis 1:1 mit PBS 0,1 M verdinnt und an der
Sterilwerkbank 30 ml des verdinnten Vollblutes auf 15 ml der Trennlésung
(Biocoll separating solution, Biochrom) geschichtet. Anschliel3end erfolgte eine
Zentrifugation (30 Min., 531 x g, 20 °C) ohne Bremse. Die Methode basiert auf
der unterschiedlichen Dichte und Sedimentationsgeschwindigkeit von Stoffen.
Dies fuhrt dazu, dass mithilfe von Zentrifugalkraften einem Gradienten folgend
eine Phasentrennung erreicht werden kann. Demnach sammeln sich die
Bestandteile mit erhdhter Dichte - in diesem Fall ein Zellpellet aus Erythrozyten
und Granulozyten - am Boden des Rohrchens an. Dariber befand sich die
Trennlésung, die wiederum durch eine Grenzschicht bestehend aus den PBMC
vom darauf befindlichen Plasma getrennt wurde. Der weiRe Ring aus PBMC
wurde vorsichtig mithilfe einer Pasteurpipette abgenommen und in ein 50 ml
Rohrchen dberfuhrt. In diesem Roéhrchen wurden die PBMC dreimal einem
Waschschritt mit einem Kulturmedium (RPMI-1640 Medium + 1% P/S, einmal 50
ml, zweimal 20 ml) mit anschlieRender Zentrifugation (10 Min., 300 x g, mit
Bremse bei 20 °C) unterzogen. Der Uberstand wurde jeweils abgenommen und

verworfen. Die Zellen wurden vorsichtig in Kulturmedium resuspendiert.

3.5.3 Zellzahlung

Zur Zellzahlung wurden 10 pl der Zellsuspension im Verhaltnis 1:10 mit
Trypanblau 0,5 % (in 0.9% NaCl sterilfiltriert) versetzt. Nachdem das Deckglas
so auf die Neubauerzahlkammer gelegt wurde, dass ,Newtonringe® entstanden,
wurden 10 pl der mit Trypanblau versetzten Zellsuspension auf die Zahlkammer
gegeben. Dabei wurde die Pasteurpipettenspitze an den Rand der Zahlkammer
angesetzt und durch Kapillarkréfte die Zellsuspension zwischen Deckglas und
Kammer gesaugt. Die Zellzdhlung erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Mithilfe der
durch die Einteilungslinien entstandenen Quadrate der Neubauerzéhlkammer
wurden die lebenden ungefarbten Zellen in jedem Quadrat gezahlt und der
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Mittelwert gebildet. Dieser entsprach der absoluten Zellzahl lebender Zellen pro

10 ml Zellsuspension.

354 Polyklonale Stimulation

Nach einem Zentrifugationsschritt (10 Min., 300 x g, mit Bremse bei 20°C) mit
anschlieRendem Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen mit dem
Kulturmedium (RPMI-1640 Medium + 1% P/S + 10% FBS) auf eine Konzentration
von 3 x 108 Zellen/ml aufgefiillt und 4,5 ml (entspricht 13,5 x 108 Zellen) fir die
folgende Farbung entnommen. Die restlichen Zellen wurden mit B3-
Mercaptoethanol (10 pl auf 10 ml), R848 (5 ul auf 10 ml) und IL-2 (1,5 pl auf 10
ml) versetzt, in eine Kulturflasche umgefullt und fir 96 h bei 37 °C und 7% CO:
im Brutschrank kultiviert. Nach Ablauf der 96 h wurde die Zellsuspension drei
Waschschritten mit PBS und anschlie3ender Zentrifugation (10 Min., 300 x g, bei

20°C) unterzogen und danach eine Zellz&hlung durchgefihrt.

3.5.5 Farbung

Fur die Farbung wurden zunachst jeweils 1 x 10° Zellen auf 2 ml ReaktionsgefalRe
verteilt, bei 300 x g fur 10 Min. bei Raumtemperatur pelletiert und der Uberstand
abpipettiert. Dann wurden pro Reaktionsgefal? 1 ml PBS und mit Ausnahme des
Gefaldes fur die Ungefarbt-Probe 1 pl Tot-Lebendfarbstoff hinzugegeben, mittels
Vortex-Mischers miteinander vermischt und lichtgeschitzt fur 10 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end erfolgte ein Blockierungsschritt mit 1 mi
PBS 1% BSA und eine Zentrifugation (300 x g, 10 Min., 20°C), bei der der
Uberstand dekantiert wurde. Pro ReaktionsgefaR wurden 50 pl des im Folgenden
aufgelisteten Antikorpermix dazugegeben und 30 Min. lichtgeschutzt bei 20 °C
inkubiert. Nach zwei sich anschlielenden Waschschritten mit 1 ml PBS + 1%
BSA und Zentrifugation (300 x g, 5 Min., 20°C) mit Dekantieren des Uberstands,
wurde das Pellet resuspendiert und auf 400 pl mit PBS 1 % BSA zur Messung
am Durchflusszytometer aufgefillt und auf Eis gelagert.

3.5.5.1 Panel CEACAM1-exprimierender Immunzellen

Bei diesem Panel standen neben den CEACAM 1-exprimierenden B (CD3,
CD20%)- und T (CD3*, CD20)-Lymphozyten vor allem nattrliche Killer-Zellen
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(NK-Zellen, CD3-, CD20", CD56%), Monozyten (CD3", CD207, CD14%) und NKLT
(CD3*, CD20, CD56*) im Vordergrund. Die Menge der eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe richtete sich dabei nach den Herstellerangaben.
Da die Panels mehrere Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Antikdrper umfassten
und es dabei zur spektralen Uberlappung und somit zu falsch positiven Signalen
sowie einem hohen unspezifischen Hintergrund zwischen den einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffen kommen konnte, wurden zusétzliche Kontrollfarbungen
(,fluorescence minus one“, FMO) fur das Gating eingesetzt. Dabei handelt es
sich um Féarbungen, bei denen alle Fluoreszenzfarbstoffe aul3er dem zu
Testenden hinzugegeben werden, sodass sich die Obergrenze fur die maximal
zu erwartende Fluoreszenz der ungefarbten Zellen in diesem Kanal bestimmen
lasst. Diese Obergrenze entspricht zugleich der Untergrenze fir die gefarbten
Daten in diesem Kanal. Dadurch wird die Trennung zwischen ungefarbten und
gefarbten Daten und somit das ,Gating“, also die Selektion einer bestimmten
Zellpopulation, erleichtert. Diese Kontrollfarbungen sind jedoch nicht fur alle
Fluoreszenzfarbstoffe notwendig. Bei Fluoreszenzfarbstoffen, die keine
Streustrahlung anderer Fluorochrome in ihren Kanélen verzeichnen, genigt als
Kontrollfarbung eine Ungefarbtprobe (Unstained). In diesem Panel wurde neben
einer Ungefarbtprobe eine Kontrollfarbung fur FITC, PE und V500 durchgefihrt

wie in der folgenden gezeigt.

Tabelle 5: Ubersicht iiber das Panel CEACAM1-exprimierender Immunzellen sowie ihrer
Kontrollfarbungen

PER-CP CY55 APC-H7 V500 PE FITC
PROBE CD 20 CD 3 CD 14 CD56  CD 66a
FMOFITC  CD20 CD 3 CD 14 CD56 -
FMO PE CD 20 CD3 CD 14 CD 66a
FMO V500 | CD20 CD 3 CD56  CD 66a
UNSTAINED | -

3.5.5.2 Panel CEACAM1-exprimierender B- und T-Lymphozyten

Bei diesem Panel lag das Hauptaugenmerk auf CEACAML1- exprimierenden B-
und T-Lymphozyten sowie B1l-Zellen (CD3:, CD20*, CD27*), Ged&achtniszellen

33



(CD3, CD20*,

CD43%),

3 Material und Methoden

naiven B-Zellen (CD3:, CD20,
Plasmazellen (CD3, CD20, CD27*), Tu-Zellen (CD3*, CD20, CD4*) und
zytotoxischen T-Lymphozyten (CD3*, CD20-, CD8").

CcD27,

CD43),

Als Gatingkontrolle dienten neben einer Ungeféarbtprobe Kontrollfarbungen fir
FITC, PE und zunachst APC. Da sich APC als sehr stabile Farbung mit einer

klaren Grenze zwischen gefarbten und ungefarbten Zellen herausgestellt hat,

wurde ab dem 05.08.2014 auf weitere Kontrollfarbungen fir APC verzichtet.

Tabelle 6: Ubersicht iiber das Panel fiir CEACAM1-exprimierende B- und-T-Lymphozyten sowie
die Kontrollfarbungen
PER-CP APC-H7 V500 PE-CY7 APC PE FITC
CY5.5
PROBE CD 20 CD 3 CD 8 CDh4 CD27 CD43 CD66a
FMO PE CD 20 CD3 CD 8 CDh4 cb27 - CD 66a
FMO APC CD 20 CD 3 CD 8 CDh4 CD 43 CD 66a
FMO FITC CD 20 CD 3 CD 8 Ch4 Cb27 CD43 ---
UNSTAINED --- --- --- --- --- --- ---

3.5.5.3 Panel fur die Farbung nach polyklonaler Stimulation

Die polyklonale Stimulation sollte einen Zustand der Inflammation simulieren. Der

Fokus bei dieser Farbung lag bei den B- und T-Lymphozyten sowie den

Monozyten, NK-Zellen und NKLT-Zellen. Die Kontrollfarbungen umfassten in

diesem Panel eine Ungefarbtprobe sowie eine Kontrollfarbung fur FITC.

