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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

111 Epidemiologie

Die Multiple Sklerose (MS) ist in Mitteleuropa die haufigste chronisch- entziindliche Erkrankung des
zentralen Nervensystems. Sie ist neben der Epilepsie die haufigste neurologische Erkrankung des
jungen Erwachsenen und betrifft ca. 8% der behandelten Patienten in neurologischen Kiliniken
unserer Breitengrade. Die Pravalenz in Deutschland betragt 149,1/100.000 Einwohner, was ungefahr
122.000 MS- Patienten entspricht (Hein und Hopfenmdller 2000). Weltweit sind etwa 2,5 Millionen
Menschen an MS erkrankt, wobei Frauen doppelt so haufig betroffen sind wie Mé&nner. Das
Hauptmanifestationsalter liegt zwischen dem 15. und 50. Lebensjahr. Jedoch manifestiert sich die MS
nicht nur im Erwachsenenalter; padiatrische MS-Félle sind zunehmend in das Interessenfeld der
Forschung geriickt (Pohl et al. 2007).

Die Lebenserwartung von Patienten die an MS erkrankt sind, ist im Vergleich zu Nicht- Erkrankten
gleichen Alters um sechs bis zehn Jahre reduziert (Sadovnick et al. 1992), jedoch konnte in den
letzten Jahrzehnten ein deutlicher Riickgang der Mortalitat erreicht werden (Brgnnum-Hansen et al.
2004).

Bei der Betrachtung der geographischen Verteilung der Multiplen Sklerose zeigt sich ein deutliches
Nord-Sud-Gefélle mit jeweils, von den mittleren Breitengraden ausgehend, polwérts zunehmender
Haufigkeit und nahezu fehlender Pravalenz in Aquatornahe (Kurtzke et al. 1985; Callegaro et al. 1992;
Radhakrishnan et al. 1985; Kuroiwa 1982). In Migrationsstudien konnte gezeigt werden, dass
Erwachsene ihr Erkrankungsrisiko auch bei Auswanderung in weit entfernte Gegenden beibehalten.
Dies gilt ab einem Alter von tber 15 Jahren, was auf eine Determinationsphase in der Kindheit vor
dem 15. Lebensjahr schliel3en lasst (Dean 1967).

1.1.2  Atiologie

Die Atiologie der Multiplen Sklerose ist noch unbekannt, jedoch existieren hinsichtlich der
Pathogenese zahlreiche Theorien. Vor allem die Einflisse von Umweltfaktoren und genetische
Determinanten gelten als Ausléser fir die autoimmune Schadigung der Axone.

Fir den Einfluss von Umweltfaktoren sprechen die Ergebnisse der Migrationsstudien, in denen eine
Migrationskonkordanz gezeigt werden konnte. In diesem Zusammenhang wurde vor allem eine
infektidse Genese mit Beteiligung verschiedenster Erreger wie Chlamydia pneumoniae (Stratton und
Sriram 2003), humanes Herpesvirus 6 (Clark 2004) sowie Epstein-Barr-Virus (Cepok et al. 2005;
Haahr et al. 2004) diskutiert. So konnte bei Kindern mit MS héaufiger eine Immunreaktion gegen das
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Epstein-Barr-Virus nachgewiesen werden als bei nicht- erkrankten Kindern (Banwell et al. 2007;
Alotaibi et al. 2004). Auch die Zunahme der Erkrankungsrate auf den Farder-Inseln nach der
Stationierung Britischer Soldaten 1943 gilt als Bestatigung der Annahme einer infektibsen Genese
(Kurtzke et al. 1993; Kurtzke und Hyllested 1979). Jedoch konnte eine direkte Ubertragung von MS in
Studien an Adoptiv- und Stiefkindern von MS-Patienten nicht gezeigt werden (Dyment et al. 2006).
Eine alternative Hypothese vermutet eine verringerte Anfélligkeit, an MS zu erkranken, wenn das
Immunsystem sich in der Kindheit mit verschiedenen Infektionserkrankungen auseinandersetzen
muss. So wird durch das Zusammenleben mit Geschwistern vor dem sechsten Lebensjahr das Risiko
an MS zu erkranken signifikant gesenkt. Dieser Zusammenhang wird durch die vermehrte,
wechselnde Ansteckung mit Infektionskrankheiten von Geschwisterkindern erklart (Ponsonby et al.
2005).

Auffallig in der Verteilung der Erkrankungshaufigkeit ist die fast fehlende Pravalenz in der aquatorialen
Ebene. Hierzu entstand die Vitamin-D-Stoffwechselhypothese, die einen Zusammenhang zwischen
dem Vitamin-D-Serumspiegel und dem Erkrankungsrisiko sieht. Vitamin-D wird hauptséchlich in der
Haut durch Sonneneinstrahlung gebildet. Somit flhrt eine vermehrte Sonnenexposition in der Kindheit
zu einem hoheren Vitamin-D-Spiegel und der Hypothese zu Folge zu einem niedrigeren Risiko, an MS
zu erkranken (van der Mei et al. 2003; Munger et al. 2006). Mit Hilfe dieser Hypothese lasst sich auch
die niedrige Inzidenz bei traditionell lebenden Inuit erklaren, die sich durch ihren Fischfang Vitamin- D-
reich erndhren (Kromann und Green 1980; Deutch al. 2007).

Die Multiple Sklerose ist keine klassische vererbbare Erkrankung, dennoch gibt es Hinweise auf eine
genetische Pradisposition. Geschwister von MS- Patienten erkranken deutlich haufiger als der
Bevolkerungsdurschnitt und das Erkrankungsrisiko von Kindern MS-erkranktener Eltern ist deutlich
erhoht (Ebers et al. 2000; Robertson et al. 1996). Des Weiteren spricht fir eine deutliche genetische
Beteiligung die Konkordanz bei monozygoten Zwillingen von 25% und bei dizygoten von 3% (Ebers et
al. 1986; Mumford et al. 1994; Willer et al. 2003). Wesentlich fur die genetische Disposition sind unter
anderem spezifische HLA-Loci, die bei der MS haufiger nachgewiesen werden kénnen. So gilt die
Assoziation von HLA-DR2 und Multipler Sklerose bei Kaukasiern als gesichert (Hillert et al. 1994;
Olerup und Hillert 1991). In neueren Studien konnten zahlreiche genetische Polymorphismen
identifiziert werden die bei MS-Erkrankten haufiger nachgewiesen werden konnten als in der
Gesamtbevoélkerung und somit eine genetische Pradisposition bedeuten. Von wissenschaftlichem
Interesse sind Gen- Polymorphismen, die an Interleukin- Signalkaskaden beteiligt sind (Gregory et al.
2007; Lundmark et al. 2007; Marrosu 2007).

1.1.3 Pathologie

Bei der Multiplen Sklerose ist vorwiegend die weil3e Substanz des Zentralen Nervensystems (ZNS)
betroffen, wobei es zu einer herdférmigen Schadigung und Auflésung der von Oligodendrozyten

gebildeten Markscheiden kommt. Diese Entmarkungsherde sind grof3flachig disseminiert verteilt, oft
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perivends angeordnet und zeigen eine unregelmallige Begrenzung mit einem Durchmesser von 2- 10
mm. GroéRRere Herde entstehen durch Konfluieren mehrerer kleinerer Herde, die auch als Plaques
bezeichnet werden. Sie erscheinen makroskopisch bei der chronischen, nicht floriden MS als grau-
weillliche, gut abgrenzbare Herde, die sich derb anfiihlen. Frische oder aktive Herde sind weniger
scharf begrenzt, gelblich bis lachsfarben mit einer deutlich geringeren Konsistenz. Bei gro3flachiger
Markscheidenfarbung sind die Plaques ausgespart und erscheinen als weif3liche Flecken.

Als Prédilektionsstellen gelte die Hirnnerven (Nervi optici), der Hirnstamm, vor allem die Briicke mit
Augenmuskelkernen, das Kleinhirn, die weil3e Substanz in Ventrikelndhe und die Hinterstrange des
Riuckenmarks. Zwar gilt die MS als Erkrankung der weiRen Substanz, jedoch konnten auch Lasionen
in der grauen Substanz, insbesondere im zerebralen Cortex nachgewiesen werden (Inglese et al.
2004; Kidd et al. 1999; Peterson et al. 2001). Mikroskopisch lassen sich die Herde in aktiv-chronische,
inaktiv-chronische Lasionen und Schattenplaques einteilen (Lucchinetti et al. 2000; Lassmann et al.
1997). Die aktiv-chronischen Lasionen zeigen eine gestorte Funktion der Blut- Hirn- Schranke mit
konsekutivem Odem, welches mit perivaskuldaren Lymphozytenmanschetten einhergeht. Die
Myelinscheiden l6sen sich auf und eindringende Makrophagen phagozytieren das Myelin.
Nachfolgend werden Astrozyten aktiviert, die glioses Narbengewebe um die Axone bilden. In den
inaktiv- chronischen Lasionen weisen die Plaques einen massiven Verlust an Oligodendrozyten auf,
wobei Entzindungszellen fehlen. Das Zentrum der Lasion besteht hauptsachlich aus verzweigten
Astrozytenfortsatzen und grofdtenteils zerstdorten Axonen. Die Schattenplaques entstehen durch
Remyelinisierung. Diese zeichnet sich durch die Bildung von neuen, dinnen Myelinscheiden aus, die
allerdings im Vergleich zu gesunder weil3er Substanz unregelmaliger erscheint (Brick und
Stadelmann 2003). Diese Remyelinisierungsbereiche besitzen jedoch eine geringere
Nervenleitgeschwindigkeit, was elektrophysiologisch nachweisbar ist.

Immunpathologisch lassen sich vier verschiedene Muster der Myelindestruktion unterscheiden. Allen
vier gemeinsam ist das von Makrophagen und T-Zellen dominierte, entziindliche Infiltrat. Bei Mustern
von Typ | und Il umgeben Makrophagen und T-Lymphozyten kleine Venen und Venolen in gut
abgrenzbaren Herden. Zusatzlich finden sich im Typ 1l Ablagerungen von Komplement und
Immunglobulinen, vor allem IgG, in den aktiven Bereichen des Myelinabbaus. Diese Ablagerungen
fihren zu der Vermutung, dass diese, gegen das Myelin gerichteten Antikérper, zu einer
komplementvermittelten Lyse des Myelins fuhren (Storch et al. 1998; Genain et al. 1999). Des
Weiteren ist in diesem aktiven Bereich die Anzahl der Oligodendrozyten deutlich verringert, wahrend
sie im Zentrum der Plaque wieder haufiger vorhanden sind und die Remyelinisierung vorantreiben.

Die Lasionen des Typ lll zeichnen sich durch eine diffus- unscharfe Begrenzung mit einem Fehlen der
perivendsen Anordnung der Makrophagen aus. Im Gegensatz zu den anderen Typen, bei denen es zu
einem gleichmafigen Verlust aller Myelinproteine kommt, ist fir diese Lasionen ein Verlust des weit
distal in den Oligodendrozytenfortsédtzen konzentrierten Myelin- assoziierten Gylkoproteins (MAG)
charakteristisch (Itoyama et al. 1980). Die Kerne der Oligodendrozyten weisen mit Kondensation und
Fragmentation die typischen Merkmale der Apoptose auf und es kommt zu einem deutlichen Verlust

an Oligodendrozyten. Dieser starke Zellverlust findet hauptséchlich an der Grenzregion zwischen
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aktiver Lasion und umgebender weil3er Substanz statt. Eine spatere Remyelinisierung erfolgt nur in
geringem AusmalR. Es besteht eine pathologische Ahnlichkeit zur ischamischen Schadigung der
weiRen Substanz und es ist nicht klar, ob es sich um eine Stérung der Mikrozirkulation bei einer
Vaskulitis handelt oder es eine Folge der Stérung der Mitochondrien mit Energiemangel ist (Aboul-
Enein et al. 2003; Lassmann 2003). Zu einem Untergang von Oligodendrozyten in der die Lasion
umgebenden weil3en Substanz mit Folge der Demyelinisierung kommt es in den Herden des Typ IV.
Die Oligodendrozyten weisen jedoch keine typischen mikroskopischen Merkmale einer Apoptose auf.
Aufgrund der nahezu vollstandigen Schadigung der Oligodendrozyten in den sowohl aktiven als auch
inaktiven Bereichen der Lasion kommt es zu praktisch keiner Remyelinisierung. Eine Schéadigung
durch  Makrophagentoxine wird angenommen, welche eine metabolische Stérung der
Oligodendrozyten voraussetzt. Man spricht hier von einer Oligodendrozytendystrophie. Dieses Muster
findet sich vor allem bei der kleinen Gruppe von Patienten mit einer primar- chronisch progredienten
Multiplen Sklerose.

Die Remyelinisierung spielt vor allem im Fruhstadium eine bedeutende Rolle und kann sogar
Entmarkungsherde komplett restituieren. Sie fuhrt zu einer dinneren Myelinschicht, mit kirzeren
Internodien und einer geringeren Nervenleitgeschwindigkeit. Nach einer Myelinschadigung leiten
Nervenfasern erheblich langsamer, unabhéngig davon ob es zu einer Remyelinisierung gekommen ist
oder nicht. Im Spatstadium der MS kommt es jedoch zu einer zunehmenden Schadigung der
Oligodendrozyten, wodurch eine Remyelinisierung ausbleibt.

Die Ursache persistierender Symptome ist eine ausgepréagte axonale Degeneration in aktiven

Entzindungsherden.
Abbildung 1:  Pathophysiologische Subtypen, modifiziert nach Lassmann et al. (2001), S.
116
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114 Klinik

1.1.4.1 Verlaufsformen

Ein akuter Schub wird definiert als das Auftreten neurologischer Symptome bei einem gesunden bzw.
in der Funktion bisher nicht eingeschrankten Patienten. Auch das Wiederauftreten oder
Verschlechtern schon friher aufgetretener Symptome wird als akuter Schub bezeichnet. Die
Symptome missen langer als 24h anhalten, wobei ihnen eine entzindliche Schadigung des
Zentralnervensystems zugrunde liegt. Zwischen zwei Schiben soll definitionsgeman ein Zeitraum von
einem Monat liegen (Lublin und Reingold 1996). Abzugrenzen von einem akuten Schub sind die
sogenannten Pseudoschiibe, die durch psychische Belastung oder Depression zu einer
Symptomverstarkung fuihren kénnen. Auch eine Erhéhung der Korpertemperatur kann zu einer
Verschlechterung fihren und wird als Uhthoff- Phdnomen bezeichnet (Uhthoff 1890).

Die Dauer eines Schubes prazise zu bestimmen ist kaum moéglich, da im Verlauf eines Schubes
einzelne Symptome an Intensitdt zunehmen wahrend andere Symptome geringer werden.
Therapeutisches Ziel ist es eine vollstandige Remission zu erreichen, und dies bedeutet, dass alle im
Schub beobachteten Krankheitssymptome sich vollstandig zuriickbilden miissen. Leider erreicht man
eine vollstdndige Remission nur in der Halfte der Falle, eine partielle in einem Viertel und ohne
Ruckbildung verbleibt ein weiteres Viertel der Patienten. Die Multiple Sklerose wird nach der zeitlichen
Abfolge sowie Art und Weise, wie die Symptome auftreten, in verschiedene Verlaufsformen eingeteilt.

Man unterscheidet

I. relapsing- remitting MS (RR-MS): bei der schubférmigen- remittierenden MS lassen sich
einzelne Schibe voneinander abgrenzen, wobei es zu einer vollstindigen oder
unvollstandigen Remission kommen kann

Il. primary- progressive MS (PP-MS): hierbei handelt es sich um einen primar chronisch-
progredienten Verlauf, wobei keine einzelnen Schilbe abgrenzbar sind. Es handelt sich um
eine schleichende Progression ohne Ruickbildung

Ill. secondary- progressive MS (SP-MS): der sekundar chronisch- progrediente Verlauf, der auf
einen initial schubférmigen Verlauf folgt

IV. progressive- relapsing MS (PR-MS): von Beginn an ein chronisches Fortschreiten der

Erkrankung mit Schuben. Nur partielle Remission
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Abbildung 2:  Krankheitsverlauf der MS, modifiziert nach Lublin und Reingold (1996), S. 908

(Séaulen: akuter Schub ohne Residuum; Strich: progredienter Verlauf mit Residuen)

Schubférmig- remittierende MS Primér- chronisch progrediente Sekundar- chronisch
(RR-MS) MS (PP-MS) progrediente MS (SP-MS)

1

|

Der primar schubférmige Verlauf findet sich zu Beginn bei 85% der Patienten. Bei 15% wird ein primar

chronisch- progedienter Verlauf diagnostiziert (Thompson et al. 1997). Auch hinsichtlich des
Manifestationsalters unterscheiden sich die Verlaufsformen der MS. Die RR-MS betrifft haufiger junge
Patienten, wohingegen die PP-MS haufiger bei alteren Patienten beobachtet wird.

