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1 Einleitung

1.1  Multiple Sklerose

1.1.1 Geschichte

Der vermutlich &lteste Bericht einer Multiple Sklerose (MS)-Erkrankung ist uns in der
Island-Saga von Thorlakr Gberliefert. Dort wird von der Wikingerfrau Hala berichtet,
die vorriibergehend an Blindheit und Sprachstérungen litt, die sich unter Gebeten und
Opfern zuruckbildeten (Poser, 1995). Das Tagebuch und die Briefe von Augustus
Frederick d"Este (1794-1848), einem Enkel des englischen Koénigs Georg Ill,
protokollieren den typischen Krankheitsverlauf seiner MS, die sich erstmals im Alter
von 28 Jahren mit einer passageren Sehstérung manifestierte.

Im 19. Jahrhundert wurde die MS mehrfach von Arzten beschrieben durch
Jean Cruveilhier (1793-1873), Robert Carswell (1793-1857) und Jean-Martin Charcot
(1825-1893). Charcot behandelte seine MS Patienten empirisch mit Goldchlorid,
Zinksulfat, Belladonna- und Mutterkornpréparaten. An der Wirksamkeit wvon
Arsenpréparaten zweifelte er. En vogue waren damals Quecksilberschmierkuren
(1913 von Oppenheim in seinem Lehrbuch noch als Mittel der Wahl empfohlen). 3-5
g Quecksilber wurden 40 Tage lang taglich auf wechselnde Hautpartien einmassiert,
chronische Quecksilbervergiftungen blieben dabei unbeachtet (Schmidt und
Hoffmann, 2006).

Seit den 50iger Jahren des 20. Jahrhunderts werden MS Patienten mit Cortison
behandelt, zun&chst niedrigdosiert, spater seit den 70iger Jahren hochdosiert (Trotter
and Garvey, 1980). Seit den 70iger Jahren wurde die MS immunsuppressiv mit
Azathioprin behandelt (Patzold et al., 1982), seit den 80iger Jahren mit Mitoxantron
(Kieseier et al, 2003). 1993 wurde mit Interferon-beta 1b die erste
immunmodulatorische Therapie fir die MS zugelassen.

1.1.2  Epidemiologie und Genetik

Die MS ist eine entziindliche Entmarkungskrankheit des zentralen Nervensystems
(ZNS) und stellt die haufigste Ursache neurologischer Behinderung im jungen

Erwachsenenalter dar. Allein in Deutschland geht man von ca. 120.000 — 150.000



Betroffenen aus, weltweit sind es etwa 2,5 Millionen (Compston and Coles, 2008).
Die Erkrankung manifestiert sich bei der Mehrzahl der Patienten im Alter von 20 - 40
Jahren, selten bei Kindern oder im hoheren Lebensalter. Bei Frauen kommt die MS
h&ufiger vor als bei Mannern (~2:1).

Die geographische Verteilung der MS ist ungleich, die Pravalenzraten folgen
einem Nord-Siid-Gradienten (die MS ist in Aquatornahe selten) und einem West-Ost-
Gradienten (die MS ist in Asien, vor allem auf dem Gebiet der ehemaligen
Sowjetunion selten). Regionen mit hohen Prévalenzraten ber 30 : 100.000 sind
Europa, Nordamerika und Australien, mit niedrigen Pravalenzraten von < 5 : 100.000
Japan, China, Teile Russlands, Zentralafrika und Stidamerika (Flachenecker und Zettl,
2006a). Migrationsstudien unterstiitzen die Hypothese, dass ein Umweltfaktor in
frihen Lebensjahren fliir das Auftreten einer MS mitverantwortlich ist. Siedeln
Personen aus einem Hochrisikogebiet nach Vollendung der Pubertdt in ein Land mit
niedrigem Risiko, so nehmen sie das hohe Risiko aus ihrer Heimat mit. Umgekehrt
gilt fur Einwanderer die niedrige Erkrankungswahrscheinlichkeit des Ziellandes,
wenn sie eine Region mit hohem Erkrankungsrisiko bereits vor der Pubertét verlassen
(Poser, 1994). Nach gegenwartiger Vorstellung wird die MS (ber ein
Zusammenwirken von Umwelteinfliissen und Genen ausgeldst. Die Liste verdachtiger
Erreger als Ursache der MS wiachst standig, kritischen Uberpriifungen im Verlauf der
Zeit konnten diese Berichte jedoch zumeist nicht standhalten (Gilden, 2005;
Giovannoni et al., 2006; Meinl, 1999). Aktuell wird die Rolle von Epstein-Barr-Virus
bei der MS kontrovers diskutiert (Serafini et al., 2007; Willis et al., 2009).

Familienanalysen sprechen fur die Rolle genetischer Faktoren im Sinne eines
polygenen Vererbungsmusters, die Konkordanzrate eineiiger Zwillinge betragt 31 %
gegeniiber 5% bei zweieiigen Zwillingen, sind Vater oder Mutter an einer MS
erkrankt, betragt die Erkrankungswahrscheinlichkeit der Kinder 1,83 %, sind beide
erkrankt, ca. 6 % (Hardt, 2006).

Genetische Untersuchungen tragen zu unserem Verstandnis der Entstehung
von Autoimmunerkankungen bei. Genomweite Studien identifizieren Genvarianten,
die das Risiko zu erkranken erhtéhen, oder davor schitzten. Die Beteiligung der
MHC-Region (major histocompatibility complex) auf Chromosom 6p21 ist bislang
mit dem hdochsten Risiko an einer MS zu erkranken assoziiert. In genomweiten
Studien konnten auflerdem neben anderen die Gene fir Interleukin-2-Rezeptor
(IL2RA), Interleukin-7-Rezeptor (IL7RA) (Hafler et al., 2007), CD6, IRFS8,



TNFRSF1A (Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-1) (De Jager et al., 2009) als

Suszeptibilitatsfaktoren fur die MS identifiziert werden.

1.1.3 Immunpathogenese

Bei der MS ist das Eindringen von Immunzellen, insbesondere von aktivierten T-
Zellen, aus der Blutbahn in das ZNS ein entscheidender Schritt in der
Immunpathogenese der MS und daher auch ein Ansatz bei der Entwicklung von
neuen Medikamenten. Im weiteren Verlauf kommt es zu einem komplexen
Zusammenspiel verschiedener Immunzellsubtypen, namlich T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen mit Hirn-eigenen Zellen wie
Oligodendrozyten, Mikrogliazellen und Astrozyten, welche zu Demyelinisierung und
axonalen Schaden in den Lé&sionen fiihren (Hohlfeld, 1997; Sospedra and Martin,
2005; Meinl et al., 2006). Die akut entziindlichen Reaktionen sind auch von einer
gestorten Blut-Hirn-Schranke begleitet, welche sich in der
Magnetresonanztomographie (MRT) als Kontrastmittel-anreichernde Lasionen in T1-
Gewichtung darstellen lassen.

Histologisch kodnnen 4 verschiedene Ladsionstypen unterschieden werden
(Lucchinetti et al., 2000). Typ 1 wird von den aktivierten Makrophagen dominiert, bei
Typ 2 spielen Antikdrper-vermittelte Schaden und Komplementaktivierung eine grof3e
Rolle, bei Typ 3 steht die entziindlich und toxisch bedingte Apoptose der
Oligodendrozyten im Vordergrund, bei Typ 4 kommt es zu einer primaren
Oligodendrozytendegeneration. Parallel zur Demyelinisierung werden auch
unterschiedlich stark ausgepréagte Remyelinisierungsvorgange in den Ld&sionen
beobachtet (Patrikios et al., 2006). Neben der Schédigung des Myelins kommt es auch
zu einer Schadigung der Axone (Trapp et al., 1998), die letztendlich das
morphologische Korrelat fur einen klinischen Funktionsverlust sind (Trapp et al.,
1999; Truyen et al., 1996).

1.1.4  Diagnose und klinischer Verlauf

Die Diagnose der MS wird seit 2001 nach den McDonald Kriterien gestellt, welche
auf dem Nachweis der Dissemination in Zeit und Ort basieren und aktuell erneut
revidiert wurden (McDonald et al., 2001; Polman et al., 2005) (Polman et al., 2011).



Klinisch werden nach Lublin et. al. vier Verlaufsformen der MS unterschieden
(Abb. 1): der schubférmige Verlauf (RR-MS), der sekundar progrediente - (SP-MS),
der primér progrediente - (PP-MS) und der progredient schubformige Verlauf (PR-
MS) (Lublin and Reingold, 1996). Etwa 85 % der Patienten prasentieren sich initial
mit Schilben, die sich komplett zurtickbilden, der schubférmigen Verlaufsform der
MS (relapsing-remitting MS, RR-MS). Bleiben nach einem Schub neurologische
Defizite zurtick, spricht man von einer schubférmigen MS mit inkompletten
Remissionen. Nach einer 10-15 jahrigen Krankheitsdauer mit initial schubférmigen
Krankheitsbeginn gehen ca. 30-40 % der Patienten in eine sekundér progrediente
Verlaufsform (secondary-progressive MS, SP-MS) uber, eventuell mit tberlagerten
Schiiben. Nach uber 20 Jahren Krankheitsdauer sind es 90%. Bei etwa 15 % der
Betroffenen manifestiert sich die MS von Beginn an mit einer progredienten
Verschlechterung der neurologischen Symptome und wird dann primar progrediente
MS (primary-progressive MS, PP-MS) genannt (Keegan and Noseworthy, 2002). Die
progredient schubformige MS (progressive-relapsing MS, PR-MS) zeichnet sich
durch einen von Beginn an progredienten Verlauf aus, der im weiteren Verlauf durch
komplett- oder teilremittierte Schiibe tberlagert ist (Lublin and Reingold, 1996).

In klinischen Studien ist die Schubrate bzw. Schubratenreduktion unter einer

bestimmten Therapie ein wichtiger Verlaufsparameter.
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Abbildung 1: Klinische Verlaufsformen der MS (nach (Lublin and Reingold,
1996)). RR-MS st charakterisiert durch klar abgrenzbare Schiibe, die entweder
komplett (A) oder teilweise (B) remittieren. Der Krankheitsverlauf der SP-MS ist zu
Beginn schubférmig, im weiteren Verlauf progredient ohne (A) oder mit (B)
uberlagerten Schiiben. Der Krankheitsverlauf der PP-MS ist von Beginn an
progredient (A), Plateaus und leichte Besserung der Behinderung sind mdoglich (B).
Die PR-MS ist definiert durch einen von Beginn an progredienten Verlauf, welcher
im weiteren Verlauf von komplettremittierenden (A) oder teilremittierenden (B)

Schiben tberlagert ist.



Das MRT hat in der Diagnosestellung und als sekundarer Studienparameter in
der Untersuchung des Krankheitsverlaufes der MS an Bedeutung gewonnen. Die
typische MS-Lésion stellt sich in der T2-gewichteten MRT-Aufnahme mit hoher
Signalintensitat dar. Odem, Entziindung oder Demyelinisierung lassen sich in der T2-
Gewichtung nicht unterscheiden. Ca. 20-30% der signalintensiven Lé&sionen in T2-
gewichteten Aufnahmen lassen sich in der T1-Wichtung ebenfalls darstellen: Akute
Lasionen als hypointens (Odem als pathologisches Substrat, reversibel), chronische
Lasionen als black holes (strukturelle, irreversible Gewebeveranderungen: axonaler
Untergang oder ausgepragter gliotischer Umbau). Durch Applikation von
Kontrastmittel (Gadolinium) wird das Magnetresonanz-Signal verstérkt, dies flhrt zu
einem intensiven Signal in T1-gewichteten Aufnahmen. Bei Storung der Blut-Hirn-
Schranke reichert sich das Kontrastmittel in den akuten entzindlichen L&sionen an, es
ist ein Zeichen fir die Aktivitat der Erkrankung. Die Anzahl der KM-anreichenden
Lasionen korreliert signifikant mit der Anzahl der Schiibe (Grossman et al., 1988).
Die Gesamtanzahl, bzw. das Gesamtvolumen aller Ldsionen eines Patienten
bezeichnet man als L&sionslast. In longitudinalen Studien konnte gezeigt werden, dass
die initiale Lasionslast signifikant mit dem Krankheitsverlauf nach 10 Jahren
korreliert (Sailer et al., 1999).

In MRT-Studien zeigt sich im Verlauf der Erkrankung zudem eine
generalisierte Hirnatrophie der weifen und grauen Substanz (Sailer et al., 2003; Sailer
et al., 2001) bei MS-Patienten.