Tabelle 7: Ubersicht (iber das Panel nach polyklonaler Stimulation sowie die Kontrollfarbungen
PER-CP APC-H7 V500 PE FITC
CY5.5
PROBE CD 20 CD3 CD 14 CD 56 CD 66a
FMO FITC CD 20 CD 3 CD 14 CD 56
UNSTAINED | -
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3.5.6 Messung am Durchflusszytometer

Die Messung mit dem Durchflusszytometer (FACS, fluorescence-activated Cell
sorting) wurden im FACS-Labor des Instituts fur Anatomie und Zellbiologie in
Wirzburg durchgefihrt.

3.5.6.1 Messprinzip

Die FACS-Analyse ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen. Sie ermdglicht eine
Zelltypisierung von  Einzelzellen aufgrund ihrer Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften. Basierend auf dem Prinzip der Antikoérper-Antigen-
Reaktion werden Einzelzellen in Suspension mit durch Fluoreszenzfarbstoff
markierten Antikbrpern versetzt. Mittels einer Kapillare werden die Zellen in einen
koaxialen Hullstrom eingesogen und so an der Messkammer vorbeigefihrt, dass
sie sequenziell zwischen Laserstrahl und Flussigkeitsstrom fokussiert werden
(hydrodynamische Fokussierung). Durch den monochromatischen Laserstrahl
kommt es zur Absorption von Lichtenergie in dem fiir den Fluoreszenzfarbstoff
charakteristischen Wellenlangenbereich. Dadurch werden Elektronen auf ein
hoheres Energieniveau angehoben wund durch Zurlckfallen auf das
Ausgangsniveau wird Energie in Form von Photonen freigesetzt. Die emittierte
Photonenkonzentration wird mithilfe eines Photonendetektors gemessen und
verhalt sich proportional zur Menge an gebundenen Antikorpern.
Neben der emittierten Fluoreszenz wird aul3erdem das Streulicht detektiert, das
Aufschluss tUber Grél3e und Komplexitat der Zellen gibt. Das Vorwartsstreulicht
(FSC, forward scatter) entspricht der Intensitét des Lichts, die in Vorwartsrichtung
entlang des einfallenden Lichtstrahls in einem geringen Ablenkungswinkel streut
und abhéngig vom Volumen der Zelle ist. Es ist damit ein Mal3 fur die Grol3e einer
Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC, sideward scatter) gibt die Lichtbrechung
entlang eines 90° Winkels an und wird von der Granularitat der Zelle beeinflusst.
Mittels dieser beiden Komponenten lassen sich die Zellen morphologisch

voneinander abgrenzen.
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3.5.6.2  Settingkontrolle

Um eine Vergleichbarkeit der Daten zu gewadhrleisten, sind bei der
Durchflusszytometrie verschiedene Kontrollmechanismen notwendig. Einer
davon ist die Settingkontrolle. Dabei werden die Einstellungen des
Durchflusszytometers  Uberprift und anhand einer Vergleichsprobe
sichergestellt, dass die gefarbten Zellen im erwarteten
Fluoreszenzintensitatsspektrums liegen. Neben der Einstellung der Laser und
Filter liegt das Hauptaugenmerk dabei auf der angelegten Spannung (Voltage).
Diese wurde optimiert, wenn die Signalintensitit der einzelnen
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrper nicht im erwarteten Spektrum lag.
In der folgenden ist exemplarisch die Settingkontrolle fir die Farbungen
zwischen dem 24.07.2014 und dem 14.08.2014 dargestellt.

Tabelle 8: Settingkontrolle fur die Farbungen vom 24.07.2014 bis 14.08.2014

[Paramete Stain Range Bits Decades Gain Voltage

3.
3.
3
3
3.

1 MR R R R

ue-A death
AmCyan-A edld

3.5.6.3 Kompensation

Ein weiterer Kontrollmechanismus ist die Kompensation. Diese sollte nach der
Settingkontrolle und damit nach der Korrektur der eingestellten Spannung
erfolgen. Hintergrund ist auch hierbei die Tatsache, dass die einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe bei einer Mehrfarbenanalyse nicht nur Fluoreszenzsignale
in den eigens daflr vorgesehenen Kanal, sondern auch Impulse in die anderen
Kanale streuen. Die Kompensation entspricht dabei der rechnerischen Korrektur
der Impulsstéarke, die ein Fluorochrom in einen anderen Kanal abgibt. Dabei

wurde pro Fluorochrom 1 pl in ein Eppendorfreaktionsgefal? gegeben und mit je
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einem Tropfen eines positiven und negativen Kontrollbeads versehen. Nach
einer lichtgeschutzten Inkubationszeit (15 Min., 20 °C) erfolgte die Messung am
Durchflusszytometer. Die Software des Durchflusszytometers gibt an, wieviel die
einzelnen Fluorochrome prozentual gesehen in die Kanéle anderer

hereinstrahlen, sodass eine rechnerische Korrektur vorgenommen werden kann.

3.5.6.4 Isotypkontrolle

Die Isotypkontrolle dient der Bestimmung des Ausmal3es an Hintergrundsignalen
der Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérper, die durch unspezifische
Bindung und Autofluoreszenz der Zellen zustande kommen. Die Autofluoreszenz
der Zellen entspricht der Lichtemission durch intrazellulare zytoplasmatische

Fluorochrome.

3.5.6.5 Messung

Nach dem Justieren und Kalibrieren des Durchflusszytometers erfolgte die
Messung. Es wurde eine elektronische Signalschwelle (Diskriminator) fur die
Vorwarts-Seitwarts-Streulicht-Darstellung  von 50 K festgesetzt, um
unspezifische Stoérsignale von Verunreinigungen und Storpartikeln von toten
Zellen zu vermeiden. Es wurden pro Proberdhrchen 200.000 Zellen bei den
Farbungen und Kontrollfarbungen sowie 100.000 Zellen bei den
Ungefarbtproben akquiriert. Die Durchflussrate betrug zwischen 200 und 300
Zellen pro Sekunde.

3.5.7 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten
3.5.7.1  Gating-Strategie

Die Gating-Strategie dient der logischen Sortierung der Messdaten und hat als
Zielsetzung das Herausfiltern der einzelnen Zelllinien und Subpopulationen durch
Gegenuberstellung verschiedener Parameter und Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelter Antikorper. Da bei einigen Farbungen die Tot-Lebend-Farbung nicht
durchgefuhrt wurde, wurde auf eine Tot-Lebend-Diskriminierung verzichtet und
bei der Gating-Strategie mit einem morphologischen Lymphozytengate
begonnen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Beispiel fur ein Lymphozytengate anhand der Farbung von SAIII250614 am
25.06.2014

Bei einem statistischen Vergleich zwischen der Gating-Strategie, die auf dem
morphologischen Lymphozytengate basiert (Strategie 1) und der die Tot-Lebend-
Diskriminierung enthaltenden Gating-Strategie (Strategie 2) zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede (p = 0,074), was die Verteilung der Zelllinien und ihrer
Subpopulationen angeht. Der statistische Vergleich erfolgte mittels GraphPad
PRISM 7 und wurde mithilfe eines gepaarten, zweiseitigen t-Tests durchgefihrt.
Die Dublettendiskriminierung erfolgte sowohl im Vorwarts- als auch im Seitwarts-
Streulicht-Gate (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Beispiel der Dublettendiskriminierung anhand der Farbung von SAIII250614 am

25.06.2014

Sofern eine Kontrollfarbung fir die einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe vorhanden
war, diente diese als Negativkontrolle. Alternativ wurde die Ungefarbtprobe als
Mald fur die Untergrenze des jeweiligen Gates herangezogen. Bei den
Monozyten und NK-Zellen wurde aul3erdem in eine Subpopulation mit hoher
(,bright) und eine mit niedriger (,dim“) Fluoreszenzintensitat unterschieden. Die
Grenzen hierfur orientierten sich an der Negativkontrolle und dem

morphologischen Bild der Immunzellen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Beispiel fur die Gatingstrategie der einzelnen Zelllinien

Erlauterung: A: Gating der Zellen in T-Zellen, B-Zellen, CD3*CD20* sowie CD3"
CD20" Zellen anhand der Beispielfarbung von SAIlI250614 vom 25.06.2014 B:
Gating der CD3'CD20" Monozyten in eine ,dim“ und ,bright” Subpopulation anhand
der Beispielfarbung von SAIl1250614 vom 25.06.2014

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 4Abbildung 5 und Abbildung 6) sind
die einzelnen Gating-Strategien fur die verschiedenen Panels aufgefiihrt. Dabei
entsprach die Gating-Strategie flr das Panel der CEACAM1-exprimierenden B-
und T-Lymphozyten vor polyklonaler Stimulation dem nach polyklonaler

Stimulation.
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die Gating-Strategie des Panels CEACAM1-exprimierender
Immunzellen
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L—» Seitwartsstreulicht
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Abbildung 5: Ubersicht tiber die Gating-Strategie fir das Panel CEACAM1-exprimierender
Immunzellen nach polyklonaler Stimulation
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Abbildung 6:
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Ubersicht iiber die Gating-Strategie fiir das Panel CEACAM1-exprimierender B- und

T-Lymphozyten und deren Subpopulationen
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Statistischer Vergleich der verschiedenen Settings

Es wurde fir jedes Setting eine Gating-Vorlage anhand einer der mit dem
jeweiligen Setting durchgefiihrten Messungen erstellt. Diese diente dann als
Vorlage fir alle weiteren Messungen des jeweiligen Settings. Um zu tberprtfen,
ob die verschiedenen Settings trotz Unterschiede in den Einstellungen als
homogene Gruppe in der statistischen Datenauswertung behandelt werden
konnten oder ob fUr jedes Setting eine eigene statistische Auswertung erfolgen
sollte, wurde ein statistischer Vergleich der verschiedenen Settings durchgefihrt.
Fur alle statistischen Auswertungen diente GraphPad Prism 7 als Software. Als
Vergleichstest wurde in diesem Fall die einfaktorielle ANOVA herangezogen

(Signifikanzniveau p<0,05), da wir die einzelnen Settings als unabh&ngige
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Gruppen definierten. Die Nullhypothese besagte, dass die Zelllinien durch die
Settings unbeeintrachtigt bleiben. Hierbei liel3 sich im Vergleich der Settings
keine signifikanten Unterschiede in den Zellpopulationen und ihren
Subpopulationen feststellen. In der statistischen Auswertung der Daten blieben
daher die einzelnen Settings unbertcksichtigt.