Des Weiteren zahlt man zu dem Formenkreis der Multiplen Sklerose einen besonders schweren und
akuten Verlauf der relativ schnell zum Tod fuhrt. Diese besonders schwere Form der Multiplen

Sklerose wird nach ihrem Erstbeschreiber als ,Marburger Typ“ bezeichnet (Marburg 1906).

1.1.4.2 Symptome

Die Auspragung der klinischen Symptome bei Multipler Sklerose unterliegen einer grof3en
interindividuellen Variabilitat. Typisch ist nur der Verlauf der neurologischen Symptome, die zeitlich
unabhéngig voreinander auftreten und Ausdruck der zeitlichen sowie raumlichen Dissemination sind.
Da die Erkrankung das gesamte ZNS betreffen kann, sind nahezu alle zerebralen und spinalen
Symptome denkbar. Haufige Initialsymptome sind motorische und sensible Stérungen, retrobulbéare
Optikusneuritis, Augenmotilitdtsstérungen, zerebellare Symptome, Stérungen in der vegetativen
Regulation sowie psychische Auffalligkeiten und es besteht eine Assoziation zwischen Initialsymptom
und Manifestationsalter. So findet sich die Optikusneuritis als Erstmanifestation vor allem bei
Patienten, die vor dem 30. Lebensjahr erkranken, wohingegen Laéhmungen vor allem der unteren

Extremitat haufig bei Patienten beobachtet wird, die nach dem 30. Lebensjahr erkranken.
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Zeichen einer Optikusneuritis sind Schleiersehen, verschwommen sehen bis hin zu einem kompletten
Visusverlust. Die Patienten berichten Uber eine Blendeempfindlichkeit und Lichtscheu. Bei der
Untersuchung zeigt sich in der Gesichtsfeldprifung haufig ein zentraler Gesichtsfeldausfall. Sensible
Ausfélle sind neben der Optikusneuritis das haufigste Erstsymptom und werden meist als
Parasthesien mit Kribbel- und Kaltegefihl empfunden. Bestehen L&sionen im Bereich des
Hinterstrangs, so ist die Tiefensensibilitat gestdrt mit der Folge der Stand- und Gangataxien bis hin zur
Stehunfahigkeit. Im Spatstadium gehdren Paresen zum Bild der MS. Kommt es zu einer Schadigung
der Pyramidenbahn so zeigt sich dies in spastischen Paresen mit einem erhdhten Muskeltonus,
gesteigerten Muskeleigenreflexen und positivem Babinski-Zeichen. Etwa 10% der Patienten leiden im
Spatstadium an atrophischen Paresen entstanden durch Entmarkungsherde im Bereich der
Wourzelaustrittszone. Kombiniert mit motorischen Ausféallen kommt es haufig zu Kleinhirnsymptomen
wie einem Intentionstremor, der sich bis hin zu einem Intentionsmyoklonus steigern kann. Jedoch gilt
als typisches Kleinhirnsymptom die skandierende Sprache. Haufig ist bei der MS der Hirnstamm
betroffen. Dies &uflert sich in einem Nystagmus und Motilitatsstorungen der Augen, was zu
Doppelbildern fuhrt. Auch Schwindelerscheinungen sind in Zusammenhang mit einer vestibuléren
Schadigung nicht selten. Ein Hauptproblem fur Patienten mit Multipler Sklerose stellt die vegetative
Funktionsstorung der Blase dar, da sie erhebliche Konsequenzen im alltaglichen Leben nach sich
ziehen und Hauptursache fir Sekundarerkrankungen ist. Im Verlauf ihrer Erkrankung klagen 50% -
80% der Patienten Uber Blasenfunktionsstérungen, die aufgrund einer fehlerhaften Koordination
zwischen Detrusor und Sphinkter entstehen und mit einer bedeutenden Einschrankung der
Lebensqualitat verbunden sind. Die vorzeitige kognitive und korperliche Ermidbarkeit wird von
Patienten haufig als Symptom genannt. Dieses Fatigue- Syndrom ist besonders in den Frihstadien
sehr belastend, was dazu fuhrt, dass bei 20% der Patienten mit einem schweren Fatigue-Syndrom
zusatzlich eine Depression entsteht.

Um den Schweregrad der Behinderung des Patienten zu dokumentieren und den Verlauf zu
beobachten eignet sich die Kurtzke-Skala "expanded disability status scale, EDSS” (Kurtzke 1983).
Es werden acht Funktionelle Systeme von der Skala erfasst: Pyramidenbahn, Kleinhirn, Hirnstamm,
Sensorik, Blasen- und Darmfunktion, visuelle und zerebrale Funktion. Des Weiteren eignet sich zur
Verlaufskontrolle eingeschrénkter Funktionen bei MS-Patienten die "Incapacity Status Scale nach
Kurtzke” (Kurtzke 1981). Der Score errechnet sich aus der Summe der Punkte, die jedes

Funktionssystem erhélt.

1.1.4.3 Diagnostik

Die Diagnose der Multiplen Sklerose wurde, vor den Einzug der bildgebenden Diagnostik, vor allem
durch Einschatzung der Symptome und mit Hilfe der Anamnese gestellt. Heute stutzt sich die
Diagnose auf das klinische Bild, den Verlauf, die bildgebende Diagnostik (Milanese et al.1988; Yetkin
et al. 1991; Mushlin et al. 1993; Clanet und Berry 1998), Liquoruntersuchung (Mehta 1991; Cepok et
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al. 2001) und die Aufzeichnung evozierter Potentiale (Friedli und Fuhr 1990; Ravnborg et al. 1992).
Zur Diagnosestellung werden die im Jahr 2005 (berabeiteten McDonald-Kriterien herangezogen
(McDonald et al. 2001; Polman et al. 2005), fir die eine hohe Spezifitit sowie Sensitivitdt gezeigt
werden konnte (Dalton et al. 2002; Tintoré et al. 2003).

Folgende Bedingungen sind an die McDonald-Kriterien (McDonald et al. 2001) geknupft:

e ein Schub ist definiert, als eine neurologische Funktionsstérung, die l&anger als 24 Stunden
besteht und friihestens 30 Tage nach einem vorausgegangenen Schub auftritt

e flr die Kklinische, rdumliche Dissemination nach Barkhof et al. (1997) und Tintoré et al. (2000)
mussen mindestens 2 Funktionssysteme betroffen sein

e fur die raumliche Dissemination in der Bildgebung gelten die Kriterien nach Barkhof et al.(1997)
und Tintoré et al. (2000), nach denen 3 der folgenden 4 Kriterien erfillt sein missen: 1. eine
gadoliniumanreichernde L&sion oder 9 hyperintense Lasionen im T2-gewichteten Bild, 2.
mindestens eine infratentorielle L&sion, 3. mindestens eine kortexnahe L&sion und 4.
mindestens 4 periventrikulare Lasionen

o flr die klinische, zeitliche Dissemination gelten = 2 akute Schibe oder eine Progression tber =
6 Monate

e fUr die zeitliche Dissemination in der Bildgebung muss in der kranialen Magnet- Resonanz-
Tomographie (MRT) = 3 Monate nach einem klinischen Schub eine L&sion Kontrastmittel
aufnehmen, und es muss sich um eine andere Lokalisation handeln als in dem vorherigen
Schub oder, falls nach = 3 Monaten keine Kontrastmittel- aufnehmende L&sion nachgewiesen
werden kann, muss nach weiteren = 3 Monaten eine neue Kontrastmittel-aufnehmende L&sion
oder T2- Lasion nachgewiesen werden

e als positiver Liquor- Befund gilt der Nachweis oligoklonaler Banden bzw. eine intrathekale 19G-
Produktion

e visuell evozierte Potentiale gelten als pathognomonisch, wenn sie bei gut erhaltener

Konfiguration verzégert sind.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen haben besonders in der Verlaufkontrolle ihren
Stellenwert. Visuell evozierte Potentiale (VEP) ermdglichen ein Erkennen von Entmarkung im
afferenten visuellen System und es kdnnen sogar stumme Demyelinisierungen dargestellt werden. Im
akuten Stadium der Retrobulbarneuritis ist die Amplitude erniedrigt, sowie die Latenz P100 verzdgert.
Diese Latenzverzdogerung kann als Folge der Demyelinisierung lebenslang bestehen bleiben,
wohingegen die Amplitude sich im Verlauf wieder normalisiert.

Somatosensibel evozierte Potentiale (SEP) sowie motorisch evozierte Potentiale (MEP) sind

besonders bedeutsam bei chronisch- progredienten Verlaufsformen einer spinalen MS.
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1.1.4.4 Therapie

Bis heute gibt es keine kausale Behandlungsmdglichkeit der Multiplen Sklerose. Man muss
unterscheiden zwischen der Therapie des akuten Schubs und der Schubprophylaxe, welche eine
Reduktion der Schubfrequenz und die Verzégerung der Progredienz zum Ziel hat. Des Weiteren
orientiert sich die Wahl der Therapie an dem klinischen Verlauf.

Zur Schubprophylaxe werden immunmodulatorische und immunsupprimierende Substanzen
eingesetzt, mit dem Ziel, neue neurologische Defizite zu verhindern und die Verschlechterung
bestehender zu verzdgern. Als immunmodulatorisch wirksame Substanzen kommen B-Interferone
(Bayas und Gold 2003), Glatirameracetat (Wolinsky 2006), intravendse Immunglobuline (IVIG)
(Stangel und Gold 2005) und Natalizumab zum Einsatz. Die Wirkungsweise dieser
Immunmodulatoren ist noch nicht vollstandig gekléart mit Ausnahme von Natalizumab, welches das
Einwandern von Leukozyten ins ZNS verhindern soll. Azathioprin, Methotrexat (Fernandez et al.
2004), Mitoxantron (Edan et al. 2004) und Cyclophosphamid wirken immunsuppressiv. Eine
schubférmig- verlaufende MS wird zunachst mit B-Interferon oder Glatirameracetat behandelt. Zeigt
diese Behandlung keine ausreichende Wirkung, erfolgt eine Therapieeskalation mit Mitoxantron
(Rieckmann et al. 2004). Bei der primar chronisch-progredienten MS gibt es zurzeit noch keine
effektive Therapie (Leary und Thompson 2005).

Goldstandard im akuten Schub der MS ist die intravendse Gabe von Glukokortikoiden, welche als
Puls- Therapie mit 1000mg fur drei Tage gegeben werden. Sie wirken antiinflammatorisch und
stabilisieren die Blut-Hirn-Schranke, so dass weniger Entziindungszellen aus dem Blut in das ZNS
einwandern koénnen. (Joyce et al. 1997; Gaillard et al. 2001). Nebenwirkungen der StoR3therapie sind
vor allem Schlafstérungen und Stimmungsschwankungen. Nach Empfehlungen der aktuellen Leitlinien
der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie sollte bei Versagen der Schub- Therapie mit
Methylprednisolon die Mdglichkeit des Plasmaaustauschs erwogen werden (Diener und Putzki 2008;
Weinshenker et al. 1999). Hierbei handelt es sich um Behandlungsverfahren, welches die pathogenen
Proteine, die sich im Patientenplasma befinden, eliminiert. Beim Plasmaaustausch (PE) wird das
Plasma des Patienten abgefiltert und durch eine Substitutionslésung, wie Frischplasma,
Humanalbumin oder Kristalloide, ersetzt. So werden potentiell pathogene Proteine des
Patientenplasmas entfernt und andere wichtige Proteine durch FremdeiweiR ersetzt. Des Weiteren
erfolgt durch die Entfernung l6slicher Botenstoffe des Immunsystems eine Immunmodulation. So
reduziert der PE den Th1/Th2-Zytokin- Quotient (Goto et al. 2001), entfernt autoreaktive Antikdrper
gegen Myelin- basisches Protein bzw. Myelin- Oligodendrozyten- Glykoprotein (MOG) (Lehmann et al.
2006) und reguliert veranderte Zellpopulationen; es kommt beispielsweise zu einem Anstieg von
CD3'-, CD4"- und einem Abfall von CD19"- Zellen (Yoshii und Shinohara 2000). Studien konnten bei
71% der Patienten ein gutes bis sehr gutes Ansprechen auf den Plasmaaustausch, durchschnittlich
nach der dritten Behandlung, zeigen. Des Weiteren ist aus dieser Studie ersichtlich, dass ein friher
Beginn der Behandlung haufiger zu einem guten Ergebnis fuhrt (Schilling et al. 2006). Es besteht

jedoch eine Abhangigkeit zwischen Erfolg dieser Behandlung und dem neuropathologischen Muster.
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So sprechen Patienten mit dem Subtyp Il besonders gut auf den Plasmaaustausch an, wohingegen
Patienten mit Sutypen | und Ill ein mangelndes Ansprechen zeigen (Keegan et al. 2005).
Komplikationen der Therapie konnen auf verschiedenen Ebenen entstehen. Somit stellt der
GefalRzugang einen Bereich dar, in dem es zu diversen Problemen kommen kann. Zum einen gibt es
den peripher veno-vendsen Zugang, bei dem es zu Fehlpunktion, Hamatomen und Nervenverletzung
kommen kann. Der zentralventse Zugang, der meist aufgrund der schlechten Venenverhéltnisse
gewahlt werden muss, birgt die Gefahr der GeféaRperforation, der kardialen Arrhythmien, Infektionen,
Thrombose, Blutung und Stenosenbildung. Die Substitutionslésung kann zu einer Gerinnungsstérung,
allergischen Reaktion, Virusinfektion und Vasodilatation fihren. Therapie-assoziierte Nebenwirkungen
werden mit einer Inzidenz von 7,3 bis 17,5% angegeben, lebensbedrohliche Komplikationen mit 0,3%
(Shemin et al. 2007). Eine Studie Uber Nebenwirkungen des PE zeigte jedoch, dass Patienten mit
einer neurologischen Grunderkrankung ein signifikant htheres Risiko haben, eine Nebenwirkung des
PE zu erleiden, als Patienten mit einer internistischen Grunderkrankung (Bramlage et al. 2009).

Als Alternative zum Plasmaaustausch kommt die Immunadsorption (1A) in Frage. Hierbei wird das
Patientenplasma nach Primartrennung von spezifischen Antikdrpern befreit und dem Patienten
gereinigt wieder re-infundiert. Es erfolgt eine Reduktion von Immunkomplexen und Immunglobulinen,
sowie der Anstieg von anti- idiotypischen Antikdrpern und aktivierten T-Zellen (Goto et al. 2001). Des
Weiteren wird das Komplementsystem aktiviert und TNF-a, IL6, IL8, und IL10 werden adsorbiert
(Sasso et al. 2001; Oda et al. 2004). Dartiber hinaus kommt es zu einer Reduktion des CD4/CD8-
Quotienten, sowie der T-Suppressor-Inducer-Zellen (Schneidewind- Miller et al. 2002; Brunner et al.
2005).

1.2 Fragestellung der Studie

1.2.1 Klinische Verbesserung der Symptomatik unter der Therapie

Ziel dieser Studie war es, die Vertraglichkeit und Verbesserung der Kklinisch-neurologischen
Symptomatik bei MS-Patienten unter Behandlung mit 1A zu erfassen und dies mit einem historischen
Patientenkollektiv, welches mit PE behandelt wurde, zu vergleichen.

1.2.2 Proteinanalysen der Eluate

Ein anderer Aspekt dieser Arbeit war es, mit Hilfe der Proteinanalysen der Eluate der I1A-S&ulen und

Serum-Proben Unterschiede in den einzelnen Patienten zu identifizieren, um vielleicht in Zukunft eine

Aussage uber das Ansprechen auf die IA vor Therapiebeginn machen zu koénnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenauswahl

Die Patienten erfullten aufgrund eines Steroid- refraktéren Schubs der MS die Indikation zu einer
Plasmapherese-Therapie. Die Rekrutierung erfolgte durch die verantwortlichen Studienleiter und
Prufarzte, wenn alle Einschlusskriterien erfillt waren.

Das medizinische Auswahlverfahren erfolgte mittels Anamnese mit Patientenbefragung bzw.
Aktenstudium und anschlieRenden kérperlichen Untersuchungen und Blutentnahmen zum Ausschluss
schwerwiegender Begleiterkrankungen. Die neurologische Untersuchung erfolgte in standardisierter

Weise, der Visus wurde dabei in den Verlaufskontrollen mit identischen Sehtafeln bestimmt.

2.1.1 Ethikvotum, Probandenversicherung und Meldung an die Regierungsbehdrde

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethik- Kommission genehmigt (Nr. 2/4/07) und es erfolgte die
Meldung bei der Regierung (Nr. DE/CA25/0000708000). Jeder Patient wurde vor Einschluss in die
Studie aufgeklart und die Einwilligung mittels Unterschrift dokumentiert. Alle Patienten waren Uber

eine Probandenversicherung bei der Zurich-Versicherungs-AG (Nr. 802.090.118.336) versichert.

