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1. Aktuelle Konzepte der Imnmunpathogenese und Therapie der

Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die haufigste Erkrankung in Europa und Nordamerika,
die bereits im frGhen Erwachsenenalter zu dauerhafter und schwerwiegender
neurologischer Behinderung fuhrt. Nach experimentellen und klinischen Daten
handelt es sich bei der MS um eine chronisch entzindliche, demyelinisierende
Autoimmunkrankheit des zentralen Nervensystems (ZNS), bei der bereits in der
Frihphase neurodegenerative Veranderungen beobachtet werden (Noseworthy et al.
2000; Compston und Coles 2002). Die Ursache der Erkrankung ist unbekannt. Aus
dem gehauften familiaren Auftreten der MS sowie der Assoziation mit bestimmten
HLA-Antigenen (DR 15/DQ 6) lalt sich jedoch ableiten, dald zur Entstehung der
Erkrankung genetische Faktoren beitragen (Dyment et al. 1997). So ist fur einen
homozygoten Zwilling, dessen Geschwister an einer Multiplen Sklerose erkrankt ist,
das relative Risiko, ebenfalls an einer MS zu erkranken, 250-300 fach hoher als in
der Normalbevolkerung. Die Ergebnisse der Zwillingsstudien zeigen jedoch auch,
dal’ die genetische Pradisposition alleine nicht ausreichend fur die Entstehung einer
MS ist.

Die geographisch ungleiche Verteilung der MS mit einem deutlichen Nord-Sud-
Gefalle, die Ergebnisse von Migrationsstudien die zeigen, dal das relative Risiko des
Umfeldes bis zum Erreichen des 15. Lebensjahres angenommen wird, sowie das
Auftreten von MS-Epidemien legen nahe, da® Umwelteinflisse, und hier am ehesten
Viren, eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielen (Gale und
Martyn, 1995). Die Analogie des histopathologischen Befundes von MS-Lasionen mit
viralen Tiermodellen (z.B. Coronavirus, Theilervirus) (Stohlmann und Hinton 2001)
und humanen Erkrankungen, die durch neurotrope Viren verursacht werden, spricht
ebenfalls fur eine Beteiligung von Viren an den pathogenetischen Mechanismen der
MS (Johnson 1994). Weitere, indirekte Evidenz geben die abnorme Immunantwort
bei MS Patienten gegenuber einer Reihe von Viren (Neighbour et al. 1981; Jacobson
et al. 1985) sowie die Wirksamkeit von Interferon (IFN)-B, eines Zytokins mit
antiviralen, antiproliferativen und immunmodulatorischen Eigenschaften, in der
Therapie der MS.



Gegenwartige immunpathogenetische Konzepte basieren darauf, dal} die Pathologie
im ZNS durch autoreaktive T-Zellen im Rahmen einer Autoimmunantwort gegen
Bestandteile der Myelinscheiden verursacht wird, die eine Demyelinisierung und
Axondegeneration zur Folge hat (Martin et al. 1992). Eine Voraussetzung fur die
Einwanderung autoreaktiver T-Zellen in das Zielorgan ist ihre vorgehende Aktivierung
in der Peripherie mit konsekutiver Expression von Adhasionsmolekulen und
Chemokinrezeptoren auf der Zelloberflache, die die Transmigration uber die Blut-
Hirn-Schranke ermdoglichen (Archelos und Hartung 1997; Sellebjerg et al. 2000;
Strunk et al 2000). Bei der Aktivierung proinflammatorischer T-Zellen wird hierbei
dem Zytokin Interleukin-12 (IL-12) eine besondere Rolle zugeschrieben (Trinchieri
1993). Nach Kontakt mit ihrem Zielantigen im ZNS erfolgt eine Reaktivierung und es
wird eine Schadenskaskade in Gang gesetzt, in deren Folge es zur Demyelinisierung
und Axondegeneration kommt. Zu den Schadensmechanismen zahlen neben
direkter, Lymphozyten-vermittelter Zytotoxizitat die Sekretion proinflammatorischer,
sogenannter TH-1 Zytokine wie dem Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a.
(TNF-a) (Beck et al. 1988; Selmaj und Raine 1988). Die lokale, inflammatorische
Reaktion, in die auch B-Lymphozyten und Makrophagen eingebunden sind, wird
durch Chemokin-vermittelte Rekrutierung weiterer Immunzellen Uber die Blut-Hirn-
Schranke in das ZNS aufrecht erhalten. Sowohl bei der Aktivierung autoreaktiver T-
Zellen in der Peripherie, aber auch bei deren Restimulation im ZNS koénnten bei
diesem immunpathogenetischen Modell Viren eine bedeutende Rolle spielen
(Abbildung 1).

Aus der klinischen Beobachtung ist bekannt, da® der Verlauf der Erkrankung von
einer breiten Heterogenitat gekennzeichnet ist (Weinshenker et al. 1989). So beginnt
die Erkrankung bei 90 % der Patienten mit einem schubférmig-remittierendem
Verlauf, der nach 10 Jahren bei 50 % der Erkrankten in eine sekundar chronische
progrediente Form Ubergeht. Bei 10 % der Patienten zeigt sich von Anfang der
Diagnosestellung an ein primar chronisch progredienter Verlauf. Ein benigner Verlauf
mit relativ geringer Behinderung nach einer Krankheitsdauer von 10 Jahren findet
sich bei immerhin 30 % der Patienten. Die Schwierigkeit zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung liegt darin, daf® es bislang keine prognostischen, immunologischen
Marker gibt, die den individuellen Verlauf einzelner Patienten vorhersagen. In den
kernspintomographischen Studien der vergangenen Jahre zeigte sich andererseits,

dall die MS auch wahrend Phasen vermeintlicher klinischer Stabilitat subklinisch



aktiv sein kann (McFarland et al. 1992). Fur die Versorgung von MS Patienten sind
daher dringend Aktivitatsmarker erforderlich, die frihzeitig die Indikation zu einer
Therapie anzeigen und gleichzeitig vor einer ungewollten Behandlung des benignen
Verlaufs schitzen.

Die immunmodulatorische Behandlung der Multiplen Sklerose hat in den letzten
Jahren durch die positiven Ergebnisse mehrerer grofler, multizentrisch
durchgefuhrter Therapiestudien einen wichtigen Durchbruch erlebt (Martin et al.
2001; Goodin et al. 2002). Gegenwartig zahlen zu den spezifisch fur die Behandlung
der MS mit unterschiedlichen Indikationen zugelassenen Substanzen die IFN-
Praparate, das Glatirameracetat sowie das Zytostatikum Mitoxantron. Die
Wirksamkeit dieser Substanzen bei der MS wurde in Klasse | Evidenzstudien klinisch
durch eine signifikante Reduktion der Schubfrequenz bzw. der Krankheitsprogression
oder paraklinisch durch eine Reduktion der Lasionslast in der Kernspintomographie
eindeutig belegt. (The IFNB multiple sclerosis study group 1995; Jacobs et al. 1996;
Johnson et al. 1998; PRISMS (Prevention of Relapses and Disability by Interferon -
1a Subcutaneously in Multiple Sclerosis) Study Group 1998; Hartung et al. 2002). In
der individuellen, klinischen Anwendung zeigt sich jedoch, dal die zur Verfigung
stehenden Therapieoptionen noch immer bei einem Groldteil der Patienten nicht den
gewulnschten Erfolg zeigen. Hinweise aus histopathologischen Untersuchungen
unterstutzen die klinisch beobachtete Heterogenitat der MS, die die Etablierung
einheitlicher Therapien fur alle MS-Patienten in Frage stellen (Lassmann et al. 2001).
Eine wichtige Aufgabe neuroimmunologischer Forschung ist es daher, pradiktive
Marker des individuellen Therapieerfolges =zu entwickeln, um fruhzeitig
Therapieresponder von Nonrespondern zu unterscheiden. Ein besseres Verstandnis
der Wirkweise derzeit eingesetzter Therapieverfahren ist ferner erforderlich, um die
pathogenetischen Mechanismen der MS weiter zu entschlisseln und gezielt neue
therapeutische Ansatze zu entwickeln.

Zusammenfassend ergeben sich somit zahlreiche ungeklarte Fragen mit
unmittelbarer klinischer Relevanz an die neuroimmunologische Grundlagen-
forschung. Die Bearbeitung wesentlicher dieser Fragestellungen ist Gegenstand der

vorliegenden Habilitationsarbeit.



Elements of the MS lesion

- e W -

IGF
Growth 1a:l:>.rs\\

Viral antigen
bacterial superantigen

Abbildung 1. Immunpathogenese der Multiplen Sklerose. Die wesentlichen pathogenetischen Schritte
beinhalten: (1) die Aktivierung autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie; (2) die Migration
proinflammatorischer T-Zellen und Monozyten Uber die Blut-Hirn-Schranke; (3) die Verstarkung der
lokalen Entzindungsreaktion und Aktivierung ortsstédndiger Antigen-prasentierender Zellen, z.B.
Microglia; (4) die Effektorphase der Erkrankung mit Zerstérung der Oligodendrozyten, Myelinscheiden
und Axone. Modifiziert nach Martin et al., Nat. Immunol. 2001.
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2. Stellenwert von Autoimmunitat und Infektionsimmunologie in