3.5.7.3  Statistische Auswertung mittels GraphPad Prism

Die statistische Auswertung der experimentell erhobenen Daten erfolgte mithilfe
des Statistikprogramms GraphPad Prism 7 im Institut fur Anatomie und
Zellbiologie Wirzburg.

Es wurden die Unterschiede in der Anzahl der Immunzellen und CEACAM-1-
exprimierenden Immunzellen zwischen gesunden Probanden und MS-
Erkrankten untersucht. Als statistischer Test diente der zweiseitige, ungepaarte
t-Test. Dieser ermoglicht den Vergleich zweier unabhangiger Gruppen. Da bei
der Gegenuberstellung von gesunden Probanden und MS-Erkrankten davon
auszugehen ist, dass die Verteilung der Zelllinien einer Normalverteilung (Gaul3-
Verteilung) unterliegt, wurde ein parametrischer Test angewandt. Auf die Welch’s
Korrektur wurde verzichtet, da angenommen wurde, dass beide Stichproben
ahnliche Standardabweichungen und Varianzenhomogenitat aufweisen. Die
Nullhypothese besagte, dass es zwischen den gepruften Stichproben keinen
Unterschied gibt. Das Signifikanzniveau als maximale Wahrscheinlichkeit, die
Nullhypothese irrtimlich abzulehnen, wurde auf a = 0,05 festgelegt. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Form von Scatterplot-
Diagrammen. Jeder einzelne Punkt reprasentiert dabei einen Probanden. Der
Mittelwert sowie die Standardabweichungen sind als horizontale Linie dargestellt.
Messungen, bei denen es zu keinem signifikanten Unterschied zwischen den
verglichenen Proben kam, wurden nicht gesondert gekennzeichnet. War ein
signifikanter Unterschied zu verzeichnen, wurde dies mit ,*“ markiert. Die Anzahl
der Sternchen entspricht dabei der Anzahl an Nachkommastellen mit ,0°
Messungen, bei denen die Zellzahl 100000 unterschritten hat, wurden dabei
ebenso nicht bericksichtigt wie die Messungen, die statt mit CD20 als B-Zell-
Marker mit CD19 durchgefihrt wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Unterschiede zwischen dem prozentualen Anteil von
Immunzellen und deren Subpopulationen bei RRMS-
Patienten und gesunden Probanden

Um eine Aussage dariber treffen zu kdnnen, ob einzelne Immunzellen und

Subpopulationen bei MS-Erkrankten im Vergleich zu gesunden Probanden in

ihrer Prozentzahl erhéht oder erniedrigt sind, wurden diese mittels zweiseitigem,

ungepaarten t-Test miteinander verglichen. Da es sich bei der schubférmig
remittierenden MS um die haufigste der Verlaufsformen handelt, gehdrten die

meisten der MS-erkrankten Teilnehmer zu dieser Gruppe. Insgesamt wurden 22

Teilnehmer mit RRMS verzeichnet. Dabei wurden bei der Halfte der Patienten (n

= 11) durchflusszytometrische Messungen vor und nach polyklonaler Stimulation

durchgefuihrt. Diese diente zur Imitation eines proinflammatorischen

immunologischen Prozesses im Sinne eines Schubereignisses.

41.1 Vergleich der Immunzellen bei RRMS-Patienten und HC vor
polyklonaler Stimulation

Im Folgenden werden die statistisch ausgewerteten, durchflusszytometrischen
Ergebnisse der einzelnen Immunzellen und Subpopulationen bei RRMS-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden bei einer Testung ohne

polyklonale Stimulation aufgezeigt.

4.1.1.1 Erhohte Prozentzahl von B-Lymphozyten bei RRMS-Patienten

Im Vergleich zu den gesunden Probanden (n = 18; mean = SD, 4,44 + 2,23; CI
[3,33;5,55]) war der prozentuale Anteil der durchflusszytometrisch gemessenen
B-Lymphozyten bei Patienten mit schubférmiger MS signifikant erhoht (n = 16;
mean + SD, 8,85 * 4,24; CI [6,59;11,11]; p = 0,0005) (Abbildung 7A).

Bei den Gedachtniszellen lie3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen
RRMS-Patienten (n = 17; mean = SD 34,77 £+ 20,24, Cl [24,37;45,18]; p = 0,9313)
und gesunden Probanden (n = 16; mean + SD 34,23 + 15,37; Cl [26,04;42,42])
feststellen (Abbildung 7B).
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Auch bei den naiven B-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
RRMS-Patienten (n =17; mean = SD 59,88 + 19,54; CI [49,83;69,92]; p = 0,8050)
und gesunden Probanden (n = 16; mean + SD 61,39 + 15,00; CI [53,40;69,39])
gefunden werden (Abbildung 7C).

Hinsichtlich des prozentualen Anteils von B1-Zellen liel3 sich kein signifikanter
Unterschied zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean £ SD 1,93 + 1,21; ClI
[1,31;2,55]; p = 0,5303) und gesunden Probanden (n = 16; mean + SD 2,25 +
1,61; CI [1,39;3,10]) nachweisen (Abbildung 7D).

Die Prozentzahl der Plasmazellen zeigte sich bei RRMS-Patienten (n = 17; mean
+ SD, 0,26 + 0,22; CI [0,15;0,38]; p = 0,3331) im Vergleich zu gesunden
Probanden (n = 15; mean + SD, 0,19 + 0,18; CI [0,09;0,29]) nicht signifikant
verandert (Abbildung 7E).
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Abbildung 7: Verteilung der B-Zellen sowie der Subpopulationen bei RRMS-Patienten und

gesunden Probanden

Erlauterung:. (A) Prozentualer Anteil der B-Zellen (B) Prozentualer Anteil der Gedéchtniszellen (C)
Prozentualer Anteil der naiven B-Zellen (D) Prozentualer Anteil der B1-Zellen (E)
Prozentualer Anteil der Plasmazellen
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4.1.1.2 Verminderter Anteil von T-Lymphozyten wund erhOhter
prozentualer Anteil von Tr-Zellen bei RRMS-Patienten

Bei der Untersuchung von T-Lymphozyten im peripheren Blut zeigten sich
signifikante Unterschiede (p = 0,0425) zwischen RRMS-Erkrankten (n = 20;
mean + SD, 53,17 + 12,75; CI [47,20;59,14]) und gesunden Probanden (n = 18;
mean x SD, 60,38 + 7,33; CI [56,73;64,02]). Dabei war die Prozentzahl peripherer
T-Lymphozyten bei Erkrankten signifikant erniedrigt (Abbildung 8A).

Bei den zytotoxischen T-Lymphozyten liel3 sich kein signifikanter Unterschied
zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean = SD 18,93 + 6,86; Cl [15,40;22,45]; p
= 0,2414) und gesunden Probanden (n = 16; mean * SD 21,69 + 6,40; CI
[18,28;25,10]) feststellen (Abbildung 8B).

Beim prozentualen Anteil der Tu-Zellen fand sich ein signifikanter Unterschied (p
= 0,0225) zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean * SD 75,32 + 13,72; Cl
[68,26;82,37]) und gesunden Probanden (n = 16; mean + SD 65,51 + 9,12; ClI
[60,65;70,37]), wobei hier ein erhdhter prozentualer Anteil der Tn-Zellen bei
RRMS-Patienten im peripheren Blut vorlag (Abbildung 8C).
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Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der T-Zellen (B) Prozentualer Anteil der CTL (C)
Prozentualer Anteil der Tu-Zellen

Erniedrigter prozentualer Anteil von CD56%9M-NK-Zellen bei
RRMS-Patienten

Hinsichtlich der Prozentzahl von NK-Zellen bei Patienten mit schubférmigem
Verlauf (n = 21; mean £ SD, 28,04 + 10,46; CI [23,11;33,15]) und gesunden
Probanden (n = 18; mean = SD, 34,73 = 12,39; CI [28,57;40,89]) gab es keine
signifikanten Unterschiede (p = 0,0757) (Abbildung 9A).