2.1.2 Einschlusskriterien

Um in die Studien eingeschlossen werden zu kénnen mussten die Patienten folgende Kriterien
erfullen:
= Volljahrigkeit oder Einwilligung des gesetzlichen Betreuers
= funktionell beeintrachtigende Residuen nach Schub der multiplen Sklerose
= therapie-refraktdre Symptome nach zweimaliger Glukokortikoid-Therapie
= Keine Infektion in den letzten 4 Wochen vor Studienbeginn
= Keine Hb-Schwankungen um mehr als 3g/dl, keine Hb-Werte unter 11g/dl in
den letzten 3 Wochen vor Studienbeginn (soweit bekannt)
= Keine Infektkonstellation im Labor (Leukozyten > 12 Tsd/ul), keine CRP-Werte
> 20mg/dl in einer Blutentnahme in den letzen 4 Wochen

= Aufklarung und Einverstandnis des Patienten.
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2.1.3 Ausschlusskriterien

= Patient nicht einwilligungsfahig

» Infektkonstellation im Labor oder offensichtlicher Infekt in den letzten 4
Wochen vor Studienbeginn

= Neoplastische Grunderkrankung

= akute Erkrankungen der Lungen, der Leber und des Herzens (z. B. akuter
Myokardinfarkt)

= Akute Infektionserkrankungen

= psychiatrische Erkrankungen

= niedriger Hb-Wert (<10 g/dl)

= Hepatitis B-E, sofern bekannt

= HIV-Infektion, sofern bekannt

= Arzneimittel- und Drogen und Alkoholmissbrauch.

= Die gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie gemaR 840
AMG

= Eine bestehende Schwangerschaft sowie eine nicht beendete Stillperiode

= Personen mit Untergewicht (body mass index < 20)

= Personen mit Hypotension (RR systol. < 110 mmHg oder RR diast. < 60 mmHQ)

= Hypoproteinamie (Gesamteiweil? < 3,5 g/dl)

= Hypofibrinogenéamie (Fibrinogen < 150 mg/dI)

= Antikérpermangelsyndrom

= Schwere Herzinsuffizienz (NYHA Ill oder V)

= Bekannte Unvertraglichkeit gegen einen Bestandteil der IA

= Einnahme eines ACE-Hemmers bis 10 Tage vor Therapiebeginn

= Bekannte Heparin induzierte Thrombozytopenie

= Andere Umstande, die die Verlaufsbeurteilung beeinflussen kénnen.

2.14 Laborparameter

Bei Einschluss in die Studie und zur Therapietberwachung wurden Laborparameter wie Hadmoglobin
(Hb), Héamatokrit (Hkt), Thrombozyten, Leukozyten, Quick, partielle Thromboplastinzeit (pTT),
Gesamteiweil3, Kreatinin, Harnstoff, Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase
(ALT), y-Glutamyltransferase (yGT), Alkalische Phosphatase (AP), C- reaktives- Protein (CRP),
Natrium (Na), Kalium (K), Kalzium (Ca), und Kreatinin- Kinase (CK) bestimmt. Die Bestimmung dieser
Laborparameter erfolgte in dem zertifizierten Labor der Klinischen Chemie der Universitatsmedizin

Gottingen.
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Des Weiteren wurde im zertifizierten nephrologischen Routinelabor eine quantitative Bestimmung der
Immunglobuline A (IgA), G (IgG), und M (IgM) sowie der Komplementfaktoren C3c, C4 mit Hilfe eines
Nephelometers vorgenommen. Auch die Konzentration des Iéslichen Interleukin-2- Rezeptors (sIL-2R)
wurde in diesem Labor durch das Immulight-System (Siemens; Germany), welches  mit
Chemolumineszenz arbeitet, bestimmt (Koziolek und Miiller 2009).

Die Laboranalysen erfolgten wie im Priifplan aufgefiihrt (siehe Tabelle 1).

2.15 Behandlungsablauf

Die Immunadsorption (IA) wurde mit dem Octo Nova® (Diamed, Koln, Germany) Geratesystem
durchgefiihrt. Nach Aufklarung und Einverstandnis der Patienten erfolgte die Behandlung der
Patienten mit 5 IA-Therapien im Abstand von 2 Tagen und Beobachtung gemafld dem Prifplan der
Studie (siehe Tabelle 1). Bei Besonderheiten wurde zur Sicherheit des Patienten der Abstand
zwischen zwei Therapien individuell verlangert.

Die IA erfolgte unter intensivierter Uberwachung auf der Intensivstation 1022 der Abteilung fir
Nephrologie und Rheumatologie. Die Entnahme des ventsen Blutes erfolgte tber einen zentral-
vendsen Zugang, sofern ein Zugang Uber die Kubitalvene nicht moglich war. Unter Verwendung der
Schlauchsysteme AV-210 bzw. CAV-210 wurde mit einem Blutfluss von bis zu 150ml/min im ersten
Schritt das Blutplasma mit einem Plasmaseparator (Plasmaflo OP Asahi Medical) von den
korpuskularen Anteilen getrennt. Die effektive Oberflache des Plasmaseparators konnte zwischen 0,5
und 0,8 m2 gewahlt werden und bestand aus dem Membranmaterial Polyethylen, welches mit
Ethylenvinylalkohol Copolymer beschichtet war.

Im zweiten Kreislauf wurde das Plasma innerhalb des Plasma- Perfusionssytems (PP-System) mit
Hilfe des Schlauchsystems PA-220 durch den Adsorber IMMUSORBA TR-350 (Asahi Medical, Tokio)
geleitet. Das PP-System erlaubt Plasmafliisse von 5- 50ml/min, jedoch sollte bei diesem Adsorber ein
maximaler Plasmafluss von 20ml/min nicht Uberschritten werden. Um spezifische Substanzen aus
dem Plasma zu entfernen, diente als Adsorbent die Aminosaure Tryptophan, welche an
Polyvinylalkohol gekoppelt war. Durch den Adsorber IMMUSORBA TR-350 war das behandelbare
Plasmavolumen auf maximal 3000ml begrenzt. Um die Bindungskapazitat des Adsorbers zu erhéhen,
wurde das Patientenplasma mit Hilfe der Heizung Octo Therm® erwdrmt. Das gereinigte Plasma
konnte dann den korpuskularen Anteilen zugefuhrt und dem Patienten reinfundiert werden. Wahrend
der Therapie erfolgte zur Verhinderung der Bildung von Blutkoagel die Hemmung der Blutgerinnung
mittels eines Gemisches aus Zitrat (ACD-A) und Heparin.

Am Folgetag jeder IA wurde bei jedem Patienten eine kdrperliche Untersuchung, Blutentnahme und

Dokumentation von Nebenwirkungen durchgefuhrt.

13



Material und Methoden

2.1.6 Neurologisches Monitoring

Der neurologische Status wurde mittels etablierten klinischen Scores wie dem EDSS (Kurtzke 1983)
(siehe Tabelle 2) und ISS (Kurtzke 1981) (siehe Tabelle 3) erhoben. Dabei wird jedem Funktions-
System ein Punktwert zugeordnet und am Ende die Punktzahl addiert. Je hdher der Punktwert, desto
groRBer der Grad der Behinderung des Patienten. Dies erméglichte einen Vergleich der Patienten
untereinander, sowie eine Dokumentation einer moéglichen Verbesserung von Symptomen. Durch die
Kollegen aus der Neurologie wurde im Rahmen der Erhebung des EDSS-Scores der Visus mittels
einer Snellen-Sehtafel (Hedin und Olsson 1984) Uberpruift.

Zur Objektivierung wurden bei jedem Patienten vor, nach und in der Nachbeobachtungszeit visuell
evozierte Potentiale (VEP’'s) gemessen. Dabei mussten die Patienten auf ein Schachbrettmuster
schauen, bei dem sich die Farben der Quadrate im Wechsel verénderten.

Diese visuelle Reizung fuhrte zu einer Ausbildung von elektrischen Potentialen, die am okzipitalen
Kortex abgeleitet werden konnten und Auskunft Uber die Funktion des Sehnerven sowie der Sehbahn
gaben (NIHON KOHDEN, Neuropack M1).

2.1.7. Untersuchungstermine

Visiten mit korperlicher Untersuchung, Blutentnahmen und neurologischer Untersuchung fanden vor

Einschluss in die Studie (Untersuchungstermin 0), an den Folgetagen der I|A- Behandlung

(Untersuchungstermin 1-5) sowie in der Nachbeobachtungsphase (Untersuchungstermin 6-8) statt

(siehe Priufplan Tabelle 1).
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Tabelle 1: Prifplan der IA- Studie

Pra- Therapiephase Therapiephase Ther:p?iztp-h ase
Untersuchungstermin -1 Aufnahme 1.IA 2.1A 3.1A 4.1A 5.1A 0 +1 +2 +3
Tage -28 bis -1 0 1 4 8 11 14 305 60+10 180+10
Aufklarung X
Einwilligung X
Ein-/ Ausschlusskriterien X X X X X X X
Eigenanamnese X
Labor Baseline X
Labor Safety X X X X X X X X
Schwangerschaftstest X
Zwischenanamnese X X X X X X X X
Vitalzeichen X X X X X X X X X
koérperliche Untersuchung X X X X X X X X X
GroRe/ Gewicht X X X X X X
Medikation X X X X X X X X X X
EKG X
Nebenwirkungen X X X X X X X X
Neurostatus/Visus X X X
EDSS X X X X
incapacity status scale X X X X X X
VEP X X X
Biomarker XX X X X X X
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Tabelle 2: Expanded Disability Status Scale nach McDonald und Composton (2005)

Wert Beschreibung
0,0 Unauffallige neurologische Untersuchung
10 Keine Einschrankung, minimale Symptome in einem FS
15 Keine Einschréankung, minimale Symptome in mehr als einem FS
2,0 | Minimale Einschrankung in einem FS
2,5 Milde Einschrénkung in einem FS oder minimale Einschrénkung in zwei FS
3.0 | Moderate Einschrankung in einem FS oder milde Einschrénkung in drei bis vier FS; voll gehfahig
35 | voll gehféhig, aber moderate Einschrankung in einem FS und mehr als minimale Einschrankung in mehreren anderen FS
4,0 | voll gehféhig ohne Hilfe, selbstandig, trotz relative schwerer Einschrénkungen um 12 Stunden am Tag auf; kann ohne Hilfe und Pause 500m gehen
4,5 | Voll gehfahig ohne Hilfe, die meiste Zeit des Tages auf, in der Lage, den ganzen Tag zu arbeiten, aber andererseits Einschrankung der vollen Aktivitat oder minimale Hilfe nétig; kann
ohne Hilfe und Pause 300m gehen
5,0 Gehfahig ohne Hilfe und Pause tGber 200m; Einschrankungen beeintrachtigen alltagliche Tatigkeiten
5,5 Gehfahig ohne Hilfe und Pause tber 100m; Einschrankungen schlieRen manche alltagliche Tatigkeiten aus
6.0 | Intermittierend oder einseitig dauerhafte Gehhilfe notig; um mit oder ohne Pause 100m gehen zu kdnnen
6.5 Dauerhafte beidseitige Gehhilfe nétig, um ohne Pause 20m gehen zu kénnen
7,0 | Auch mit Hilfe nur bis zu 5m gehfihig; auf den Rollstuhl angewiesen; im Rollstuhl alleine mobil und etwa 12 Stunden auf
7,5 Nur wenige Schritte mdglich; auf den Rollstuhl angewiesen und zum Teil auch hier auf Hilfe angewiesen; nicht den gesamten Tag auf; evtl. motorbetriebener Rollstuhl notwendig
8,0 | Hauptsachlich im Bett liegend oder im Rollstuhl sitzend; selbstandige Kérperpflege moglich; Arme im allgemeinen noch funktionsfahig
8,5 Hauptséchlich im Bett liegend; Funktion der Arme eingeschréankt; selbsténdige Kdrperpflege eingeschrankt
9.0 | Bettlagerig; sprechen und essen méglich
9.5 Bettlagerig; vdllig hilflos; unfahig effektiv zu kommunizieren oder zu essen/ zu schlucken
10,0

Tod infolge der Multiplen Sklerose
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Tabelle 3: Incapacity Status Scale (ISS) nach Kurtzke (1981)

1. Treppen steigen Normal 0
2. Laufen Leichte Einschrankung, es wird aber keine Hilfe bendtigt 1
3. Transfer (z.B. Rollstuhl— Sessel oder Bett) Moderate Einschrankung, es werden Hilfsmittel bendtigt 2
4. Toilettengang Ausgepragte Einschrankung, bei der menschliche Hilfe nétig ist 3
5. Darmfunktion Sehr starke Einschrankung, der Patient ist vollig hilflos 4

6. Blasenfunktion

7. Baden

8. Ankleiden

9. Haarpflege

10. Essen

11. Sehvermégen

12. Sprechen und Verstehen

13. Andere korperliche Fahigkeiten

14. Soziale Funktion (z.B. Kino)

15. Ermudbarkeit

16. Psychische Funktionen

17



Material und Methoden

2.1.8 Statistik

Die Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit der Abteilung fir medizinische Statistik,
Universitat Gottingen mit Hilfe des SAS-Programms (Version 9.1, SAS Institut). P-Werte <5% zeigen
einen signifikanten Effekt. So denn ein signifikanter Effekt in der globalen Analyse nachweisbar war,
erfolgte die paarweise Analyse zwischen Tag O und den einzelnen Untersuchungsterminen, um den
Zeitpunkt herauszufiltern an dem ein signifikanter Effekt eintrat. Diese Vergleiche erfolgten mittels der
Bonferroni-Methode mit Hilfe des kostenlosen Programms R (Version 2.8, www.r-project.org).

Die Darstellung der Daten erfolgt deskriptiv und wird mit den Ergebnissen vorheriger Studien

verglichen.
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2.2 Experimenteller Teil: Proteinanalysen

2.2.1 Material

Im Folgenden findet sich eine Auflistung der verwendeten Materialien und Angabe von Hersteller mit

Stadt und Land des Firmensitzes.

2.2.1.1 Gerate

Analysewaage, 1213 MP

Autoklav

Eismaschine

Kuhlzentrifuge, GS-6R

Magnetruhrer (beheizbar), IKAMAG RCT
Nanopore Wasser-Anlage, Ultrafree 20
Netzgerat PowerPac 1000 fir Blot
pH-Meter MP 220

Pipettierhilfe pipetus-akku

Photometer BioPhotometer plus
Scanner CanonScan 4400F
Spannungsgerat Power Pac 1000
Elektrophoresekammer Mini-Protean
Waage Sartorius excellence

Wippe Duomax 1030

2.2.1.2 Software

SAS software, Version 9.1

Prism

Peptide Mass Fingerprint

2.2.1.3 Gebrauchsmaterial

0,5ml-Reagenzgefald

Falcon 15-ml-R6hrchen, steril

Falcon 50-ml-R6hrchen, steril
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Sartorius, Goéttingen, Deutschland
Biomedis, Giel3en, Deutschland
Ziegra, Isernhagen, Deutschland
Beckmann, Minchen, Deutschland
IKA, Labortechnik, Staufen, Deutschland
Millipore, Eschborn, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Mettler Toledo, Columbus, USA
Hirschmann, Eberstadt, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Canon, Tokyo, Japan

BioRad, Miunchen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland

SAS Institut, Cary, NC, USA
GraphPad Software, La Jolla, USA
Matrix science, Boston, MA, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
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Filterpapier 2mm

Glaswaren

Mehrkanalpipette, Dispenser Multipipette 4780
Mikroliter Pipetten 2,5, 10, 100, 200, 1000pl
Parafilm ,M*

Pasteurpipetten

Pasteurkapillarpipetten

Pipetten 2, 5, 10, 25ml

Pipettenspitzen 2,5, 10, 20, 100, 1000yl
Spritzen 2, 5, 10ml

2.2.1.4 Chemikalien

Aceton

Acetonitril

Acrylamid (37,5:1)
Ammoniumbicarbonat
Ammoniumperoxidisulfat (APS)
Ampholyte Bio- Lyte 7/9
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bradford-Reagenz

Bromphenol Blau
Calciumchlorid (CacCl,)
Dithiotreitol (DTT)

Dulbecco’s PBS

Eisessig

Elektrodenpuffer XT MOPS, Running Buffer
Elektrophoresis Purify Reagent CHAPS
Essigsaure

Ethanol

Formaldehyd

Glycerol

HCI, rauchend 37%
lodoacetamide

IPG- Strips pH3-10, 7cm
Methanol

Natriumacetat
Natriumcarbonat

Natriumchlorid
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BioRad, Minchen, Deutschland
Schott, Mainz, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pechiney, Chicago, USA

Brand, Giel3en, Deutschland

WU, Mainz, Deutschland

Greiner, Solingen, Deutschland
Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma- Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Fluka, Buchs, Schweiz

BioRad Munchen, Deutschland
Paesel & Lorei, Hanau, Deutschland
BioRad, Munchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
BioRad Munchen, Deutschland
BioRad Munchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
BioRad Munchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Natriumthiosulfat- Pentahydrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Rainbow Marker (12000- 225000 Da) Amersham, Freiburg, Deutschland
Roti-Blue 5x-Konzentrat Roth, Karlsruhe, Deutschland
Silbernitrat Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris- Puffer Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin Promega, Madison, USA

Urea Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Alle Chemikalien besalen, sofern nicht anders angegeben, den Reinheitsgrad ,pro analysis®.