Pathogenese und Therapie der MS

Bevor autoreaktive T-Zellen die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und zur Zerstoérung
der Markscheiden im ZNS beitragen kénnen ist ihre Aktivierung in der Peripherie
erforderlich (Abbildung 1). Aus der klinischen Beobachtung ist bekannt, dal} virale
Infektionen des oberen Respirationstraktes bei MS-Patienten haufig Schube
hervorrufen (Sibley et al. 1985; Panitch et al. 1994; Edwards et al. 1998). Es ist daher
ein logischer, infektionsimmunologischer Forschungsansatz, nach viralen Mustern zu
suchen, die autoreaktive T-Zellen in der Peripherie zu aktivieren vermoégen (Hunter
und Hafler 2000). Als Mechanismus einer Aktivierung potentiell enzephalitogener T-
Zellen wahrend einer viral ausgeldsten Immunantwort kommt einerseits das Prinzip
der molecular mimicry in Betracht (Fujinami und Oldstone 1995). Dabei handelt es
sich um ein Phanomen, bei dem auf Grund von Sequenzhomologien zwischen einem
Fremdantigen und einem Autoantigen durch Kreuzaktivierung eine Immunantwort
gegen korpereigene Bestandteile initiert wird (Abbildung 2A). Eine genetische
Pradisposition einzelner Individuen durch die Expression bestimmter HLA-Molekule
ist mit diesem Konzept vereinbar. In den letzten Jahren ist deutlich geworden, dal}
eine spezifische T-Zelle viele verschiedene Antigene erkennen kann (Hemmer et al.,
1998). Auf Grund dieser weitgehend degenerierten Antigenerkennung erweitern sich
noch die Mdglichkeiten einer Aktivierung autoreaktiver T-Zellen durch virale Erreger
(Hemmer et al. 1997). Im Rahmen der spezifischen Auseinandersetzung des
Organismus mit einem Virus ware alternativ eine indirekte Aktivierung autoreaktiver
T-Zellen im Sinne einer bystander activation denkbar. Diesem Prinzip liegt eine
unspezifische Aktivierung enzephalitogener Zellen durch die vermehrte Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine mit konsekutiver Induktion von Adhasionsmolekulen
und Chemokinrezeptoren auch auf autoreaktiven T-Zellen im Rahmen der antiviralen
Immunantwort zugrunde (Abbildung 2B). Denkbar ist auch eine Stimulation
zirkulierender autoreaktiver T-Lymphozyten durch Superantigene. Hierbei handelt es
sich um mikrobielle Proteine, die den HLA-Komplex antigen-prasentierender Zellen
mit einer Untereinheit des T-Zell-Rezeptors, der sogenannten Vg-Kette, verknipfen.
Somit aktiviert ein Superantigen alle T-Zellen (auch autoreaktive Lymphozyten), die

ein bestimmtes Vy-Gen exprimieren (Abbildung 2C). Da ihre Bindungsstellen
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aullerhalb der Antigenbindungsstelle liegen, ist die Bindung eines Superantigens
unabhangig von der Antigenspezifitit der Zelle (oligoklonale Aktivierung). Die
resultierende T-Zell-Aktivierung ist allerdings abhangig von der genetisch
determinierten Expression bestimmter HLA-Molekule. Im ZNS selbst 1alt sich der
Prozel3 der Demyelinisierung ebenfalls als Folge einer Immunantwort gegen ein
persistierendes, latentes Virus verstehen, die durch kurzzeitige Expression viraler

Antigene determiniert wird (Rodriguez et al., 1996).
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Abbildung 2. Mdgliche Mechanismen der peripheren Aktivierung autoreaktiver T-Zellen im Rahmen
einer antiviralen Immunantwort. TCR: T-Zell-Rezeptor; HLA: Humane Leukozytenantigene; SA:
Superantigen. Modifiziert nach Zipp und Wandinger, Nervenarzt 2001.

2.1. Die Rolle nicht-adaptiver Imnmunprozesse (innate immunity) bei der MS

2.1.1. Das endogene Interferonsystem (Referenz 1)

Das Interferon-System stellt einen integralen Bestandteil der Korperabwehr gegen
Virusinfektionen dar (Belardelli und Gresser 1996). Die antiviralen Effekte der
Interferone (IFN) sind hauptsachlich auf die Typ-lI IFN—a und - zurlckzufihren. Im
Frihstadium einer Infektion, d.h. wenn noch keine spezifische Immunantwort durch
zytotoxische T-Lymphozyten oder durch Antikorper nachweisbar ist, sind sie
mafgeblich an der Viruselimination beteiligt. Eine fehlende oder inkomplette

Virusclearance kann zu chronischen Infektionsverlaufen fihren. Der Infektionsverlauf
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wird daher mal3geblich durch die kdérpereigene Interferonsekretion als wesentlichem
Bestandteil der unspezifischen, nicht-adaptiven Immunantwort bestimmt. Durch ihre
antiproliferativen und immunregulatorischen Eigenschaften wirken IFN andererseits
gleichzeitig einer Uberreaktion oder einer fehlgesteuerten Immunantwort entgegen.
Es ware daher denkbar, dal} Alterationen im endogenen IFN-System bei MS
Patienten eine Pradisposition fur eine unkontrollierte und chronifizierte Immunantwort
im Rahmen viraler Infekte darstellen, die mit einer erhohter Gefahr des Auftretens
von Autoimmunprozessen bzw. der Zerstorung korpereigener Strukturen einhergeht.

Es gibt wenige Arbeiten, die die Fahigkeit zur Produktion von kdorpereigenen Typ-I
IFN in Antwort auf virale Induktion bei MS-Patienten untersuchen, und die
Ergebnisse sind widersprichlich (Ubersichtsarbeit von Arnason und Reder, 1994).
Neighbour und Mitarbeiter (1981) fanden eine allgemein verminderte IFN-Antwort bei
MS-Patienten, wahrend andere Autoren Uber normale IFN-Produktion berichten
(Tovell et al., 1983; Haahr et al., 1986). In eigenen Arbeiten zur Untersuchung des
korpereigenen IFN-Systems bei Patienten mit MS konnten wir zeigen, dal} das
Zytokinsystem bei MS Patienten zahlreichen funktionellen Einschrankungen
unterliegt (Wandinger et al. 1997, Referenz 1). Bei der Untersuchung von
Blutleukozyten von MS Patienten zeigte sich, dal die IFN-a Synthesekapazitat nach
Stimulation mit Newcastle Disease Virus (NDV), einem potenten Induktor von Typ-I
IFN, bei Patienten mit klinisch stabiler MS im Vergleich zu gesunden Kontrollen
signifikant erniedrigt war. Der Grund fur die verminderte IFN-Produktion ist unklar,
insbesondere da keine Unterschiede in Anzahl und Verteilung der peripheren
Leukozyten und Lymphozytensubpopulationen vorlagen. Von besonderem Interesse
ist  jedoch unsere Beobachtung, daid Blutleukozyten von einer
Patientensubpopulation, die im Rahmen eines Krankheitsschubes untersucht
wurden, eine normale Interferonproduktion zeigten, die mit der des Kontrollkollektives
vergleichbar war. Es laf3t sich daraus schlie3en, dal} die Fahigkeit zur Produktion von
Typ-l IFN in einer engen Beziehung zum Ausmall der Krankheitsaktivitat steht. In
spateren Untersuchungen konnten wir zeigen, dal® die Fahigkeit zur IFN-B Synthese
in Antwort auf virale Stimulation in Blutleukozyten von MS Patienten ebenfalls
eingeschrankt ist (Wandinger et al., 1998a). Die Befunde legen nahe, dal3 bei MS
Patienten eine primare Beeintrachtigung der Typ-lI IFN Genexpression vorliegt. Die
Ergebnisse unserer Untersuchung zeigen aber auch, dal im Rahmen der

Entzindungsaktivitat bei Krankheitsschuben, primar oder reaktiv, eine Aktivierung
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des endogenen IFN-Systems stattfindet. Es ware denkbar, da® Typ-l IFN hierbei
durch ihre immunregulatorischen Eigenschaften eine wichtige Rolle bei den
Prozessen spielen, die zur Einleitung einer Remission fuhren (Traugott und Lebon,
1988).

2.1.2. Dendritische Zellen (Referenz 2)

Dendritische Zellen (DC) stellen die potentesten APC innerhalb des Immunsystems
dar (Delon et al. 1998). An ihrer Zelloberflache weisen sie eine hohe
Expressionsdichte an HLA- und costimulatorischen Molekilen auf und sind durch
eine hohe IL-12 Synthesekapazitat gekennzeichnet. Eine mogliche Rolle DC in der
Pathogenese der MS wurde daher mehrfach diskutiert. (Link et al. 1999; Drakesmith
et al. 2000). Tatsachlich wurde bei MS Patienten eine erhdhte Anzahl zirkulierender
DC beschrieben (Huang et al. 1999).

In Zusammenarbeit mit Dr. T. Kondo untersuchten wir die Interaktion zwischen
humanen, myeloischen DC und T-Zellklonen (Kondo et al. 2001, Referenz 2).
Hierbei gelang uns die Identifizierung eines selektiv durch DC mediierten
Aktivierungsmusters allo- und autoantigen spezifischer T Zellen, das mit einer
verlangerten Uberlebensdauer der T-Zellen in vitro korrelierte. Wir konnten ferner
zeigen, dal} diese durch DC vermittelte Aktivierung mit einer Antigen unabhangigen
Geninduktion proinflammatorischer Zytokine (insbesondere von IFN-y sowie der
funktionell relevanten Bz-Untereinheit des IL-12 Rezeptors) einhergeht und somit das
lokale Zytokinmilieu im Rahmen der T-Zell Aktivierung beeinflut. Auf Grund dieser
Antigen-unabhangigen Aktivierung von T-Zellen spielen DC eine bedeutende Rolle
bei der Wahrung der Homdostase und somit auch der Kontrolle allo- und autoantigen
spezifischer T-Zellen. DC kénnten somit bei der Initiierung und Aufrechterhaltung von
Autoimmunprozessen, wie sie im Rahmen der MS diskutiert werden, eine zentrale
Rolle spielen.

Die Bestimmung der quantitativen Genexpression der DC erfolgte mit Hilfe der
realtime-PCR (Tagman-PCR). Das Prinzip der Methode ist exemplarisch auch fur die
nachfolgenden Arbeiten in Abbildung 3 dargestellt. Im Mittelpunkt der Methode steht
eine zweifach fluoreszenzmarkierte Sonde, die im Bereich zwischen dem Forward
und Reverse Primer an das Amplikon bindet. Im intakten Zustand wird das
Fluoreszenzsignal des Reportes am 5°Ende durch das Emissionsspektrum des

Quenchers am 3'Ende der Sonde auf Grund der raumlichen Nahe unterdrickt. Im
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Falle einer Amplifikation wird der Reporter im Rahmen der hydrolytischen
Degradation der Sonde freigesetzt (siehe Abbildung 3A). Die durch Ablésen des
Reporters erzeugte Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffes der Sonde wird
wahrend des gesamten Reaktionsablaufes aufgezeichnet. Die Ausgangsmenge an
DNA/RNA Kkorreliert dabei mit der Zeit (gemessen in PCR-Zyklen), bei der die
Fluoreszenzemission einen bestimmten Schwellenwert Uberschreitet (siehe
Abbildung 3B). Durch den direkten Nachweis des Amplifikationsproduktes Uber den
gesamten Verlauf der PCR wird bei der Tagman-PCR erstmals eine objektive
Quantifizierung ermoglicht. Die hohe Sensitivitat und Reliabilitdt des
Nachweisverfahrens gewahrleistet zudem optimale Voraussetzungen flir die
quantitative Untersuchung von Genexpression. Gleichzeitig ist durch den Einsatz
einer zusatzlichen DNA-Sonde eine hohe Spezifitat der Reaktion gegeben. (Heid et
al. 1996).
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Abbildung 3A: Schematische Darstellung des Prinzips der Tagman-PCR. Der Einsatz einer

A

A

fluoreszierenden Tagman-Sonde erlaubt einen direkten Nachweis der PCR-Produkte noch wahrend
der laufenden Reaktion. Voraussetzung ist die Aktivierung der 5°—3’-Exonuklease, welche die
Tagman-Sonde spaltet, wodurch der Fluoreszenz-Energie-Transfer vom Rezeptor (R)-Farbstoff zum
sog. Quencher (Q) unterbrochen wird. Dadurch wird ein Anstieg der Reporterfluoreszenz messbar,

welcher sich direkt proportional zur Anreicherung der PCR-Produkte verhalt.
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Abbildung 3B: Darstellung der dynamischen Breite und Prazision bei der Quantifizierung von
Genexpression mittels Tagman RT-PCR. Dargestellt sind eigene Daten aus Messungen einer

Verdunnungsreihe der IL-12Rp,-Kette.