Bei der ,dim“-Subpopulationen lief3 sich hingegen eine signifikante Erniedrigung
bei RRMS-Patienten (n = 21; mean + SD, 24,95 + 10,04, CI [20,38;29,52]; p =
0,0488) im Vergleich zu gesunden Probanden (n = 18; mean = SD, 32,18 + 12,15;
Cl [26,14,;38,22]) feststellen (Abbildung 9B).
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Die ,bright“-Population der NK-Zellen zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen RRMS-Patienten (n = 21; mean = SD, 3,03 + 1,16; CI [2,50;3,56]) und
gesunden Probanden (n =18; mean + SD, 2,59 £ 0,73; ClI [2,22;2,95]; p = 0,1695)
(Abbildung 9C).

A B
NK Zellen NK Zellen dim

80 80

Y 60+ s
|
) 40+ [Pt

20 LY 20

% der CD3- CD20- Zellen
n
n
"]
T
]
o o
F of .
°
o| o
®
% der NK-Zellen
B
o
1
'.:1'..¢| °
T e e
<%
TR
E lf -
| AN |
ml =

- . —1.»— =
L ®
0 I I 0 1 1
RRMS HC RRMS HC
C
NK Zellen bright
a_.
S 6 "
©
N
X 44
24 il Lo,
g = e % o
g2 "= " e .
L J
0 T T
RRMS HC
Abbildung 9: Verteilung der NK-Zellen und deren Subpopulationen bei RRMS-Patienten und

gesunden Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer der NK-Zellen (B) Prozentualer Anteil der NK-Zellen
dim (C) Prozentualer Anteil der NK-Zellen bright

4.1.1.4 Keine signifikanten Unterschiede beim prozentualen Anteil von
Monozyten und deren Subpopulationen

Die Prozentzahl von Monozyten im peripheren Blut zeigte in der
durchflusszytometrischen  Auswertung keine signifikanten Unterschiede
zwischen RRMS-Patienten (n = 21; mean + SD, 38,31 + 16,67; CI [30,72;45,89])
und gesunden Probanden (n = 18; mean = SD, 46,58 + 11,96; CI [40,63;52,52];
p = 0,0879) (Abbildung 10A).
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Die ,dim“-Population der Monozyten wies auch keine signifikanten Differenzen
im Vergleich von RRMS-Patienten (n = 21; mean = SD, 10,04 + 3,44; CI
[8,50;11,61]) und gesunden Probanden (n = 18; mean = SD, 10,30 £ 3,62; p =
0,8216; CI [8,50;12,10]) auf (Abbildung 10B).

Die Betrachtung der Prozentzahl von Monozyten mit einem hohen
Fluoreszenzsignal (,bright*) ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
zwischen RRMS-Patienten (n = 21; mean £ SD, 28,29 + 15,92; CI [21,04,;35,54])
und gesunden Probanden (n = 18; mean = SD, 36,24 + 12,05; CI [30,25;42,23];
p = 0,0911) (Abbildung 10C).

50



4 Ergebnisse

A Monozyten B Monozyten dim
80—
§ 20+
)
" 60 3] 15+
S 3
O 40+ S 104
8- = 10
o 3
16 204 T 54
k-] X
2
o 0 . .
RRMS HC
80—
S
2 60-
N
o
5
= 40
S
B
° 20
0
Abbildung 10: Verteilung der Monozyten und deren Subpopulationen bei RRMS-Patienten und

gesunden Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der Monozyten (B) Prozentualer Anteil der
Monozyten dim (C) Prozentualer Anteil der Monozyten bright

4.1.1.5 Keine signifikanten Unterschiede beim prozentualen Anteil der
NKLT

Hinsichtlich der Prozentzahl der NKLT lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen RRMS-Patienten (n = 21; mean = SD, 4,66 = 3,94 Cli
[2,87;6,46]) und gesunden Probanden (n = 18; mean £+ SD, 7,68 % 6,13; CI
[4,64;10,73]; p = 0,0711) feststellen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Verteilung der NKLT bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden
4.1.2 Vergleich der Immunzellen von RRMS-Patienten und Gesunden

nach polyklonaler Stimulation
Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse nach polyklonaler Stimulation
aufgefiihrt. Da bei den gesunden Probanden jedoch nur eine sehr geringe
Stichprobe (n=2) vorlag, weisen die errechneten Werte lediglich eine Tendenz
auf.

4.1.2.1 Tendenzielle Erhdhung von B-Lymphozyten bei RRMS-Patienten
nach polyklonaler Stimulation

Im Vergleich zwischen RRMS-Patienten (n = 6) und gesunden Probanden (n =
2) zeigte sich eine tendenzielle Erhdhung der Prozentzahl der B-Lymphozyten
bei RRMS-Patienten nach polyklonaler Stimulation (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Verteilung der B-Zellen bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden nach

polyklonaler Stimulation

4.1.2.2 Kein Unterschied bei T-Lymphozyten bei RRMS-Patienten nach
polyklonaler Stimulation

Hinsichtlich des prozentualen Anteils von T-Lymphozyten war kein Unterschied
zwischen RRMS-Patienten (n = 10) und gesunden Probanden (n = 2) zu

verzeichnen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Verteilung der T-Zellen bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden nach

polyklonaler Stimulation

4123 Kein Unterschied bei NK-Zellen bei RRMS-Patienten nach
polyklonaler Stimulation

Es lieBen sich keine Unterschiede in der Auswertung der
durchflusszytometrischen Daten zwischen dem prozentualen Anteil von NK-
Zellen im peripheren Blut von RRMS-Patienten (n = 10) und dem von gesunden
Probanden (n = 2) nachweisen (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Verteilung der NK-Zellen bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden nach

polyklonaler Stimulation
4.1.2.4  Kein Unterschied bei Monozyten bei RRMS-Patienten nach
polyklonaler Stimulation

Nach polyklonaler Stimulation war kein Unterschied zwischen der Prozentzahl
von Monozyten bei RRMS-Patienten (n = 10) gegeniiber gesunden Probanden
(n = 2) vorhanden (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Verteilung der Monozyten bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden nach
polyklonaler Stimulation

4125 Kein Unterschied bei NKLT bei RRMS-Patienten nach
polyklonaler Stimulation

Im Vergleich von RRMS-Patienten (n = 10) und gesunden Probanden (n = 2)

zeigte sich bei den NKLT kein Unterschied nach polyklonaler Stimulation

(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Verteilung der NKLT bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden nach

polyklonaler Stimulation

4.2 CEACAM1-Expression auf Immunzellen bei RRMS-
Patienten und gesunden Probanden

Um eine Aussage darUber treffen zu konnen, ob CEACAM1 als

Adhéasionsmolekil auf Immunzellen zu einer Anderung des prozentualen Anteils

mancher Immunzellreihen und damit mdglicherweise zur Pathogenese der

Multiplen Sklerose beitragt, wurde die CEACAM1-Expression auf Immunzellen

bei MS-Patienten mit der von gesunden Probanden verglichen.

4.2.1 CEACAMI1-Expression auf B-Lymphozyten

In der durchflusszytometrischen Analyse CEACAM1* B-Lymphozyten zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Prozentzahl bei RRMS-
Patienten (n = 16; mean + SD, 12,56 = 6,21; CIl [9,25;15,86]) gegenuber
gesunden Probanden (n = 18; mean + SD, 11,14 *+ 4,41; CI [8,94;13,33]; p =
0,4429) (Abbildung 17A). Auch nach polyklonaler Stimulation fanden sich
tendenziell keine Unterschiede beim prozentualen Anteil CEACAM1* B-Zellen
zwischen RRMS-Patienten (n = 6) und gesunden Probanden (n = 2) (Abbildung
17B).

Bei den CEACAML1* Gedachtniszellen lie3 sich kein signifikanter Unterschied
zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean = SD, 7,00 £ 7,12; CI [3,34;10,67]; p =
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0,3242) und gesunden Probanden (n = 16; mean += SD, 4,90 + 4,58; CI
[2,46;7,34]) feststellen (Abbildung 17C).

Bei den CEACAML1™* naiven B-Zellen konnte ein signifikanter Unterschied (p =
0,0146) zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean + SD, 1,20 + 1,38; CI
[0,49;1,91]) und gesunden Probanden (n = 16; mean £ SD, 0,30 = 0,19; CI
[0,20;0,40]) gefunden werden. Dabei zeigte sich die Prozentzahl CEACAML1*
naiver B-Zellen bei RRMS-Patienten erhéht (Abbildung 17D).

Hinsichtlich des prozentualen Anteils von CEACAM1* B1-Zellen lief3 sich kein
signifikanter Unterschied zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean = SD, 7,01 +
4,95; Cl [4,46;9,55]; p = 0,6033) und gesunden Probanden (n = 16; mean + SD,
6,04 £ 5,62; CI [3,04;9,03]) nachweisen (Abbildung 17E).

Die Prozentzahl der CEACAM1* Plasmazellen zeigte sich bei RRMS-Patienten
(n =17; mean = SD, 9,96 + 18,84; Cl [0,27;19,64]; p = 0,0555) im Vergleich zu
gesunden Probanden (n = 15; mean = SD, 0,24 + 0,73; CI [-0,17;0,64]) nicht
signifikant verandert (Abbildung 17F).
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Abbildung 17: Verteilung der CEACAML1* B-Zellen vor und nach polyklonaler Stimulation sowie

deren Subpopulationen bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der CEACAM1* B-Zellen (B) Prozentualer Anteil
der CEACAM1* B-Zellen nach polyklonaler Stimulation (C) Prozentualer Anteil der
CEACAML1* Gedachtniszellen (D) Prozentualer Anteil der CEACAM1* naiven B-
Zellen (E) Prozentualer Anteil der CEACAML1* B1-Zellen (F) Prozentualer Anteil der
CEACAML1* Plasmazellen
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4.2.2 CEACAM1-Expression auf T-Zellen

Bei der Untersuchung der CEACAM1* T-Lymphozyten im peripheren Blut zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede (p = 0,0794) zwischen RRMS-Erkrankten
(n=17; mean = SD, 0,39 £ 0,70; CI [0,03;0,74]) und gesunden Probanden (n =
16; mean £ SD, 0,07 + 0,04; CI [0,04;0,09]) (Abbildung 18A).