Die individuelle Prognose der MS ist fir den einzelnen Patienten kaum
vorherzusagen: Waéhrend etwa ein Drittel der MS-Kranken kaum in den
Alltagsaktivitaten eingeschrénkt sind, erleiden umgekehrt bis zu 15% innerhalb
kiirzester Zeit einen Zustand schwerster Beeintrachtigung (Compston and Coles,
2008). Eine hohe Schubrate in den ersten Krankheitsjahren kann als prognostisch
ungunstig gelten (Confavreux et al., 2000). Der Behinderungsgrad nach einer
Krankheitsdauer von 5 Jahren ist ein prognostischer Marker fiir den weiteren
Krankheitsverlauf (Flachenecker und Zettl, 2006b). Dabei ist der 1954 erstmals von
J. Kurtzke entwickelte und 1983 von ihm erweiterte Expanded Disability Status Scale
(EDSS) heute noch der ,Goldstandard“ zur  Quantifizierung  des
Behinderungschweregrades und des Fortschreitens der MS und wird in allen
Zulassungsstudien fir neue Therapien verwendet. Der EDSS ist eine standardisierte

neurologische Untersuchung, die basierend auf der Untersuchung der sieben
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Funktionssysteme (Visuell, Hirnstamm, Pyramidal, sensorisches,
Kleinhirn/Koordination, Blase/Mastdarm, zerebrales Funktionssystem) und der
Gehstrecke den Behinderungsgrad quantifiziert und in eine Skala von 0 (keine
neurologischen Defizite) bis 10 (Tod durch MS) einordnet. Die Skala wurde von J.F.
Kurtzke 1983 in Halbpunktschritte unterteilt, deshalb heil3t sie expanded (Kurtzke,
1983). Genaue Informationen zu den heute geltenden Definitionen sind unter

http://www.neurostatus.net erhéaltlich.

1.1.5  Therapie

Eine Heilung der MS ist nach wie vor nicht moglich, dennoch haben sich die
Therapiemdglichkeiten in den letzten 10-15 Jahren enorm erweitert (Hohlfeld and
Wekerle, 2004). Die individuelle MS-Therapie beruht auf insgesamt drei Saulen: 1.
Therapie des akuten Schubes, 2. Krankheitsverlaufsmodifizierende Basistherapie und
3. symptomatische Therapie von Krankheitssymptomen.

Die symptomatische Therapie umfasst sowohl die medikamentdse, als auch
die nicht-medikamentdse Therapie (z.B. Krankengymnastik) typischer MS-
Symptome, wie z.B. Fatigue, neurogene Blasenstérung, Spastik, Schmerzen (Henze,
2005).

Die hochdosierte intravendose Gabe von Glukokortikosteroiden ist die
allgemein empfohlene Standardtherapie des akuten Erkrankungsschubes (aktuelles
Therapieschema: 3 Tage lang je 1000 mg Glukokortikosteroide i.v. unter
Thromboseprophylaxe und Magenschutz). Bei ungeniigender Besserung der
neurologischen Symptome nach 2 Wochen kann eine erneute hochdosierte Cortison-
StoR3-Therapie i.v. erfolgen. Bei weiter ausbleibender Besserung kann im Einzelfall
eine  Plasmapheresebehandlung  erwogen  werden  (Empfehlungen  der
Konsensusgruppe des Arztlichen Beirates der DMSG (Multiple Sklerose Therapie
Konsensus Gruppe (MSTKG)).

Die langfristige, verlaufsbeeinflussende Therapie der MS erfolgt in Anlehnung
an die Empfehlungen der MSTKG und seit 2010 auch des Kompetenznetzeswerkes
Multiple  Sklerose  in  Deutschland, welche regelmaBig  aktualisierte
Therapieempfehlung unter Berlcksichtigung der aktuellen Studienlage und neuesten

klinischen Erfahrungen herausgegeben haben.
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Die immunmodulatorische Stufentherapie sieht dabei fiir die Behandlung der
schubformigen MS als Basistherapeutika die B-Interferone und Glatirameracetat vor,
bei weiterhin hoher Krankheitsaktivitdat als Eskalationstherapie Natalizumab,
Mitoxantron oder Cyclophosphamid (Empfehlung der MSTKG. Publikation: (Wiendl
et al., 2008)). Es ist davon auszugehen, dass sich dieses Stufenschema in néchster Zeit

mit Zulassung neuer Medikamente zur Therapie der MS veréndern wird.

A
Cyclophosphamid
Mitoxantron
Natalizumab, Fingolimod Eskalation
Interferon-pB, Copaxone : :
Azathioprin, IVIG Basis Therapie

Plasmapherese _
Glukokortikosteroide T Schubtherapie

Abbildung 2: Immunmodulatorische Stufentherapie der MS. Modifiziert nach den
Empfehlungen der MSTKG. Publikation: (Rieckmann, 2006).

1.2 Natalizumab

Natalizumab ist der erste monoklonale Antikorper, der in der Therapie der MS

zugelassen wurde und ist gegen a4-Integrin auf Leukozyten gerichtet.

121 Struktur und Funktion der Integrine

Integrine sind eine grofle Familie von heterodimeren transmembrandsen
Glykoproteinen. Sie bestehen jeweils aus einer nicht-kovalent verbundenen a-und -

Untereinheit mit einer langen extrazelluldaren Domane (ca. 800 Aminoséuren), die zur
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Ligandenbindung beitrégt, einer transmembrandsen Doméne (ca. 20 Aminoséauren)
und einem kurzen intrazellularen Ende (ca.13-70). Integrine koénnen in verschiedenen
Affinitatszustanden existieren: Im niedrigen Affinitatsstatus ist die extrazelluldre
Domane der Integrine gebeugt, im intermedidren Status etwas aufgerichteter und im
Status mit der hochsten Affinitat gestreckt. An den kurzen intrazytoplasmatischen
Teil der R-Untereinheit der Integrine bindet Talin, unterstiitzt von Kindlin und erhéht
uber die Trennung der intrazytoplasmatischen Abschnitte der Integrine deren Affinitét
(Moser et al., 2009) (Abb. 3).

A Inactive Active
low affinity integrin high affinity integrin
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Abbildung 3: Struktur der Integrine. In A und B ist die Struktur der Integrine im
Zustand der niedrigen und hohen Affinitat fir Ihren extrazelluldren Liganden
angegeben. In B-D sind die intrazellul&ren Interaktionspartner der Integrine Talin und
Kindlin gezeigt. Abbildung aus (Moser et al., 2009).

In der Phylogenese treten Integrine schon frih auf (Johnson et al., 2009). Die
Anzahl der Integrine ist in hoher entwickelten Lebewesen deutlich grofer als in
niedrig entwickelten. Der Mensch besitzt 24 verschiedene Integrine, welche durch
nicht-kovalente Bindungen von 18 verschiedenen o- und 8 verschiedenen f-
Untereinheiten entstehen (Abb. 4) (Gahmberg et al., 2009).

Integrine binden an eine groRe Anzahl von Molekilen der Extrazellularmatrix,

I6slichen Proteinen oder Gegen-Rezeptoren auf anderen Zellen in Abhéngigkeit von
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ihrem eigenen Aktivitatsstatus (inside-out signaling). Gleichzeitig agieren sie als
Signaltransduktionsrezeptoren, die Signale von dem Extrazelluldarraum zu dem
Zytoplasma transferieren (outside-in signaling) und so verschiedene Prozesse
regulieren wie Proliferation, Zelluberleben, Immunantwort und die Zellform (Bauer,
2008). Funktionen der Leukozyten, wie z.B. Migration, Proliferation,
Zytokinsekretion, werden durch outside-in signaling gesteuert (Abram and Lowell,
2009).

|\ | /im."/j/ a9 % p8
oM (oE o
Leukocyte-specific 14
receptors s
™, a-subunit cesubunit .
; | ' -5 1
= l-doman W 1o l-domaini By P-subuni

Abbildung 4: Integrinheterodimere des Menschen. Das a4-Integrin bildet mit B1-
und B7-Integrin Heterodimere. Aus: (Gahmberg et al., 2009).

Der Hauptligand von a4f1 (very late antigen, VLA-4) ist das vascular cell
adhesion molecule (VCAM-1), das von Endothelzellen exprimiert wird. Das a4p7-
Integrin bindet an das mucosal addressin cell adhesion molecule (MAdJCAM-1),
welches auf dem Endothel im Darm, also z.B. in mesenterialen Lymphknoten,
exprimiert wird (von Andrian and Engelhardt, 2003). Bei aktivierten Lymphozyten
kann a4f7 auch an VCAM-1 binden. VCAM-1 ist auf Endothelzellen hochreguliert
wéhrend einer Entzliindung. AuBerdem interagiert a4-Integrin mit dem connecting
segment 1 (CS-1) von Fibronectin, weitere Interaktionspartner sind Osteopontin und
Thrombospondin (Engelhardt and Kappos, 2008).

Die Integrine a4pl (VLA-4) und LFA-1-ICAM1/2 und (VLA-4 ~VCAM) auf
den Lymphozyten, sind auch an der Bildung der ,,immunologischen Synapse*
beteiligt zwischen antigenprasentierender Zelle und Antigen-erkennender T-Zelle
(Dustin and Colman, 2002).
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Abbildung 5: Die Rolle von B1l-Integrinen in Extravasation,

interstitieller

Migration und Lymphozyten-Aktivierung. (a) Selektin-vermitteltes Rolling. Die
wandernde Blutzelle reagiert auf Chemokine, die an der Oberflache der
Endothelzellen immobilisiert sind, was ber inside-out-signaling zu einer Aktivierung
der 4Bl Integrine fuhrt. (b) Die a4B1-VCAM-1 Interaktion fiihrt zu einer festen
Adhésion und stimuliert ein reverses Signal Gber VCAM-1, das die Extension von
endothelialen Protrusionen stimuliert, die eine feste Bindungsstelle bilden. (c) Die
Diapedese wird durch andere Adhéasionsmolekile vermittelt, PECAM-1 und JAM.
Signale der Endothelzelle induzieren die Oberflachenexpression von a6p1 Integrin
und Proteasen auf der transmigrierenden Zelle. (d,e) Das Laminin-bindende Integrin
ab6Bl und Proteasen koénnen den Durchtritt durch Basalmembranen vermitteln.
() 241 Integrine lokalisiert zu immunologischen Synapsen zwischen B-Zellen und
Follikular-Dendritischen Zellen und T-Zellen und Dendritischen Zellen. Die
interstitielle Migration wird am ehesten durch a21 Integrine vermittelt. Aus (Sixt et
al., 2006).
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In der sequentiellen Interaktion von verschiedenen Adhésions-und Signal-
Molekdlen ist die Bildung der VLA/VCAM- Bindung fiir das feste Anbinden an die
Endothelzelle zustandig (Sixt et al., 2006). Chemokine, die in entziindetem Gewebe
produziert werden, binden an einen G-Protein-verbundenen Rezeptor auf der
Oberflache der Leukozyten und bewirken so in dem Leukozyten einen Ubergang von
der inaktiven Form zur aktiven Form des a4p1-Integrins, die die Aviditit des a4p1-

Intergrins erhoht (Abb. 5) (Sixt et al., 2006; Engelhardt and Kappos, 2008).

1.2.2  o4Bl Integrine bei Entziindung im ZNS und Wirkungsmechanismus

von Natalizumab

Der Eintritt von im Blut zirkulierenden Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke
in das Gehirn ist ein wichtiger Schritt in der Entstehung von entziindlichen Lasionen
bei der MS. 1992 konnte erstmals im Tierversuch durch einen anti-o4-Integrin-
Antikorper das Einwandern von Entziindungszellen in das ZNS und somit eine
experimentelle autoimmune Encephalomyelitis (EAE), verhindert werden (Yednock
et al., 1992). Diese Befunde waren die Grundlage fur die Entwicklung von
Natalizumab.

Natalizumab (Tysabri®, Biogen Idec, Elan) ist ein rekombinanter,
humanisierter monoklonaler Antikorper, der an die o4-Untereinheit der Integrine
(VLA4) auf Leukozyten bindet, unabhéngig von der assoziierten B-Kette, so dass
Natalizumab sowohl die a4p1-Integrine, als auch die a4p7-Integrine blockiert.

Natalizumab bindet an die a4-Untereinheit der Integrine aller Leukozyten, mit
Ausnahme der neutrophilen Granulozyten, da diese kein o4-Integrin exprimieren
(Stuve et al., 2006b). Natalizumab blockiert die Bindung dieser Integrindimere an
ihren Liganden VCAM-1. Dadurch wird die Migration von T-Zellen in das ZNS und
im ZNS blockiert (Yednock et al., 1992).

Durch viele tierexperimentelle Studien ist die vorherrschende Rolle der
Bindung von a4-Integrin an seinen endothelialen Rezeptor VCAM-1 in der
Rekrutierung von Entzindungszellen in das ZNS belegt (Engelhardt, 2008).

Per Intravital-Fluoreszenz-Videomikroskopie konnte gezeigt werden, dass a4-
Integrine verantwortlich sind fir die feste Adhé&sion von reifen und unreifen
dendritischen Zellen an entzindete Hirngefdle und so die Rekrutierung von

dendritischen Zellen vermitteln (Jain et al., 2010).
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In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass die Blockade eines einzelnen
Endothel-Adhésionsmolekiltyps (ICAM-1, ICAM-2 oder VCAM) alleine, nicht zu
einer kompletten Inhibierung der T-Zellrekrutierung in das ZNS fuhrt (Steiner et al.,
2010).

Eine andere Gruppe konnte in EAE-Tierversuchen mit Mé&usen, die entweder
defizient fur Bl auf allen Immunzellsubtypen oder nur auf den T-Zellen waren,
zeigen, dass B1-Integrin essentiell fiir die Migration von T-Zellen in das Hirngewebe
ist (Bauer et al., 2009).