2.2. Untersuchungen zur Bedeutung des Epstein-Barr Virus in der

Pathogenese der MS

Das Epstein-Barr Virus (EBV), ein weitverbreitetes Virus aus der Familie der
humanen Herpesviren, wurde wiederholt mit der Atiopathogenese der MS in
Verbindung gebracht. So zeigten seroepidemiologische Studien in geographisch
unterschiedlichen und unabhangigen Populationen stets eine Seropositivitat von 99-
100% bei MS Patienten im Vergleich zu 85-95% in der Normalbevdlkerung (Bray et
al. 1983; Sumaya et al. 1985; Larsen et al. 1985; Rickinson und Kieff 1996; Lycke et
al. 1996). Es wurde ferner postuliert, dall die Pathogenese der MS eine
altersabhangige Auseinandersetzung des Immunsystems mit EBV beinhaltet, da ein
Zusammenhang zwischen einer spaten Erstinfektion und MS beschrieben wurde
(Operskalski et al., 1989; Martyn et al., 1993; Haahr et al., 1997). Schlieldlich wurden
bei MS Patienten bereits Jahre vor Manifestation der Erkrankung erhdhte

Antikorpertiter gegen bestimmte Antigene des EBV beschrieben (Levin et al. 2003).
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Einen konkreten Hinweis auf einen mdglichen pathogenetischen Mechanismus von
EBV bei der MS lieferten Wucherpfennig und Strominger indem sie zeigten, daf} die
virale DNA Polymerase, die wahrend der lytischen, d.h. replikativen Phase von EBV
exprimiert wird, autoreaktive, MBP-spezifische T-Zellen zu aktivieren vermag
(Wucherpfennig und Strominger 1995). Durch die periphere Aktivierung autoreaktiver
T-Zellen ist eine Rolle fur EBV auch ohne einen direkten Erregernachweis in MS-
Lasionen denkbar. Auf Ebene der B-Zell Immunantwort wurden ebenfalls
kreuzreaktive Antikdrper zwischen EBV-Antigenen und Myelinpeptiden bei MS
Patienten beschrieben (Bray et al. 1992; Vaughan et al., 1996). Weitere potentiell
pathogenetische Mechanismen von EBV bei der MS stellen die oligoklonale
Stimulation zirkulierender autoreaktiver T-Lymphozyten durch ein EBV assoziiertes
Superantigen sowie die Transaktivierung eines Retrovirus dar (Haahr et al., 1994;
Sutkowski et al, 1996). Vor dem Hintergrund dieser epidemiologischen
Auffalligkeiten und laborchemischen Befunde beschaftigten wir uns in eigenen

Arbeiten gezielt mit einer mdglichen Rolle des EBV in der Pathogenese der MS.

2.2.1. Pravalenz und Antikorperprofil (Referenz 3)

Zunachst untersuchten wir 107 MS Patienten und 163 Blutspender auf Antikorper
gegen Herpes simplex-Virus Typ 1 und 2 (HSV-1, HSV-2), Zytomegalievirus (CMV)
und EBV (Wagner et al. 2000, Referenz 3). Als bedeutsame Auffalligkeit fanden wir
eine 100%ige EBV-Seropositivitdat der MS-Patienten, wohingegen sich bei
Blutspendern nur in 90,1% EBNA-1-Antikérper fanden. Die EBV-Serologie wurde
daraufhin genauer untersucht, um zwischen Primarinfektion, Latenz und
Reaktivierung unterscheiden zu konnen. Dabei galt eine Primarinfektion als
nachgewiesen, wenn bei Abwesenheit von EBNA-1 Antikorpern Anti-EA-IgG
und/oder Anti-EA-IgM positiv waren. Latenz wurde durch den alleinigen Nachweis
von Anti-EBNA-1 definiert. Wenn zusatzlich zu EBNA-1 Antikdrpern Anti-EA-IgM in
hohem Titer (OD>0,5) oder Anti-EA-IgG und Anti-EA-IgM nachweisbar waren, sind
wir von einer Reaktivierung ausgegangen. Positive Nachweise von Anti-EA-IgA
erharteten den Befund einer Primarinfektion bzw. einer Reaktivierung. Die
Interpretation dieser Befunde ergab die serologischen Zeichen einer EBV-
Primarinfektion bei 3,7% der Blutspender, aber bei keinem der MS-Patienten. Es ist
somit unwahrscheinich, dass die 100%ige Seropositivitat der MS-Patienten eine

Folge der MS darstellt. Da ein gleiches Ergebnis auch international in mehreren
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unabhangigen Patientenkollektiven gefunden wurde liegt vielmehr die Vermutung
nahe, dall eine EBV Infektion eine notwendige aber nicht hinreichende
Voraussetzung fur die Entstehung einer MS darstellt (Bray et al. 1983; Sumaya et al.
1985; Larsen et al. 1985; Lycke et al. 1996; Ascherio et al. 2001, Levin et al. 2003).
In diesem Zusammenhang ist besonders hervorzuheben, dal3 Typ-l IFN eine
spezifische antivirale Wirkung in der Frihphase einer EBV-Infektion durch Hemmung
der Internalisierung der Virus-Rezeptor Komplexe in infizierte B-Lymphozyten ausubt
(Delcayre et al. 1991; Delcayre et al. 1993). Die oben beschriebene Verminderung
der endogenen IFN-Sekretion im Rahmen viraler Infektionen stellt somit eine
Erklarung fur die 100%ige EBV-Seropositivitat der MS Patienten dar (Wandinger et
al. 1997, Referenz 1). Zeichen einer Reaktivierung fanden sich sowohl bei 13,9% der
Patienten als auch bei 17,2% der Blutspender. Interessanterweise zeigten MS
Patienten insgesamt signifikant niedrigere Anti-EBNA-1-IgG Titer, was als Zeichen
einer gestorten Kontrolle der latenten EBV Infektion (sog. ,carrier state®) gewertet

werden kann (Henle et al. 1987).

2.2.2. Reaktivierung und Krankheitsaktivitat (Referenz 4)

Das Kernergebnis der eigenen Arbeiten zu EBV liegt jedoch im Nachweis einer
zeitlichen Korrelation zwischen Krankheitsaktivitat und einer serologisch wie
molekularbiologisch ~ nachgewiesenen = EBV-Reaktivierung bei longitudinal
untersuchten MS Patienten (Wandinger et al. 2000, Referenz 4, siehe auch Editorial
von Hunter und Hafler). An 19 Patienten flUhrten wir eine Verlaufsuntersuchung in
monatlichen Abstanden uUber ein Jahr durch, wobei die Patienten uUber diesen
Beobachtungszeitraum in Bezug auf Schubhaufigkeit und Progression als stabil
(n=8) oder aktiv (n=11) klassifiziert wurden. Neben einer ausfuhrlichen EBV-
Serologie fuhrten wir eine neuentwickelte Tagman-PCR zum Nachweis von EBV-
DNA durch, um DNA-Befunde im Serum mit der Serologie zu Kkorrelieren.
Serologische Zeichen fur eine EBV-Reaktivierung fanden sich bei allen klinisch
aktiven Patienten wahrend des Beobachtungszeitraumes, aber auch bei der Halfte
der Patienten mit stabiler MS. Der Nachweis von EBV-DNA im Serum war
hinsichtlich der Krankheitsaktivitat deutlich spezifischer. Bei 8 von 11 (72,7%)
Patienten mit aktiver MS fand sich EBV-DNA in jeweils einer bis vier Serumproben
pro Patient. Alle diese Patienten waren auch positiv fur Anti-EA-IgA, 2 von ihnen

zusatzlich fur Anti-EA-IgM. Alle 8 Patienten, die Uber den Beobachtungszeitraum
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klinisch stabil blieben, waren negativ sowohl fir diese beiden serologischen Marker
als auch fur freie EBV-DNA. Diese Beobachtung impliziert, da® im Rahmen einer
Immunantwort gegen EBV eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen bei MS Patienten
erfolgt. Tatsachlich konnte vor kurzem erneut eine Strukturhomologie zwischen
einem EBV-Peptid und einer Sequenz aus dem basischen Myelinprotein (MBP) im
Kontext der Antigen-Bindungsgrube der MS-assoziierten HLA-Molekile gezeigt
werden, die eine funktionelle immunbiologische Grundlage fur eine Kreuzaktivierung

autoreaktiver T-Zellen darstellt (Lang et al. 2002).

2.2.3. Abgrenzung zum Marek’s Disease Virus (Referenz 5)

Nach Berichten Uber ein gehauftes Auftreten von MS Fallen auf Key West, Florida,
wurde der Verdacht geaufert, dald das Marek’s Disease Virus (MDV), ein
vogelpathogenes ,Geschwister” Virus des EBV aus der gleichen Familie der y-
Herpesviren, eine Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielen konnte (Helmick
et al. 1989; McHatters et al. 1995). Auf Grund unklarer serologischer Ergebnisse aus
den bisherigen Studien war das Ziel eigener Arbeiten, Leukozyten von MS Patienten
in Bezug auf MDV-DNA-Sequenzen zu untersuchen (Hennig et al. 1998, Referenz
5). 107 MS Patienten, die alle klinischen Subtypen der MS einschlossen, wurden in
die Studie aufgenommen. DNA aus Leukozyten wurde mittels der Tagman-PCR auf
MDV-Sequenzen untersucht. Als Positivkontrolle diente MDV-DNA aus infizierten
Huhnerembryofibroblasten. Es konnten bei keinem der 107 MS Patienten MDV-
Sequenzen nachgewiesen werden. In spateren Untersuchungen bestatigte sich
unser Ergebnis eines fehlenden Nachweises des vogelpathogenen MDV aus

humanen Plasma- und Zellproben (Hennig et al. 2003).