2.2.2 Hintergrund

Die zweidimensionale Gelektropherese (2D-Gelelektrophorese) ist eine analytische Methode, welche
mit Hilfe der Kombination aus isoelektrischer Fokusierung (IEF) und der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidelektropherese  (SDS-PAGE) die Trennung komplexer Proteingemische in
Einzelproteine erméglicht. Jeder Spot im Proteinmuster entspricht einem bestimmten Proteinmolekdil.
Da sich Proteinmuster in biologischen Systemen umwelt- und auch zustandsabhangig verandern,
kdénnen sie z.B. Aufschluss tber Wirkungsmechanismen von medizinischen Interventionen auf
molekularer Ebene geben.

Nach Auftrennung der Proteine werden diese mit Hilfe der Matrix- unterstiitzten Laser- Desorption/
lonisation und der Flugzeit (MALDI-TOF) des Molekiils sowie anschlieBender Auswertung durch ein
Computerprogramm analysiert. Auch bei der Identifikation moglicher biologischer Marker sind die
Proteinanalysen der 2D-Gelelektrophorese eine anerkannte Methode (Dihazi et al. 2007; Flat et al.
2006).

Der Hersteller der Adsorbersaule IMMUSORBA TR-350 (Asahi Medical, Tokyo/ Diamed, Kdln) gibt als
Zielmolekile Albumin, Fibrinogen und Antikdrper an, welche mit Hilfe ionischer und hydrophober
Wechselwirkungen aus dem Patientenplasma entfernt werden.

Um dies genauer zu untersuchen, haben wir die Adsorbersaulen von 5 Patienten nach der Therapie
eluiert, die Proteinlésung auf 2D-Gelen aufgetrennt und mit Hilfe der Flugzeit- Massenspektometrie

(Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation= MALDI-TOF) analysiert.

2.2.2.1 Elution der Adsorbersaulen

Nach Beendigung der IA wurde die Saule zweimalig mit 700ml PBS gespiilt, um das verbliebene
Plasma zu entfernen.
Aufgrund der ionischen und hydrophoben Wechselwirkungen zwischen dem Tryptophan und den

Zielstrukturen erfolgte die Elution gebundener Proteine mit drei verschiedenen Salzlésungen mit
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jeweils zweifachem S&ulenvolumen (insgesamt 700ml). Zuerst wurde die S&ule mit Solution A
gewaschen (100mM Sodium-Acetat, 1M NaCl, pH=5), gefolgt von Solution B (20mM Tris/ HCI, 1M
NaCl, pH= 8,5), und zuletzt mit Solution C (20% Acetonitril in ddH,O) gewaschen.

2.2.2.2 2D-Gelelektrophorese

Das Eluat der verschiedenen Losungen wurde im Verhéltnis 1:1 mit Aceton verdinnt und 20min auf
Eis inkubiert. Danach wurde die Losung fiir 10min bei 3000/rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Protein- Pellet in 2D-Gel Puffer (8M Urea, CHAPS 1%, DTT 15mM,
Ampholyt 2ul/ml) aufgelost. Daraufhin erfolgte die Proteinkonzentrations- Bestimmung nach der
.Bradford- Methode“ (Bradford 1976).

Fur ein Coomassie- Gel von der GroéRe 7x10x1cm wurden 200ug Protein eingesetzt und mit 2D-Gel-
Puffer (8M Urea, CHAPS 1%, DTT 15mM, Ampholyt 2ul/ml), sowie einer Spur Bromphenolblau auf ein
Endvolumen von 150ul verdinnt. Diese 150ul der Proteinlésung wurde in einer Fokussierungs-
Kammer verteilt, mit einem IPG- Strip (pH 3-10, 7cm) versehen und 20min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach erfolgte eine passive Hydrierungsphase in dem Fokussierungsgerat von 12h,
gefolgt von mehreren Fokussierungs- Schritten: 200V fur 2 Stunden, 500V fir 1 Stunde, 1000V fir
eine Stunde, 8000V fir 1,5 Stunden und anschlieBender Erhaltungsspannung mit 500V.

Nach Abschluss der ersten isoelektrischen Dimension wurden die IPG- Strips aus der Kammer
entfernt und zuerst in Aquilibrierungspufferl (Aquilibrierungspuffer, DTT 0,01g/ml, 350ul
Bromphenolblau) fir 20 min auf der Wippe inkubiert. Danach folgte die Uberfihrung in den
Aquilibrierungspuffer2 (Aquilibrierungspuffer, 0,04g/ml lodoacetamid, 350ul Bromphenolblau) mit
20min auf der Wippe. Bei dem Gel handelt es sich um ein 12%iges Natriumlaurylsulfat-Gel (SDS-Gel=
sodium dodecyl sulfate) mit 7x10x1cm Grol3e. Die Strips wurden auf das Gel gegeben und eine
Spannung von 120V Uber ca. 2 Stunden angelegt. Hatten sich die Proteine bis zum untersten Punkt
des Gels aufgetrennt, wurde es fir 60min in eine Fixierungslésung (10%ige Essigsaure) gegeben,
gefolgt von 24h in der Coomassie-Einfarbe-Lésung. Am folgenden Tag wurde das Gel mit 5%iger

Ethanol-Losung entfarbt.

2.2.2.3 Proteinverdau und MALDI-TOF-Proteinidentifikation

Die Proteinspots wurden manuell isoliert und in Eppendorf-Cups uberfuhrt, gefolgt von einem Wasch-
Schritt mit ddH,0 fur 15min. Danch folgten verschiedene Inkubations- Schritte: 15 min mit 50%iger
Acetonitril  (ACN), Loésung verworfen; 60 minl100% ACN, Ldsung verworfen; 5 min 100mM
Ammoniumbicarbonat, Lésung nicht verworfen; 1:1 100%ige ACN dazu, 15 min inkubieren und
Losung verworfen. Es folgte die Trocknung der Spots im Speed- Vakuum fir 15 min. Um den Verdau

zu beginnen, haben wir die Spots fir 45min auf Eis mit einer Trypsin- Digestions- Lésung (pro 100l
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Digestionslésung (5ul 1M CaCl; + 25ul 1M Ambic + 970ul ddH,0O) 12ul 10%iges Trypsin) inkubiert,
gefolgt von 12h in der Digestions- Lésung bei 37°C.

Der 2. Tag des Proteinverdaus sollte die Proteine aus den Gelresten I6sen. Dazu waren verschiedene
Schritte nétig. Der Uberstand aus den E-Cups mit der Digestions-Lésung wurde in ein neues E-Cup
Uberfuhrt und im Speed- Vakuum fiir 30min getrocknet. Wahren dessen wurden die Gelreste mit einer
0,1%igen Trifluoressigsaure (TFA) im Ultraschallbad inkubiert. Der Uberstand wiederum in die
getrockneten E-Cups Uberflhrt und erneut getrocknet. In gleicher Weise wurde mit 30% ACN/ 70%
0,1%ige TFA und 60% ACN/ 40% 0,1%ige TFA verfahren. Zum Schluss wurde der letzte Uberstand
im E- Cup getrocknet.

Zur MALDI-TOF-Analyse wurden 1ul Analyt zusammen mit 1pl Matrix (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid) auf einem metallischen Trager kokristallisiert. Durch Laserbeschuss verdampfte die Matrix
explosionsartig und das zu untersuchende Molekil wurde mitgerissen. Dabei erfolgte eine lonisierung
des Analyten mit Auftreten von Pseudomolekilionen wie (M+H)z, (M+Na), oder (M+K),. Bei uns
wurden die Proben 50x mit dem Laser beschossen und es wurde eine Beschleunigungsspannung von
20kV benutzt. Zur Auswertung erfolgt der Datenbankabgleich unter Verwendung der Mascot Peptide
Mass Fingerprint Software welche von Matrix Science zur Verfigung gestellt wurde (Perkins et al.
1999). Ein Proteinscore von >56 galt nach dieser Datenbank als signifikante (p<0.05)
Ubereinstimmung mit dem verglichenen Protein. In unseren Ergebnissen sind nur die Proteine

erwahnt, die den Cut- off von 56 Uberschritten haben.
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeines

Es konnten 11 Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Bei keinem der Patienten musste die
Behandlung vorzeitig abgebrochen werden. Bei 8 der 11 Patienten kam es schon nach der 3. IA-
Behandlung zu einer deutlichen Verbesserung der neurologischen Symptomatik, sodass die Patienten
in Responder und Non-Responder unterschieden werden konnten. Als Responder wurden Patienten
definiert, die eine Verbesserung des Visus von mindestens 50% wahrend der Therapiephase erreicht
haben. Zwei der Patienten zeigten kein Ansprechen auf die Therapie und eine Patientin erlitt eine
akute Jugularvenen-Thrombophlebitis mit erneuter Visusverschlechterung.

Das durchschnittliche Patientenalter lag bei 33,6+10,5 Jahren mit einer Erkrankungsdauer von 3,5%4,9

Jahren.

Tabelle 4: Ubersicht uiber die Patientendaten (Mittelwert + Standardabweichung; in Klammern die Streuung)
Parameter Auswertung
weiblich 7 (64%)
mannlich 4 (36%)

33,6 £10,5
Alter
(19,0 - 55,0)
. hs bea 26,6 + 14,6
age nac mptombeginn
9 ymp 9 (10,0 - 60,0)
. 10,8 +6,9
Tage nach Steroidstof
(1,0 - 20,0)
) . . 9,5+3,7
Kumulative Methylprednisolondosis (g)
(4,0-15,0)
3,5+49
Erkrankungsdauer Jahre)
(0,0-16,0)
255+3,0
BMI
(20,1-30,7)

Die Grundlage fur den Einschluss in die Studie stellte eine kortikoid- refraktare Symptomatik im
Rahmen eines akuten Schubes der MS dar. Somit waren alle Patienten mit einem Steroid
vorbehandelt. Die durchschnittliche Dosis bei Einschluss in die Studie lag bei 9,5+3,79. Zwischen

Beginn der Steroid-Therapie und Beginn der IA-Therapie vergingen 10,8+6,9 Tage.
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Waéhrend des stationdren Aufenthalts erhielten alle Patienten an den immunadsorptionsfreien Tagen
ein niedermolekulares Heparin (s.c.) als Thromboseprophylaxe.

Die Begleitmedikation beziiglich der Grunderkrankung war bei den Patienten sehr unterschiedlich.
Sieben der Patienten hatten bei Studienbeginn keine Vormedikation. Zur Schubprophylaxe erhielten
zwei Patienten ein Beta- Interferon Praparat und einer der Studienpatienten war mit dem
Immunmodulator Glatirameracetat. Bei Abschluss der Studie erhielten 8 Patienten eine
Schubprophylaxe mit Beta-Interferon, zwei Glatirameracetat und bei einem Patienten konnte die
weitere Medikation nicht erhoben werden, da dieser zu den Terminen der Nachbeobachtung nicht

erschienen ist.

Tabelle 5: Basistherapie der Patienten

Basistherapie vor IA Patientenanzahl Basismedikation nach IA Patientenanzahl
keine 8 keine 0
Interferon beta 2 Interferon beta 8
Glatirameracetat 1 Glatirameracetat 2

Zwischen Beginn der Symptome und Einschluss in die Studie lagen durchschnittlich 26,6+£14,6 Tage,

zwei Patienten hatten in der Nachbeobachtungszeit einen akuten Schub der MS.

3.2 Klinik

3.2.1 Expanded Disability Status Scale (EDSS)

Der EDSS lag bei den Patienten bei Studieneinschluss bei 3,95+1,56 Punkten. Bereits wahrend der
Therapiephase konnte er auf 3,77+1,72 Punkte an Tag 5 und 3,41+2,06 Punkte bei der
Abschlussuntersuchung Tag 10 gesenkt werden. In der Nachbeobachtungszeit konnten wir eine
weitere Reduktion auf 3,15+2,47 Punkte an Tag 30 und 3,05+2,45 Punkten an Tag 60 verzeichnen.
Bei dem letzten Nachbeobachtungstermin kam es zu einem diskreten Anstieg auf 3,10+2,46 (p=0,89)
Punkte.
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Abbildung 3:  EDSS (Mittelwert und Standardabweichung)
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3.2.2 Incapacity Status Scale (ISS)

Auch bei dem ISS konnten wir eine Reduktion des Punktwertes registrieren und bei alleiniger
Betrachtung der Responder zu einer signifikanten Besserung (p<0,05). Dieser lag bei Einschluss in
die Studie bei 6,45+8,00 Punkten. Analog zum EDSS konnte schon wéhrend der Therapiephase eine
Reduktion auf 6,18+7,49 Punkte an Tag 5 und 5,73+7,77 Punkte an Tag 10 bei der
Abschlussuntersuchung erreicht werden. Auch in der Nachbeobachtungszeit fiel der Punktwert weiter
auf 5,40+6,93 Punkte an Tag 30, 5,30+6,85 Punkte an Tag 60 und blieb bei der letzten Untersuchung
an Tag 180 auf diesem Niveau bei 5,10+6,14 (p=1,00) Punkten stabil.

Abbildung 4:  ISS (Mittelwert mit Standardabweichung)
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3.2.3 Visus

Bei der Einschlussuntersuchung der Studie hatten die Patienten einen Visus von 0,12+0,12 des
betroffenen Auges. Fir den Visus fand sich folgender Verlauf: bereits nach der 3.IA zeigte sich ein
signifikanter Anstieg auf 0,36+0,33 (p=0,02) an Tag 5 und 0,49+0,36 (p=0,005) an Tag 10. Bei den
Nachuntersuchungen konnte eine weitere relevante Verbesserung der Sehkraft verzeichnet werden.
An Tag 30 hatten die Patienten einen durchschnittlichen Visus von 0,63+0,36 (p=0,01), an Tag 60 von
0,68+0,37 (p<0,01). In der Nachbeobachtungszeit hielt der positive Effekt der IA bis zu 6 Monate nach
Therapiebeginn hin an. Die signifikante Verbesserung erreichte an Tag 180 das beste Visus-Ergebnis
mit 0,72+0,38 (p<0,01).

Abbildung 5: Visus des betroffenen Auges (Mittelwert mit Standardabweichung,
Signifikanzniveau: *= p<0,05; **=p<0,01)
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3.24 Visuell evozierte Potentiale (VEP)
Als objektiven Parameter der Verbesserung der Sehkraft wurden bei jedem Patienten visuell-

evozierte Potentiale beider Augen gemessen. Bei einer Schadigung des Nervus opticus kommt es zu

einer Verlangerung der Latenz und Abflachung der Amplitude.
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Abbildung 6:
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Nach Therapie (Tag 60)

Die Latenzen der VEP’s des betroffenen und nicht- betroffenen Auges sind in folgenden Tabellen

zusammengefasst (Tabelle 6 und 7). Das Ansprechen auf die Therapie zeigt sich in der Responder-

Gruppe als Verbesserung der Latenz im Sinne einer schnelleren Antwort auf den Reiz. Bei 50% der

Responder waren zu Beginn der Therapie die Latenz nicht messbar und im Verlauf kam es, als

objektiv messbaren Parameter, wieder zu einem Potential. In der Non-Responder-Gruppe wird das

nicht Ansprechen auf die Therapie in einer mangelnden Verbesserung — teilweise auch in einer

weiterbestehenden fehlenden Messbarkeit — der Latenz deutlich.

Tabelle 6: Latenz des betroffenen Auges (msec)

Latenz des betroffenen Auges [msec]

Responder-Patienten Nr. Tag O Tag 5 Tag 60£10

1 96,3 155,7 135,9

2 nicht messbar nicht messbar 159,6

4 nicht messbar 119,0 109,5

5 142,5 128,4 122,1

6 113,7 114,3 108,3

8 98,1 108,0 103,5

9 nicht messbar 88,5 145,8

10 nicht messbar nicht messbar 179,7
Non-Responder- Patienten Nr. Tag O Tag 5 Tag 60£10

3 nicht messbar nicht messbar nicht messbar
7 nicht messbar nicht messbar nicht erhoben
11 87,3 84,3 91,8
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Tabelle 7: Latenz des nicht-betroffenen Auges (msec)

Latenz des nicht- betroffenen Auges [msec]

Responder-Patienten Nr. Tag O Tag 5 Tag 60+£10
1 85,2 95,1 86,7
2 99,9 159,6 161,5
4 94 100 105,6
5 95,7 94,8 102,6
6 1041 102,9 114,3
8 94,5 102 96,6
9 104,4 100,8 88,8
10 90,9 88,5 86,7
Non- Responder-Patienten Nr. Tag O Tag 5 Tag 60+10
3 119,7 119,7 120,6
7 101,1 99 nicht erhoben
1 87,3 110,7 111,9

Die Auswertung der Amplituden des erkrankten Auges ergab folgenden Verlauf: am Tag der

Aufnahme lag diese bei 2,79+3,90uV, mit einem Anstieg auf 3,53+3,82uV

4,98+2,38uV (p=0,37) in der Nachbeobachtungsphase an Tag 60.
Auch an dem nicht-betroffenen Auge fiihrte die Therapie zu Veréanderungen im VEP. Es kam zu einer

nach der 5.I1A und

diskreten Verlangerung der Latenz von 97,89+9,61msec. an Tag 0, auf 106,65+19,41msec nach

Abschluss der Therapiephase und 107,53+22,40msec (p=0,40) an Tag 60. Auch die Amplitude zeigte

dahingegen eine leichte Verbesserung von 6,83+3,09uV am Aufnahmetag und 6,76+3,64uV an Tag

10 auf 7,17+£2,53uV (p=0,94) an Tag 60.