1.2.3 Klinische Wirksamkeit von Natalizumab

In zwei Zulassungsstudien (AFFIRM, SENTINEL) konnte eindrucksvoll die
Wirksamkeit von Natalizumab bei der MS gezeigt werden. In der AFFIRM-Studie,
einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Multicenter Phase 111 Studie zeigte sich
gegentber der Placebogruppe eine Reduktion der Gadolinium-aufnehmenden Herde
um 90 %, eine Schubreduktion um 68% und eine Verlangsamung der
Behinderungsprogression gemessen am EDSS um 42 % Uber 2 Jahre (Polman et al.,
2006). In der gleichzeitig laufenden SENTINEL-Studie zeigte sich, dass die
Behandlung mit der Kombinationstherapie Natalizumab und Interferon-p-la
(Avonex®) zu einer Schubreduktion von 53 % gegeniliber einer Monotherapie mit
Interferon-p-1a fihrte (Rudick et al., 2006). Im November 2004 wurde Natalizumab
wegen der positiven Zwischenauswertung vorzeitig von der FDA in den USA zur
Behandlung der MS zugelassen, musste jedoch nach Bekanntwerden von 3 Fallen
einer Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie (PML) (Ransohoff, 2005) von
dem Hersteller im Februar 2005 wieder vom Markt genommen werden. Zwei der drei
PML-Falle traten unter der Kombinationstherapie Tysabri®/Avonex® auf, der dritte
betroffene Patient war ein Patient mit Morbus Crohn, der zusétzlich mit
Immunsuppressiva behandelt wurde. Im Juni 2006 wurde Natalizumab dann von der
FDA erneut nach Risiko-Nutzen-Abwégung zugelassen, allerdings  mit
Einschrankungen: nur als Monotherapie bei schubférmiger MS mit hoher
Krankheitsaktivitdt und bei Therapieversagen oder Unvertraglichkeit der

Basistherapeutika.
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1.2.4  Nebenwirkungen von Natalizumab

In den Zulassungsstudien traten bei 4% der Patienten Uberempfindlichkeitsreaktionen
auf im Rahmen der Infusion. Anaphylaktoide Reaktionen traten bei weniger als 1%
der Patienten auf. Bei 10% der Patienten konnten einmalig Antikérper gegen
Natalizumab nachgewiesen werden, bei 6% persistierten diese Antikdper auch in
einem Wiederholungstest. Bei diesen Patienten muss die Natalizumabtherapie beendet
werden, da die persistierenden Antikérper zu einer herabgesetzten Wirksamkeit
fuhren und auch verantwortlich fur eine Anaphylaxie sind.

In den Zulassungsstudien traten Herpes zoster- und Herpes simplex-
Erkrankungen bei den Natalizumabpatienten h&ufiger auf, als in der Placebogruppe.
Nach Markteinfihrung wurde von einer tddlich verlaufenden Herpesenzephalitis
berichtet.Nach Markteinfiihrung gab es einzelne Berichte (ber eine Hepatotoxizitét
von Natalizumab mit stark erhéhten Leberwertenzymen und Hyperbilirubinamie.
Bislang gibt es noch keine Hinweise, dass die Inzidenz von Malignomen durch eine
Natalizumabtherapie ansteigt, Einzelfalle sind beschrieben.

Infusionsbedingte Nebenwirkungen, die in den Zulassungsstudien in der
Verumgruppe leicht haufiger auftraten als in der Kontrollgruppe,  waren:
Kopfschmerzen, Schwindel, Erbrechen, Ubelkeit, Arthralgie, Rigor, Fieber,
Abgeschlagenheit und Urtikaria. Harnwegsinfektionen und Nasopharyngitiden traten
in der Verumgruppe ebenfalls etwas héaufiger auf (siehe auch Natalizumab-

Fachinformation).

1.2.5  Progressive Multifokale Leukenzephalopathie (PML)

Die PML ist die schwerste mogliche Nebenwirkung, die unter Therapie mit
Natalizumab auftreten kann. Die PML ist eine sehr seltene, haufig fatal verlaufende
demyelinisierende Erkrankung des ZNS, der eine opportunistische Infektion der
Oligodendrozyten mit dem JC-Virus, einem DNS-haltigen humanen Polyoma Virus
(zur Familie der Papovoviridae gehorend) zugrunde liegt. JC sind die Initialien des
Patienten, bei dem erstmals 1971 das Virus entdeckt wurde (Padgett et al., 1971).
Derzeit geht man davon aus, dass bis zu 80% der Erwachsenen seropositiv sind fir
JC-Virus. Dabei verldauft die Erstinfektion asymptomatisch. Die Stromazellen in den
Tonsillen, B-Zell-Vorlauferzellen im Knochenmark und Nierenepithelzellen kdnnen
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latent infiziert sein (Tan and Koralnik, 2010). Eine PML tritt nur bei
immunsupprimierten Patienten auf, besonders haufig bei Patienten mit AIDS und bei
Patienten mit iatrogener Immunsuppression nach Organtransplantation, Tumoren,
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreis besonders beim SLE (systemischer
Lupus erythematodes). Bei AIDS-Patienten betrégt die Inzidenz einer PML 4%-6%
(Monaco et al., 1996).

Natalizumab ist das erste MS-Medikament, bei dem eine PML beschrieben
wurde. Im Verlauf nach Wiederzulassung sind weitere PML-Falle berichtet worden
(Abb. 6). Aktuell (Biogen Idec: Stand 04.10.2011) haben 170 mit Natalizumab
behandelte Patienten seit der Wiederzulassung eine PML entwickelt, davon sind 33
(19%) verstorben. Das PML-Risiko nimmt bei ldngerer Behandlungsdauer und
immunsuppressiver Vortherapie zu. Dies fihrte dazu, dass 2010 die EMA (European
Medicines Agency) nach 2 Jahren Therapie eine erneute ausfiihrliche (von den
Patienten zu unterschreibende) Aufklarung tber das PML-Risiko empfahl und dass
viele Patienten erwégen, die Natalizumabtherapie nach zwei Jahren Behandlung

wieder zu beenden.

TYSABRI®: Geschitzte PML-Inzidenz nach Therapieperiode
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Abbildung 6: PML-Inzidenz nach Therapieperiode. (Biogen Idec)
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1.3  Zielsetzungen der Arbeit

Kern dieser Arbeit ist es, weitere Erkenntnisse bezuglich Wirksamkeit und Dauer
einer Natalizumabtherapie in einer eigenen Kohorte am Institut fur klinische
Neuroimmunologie (Klinikum der Universitdt Munchen) uber 2-4 Jahre zu
untersuchen. Dabei sollen folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1) Die aufgrund der aktuellen Zulassungsbedingungen mit Natalizumab
behandelten Patienten unterscheiden sich von denen der Zulassungsstudien durch
einen schwereren Krankheitsverlauf. Es soll untersucht werden, wie wirksam
Natalizumab in diesem Patientenkollektiv ist und welche Nebenwirkungen auftreten.

2) Aufgrund des PML-Risikos beenden viele Patienten nach etwa 2 Jahren
Therapie die Behandlung mit Natalizumab. Der Krankheitsverlauf in Bezug auf
Schubrate, Behinderungsprogression und MRT-Aktivitat soll bei Patienten, die die
Natalizumabtherapie beenden, beobachtet werden.

3) Die Effekte einer Natalizumabtherapie auf im Blut zirkulierende
Immunzellsubtypen sollen begleitend in einer Subgruppe der Patienten longitudinal
untersucht werden. Diese Arbeiten wurden in einem gemeinsamen Projekt mit Dr.

Markus Krumbholz am Max-Planck-Institut flir Neurobiologie durchgefthrt.

2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten und Monitoring

Zwischen 2006 und 2010 wurde am Institut fir klinische Neuroimmunologie bei 48
Patienten mit schubférmiger MS die Indikation flir eine Eskalationstherapie mit
Natalizumab gestellt. Alle 48 Patienten wurden in die Beobachtungsstudie
eingeschlossen und ihr Krankheitsverlauf unter der Natalizumabtherapie im Mittel 23
Monate (+/- 11 Monate), maximal bis zu 48 Monate verfolgt. (siehe Tabelle 1). Diese
Patienten erhielten dann alle 28 Tage 300 mg Natalizumab i.v. ambulant und wurden
standardisiert wahrend und 1 Stunde nach der Infusion nach Protokoll behandelt und
beobachtet (Abb. 7).

20 von 23 Patienten, die Natalizumab in unserer Ambulanz erhielten und die

Therapie beendeten, wurden weiter regelmaRig betreut und der Krankheitsverlauf
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prospektiv beobachtet (Schubhaufigkeit, EDSS, MRT). Weitere 3 Patienten stellten
sich nach Beenden ihrer Natalizumabtherapie in auswaértigen Praxen erstmals in
unserer Neuroimmunologischen Ambulanz vor und wurden hier weiterbetreut und
alle Verlaufsparameter ebenfalls erhoben (Tabelle 1A). Der Beobachtungszeitraum
dieser Patientengruppe mit 23 Patienten betrug im Mittel 14,3 (+/- 7,8) Monate.

10 der 23 Patienten nahmen erneut eine Natalizumabtherapie auf, ihr weiterer
Krankheitsverlauf wurde ebenfalls beobachtet (Tab. 1A). Der Beobachtungszeitraum
des Erkrankungsverlaufs der Patienten unter erneuter Natalizumabtherapie betrug 15
(+/- 7,7) Monate, bis zum erneutem Therapiebeginn 12,4 (+/- 9,4) Monate.

Der Krankheitsverlauf unter Natalizumab wurde klinisch mit dem EDSS und
paraklinisch mittels MRT regelmaRig untersucht und evaluiert. Der EDSS wurde vor
Therapiebeginn, nach der 3. Infusion, nach der 6. Infusion und weiter in
halbjahrlichen Abstanden erhoben. Im Rahmen des Routinesicherheitsmonitoring
wurden zur Beurteilung der paraklinischen Krankheitsaktivitadt vor Therapiebeginn
und unter Natalizumabtherapie jéhrlich ein MRT durchgefihrt. Unmittelbar vor den
Natalizumabinfusionen wurden routinemélig bei allen Patienten Na, K, CRP,
Leberwerte, kleines Blutbild und Differentialblutbild bestimmt. In einer Subgruppe (n
= 17) von Patienten erfolgten zusatzliche Blutentnahmen aufgrund der begleitenden
Laboruntersuchung zur Bestimmung der Immunzellsubtypen. Fir diese
Subgruppenuntersuchungen wurden zum Vergleich auch Blut von unbehandelten MS-

Patienten und gesunden Kontrollen untersucht.
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Natalizumab-Infusion am . 2011 fur

1. Infusion am aktuell: Infusion (300 mg i.v. Uber 1 h)
Woche:

cMRT vor Behandlungsbeginn, Patientenpass ausgestellt, Einschluf3 in Tygris-
Beobachtungsstudie,

Einverstandniserklarung fir begleitende Laborstudie (siehe Rickseite)? jal
nein
Labor und klinische Untersuchung entspr. Protokoll (Riickseite) durchgefihrt? jal
nein
Schwangerschaft nicht moglich / moglich Schwangerschaftstest:

neg./ pos.

Hinweise fir klinische Verschlechterung/neue Beschwerden seit letzter Infusion:
nein / folgende:

Weitere Medikamente: nein / folgende:

Uhrzeit | Puls ' RR | Begleitsymptome
vor Infusionsbeginn
| | | Temperatur __,  °C
Infusionsbeginn: . Uhr = Infusion Gber 1 h
Infusionsende: . Uhr = 1 h Nachbeobachtung
Temperatur __, °C
1 H nach Infusionsende : Uhr
Temperatur __, °C

Hinweise fir Infusionsreaktionen oder andere Auffélligkeiten? nein / folgende:

Abbildung 7: Natalizumab-Behandlungsprotokoll
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Tabelle 1 A: Patienten, die mit Natalizumab behandelt wurden

Patienten- Anzahl | Ge- Alter’ Krank- EDSS | Pro-

Subgruppen schlecht heitsdauer? gressions
(weibl.) -index?

Patienten, die 48 37 25+/-85 |9,8+/-66 |41 0,64

mit (77%) +/- +/-0,54

Natalizumab 1,1

behandelt

wurden

Patienten, die 23 19 27,2+/-85 | 10+/-6,8 | 4,4 0,73

die (83%) +/- +/- 0,72

Natalizumab- 0,9

therapie beendet

haben

Patienten, die 10 9(90%) |26+/-9,2 |10+/-54 |42 0,59

die +/- +/- 0,61

Natalizumab- 0,8

therapie

wiederaufge-

nommen haben

Tabelle 1 B: Patienten und Kontrollen fiir die Untersuchungen der
Immunzellsubtypen

Patienten- Anzahl | Ge- Alter’ Krank- EDSS | Pro-

Subgruppen schlecht heitsdauer? gressions
(weibl.) -index?

Patienten, bei 17 13 22+/-6,5 |10,9+/-85 | 4,1 0,68

denen die (77%) +/- +/-0,5

Lymphozyten 0,9

untersucht

wurden

Kontrollgruppe | 10 7 (70%) | 33,9+/-6,7 |4,2+/-50 | 2,45 1,2

der +/- +/- 0,9

unbehandelten 1,1

MS-Patienten

Kontrollgruppe | 13 5(39%) | 26,9 +/-6,3

der Gesunden

FuBnoten zu Tabelle 1A und 1B. 'Alter in Jahren bei Krankheitsbeginn bzw. bei

Kontrollen zum Zeitpunkt der Blutabnahme
Natalizumab 3Grad der Behinderung geteilt durch die Dauer der Erkrankung.