2.3. Entwicklung immunologischer Marker der Krankheitsaktivitat

Eine absolute Notwendigkeit fur die klinische Versorgung von MS-Patienten stellt die
Entwicklung paraklinischer Marker der Krankheitsaktivitat dar. Als ,CRP der MS*
sollen diese frihzeitig die Indikation zur Therapie anzeigen und gleichzeitig vor einer
ungewollten Behandlung des benignen Verlaufes schitzen. Indikatoren flr eine
frlhzeitige Therapie sind insofern von grofRer klinischer Bedeutung, als die

Ergebnisse jungerer Therapiestudien nahe legen, dass immunmodulatorische
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Therapien ihre maximalen Effekte zu Beginn, d.h. wahrend der Uberwiegend
inflammatorischen  Phase der Erkrankung zeigen, und in spateren
Erkrankungsstadien nur noch begrenzt oder gar nicht mehr wirksam sind (Goodin DE
et al. 2002). Verlassliche Biomarker werden aulerdem zur Verlaufsbeurteilung
therapeutischer Studien sowie zur prognostischen Vorhersage des individuellen
Krankheitsverlaufes bendtigt. Die Notwendigkeit paraklinischer Aktivitatsmarker wird
weiterhin durch die kernspintomographischen Erkenntnisse der letzten Jahre
verdeutlicht die uns gezeigt haben, dass die MS auch wahrend Zeiten klinischer
Stabilitdt durchaus subklinisch aktiv sein kann (McFarland et al. 1992). Far die
engmaschige Uberwachung von MS Patienten stellt jedoch die Entwicklung
immunologischer Aktivitatsmarker eine unerlassliche Voraussetzung dar, da
kernspintomographische  Verlaufsuntersuchungen einen grof3en apparativen
Aufwand erfordern und zudem bekannt ist, dass klinische Schibe auch ohne jegliche
begleitende MRT-Veranderungen auftreten kdnnen (The Lenercept Multiple Sclerosis
Study Group 1999).

2.3.1. Der Chemokinrezeptor CCRS5 (Referenz 6)

In eigenen Arbeiten zur ldentifizierung von Aktivitatsmarkern der MS untersuchten wir
in einem hypothesengestutzten Ansatz die Wertigkeit von Molekulen, die bei der
Aktivierung und Migration proinflammatorischer T-Zellen eine zentrale Rolle spielen
(siehe auch Abbildung 1). Chemokine sind chemotaktisch wirkende Zytokine, die die
Migration von Leukozyten in Gewebe vermitteln. Die Expression entsprechender
Chemokinrezeptoren ist daher ausschlaggebend flr die selektive Invasion von T-
Zellen in ihre Zielorgane (Ward et al. 1998). Experimentelle Daten implizieren ferner,
dass unterschiedliche T-Zellsubpopulationen auf Grund ihres
Chemokinrezeptorprofiles charakterisiert werden koénnen. Der Chemokinrezeptor
CCR5 wird so vornehmlich auf aktivierten, proinflammatorischen TH-1 Lymphozyten
exprimiert (Bonecchi et al. 1998). Eine mdgliche pathogenetische Bedeutung CCR5+
T-Zellen bei der MS leitet sich aus der Tatsache ab, dald} die entsprechenden
Chemokinliganden RANTES und MIP-1a wahrend akuter Schibe im Liquor erhoht
sind bzw. in demyelinisierenden ZNS-Lasionen exprimiert werden (Sorensen et al.
1999; Balashov et al. 1999). Ferner wurden CCRS5+ T-Zellen in aktiven Lasionen
nachgewiesen (Sorensen et al. 1999). In einer Querschnittsuntersuchung an 9

Patienten mit klinisch aktiver MS konnten wir in durchflulzytometrischen
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Untersuchungen zeigen, dass die Anzahl CCR5+ T-Zellen auch im peripheren Blut
gegenuber gesunden Kontrollen signifikant erhoht ist (Strunk et al. 2000, Referenz
6). Mit Hilfe der gleichzeitig durchgeflhrten intrazellularen Zytokinfarbung wiesen wir
zudem nach, dass innerhalb der CCR5+ Subpopulation bei MS Patienten ein hoherer
Prozentsatz spontan die proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a
sezernierte. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Expression von CCR5
einen Marker zur Identifizierung von Effektorzellen der MS darstellt. WeiterfUhrende
Untersuchungen an einem grofReren Patientenkollektiv zur Evaluierung dieses
Chemokinrezeptors als Aktivitatsmarker sind daher Gegenstand aktueller

Verlaufsstudien.

2.3.2. Die B,-Kette des Interleukin-12 Rezeptors

Wie in der Einleitung bereits erwahnt ist Interleukin-12 (IL-12) ein Zytokin, das T
Zellen wahrend ihrer Differenzierungsphase in die Richtung proinflammatorischer
TH1 Zellen polarisiert. Bei MS Patienten wurde eine erhdhte Expression von IL-12 in
aktiv demyelinisierenden ZNS-Lasionen sowie wahrend aktiver Krankheitsphasen in
peripherem Blut beschrieben (Windhagen et al., 1995; Balashov et al., 1997; v.
Boxel-Dezaire, 1999). Von besonderer Bedeutung innerhalb des IL-12 Systems ist
die B2-Untereinheit des IL-12 Rezeptors, die die Affinitdt des Rezeptors flr seinen
Liganden determiniert und die intrazellulare Signaltransduktion nach Bindung an den
Rezeptor vermittelt (Presky et al., 1996). Dieses Molekul ist ursachlich in die ersten
Schritte der TH1 Differenzierung von naiven T Zellen eingebunden und wird
nachfolgend selektiv auf TH1 Zellen exprimiert (Rogge et al., 1997). Fur die EAE
konnte gezeigt werden, dal die Expression der IL-12 Rezeptor B, (IL-12Rp,)-Kette
auf autoreaktiven T Zellen mit Spezifitat fir das basische Myelinprotein (MBP) die
Enzephalitogenitat und Pathogenitat dieser Zellen determiniert (Chang et al. 1999).
In Kooperation mit Dr. Ben Segal (Laboratory of Immunology, NIAID, NIH) und in
enger Zusammenarbeit Dr. Paolo Muraro (Neuroimmunology Branch, NINDS, NIH)
untersuchten wir daher die Bedeutung der 12Rp, Kette fur die
Autoimmunpathogenese der MS. Im Rahmen erster Untersuchungen zur Rolle der
IL-12RB.-Kette als potentiell immunpathogenetischen Mechanismus der MS
analysierten wir im Northernblot die 12Rp, Expression in humanen Autoantigen-
spezifischen T-Zell-Klonen. MBP-spezifische T-Zellen (10°) wurden mit und ohne

Antigen (10 pg/ml) in Gegenwart autologer PBMC (5x10°) als Antigen-
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prasentierenden Zellen in einem Volumen von 2 ml kultiviert. In ausgewahlten
Konditionen wurde den Kulturen ein neutralisierender Antikdrper gegen IL-12 (R&D
Systems, Minneapolis, MN) in einer Konzenztration von 20 ug/ml oder
rekombinantes IL-12 (Peprotech, Rocky Hill, NJ; 20 ng/ml) zugefuhrt. Nach 6 und 24
Stunden (jeweils fur die Bestimmung von CD40L und 12Rf, wurde RNA isoliert und
im Northernblot untersucht (methodische Details siehe Chang et al. 1999). Es zeigte
sich in diesen Experimenten, dal im Rahmen der Autoantigen spezifischen
Aktivierung ein Signal fur die IL-12Rf,-Kette und den CD40 Liganden selektiv in TH1
Klonen von MS Patienten und nicht von gesunden Kontrollen exprimiert wurde
(Abbildung 4). Es zeigte sich ferner, dal® die Expression der IL-12Rp,-Kette durch IL-
12 reguliert wird und durch neutralisierende Antikérper gegen IL-12 wahrend der
Restimulation unterdrtickt werden kann. Die gleichzeitige frihe Expression des CD40
Liganden in TH1 Klonen von MS Patienten nach Aktivierung ist von besonderer
Bedeutung, da Uber die Interaktion des CD 40L mit CD 40 auf Antigen
prasentierenden Zellen durch die T Zellen selbst die Sekretion von IL-12 induziert
wird. Interessanterweise war das Genexpressionsmuster eines TH1 Klones, der von
einem eineiigen, gesunden Zwilling eines MS Patienten generiert wurde, identisch

mit dem Profil des TH1 Klones des erkrankten Geschwisters.
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Abbildung 4: Selektive Expression von IL-12Rp,; und CD40L in MBP-reaktiven TH1 Klonen von MS
Patienten und einem identischen Zwilling eines MS Patienten. Die T-Zellklone wurden mit und ohne
Autoantigen in der Gegenwart autologer PBMC kultiviert. Nach 6 und 24 Stunden (jeweils fir die
Bestimmung von CD40L und IL-12Rp,) wurde RNA isoliert und im Northernblot untersucht.
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In weiterflhrenden durchflulRzytometrischen Untersuchungen liel3 sich diese erste
Beobachtung einer selektiven Expression der IL-12Rp,-Kette auf autoreaktiven T-
Zellen bei MS Patienten auf Proteinebene jedoch nicht bestatigen. Im Gegensatz
zum Tiermodell wurde die IL-12Rp,-Kette in human T-Zellklonen sowohl bei MS
Patienten als auch bei gesunden Kontrollen reguliert (unpublizierte Daten). Eine
mogliche Erklarung fur die diskrepanten Befunde zwischen Northernblot und
durchflulzytometrischen Bestimmungen ware eine starke posttranskriptionale
Regulierung der IL-12Rp,-Kette. Nach unseren Daten scheint, anders als bei der
EAE, bei der MS die Expression der IL-12Rp,-Kette nicht die Pathogenitat
autoreaktiver T-Zellen zu determinieren. Dennoch zeigen unsere Ergebnisse
gleichzeitig auch, dass die Expression der IL-12RpBy-Kette einen frihen
Aktivierungsmarker proinflammatorischer T-Zellen darstellt. Wir Gberpruften daher in
weiterfuhrenden Untersuchungen, inwieweit die Genexpression der IL-12Rp,-Kette
mit frihen Phasen der Krankheitsaktivitat korreliert. Zu diesem Zwecke untersuchten
wir einen Patienten, der in Bezug auf die zeitliche Entwicklung einer akuten
Exazerbation besonders gut charakterisiert war, da er im Rahmen einer
Therapiestudie mit einem ,altered peptide ligand“ (APL; modifizierte Sequenz des
MBPg3.99 Peptids) finf Wochen nach Behandlungsbeginn eine Schubsymptomatik mit
akuter klinischer Verschlechterung entwickelte (Bielekova et al. 2000). Die
Quantifizierung der mRNA-Spiegel erfolgte mit Hilfe der quantitativen Tagman-
Methode (detaillierte Beschreibung der Methode und verwendeten Primer siehe
Wandinger et al. 2001, Referenz 10). Fir die Bestimmung von CD40L Transkripten
wurden darlber hinaus die folgenden Oligonucleotidsequenzen verwendet: Forward
Primer 5°- GAAAGAAAACAGCTTTGAAATGCAA -3°, Reverse Primer &'-
TGCTGGCCTCACTTATGACATG - 3, Tagman-Sonde: 5'FAM -
CCGCAATTTGAGGATTCTGATCACCTT — TAMRA 3'. Es zeigte sich, dal® die APL
Behandlung von einer Induktion der IL-12Rp,-Ketten Genexpression in peripheren
mononuklearen Blutzellen des Patienten begleitet war, deren héchste Werte wenige
Tage vor der klinischen Manifestation erreicht wurden (Abb. 5). Die Expression der
IL-12RB,-Kette, die eng mit der Expression des CD40L korrelierte, spiegelte somit
die Aktivierungsphase der enzephalitogenen Zellen in vivo engmaschig wider.
Wahrend der Remissionsphase zeigte sich kompensatorisch ein Anstieg des

antiinflammatorischen Zytokins IL-10. In der Abbildung ist ferner die Expansion eines
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MBPg3.99 spezifischen T-Zellklones Uber den zeitlichen Verlauf des Schubes

dargestellt (siehe auch Muraro&Wandinger et al. 2003).
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Abbildung 5: Die Expression der IL-12RpB, Kette in peripheren Blutzellen korreliert mit klinischer und
paraklinischer Krankheitsaktivitdt bei MS. Longitudinale Untersuchung eines Patienten, der im
Rahmen einer Therapiestudie mit einem ,altered peptide ligand“ (APL) eine Schubsymptomatik mit

akuter klinischer und paraklinischer Verschlechterung (MRI) entwickelte.