Abbildung 7:
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3.3 Befunde, Behandlung und klinischer Verlauf in einer Ubersicht

Tabelle 8: Patientendaten im Verlauf

_ _ _ _ Visus des
_ Kumulative Symptombeginn bis Visus des
Patientennr./ . . . . . . . betroffenen
Ansprechen Langzeittherapie vor IA Krankheitsdauer (Jahre) Prednisolondosis Therapiebeginn betroffenen
Geschlecht/ Alter Auges nach IA
(9) (Tage) Auges vor |A
an Tag 180
1/w/26 +++ keine 0 15 38 0,2 1
2/wi28 +++ Beta- Interferon 15 5 30 0,02 0,8
3/w/39 - Glatirameracetat 16 10 10 0 0,05
4/m/28 +++ Keine 0 4 10 0,1 1
5/m/19 +++ Beta- Interferon 6 10 28 0,05 1
6/w/A7 +++ L- Dopa* 5 10 21 0,1 0,9
7/m/39 - keine 0 15 18 0 0,025
8/w/27 ++ Keine 2 10 60 0,2 0,6
9/w/33 +++ Keine 7 10 33 0,4 0,8
10/m/29 +++ keine 0 5 14 0,1 1
11/w/55 - Keine 1 11 30 0,1 0,025

* bei Restless- Legs- Syndrom
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3.4 Laborparameter

Wahrend der Therapie erfolgte ein laborchemisches Monitoring von Hamoglobin, Hamatokrit, Quick,
pTT, Fibrinogen, Thrombozyten, Leukozyten, CRP, Elektrolyten, AST, ALT, AP, yGT, Kreatinin,
Harnstoff und Gesamteiweild (Protein). Wahrend der Therapie kam es zu einer signifikanten Reduktion
des Quick und Verlangerung der pTT. Die Verlangerung der pTT lasst sich durch die Heparin-Gabe
wahrend der Therapie erklaren. Bei den anderen Laborparametern kam es zu keiner relevanten

Veranderung.
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Tabelle 9: Laborparameter im Verlauf (* signifikant mit p< 0,05)

Tag Referenzbereich 0 2 5 7 10 305 60+10 180+10
Quick [%] 70- 130 % 76,1+6,0 69,4+10,4 76,1+9,3 73,8+7,4 72,7+7,7 75,645,6 84,0+9,6 82,5+10,6
PTT [sec] 26-37 sec 25,1423 34,8+23,8 27,9+3,3 29,9+3,3 30,443,1 29,1+4,6 28,6£2,1 27,9%2,4
Hb [g/dl] d 13,5-17,5 gl 13,5+1,6 13,2+1,5 13,2+1,0 12,8+1,0 13,1+1,2 13,0+1,6 13,2+1,6 13,714

2 11,5- 15,0 g/dl

- 0,

Hkt [%] g o 40,2+5,0 39,2£4,0 39,0£3,3 38,22,6 39,03,3 38,9+4,4 39,94,5 41,6:38
Thrombozyten
[10%,] 150- 350 x 10%/pl 250,5+48,7 210,3+38,0 217,1+47,1 208,3+56,2 238,0+88,0 308,0£150,2 257,2+47,1 289,0453,6
Leukozyten

4,0- 11,0 x10%/pl 9,8+3,3 9,8+2,6 8,6+2,6 7,8+1,9 7,6£1,9 7,0£2,5 6,3+2,0 6,4+2,3*
[x103/ul]
Natrium
[mmol/l] 136- 145 mmol/l 138,6+2,3 140,5+1,9 141,0+1,8 141,8+1,0 140,620,9 141,6%1,5 140,042,2 140,0+1,6
Kalzium gesamt
[mmol/l] 2,2- 2,65 mmol/l 2,23+0,11 2,1620,16 2,19+0,10 2,20+0,08 2,14+0,07 2,30+0,03 2,34+0,11 2,36+0,12
Kreatinin

4 0.6- 1.1 mg/dl
(mg/d] 5 0,5 0.9 my/d 0,7620,21 0,8310,23 0,7520,17 0,7620,15 0,8410,18 0,78+0,10 0,7610,15 0,70£0,16
Protein [g/dI] 6,4- 8,1 g/dl 6,69+0,82 6,53+0,70 6,44+0,36 6,09+0,42 6,30+0,46 7,15+0,57 7,52+0,44 7,70+0,54
AST [U/l] g p gf H;: 25,05+4,87 21,033,80 21,71+4,61 20,8345,62 23,8948,80 30,80+15,02 25,72+4,71 28,90+5,36
ALT [UA] g < ‘3‘2 LLIJ/I" 32,7+16,1 60,6+80,0 36,7+24,4 38,4+26,3 30,4+18,9 44,1429,9 39,7+42,0 25,6+19,8
yGT [U/l] g : gg 8;: 29,24237 45,7+71,7 38,8+58,4 37,7+58,4 33,9+40,0 33,3+33,1 41,2452,6 27,1429,6
AP [U/I] g MYty 62,1423,7 57,6£19,4 66,9£29,7 64,2429,6 6594215 61,7417,1 62,5+19,9 60,5+14,2
CRP <8 mg/l 5,5+11,1 12,4+0,5 20,8+15,7 19,1+19,1 12,4+11,1 6,2+7,3 2,9+tNA 2,0£0,0
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Bei den Leukozyten kam es wahrend der I1A- Behandlung und in der Nachbeobachtungszeit zu einem
signifikanten Abfall (9,8x10%/ul vs 6,4x10%/ul; p<0,05).

Abbildung 8:  Leukozyten im Verlauf (Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: *= p<0,05)
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Wie erwartet bewirkte die Immunadsorption eine signifikante Reduktion des Plasma-Fibrinogens.
Dieses lag bei Aufnahme bei 362,6+184,6mg/dl, sank signifikant nach der ersten IA auf
254,1+110,46mg/dl (p=0,03), nach der zweiten auf 238,9+83,0mg/dl (p=0,02), nach der dritten
Behandlung auf 203,4+47,3mg/dl (p=0,01) und nach der vierten IA auf 201,8+56,0mg/dl (p=0,02). In
der Nachbeobachtungszeit normalisierte sich das Plasma-Fibrinogen auf nahezu das Ausgangsniveau
mit 330,0+148,9mg/dl (p=0,92) an Tag 30, 345,0+108,6mg/dl (p=0,56) an Tag 60 und
325,4+100,6mg/dl (p=0,64) bei der Abschlussuntersuchung am Tag 180.

Abbildung 9:  Fibrinogen im Verlauf (Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: *= p<0,05)
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3.4.1 Immunglobuline und Komplementfaktoren

Auch Immunglobuline und Komplementfaktoren wurden durch die IA signifikant gesenkt. Bei allen
Fraktionen kommt es in der Nachbeobachtungszeit zu einem reaktiven Anstieg mit Uberschreiten der
Ausgangswerte.

Die Immunglobulin-A Konzentration am Aufnahmetag lag bei 1,68+0,81g/l. Wahrend der IA-Therapie
kam es zu einem stetigen Abfall der Konzentration auf 1,46+0,49¢/l (p=0,32) an Tag 2, 1,34+0,45¢/
(p=0,16) an Tag 5, 1,21+0,43g/l (p=0,01) an Tag 7 und 1,37+0,58g/l (p=0,05) an Tag 10. Nach
diesem signifikanten Abfall kam es in der Nachbeobachtungszeit wieder zu einer Normalisierung und
reaktivem Uberschreiten des Ausgangswertes auf 2,00+0,74g/l (p=0,97) an Tag 30, 1,80+0,71g/l
(p=0,69) und 2,26+0,93g/I (p=0,01).

Abbildung 10: IgA im Verlauf (Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: *= p<0,05)
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Ahnliches beobachteten wir bei der Immunglobulin-G Fraktion. Hier lag der Wert bei Aufnahme bei
8,8+2,3¢g/l, an Tag 2 bei 7,3+1,7¢g/l (p=0,06), an Tag 5 bei 6,1+1,4g/l (p=0,02), an Tag 7 bei 5,6+1,69/I
(p=0,01) und schlieBlich mit dem niedrigsten Wert an Tag 10 bei 5,2+0,9g/l (p<0,01). Auch hier kam es
in der Nachbeobachtungszeit zu einem Wiederanstieg und Uberschreiten des Ausganswertes von
8,7+3,0g/l (p=0,69) an Tag 30, 10,0+£1,8g/l (p=0,52) an Tag 60 und schlie3lich 12,6+1,8g/l (p<0,01) an
Tag 180.
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Abbildung 11: 1gG im Verlauf (Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: *= p<0,05; **=p=<0,01)
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Auch die Immunglobulin-M Fraktion konnte signifikant gesenkt werden: von 1,22+0,50g/I an Tag 0, auf
0,98+0,23g/l (p=0,01) an Tag 2, 0,78+0,25¢/I (p<0,01) an Tag 5, 0,68+0,23g/l (p<0,01) an Tag 7 und
0,7110,23g/l nach der letzten Immunadsorption (p<0,01). Auch hier kam es zu einem Anstieg und
reaktiven Uberschreiten des Ausganswertes in der Nachbeobachtungszeit auf 1,22+0,26g/l (p=0,56)
an Tag 30, 1,31+0,48g/l (p=0,87) an Tag 60 und 1,44+0,30 (p=0,41) bei der Abschlussuntersuchung.

Abbildung 12: IgM im Verlauf (Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: *= p<0,05; **=p<0,01)
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Die Komplementfaktoren C3c und C4 zeigen einen &hnlichen Verlauf. C3c lag bei Aufnahme bei
0,91+0,18mg/dl und sank wéahrend der Behandlung auf 0,80+0,23mg/dl (p=0,12) an Tag 2,
0,71+0,15mg/d! (p=0,09) an Tag 5, 0,66+0,17mg/dl (p=0,04) an Tag 7 und 0,73+0,17mg/dI (p<0,01) an
Tagl0. Analog zu den anderen immunologischen Parametern kam es hier in der
Nachbeobachtungszeit auch zu einem Wiederanstieg auf 1,13+0,23mg/dl (p=0,03)an Tag 30,
1,09+0,18 (p=0,15)an Tag 60 und 1,13+0,22 (p=0,01)an Tag 180.
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Bei C4 zeigt sich eine weniger ausgepragte Reduktion. Bei Beginn lag C4 bei 0,16+0,06mg/dl, (Tag 2:
0,14+0,05mg/dl (p=0,32), Tag 5: 0,14+0,04mg/dI(p=0,68), Tag 7: 0,15+0,02mg/dl (p=1,00); Tag 10:
0,15+0,05mg/dl (p=0,86) und in der Nachbeobachtungszeit zu einem signifikanten Anstieg der Werte
auf 0,22+0,08mg/dl (p=0,05) an Tag 30, 0,24+0,09mg/dl (p=0,09) an Tag 60 und 0,20+0,06mg/dI
(p=0,04) bei der Abschlussuntersuchung.

Abbildung 13: Komplementfaktoren C3c und C4 im Verlauf (Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: *= p<0,05;

*k=p<0,01)
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Wir haben vor und nach der ersten Immunadsorption die sIL2- Rezeptor-Konzentration bestimmt und

festgestellt, dass es unmittelbar nach der Therapie zu einem signifikanten Absinken der Konzentration
von 447,0+174,75U/ml auf 295,75+166,39 (p<0,01)kommt.

Abbildung 14: sIL- 2R Serum Spiegel vor und nach der 1. IA (Mittelwert mit Standardabweichung)

slL- 2R in U/ml
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Im Verlauf der Therapie zeigte sich jedoch eine nicht-signifikante Reduktion (658,00+2,83U/ml an Tag
0 vs 447,38+£166,09U/ml an Tag 5), mit einem stabilen Niveau (Tag 10: 441,67+120,21 vs Tag 30:
444,80+120,21U/ml vs Tag 60: 492,33+144,67) und einem erneuten Absinken auf 392,40+149,08U/ml
an Tag 180.

Abbildung 15: slL- 2R- Serum Spiegel im Verlauf (Mittelwert mit Standardabweichung)

700~

slL- 2R inU/ml
:
Pt

— T 3 7 I 3
& P & 5 @@2‘ o>
A Py > N
s K
3.5 Responder vs. Non-Responder

Wie zuvor erwahnt konnte bei 8 der 11 Patienten eine rasche Verbesserung der neurologischen
Symptomatik bereits nach der 3. IA verzeichnet werden.

Mit Hilfe der Abteilung fir medizinische Statistik erfolgte die getrennte Auswertung bezogen auf das
Ansprechen auf die Therapie, definiert als Verbesserung der neurologischen Symptomatik. Bei
Erreichen einer Signifikanz wurden die einzelnen Visits mit dem Ausgangswert verglichen, um
herauszufiltern ab wann der signifikante Effekt eingetreten ist. Das Signifikanz-Niveau wurde mit Hilfe
der Bonferroni-Formel angepasst.

Die Verbesserung des Visus ist bei alleiniger Betrachtung der Responder signifikant mit 0,15+0,12 auf
0,89+0,15 (p<0,01). Dahingegen zeigten die Non-Responder, wie die Definition vorausgesetzt, keine
Verbesserung des Visus (0,03+0,06 vs 0,04+0,02).
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Abbildung 16: Visus-Verlauf Responder vs. Non-Responder ((Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: *=
p<0,05; **=p<0,01)
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Fuhrt man eine nicht- parametrische Korrelation mit der Anzahl der Tage zwischen Symptom- und
Therapiebeginn und relativer Visusverbesserung bei den Responder-Patienten durch, zeigt sich eine

negative Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von -0,539 (p=0,08)

Abbildung 17: Korrelation zwischen Anzahl der Tage zwischen Symptom- und Therapiebeginn und relativer

Visusverbesserung
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Auch der EDSS der Responder zeigt, im Gegensatz zu den Non-Respondern, eine deutliche
Reduktion der Punktwerte (4,06+1,82 auf 2,88+2,74 vs 3,67+0,58 auf 4,00+0,00; Responder: p=0,58).

Abbildung 18: EDSS Responder vs. Non-Responder (Mittelwert mit Standardabweichung)
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Beim ISS ist nach Trennung der Patienten in Responder und Non-Responder eine signifikante
Reduktion der Punkte erzielt worden, wohingegen bei den Patienten die nicht auf die Therapie
angesprochen haben der Punktwert des ISS diskret gestiegen ist (8,00+9,02 auf 5,75+6,78 vs
2,33+0,58 auf 2,50+0,71; Responder: p=0,04)

Abbildung 19: ISS Responder vs. Non-Responder (Mittelwert mit Standardabweichung; Signifikanzniveau: **=p<0,01)
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Laborchemisch zeigt sich bei den Immunglobulinen und Komplementfaktoren kein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Zu Beginn der Therapie zeigt sich bei den Respondern
ein deutlich erhohter C4-Spiegel bei den Respondern von 0,18g/l im Vergleich zu den Non-

Respondern mit 0,10g/I.

Abbildung 20: IgA, IgM, IgG und Komplement Responder vs. Non-Responder (Mittelwert mit Standardabweichung;

Signifikanzniveau: *= p<0,05; **=p<0,01)
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Einzig bei der Bestimmung des slIL-2R konnte, im Gegensatz zur Gesamtauswertung, ein signifikanter
Unterschied in der Responder-Gruppe detektiert werden (660,00+2,82 auf 372,25+164,09; p=0,03)

Abbildung 21: slIL-2R Responder vs. Non-Responder (Mittelwert mit Standardabweichung)
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3.6 Nebenwirkungen und Therapie- assoziierte Komplikationen

An moderaten, nicht-lebensbedrohlichen Nebenwirkungen traten Komplikationen auf, die mit der
Anlage des groR3lumigen zentral-vendsen Zugangs in Zusammenhang standen. Im Verlauf der
Behandlung erlitt ein Patient eine Katheterinfektion, welche aber nach rascher Antibiotika-Gabe und
Entfernung des Katheters sistierte. Ein weiterer Patient entwickelte nach Abschluss der Therapie eine
einseitige Jugularvenen-Thrombophlebitis. Diese fiihrte zu einer erneuten Verschlechterung des
Visus.