%in Jahren bis Therapiebeginn mit
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2.2 Verlaufsparameter fur das Monitoring der Patienten

221 Schubrate

Bei allen Patienten wurde die j&hrliche Schubrate als Anzahl der Schiibe pro Jahr
bestimmt. Fiur die Zeit vor Beginn der Natalizumabtherapie konnte die tatséchliche
jahrliche Schubrate erfragt werden. Es galten die Definitionen eines Schubes nach
Schumacher et al. als klinische Verschlechterung, die mindestens 24 Stunden andauert
und mehr als 30 Tage Abstand zum vorherigen Schubbeginn hat (SCHUMACKER et
al., 1965). Waren die Beobachtungszeitradume l&anger oder kirzer als 1 Jahr, wurde die
jahrliche Schubrate errechnet aus der Anzahl der Schiibe mal 12 Monate geteilt durch

die Anzahl der tatsachlichen Monate (annualisierte Schubrate).

2.2.2  Bestimmung des Grades der Behinderung mit dem EDSS

Das Ausmal der Behinderung wurde regelméRig mit Hilfe des EDSS gemessen.

Der EDSS wurde vor Therapiebeginn mit Natalizumab, nach der 3. Infusion,
nach der 6. Infusion und weiter in halbjahrlichen Abstanden bei allen mit
Natalizumab behandelten Patienten erhoben.

Bei den Patienten, die die Natalizumabtherapie beendeten wurde anfangs
ebenfalls in 3 monatigen Abstanden der EDSS bestimmt, auf’erdem auch bei
Erkrankungsschub zu anderen Zeitpunkten.

2.2.3  MRT zur Bestimmung der paraklinischen Krankheitsaktivitat
Jeder Patient flihrte regelmalig MRT-Kontrollen des Schadels durch. Da die MRTSs z.

T. extern bei verschiedenen niedergelassenen Neuroradiologen durchgefihrt wurden,
war das MRT-Protokoll nicht standardisiert. Sdmtliche MRTs wurden hinsichtlich
eines positiven oder negativen Nachweises von KM- aufnehmenden Lé&sionen
untersucht und die Anzahl der KM-aufnehmenden Lé&sionen wurde bestimmt. Vor
Beginn der Natalizumabtherapie wurde ein Referenz-MRT durchgefihrt, unter der
Natalizumabtherapie erfolgten 2 bis jahrliche Kontrollen, nach Beenden der
Natalizumabtherapie 3-6 monatige Kontrollen.
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2.3 Untersuchung der Blutzellen

231 Bestimmung von Lymphozyten und Monozyten

Im Routinediagnostiklabor des Klinikums der LMU wurden routineméafig ein kleines
Blutbild und ein Differentialblutbild zur Bestimmung der Monozyten und

Lymphozyten durchgefuhrt und evaluiert.

2.3.2 Lymphozytentypisierung mittels Durchflusszytometrie

Die begleitenden Blutuntersuchungen wurden von der Ethikkommission der
Universitdt Munchen genehmigt und eine schriftliche Einverstandniserklarung von
allen Patienten liegt vor. Das Blut von 17 Natalizumab-Patienten wurde untersucht,
zusétzlich als Kontrolle auch von 10 unbehandelten MS-Patienten und 13 gesunden
Probanden (siehe Tabelle 1).

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersuchten wir insgesamt 111 EDTA-
Proben von 17 Natalizumab-Patienten longitudinal (monatlich ber einen Zeitraum
von einem Jahr).

Die Lymphozytensubtypen wurden im DurchfluBzytometer (FACS) der
Klinischen Chemie nach Routine Methoden bestimmt. Eingesetzt wurde dabei der
FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Die Farbungen wurden
am Vollblut gemacht. Zur ldentifizierung der Lymphozytensubpopulationen wurde
der Simultest IMK Lymphocyte kit (Becton Dickinson) eingesetzt, der folgende
Marker erkennt: CD3 (Klon SK7), CD4 (Klon SK3), CD8 (Klon SK1), CD19 (Klon
4G7), CD45 (Klon 2D1). Weiter wurde eingesetzt ein mAb gegen CD138 von 1Q
Products BV, Groningen, Niederlanden (Klon B-B4 (FITC)) und von Becton
Dickinson und ein mAb gegen CD10 (Klon W8E7 (FITC)). Reife B-Zellen wurden
definiert als alle CD19" Zellen minus CD19'CD10" Pra-B-Zellen minus der
CD19°CD138"Plasmablasten.

2.3.3  Quantitative PCR nach RNA-Isolierung und cDNA Synthese

H&matopoetische Vorlduferzellen im peripheren Blut wurden auch mit Hilfe einer

quantitativen PCR (qPCR) nachgewiesen. Diese molekularbiologischen Experimente
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wurden gemeinsam mit Dr. Markus Krumbholz am Max-Planck-Institut flr
Neurobiologie durchgefiihrt.

CD10, das bei der Durchflusszytometrie in einer Doppelfarbung mit CD19 als
ein Marker flr Pra-B-Zellen gedient hat, kann nicht in der gPCR aus Vollblut benutzt
werden, weil CD10 auch auf Granulozyten exprimiert wird. Deshalb benutzten wir
Primer fiir Vprep1 (Element des Pra-B-Zell-Rezeptors auf unreifen B-Zellen), DNTT
(Marker fur Lymphozytenvorlauferzellen) und CD34 (Marker flr Progenitorzellen,
aus denen Lymphoid- und Myeloidzellen entstehen). 65 Proben von 14 Patienten
wurden longitudinal (monatlich Uber einen Zeitraum wvon einem halben Jahr)
untersucht.

Das Vollblut wurde bei der Blutabnahme direkt in PAXgene™ Blood RNA
Tube (Qiagen, Hilden, Deutschland) uberfiihrt, pro PAXgene™ Blood RNA-
Réhrchen 2,5 ml Vollblut. Dieses System erhalt einen speziellen RNA-Stabilisator,
welcher es erlaubt, Proben mehrere Tage bei Raumtemperatur und tber lange Zeit
eingefroren bei -20 °C zu lagern. Dieses System ist im Labor bereits in friiheren
Arbeiten eingesetzt worden (Krumbholz et al., 2008a).

Die quantitative PCR wurde auf dem ABI 7900 TagMan thermocycler in 96
well Reaktionsplatten durchgefihrt. Folgende Primer und Sonden wurden verwendet:

GAPDH: Vorwérts-Primer (Exon 2): 5’-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-
3’; Ruckwarts-Primer (Exon 4): 5’-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-37
Sonde (Exon 4): FAM-CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC-TAMRA. Diese Primer
und die Sonde wurden synthetisiert von Metabion GmbH (Martinsried, Deutschland).
Die assays mit Primern und Sonde flr Pre-B-lymphocyte gene 1 (Vprepl), CD34,
Terminale Deoxynucleotidyltransferase (DNTT) und Peptidyl-Prolyl-Isomerase A
(PPIA) wurden von ABI gekauft.
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3 Ergebnisse

3.1 Erkrankungsverlauf unserer Patienten vor Behandlung mit
Natalizumab im Vergleich zu den Patientenkollektiven aus den

Zulassungsstudien

Im Vergleich zum Patientenkollektiv der klinischen Zulassungsstudien AFFIRM und
SENTINEL zeichnet sich unser Patientenkollektiv durch eine hohere jahrliche
Schubrate, einen hoheren  EDSS, und eine ldngere Krankheitsdauer  vor
Therapiebeginn aus (Uberblick in Abb. 8 und weitere Details in Tab. 2). Das heilt
unsere MS-Patienten waren vor Beginn der Natalizumab-Therapie im Mittel langer
krank und zeigten eine hohere Krankheitsaktivitat.
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Abbildung 8: Unterschiede zwischen Patientengruppen der Zulassungsstudien
(AFFIRM, SENTINEL) und dem eigenem Patientenkollektiv. Die
Patientengruppe der LMU-Minchen unterscheidet sich durch eine héhere mittlere
jahrliche Schubrate, einen hoheren mittleren EDSS und eine langere mittlere
Krankheitsdauer. Angegeben sind die Mediane.

27



Tabelle 2: Patientencharakteristika vor Behandlung mit Natalizumab im

Vergleich
AFFIRM SENTINEL LMU-
Miinchen
Alter (Jahre) Mittelwert 35.6 38.8 35
SD +/- 8,5 7,7 10
Bereich 18-50 18-55 21-56
Geschlecht
n (%) mannlich 178 (28) 147 (25) 12 (25)
weiblich 449 (72) 442 (75) 36 (75)
Krankheits- Median 5 7 9
dauer (Jahre)
Bereich 0-34 1-34 2-30
Jahrliche
Schubrate ein
Jahr vor
Natalizumab Mittelwert 1,5 14 2,8
SD +/- 0,91 0,75 1,7
Bereich 0-12 1-7 1-7
EDSS vor
Natalizumab
(Basiswert) Mittelwert 2,3 2,4 4,1
SD +/- 1,2 1,1 1,1
Bereich 0-6 0-6 2-7
Patienten mit
KM-Aufnahme
im MRT vor Anzahl aller
Natalizumab Patienten 627 589 48
Anzahl der Pat.
ohne KM-
Aufnahme (%) 307 (49) 392 (67) 19 (40)
Pat. mit KM-
Aufnahme (%) 319 (51) 192 (132) 24 (50)
Fehlende
Angaben (%) 1(<1) 5(<1) 5 (10)

Keiner unserer Patienten (LMU Miinchen) war behandlungsnaiv, d.h. alle Patienten

wurden vor der Natalizumabtherapie mit anderen, den Krankheitsverlauf
beeinflussenden Medikamenten behandelt (siehe Abb. 9). 13 von 48 Patienten (27%)

hatten eine immunsuppressive Vortherapie.
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Abbildung 9: Anzahl der Krankheits-modifizierende Therapien vor Beginn der
Natalizumabtherapie in unserer Kohorte. * Manche Patienten erhielten mehr als
eine Krankheits-modifizierende Therapie vor Natalizumab.

3.2 Erkrankungsverlauf unter Behandlung mit Natalizumab im
Vergleich zu den Zulassungsstudien

Die Therapie mit Natalizumab fuhrte zu einer deutlichen Abnahme der mittleren
jahrlichen Schubrate (siehe Tab. 3). Dabei zeigte Natalizumab in unserem
hochaktiven Patientenkollektiv eine ahnlich hohe relative Schubreduktion von 79%
wie in den Patientenkollektiven der Zulassungsstudien (von 68% bzw. 55%). Von
unseren hochaktiven Patienten zeigten zu Beginn der Natalizumabtherapie, d.h. in den
ersten drei Monaten, noch 20,8% (10/48) Schubaktivitét. Insgesamt blieben 45,8 %
der Patienten (22/48) schubfrei.

Tabelle 3: Schubreduktion unter Natalizumab

Jahrliche Schubrate Patientengruppen

AFFIRM SENTINEL LMU-Munchen

Mittelwert der Kontrollgruppe
(AFFIRM, SENTINEL) bzw.
Mittelwert vor Natalizumab
(LMU Miinchen)

Mittelwert unter Natalizumab 0,24 0,34 0,6
Prozent Reduktion im
Vergleich zur Kontrollguppe
(AFFIRM, SENTINEL) bzw. 68 55 79
zur Zeit vor Natalizumab
(LMU Miinchen)

1,5 1,4 2,8
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Durch die Natalizumabtherapie kam es zu einer Stabilisierung der
Behinderungsprogression in unserer Kohorte. Der mittlere EDSS von 23 Patienten,
die langer als 2 Jahre mit Natalizumab therapiert wurden, betrug zu Beginn 4,2; nach
einem Jahr 3,7 und nach zwei Jahren 3,9 (Abb. 7).

4.4

4,2
4 2 Jahre

38 1 Jahr

36

3.4

mittlerer EDSS

vor

Natalizumab mit Natalizumab

Abbildung 10: Stabilisierung der Behindertenprogression unter Natalizumab in
einem hochaktiven Patientenkollektiv . Entwicklung des mittleren EDSS von 23
Patienten unter Natalizumabtherapie, die tiber 2 Jahre klinisch beobachtet wurden.

In dieser Untergruppe der 23 Patienten, die langer als 24 Monate mit
Natalizumab behandelt wurden, verschlechterten sich 3 Patienten im EDSS, acht

blieben stabil und 12 Patienten verbesserten sich (Details in Tab. 4).

Tabelle 4: Veranderung des EDSS bei 23 mit Natalizumab behandelten
Patienten, die tber 2 Jahre klinisch beobachtet wurden

Veranderung des EDSS nach 2 Jahren | Zahl der Patienten
Verschlechterung >1 Punkt 1
Verschlechterung 1 Punkt 1
Verschlechterung 0,5 Punkte 1
stabil 8
Verbesserung 0,5 Punkte 6
Verbesserung 1 Punkt 3
Verbesserung > 1 Punkt 3
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24 der 48 Patienten (50%) zeigten im Referenz-MRT eine oder mehrere KM-
aufnehmende Lasionen vor Beginn der Natalizumabtherapie, im weiteren Verlauf
zeigten nur noch 3 dieser 48 Patienten passager eine KM-Aufnahme.