2.3.3. Die Rolle CD28 negativer T-Zellen (Referenz 7)
Da Myelin-spezifische T-Zellen bei MS Patienten in gleicher Frequenz wie bei

gesunden Kontrollen gefunden werden, stellt die Aktivierung dieser autoreaktiver
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Zellen ein zentrales Ereignis in der Pathogenese der Erkrankung dar (Pette et al.
1990). Tatsachlich wurde bei MS Patienten eine vermehrte Anzahl aktivierter Myelin-
spezifischer T-Zellen beschrieben (Zhang et al 1994). Es ware daher denkbar, dal} in
bestimmten Lymphozytensubpopulationen von MS Patienten eine niedrigere
Aktivierungsschwelle vorliegt. Um ein vollstandiges Aktivierungsmuster in T-Zellen
auszulésen sind im allgemeinen zwei Signale notwendig. Das erste Signal wird vom
T-Zellrezeptor induziert und determiniert die Antigen-Spezifitdt der Aktivierung. Das
zweite Signal wird Uber costimulatorische Molekile vermittelt und moduliert die
Aktivierungsschwelle der Zelle. Das CD80/CD86-CD28/CTLA-4 System stellt den
wichtigsten und am besten untersuchten Signalweg costimulatorischer Aktivierung
dar. CD80 und CD86 werden auf aktivierten APCs exprimiert und binden an ihre
Liganden CD28 und CTLA-4 auf T-Zellen. CD28 wird konstitutiv an der Oberflache
von Uber 95% der CD4+ T-Lymphozyten exprimiert und wird nur kurzzeitig nach
Bindung an CD80 oder CD86 herunterreguliert. Nach Aktivierung und
Herunterregulation von CD28 wird die Expression von CTLA-4 an der T-
Zelloberflache induziert. CTLA-4, das Strukturhomologie zu CD28 aufweist, bindet
die gleichen Liganden mit hoherer Affinitat und 16st intrazellular ein negativ-
regulatorisches Signal auf die T-Zellaktivierung aus (negative Ruckkopplung). In
Untersuchungen, die in Zusammenarbeit mit Dr. S. Markovic-Plese entstanden,
identifizierten und charakterisierten wir eine T-Zellsubpopulation, die sich
phanotypisch durch eine dauerhaft fehlende CD28 Expression auszeichnet
(Markovic-Plese et al. 2001, Referenz 7). Wir konnten zeigen, dal} diese
Lymphozyten bereits nach Stimulation Uber den T-Zellrezeptor ohne Costimulation
ein vollstandiges Aktivierungsmuster aufweisen. Diese Lymphozytensubpopulation
war funktionell neben der Costimulation-unabhangigen Aktivierung durch eine
verlangerte Uberlebensdauer gekennzeichnet, die wahrscheinlich auf die ebenfalls
fehlende Expression von CTLA-4 zurlckzufihren ist. Es handelt sich bei CD28- T-
Zellen somit um eine Lymphozytensubpopulation, die eine mogliche Rolle bei der
Initierung und Aufrechterhaltung von Autoimmunprozessen spielen konnte.
Tatsachlich fanden wir eine Subpopulation von MS Patienten, bei denen diese CD28-
Population signifikant expandiert war. Innerhalb dieser Zellpopulation fanden sich
MBP-spezifische T-Zellen, die zudem durch eine maximale Expression der IL-12R[,-
Kette gekennzeichnet waren. Die Bestimmung der Frequenz CD28- T-Zellen bei MS

Patienten konnte somit einen Hinweis auf die zugrundeliegende Krankheitsaktivitat
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liefern. Die Wertigkeit dieses Markers mufd nun ebenfalls in prospektiven Studien an

einem grofRen Patientenkollektiv Uberprift werden.

2.3.4. Quantifizierung Antigen-spezifischer T-Zellen (Referenz 8)

Es wird angenommen, dass die Initiierung Organ-spezifischer Entzindungs-
erkrankungen durch die Aktivierung und Expansion Antigen-spezifischer T-Zellen
vermittelt wird. Die Bestimmung der Frequenz Antigen-spezifischer T-Zellen im
Verlauf, und insbesondere in Organkompartimenten, gestaltete sich bislang jedoch
als methodisch schwierig. Auf dem Boden der TagmanPCR entwickelten wir
zusammen mit Dr. P. Muraro ein sensitives und spezifisches Verfahren zur in vivo
Bestimmung von CD4+ und CD8+ T-Zellklonen. (Muraro&Wandinger et al. 2003,
Referenz 8, siehe auch Editorial von Hohlfeld). Unsere Methode beruht auf dem
Nachweis und der Quantifizierung von Transkripten aus der CDR3 (complementarity-
determining region 3) Sequenz der a- oder B-Kette des T-Zell-Rezeptors (TCR).
Unser Ziel war es, individuelle, potentiell pathogene T-Zellklone, die von Patienten
mit immunvermittelten Erkrankungen des ZNS generiert und ausgiebig charakterisiert
waren, in peripherem Blut und im Liquor der Patienten Uber den zeitlichen Verlauf der
Erkrankung zu verfolgen. Zu den untersuchten Erkrankungen gehorten neben der
MS die HTLV-1 assoziierte Myelopathie/ tropische spastische Paraparese
(HAM/TSP) sowie die chronische Lyme Neuroborreliose. Es gelang uns mit dieser
Methode, Veranderungen in der Frequenz der autoreaktiven T-Zellklone
nachzuweisen, die mit dem klinischen Verlauf und/oder einer Anreicherung im Liquor
korrelierten. Bei einem Patienten, der im Rahmen einer Therapiestudie mit einem
.altered peptide ligand“ (APL; modifizierte Sequenz des MBPsg3g9 Peptids) flnf
Wochen nach Behandlungsbeginn eine Schubsymptomatik mit akuter klinischer
Exazerbation  entwickelte, korrelierte  die  klinische und  paraklinische
Verschlechterung im MRT eng mit der Expansion eines MBPg3.99 -spezifischen T-
Zellklones (Bielekova et al. 2000). Diese Korrelation stellt gleichzeitig einen ersten,
direkten Beweis fur eine Rolle MBP-spezifischer T-Zellen in der Pathogenese der MS
dar. Unsere Methode erlaubt somit den zuverlalRlichen Nachweis einer Expansion
autoreaktiver T-Zellen in einzelnen Patienten Uber den zeitlichen Verlauf und
ermdglicht es, Riuckschlisse auf die zugrundeliegende Krankheitsaktivitat zu ziehen.

Eine Einschrankung dieses individuellen Ansatzes liegt jedoch darin, dal® eine
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vorherige Identifizierung autoreaktiver T-Zellklonotypen in den jeweiligen Patienten

erforderlich ist.

2.4. Identifizierung therapeutischer Kandidatengene

Wahrend bei der Therapie akuter MS-Schube mit hochdosierten Glukokortiko-
steroiden eine rasche RuUckbildung der Symptome in erster Linie durch kurzan-
haltende immunsupprimierende Effekte vermittelt wird, ist die Wirkweise der in der
immunmodulatorischen Intervalltherapie eingesetzten Substanzen weitgehend
unverstanden (Wandinger at al. 1998b). Um die pathogenetischen Mechanismen, die
an der Initiierung und Aufrechterhaltung der MS beteiligt sind, weiter zu
entschlisseln, ist es jedoch dringend erforderlich, die Wirkweise derzeit eingesetzter
Therapieverfahren zu verstehen. Nur durch die Kenntnis dieser therapeutischen
Kandidatengene wird es mdglich sein, frihzeitig Therapieresponder von
Nonrespondern zu unterscheiden und gezielt neue therapeutische Ansatze zu
entwickeln. Die  Entwicklung prognostischer Marker des individuellen
Therapieerfolges ist insofern von unmittelbarer klinischer Bedeutung, da in Studien
zum frthen Einsatz von IFN-B signifikante Effekte bezlglich der
Krankheitsverzogerung nachgewiesen wurden und seit der Zulassung der IFN-B
Praparate und des Glatirameracetat gleichwertige Alternativen fur die Behandlung

der MS zur Verfiigung stehen (Ubersichtsarbeit von Goodin et al. 2002).