Auch beim prozentualen Anteil der CEACAM1* Tu-Zellen fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean + SD 0,34 +
0,57; CI [0,04;0,63]; p = 0,1058) und gesunden Probanden (n = 16; mean £ SD
0,09 + 0,13; CI [0,02;0,16]) (Abbildung 18B).

Bei den CEACAM1* CTL liel3 sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen RRMS-Patienten (n = 17; mean + SD 0,61 = 1,13; CI [0,03;1,19]; p =
0,0790) und gesunden Probanden (n = 16; mean + SD 0,09 = 1,14; C1[0,02;1,16])
feststellen (Abbildung 18C).
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Abbildung 18: Verteilung der CEACAM1* T-Zellen und deren Subpopulationen bei RRMS-Patienten

und gesunden Probanden

Erléauterung: (A) Prozentualer Anteil der CEACAM1* T-Zellen (B) Prozentualer Anteil
der CEACAML1* Tu-Zellen (C) Prozentualer Anteil der CEACAM1* CTL

42.3 CEACAM1-Expression auf NK-Zellen und deren
Subpopulationen

Bei der NK-Zellpopulation niedriger Fluoreszenzsignalintensitat zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen dem prozentualen Anteil CEACAM1* NK-dim-
Zellen bei Patienten mit schubférmig remittierender MS (n = 21; mean + SD, 2,69
+1,74; CI[1,90;3,49]) und gesunden Probanden (n = 18; mean = SD, 2,52 + 3,49;
; C1[0,78;4,25]; p = 0,8419) (Abbildung 19A).

Die ,bright“-NK-Zellpopulation wies keine signifikante Anderung der Prozentzahl
bei CEACAM1* NK-bright-Zellen im Vergleich von RRMS-Patienten (n = 21,
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mean = SD, 1,03 £ 0,73; CI [0,69;1,36]) und gesunden Probanden (n = 18; mean
+ SD, 1,46 + 2,36; CI [0,29;2,64]; p = 0,4228) auf (Abbildung 19B).

Nach polyklonaler Stimulation fand sich tendenziell kein Unterschied hinsichtlich
des prozentualen Anteils CEACAM1" NK-Zellen bei RRMS-Patienten (n = 10)
und gesunden Probanden (n = 2) (Abbildung 19C).
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Abbildung 19: Verteilung der CEACAM1* NK-Zellen Subpopulationen sowie der CEACAM1* NK-

Zellen nach polyklonaler Stimulation bei RRMS-Patienten und gesunden Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der CEACAM1* NK-Zellen dim (B) Prozentualer
Anteil der CEACAM1* NK-Zellen bright (C) Prozentualer Anteil der CEACAM1* NK-
Zellen nach polyklonaler Stimulation

42.4 CEACAM1-Expression auf Monozyten und deren
Subpopulationen

Die Prozentzahl CEACAM1* Monozyten mit geringer Fluoreszenzintensitat
differierte im Vergleich von RRMS-Patienten (n = 21; mean = SD, 27,64 + 18,56;
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Cl [19,19;36,09]) nicht signifikant von der von gesunden Probanden (n = 18;
mean = SD, 27,97 + 17,04; CI [19,49;36,44]; p = 0,9556) (Abbildung 20A).

Bei der ,bright‘-Subpopulation der Monozyten konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit schubférmig-remittierender
MS (n = 21; mean £ SD, 4,05 *+ 2,93; CI [2,72;5,39]) und gesunden Probanden
(n=18; mean = SD, 4,80 + 7,57; CI [1,03;8,56]; p = 0,6799) festgestellt werden
(Abbildung 20B).

Nach polyklonaler Stimulation fand sich tendenziell ein Unterschied beim
prozentualen Anteil CEACAM1*" Monozyten von RRMS-Patienten (n = 10) und
gesunden Probanden (n = 2). Dabei lie3en sich weniger CEACAM1* Monozyten
im peripheren Blut von RRMS-Patienten nachweisen als bei gesunden
Probanden (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Verteilung der CEACAM1* Monozyten Subpopulationen sowie der CEACAM1*
Monozyten nach polyklonaler Stimulation bei RRMS-Patienten und gesunden

Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der CEACAM1* Monozyten dim (B)
Prozentualer Anteil der CEACAM1* Monozyten bright (C) Prozentualer Anteil der
CEACAML1* Monozyten nach polyklonaler Stimulation

425 CEACAMI1-Expression auf NKLT

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beim prozentualen Anteil
CEACAM1* NKLT zwischen RRMS-Patienten (n = 21; mean + SD, 1,52 = 1,30;
Cl [0,93;2,12]) und gesunden Probanden (n = 18; mean + SD, 1,68 + 2,42; ClI
[0,47;2,88]; p = 0,7997) (Abbildung 21A).

Auch nach polyklonaler Stimulation lief3en sich keine Unterschiede zwischen
RRMS-Patienten (n = 10) und gesunden Probanden (n = 2) feststellen (Abbildung
21B).
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Abbildung 21: Verteilung der CEACAM1* NKLT vor und nach polyklonaler Stimulation bei RRMS-

Patienten und gesunden Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der CEACAM1* NKLT (B) Prozentualer Anteil
der CEACAM1* NKLT nach polyklonaler Stimulation

4.3 Besondere Ergebnisse hinsichtlich Zellpopulationen
und CEACAM1-Expression bei anderen MS-
Verlaufsformen

Neben den durchflusszytometrischen Daten von Patienten mit schubférmig

remittierender MS wurden auch die von Patienten mit anderen MS-

Verlaufsformen untersucht. Da diese eine deutlich geringere Inzidenz als die

RRMS haben, umfassten die Stichproben eine geringere Anzahl an Teilnehmern

als die Messungen mit RRMS-Patienten. Die Ergebnisse sollten eine Tendenz

aufweisen und als Ausblick fur weiterfihrende Fragestellungen dienen.

Untersucht wurde der prozentuale Anteil von Immunzellen und der CEACAM1-

Expression auf Immunzellen bei Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden

(n = 18) mittels durchflusszytometrischer Analyse peripherer Blutzellen. Dabei

umfasste das Teilnehmerspektrum Patienten mit priméar progredienter (PPMS, n

= 2) und sekundéar progredienter MS (SPMS, n = 3) sowie Patienten mit einem

Schubereignis (n = 3) und Patienten mit klinisch isoliertem Syndrom (CIS, n = 2).

Die statistische Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem, ungepaarten T-Test.

Es wurden jeweils die Daten der Patienten mit denen der gesunden

Kontrollgruppe verglichen. Im Folgenden werden einzelne Ergebnisse gezeigt,

die eine mogliche Tendenz aufweisen.
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431 PPMS: B-Zellen, Monozyten, CD14*bright-Monozyten und
CD56*right-NK-Zellen

Hinsichtlich der B-Lymphozyten war eine Tendenz zur Erh6hung der Prozentzahl
bei PPMS-Patienten (n = 2) gegeniber den gesunden Probanden (n = 18) zu
erkennen (Abbildung 22A).

Beim Vergleich der Monozyten im peripheren Blut zwischen PPMS-Patienten (n
= 2) und gesunden Probanden (n = 18) zeigte sich tendenziell ein verminderter
prozentualer Anteil bei den Erkrankten (Abbildung 22B).

Ahnlich  verhielt es sich mit den Monozyten mit verstarkter
Fluoreszenzsignalintensitat (,bright®). Auch hier schienen die PPMS-Patienten (n
= 2) Uber weniger peripher zirkulierende ,bright“-Monozyten zu verfligen als die
gesunden Probanden (n = 18) (Abbildung 22C).

Bei der Betrachtung der Prozentzahl der ,bright“-Subpopulation von NK-Zellen
zeigte sich eine Tendenz zur Erh6éhung bei PPMS-Patienten (n = 2) gegenuber
gesunden Probanden (n = 18) (Abbildung 22D).
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Verteilung von ausgewdahlten Immunzellen bei PPMS-Patienten und gesunden
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Abbildung 22:
Probanden
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4.3.2

Bezuglich der B-Lymphozyten im peripheren Blut konnte eine Tendenz zur
Erhoéhung der Prozentzahl bei SPMS-Patienten (n = 3) gegeniber gesunden

SPMS: B-Zellen, T-Zellen, CD14*9Mm-Monozyten, CD66a*CD14*dim-
Monozyten, CD56*"9ht-NK-Zellen

Probanden (n = 18) beobachtet werden (Abbildung 23A).

Bei der Betrachtung des prozentualen Anteils bei T-Lymphozyten lie3 sich eher

eine Minderung bei den SPMS-Patienten (n = 3) im Vergleich zu den gesunden

Probanden (n = 18) erkennen (Abbildung 23B).
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Hinsichtlich der Prozentzahl von Monozyten geringer Fluoreszenzsignalintensitét
(,dim®) zeigte sich tendenziell ein verminderter Anteil bei SPMS-Patienten (n = 3)

gegenuber gesunden Probanden (n = 18) (Abbildung 23C).