Zusammenfassend zeigt sich, dass in unserer Patientenkohorte, die sich von
den Patienten in den Zulassungsstudien durch eine hohere Krankheitsaktivitat
unterscheidet, Natalizumab hochwirksam ist und den Krankheitsverlauf positiv

beeinflusst hat.
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3.3  Nebenwirkungen von Natalizumab in unserer Kohorte

Die im folgenden angegebenen Nebenwirkungen beziehen sich auf insgesamt 51
Patienten, 48 Patienten der eigenen Kohorte zuziliglich 3 weiterer Patienten, die ihre
Natalizumabtherapie unterbrochen hatten und in unserer neuroimmunologischen
Ambulanz weiterbetreut wurden (siehe Kapitel 2.1.).

Die monatlichen Natalizumabinfusionen wurden im Allgemeinen gut vertragen, bei
einigen Patienten kam es zu leichter Miudigkeit (7/51) und/oder leichten
Kopfschmerzen (10/51) wéhrend der Infusion oder im weiteren Tagesverlauf nach der
Infusion. Bakterielle Harnwegsinfektionen traten zu Beginn der Natalizumabtherapie
bei 8 von 51 Patienten mehrfach auf. Eine Patientin litt an hdufigen Lippenherpes-
Exazerbationen, bei zwei weiteren Patientinnen kam es unter der Natalizumabtherapie
zu einem Herpes zoster. Ein Patient hatte eine Lungenentziindung. Bei zwei
Patientinnen zeigte sich in der gynékologischen Tumorscreeninguntersuchung eine
Verschlechterung des histologischen Befundes auf PAP 111D mit positiven Papillom-
Virusnachweis. Bei einer Patientin wurde ein superfiziell spreitendes malignes
Melanom im Verlauf der Behandlung entfernt. Eine Patientin hatte eine leichte
absolute Leukozytose.

Bei drei Patienten musste aufgrund von Nebenwirkungen die
Natalizumabtherapie abgebrochen werden. Eine Patientin litt an rezidivierenden
opportunistischen Nagelbettentziindungen. Bei einem Patienten manifestierten sich
mit Beginn der Natalizumabtherapie zundchst Arthralgien und im weiteren Verlauf
eine Rheumatoide Arthritis. Eine der Patientinnen mit Herpes zoster beendete
deswegen die Natalizumabtherapie.

Bei zwei Patienten musste aufgrund von persistierenden Antikérpern gegen
Natalizumab die Therapie beendet werden. Einer von ihnen zeigte nach der zweiten
Infusion eine allergische Reaktion vom verzdgerten Typ (Typ 1) (Krumbholz et al.,
2007). Bei der zweiten Patientin zeigten drei Schibe in 5 Monaten eine fehlende

Wirksamkeit an.
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Abbildung 11: Nebenwirkungen unter Natalizumab. Hier sind die
Nebenwirkungen der mit Natalizumab behandelten Patienten der eigenen Kohorten
aufgefuhrt. Ein Patient kann mehrfach genannt werden.

3.4  Erkrankungsverlauf nach Beenden der Natalizumabtherapie

Insgesamt  beendeten 23  Patienten aus  verschiedenen  Grinden die
Natalizumabtherapie  (Tabelle 5).  Aufgrund des unter langfristiger
Natalizumabtherapie ansteigenden PML-Risikos, beendeten 13 Patienten aus
unserer Kohorte ihre Natalizumabtherapie im Mittel nach 21 (+/-11) Monaten. Bei
allen Patienten war es unter der Natalizumabtherapie zu einer deutlichen
Stabilisierung des Krankheitsverlaufes gekommen, so dass diese Patienten auf einen
stabilen Verlauf auch nach Beenden der Natalizumabtherapie hofften. Zu diesem
Zeitpunkt gab es noch keine ausreichenden Erfahrungen von Patienten, die eine

Natalizumabtherapie beendet hatten.
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Tabelle 5: Patienten, die die Natalizumabtherapie beendet haben

Dauer der Erneute
. 1 | Krankheits- | Natalizumab- 3 Grund fur Beenden der . Natalizumab-
Patient | m/w | Alter 2 . EDSS . . Anschlusstherapie (Monate) therapie
dauer Therapie Natalizumabtherapie nach
(Monate) (Monate)
1 w 29 4 29 5.5 Angst vor PML Unvertraglichkeit AZA (4), FTY (seit 17)
2 w 18 5 38 4 Angst vor PML GLAT(1-3) 4
3 w 20 13 20 4.5 Schwangerschaft GLAT bis zur Schwangerschaft (1-3) 14
4 w 26 30 25 6 Angst vor PML GLAT (1-7), AZA (seit 8)
5 w 18 2 35 4 Angst vor PML GLAT(1-8) 9
6 m 18 21 26 4 Angst vor PML GLAT (seit 1)
7 w 36 10 36 6 Angst vor PML GLAT (seit 1)
8 w 40 12 14 3 Angst vor PML keine 6
9 w 27 10 17 3 Schwangerschaftswunsch keine
10 m 22 2 11 3.5 rheumatische Arthritis Rituximab (seit 3)
11 w 28 12 19 4 Angst vor PML GLAT (seit 1)
12 w 20 8 13 2 Schwangerschaft keine 9
13 m 44 7 36 5 Angst vor PML GLAT (1-4) 6
14 w 29 17 35 4 Angst vor PML GLAT (1-16) 17
15 w 40 2 5 4.5 Anti-Natalizumab-AK Mitox (seit 6)
kein Therapieeffekt,
16 m 26 6 4 6 Ubergang SPMS keine
17 w 28 6 31 15 Studienende SENTINEL IFN (1-36) 37
18 w 26 19 12 5.5 Angst vor PML keine 17
19 w 21 11 3 3 Infusionsreaktion keine 5
20 w 19 5 6 2.5 Nagelbettentziindung Rituximab (seit 6)
21 w 24 10 20 4 Herpes zoster GLAT (seit 1)
22 w 46 12 14 6 Angst vor PML Mitox ( 3)
23 w 20 7 23 4 Angst vor PML FTY(seit 7)

LAlter in Jahren. 2Krankheitsdauer in Jahren. *EDSS zu Beginn der Natalizumabtherapie.
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Obwohl 15 von 23 Patienten im ersten halben Jahr nach Natalizumab eine den
Krankheitsverlauf beeinflussende Therapie starteten (10 GLAT, 1 INF, 2 Rituximab,
2 Mitox) zeigten 18/23 Patienten erneut Schubaktivitat innerhalb des ersten Jahres
nach Absetzen von Natalizumab. Im weiteren Verlauf blieben bislang nur 4 Patienten
schubfrei (1 GLAT, 2 Rituximab, 1 FTY720 (ab 7. Monat)).

5/23 Patienten erlitten drei Monate nach dem Beenden der
Natalizumabtherapie einen ersten Schub, 5 weitere Patienten 4 Monate nach dem
Beenden der Natalizumabtherapie. 14/23 hatten innerhalb der ersten 6 Monate
mindestens einen Schub (Abb. 10). Daraus ergibt sich ein Wiederauftreten eines
erneuten  Erkrankungsschubes im Mittel 5,4 Monate nach Beenden der
Natalizumabtherapie. 7 Patienten hatten dabei schwere Schiibe mit klinisch relevanter
Symptomatik wie z.B. massive Verkiirzung der Gehstrecke oder Visusminderung. Die

Schiibe waren meist sehr heftig und klinisch beeintréchtigend.
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Abbildung 12: Anzahl schubfreier Patienten nach Absetzen von Natalizumab.
Wir beobachteten eine schnelle Riickkehr der Krankheitsaktivitat nach Absetzen der
Natalizumabtherapie.

Eine Patientin mit persistierenden Antikérpern gegen Natalizumab erlitt einen

Monat nach Absetzen von Natalizumab einen weiteren Schub. Da bei ihr die
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Schubrate auch unter der Natalizumabtherapie hoch blieb, ist dieser Schub nicht im
Rahmen eines Absetzphdnomens zu sehen, da durch die neutralisierenden Antikorper
Natalizumab nicht seine Wirkung entfalten konnte, sondern ist durch die hohe
Krankheitsaktivitat zu erklaren.

In der Gruppe der 23 Patienten, die die Natalizumabtherapie beendet haben,
war die mittlere jahrliche Schubrate 2,4 (+/- 1,4) vor Beginn der Natalizumabtherapie,
sank dann im Mittel auf 0,8 (+/- 1,8) unter Natalizumab und stieg nach Absetzen von
Natalizumab aber wieder auf 2,0 (+/- 1,4) an (Abb. 13).

jahrliche Schubrate
(6]

vor unter nach

Abbildung 13: Mittlere jahrliche Schubrate vor, unter und nach
Natalizumabtherapie. Von den zwei Patienten mit hoher Schubrate unter
Natalizumab hatte eine Patientin persistierende anti-Natalizumab-Antikorper, der
andere zeigte keinen Therapieeffekt bei V.a. Ubergang in SPMS.

Der mittlere EDSS verschlechterte sich nach Absetzen von Natalizumab von
4,2 (+/- 1,3) auf 4,7 (+/- 1,3). Damit war der mittlere EDSS nach Absetzen von
Natalizumab schlechter als der mittlere EDSS vor Beginn der Natalizumabtherapie
mit 4,4 (+/- 0,9), obwohl zur Bestimmung der der jeweils zuletzt gemessene EDSS
jedes einzelnen Patienten (z. B. vor Beginn einer erneuten Natalizumabtherapie bzw.
vor Datenschluss) berticksichtigt wurde. (Abb. 14).
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Abbildung 14: EDSS vor, unter und nach Natalizumabtherapie. In jedem
Zeitfenster wurde der zuletzt gemessene Wert zugrunde gelegt.

Drei Monate nach Beenden der Natalizumabtherapie blieb der mittlere EDSS
konstant bei 10/23 Patienten : 4,4 (+/-1,05) unter Natalizumab und 4,35 (+/-0,91) drei
Monate nach Natalizumab. Sechs Monate nach Natalizumab zeigte sich eine
Verschlechterung des mittleren EDSS bei 14/23 Patienten von 4,25 (+/-1,4) unter
Natalizumab auf 4,57 (+/-1,44) sechs Monate spater. Neun Monate nach Absetzen
zwar der mittlere EDSS bei 9/23 konstant bei 4,35 (+/-1,42) unter Natalizumab und
4,39 (+/-1,64) nach Natalizumab.

Bei 22/23 Patienten konnten vor Therapiebeginn, bei 19/23 Patienten unter der
Natalizumabtherapie und bei 19/23 Patienten nach Beenden der Natalizumabtherapie
MRTs ausgewertet werden. 13/23 Patienten hatten vor Beginn der
Natalizumabtherapie KM-aufnehmende L&sionen und bei 13/19 Patienten zeigten sich
nach Beenden der Natalizumabtherapie KM-aufnehmende L&sionen im MRT. Die
mittlere Anzahl der KM-aufnehmenden Herde stieg von 1,6 (+/- 1,95) vor
Natalizumab auf 2,9 (+/-4,0) nach Natalizumab (Anzahl der KM-aufnehmenden
Lé&sionen unter Natalizumab betrug 0,16 (+/- 0,49)). Bei 3 Patienten zeigte sich dabei
eine hohe Anzahl KM-aufnehmender Lé&sionen. Die hohe Anzahl der KM-
aufnehmenden Lé&sionen einzelner Patienten korrelierte mit der Schubschwere und

anhaltender Schubaktivitat.
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Patienten mit einer frilhen Ruckkehr der Erkrankungsaktivitat nach Absetzen
von Natalizumab hatten vor Beginn der Natalizumabtherapie im Mittel eine héhere
Anzahl KM-aufnehmender L&sionen.

6/23 Patienten, deren MRT schon nach 3 Monaten ausgewertet werden
konnte, zeigten im Mittel 4,3 (+/-6,8) KM-aufnehmende La&sionen. Dieselben 6
Patienten hatten vor Beginn der Natalizumabtherapie 3,2 (+/-2,5) KM-aufnehmende
L&sionen. Sechs Monate nach Beenden der Natalizumabtherapie war bei 7/23
Patienten die mittlere Anzahl der KM-aufnehmenden Ldsionen geringer 1,3 (+/-1,4),
vor Beginn der Natalizumabtherapie betrug deren mittlere Anzahl KM-
aufnehmenden Lé&sionen 0,9 (+/-1,5). Neun Monate nach Beenden der
Natalizumabtherapie hatten 4/23 Patienten 1,8 (+/- 1) KM-aufnehmende La&sionen,
vor Therapiebeginn ebenfalls 1,8 (+/-1,3) KM-aufnehmenden Ldsionen.
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Abbildung 15: Kontrastmittel-aufnehmende Herde im MRT-Schéadel vor, unter
und nach Natalizumabtherapie. Die Anzahl der Patienten mit KM-aufnehmenden
Herden im MRT steigt nach Beenden der Natalizumabtherapie wieder auf das Niveau
vor Beginn der Therapie an.
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Abbildung 16: Anzahl der Kontrastmittel-aufnehmenden Lé&sionen im MRT vor,
unter und nach Natalizumabtherapie. Die Werte eines einzelnen Patienten sind
durch Linien miteinander verbunden.

3.5 Erkrankungsverlauf nach Beenden der Natalizumabtherapie
und Beginn einer Therapie mit Glatirameracetat

10/23 Patienten starteten zeitnah nach Beenden der Natalizumabtherapie eine
immunmodulatorische Therapie mit Glatirameracetat.