2.4 1. EinfluR® von IFN-B auf Interleukin-12 (Referenz 9)

In eigenen Untersuchungen beschaftigten wir uns mit der Wirkweise von IFN-f bei
der MS. IFN-B war die erste zur Behandlung der MS zugelassene Substanz. Die
klinische Wirksamkeit wurde durch eine Verminderung der Anzahl und des
Schweregrades von Schuben in Klasse-1 Evidenzstudien mehrfach dokumentiert
(Goodin et al. 2002). Urspringlich wurden Typ-l Interferone auf Grund ihrer
antiviralen Eigenschaften und der Annahme einer viralen Atiopathogenese der
Erkrankung in die Behandlung der MS eingefuhrt. Die genauen Wirkmechanismen
von IFN-B bei der MS sind jedoch weitgehend unverstanden. Wie bereits an
vorgehender Stelle dargestellt kommt dem Zytokin IL-12 eine zentrale Bedeutung in

der Aktivierungsphase proinflammatorischer T-Zellen zu. Bei MS Patienten wurde
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eine erhodhte Expression von IL-12 in aktiv demyelinisierenden ZNS-Lasionen sowie
wahrend aktiver Krankheitsphasen in peripherem Blut beschrieben (Windhagen et
al., 1995; Balashov et al., 1997; v. Boxel-Dezaire, 1999). In Kooperation mit Dr. S.
Dhib-Jalbut untersuchten wir daher hypothesengestutzt gezielt die Effekte von IFN-$3
auf das IL-12 System (Wang et al. 2000, Referenz 9). Der Einflu® von IFN-B auf die
mitogen-induzierte Produktion von IL-12 wurde in peripheren Blutzellen sowie MBP-
spezifischen T-Zellklonen von gesunden Kontrollen und MS Patienten in vitro auf
Proteinebene sowie molekularbiologisch analysiert. Es zeigte sich, dass IFN-§ die
Induktion von biologisch aktivem IL-12 signifikant inhibierte. Die Suppression der IL-
12 Transkription konnte durch neutralisierende Antikdrper gegen das Zytokin IL-10
aufgehoben werden und weist darauf hin, dass die inhibitorischen Effekte von IFN-3
auf IL-12 durch Induktion des antiinflammatorischen IL-10 vermittelt werden. Im
Einklang mit unseren Befunden ist eine Induktion von IL-10 im Rahmen einer IFN-8
Therapie bei MS Patienten beschrieben (Rudick et al., 1996). Eine mdgliche
Bedeutung der Hemmung von IL-12 durch IFN-$ bei der MS kénnte im Schutz vor
einer Uberschiefenden zellularen Immunantwort mit Zerstdrung korpereigener
Strukturen liegen (Gazzinelli 1996). Vor diesem Hintergrund gewinnt auch der oben
beschriebene IFN-Defekt bei MS-Patienten an weiterer, funktioneller Bedeutung
(Wandinger et al. 1997, Referenz 1).

2.4.2. Pleiotrope Wirkung von IFN- (Referenz 10)

Um die pleiotropen Effekte von IFN-B offen und unvoreingenommen zu erfassen,
untersuchten wir in einem innovativem methodischen Ansatz mit Hilfe von cDNA
Microarrays das Genexpressionsmuster in IFN-B behandelten PBMC von MS
Patienten und gesunden Kontrollen (Wandinger et al. 2001, Referenz 10). Bei dieser
Methode kann das Expressionsverhalten von mehreren tausend bekannten und auch
unbekannten Genen, sogenannten expressed sequence tags (EST), in einem
einzigen Hybridisationsansatz gleichzeitig bestimmt werden (Alizadeh et al., 2000).
Die in unseren Experimenten verwendeten Microarrays wurden im Labor von Dr. L.
Staudt an der Metabolism Branch des National Cancer Institute, NIH, Bethesda,
hergestellt und uns im Rahmen einer Kooperation zur Verfligung gestellt. Die Arrays
bestanden aus 6432 cDNA Elementen, die fur 3035 bekannte Gene und 3397 ESTs
codierten. Um in mdglichst umfassender Weise IFN-B regulierte Gene zu

identifizieren, generierten wir cDNAs aus PBMC, die fur 6 oder 24 Stunden mit IFN-
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Konzentrationen von 100 und 1000 IU/ml inkubiert waren. Diese wurden mit
entsprechender cDNA aus Kontrollkulturen ohne IFN-B, die wahrend der reversen
Transkription mit einem unterschiedlichen Fluoreszenzmarker gekennzeichnet

waren, auf einem Microarray hybridisiert.
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Abbildung 6: Prinzip der Microarrayanalyse. Nach RNA-Extraktion wird die RNA der einzelnen Proben
reverse transkribiert und dabei mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Nach
Hybridisierung auf dem Microarray wird die Fluoreszenz mittels eines konfokalen Lasers gemessen.
Modifiziert nach Duggan et al., Nat. Genet. 1999.

Unter dem EinfluR von IFN-B wurde in den Kulturen die Expression von ca. 200
Genen induziert und von ca. 300 Genen supprimiert. Es zeigten sich Effekte von IFN-
B auf unterschiedliche funktionelle Systeme, z.B. Moleklle, die flr die humorale und
zelluldare Immunantwort von Bedeutung sind, Adhasionsmolekile, Apoptosegene etc.
Unsere Ergebnisse legen nahe, dass IFN- die pathogenetischen Mechanismen der
MS auf mehreren verschiedenen Ebenen gleichzeitig beeinflusst. Interessanterweise
beinhaltete die Transkriptionsantwort nach in vitro Inkubation mit IFN-B auch die
Induktion proinflammatorischer Gene (z.B. a-Kette des IL-15 Rezeptors) sowie
krankheitsassoziierter Molekile (IP-10; s. Balasov et al. 1999). Insgesamt stellt sich

die immunmodulatorische Wirkung von IFN-B also wesentlicher komplexer dar, als
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bislang angenommen. Gleichzeitig lieBen sich Uber 50 verschiedene ESTs
identifizieren, die signifikant durch IFN-B reguliert wurden. Zusamenfassend
identifizierten wir eine Vielzahl durch IFN-B in vitro regulierter Gene mit potentieller

Bedeutung fur die Pathogenese der MS.

2.4.3. TRAIL als prognostischer Marker des IFN-p Therapieerfolges (Referenz 11)

In zwei weiterfUhrenden Arbeiten unternahmen wir an Hand des in vivo
Genexpressionsprofiles bei MS Patienten vor und wahrend einer Behandlung mit
IFN-B den Versuch, die funktionell relevanten Gene durch eine Korrelation mit dem
Therapieerfolg zu identifizieren. TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand),
auch APO-2 ligand genannt, gehdrte zu den Genen, die in der oben beschriebenen
Studie in vitro bestandig durch IFN-B reguliert wurden. TRAIL ist ein Todesligand aus
der Familie der Tumornekrosefaktoren und als solcher in der Lage, Uber Aktivierung
von Caspasen Apoptose in transformierten und nicht transformierten Zellen zu
vermitteln (Wiley et al. 1995; Walczak et al. 1999; Jo et al. 2000, Nitsch et al. 2000).
Es gibt darUber hinaus jedoch zahlreiche Belege daflr, dass TRAIL insbesondere
auch im lymphozytaren System bedeutsame immunregulaorische Eigenschaften
ausubt (Song et al. 2000; Linemann et al. 2002). Eine mdgliche Bedeutung von
TRAIL bei der MS liegt somit in der Hemmung der Aktivierung autoreaktiver T-Zellen
in der Peripherie. Diese Annahme wird durch Berichte Uber eine erhdhte TRAIL
Expression in peripheren Blutzellen von MS Patienten wahrend des natirlichen
Verlaufes vornehmlich in Zeiten der klinischen Remission unterstutzt (Huang et al.
2000). In der Experimentell Autoimmunen Encephalomyelitis (EAE), einem
Tiermodell der MS, fuhrte die Neutralisation von TRAIL ebenfalls zu einem
schwerwiegenderem Verlauf (Hilliard et al. 2001). Dieser Befund bestatigte sich auch
in TRAIL knock-out Mausen und legt eine bedeutende Rolle von TRAIL in der
Kontrolle autoreaktiver T-Zellen nahe (Lamhamedi-Cherradi et al. 2003).

In der ersten der beiden Arbeiten untersuchten wir mit der quantitativen Tagman-
PCR gezielt die potentielle Bedeutung von TRAIL in IFN-B—1a therapierten Patienten
(Wandinger et al. 2003, Referenz 11). Ziel unserer Arbeit war es zunachst zu
Uberprufen, ob eine Therapie mit IFN-B bei MS Patienten auch in vivo zu einer
Induktion von TRAIL fuhrt. Wir untersuchten 62 Patienten mit klinsich sicherer,
schubférmig-remittierender MS, die an einer Therapiestudie mit IFN-B-1a (Rebif®)

teilgenommen hatten. Periphere Blutzellen dieser 62 Patienten wurden vor Therapie
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sowie 1, 6 und 12 Monate wahrend IFN-B Therapie in Bezug auf die Genexpression
untersucht. Als Beweis der biologischen Wirksamkeit zeigte sich eine signifikante
Hochregulation des MxA Genes zu allen Zeitpunkten unter Therapie. Parallel dazu
zeigte sich eine signifikante Induktion des TRAIL Genes unter Therapie auch in vivo.
Vergleicht man nun klinische Therapieresponder, d.h. Patienten die wahrend der
Behandlung keine weiteren Schibe erlitten und keinen Progress im EDSS
aufwiesen, mit Nonrespondern, d.h. Patienten die unter Therapie einen oder mehrere
Schibe aufwiesen, so zeigte sich interessanterweise ein signifikant unterschiedliches
TRAIL Expressionsprofil (MANOVA, p<0,0001). Therapieresponder unterschieden
sich von Therapieversagern durch eine frGhe und anhaltende Hochregulation von
TRAIL. Die Ergebnisse legen nahe, dass Nonrespondern von Respondern auf Grund
ihres TRAIL Genexpressionsverhaltens unter Therapie unterschieden werden
konnen. Wir untersuchten daher im nachsten Schritt, ob sich Responder von
Nonrespondern auch in Bezug auf die TRAIL Proteinexpression unterscheiden. Zu
diesem Zwecke bestimmten wir I6sliches TRAIL (sTRAIL) im Serum der Patienten.
Tatsachlich zeigten sich auch auf Proteinebene bei Therapierespondern unter
Therapie hohere sTRAIL Werte als bei Nonrespondern (MANOVA, p=0,0011). Von
besonderer Bedeutung ist jedoch unsere Entdeckung, dass sich Therapieresponder
von Therapieversagern bereits vor Therapiebeginn durch ein signifikant hdoheres
sTRAIL Expressionsniveau unterschieden (Mann-Whitney-U test, p=0,004). Als
pradiktiver Marker konnte daher die Bestimmung von sTRAIL vor Therapie eine
prognostische Aussage in Bezug auf den individuellen Therapieerfolg erlauben. In
einer zweiten, unabhangigen Kohorte von IFN-B-1a behandelten Patienten (n=19),
die in Bezug auf den Therapieerfolg zusatzlich kernspintomographisch untersucht
wurden, betatigte sich unser Ergebnis einer differentiellen TRAIL Genexpression
unter Therapie in Respondern und Nonrespondern (MANOVA, p<0,0001). Da auch in
dieser zweiten Patientenkohorte Responder bereits vor Therapie hohere sTRAIL
Proteinwerte als Nonresponder aufwiesen, fuhrten wir eine ROC-Analyse zur
Uberpriifung des pradiktiven Wertes von sTRAIL fir einen Therapieerfolg durch.
Insgesamt berticksichtigten wir 49 Patienten (29 Responder und 20 Nonresponder),
von denen Seren vor Therapiebeginn zur Verfugung standen. Bei einem Cut-off von
584,1 pg/ml konnte der Therapieerfolg anhand der sTRAIL Werte vor Therapie mit
einer Spezifitat von 90,5% und einer Sensitivitat von 71,4% vorhergesagt werden. Mit

TRAIL gelang uns somit die Identifizierung des ersten prognostischen Markers einer
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IFN-B Therapie bei MS. Auf Grund seiner immunregulatorischen Eigenschaften und
seiner funktionellen Bedeutung fur die klinische Wirksamkeit bei der IFN-3 Therapie
stellt TRAIL ferner ein vielversprechendes Zielmolekul fur neue therapeutische
Strategien bei der MS dar.