Alle Patienten wurden nach jeder 1A-Behandlung mit einem Fragebogen nach Nebenwirkungen der
Therapie befragt. Allgemein traten wahrend und nach der Therapie lediglich milde Nebenwirkungen
auf. Die Patienten gaben am haufigsten Schwindel, Kopfschmerzen und Blutdrucksenkung, gefolgt
von Ubelkeit und Erbrechen an. Kéltegefiihl war ein haufig genanntes Ereignis. Weiterhin kam es zu
Parasthesien und Muskelkrdmpfen sowie Bluthochdruck, Brustschmerz und Herzklopfen. Ein Patient
klagte nach der Therapie Uber eine verstopfte Nase und anormale Stimulation der Tréanendrise. Zu
Ubermafigem Schwitzen kam es bei funf der Patienten. Des Weiteren gaben die Patienten starken

Husten, Fieber, Juckreiz und Urtikaria an.

Tabelle 10: leichte Nebenwirkungen der Therapie

Leichte Nebenwirkung Anzahl der Patienten (n=11) Anzahl der Therapien(n=55)

Kopfschmerzen 3 5

Ubelkeit

Erbrechen

Unwohlsein

Schwindelgefiihl

Hypotonie

Hypertonie

Brustschmerzen

Palpitationen

Atembeschwerden

Starker Husten

Verstopfte Nase

Anormale Stimulation der Tranendriise

Urtikaria

Juckreiz
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Kaltegefuhl

UberméRiges Schwitzen

Parasthesien

Muskelkrampfe

Tinnitus
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Tabelle 11: moderate Nebenwirkungen der Therapie

moderate Nebenwirkung

Anzahl der Patienten (n=11)

Anzahl der Therapien (n=55)

Shaldon- Katheterinfektion

1

1

Jugularvenen- Thrombophlebitis

1

1

3.7 Experimentelle Ergebnisse

3.7.1 2D- SDS Gelelektrophorese

Wir analysierten das Eluat, welches wir aus der Immunadsorptions-Saule eines jeden Patienten

gewonnen hatten. Bei dieser Analyse des fanden wir neben den erwarteten Proteinen wie Fibrinogen,

Immunglobuline und Komplementfaktoren sowie einige Eiweil3e, die in der Pathogenese der Multiplen

Sklerose eine Rolle spielen kdnnten. Von besonderem Interesse sind fur uns das basische Myelin-

Protein und das CD5-Antigen.

Nach der Anfertigung von 2D-SDS Gelen erfolgte die Auswertung der Proteine mittels MALDI-TOF-

Proteinidentifikation. In der folgenden Tabelle werde die Proteine aufgefiihrt einen Peptide-Mass-

Fingerprint-Score von >56 erreicht haben und somit signifikant sind (p<0,05). Auch die Proteinmasse

in Dalton und das entsprechende Gen sind hier aufgefiihrt. Swiss Prot gibt die Datenbank an, mit der

die Proben verglichen wurden.

Abbildung 22: Beispiel SDS- PAGE Gel (Coomassie- Blau)
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3.7.2 Ergebnisse der MALDI-TOF-Analyse
Tabelle 12: Proteinanalyse mittels MALDI- TOF
Proteinname Gene Name Accession Swiss Prot Nominal Mass PMF- Score
Apo“pg_‘l”me'” APOA1L APOA1 HUMAN 56.6 30759 119
Apo"pA?K/mte'“ APOA4 APOA4 HUMAN 56.6 45371 67
Clusterin CLU CLUS HUMAN 56.8 53031 88
Complement
T CF1 CFA1 HUMAN 56.8 68072 86
Complement CFH CFAH 57.1 143680 61
factor H
Fibrinogen alpha
. FGA FIBA HUMAN 57.1 95656 103
chain
Fibrin alpha C . .
term fragment Keine Angabe gi 223057 NCBI nr 14443 85
Fibrinogen beta FGB FIBB HUMAN 57.1 56577 78
chain
Fibrinogen
gamma chain FGG FIBG HUMAN 57.2 52106 71
ISl e HRG HRG HUMAN 57.0 60510 152
glycoprotein
Kininogen 1 KNG1 KNG1 HUMAN 56.8 72996 70
Plasminogen PLG PLMN HUMAN 56.6 93247 55
Serum Amyloid-
P Komponente APCS SAMP HUMAN 56.8 25485 62
Transthyretin TTR TTHY HUMAN 56.6 15991 70
anti- human
Cytomegalovirus
Antibody, Chain keine Angabe gi 218681891 23961 55
A, crystal
structure
anti-human
Cytomegalovirus
antibody 8f9 . .
plus gb Peptide Keine Angabe gi 218681891 NCBI nr 23961 65
Chain A, crystal
structure
Chain L, crystal
structure of the
broadly Keine Angabe gi 75765276 NCBI nr 23800 80
neutralizing Anti
Hiv
Chain L, crystal
structure of a . .
glycosylated Fab Keine Angabe gi 99031801 NCBI nr 23616 79
from an IgM
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Cryoglobulin

Chain A,
Structual
characterization
of a mutated,
Adcc-Enhanced
Human Fc Fr

Keine Angabe

gi 171848866

NCBI nr

25749

66

CD5 antigen- like

CD5L

CD5L HUMAN

56.8

39603

62

Immunglobulin
kappa chain, C
region

IGCK

IGCK HUMAN

57.2

11773

73

Immunglobulin
kappa light
chain variable
region

keine Angabe

gi 48475436

NCBI nr

21251

80

Immunglobulin
kappa light
chain VLJ region

keine Angabe

gi 21669479

NCBI nr

29086

76

IGKC protein

keine Angabe

gi 49258112

25915

78

Monoclonal IgM
antibody light
chain

keine Angabe

gi 41388186

NCBI nr

26008

65

Cleavage
stimulation
factor, subunit,
tau variant

CSTF2T

CSTFT HUMAN

57.2

64624

57

Gelsolin

GSN

GELS HUMAN

57.2

86043

95

Microtubule-
actin
crosslinking
faktor 1

MACF

MACF1

57.0

623626

57

Mps one binder
kinase activator-
like2A

MOBKL2A

MOL2A

57.0

25676

55

Myelin basic
protein

MBP

MBP HUMAN

56.6

33097

53

Malate
Dehydrogenase
zytoplamsatic

MDH1

MDHC HUMAN

56.6

36631

57

Small ubiquitin-
related modifier

SUMO1

SUMO1 HUMAN

57.2

11607

59

Transmembrane
and TPR repeat-
containing
protein 1

TMTC1

TMTC1 HUMAN

57.2

88209

62

Zinc finger
protein
basonuclin-2

BNC2

BNC2 HUMAN

57.2

1236677

62

39S ribosomal
protein L13
mitochondrial

MRPL13

RM13 HUMAN

57.0

20736

58
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4. Diskussion

4.1 Plasmaaustausch (PE)

Bei der Therapie der schweren Optikusneuritis im Rahmen einer MS stellt die hochdosierte Gabe von
Kortikosteroiden den derzeitigen Goldstandard dar (Beck et al. 1993). Jedoch zeigen manche
Patienten kein Ansprechen auf diese Stof3therapie und erfilllen damit die Indikation zu einem PE,
welcher nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie aus dem Jahre 2008 die
einzige etablierte Eskalationstherapie des Steroid- refraktaren Schubes bei der MS darstellt (Diener
und Putzki 2008). Grundlage hierflr ist eine Placebo- kontrollierte Studie an Patienten mit
neurologischen Defiziten im Rahmen einer MS, aber auch anderen demyelinisierenden Erkrankungen,
welche ein Ansprechen auf den PE mit Besserung der Symptomatik in 42% zeigten (Weinshenker et
al. 1999). Daneben gibt es derzeit nur wenige Daten Uber die therapeutische Wirksamkeit des PE bei
der MS und aktuell vorliegende Studien weisen nur geringe Fallzahlen auf. Eine Ubersicht ist in

Tabelle 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13:

Zusammenfassung der Studien zum PE bei MS

Khatri et al. doppel-blind chronisch- .
1085 54 kontrolliert progredient 20 k.A. nein 1x/Woche EDSS-Verbesserung
Weinshenker i verschiedene . signifikante Verbesserung neurologischer
etal. 1999 36 doppel-blind akute l 3000 12 KA Defizite bei 42%
Weiner et al doppel-blind chronisch- signifikante Verbesserung des klinischen
1990 . 116 multizentrisch rogredient 1 KA. ja 8 Wochen Scores nach 4 Wochen
randomisiert prog
Ruprecht et ) akute . Verbesserung der Sehkraft bei 7 von 10
al. 2004 10 retrospekiv Optikusneuritis KA. KA. ja KA. Patienten
Schilling et al. 16 . . 71% mit gutem bzw. sehr gutem
2006 (3 pédiatrische) retrospektiv RRMS 5 3000 ja 26 Tage Anssprechen auf den PE
Verbesserung des Visus im Rahmen der
Tret;ztogt al. 20 retrospektiv RRMS 3-7 Patien%éi- flgg?neaggimens ja k.A. Optikusneuritis bei 76%, Verbesserung mit
P anderer Schubsymptomatik bei 87,5%
Habek et al. . . 1 Patient mit ausgepragter, 2 mit leichter, 1
2010 4 retrospektiv RRMS 5 2750 ja 5 Tage mit keiner Verbesserung
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Schon im Jahre 1985 konnten Khatri et al. in einer verblindeten Placebo-kontrollierten Studie an 54
Patienten mit MS zeigen, dass durch einen woéchentlichen PE (ber insgesamt 20 Wochen eine
signifikante Besserung der Beschwerdesymptomatik bei 14 von 26 Patienten erreicht werden konnte,
in der Placebogruppe besserten sich dagegen nur 8 von 28 Patienten (Khatri et al. 1985).

Die Wirksamkeit des PE wird durch eine multizentrisch randomisierte und verblindete Studie an 116
Patienten mit chronisch-progredienter Verlaufsform der MS von Weiner et al. bestétigt, welche eine
signifikant raschere Besserung der Symptomatik gegentiber der Placebogruppe durch insgesamt 11
PE-Behandlungen innerhalb von 8 Wochen und begleitender immunsuppressiven Therapie mit dem
adrenokortikotropen Hormon (ACTH) und Cyclophosphamid erreichen konnten. Langzeiteffekte waren
auch nach der letzten Behandlung weitere 12 Wochen nachweisbar (Weiner et al. 1990).

Hinsichtlich einer Optikusneuritis im Rahmen der MS konnten Ruprecht et al. eine signifikante
Verbesserung des Visus bei 7 von 10 Patienten durch den PE erreichen (Ruprecht et al. 2004).

In einer weiteren retrospektiven Studie der Abteilungen Neurologie und Nephrologie & Rheumatologie
der Universitatsmedizin Gottingen wurde der klinische Verlauf bei 13 Erwachsenen sowie 3
padiatrischen Patienten mit MS beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass 71% der Patienten ein
gutes bis sehr gutes Ansprechen bereits nach der dritten PE-Behandlung aufweisen. In dieser Studie
betrug die Dauer zwischen Schubbeginn und Therapiestart im Mittel 28 Tagen, wobei ein friher
Therapiestart mit einem gunstigerem klinischen Verlauf korrelierte (Schilling et al. 2006).

Eine etwas groRere Studie an 21 Patienten mit Steroid-refraktarer MS konnte eine klinische
Verbesserung der mono- oder bilaterale Optikusneuritis bei 76% bzw. Verbesserung anderer
Schubsymptomatiken bei 87,5% der Patienten erreichen (Trebst et al. 2009).

Im Jahre 2010 wurde eine weitere Studie zum PE bei MS von Habek et al. an 4 Patienten mit
schwerer Verlaufsform publiziert. Hier konnte beobachtet werden, dass ein funfmaliger PE bei einem
Patienten ein sehr gutes Ansprechen zeigte, bei zwei Patienten konnte eine leichte Verbesserung der
Symptomatik erreicht werden, ein Patient war Non-Responder ohne Besserung der
Beschwerdesymptomatik (Habek et al. 2010).

In unserer Studie wurden 11 Patienten mit steroid-refraktarer Optikusneuritis im Rahmen eines MS-
Schubs mittels IA als Eskalationstherapie behandelt. Die Fallzahl ist gering, fir eine monozentrische
Studie jedoch vergleichbar mit anderen Publikationen. Eine Placebo- behandelte Kontrollgruppe gab
es in unserer Studie nicht, da dies ethisch nicht vertretbar gewesen ware. Mdglich und interessant
jedoch ware eine kontrollierte Studie, welche die Wirksamkeit von PE versus |A vergleicht.
Vergleichbar mit den Responderraten der PE- Studien zeigten in dieser Studie 8 der 11 Patienten ein
gutes Ansprechen auf die IA.

Ahnlich zum PE konnte schon in der frihen Therapiephase eine Besserung der klinischen
Symptomatik in dieser Studie dokumentiert werden. Verglichen mit dem Ausgangswert vor
Therapiebeginn konnte bei den Respondern bereits nach der dritten Behandlung eine Verbesserung
des Visus auf 300% des Ausgangswertes bzw. nach der funften Behandlung auf 525% des
Ausgangswertes erreicht werden. Auch in der Posttherapiephase nach der letzten Behandlung konnte

ein gunstiger Einfluss der IA auf den Visus mit Anstieg auf 567% des Ausgangswertes nach 30 Tagen
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bzw. auf maximal 600% des Ausgangswertes nach sechs Monaten beobachtet werden, was fir eine
positive Nachwirkphase der Therapie sprechen kodnnte. Aufgrund einer fehlenden Placebo-
behandelten Kontrollgruppe ist nicht auszuschlielen, dass ein verzégerter Wirkeintritt der
Stol3therapie mit Kortikosteroiden oder eine spontane Remission der Erkrankung bei einigen
Patienten zu dieser Besserung der Symptomatik fuhrt, welche sich nicht ausschlieBlich auf die IA
zurlickfihren lasst. Doch beweist das vermehrte Ansprechen und der verbesserte Therapieerfolg bei
friherem Therapiebeginn, dass die IA-Behandlung prognostisch ginstige Effekte aufweist. Diese
Verbesserung des Visus wurde durch Verkurzung der Latenz sowie Anstieg der Amplitude in den
gemessenen VEP’s wahrend und nach der Behandlungsphase objektiviert. So konnte auch die
relevante Reduktion der Punktezahl des EDSS und ISS erst nach Therapieende durch einen lber die
Behandlung hinaus andauernden Effekt der IA auf die Krankheitsaktivitat erklart werden.

Insgesamt zeigt sich bei Betrachtung der Studienlage ein sehr heterogenes Bild des Aufbaus der
verschiedenen Studien. Die Patientenzahlen bewegen sich zwischen 4 und 116, die Mehrzahl der
Studien sind retrospektiv. Bisher gibt es nur drei kontrolliert-prospektive Studien, welche die
Wirkungsweise des PE bei der MS untersucht haben, wobei in keiner der vorliegenden Arbeiten
zwischen akuter und chronischer Verlaufsform unterschieden wurde. Unsere Studien zeichnet sich
durch ein sehr homogenes Patientenkollektiv aus, da sich der akute Schub der MS bei allen Patienten
in Form einer akuten monolateralen Optikusneuritis auswirkte. Wie in den Leitlinien gefordert und
auch in dieser Studie als Einschlusskriterium gefordert, wurden bei nahezu allen Studien Patienten
behandelt, die an einem steroid- refraktdren Schub der MS litten.

Auch die Anzahl und Frequenz der PE-Behandlungen ist sehr unterschiedlich. So fuhrten Trebst et al.
drei bis funf Behandlungen pro Patient Uber einen Zeitraum von bis zu vier Wochen durch, dagegen
wurde die Patienten von Khatri et al. mit 20 PE-Behandlungen Gber 20 Wochen therapiert (Khatri et al.
1985, Trebst et al. 2009). In der dargestellten Studie wurde die IA mit 5. Zyklen in einem Zeitraum von
ca. 10 Tagen durchgefinhrt.