In der Gruppe der 10 Patienten, die die Natalizumabtherapie beendet haben
und zeitnah eine Therapie mit Glatirameracetat begonnen haben, betrug die mittlere
jahrliche Schubrate 2,4 (+/- 1,5) vor Beginn der Natalizumabtherapie, sank dann im
Mittel auf 0,3 (+/- 0,4) unter Natalizumab und stieg nach Absetzen von Natalizumab
wieder auf 2,1 (+/- 1,2) an.

Der mittlere EDSS verschlechterte sich nach Absetzen von Natalizumab, von
4,6 (+/- 0,8) auf 4,8 (+/- 1,0). Der mittlere EDSS in dieser Gruppe von 10 Patienten
verschlechtere sich im Mittel schon unter der Natalizumabtherapie, weil 3/10
Patienten sich verschlechterten, 2/10 aufgrund einer Verschlechterung der
Gangunsicherheit. Der mittlere EDSS vor Beginn der Natalizumabtherapie betrug 4,4
(+/- 0,8).

Bei 10/10 Patienten konnten MRTs vor Therapiebeginn, unter und nach
Beenden der Natalizumabtherapie ausgewertet werden. 7/10 Patienten hatten vor

Beginn der Natalizumabtherapie KM-aufnehmende Lé&sionen und 6/10 Patienten
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nach Beenden der Natalizumabtherapie KM-aufnehmende Lé&sionen im MRT. 2/10
Patienten hatten auch wahrend der Natalizumabtherapie KM-aufnehmende Lé&sionen.
Die mittlere Anzahl der KM-aufnehmenden Herde stieg von 1,6 (+/- 1,5) vor
Natalizumab auf 3,3 (+/-4,8) nach Natalizumab. Die mittlere Anzahl der KM-
aufnehmenden Lé&sionen unter Natalizumab betrug 0,3 (+/- 0,7). 2 Patienten hatten
eine hohe Anzahl KM-aufnehmender L&sionen nach Beenden der
Natalizumabtherapie.

Von diesen 10 Patienten beendeten 5 Patienten die Therapie mit

Glaterimeracetat und begannen erneut eine Natalizumabtherapie (siehe Tab. 5).

3.6  Erkrankungsverlauf nach Wiederaufnahme der
Natalizumabtherapie

Aufgrund des Wiederanstiegs der Krankheitsaktivitat nahmen 10 von 23 Patienten die
Natalizumabtherapie wieder auf, im Mittel 12,4 (+/- 9,4) Monaten nach Beenden der
Therapie (Spannweite 4-37 Monate) wieder auf, die sie zuvor aus Angst vor der PML
beendet hatten. Der Beobachtungszeitraum des Erkrankungsverlaufs der Patienten mit
Reexpostion Natalizumab betrug 15 (+/- 7,7) Monate.

Nach Wiederaufnahme der Natalizumabtherapie sank die Schubrate von 2,7
(+/- 1,6) erneut auf 0,6 (+/- 0,6) (Abb. 17).
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Abbildung 17: Jahrliche Schubrate vor, unter, nach und unter erneuter
Natalizumabtherapie

Nach Beenden der Natalizumabtherapie kam es bei diesen 10 Patienten zu einer
deutlichen Behinderungsprogression von 3,7 (+/- 1,3) auf 4,7 (+/- 0,9). Nach
Wiederaufnahme der Natalizumabtherapie stabilisierte sich der Erkrankungsverlauf
erneut bei allen Patienten. So besserte sich der mittlere EDSS unter erneuter
Natalizumabtherapie auf 4,1 (+/- 1,0) (Abb. 18).

Die Wiederaufnahme der Natalizumabtherapie bewirkte ein Absinken der
KM-aufnehmenden Lé&sionen von 5,2 (+/- 5,0) auf 0,5 (+/- 1,4).

Insgesamt zeigten sich kein Wirkungsverlust und keine relevanten

Nebenwirkungen nach Wiederaufnahme der Therapie.
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Abbildung 18: Behinderungsgrad der Patienten, EDSS-Verlauf vor, unter, nach
und unter erneuter Natalizumabtherapie

3.7 Exemplarischer Erkrankungsverlauf eines Patienten

Bei einer 19-jahrigen Patientin manifestierte sich im Juli 2002 erstmals eine
schubférmige MS mit einer Hemiparese rechts und einer NNO rechts. Von Oktober
2002 bis Dezember 2006 bestand eine immunmodulatorische Basistherapie mit Rebif
44 pg. Unter dieser Therapie kam es anfangs zu jahrlichen Schilben, im weiteren
Verlauf zu einem Wirkungsverlust mit zuletzt 4 Schiben pro Jahr, die zu einer
zunehmenden Behinderung fuhrten mit einem EDSS von 3,5. Im Januar 2007 wurde
eine Natalizumabtherapie Dbegonnen. Im Referenz-MRT zeigten sich vor
Therapiebeginn 4 KM-aufnehmende Herde. Unter der Natalizumabtherapie
stabilisierte sich der Erkrankungsverlauf. Die jéhrliche Schubrate unter Natalizumab
betrug 0,9. Der EDSS blieb unter der Natalizumabtherapie im Wesentlichen stabil bei
4,0. In den halbjahrlichen MRT-Kontrollen unter Natalizumab zeigten zwei MRTs
noch diskrete KM-Aufnahme (im zeitlichen Zusammenhang mit den beiden
Schilben), die anderen MRTs zeigten keine Befundprogredienz und keine KM-
Aufnahme. Im Marz 2010 beendete die Patientin aufgrund starker Angste vor einer

maoglichen PML die 3-jahrige Natalizumab-Therapie und begann drei Wochen spéter
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mit einer Copaxone-Basistherapie. Nach Absetzen von Natalizumab zeigte sich im
MRT drei Monate spater deutliche Befundprogredienz mit neuen und
groBenprogredienten Ladsionen sdmtlich mit KM-Aufnahme. Es kam zu einem
Erkrankungsschub im Juni 2010 mit Gehstreckenreduktion auf 330 m, so dass
wiederholte Hochdosis Cortison-StoR-Therapien erfolgten. Ende Juli 2010 wurde die
Natalizumab-Therapie wieder aufgenommen. Seitdem stabilisierte sich der

Krankheitsverlauf erneut. Der EDSS besserte sich 2011 wieder auf 3,5 und die

Gehstrecke stabilisierte sich sicher tiber 500 m.

Abbildung 19: Anzahl der KM-aufnehmenden Lé&sionen im MRT vor Beginn der
Natalizumabtherapie mit einigen KM aufnehmenden Ldésionen in den T1
gewichteten Aufnahmen.

Abbildung 20: MRT derselben Patientin wie in Abb. 19 3 Monate nach Beenden
der Natalizumabtherapie mit multiplen KM-aufnehmenden Lé&sionen in den T1-
gewichteten Aufnahmen.
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3.8 Veranderungen der Lymphozytensubpopulationen im Blut

unter Therapie mit Natalizumab

3.8.1  Befunde der Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersuchten wir longitudinal insgesamt 111
EDTA- Proben von 17 mit Natalizumab behandelten MS-Patienten und 10 Proben
von 9 unbehandelten MS-Patienten. Wir fanden einen Anstieg aller untersuchten
Immunzellsubtypen, namlich der Monozyten, der CD4" T-Helfer-Zellen, der CD8" T-
zytotoxischen-/Suppressor-Zellen, der CD19°CD138" Plasmablasten, der reifen
CD19" B-Zellen und der CD19'CD10" pra-B-Zellen  wiéhrend  der
Natalizumabtherapie (7,4 fach). Wir fanden, dass die verschiedenen
Immunzellsubtypen als Konsequenz der Natalizumabtherapie in unterschiedlicher
Weise anstiegen (Abb. 21). Dieser unproportionale Anstieg der verschiedenen
Leukozytentypen wurde sowohl im intra-individuellen Vergleich, als auch im
interindividuellen Vergleich mit den 9 unbehandelten MS-Patienten beobachtet. Der
intraindividuelle Anstieg der reifen CD19" B-Zellen (Median: 2,8 fach) und
besonders der CD19°CD10" pra-B-Zellen (7,4 fach) ist signifikant (p<0.01) groRer als
der Anstieg der Gesamt-Lymphozytenpopulation (1,5 fach), der CD19'CD138"
Plasmablasten (1,5 fach), der CD8" T-Zellen (1,8 fach), der CD4" T-Zellen (1,5 fach)
und der Monozyten (1,3 fach). Diese Erhohung der Leukozytenuntergruppen hielt
wéhrend der gesamten Therapie mit Natalizumab an. MS-Patienten vor Beginn der
Natalizumabtherapie unterschieden sich nicht von den unbehandelten MS-Patienten
(Krumbholz et al., 2008b)(Abb.21 und Abb. 22).

44



A 601 A) cD19'CD10° » 1200 B) CD19" reife B-Zellen C) CD19°CD138"
Pra-B-Zellen / 7 16 Plasmablasten’
S/ 2 p=005”
40 p<0.01 / 800 12 S
d ,M“A & -
2 8
20 400 3 B
= 4 “ a
E & a °
m . Fy
= 0 ) 0 0
&
3 aooo{ D) CD3 s000{ E) Lymphozyten F)
N T-Zellen /
s s / 4000
- ; 1200
2000
3000
s 800
2000 a
1000 . I e
e 400 &
1000{ » P A
A
0 —S—— . ) 0——— — 0 p— "
Unbehandelt Natalizumab Unbehandelt  Natalizumab Unbehandelt  Natalizumab
_ 1001 @) — o
S 60| s
E’ 20;_'. A
- A
E 10
o i
> = 8 A
Lo —_—
E ©
-'Eg 6 aa
'.E o
5 | R "
| 4
€ A : it 4
© ﬁé A A - '
> ¥ \ ALy Ay b
= 2 3 L4 @ A A
Ak
R e Sy
o an A A a Ay
0 r : | r . ; .
CD3¥ CDh3 CD3" CD19° CD19° CD19
CD4' CD8" CD138' cD10’
Mono- Lympho- T-Zellen Plasma- reife Pra-B-

zyten zyten

blasten B-Zellen Zellen

Abbildung 21: Im peripheren Blut der Natalizumab-Patienten sind reife B-
Zellen und insbesondere unreife B-Zellen signifikant starker erhoht als die
Gesamtlymphozytenpopulation. Die absolute Anzahl der angegebenen Zelltypen
wurde in 121 Blutproben im DurchfluRzytometer gemessen.
(A-F): Jeder Datenpunkt repréasentiert den Median aller Proben eines Patienten: links
vor und rechts nach Beginn der Natalizumabtherapie. Die Linien zeigen die
intraindividuelle Veranderung. Datenpunkte, die nicht mit einer Linie verbunden sind,
stellen entweder unbehandelte Patienten dar (links) oder Patienten, von denen kein
Wert vor Beginn der Natalizumab erhéltlich war (rechts). Die gepunkteten Linien
verbinden den Median vor und unter Natalizumabtherapie desjenigen Patienten,
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dessen Werte exemplarisch longitudinal in Abb.22 gezeigt werden. Die p-Werte
wurden mit Wilcoxon Test flr Paare gefolgt von Bonferroni Korrektion errechnet.

(G) Far die Gesamtlymphozyten, Monozyten und verschiedene
Lymphozytensubpopulationen werden die intraindividuellen Verénderungen der
absoluten Zellzahl als Faktor dargestellt. Die Faktoren werden wie folgt errechnet:
Median aller Proben wéhrend Therapie dividiert durch Median aller Proben vor
Therapie. Die horizontalen Linien reprasentieren den Median dieser Faktoren fur
jeden Zelltyp. Werte von Patienten, von denen nicht von allen Zelltypen Messungen
erhéltlich waren, sind durch ein offenes Dreieck dargestellt und wurden nicht in die
statistische Evaluation eingeschlossen. P Werte fir Lymphozyten, B-Zellen und pré-
B-Zellen wurden mit Hilfe der Friedman repeated measures analysis of variance on
ranks gefolgt von Dunn-Test berechnet. CD19°CD10" pra-B-Zellen und CD19" B-
Zellen waren signifikant starker erhoht als die Gesamtlymphozyten. ** p<0,01.
Statistische Auswertung durch Dr. Markus Krumbholz.

In Abbildung 22 ist exemplarisch bei einem Patienten der longitudinale

Verlauf aller Immunzellsubtypen dargestellt, die im Durchfluzytometer bestimmt

wurden.