Analog dazu liel3 sich auch beim prozentualen Anteil CEACAM1* Monozyten der
»,dim“-Subpopulation eine Minderung bei SPMS-Patienten (n = 3) im Vergleich zu
gesunden Probanden (n = 18) erkennen (Abbildung 23D).

Bei den NK-Zellen mit erhdhter Signalintensitat (,bright) zeigte sich tendenziell
eine erhohte Prozentzahl bei SPMS-Patienten (n = 3) gegenlber gesunden
Probanden (n = 18) (Abbildung 23E).
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Abbildung 23: Verteilung ausgewahlter Immunzellen bei SPMS-Patienten und gesunden Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil von B-Zellen (B) Prozentualer Anteil von T-
Zellen (C) Prozentualer Anteil von Monozyten dim (D) Prozentualer Anteil von
CEACAML1* Monozyten dim (E) Prozentualer Anteil von NK-Zellen bright
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4.3.3 Schub: CD14*9™-Monozyten, CD56*Pright-NK-Zellen und CD56*4'm-
NK-Zellen, T-Zellen

Beim Vergleich der ,dim“ Subpopulation der Monozyten im peripheren Blut
zwischen Schub-Patienten (n = 4) und gesunden Probanden (n = 18) zeigte sich

tendenziell eine Erhéhung der Prozentzahl bei den Erkrankten (Abbildung 24A).

Hinsichtlich der NK-Zellen mit erhohter Signalintensitat (,bright®) war eine
Tendenz zur Erh6hung des prozentualen Anteils bei Schub-Patienten (n = 4)
gegenuber den gesunden Probanden (n = 18) zu erkennen (Abbildung 24B).

Anders verhielt es sich mit den NK-Zellen mit verminderter
Fluoreszenzsignalintensitat (,dim“). Hier schienen die Schub-Patienten (n = 4)
uber weniger peripher zirkulierende Zellen zu verfigen als die gesunden
Probanden (n = 18) (Abbildung 24C).

Bei der Betrachtung des prozentualen Anteils der T-Zellen zeigte sich eine
Tendenz zur Erhohung bei Schub-Patienten (n = 4) gegenuber gesunden
Probanden (n = 18) (Abbildung 24D).
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Verteilung ausgewahlter Immunzellen bei Schub-Patienten und gesunden Probanden

Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der Monozyten dim (B) Prozentualer Anteil der
NK-Zellen bright (C) Prozentualer Anteil der NK-Zellen dim (D) Prozentualer Anteil
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der T-Zellen
4.3.4 CIS: B-Zellen, Monozyten, CD14*"9"-Monozyten

Bezuglich der B-Lymphozyten im peripheren Blut konnte eine Tendenz zur
Prozentzahlerhdhung bei CIS-Patienten (n = 2) gegeniiber gesunden Probanden
(n = 18) beobachtet werden (Abbildung 25A).

Bei den Monozyten zeigte sich tendenziell ein verminderter prozentualer Anteil

bei CIS-Patienten (n = 2) gegeniuber gesunden Probanden (n = 18) (Abbildung

25B).
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Analog dazu liel} sich auch bei der Prozentzahl der Monozyten der ,bright®-
Subpopulation eine Erniedrigung bei CIS-Patienten (n = 2) im Vergleich zu
gesunden Probanden (n = 18) erkennen (Abbildung 25C).

A B
B-Zellen Monozyten
15+ 80 -
g:: ° lc’ ®
E’ N 60- °s ®
c 104 ® o °
oy ] N (A ¥ X )
£ o o0
9 o © 40+ ece
CE) 5 ® o 04 8 ® !
[ ® e%o 8
[ oy X o 20- o
T Y T
X ® X
0 T A § 0 T T
CIs HC CIS HC
C .
Monozyten bright
80 -
g 60
. )
‘E, °
g Y
o -
2 40 4 4 s s
g L N
2 20 . ®e
L4 °
0 I 1
CIs HC
Abbildung 25: Verteilung ausgewahlter Immunzellen bei CIS-Patienten und gesunden Probanden
Erlauterung: (A) Prozentualer Anteil der B-Zellen (B) Prozentualer Anteil der
Monozyten (C) Prozentualer Anteil der Monozyten bright
4.4 Korrelation der klinischen Daten mit ausgewahlten

Immunzell-Daten

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den klinischen Daten sowie der
erhobenen Immunzelldaten zu detektieren, erfolgte die Korrelation mithilfe des

Spearman-Tests mit GraphPad Prism 9.1.2.
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Hierbei liel3 sich ein starker positiver Zusammenhang zwischen dem Alter der
RRMS-Patienten sowie dem prozentualen Anteil von B-Zellen feststellen (rs =
0,5943, p =0,0152). Auch bei den Gedachtniszellen liel3 sich ein starker positiver
Zusammenhang zwischen dem Alter der RRMS-Patienten und der Prozentzahl
der Zellen finden (rs = 0,4914, p = 0,0469).

Einen starken negativen Zusammenhang gab es zwischen dem Alter der RRMS-
Patienten sowie dem prozentualen Anteil naiver B-Zellen (rs = -0,5393, p =
0,0273).

Die Therapiedauer mit Natalizumab in Monaten bei RRMS-Patienten wies einen
starken negativen Zusammenhang mit der Prozentzahl von B-Zellen auf (rs = -
0,7699, p = 0,0195).

Hinsichtlich CEACAM1-exprimierender Immunzellen und klinischer Parameter

lie3 sich bei unseren Daten kein Zusammenhang feststellen.
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5 Diskussion

Die Pathogenese der MS ist bis heute nicht geklart. Aufgrund histopathologischer
Untersuchungen wird davon ausgegangen, dass sowohl dem humoralen als
auch dem zellularen Immunsystem grof3e Bedeutung in der Pathogenese der
immunvermittelten Erkrankung zukommt!3°, Dass autoreaktive T-Lymphozyten in
den Pathomechanismus involviert sind, ist ebenso bekannt wie die zunehmend
in den Fokus der Forschung riickende Rolle von B-Lymphozyten®2193, Unser Ziel
war es, die Rolle verschiedener Immunzellen in der MS mit besonderem Hinblick
auf die von CEACAM1-exprimierenden Zellen zu untersuchen. Um dies analog
zur  Kklinischen  Verlaufsform der MS darzustellen, erfolgte die
durchflusszytometrische Untersuchung der Immunzellen von MS-Erkrankten

sowohl vor als auch nach polyklonaler Stimulation.

5.1 Autoreaktive T-Zellen als zentraler Bestandteil der
Pathogenese der MS

In der Pathogenese der MS wird bereits seit langem den T-Zellen eine zentrale
Rolle  zugesprochen?*!10,  pPassend hierzu lieB sich in unseren
durchflusszytometrischen Untersuchungen bei RRMS-Patienten eine Reduktion
der Anzahl peripherer T-Zellen im Vergleich zu Gesunden feststellen (4.1.1.2).
Dies geht einher mit der Vorstellung, dass autoreaktive T-Zellen bei MS-
Erkrankten die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und ins ZNS immigrieren?t13L,
Dadurch zeigt sich im peripheren Blut eine verminderte Anzahl der T-Zellen.
Nach polyklonaler Stimulation liel3 sich bei uns tendenziell kein Unterschied im
prozentualen Anteil peripherer T-Zellen zwischen RRMS-Patienten und
Gesundkontrollen nachweisen (4.1.2.2). Dies hangt maoglicherweise mit der
geringen Anzahl an Gesundkontrollen zusammen. Eine andere
Erklarungsmdglichkeit ware, dass im Rahmen des Schubereignisses auch in der
Peripherie die Inflammationsreaktion zu einer Aktivierung der T-Zellen fihrt und
somit relativ gesehen mehr periphere T-Zellen bei RRMS-Patienten zirkulieren,

die im Verlauf dann die Blut-Hirn-Schranke passieren wirden.

Tw-Zellen tragen in der Pathogenese der MS als autoreaktive Zellen zur

Inflammationsreaktion insbesondere im ZNS bei und konnten in der CSF
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vermehrt nachgewiesen werden!®¢. Der prozentuale Anteil von Tu-Zellen im
peripheren Blut zeigte sich bei unseren RRMS-Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden erhdht (4.1.1.2). Der Grof3teil der von uns untersuchten
RRMS-Patienten stand unter einer Therapie mit Natalizumab. Natalizumab ist ein
humanisierter monoklonaler anti-as-Integrin-Antikorper, der darauf abzielt, die
Immigration der proinflammatorischen Immunzellen ins ZNS durch Blockade der
Bindung von Lymphozyten an vaskulére Endothelrezeptoren an der Blut-Hirn-
Schranke zu verhindern!®1%_ Dies fiihrt unter anderem zu einer Erhdhung des
prozentualen Anteils von Tu-Zellen im peripheren Blut, was sich auch mit unseren
Ergebnissen deckt!¥’. Hinsichtlich der CEACAM1-Expression konnten wir keine
Unterschiede zwischen RRMS-Patienten und gesunden Probanden feststellen
(4.2.2). Jedoch lief3 sich in der Betrachtung der CEACAM1-Expression auf T-
Lymphozyten bei SPMS-Patienten ein tendenzielles Defizit feststellen (4.3.2).
Dies wirde sich mit den Forschungsergebnissen von Piancone et al. (2019) bei
PPMS-Patienten decken, die von einer beginstigten Inflammationsreaktion
aufgrund des Defizits CEACAM1-exprimierender T-Lymphozyten ausgingen.
Moglicherweise kommt es auch bei SPMS-Patienten zu einem Defizit
CEACAMZ1-exprimierender T-Lymphozyten. Da die von uns untersuchte
Stichprobe von SPMS-Patienten gering war, konnten wir hierzu keine valide

Aussage treffen.