Aufgrund der variablen Studienprotokolle ist nach aktueller Studienlage nicht ersichtlich, wann mit der
PE-Behandlung begonnen und in welcher Dosis, Anzahl und Frequenz diese durchgefiihrt werden
sollte. Dies unterstreicht die Relevanz zukinftiger prospektiver Studien Uber die Behandlung der MS

unter Beriicksichtigung der verschiedenen Subtypen und Verlaufsformen.
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4.2 Immunadsorption (1A)

Eine alternative Behandlung des Steroid-refraktaren Schubes der MS stellt die IA dar. Sie ist bislang
weder in den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie aus dem Jahre 2008 noch im
Apheresestandard der Arbeitsgemeinschaft fur klinische Nephrologie aus dem Jahre 2003
festgehalten. Die Wirksamkeit der IA bei der MS wurde bislang nur an drei klinischen Arbeiten
untersucht, wobei nur Moldenhauer et al. eine prospektive Studie durchgefiihrt haben, allerdings an
einem sehr inhomogenen Patientenkollektiv mit akuter und chronischer Verlaufsform einer MS (de
Andrés et al. 2000, Hosokawa et al. 1989, Moldenhauer et al. 2005). Die vorliegende Arbeit stellt
daher die zweite prospektive Arbeit zur 1A bei MS Uberhaupt dar, wobei in dieser Studie erstmalig ein
homogenes Patientenkollektiv mit Steroid-refraktarer Optikusneuritis und akuter Verlaufsform

bertcksichtigt wurde. Tabelle 14 fasst die bisherigen Studien zur IA-Behandlung bei MS zusammen.
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Tabelle 14: Zusammenfassung der Studien zur IA bei MS
. . IA-Anzahl/ behandeltes oMl F Steroid- -
Autoren Patientenzahl Studientyp MS-Typ Patient Plasmavolumen Adsorbermatrix/Ligand refraktar Zeitraum Outcome
Hosokawa et al. . chronisch . .
1989 16 retrospektiv progredient >10 3000ml Polyvinylalkohol/Tryptophan nein 6 Monate EDSS- Verbesserung
signifikante
de Andrés et al. . . Verbesserung
2000 3 retrospektiv RRMS 5-6 k.A. k.A. ja 7-10 Tage neurologischer Defizite
bei 42%
Sepharose-konjugierte signifikante
Moldenhauer 12 rospektiv RRMS 14 L,5-faches Schafanﬁikt’)r er ge {anghumanes nein 90 Tage Verbesserung des
et al. 2005 prosp SPMS Plasmavolumen P Igg 9 9€ | Kiinischen Scores nach
4 Wochen
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In einer von Hosokawa et al. im Jahre 1989 durchgefiihrten Studie an 16 Patienten mit neurologischer
Symptomatik einer MS erfolgte eine 1A mit initial zwei Behandlungen pro Woche tber zwei Wochen,
anschlieBend einer Behandlung pro Woche (ber acht Wochen und zuletzt alle zwei Wochen
(Hosokawa et al. 1989). Hierbei erfolgte die Behandlung von insgesamt 3000ml Plasmavolumen
mittels IA bei jeder Therapie, wodurch es zu einer Verbesserung der Gehfahigkeit bei vier, der
Stehféahigkeit bei sechs und der Sitzfahigkeit bei sieben Patienten kam. Auch Sensibilitatsstérungen,
Visusminderung und Inkontinenz waren durch die IA-Behandlung rucklaufig. 16 Patienten mit langer
Therapiedauer und chronisch-progredienten MS wurden eingeschlossen, es wurde keine Behandlung
bei der schubférmigen Verlaufsform durchgefunhrt.

Eine weitere Studie von de Andrés et al. untersuchte die Wirksamkeit der 1A bei der malignen MS,
einer prolongierten Verlaufsform mit schweren Rezidivereignissen, welche ein sehr schlechtes
Ansprechen auf die hochdosierte Steroidtherapie aufweist (de Andrés et al. 2000). Bei insgesamt drei
Patienten erfolgte hier eine Therapie mittels finf bis sechs IA-Behandlungen und anschlielBender
immunsuppressiver Erhaltungstherapie mit ACTH in Kombination mit Cyclophosphamid oder
Mitoxantron. Alle Patienten zeigten eine Verbesserung der Verlaufsform Uber einen
Nachbeobachtungszeitraum von im Mittel 7,6 Jahren, wobei ein Patient ein mildes Rezidiv erlitt.

Die erste prospektive Studie in diesem Bereich wurde von Moldenhauer et al. im Jahre 2005
durchgefiihrt (Moldenhauer et al. 2005). Die IA zeigte bei 12 Patienten mit akuter oder chronischer
Verlaufsform einer sekundar-progredienter MS eine Stabilisierung der zerebralen Lasionen in der
Magnetresonanztomografie durch 14 Behandlungen Ulber einen Zeitraum von zehn Wochen. Auch
Uber die Therapiephase hinaus konnte nach drei Monaten ein signifikant niedriger EDSS
nachgewiesen werden.

Wie auch bei den PE-basierenden Studien zeigt sich bei den IA-Untersuchungen ein sehr
heterogenes Studiendesign hinsichtlich Einschlusskriterien, Therapiemodus und
Effektivitatsbeurteilung. Die Fallzahl in den publizierten IA-Studien bewegt sich zwischen 3 und 16,
unsere Studie ist mit einer Anzahl von 11 Patienten somit vergleichbar. Keine der Studien hat die
Wirkung der 1A gegen eine Kontrollgruppe verglichen.

Einzig die Arbeitsgruppe um de Andrés et al. hat als Einschlusskriterium eine vorherige Steroid-
Behandlung vorausgesetzt. Auch wurde in den bisherigen Studien nicht zwischen der chronischen
und schubférmigen Verlaufsform der MS unterschieden, sodass die Wirkung der IA bei akutem
Steroid-refraktdrem Schub der MS bisher in keiner Studie untersucht wurde.

Allerdings ist Uber das Ansprechen gerade der schubférmigen Verlaufsform der MS auf die 1A bislang
wenig bekannt, da die Patientenkollektive vorheriger Arbeiten aus chronischen oder gemischt
schubférmigen sowie chronisch-progredienten Verlaufen bestanden.

Somit ist die vorliegende Arbeit mit Einschluss von 11 Patienten die erste umfangreichere prospektive
Studie Uber die Behandlung der ausschliel3lich akuten Verlaufsform der Steroid-refraktdren MS mittels
IA, welche die Langzeiteffekte dieser Therapie auch Uber eine ausreichende Nachbeobachtungszeit

untersucht. Ein Vorteil liegt in dem sehr homogenen Patientenkollektiv, da alle Patienten an einer
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akuten monolateralen Optikusneuritis litten. Diese Arbeit bestatigt frihere Beobachtungen Uber einen
glnstigen Effekt der IA auf den Verlauf dieser Erkrankung.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein unzureichendes Ansprechen auf die 1A mit
ausbleibender Besserung des Visus nach der dritten Behandlung mit einer schlechten Prognose des
weiteren Krankheitsverlaufes verbunden ist. So zeigten diese Non-Responder auch im weiteren
Verlauf kein Ansprechen auf die IA, so dass bei diesen Patienten nach der dritten Behandlung ein
Beendigung der Behandlung bzw. ein Therapiewechsel erwogen werden sollte.

Vergleiche mit Daten anderer Arbeitsgruppen sind schwierig, da diese meist retrospektiv erhoben
wurden und die einzig prospektive Studie von Moldenhauer et al. nicht zwischen schubférmiger und
chronisch- progredienter Verlaufsform unterschieden hat. Bisher war in nur einer Studie eine Steroid-
Vorbehandlung Voraussetzung zum Einschluss in die Studie. Sieht man die 1A als
Eskalationstherapie, sollte eine Vorbehandlung mit Steroiden die Voraussetzung fur den Beginn einer
IA-Therapie sein. Auch dies wiederum wirde ausschlie3lich bei der akuten Verlausform der MS einen
Sinn ergeben. Weitere Aspekte der erschwerten Vergleichbarkeit sind die Verwendung
unterschiedlicher Liganden in den Adsorbersaulen und das behandelte Plasmavolumen, welches
zwischen dem 1,5-fachen des errechneten Gesamtplasmavolumens und 3000ml variiert. Bisher gibt
es keine Untersuchungen zur Effektivitdt der einzelnen Liganden. Somit missen zukulnftige Studien
klaren, von welchen Adsorbersaulen und behandelten Plasmavolumina die Patienten maximal
profitieren und ein noch friherer Therapiebeginn und die Erhéhung der Anzahl der Behandlungen zu
einem noch besseren Langzeitergebnis fihren. Des Weiteren sollte Gegenstand dieser Studien sein,
die Wirksamkeit auch bei anderen Formen der MS zu untersuchen und die IA-Behandlung mit den

Erfolgen der PE-Behandlung zu vergleichen.

4.3 Nebenwirkungen

Ein wichtiger Aspekt bei der Behandlung neurologischer Patienten mittels PE ist deren, verglichen mit
der Behandlung internistischer Patienten, signifikant erhohtes Risiko fiir Komplikationen (Bramlage et
al. 2009). Insgesamt wurde ein Risiko fir Nebenwirkungen jeglicher Art zwischen 4,2% und 25,6%
beschrieben (Bramlage et al. 2009, Samtleben et al. 1980, Sprenger et al. 1984). In der Genese der
Nebenwirkungen sollte zwischen Therapie-, Antikoagulation- und Zugangs- assoziiert unterschieden
werden. Die haufigsten Nebenwirkungen sind Zugangs- assoziiert und wurden in dieser Arbeit mit
10,3% angegeben. Da bei der IA kein Substituat verwendet wird wéaren Therapie- assoziierten
Nebenwirkungen, wie beispielsweise allergische Reaktionen die durch die Ubertragung von
Fremdblutbestandteilen beim PE entstehen und mit 4,6% angegeben werden, vermeidbar.

Dagegen ist Uber die Risiken oder Nebenwirkungen der 1A-Behandlung nur wenig bekannt. Bislang
gibt es keine Studie, welche diese beschreibt. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
leichte Nebenwirkungen wie Kéltegefuhl, Unwohlsein oder Kopfschmerzen bei nahezu allen Patienten
wahrend der Therapiephase auftraten und als Therapie- assoziierte Nebenwirkungen gesehen werden
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konnen. Die moderaten Nebenwirkungen sind Zugangs- assoziierte Nebenwirkungen die auf die
notwendige Anlage eines gro3lumigen zentralen Venenkatheters, eines sogenannten Shaldon-
Katheters, zurlickzufiihren waren. Ein Patient erlitt wahrend der Therapiephase eine Infektion des
Katheters, der andere nach Abschluss der Therapie eine Thrombose im Bereich der Jugularvene,
sodass sich eine Inzidenz fur moderate Nebenwirkungen von 18,2% angeben lasst. Diese waren
durch die Anlage eines Gefél3zuganges verursacht und sind daher nur indirekt assoziiert mit der IA-
Behandlung. Die hohe Inzidenz ist jedoch ein Argument die alternative veno-ventse Behandlung mit
Punktion der Kubitalvenen zu bevorzugen. Einen direkten Zusammenhang ergab sich bei leichten
Nebenwirkungen, welche sich bei gutem bis sehr gutem Therapieansprechen auf die IA vertreten
lassen. Bei 11 Patienten ist die Aussagekraft Uber mogliche Nebenwirkungen im Vergleich zu
Analysen von tber 1000 PE- Behandlungen deutlich eingeschréankt. Hier missen zukinftige Studien
an groReren Patientenkollektiven direkte und indirekte Nebenwirkungen der IA aufzeigen, um diese

mit dem PE vergleichen zu kdnnen.

4.4 Responder und Non-Responder

Die Anzahl der Responder lag in der vorliegenden Arbeit bei acht Patienten, drei zeigten als Non-
Responder keine Besserung des Visus im Verlauf der Therapiephase. Das Ansprechen aller
Responder schon nach der dritten 1A-Behandlung lasst eine frihzeitige Unterscheidung der beiden
Gruppen zu, die Gruppe der Non-Responder zeigte auch im weiteren Therapieverlauf keine
Besserung des eingeschrankten Visus.
Unterschiede zwischen der Gruppe der Responder und der Non-Responder zeigten sich in dieser
Arbeit auch laborchemisch. So ist bei den Respondern nach der funften 1A-Behandlung ein deutlicher
Effekt mit Absinken des sIL-2R-Spiegels im Blut nachweisbar, welcher auch in der
Nachbeobachtungsphase nach der Therapie anhalt. Dies war in der Gruppe der Non-Responder
wahrend und nach der Therapiephase nicht zu beobachten.
Die Unterscheidung und Diagnose der einzelnen Subtypen der MS lasst sich nur mittels zerebraler
Biopsie sichern, welche nicht routinemaRig durchgefihrt werden. Einmalig konnten Keegan et al.
mittels Hirnbiopsien nachweisen, dass ein Ansprechen auf den PE mit dem Antikdrper-vermittelten
Subtyp 2 der MS korreliert (Keegan et al. 2005). Auch wenn der Vergleich von 8 Respondern vs 3
Non-Respondern sehr kritisch zu sehen ist, zeigen die Beobachtungen in der vorliegenden Arbeit,
dass gerade die Gruppe der Responder erhdhte Plasmaspiegel humoraler Faktoren aufweisen. Diese
erhdhten Plasmaspiegel werden durch die IA effektiv gesenkt und dies wiederum kénnte - im
Kontext mit den verschiedenen Subtypen der MS - bedeuten, dass die Gruppe der Responder an
dem Antikorper-vermittelten Subtyp 2 der MS leiden. Bei den drei Patienten, welche auf die 1A nicht
angesprochen haben, kdnnte ein Subtyp der MS vorliegen, welcher nicht durch Antikbrper vermittelt
wird und somit humorale Bestandteile des Immunsystems in dieser Gruppe nicht erhéht gemessen
werden konnten.
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Ziel einer bereits geplanten Studie ist es, immunologische Unterschiede sowohl im Plasma wie auch
im Eluat der Adsorbersaulen der Responder und Non- Responder mittels 2D-DIGE-TOF-MS-Analyse
naher zu untersuchen. Hierzu werden maximal drei verschiedene Proteinextrakte mit je einem
Farbstoff markiert, gemischt und gemeinsam auf demselben Gel getrennt. Da die Farbstoffe separat
voneinander detektiert werden koénnen, ermdglich dies die Identifizierung unterschiedlicher
Proteinmuster um eine Klassifizierung und Abschétzung des Therapieansprechens zu ermdglichen.
Ein weiterer Aspekt dieser Folgestudie ist die Identifikation von Serum-Proteinen sein, welche sich
durch die Immunadsorptionsbehandlung verandern und im Rahmen der Immunmodulation eine Rolle

spielen kénnten.

4.5 Hypothese zum Wirkmechanismus der IA

Der theoretische Hintergrund fir die Behandlung des Steroid-refraktaren Schubes der MS mittels PE
oder 1A stellt die Elimination humoraler Bestandteile des Immunsystems dar, welche
pathophysiologisch an der Vermittlung der Erkrankung beteiligt sind. So erklaren sich Beobachtungen
von Keegan et al.,, welche nach PE ein Ansprechen von 100% bei Patienten mit vor der
Therapiephase bioptisch gesichertem Antikdrper-vermittelten Subtyps 2 der MS nachweisen konnten
(Keegan et al. 2005). Dagegen war die Therapie bei Patienten mit den Subtypen 1 und 3 erfolglos, es
zeigte sich keine Besserung der Beschwerdesymptomatik. Die Behandlung mittels IA stitzt sich auf
diesen pathophysiologischen Hintergrund mit dem Vorteil der spezifischen Elimination pathogener
Plasmabestandteile ohne Austausch des gesamten Patientenplasmas, wie es bislang beim PE
durchgefihrt wird.

In dem experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Eluate der Adsorbersaulen auf
deren Zusammensetzung untersucht, um Aufschluss Uber eine mdgliche Elimination von Mediatoren
der MS durch die IA zu identifizieren. Die Identifikation einiger Proteine, welche durch die
Adsorbersaulen bei der IA-Behandlung selektiv eliminiert wurden, erfolgte mittels 2D-SDS-
Gelelektropherese und anschlieRender MALDI-TOF-Proteinidentifikation. Der Proteinbereich dieser
Methode liegt bei einer molekularen Masse zwischen 5 und 200kDa, wobei auf Grund des wassrigen
Milieus der Trennsysteme insbesondere hydrophile Proteine aufgetrennt werden und eine
Identifikation sehr basischer Proteine wegen des pH-Bereiches zwischen drei und zehn erschwert ist
(Klose 1975; O’ Farrell 1975).

Insgesamt konnten 38 Proteine in den Eluaten identifiziert werden. Neben haufigen Plasmaproteinen
wie Fibrinogen, Albumin und Plasminogen wurden auch regulatorische Faktoren des Immunsystems
wie Komplement | und H identifiziert. So konnten Padilla-Docal et al. im Liquor erhohte
Konzentrationen des Komplementfaktors C3c im akuten Schub einer MS nachweisen, sodass in der
Aktivierung des Komplementsystems ein Pathomechanismus der Genese der MS vermutet wird
(Padilla-Docal et al. 2007). Schneider konnte im Jahre 1996 bei Patienten mit MS nachweisen, dass
die Behandlung mittels PE zu einer Verminderung des Komplementfaktors C3 im Plasma fihrt
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(Schneider 1996). Der Komplementmodulator FUT-175, welcher die Produktion von C3a und C5
verhindert, stellt hierbei einen méglichen experimentellen Ansatz dar. So konnten Li et al. zeigen, dass
dieser nach intraperitonealer Applikation einen therapeutisch giinstigen Effekt mit verminderter
Konzentration von C3a im Tiermodell der MS aufweist (Li et al. 2009). Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte ein Einfluss der IA wahrend der Therapiephase auf das Komplementsystem mit Reduktion von
C3c und C4 im Plasma nachgewiesen werden. Ob dies durch eine spezifische Adsorption einzelner
Komplementkomponenten an die Adsorbermatrix oder eine extrakorporale Aktivierung des
Komplementsystems mit Verbrauch der Komponenten verursacht wird, konnte die Arbeit nicht
beantworten.

Des Weiteren gelang in der vorliegenden Arbeit der Nachweis von Transthyretin, Serum-Amyloid,
Clusterin, Gelsolin, Kininogen-1 und Immunglobulinen im Eluat der Adsorbersaulen, welche durch die
IA eliminiert wurden und als mdgliche pathomechanistische Faktoren der MS diskutiert werden
(Rithidech et al. 2009).