CD19'CD10" Pra-B-Zellen

CD19’ reife B-Zellen

Relative Veranderung der Zellen/ul

Gesamt-Lymphozyten

CD3' T-Zellen

-60 0 90 180 270 360
Tage vor und nach Beginn der Natalizumabtherapie

Abbildung 22: Reife und unreife B-Zellen zeigen longitudinal einen stabilen
Anstieg, welcher groRer ist als der anderer Immunzellen. Dargestellt ist der n-
fache Anstieg der CD19" reifen B-Zellen, der CD19°CD10" pra-B-Zellen, der CD3"
T-Zellen und der Gesamtlymphozyten eines reprasentativen Patienten im zeitlichen
Verlauf gegentiber dem Durchschnittswert von zwei Messungen vor Beginn der
Natalizumabtherapie (dieser wird auf 1 gesetzt). Derselbe Patient ist in Abb. 21 A-F
mit einer gepunkteten Linie dargestellt.
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Die Abbildung 22 zeigt, dass der relative Anstieg der pré-B-Zellen besonders
ausgepragt ist. In Abbildung 23 sind die Absolutwerte der zirkulierenden B-Zellen
(Abb. 23 A) und der pré-B Zellen (Abb. 23 B) von jedem untersuchten Patienten
longitudinal dargestellt. Der Einfluss der Natalizumabtherapie auf die im Blut
zirkulierenden hamatopoetischen Vorlauferzellen wurde weiter untersucht, auch mit
molekularbiologischen Methoden (siehe auch 3.2.2.). In Abbildung 23 C-E ist von
den gleichen Blutproben wie in A-B das Vorhandensein von Transkripten fir
Lymphoztenvorlduferzellen dargestellt.
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Abbildung 23: Longitudinale Untersuchung von reifen B-Zellen, pra-B-Zellen
und Vorlaufern von Immunzellen im Blut von Natalizumab behandelten MS
Patienten. Die Zahl der reifen B-Zellen (A) und der pra-B-Zellen (B) pro ul Blut ist
angegeben. Diese Werte ergeben sich aus Messungen mit der Durchflusszytometrie in
Kombination mit den Werten aus dem Differentialblutbild. Jeder einzelne Patient
wird durch eine Farbe reprasentiert. In (C-E) ist die zusammenfassende Darstellung
der Transkripte fir CD34, DNTT und Vprep1 aller Proben der drei Gruppen (gesunde
Kontrollen, unbehandelte MS-Patienten und der mit Natalizumab behandelten
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Patienten). Die gleichen Patienten sind mit den gleichen Farben gekennzeichnet wie
in A und B. Gesunde Kontrollen und unbehandelte MS-Patienten werden auf der
linken Seite in den Diagrammen gezeigt. Die gepunkteten Linien zeigen den Median
aller Proben vor Beginn der Natalizumabtherapie an.

3.8.2 Molekularbiologische Befunde

Die Anwesenheit von hamatopoetischen Vorlauferzellen im peripheren Blut wurde
auch mit Hilfe der gPCR nachgewiesen. CD10, das bei der Durchflusszytometrie in
einer Doppelfarbung mit CD19 als ein Marker fur Pra-B-Zellen gedient hat, kann
nicht in der gPCR aus Vollblut bestimmt werden, weil CD10 auch auf Granulozyten
exprimiert wird. Deshalb benutzten wir Primer fiir Vpref1 (Element des Pra-B-Zell-
Rezeptors auf unreifen B-Zellen), DNTT (Marker fiir Lymphozytenvorl&uferzellen)
und CD34 (Marker fur Progenitorzellen, aus denen Lymphoid- und Myeloidzellen
entstehen).. Unter der Natalizumabtherapie zeigte sich ein intraindividueller Anstieg
der relativen Genexpression dieser Gesamtblut-RNA-Transkripte im Vergleich zu
zwei Housekeeping Genen (PPIA und GAPDH) (Abb.24). Dieser Anstieg zeigte sich
ebenso im interindividuellen  Vergleich  zwischen unbehandelten MS-
Patienten/Kontollen und Natalizumabpatienten (Abb. 23 C-E).

Der gemessene Anstieg des VprePl Gentranskripts in der qPCR ist ein
relativer, weil er errechnet wird aus dem Zielgen-Messwert geteilt durch den
Housekeeping-Messwert (GAPDH und PPIA). Wir beobachten einen 5,2/3,7 fachen
Anstieg von DNTT im Vergleich zu GAPDH/PPIA als Marker fur
Lymphozytenvorlauferzellen unter der Natalizumabtherapie, einen 2,8/2,1 fachen
Anstieg von Vpref1 als Marker fiir die Pra-B-Zellen und einen 1,9/1,5 fachen Anstieg
von CD34 als Marker fir die frihen Vorl&uferzellen. Der Anstieg der lymphatischen
Vorlduferzellen (Vprepl und DNTT Transkripte) ist ausgeprégter als die der frithen
CD34-Progenitorzellen. Die gPCR und die FACS-Untersuchung zeigen
Ubereinstimmend, dass die Pra-B-Zellen im peripheren Blut unter der

Natalizumabtherapie tGberproportional ansteigen (Krumbholz et al., 2008b)
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Abbildung 24: Veranderung der Menge von Transkripten fir hdmatopoetische
Vorlauferzellen im Blut unter Natalizumabtherapie. Aus dem Vollblut wurde
RNA extrahiert und cDNA umgeschrieben. Mit der TagMan PCR wurden die
Transkripte fir CD34 (h&matopoetische Vorlauferzellen, aus denen sich sowohl
Lymphozyten als auch myeloide Zellen entwickeln kdnnen), Vprep1 (ein Teil des
Rezeptors der pra-B-Zellen) und DNTT (exprimiert von
Lymphozytenvorlduferzellen) quantifiziert. Die angezeigten Faktoren reprasentieren
die intraindividuelle Verénderung und wurden wie folgt berechnet: Median aller
Probenwerte wahrend der Natalizumabtherapie geteilt durch den Median aller
Probenwerte vor Therapiebeginn. Nach logarithmischer Umwandlung folgten die
Werte einer Normalverteilung und konnten durch ANOVA gefolgt vom Holm-Sidak
Test fur multiple Vergleiche analysiert werden (**p<0,01). Statistische Auswertung
durch Dr. Markus Krumbholz.
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4 Diskussion

4.1 Wirksamkeit von Natalizumab bei hochaktiver schubférmiger
MS

Natalizumab ist aufgrund des Nebenwirkungsprofils mit mdglichen Auftreten einer
PML nur als Eskalationstherapie zur Behandlung hochaktiver Krankheitsverlaufe
zugelassen, d.h. fir Patienten, die auf eine vorherige immunmodulatorische
Basistherapie mit IFN-f oder Glatirameracetat nicht angesprochen haben (Rudick et
al., 2006; Polman et al., 2006). Das erklart, warum unser Patientenkollektiv beztiglich
der Krankheitsdauer, der héheren Schubrate und dem héheren Behinderungsgrad von
dem Patientenkollektiv der Zulassungsstudien abweicht.

In dieser Anwendungsbeobachtung von Natalizumab bei hochaktiven MS-
Patienten mit schubformigen Verlauf zeigt sich, dass Natalizumab auch bei einem
Patientenkollektiv, welches von dem Studienpatientenkollektiv der AFFIRM- und
SENTINEL-Zulassungsstudien in Hinsicht auf die hohere Krankheitsaktivitat
abweicht, sehr wirksam ist. Die Schubratenreduktion war mit 76% vergleichbar mit
der in der AFFIRM-Studie erzielten Reduktion von 68% gegenlber der
Placebogruppe.

In unserem Patientenkollektiv blieb der mittlere EDSS Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum von zwei Jahren stabil, dies kann vorsichtig als fehlende
Behinderungsprogression gewertet werden. Zum einen sank die Schubrate deutlich in
unserem zuvor hochaktiven Patientenkollektiv, die noch auftretenden Schiibe waren
mild und fiihrten nicht zu einer Zunahme der Behinderung, zum anderen zeigte der
stabilisierte mittlere EDSS in unserem Patientenkollektiv, dass auch unabhangig von
den Schiben keine sekundar progrediente Verschlechterung eintrat. Die gute klinische
Wirksamkeit bezuglich Schubrate und EDSS bei hochaktiven MS Patienten wurde
inzwischen auch von anderen Gruppen beschrieben (Siehe vergleichende Darstellung
der Daten in Tabelle 6) (Outteryck et al., 2010; Oturai et al., 2009; Putzki et al.,
2010b).
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Tabelle 6: Krankheitsaktivitat unter Natalizumab bei hochaktiven Patienten in
verschiedenen Zentren

AFFIRM- | AFFIRM- | Outteryck | Oturai Putzki LMU-
Placebo- Verum- et al. et al. et al. Minchen
gruppe gruppe 2010 2009 2010b
Anzahl 315 627 384 234 97 48
Alter bei 36,7 35,6 38,05 39,5 36,5 35,4
Therapieanfang
(Mittelwert)
Krankheitsdauer 6,0 5,0 8 10
! (Spannweite) (0-33) (0-34) (0-36) (2-30)
Schiibe 1 Jahr 1,5 1,53 2,19 2,53 2,3 2,8
vor Natalizumab
Jahrliche 0,73 0,23 0,59 0,68 0,17 0,6
Schubrate unter
Natalizumab
EDSS bei 2,3 2,3 3,53 4 3,5 4,1
Therapiebeginn
EDSS nach 3,02 3,2 3,7
einem Jahr
Natalizumab
Schubraten- 68% 73% 73% 93% 79%
Reduktion
Anteil der 67% 72% 72% 63% 69% 75%
weiblichen
Patienten

FuBnote zu Tabelle 6. 'Der Median und die Spannweite der Krankheitsdauer sind in
Jahren angegeben.

4.2 Ruckkehr der Krankheitsaktivitat nach Absetzten der
Natalizumabtherapie

Die aktuellen Empfehlungen der EMA (European Medicines Agency) sehen vor, dass
nach 2 Jahren Therapie mit Natalizumab mit dem Patienten ganz gezielt ein
PML-Risikos  bei

Natalizumabtherapie gefihrt wird (Pressemitteilung vom 21.

Aufklarungsgesprach  bezuglich  des Fortfihrung  der
2010

(www.ema.europa.eu)). Dies fiihrt dazu, dass viele Patienten und zum Teil auch Arzte

Januar

die Natalizumabtherapie beenden. In unserer Gruppe beendeten 13 von 23 Patienten
die Natalizumabtherapie aus Angst davor, an einer PML zu erkranken. Genaue Daten
uber den Krankheitsverlauf nach Beenden der Natalizumabtherapie fehlten zu diesem
Zeitpunkt. In einer kleinen Arbeit wurde bei 10 Patienten wurde nach Absetzen einer
kurzfristiger Natalizumabtherapie ein starker Anstieg der T2-L&sionen beschrieben,

wéhrend nach Absetzen einer langfristigen Natalizumabtherapie sich nur eine geringe
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T2-Lasionslastzunahme zeigte (Vellinga et al., 2008). Die Autoren schlossen daraus,
dass fiir kurzzeitig behandelte Patienten die Gefahr eines Rebounds bestehen kénnte.
Der klinische Verlauf dieser Studienpatienten wurde nicht beschrieben (Vellinga et
al., 2008). Stive et. al. veroffentlichten 2009 den ersten Bericht tUber den klinischen
Verlauf nach Absetzen von Natalizumab bei 23 Patienten, die ehemalige Teilnehmer
an den Zulassungsstudien SENTNEL und AFFIRM waren (Stuve et al., 2009). Von
den 23 Patienten in dieser Studie - 17 davon unter einer immunmodulatorischen
Therapie (meist Interferon, zweimal Glaterimeracetat) - blieben 21 Patienten
schubfrei, ein Patient hatte 2 Schiibe und ein weiterer hatte einen Schub in einem
Zeitraum von 14 Monaten nach Absetzen von Natalizumab. Der EDSS vor, unter und
14 Monate nach Natalizumabtherapie zeigte keinen signifikanten Unterschied und es
wurde kein Anstieg der KM-aufnehmenden L&sionen nach Absetzen von Natalizumab
festgestellt (Stuve et al., 2009). Insgesamt gingen die Autoren davon aus, dass €s in
einem Zeitraum von 1 Jahr nach Absetzen von Natalizumab zu keinem Rebound bzw.
signifikanten Wiederanstieg der Krankheitsaktivitat kommt.

Widererwarten zu dem  damaligen  Wissensstand  zeigte  unser
Patientenkollektiv einen eindeutigen Wiederanstieg der Krankheitsaktivitat nach
Absetzen von Natalizumab. So hatten bei uns 18 von 23 Patienten mindestens einen
Schub, 14 sogar innerhalb der ersten 6 Monate nach Absetzen von Natalizumab. Die
jahrliche mittlere Schubrate stieg nach Absetzen von Natalizumab deutlich an,
begleitet von KM-aufnahme im MRT und Zunahme der Behinderungsprogression.
Dabei ist die |Intensitdt der Rickkehr der Krankheitsaktivitat individuell
unterschiedlich. Einer unserer Patienten mit hoher MRT-Aktivitdt vor Beginn einer
Natalizumabtherapie zeigte einen schnellen und heftigen Wiederanstieg der
Krankheitsaktivitat nach Beenden der Therapie. Dies wird gestutzt aus Fallberichten,
die ebenfalls einen UberschieRenden Anstieg der Krankheitsaktivitat beschreiben:
Nach Absetzen von Natalizumab kam es 9 Wochen spater zu einem Schub und KM-
Aufnahme im MRT, nach eskalierter Schubtherapie mit Plasmapherese
verschlechterte sich die Klinik unerwartet weiter bis auf EDSS 9,5 und das MRT
zeigte ebenfalls eine weitere Zunahme der KM-aufnehmenden Lé&sionen. Eine
Hirnbiopsie zeigte eine aktive Typ 1 L&sion mit ausgepragtem axonalen Schaden
(Lenhard et al., 2010).