5.2 Unterschiede zwischen bisherigen
Forschungsergebnissen und unseren Ergebnissen bei
B-Zellen und CEACAML1" B-Zellen

In den vergangenen Jahren wurden den B-Zellen insbesondere durch die

Forschungsergebnisse in der Entwicklung von B-Zell-Medikamenten eine

grolRere Bedeutung als bisher vermutet in der Pathogenese der MS

zugesprochen®®®. Wir konnten bei RRMS-Patienten sowohl vor als auch nach

polyklonaler Stimulation eine signifikante Erhéhung von peripheren B-

Lymphozyten im Vergleich zu Gesunden feststellen (4.1.1.1, 4.1.2.1). Dies stitzt

die These, dass in der Pathogenese der MS unter anderem autoreaktive B-Zellen

mitverantwortlich sind. Durch eine geminderte Aktivitdt der peripheren

Checkpoints persistieren die autoreaktiven B-Zellen im peripheren Blut.
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Hierdurch kann es zu einer Unterdriickung regulatorischer T-Zellen und damit zu

einer Proinflammationsreaktion kommen. 19°

Ein Grof3teil der von uns untersuchten RRMS-Patienten stand unter einer
Therapie mit Natalizumab. Da diese zu einer Persistenz der Lymphozyten im
peripheren Blut fuhrt, deckt sich dies wiederum mit dem von uns beobachteten
erhdhten prozentualen Anteil der B-Lymphozyten bei RRMS-Patienten (4.1.1.1).

In der Korrelation des Alters der RRMS-Patienten mit dem prozentualen Anteil
von B-Zellen und deren Subsets liel3 sich ein stark positiver Zusammenhang bei
der Prozentzahl der B-Zellen sowie Gedéachtniszellen feststellen (4.4).
Dementgegen fand sich ein stark negativer Zusammenhang zwischen dem Alter
der RRMS-Patienten sowie dem Anteil der naiven B-Zellen (4.4). Dies lasst sich
mit dem chronischen Inflammationsstatus bei RRMS-Patienten erklaren. So fuhrt
eine chronische Inflammationsreaktion verfriht zu dem sonst im normalen
Alterungsprozess beobachteten Wandel der B-Zelldifferenzierung. Es kommt zu
einer Abnahme des prozentualen Anteils naiver B-Zellen und einer Zunahme der

Gedachtniszellen und B-Zellen2%,

Bei Rovituso et al. konnte eine signifikante Erhohung von CEACAM1+ B-Zellen
im peripheren Blut bei RRMS-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
gefunden werden. Dies liel3 sich auch in den B-Zell-Subpopulationen,

insbesondere bei B1-Zellen, nachvollziehen.191

Dementgegen liel3 sich bei uns kein signifikanter Unterschied bei B-Zellen oder
B1l-Zellen finden (4.2.1). Da die von Rovituso et al. untersuchten RRMS-
Patienten ebenfalls unter Natalizumabtherapie standen, ist dies kein
Erklarungsansatz fur die diskrepanten Ergebnisse. Moglicherweise liegt die
Ursache darin, dass bei uns die Patientenanzahl hdéher war als in den

Untersuchungen von Rovituso et al.
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5.3 CD56%M-NK-Zellen kénnten eine proinflammatorische
Rolle in der MS spielen
Im Rahmen der Erforschung neuer MS-Therapien rickten die NK-Zellen ins
Interesse der Wissenschaft. In Anbetracht der Gesamtanzahl an NK-Zellen
lieRen sich bei uns keine signifikanten Unterschiede zwischen MS-Patienten und
Gesunden feststellen (4.1.1.3). Wie bei Cooper et al. beschrieben lassen sich bei
NK-Zellen jedoch anhand der Fluoreszenzintensitat fur Oberflachenmolekdle
eine zytotoxische CD56*Y™M-Population sowie eine Zytokin-produzierende
CD56*ght-population unterscheiden!*8, Die CD56*9™-Population war bei RRMS-
Patienten signifikant erniedrigt im Vergleich zu den Gesundkontrollen (4.1.1.3).
Dies wirde die These stutzen, dass der ,dim“-Population der NK-Zellen eine
proinflammatorische Funktion zukommt und sie somit ins ZNS immigriert sein

kdnnten.

Zuletzt wurde diskutiert, ob CD56*M9"-NK-Zellen als Biomarker fir bestimmte
Therapien in der MS fungieren kdnnten. Unter einer Therapie mit Interferon-f,
Alemtuzumab, Dimethylfumarat sowie Fingolimod liel3 sich dabei eine Erh6hung
peripherer CD56*M9"-NK-Zellen beobachten?°t, Bei uns konnte kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl CD56*r9"-NK-Zellen bei RRMS-Patienten und
Gesunden gefunden werden (4.1.1.3). Allerdings stand der Grof3teil der von uns
untersuchten RRMS-Patienten unter einer Therapie mit Natalizumab, was
wiederum erklaren konnte, weshalb es zu keinem Anstieg der regulatorischen
CD56*ight-NK-Zellen kam. Ein anderer Erklarungsansatz konnte sein, dass die
regulatorischen CD56*PM9"M-NK-Zellen ins ZNS immigriert sein konnten, da ihnen
eine hohe Migrationskapazitat nachgesagt wird und sie anteilsmafRig sowohl bei
Gesunden als auch MS-Erkrankten intrathekal starker vertreten sind als die
CD56*m-Population?®?,

Wie bereits in Studien gezeigt werden konnte, findet sich auf NK-Zellen keine
CEACAM-Expression. Nach Stimulation liel3 sich jedoch bei Miller et al. nach 3
Tagen bei CD16° CD56" NK-Zellen, die normalerweise uberwiegend in der

Decidua vorkommen, eine Neuexpression von CEACAM1 auf der Oberflache
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nachweisen. CD16*CD56" NK-Zellen, die normalerweise im Blut vorkommen,

blieben weiterhin negativ°3,

Bei uns liel3 sich weder vor noch nach Stimulation ein signifikanter Unterschied
in der CEACAM1-Expression auf NK-Zellen zwischen RRMS-Patienten und
gesunden Probanden finden (4.2.3). Jedoch wurde von uns ein anderes
Kulturmedium verwendet als bei Muller et al. Au3erdem fuhrten wir bei den uns
untersuchten NK-Zellen keine Diskriminierung in CD16* oder CD16" durch,
sodass madoglicherweise ein signifikanter Unterschied in der CEACAML1-

Expression hierdurch verschleiert wurde.

54 Monozyten als neue Biomarker in der MS?

Was die Rolle der Monozyten in der MS betrifft, gab es zuletzt diskrepante
Forschungsergebnisse. Einerseits wurde ihnen eine proinflammatorische
Funktion durch Beteiligung an der Aktivierung von T-Lymphozyten sowie
Zerstorung der Myelinstruktur durch  Aktivierung von Makrophagen
zugesprochent46:294 Anderseits sollen sie auch immunmodulatorische Aufgaben
wie die Unterdrickung der Aktivierung autologer T-Zellen sowie die Beseitigung
von zerebralem Zelldebris inne haben2°4205 Ahnlich wie bei den NK-Zellen
scheint auch hier die Unterteilung in die einzelnen Subpopulationen eine
entscheidende Rolle zu spielen. In der Literatur unterscheidet man aktuell bis zu
drei Subpopulationen, wenn man neben CD14 CD16 als Oberflachenmarker
hinzuzieht. So wird eine CD14*CD16** (nicht-klassische Monozyten), eine
CD14**CD16" (intermediare Monozyten) sowie eine CD14**CD16  (klassische
Monozyten) Subpopulation unterschieden?%297, In unserem Panel war CD16
nicht zusatzlich enthalten, weshalb wir eine Unterteilung in eine CD14*r9"- sowie
CD14*m-population durchfihrten, wobei CD14*9"" am ehesten die
intermediaren sowie klassischen Monozyten umfasst, wohingegen CD14*d™m mit
den nicht-klassischen Monozyten vereinbar ist. Dabei scheinen die CD14*dm-
Monozyten eine proinflammatorische Rolle inne zu haben, da sie im Vergleich zu
der CD14*rd"t.pgpulation eine groBe Menge TNF-a produzieren konnen2°g,
Diese wird ihnen auch in der MS zugesprochen?°%219, Jedoch differieren die

Forschungsergebnisse, was den prozentulaen Anteil der Monozyten im
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peripheren Blut von RRMS-Patienten angeht. So haben Gjelstrup et al. eine
Expansion der CD14*9m-Monozyten beschrieben, wahrend Waschbisch et al.
von einer Reduktion sprachen?°72%°, Wir konnten dementgegen sowohl vor als
auch nach Stimulation keinen signifikanten Unterschied in der Prozentzahl von
Monozyten bei RRMS-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
feststellen (4.1.1.4, 4.1.2.4). Die Subpopulationen CD14*rdht. sowie CD14*dm-
Monozyten betreffend, konnten ebenfalls keine signifikanten Abweichungen
gefunden werden (4.1.1.4). Dies konnte durch die Unterschiede in der Gating-
Strategie erklart werden. Unter Natalizumabtherapie ist ein erhdhter Anteil von
Monozyten in der CSF vorbeschrieben?!!. Dies konnte durch die von Dallari et al.
beschriebene Modulation der Integrinexpression auf Monozyten erklart werden.
Nach 12 Monaten Natalizumabtherapie wurde eine vermehrte Integrinexpression
(CD49) auf der Oberflache peripherer Monozyten gefunden. Begleitend hierzu
zeigte sich die Prozentzahl von Monozyten im peripheren Blut der RRMS-
Patienten nach 12 Monaten Therapie erniedrigt im Vergleich zur anfanglichen

Messung, was die These der vermehrten Migration ins ZNS stiitzt?2,

Bei CEACAM1* Monozyten liel3 sich bei uns nach Stimulation eine tendenzielle
Erniedrigung des prozentualen Anteils bei RRMS-Patienten finden (4.2.4).
CEACAM1 wirkt sich protektiv auf Monozyten aus und vermindert die
Apoptoserate?!3. Im Rahmen von Inflammationsreaktionen kommt es zu einer
Hochregulierung von CEACAMI1-Rezeptoren auf der Oberflache von
Immunzellen®4215, Dies wiirde wiederum erklaren, weshalb wir ein vermindertes
Vorkommen CEACAM1* Monozyten feststellen konnten, da davon auszugehen
ist, dass die CEACAM1* Monozyten ins ZNS migrieren.