Als ein weiteres Protein im Eluat der Adsorbersédulen konnte das am Aufbau der Myelinscheide des
ZNS beteiligte Myelin-basische Protein (MBP) identifiziert werden, welches ein Autoantigen
immunologischer Prozesse des ZNS darstellt, bei demyelinisierenden Prozessen vermehrt im Liquor
nachgewiesen werden konnte und im Tiermodell eine experimentelle Enzephalomyelitis nach passiver
Immunisierung verursacht (Cohen et al. 1976, Gold et al. 2006, Whitaker et al 1980). Die Elimination
dieses Proteins scheint spezifisch, da bei seriellen Plasmaanalysen der behandelten Patienten ein
Abfall Uber die Behandlung zu verzeichnen war (unveroffentlichte Analysen auf3erhalb dieser
Dissertation). Harp et al. konnten im peripheren Blut von Patienten mit MS vermehrt MBP-spezifische
Gedachtniszellen nachweisen, welche die Migration aktivierter T-Lymphozyten aus den Lymphknoten
induzieren und diese zur Produktion insbesondere des inflammatorischen Zytokins Interferon-gamma
stimulieren (Harp et al. 2010). In einer doppelt verblindeten Placebo-kontrollierten Studie an 32
Patienten mit MS wurde ein synthetisches Fragment des MBP alle sechs Monate intravends appliziert
und Uber eine Zeitraum von insgesamt 24 Monaten beobachtet (Warren et al. 2006). Grundlage
hierfir war die Annahme, dass Autoantikorper gegen MBP pathophysiologisch an der MS beteiligt
sind und diese durch das synthetische Fragment wenigstens teilweise abgefangen und eliminiert
werden. Warren et al. konnten zeigen, dass es zu einer reduzierten Konzentration von
Autoantikdrpern gegen MBP im Liquor dieser Patienten kam und dies einen ginstigen Einfluss auf die
Progredienz der Erkrankung hatte. Jedoch konnte keine Korrelation zwischen Suppression dieser
Autoantikdrper und der klinischen Besserung der Beschwerdesymptomatik nachgewiesen werden.

Ein weiteres Protein, welches durch die IA elimiert wurde und im Eluat nachgewiesen werden konnte,
war das immunmodulatorische CD5-Antigen. Dies wurde im Zeitverlauf der Behandlung ebenfalls
signifikant im Patientenplasma abgesenkt. Antikdrper bei immunologischen Prozessen wie der MS
stimulieren hierbei die Produktion von CD5 in T-Lymphozyten, wodurch es zu einer Aktivierung und
Proliferation von T- und B-Lymphozyten nach vermehrtem Calciumeinstrom in die Zelle und Induktion
der Expression von IL-2 kommt (Ceuppens und Baroja 1986, June et al. 1987, Spertini et al. 1991).

Somit nimmt CD5 eine wesentliche Rolle bei der Regulation und Interaktion von zellularen
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Bestandteilen des Immunsystems ein. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist eine Fehlregulation der
zellularen Immunantwort bei immunologisch entzindlichen Prozessen des ZNS durch einen
unspezifischen Verlust und verminderte Aktivitdt von T-Supressorzellen und natirlichen Killerzellen,
eine vermehrte Anzahl aktivierter T-Lymphozyten sowie einem erhéhtem Quotienten aus Thl- und
Th2-Zellen (Goto et al. 2001, Hafler und Weiner 1995, Khoury et al. 2000). Die gestorte zellulare
Immunantwort mit Th1-Dominanz und veranderter Zytokinproduktion ist an der Pathogenese der MS
beteiligt (Goto et al. 2001). Goto et al. konnten nachweisen, dass sowohl der PE als auch die 1A eine
modulatorische Wirkung auf das zellulare Immunsystem mit Konversion der Thl- zu einer Th2-
Dominanz haben (Goto et al. 2001). Bestétigt wurde dies von Hehmke et al., welche einen Effekt auf
den Quotienten aus Thl- und Th2-Helferzellen durch die IA-Behandlung bei Patienten mit MS
nachweisen konnten (Hehmke et al. 2000).

Fur eine effektive Elimination von pathogenen und modulatorischen Faktoren im Rahmen einer MS ist
deren Verteilung in den verschiedenen Kompartimenten des intra- und extravasalen Raumes bzw.
dem Liquor entscheidend. In einem kinetischen Modell von Kellog werden das Blut- und Liquorsystem
als geschlossene Systeme betrachtet, welche durch die Blut-Hirn-Schranke voneinander getrennt
werden (Kellogg und Hester 1988). Ein Austausch von Molekilen ist Gber Diffusion mdglich, welche
dem Konzentrationsgradienten folgen. Durch die |A wird das Kompartiment Blut ,, gereinigt “ und ein
Gradient zwischen dem ZNS- und Blutkompartiment geschaffen. Demzufolge sollte einem Absenken
der Immunglobulinkonzentration im Blut eine Depletierung im ZNS folgen. Zu dieser Hypothese im
Widerspruch steht eine Fallbeschreibung von Ryberg und Pirskanen Uber die Behandlung eines
Patienten mit MS mittels PE, bei dem zwar ein Absinken der Konzentration von IgG im Plasma nach
PE erreicht wurde, jedoch keine Reduktion von IgG im Liquor nachzuweisen war (Ryberg und
Pirskanen 1985). Die Beurteilbarkeit einer Fallbeschreibung ist jedoch deutlich eingeschréankt und Ziel
sollten weitere Analysen an groReren Fallzahlen sein, um diese Aspekte naher zu untersuchen. Eine
weitere Einschrankung dieser Fallbeobachtung beruht auf dem groRen Zeitabstand zwischen den
einzelnen Behandlungen mit Gber einer Woche. Dies erlaubt nur eine beschrankte Aufrechterhaltung
eines negativen Gradienten, welcher fur die Elimination humoraler Faktoren aus dem Plasma direkt
nach der Behandlung nétig ist um eine Umverteilung aus dem ZNS zu bewirken.

Eine effektive Elimination aus dem extravasalen Raum und Liquor ist nur méglich, wenn die Intervalle
der einzelnen Behandlungen sehr kurz sind. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein Intervall von
zwei Tagen gewahlt, wodurch eine signifikante Reduktion von 1gG im Plasma durch die IA erreicht
werden konnte, wobei die optimale Anzahl der Behandlungen und deren Frequenz derzeit unklar ist.
Unser Studiendesign erlaubte keine Ruckschlisse auf die intrazerebralen
Immunglobulinkonzentrationen im Zeitverlauf. Im Serum kam es in der Nachbeobachtungsphase zu
einem reaktiven Anstieg des IgG auf ein signifikant h6heres Niveau im Vergleich zum Ausgangswert.
Einen &hnlichen Verlauf zeigten auch IgA und IgM. Ein Marker fir die Neuproduktion von
Immunglobulinen stellen freie Leichtketten dar, welche bei einer alleinigen Umverteilung in den
einzelnen Kompartimenten nicht nachweisbar wéren. Hier konnten Goldammer et al. zeigen, dass es

nach der IA zu einem Anstieg von IgG im Plasma bei fehlenden freien Leichtketten kommt
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(Goldammer et al. 2002). Diese Beobachtung spricht gegen eine Neuproduktion und eher fir eine
Umverteilung in den einzelnen Kompartimenten und bestatigt die grundlegende Annahme der
Wirkungsweise des PE oder der IA mit Aufbau eines negativen Gradienten im Plasma gegeniiber dem
ZNS. Jedoch wurde dies nur in der Behandlungsphase beobachtet und es fehlen Daten Uber die
Nachwirkphase der IA. Unwahrscheinlich ist, dass der in unserer Studie beobachtete Anstieg von
Immunglobulinen 6 Monate nach Abschluss der IA-Behandlung weiterhin ein Umverteilungsphanomen
darstellt. Hier bedarf es jedoch weiterer Analysen des beobachteten Ph&dnomens.

Noch ist Uber die relevanten Pathomechanismen zelluldarer und humoraler Bestandteile des
Immunsystems bei den einzelnen Formen der MS und den genauen Einfluss der Behandlung mittels
IA auf diese Prozesse wenig bekannt. Gegenstand zuklnftiger Studien muss daher die Erarbeitung
von Therapieregimen und Empfehlungen sein, welche auch individuelle Kriterien der einzelnen

Patienten wie dem Subtyp der MS oder dessen Ansprechen berticksichtigen sollten.

4.6 Ziele weiterfuhrender Studien

Beobachtungen und Ergebnisse dieser und anderer Arbeiten konnten zeigen, dass die IA eine
alternative Behandlung von Patienten mit einem Steroid-refraktarem Schub der MS darstellen kann
(Moldenhauer et al. 2005; Ohji und Nomura 2008). Des Weiteren konnte im experimentellen Teil der
vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die IA immunologische Prozesse beeinflusst und
sowohl pathogene Faktoren eliminiert wie auch immunmodulatorisch wirkt. Daher erscheint die 1A
besonders im Antikdrper-vermitteltem Subtyp 2 der MS sinnvoll, da dieser wahrscheinlich durch das
humorale Immunsystem verursacht wird. Limitierend ist in dieser Studie die niedrige Patientenzahl, so
dass nur wenig uber klinische Kriterien fir ein Ansprechen oder die Prognose gesagt werden kann.
Daher missen Folgestudien mit grof3eren Patientenzahlen auf Grundlage der vorliegenden Arbeit
Einschlusskriterien und klinische Parameter zur Einteilung in die einzelnen Subtypen der MS
erarbeiten, um frihzeitig zwischen Respondern und Non-Respondern unterscheiden zu kénnen. Des
Weiteren missen diese zeigen, welchen Stellenwert die IA gegenlber dem PE einnimmt und welche
Patienten mehr von der einen oder anderen Behandlungsmethode profitieren.

Auch die weitere experimentelle Aufarbeitung der immunologischen Prozesse in der Pathogenese der
MS ist von groRem Interesse. Auf Grundlage dieser Studie ist bereits ein Folgeprojekt initiiert, welches
einen mdoglichen Zusammenhang zwischen dem Plasmaproteinmuster und dem Klinischen
Ansprechen aufzeigen soll und damit eine Vorhersage Uber den Behandlungserfolg der einzelnen
Patienten zulassen kdnnte. Die Analyse kdnnte helfen, pathogenetische Faktoren zu identifizieren und
spezifische Adsorbersaulen zu entwickeln, um noch effektiver in die immunologischen Prozesse bei

der MS einzugreifen.
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S. Zusammenfassung
51 Grundlagen

Fir den kortikoid- refraktaren Schub im Rahmen der MS ist die Indikation zur Eskalationstherapie
mittels PE gegeben. Unter der pathophysiologischen Annahme, dass es antikdrper- vermittelte
Subtypen bei der MS gibt, haben wir in dieser Studie untersucht, ob auch die IA eine Verbesserung

der neurologischen Symptome bewirkt.
5.2 Methoden und Ergebnisse

In dieser prospektiven Studie wurden von uns 11 Patienten mit einer Optikusneuritis im Rahmen der
MS behandelt, die die Indikation zur Apheresetherapie erfillten. Insgesamt wurden 5 IA
Behandlungen mit einer Tryptophan-beschichteten Adsorbersaule in einem Zeitraum von 9 bis 14
Tagen durchgefuhrt. Die klinische Aktivitat der multiplen Sklerose (Expanded Disability Status Score
(EDSS), Incapacity Status Scale (ISS)), Laborparameter (Hamostasiologie, Hamatopoese, Elektrolyte,
slL-R2, Komplementkomponenten, Immunoglobuline, Gesamteiweil3) sowie die visuell evozierten
Potenziale (VEP) wurden vor, wahrend und nach Beendigung der IA-Behandlung mit einer
Nachbeobachtungszeit von 6 Monaten (305, 60+10 und 180+10 Tage nach Beginn der I1A) bestimmt.
Die Nachbeobachtungszeit wurde bei 10 von 11 Patienten beendet. Aufgetretene Nebenwirkungen
wurden dokumentiert und aus den Eluaten der an die Saule gebundenen EiweiRe wurden
Proteomanalysen mittels 2D-Gelelektropherese und MALDI-TOF-Massenspektrometrie durchgefihrt.
Der mittlere Visus vor Beginn der IA war 0,12+0,12. Unter der IA-Behandlung, beginnend mit der
dritten 1A, zeigte sich eine Zunahme des Visus und eine subjektive Verbesserung der Symptome bei 8
von 11 Patienten. Der Visus stieg signifikant auf 0,36+0,33 nach der 3. IA (p=0,02), 0,49+0,36 nach
der 5. IA (p<0,01). Auch in der Nachbeobachtungszeit kam es zu einer weiteren signifikanten
Verbesserung auf 0,63+0,36 an Tag 30 (p<0,01), 0,68+0,37 an Tag 60 (p<0,01) und 0,72+0,38 6
Monate nach Therapiebeginn (p<0,01). Der EDSS- Wert verbesserte sich von 3,95+1,56 bei
Therapiebeginn auf 3,10+2,46 an Tag 180. Auch der ISS konnte wéhrend der Therapie und in der
Nachwirkphase reduziert werden (6,45+8,00 vs 5,10+6,14; p=1,00). Bei 72% der Patienten konnten
wir eine objektive Besserung der Amplitude und Latenz in den VEP’s dokumentieren.

Bei zwei Patienten kam es zu moderaten Nebenwirkungen. Einer erlitt eine akute Infektion des
Shaldon-Katheters, welche nach Entfernung und antibiotischer Therapie rasch sistierte. Ein anderer
Patient erlitt nach Durchfiihrung der 5.IA-Therapien eine Thrombophlebitis der Vena jugularis interna
mit erneuter Verschlechterung des Visus. Leichte Nebenwirkungen wie Kéltegefiihl, Kopfschmerzen

und Hypotonie wurden sehr haufig berichtet.
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In der Proteomanalyse zeigte sich eine Bindung rheologisch relevanter Proteine und Immunglobuline.
Zusatzlich konnten Eiweile im Eluat nachgewiesen werden, die eine mdgliche Rolle in der
Pathogenese der multiplen Sklerose spielen kdnnten.

Es ist zu vermuten, dass die Entfernung von Autoantikdrpern, Komplementfaktoren und die
immunmodulatorische Wirkung der 1A den wichtigsten Wirkmechanismus bei der Verbesserung der

Schub-Symptomatik darstellen.

5.3 Schlussfolgerung

Die Immunadsorptionsbehandlung hat bei dem akuten Schub der Multiplen Sklerose mindestens den
gleichen Stellenwert wie der etablierte Plasmaaustausch. Hinzu kommt das spezifischere Eingreifen in
die immunologischen Prozesse der Pathogenese und der Vorteil, dass dem Patienten die Belastung
mit Fremdeiweil3 erspart bleibt. Von Interesse waren Folgestudien mit groReren Patientenzahlen zur
Etablierung von klinischen Einschlusskriterien und Prognosekriterien beziglich des Ansprechens auf

die Immunadsorption.
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6. Anhang

6.1 Abkirzungsverzeichnis

ACN
ACTH
ALT
AP
AST
C3c
C4
Ca
CK
CRP
EDSS
yGT
Hb

Hkt

IEF
IgA
IgG
IgM
IVIG
ISS
K
MAG

MALDI- TOF

MBP

Anhang

Acetonitrile
Adrenokortikotropes Hormon
Alanin- Aminotransferase
Alkalische Phosphatase
Aspartat-Aminotransferase
Komplementfaktor C3c
Komplementfaktor C4

Kalzium

Kreatinin- Kinase

C- reaktives Protein

Expanded disability status scale
y- Glutamyltransferase
Hamoglobin

Héamatokrit

Immunadsorption

isoelektrische Fokussierung
Immunglobulin A

Immunglobulin G
Immunglobulin M

intravendse Immunglobuline
Incapacity status scale

Kalium

Myelin- assoziiertes Glykoprotein
Matrix- unterstitzte Laser- Desorption/ lonisation und
Flugzeit des Molekils

Myelin- basisches Protein
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MEP
MOG
MRT
MS

Na

PE
PP-MS

PR-MS

pTT

RR-MS

s.c.

SDS- PAGE
SEP

siL- 2R

SP-MS

TFA
VEP

ZNS

2D- Gelelektrophorese

Anhang

motorisch evozierte Potentiale
Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
Magnet-Resonanz-Tomographie

Multiple Sklerose

Natrium

Plasmaausstausch

priméar- chronisch progredient verlaufende Multiple Sklerose
chronisch- progredient mit einzelnen Schiiben verlaufende
Multiple Sklerose

partielle Thromboplastinzeit

schubfdrmig- remittierend verlaufende Multiple Sklerose
subkutan

Natriumdodecylsulfat- Polyacrylamidgelelektrophorese
somatosensibel evozierte Potentiale

|6slicher Interleukin-2-Rezeptor

sekundéare chronisch progredient verlaufende Multiple
Sklerose

Trifluoressigséaure

visuell evozierte Potentiale

Zentrales Nervensystem

2-dimensionale Gelelektrophores
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