2.4 4. Responderprofile der IFN-B Therapie

In der zweiten Arbeit untersuchten wir mit cDNA Microarrays die in vivo
Genexpressionsprofile in peripheren Blutzellen von IFN-B therapierten Patienten im
Sinne einer globalen Analyse mit dem Ziel, spezifische Muster non Respondern und
Nonrespondern zu identifizieren (Stlrzebecher et al. 2003). Wir untersuchten 10
Patienten mit klinsich sicherer, schubférmig-remittierender MS, die an einer
Therapiestudie mit IFN-B-1b (Betaseron®) teilgenommen hatten und durch
monatliche kernspintomographische Untersuchungen auch in Bezug auf die
subklinische Kranheitsaktivitat charakterisiert waren. Auf Grund klinischer Stabilitat
und einer mindestens 60%igen Reduktion in der Anzahl Gadolinium (Gd)
aufnehmender Lasionen unter IFN- Behandlung klassifizierten wir 6 Patienten als
Therapieresponder. Zwei Patienten sprachen initial auf die Therapie an und wurden
zu sekundaren Nonrespondern (Zunahme Gd anreichernder Lasionen unter
Therapie), nachdem sie neutralisierende Antikorper gegen Betaseron® entwickelt
hatten. Bei 2 Patienten zeigte sich von Beginn der Therapie kein Effekt auf
kernspintomographische oder klinische Parameter (primare Nonresponder). Die
Veranderungen des Genexpressionsprofiles unter Therapie in vivo wurden innerhalb
der einzelnen Patienten bestimmt und miteinander verglichen. AuRerdem wurden
Zellen, die vor Therapiebeginn asserviert worden waren, in vitro mit IFN-B-1b (100
[U/ml) fir 24h inkubiert und analysiert, um das generelle Ansprechen der Patienten
auf IFN-B zu Uberprifen und um Gene zu identifizieren, die in vivo mdglicherweise
nicht stark genug reguliert werden und dem Nachweis entgehen konnten. Fur
methodische Details siehe auch Wandinger et al. 2001, Referenz 11. Unsere
Untersuchungen zeigen, dass sich Responder und Nonresponderphanotypen
bezlglich ihres Expressionsmusters durch eine Vielzahl differentiell regulierter Gene
unterscheiden (Abbildung 7). Die deutliche Reduktion der IL-8 Expression durch IFN-
B bei Therapierespondern in vivo, die sich in der quantitativen Tagman-PCR mit
einem Faktor von bis zu 1/20 des Ausgangswertes vor Therapiebeginn bestatigte, ist

ein neuer Befund, der fur die IFN-B Therapie der MS bislang nicht gezeigt wurde.
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Interessanterweise fanden wir eine Induktion von TRAIL auf den cDNA Microarrays
nur nach in-vitro Inkubation mit IFN-B, was die Grenzen dieser Methode flur die
Untersuchungen in-vivo aufzeigt und den Vorteil der Tagman-PCR flr diese
Fragestellung durch eine hohere Sensitivitat belegt. Gleichzeitig wird dadurch der

Stellenwert hypothesengsestutzter Untersuchungen unterstrichen.
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Abbildung 7. Clusteranalyse der Genexpressionsdaten nach in vitro Inkubation mit IFN-p sowie unter
Therapie in vivo bei Respondern und primaren und sekundaren Nonrespondern. Vertikal: selektierte
Gene; horizontal: Patientenproben; rot: induzierte Gene; griin: supprimierte Gene. A) 8 in vitro
Experimente. B) Ex vivo Daten von 6 Respondern (9 Experimente) und 2 Patienten, die im weiteren
Verlauf neutralisierende Antikdrper entwickelten (4 Experimente). C) Ex vivo Ergebnisse von
Nonrespondern. Daten von 2 primaren Nonrespondern (INR), und 2 sekundaren Nonrespondern auf

Grund von neutralisierenden Antikdrpern (NAbNR) (4 Experimente).
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3. Zusammenfassung und Ausblick

Die Multiple Sklerose ist die haufigste neurologische Erkrankung in Europa und
Nordamerika, die bereits im frihen Erwachsenenalter zu dauerhafter Behinderung
fuhrt. Es handelt sich um eine chronisch entzindliche, demyelinisierende Erkrankung
des Zentralnervensystems ungeklarter Atiologie, deren klinischer Verlauf von einer
breiten Heterogenitat gekennzeichnet ist (Weinshenker et al. 1989). Nach
gegenwartigen immunpathogenetischen Vorstellungen wird der Entzindungsprozef
im ZNS durch autoreaktive, Myelin-spezifische T-Zellen aufrechterhalten, wobei
virale Infektionen bekannte Ausléser klinischer Schiibe darstellen (Sibley et al. 1985;
Martin et al. 1992). Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung
infektionsimmunologischer ProzeRe in der Pathogenese der MS sowie die
Entwicklung immunologischer Marker der Krankheitsaktivitat. Ein dritter Schwerpunkt
lag auf der Identifizierung funktionell relevanter Gene der IFN-B Therapie bei MS.

In Untersuchungen zur unspezifischen, nicht-adaptiven Immunabwehr konnten wir
zeigen, dall bei MS Patienten eine primare Beeintrachtigung im endogenen
Interferonsystem vorliegt, die, unter anderem bedingt durch die fehlende Inhibition
des proinflammatorischen Zytokins IL-12, eine Pradisposition fur eine unkontrollierte
und chronifizierte zellulare Immunantwort im Rahmen viraler Infekte darstellen konnte
(2.1.1., Referenz 1; 2.4.1., Referenz 9). Gleichzeitig identifizierten wir einen
Mechanismus, wie autoreaktive T-Zellen im Rahmen viraler Infektionen unspezifisch
durch dendritische Zellen, einer bei MS Patienten in erhdhter Anzahl im peripheren
Blut nachgewiesenen Zellpopulation, aktiviert werden (2.1.2., Referenz 2).

In gezielten Arbeiten zur Rolle des Epstein-Barr Virus fanden wir im Einklang mit
Ergebnissen aus international unabhangigen Patientenkollektiven eine spezifische
100%ige Seropositivitat in der eigenen Kohorte von 107 MS Patienten (2.2.1.,
Referenz 3; 2.2.3., Referenz 5). Da Typ-l IFN spezifisch die Internalisierung des
EBV/CD21-Rezeptorkomplexes in B-Zellen verhindert, kdnnte die Verminderung der
endogenen IFN-Sekretion bei MS Patienten eine Ursache fur diesen Befund
darstellen (Delcayre et al. 1993). Die mdgliche Bedeutung einer EBV Infektion fur die
Pathogenese der MS ergibt sich aus unseren weiterfUhrenden Arbeiten, in denen wir
erstmals einen direkten Zusammenhang zwischen einer EBV-Reaktivierung und

Krankheitsaktivitat bei longitudinal untersuchten Patienten zeigten (2.2.2., Referenz
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4). Diese Beobachtung legt eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen im Rahmen einer
Immunantwort gegen EBV nahe.

Eine absolute Notwendigkeit fur die klinische Versorgung von MS Patienten ist die
Entwicklung immunologischer Marker der Krankheitsaktivitat, die frihzeitig eine
Behandlungsindikation anzeigen und gleichzeitig vor der Therapie des benignen
Verlaufes schitzen. In der vorliegenden Arbeit zeigten wir, dal die Expression der
Aktivierungs- und Migrationsmarker CCR5 und IL-12 Rezeptor pB,-Kette die
Aktivierungsphase enzephalitogener T-Zellen im peripheren Blut von MS Patienten
engmaschig widerspiegelt. (2.3.1., Referenz 6; 2.3.2.). Gleichzeitig fanden wir in
einer Subpopulation von MS Patienten eine signifikante Expansion Costimulation-
unabhangiger, autoreaktiver T-Zellen, die sich durch eine maximale Expression der
IL-12 Rezeptor B.-Kette auszeichneten (2.3.3., Referenz 7). Unsere Ergebnisse
deuten auf eine Rolle der IL-12RpB.-Kette und des Chemokinrezeptors CCRS5 im
Rahmen der immunpathogenetischen Prozesse bei der MS hin. Weiterfuhrende
Untersuchungen an einem gréReren Patientenkollektiv zur Evaluierung dieser
Molekule als Biomarker der Kranksheitsaktivitat sind daher Gegenstand aktueller
Verlaufsstudien. In einem mehr individuellen Ansatz gelang es uns, mit Hilfe einer
neu entwickelten Methode zur in vivo Quantifizierung von T-Zellklonen
Veranderungen in der Frequenz autoreaktiver T-Zellen mit dem klinischen Verlauf zu
korrelieren (2.3.4., Referenz 8). Die Expansion eines MBP-spezifischen T-Zellklones
in enger zeitlicher Korrelation mit einer klinisch und paraklinisch manifesten
Exazerbation belegt erstmals direkt die Rolle Myelin-spezifischer T-Zellen in der
Pathogenese der MS.

Die genauen Wirkmechanismen von IFN-B, der ersten zur immunmodulatorischen
Therapie der MS zugelassenen Substanz, sind weitgehend unverstanden. Auch ist
unklar, warum die Behandlung bei vielen Patienten nicht den gewlnschten Erfolg
zeigt. In eigenen hypothesengestutzten Studien konnten wir zunachst zeigen, dass
IFN-B durch die Suppression des proinflammatorischen Zytokins IL-12 einen
hemmenden Einflul® auf zentrale Prozesse der T-Zell Differenzierung und Aktivierung
ausubt (2.4.1., Referenz 9). In Untersuchungen zur pleiotropen Wirkweise der
Substanz identifizierten wir mit Hilfe von cDNA-Microarrays eine Vielzahl in vitro
regulierter, potentieller therapeutischer Kandidatengene (2.4.2., Referenz 10). Durch
die Korrelation des in vivo Genxpressionsverhaltens mit dem klinischen

Therapieerfolg von Patienten Uberpriften wir in anschlieRenden Arbeiten die
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funktionelle Relevanz fur die Therapie der MS. Hier gelang uns mit dem u.a.
immunregulatorisch wirksamen Zytokin TRAIL die Entdeckung eines prognostischen
Markers einer IFN-f Therapie bei MS, der bereits vor Therapiebeginn eine Aussage
Uber das Ansprechen auf eine Behandlung erlaubt (2.4.3., Referenz 11). Neben der
unmittelbaren klinischen Relevanz fur die individuelle Versorgung von Patienten
kommt diesem Befund eine nicht unerhebliche soziobkonomische Bedeutung zu. Auf
Grund seiner funktionellen Bedeutung flir die klinische Wirksamkeit stellt TRAIL
gleichzeitig ein vielversprechendes Zielmolekul flir neue therapeutische Strategien
bei der MS dar. Schliel3lich konnten wir zeigen, dass sich das Expressionsprofil von
Respondern und Nonrespondern durch eine Vielzahl differentiell regulierter Gene
unterscheidet (2.4.4.). Die Kenntnis dieser Responderprofile wird es uns
ermoglichen, die pathogenetischen Zusammenhange besser zu verstehen und
effizientere Behandlungsmethoden zu entwickeln

Es ist unsere Hoffnung, mit unseren hier vorgestellten Befunden sowie unseren
zuklnftigen  Arbeiten zum  besseren Verstandnis der Ursachen und
Erscheinungsformen der MS beizutragen, vor allem aber durch die Ubertragung
unserer Ergebnisse in die Klinik einen Beitrag zur besseren Versorgung der

Patienten zu leisten.