Auch bei den anderen MS-Verlaufsformen lie3en sich bei uns tendenziell weniger
periphere Monozyten finden als bei Gesunden. Bei den von uns untersuchten
CIS- und PPMS-Patienten konnten weniger Monozyten und CD14*bright.
Monozyten gefunden werden (4.3.4, 4.3.1). Die SPMS-Patienten wiesen
tendenziell weniger CD14+9™-Monozyten und CEACAM1* CD14*9™-Monozyten
auf (4.3.2).
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In der Zukunft wird zu diskutieren sein, ob die Monozyten eine Rolle als

Biomarker in der Therapie der MS spielen kdnnten?16,
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Anhand der letzten Revision der McDonald-Kriterien wurde die Notwendigkeit
einer friihen Diagnose der MS mit frihem Therapiebeginn verdeutlicht*. Dies
wirft erneut die Frage nach neuen Therapieanséatzen sowie neuen Biomarkern
auf?1’-21%_ Unabhéangig von der MRT-Diagnostik sollte weiterhin versucht werden,
die Immunzellen im peripheren Blut sowie im CSF mit den unterschiedlichen
Verlaufsformen sowie den verschiedenen Krankheitsstadien und dem
Therapieansprechen in Zusammenhang zu bringen??°, Wie auch in dieser Arbeit
gezeigt, sollte dabei insbesondere den NK-Zellen sowie den Monozyten und den
jeweiligen Subpopulationen ein besonderes Augenmerk gewidmet werden.
Maoglicherweise kénnten sich diese als Biomarker fur den Verlauf der MS bzw.

das Therapieansprechen erweisen207:221-224,

Ein interessanter Aspekt konnte auch die Untersuchung von Immunzellen bei
CIS-Patienten sein, da dies moglicherweise Aufschluss dariiber geben kénnte,
welche Veranderung der Immunzellen im frilhen Krankheitsstadium eine Rolle

spielen.

Anhand unserer Ergebnisse ist CEACAML eine eher untergeordnete Rolle in der
Pathophysiologie der MS zuzusprechen. Dementgegen liel3 sich im Mausmodel
eine CEACAM1-Expression auf B-Zellaggregaten im ZNS von Mausen mit
chronischer EAE nachweisen!®l. Zudem konnte durch Verabreichung eines
CEACAM1-Antikorpers eine Reduktion der B-Zellaggregate erzielt werden'o,
Erganzend scheint CEACAM1 zunehmend in den Fokus der Forschung
hinsichtlich mdglicher Therapieanséatze in der Immunologie, Onkologie und
Infektiologie zu riicken??>. Da von CEACAM1 zwei Isoformen (CEACAM1-S und
CEACAML1-L) existieren, ware die Untersuchung der Expression der CEACAM1-
Isoformen auf Immunzellen bei MS-Erkrankten mittels Realtime-PCR ein weiterer

interessanter Forschungsansatz.
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Die MS ist eine chronisch verlaufende, entziindliche Erkrankung des ZNS, die bis
heute nicht kurativ behandelt werden kann und deren Pathogenese noch nicht
abschlieBend geklart ist. Sie zeichnet sich durch das Auftreten neurologischer
Ausfallserscheinungen auf und verlauft meist schubférmig. Anhand des
klinischen Verlaufs kann man drei Verlaufsformen unterscheiden: die RRMS,
PPMS sowie SPMS. Beim CIS handelt es sich um eine Erkrankung, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit in eine MS Ubergehen kann, jedoch die Diagnosekriterien
nicht vollstandig erfullt. Fir die Diagnose der MS mussen die McDonald-Kriterien
erfillt sein, die anhand von MRT-Untersuchungen sowie Kklinischen
Untersuchungen eine Einschatzung des ErkrankungsausmalRes mdoglich
machen. Je nach Verlaufsform und Schwere der Erkrankung kann die MS mithilfe
von Immuntherapien behandelt werden, wobei sich durch die Therapie lediglich
ein Eindammen des Progresses bzw. Linderung der Beschwerdesymptomatik

erzielen lasst.

Nach dem bisherigen Verstandnis der Pathogenese der MS kommt es zu einer
Aktivierung peripherer B- und T-Lymphozyten, die als autoreaktive Zellen die
Blut-Hirn-Schranke tGberwinden. Im ZNS angekommen wenden sie sich gegen
korpereigene Strukturen, sorgen fur eine lokale Inflammationsreaktion unter
Ausbildung von Inflammationsherden sowie tertiar lymphatischen Organen und
fuhren so zu einer Degeneration der Myelinscheiden. Konsekutiv kommt es in
dem betroffenen Hirnareal zu neurologischen Ausfallserscheinungen, was sich

wiederum in den klinischen Symptomen des Patienten niederschlagt.

Ziel dieser Arbeit war es, Veranderungen hinsichtlich des prozentualen Anteils
von Immunzellen und deren Subpopulationen mit besonderem Augenmerk auf
CEACAM1-exprimierende Immunzellen bei MS-Erkrankten herauszuarbeiten.
CEACAML1 ist ein Zelladh&sionsmolekil, das auf verschiedenen Immunzellen
vorkommt und das sich als regulierender Co-Rezeptor sowohl aktivierend als

auch inhibierend auf die Immunzellen auswirken kann.
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Wir untersuchten daher das Blut von RRMS-Patienten (n = 25), PPMS-Patienten
(n = 2), SPMS-Patienten (n = 3), Schub-Patienten (n = 2) und CIS-Patienten (n =
2) und verglichen die durchflusszytometrisch erhobenen Daten mit denen von
gesunden Probanden (n = 18). Dabei erfolgte die Messung vor und nach
polyklonaler Stimulation, um eine mogliche Anderung der Prozentzahl der
Immunzellen im Rahmen von Schubereignissen herauszufiltern. Die von uns
untersuchten Immunzellen umfassten T-Zellen, CTL, Tu-Zellen, B-Zellen, naive
B-Zellen, B1-Zellen, Gedachtniszellen, Plasmazellen, NK-Zellen, CD56*P19ht-NK -
Zellen, CD56"M-NK-Zellen, NKLT, Monozyten, CD14*g"-Monozyten sowie
CD14*9m- Monozyten, . AuBerdem betrachteten wir den prozentualen Anteil der
Immunzellen hinsichtlich der CEACAM1-Expression. Die Statistik wurde dabei
mittels GraphPad Prism erhoben. Dabei liel3 sich hinsichtich CEACAM1*-
Immunzellen lediglich bei naiven B-Zellen ein signifikanter Unterschied
herausarbeiten, wobei sich der prozentuale Anteil bei RRMS-Patienten erhoht
zeigte. Anhand unserer Ergebnisse scheint CEACAM1 keine zentrale Rolle in der
Pathogenese der MS zu spielen. Jedoch zeigten sich insbesondere im Hinblick
auf die CEACAM1* B-Zellen und deren Subpopulationen Unterschiede im
Vergleich zu bisherigen Forschungsergebnissen, was mdoglicherweise auf die
héhere Patientenanzahl bei uns zurtickzufihren ist. Den prozentualen Anteil von
Immunzellen bei MS-Erkrankten betreffend liel3 sich eine signifikante Erhéhung
CD56%9M-NK-Zellen bei RRMS-Patienten feststellen. Dies stiitzt die These, dass
sowohl bei den NK-Zellen als auch den Monozyten die ,bright“- und ,dim“-
Subpopulationen unterschiedliche Aufgaben innehaben und die ,dim*“-
Subpopulationen eine proinflammatorische Funktion einnehmen und hierbei
auch in der Pathogenese der MS mitwirken. Die von uns untersuchten
Stichproben bei den anderen MS-Verlaufsformen (PPMS, SPMS und Schub)
sowie bei CIS-Patienten umfassten lediglich eine geringe Patientenanzahl und
wiesen daher lediglich eine Tendenz auf. Auch hierbei konnten bei den
Subpopulationen der NK-Zellen und Monozyten Veranderungen festgestellt
werden . In Zukunft sollte daher hinsichtlich der Entwicklung neuer Biomarker

den NK-Zellen und Monozyten ein besonderes Augenmerk gewidmet werden,
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um eine frihe Diagnostik sowie verbesserte Therapie der MS mdoglich zu

machen?225,
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