4. Verzeichnis der Abkiirzungen

APC:
APL:
B7-1/B7-2:
CCRS:
CD:
CTLA-4:
DC:
EAE:
EBV:
EDSS:
EST:
HLA:
IFN:
IL-12:
MBP:
MDV:
MS:
NAB:
PBMC:
SA:
TCR:
TH-1:
TNF:
TRAIL:
ZNS:

Antigen-prasentierende Zellen

Altered Peptide Ligand

CD80/CD86; costimulatorische Molekule
Chemokinrezeptor 5

Cluster of Differentiation

Ligand von B7; induziert negative Ruckkopplung
Dendritische Zellen

Experimentell Autoimmune Encephalomyelitis
Epstein-Barr Virus

Expanded Disability Status Scale

Expressed Sequence Tag; cDNA Sequenz unbekannter Funktion
Humane Leukozytenantigene

Interferon

Interleukin-12

Basisches Myelinprotein

Marek’s Disease Virus

Multiple Sklerose

Neutralizing Antibodies

Peripheral Blood Mononuclear Cells
Superantigen

T-Zell-Rezeptor

T-Helfer-1; proinflammatorische T-Zellen
Tumornekrosefaktor

TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand

Zentralnervensystem
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Wissenschaftlicher Werdegang

Meinen ersten Kontakt zum wissenschaftlichen Arbeiten hatte ich nach dem 1.
Staatsexamen 1991 in der Klinik fur Neurologie der Medizinischen Universitat zu
Ldbeck in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. K. Wessel. Dort beschaftigte ich
mich im Rahmen einer experimentell-neurophysiologischen Dissertationsarbeit mit
Okulomotorikstorungen bei Patienten mit spat beginnenden Kleinhirnataxien
und Friedreichscher Ataxie. Ich erlernte die Methode der Elektronystagmographie
und arbeitete mich in die neurologische Topographie der in die Kontrolle der
Okulomotorik eingebundenen zentralnervésen Systeme ein. Im Rahmen meiner
Promotionsarbeit identifizierte ich sensitive, klinische Marker, die bereits fruhzeitig
den Ubergang einer rein zerebellaren Degeneration in eine System Ubergreifende
Erkrankung mit Hirnstammbeteiligung erlauben. Die Dissertationsschrift schlof3 ich im
Jahre 1996 mit dem Pradikat magna cum laude ab. Wesentliche Ergebnisse der

Arbeit sind in den Archives of Neurology veroffentlicht.

Nach Abschlufy des Studiums begann ich 1995 meine Tatigkeit als Arzt im Praktikum
am Institut fir Immunologie und Transfusionsmedizin der Medizinischen Universitat
zu Lubeck bei Herrn Professor Kirchner, bei dem ich nach Beendigung der AlIP-Zeit
1996 weiter als Assistenzarzt arbeitete und eine umfangreiche und fundierte
immunologische Ausbildung durchlief. Neben der klinischen Tatigkeit auf dem Gebiet
der Blutspende, der Immunhamatologie, der Transplantationsimmunologie sowie der
klinischen Immunologie und Allergologie beschaftigte ich mich in Kooperation mit
Herrn Professor Wessel, der die MS-Ambulanz der Neurologischen Klinik leitete,
wissenschaftlich mit der Multiplen Sklerose. Schwerpunkt meiner ersten
neuroimmunologischen  Untersuchungen waren Arbeiten zum endogenen
Interferon- und Zytokinsystem bei MS-Patienten. Bei der Bearbeitung dieser
Fragestellung profitierte ich au3erordentlich von der langjahrigen, ausgezeichneten
Expertise von Herrn Prof. Kirchner auf diesem Gebiet. Vor diesem Hintergrund
begannen meine Arbeiten zur Wirkweise des Interferon-g bei der MS, das zu
diesem Zeitpunkt in den USA als erstes Medikament zur Behandlung der Erkrankung
zugelassen worden war. Diese Arbeiten setzte ich spater wahrend meines von der
DFG geforderten Forschungsaufenthaltes am NIH fort. Ein zweiter Schwerpunkt lag
auf der Entwicklung paraklinischer, immunologischer Biomarker der
Krankheitsaktivitat der MS. Hier gelang es, bei MS Patienten im Schub eine

erhdhte Frequenz proinflammatorischer T-Zellen anhand der Expression des
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Chemokinrezeptors CCR5 zu identifizieren (Strunk et al., Ann. Neurol. 2000). Im
Rahmen meiner klinischen Tatigkeit auf dem Gebiet der Transplantations-
immunologie und der Beobachtung, dal} durch die Reaktivierung endogener Viren,
wie z.B. des Epstein-Barr Virus (EBV), durch eine sekundare T-Zellaktivierung
TransplantatabstolRungen getriggert werden kdnnen, entstand mein Interesse, eine
mogliche Rolle des EBV bei der Kreuzaktivierung autoreaktiver T-Zellen in der
MS zu untersuchen. Mit den im Labor etablierten zellularen und
molekularbiologischen Methoden gelang der Nachweis einer Assoziation zwischen
klinischer MS-Aktivitat und einer EBV-Reaktivierung in longitudinal untersuchten
Patienten (Wandinger et al., Neurology 2000; siehe auch Editorial). Ein weiterer
Schwerpunkt meines wissenschaftlichen Arbeitens bei Herrn Prof. Kirchner lag auf
der Untersuchung (auto-) immunologischer Phanomene bei psychiatrischen und

neurodegenerativen Erkrankungen (M.Parkinson).

Im Rahmen eines DFG-Forschungsstipendiums arbeitete ich von 1998-2000 an der
Neuroimmunology Branch (Direktor: Prof. McFarland) der National Institutes of
Health (NIH) im Labor von Prof. Roland Martin. Von Prof. McFarland lernte ich
wahrend dieser Zeit insbesondere die praktischen Aspekte der Organisation und
Durchfuhrung klinisch-therapeutischer Studien. Im Labor von Prof. Martin arbeitete
ich mich in die T-Zell immunologischen Techniken und die Verfahren zur Klonierung
und weiteren Charakterisierung autoimmuner, humaner Lymphozyten ein. Inhaltlich
fuhrte ich weitere Untersuchungen zur Etablierung von Biomarkern fiir die MS
durch. Hierbei gelang es, die B.-Untereinheit des IL-12 Rezeptors als potentiellen
Marker aktivierter, autoreaktver T-Zellen zu identifizieren. In Zusammenarbeit mit Dr.
P. Muraro entwickelten wir hier ein sensitives und spezifisches Verfahren zur in vivo
Quantifizierung Antigen-spezifischer T-Zellklone (Muraro&Wandinger et al., Brain
2003: siehe auch Editorial). Durch die Anwendung innovativer molekularbiologischer
Methoden wie der quantitativen PCR und der cDNA Microarray Technologie gelang
es mir aulerdem, einen weiteren Beitrag zum Verstandnis der Wirkmechanismen
von IFN-g bei der MS zu liefern (Wandinger et al., Ann. Neurol. 2001). In diesen
Arbeiten, die mit dem Langheinrich-Preis fur MS-Forschung ausgezeichnet wurden,
zeigte sich, dald Ansatze, die allein auf die gezielte Untersuchung eines oder
mehrerer Zytokine oder anderer Zielkandidaten ausgerichtet sind, nur
fragmentarische Beitrage zum Verstandnis der Wirkweise eines pleiotropen Zytokins

wie des Interferon-p liefern. Vielmehr missen Methoden angewendet werden, die,
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wie die oben genannten, in einer offenen und unvoreingenommenen Art und Weise
die komplexen immunmodulatorischen Eigenschaften der Substanz berucksichtigen.
In weiterfUhrenden Studien gelang es uns, durch die Korrelation mit klinischen
Markern die bei der Therapie der MS funktionell relevanten Gencluster zu
identifizieren (Stlrzebecher et al., Brain 2003). Diese Ergebnisse werden zu einem
besseren Verstandnis nicht nur der Wirkweise von Interferon-f sondern auch der

Pathogenese der MS fuhren.

Nach meinem Forschungsaufenthalt am NIH kehrte ich im August 2000 an die
Neurologische Klinik der Charité zu Herrn Prof. Einhdupl zurick. Im Rahmen der
Facharztausbildung arbeitete ich zunachst als Stationsarzt auf einer vorwiegend
neuroimmunologisch ausgerichteten Station sowie in der Spezialsprechstunde flr
MS der Poliklinik, gefolgt von einer umfangreichen Ausbildung auf der
neurologischen Intensivtherapiestation. Gegenwartig bin ich  klinisch als
Privatassistent von Herrn Prof. Einhaupl tatig. Wissenschaftlich brachte ich meine
selbstandigen Forschungsprojekte in die Arbeitsgruppe von Frau Prof. Zipp am
Institut far Neuroimmunologie ein. In zielgerichteter Fortsetzung der Arbeiten aus den
USA zur differentiellen Wirkweise von Interferon-f gelang uns mit dem Molekul
TRAIL die Identifizierung eines prognostischen Markers einer IFN-f Therapie bei MS
Patienten (Wandinger et al., Lancet 2003). Auf Grund seiner Bedeutung fur die
klinische Wirksamkeit von IFN-B stellt TRAIL gleichzeitig ein vielversprechendes
Zielmolekul fur weitere therapeutische Strategien bei der MS dar. Auf dem Gebiet
weiterfUhrender infektionsimmunologischer Arbeiten zur Rolle des EBV bei MS
etablierte ich eine Kooperation mit Herrn Prof. Dr. H.D. Volk, Medizinische
Immunologie der Charité, und knupfte wissenschaftliche Kontakte zum Robert Koch-

Institut.
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