In einer anderen Untersuchung wurden 32 Patienten beobachtet, die eine 4-

monatige Therapiepause von Natalizumab durchfiihrten (Miravalle et al., 2010). 12
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der 32 Patienten erlitten in der Therapiepause einen Schub. Die Patienten mit Schub
waren jlnger, hatten eine etwas geringere Therapiedauer und eine hdohere
Schubaktivitdt, sowie mehr KM-aufnehmende Ldsionen vor Beginn der
Natalizumabtherapie im Vergleich mit der Patientengruppe ohne Schub. In unserer
Patientenkohorte zeigte sich nur die Anzahl der KM-aufnehmenden Lé&sionen als
pradiktiver Marker fir eine frihe Ruckkehr der Schubaktivitat, gegeniber der
Patientengruppe mit einem spateren Beginn oder ausbleibenden Beginn der
Schubaktivaktivitat. In unserer Patientenkohorte entwickelten 18/23 Patienten
Schubtétigkeit im ersten Jahr nach Absetzen von Natalizumab, obwohl 15/23
Patienten mit einer nachfolgenden Therapie im ersten halben Jahr begonnen hatten,
davon 10 Patienten Glatirameracetat im ersten Monat nach Absetzen. Eine
Deeskalationstherapie mit Glatirameracetat zeigte sich wirkungslos gegenuber der
Rickkehr der Krankheitsaktivitdt nach Absetzten einer Natalizumabtherapie (Havla
et al., 2011). Auch eine andere Arbeitsgruppe beobachtete eine Ruckkehr der
Krankheitsaktivitat beginnend 3 Monate nach Absetzen und schloss daraus, dass eine
Therapiepause bzw. sogenannte drug-holiday nicht sinnvoll ist (Killestein et al.,
2010). Eine weitere Arbeitsgruppe beobachtete in einer Gruppe von 48
Natalizumabpatienten in einem Zeitraum von 3-6 Monaten nach Beenden der
Natalizumabtherapie einen erneuten Anstieg der Schubrate auf das Niveau vor
Natalizumab. Ein positiver Effekt einer immunmodulatorischen Therapie (Interferone,
Copaxone) konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (Kaufman et al., 2011).
Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild: In unserer Untersuchung und in
der Mehrzahl der anderen Studien kam es nach Absetzen von Natalizumab bei vielen
Patienten(>50%), zu einer erneuten Zunahme der Krankheitsaktivitat, zumindest auf
das Ausgangsniveau vor Natalizumab. Bei einzelnen Patienten zeigte sich eine
uberschielende Krankheitsaktivitat, ein sogenannter Rebound. Die genauen
Mechanismen sind noch nicht geklart und missen weiter untersucht werden. Unsere
Beobachtung zeigt, dass diese Krankheitsaktivitdt nach Absetzten von Natalizumab
nicht durch Glatirameracetat verhindert werden kann. Es ist derzeit offen, welche
anderen Therapien nach Natalizumab am besten eingesetzt werden sollten, um einen
Wiederanstieg der Krankheitsaktivitdt und damit eine Behinderungsprogression zu
verhindern. Allerdings muss aufgrund unserer Daten und der Ergebnisse aus anderen
Studien von einer Therapiepause ohne Beginn einer anderen immunmodulatorischen

Therapie zum jetzigen Zeitpunkt abgeraten werden.
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4.3 Veranderungen von Immunzellsubtypen im Blut unter der

Therapie mit Natalizumab

4.3.1  Disproportionaler Anstieg verschiedener Immunzellsubtypen

Natalizumab erhoht die im Blut zirkulierenden Lymphozyten (Polman et al., 2006).
Wir haben die Effekte von Natalizumab auf einzelne Immunzellsubpopulationen,
ndmlich T-Zellen, Monozyten, B-Zellen, Plasmazellen und pr&-B Zellen untersucht.
Dabei zeigte sich ein Anstieg der Gesamtlymphozyten um das 1,5 fache. In unserer
Untersuchung war der Anstieg der CD4"-T-Zellen etwas geringer als der der CD8+-
T-Zellen. Das stimmt mit Ergebnissen einer anderen Studie Uberein, dabei wurde bei
23 Patienten dies dort als sinkender CD4'/CD8*-Quotient im Blut unter der
Natalizumabtherapie beschrieben (Stuve et al., 2006a).

Auffallig war in unserer Untersuchung ein Uberproportionaler Anstieg der B-
Zellen und der pré-B-Zellen (Krumbholz et al., 2008b). Unsere Ergebnisse wurden
mittlerweile bestatigt (Putzki et al., 2010a; Kowarik et al., 2011).

Der Befund, dass Natalizumab einen disproportional groRen Effekt auf B-
Zellen hat, hat auch Implikationen fir den vermuteten Wirkungsmechanismus von
Natalizumab. Der urspringliche Grund o4-Integrin  zu blockieren, lag in
Experimenten zur EAE mit dem Ziel das Eindringen von autoreaktiven T-Zellen in
das ZNS zu blockieren (Yednock et al., 1992). Aktuelle Befunde sprechen aber dafiir,
dass bei der MS auch andere Immunzellen, speziell B-Zellen, wesentlich zur
Pathogenese beitragen (Meinl et al., 2006; Hauser et al., 2008). Mehrere
Beobachtungen wie der praferentielle Anstieg von B-Zellen, die Hochregulation von
Genen, die in Bezug zu einer B-Zellaktivierung stehen (Lindberg et al., 2008), ein
Abfall von B-Zellen im Liquor unter der Natalizumabtherapie (Stuve et al., 2006b)
und die Ko-Stimulation von B-Zellen in vitro Gber a4-Integrin (Carrasco and Batista,
2006) sind vereinbar mit der Hypothese, dass Natalizumab auch pathogene B-Zellen
beeinflusst. Natalizumab koénnte den Eintritt pathogener B-Zellen in das ZNS
blockieren, in einer ahnlichen Weise wie es fur T-Zellen angenommen wird. Die
therapeutische Inhibition des Eindringens von B-Zellen in das ZNS ist allerdings
spekulativ, denn der Anstieg von B-Zellen im Blut kann sowohl auf einem reduzierten
Austritt  aus dem Blut wie einer verstarkten Mobilisierung aus dem

Knochenmark/Milz beruhen.
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4.3.2  Effekte auf hamatopoetische Progenitorzellen

Der Anstieg von Lymphozyten im Blut unter der Therapie mit Natalizumab kann
neben  reduzierter Extravasation auch auf einer vermehrten Freisetzung aus dem
Knochenmark oder Ilymphatischen Organen beruhen. Wir fanden einen
iiberproportionalen Anstieg der CD19* CD10" pra-B-Zellen im Blut um das 7,4 fache
mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Dieser Befund wurde mit der quantitativen PCR
bestétigt. Die ergédnzenden molekularbiologischen Untersuchungen zeigten, dass
Vorlauferzellen fir Lymphozyten (DNTT, VpreBl) stérker ansteigen als CD34+
Zellen, die als Stammzellen fir lymphatische und myeloische Zellen fungieren.
Unsere Untersuchungen weisen darauf hin, dass beim Menschen o4 Integrin fiir das
Verbleiben der CD34" Zellen und der Progenitorzellen im Knochenmark beteiligt ist.
Die Rolle von 04 Integrin bei der Hadmatopoese wurde tierexperimentell
herausgearbeitet. Es wurden Mause generiert, denen o4 Integrin spezifisch in
h&matopoetischen Progenitorzellen fehlte. Das fuhrte zu einer erhohten Présenz von
Progenitorzellen im Blut und spéter auch in der Milz. Transplantationsstudien in
Méusen haben gezeigt, dass das Homing von hamatopoetischen Zellen in das
Knochenmark von a4 Integrin wesentlich bestimmt wird (Scott et al., 2003). Zwei
weitere Arbeiten haben das vermehrte Auftreten von CD34" Stammzellen im Blut
unter Natalizumab-Therapie beschrieben (Zohren et al., 2008; Bonig et al., 2008). In
diesen Arbeiten wurde die Durchflusszytometrie eingesetzt und ein Anstieg von
CD34" Zellen um das etwa 4-6 fache beschrieben und eine Synergie in der
Mobilisierung aus dem Knochenmark mit G-CSF beobachtet (Zohren et al., 2008).

4.4 PML verursacht durch JC-Virus: Ist eine Risikostratifizierung
moglich?

Die Angst vor einer moglichen PML flhrt dazu, dass viele Patienten ihre
Natalizumabtherapie beenden. Dies fuhrt aber zu einem Wiederanstieg der
Krankheitsaktivitat, deshalb ist eine Risikostratifizierung wichtig.

Eine Risikostratifizierung gestaltet sich aktuell noch schwierig. Es gibt keinen
Préadiktor fur den bevorstehenden Ausbruch einer PML. 46% der PML-Patienten unter
Natalizumab hatten zuvor eine immunsuppressive Therapie, in der Tygris-

Beobachtungsstudie hatten nur 20% der Patienten zuvor eine immunsuppressive
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Therapie, das heil3t, Patienten mit immunsuppressiver VVortherapie tragen ein hoheres
Risiko eine PML unter Natalizumabtherapie zu entwickeln
(http://www.tysabri.de/index.php?inhalt=login). In unserer Kohorte ist der Anteil an
immunsuppressiv vorbehandelten Patienten allerdings hoher, er betrégt 27% (13/48).

Von Gorelik et al. wurde ein neuer, 2 Schritte umfassender ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) entwickelt um JC-Virus spezifische Antikérper im
Serum und Plasma zu detektieren (Gorelik et al., 2010). 53,6% der Patienten waren
positiv, die falsch negative Rate betrégt ca. 2,5%, alle Proben der 17 PML-Patienten
wurden positiv  fir JC-Virus spezifische Antikorper getestet. Bei einer
Serokonversionsrate von 2% jahrlich ergébe sich ein deutlich geringeres Risiko fur
die seronegative Gruppe, eine PML unter Natalizumab zu entwickeln. Diese
Hypothese soll in groRen klinischen Studien Gberprift werden.

Veroffentlicht wurde kirzlich als Poster auf der Jahrestagung der American
Academy of Neurology das geschétzte Risiko fur das Auftreten einer PML unter
einer Natalizumabtherapie: nach einem 2-Faktor Algorithmus ( < 2 oder >2 Jahren
Natalizumabtherapie) und fehlende oder zurlckliegende immunsuppressive Therapie.
Immunsuppressiv vorbehandelte Patienten haben nach >2 Jahren Natalizumabtherapie
ein 4 fach erhdhtes Risiko eine PML zu entwickeln (1,5 versus 4,5/1000). Wird der
Antikorper-Status gegen JC-Virus fir die Risikokalkulation berlicksichtigt, erhoht
sich bei positivem JC-Virus-Antikorpernachweis das Risiko bei >2 Jahre
Natalizumabtherapie flr die immunsuppressiv Vorbehandelten auf 8,1/1000, und
verringert sich  fur die JC-Virus-Antikdrper negativen, immunsuppressiv
Vorbehandelten auf 1,2/1000) (Sandrock et al., 2011).

Auf Grund der hohen Pravalenzrate einer JC-Virus-Infektion und der
Seltenheit einer PML bei Gesunden wird vermutet, dass es viele Barrieren als Schutz
vor der Erkrankung geben muss und dass das erhéhte Risiko einer PML sich nur
durch das gleichzeitige Absenken mehrerer Barrieren erkléren lasst (Berger et al.,
2009). Es gibt noch Unklarheiten im Verstandnis der JC-Virologie, insbesondere was
den Mechanismus der Reaktivierung und der PML-Entstehung angeht (White and
Khalili, 2011). Das JC-Virus kommt in zwei genetischen Formen vor, in der
archetypischen Form (in der Niere) und in der prototypischen Form (PML-Typ). Der
PML-Typ kommt im Gehirn und in zirkulierenden Blutzellen vor. Die beiden Virus-
Formen unterscheiden sich in einer nicht kodierenden Region, die flr die
Transkription und DNA-Replikation zustandig ist (White and Khalili, 2011).
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Ein moéglicher Mechanismus, der zur PML prédisponieren konnte, wére die
vermehrte Freisetzung von pra-B-Zellen aus dem Knochenmark durch Natalizumab,
die latent mit dem PML-Typ des Virus infiziert seien kdnnen und so das Virus ins
Gehirn transportieren konnten (Ransohoff, 2007; Krumbholz et al., 2008b). Ein
weiterer moglicher Mechanismus kénnte eine Infektion (z.B mit HHV-6) wahrend der
Natalizumabtherapie sein, die das latente PML-Virus aggressiver werden l&sst und so
eine PML-Entstehung zusétzlich erleichtert (Yao et al., 2008). Als weiterer wichtiger
Mechanismus fir die PML-Entstehung ist die mangelhafte Immuntberwachung im
Gehirn zu nennen (Stuve et al., 2006b).

4.5 Risiko-Nutzen Abwagung der Natalizumabtherapie

In der Zusammenschau aller Befunde zeigt sich, dass Patienten mit hochaktiver
schubformiger MS sehr von einer Natalizumabtherapie profitieren. Der
Krankheitsverlauf gemessen als Schubrate, EDSS und kernspintomographischen
Befunden stabilisiert sich dauerhaft unter einer langfristigen Therapie. Weiteres
Monitoring der Patienten bezuglich des Langzeittherapieeffektes und der
Vertraglichkeit ist sinnvoll. Uberschattet werden die positiven Therapieeffekte von
dem Risiko einer PML unter Natalizumab. Mdgliche préadisponierende
Wirkungsmechanismen von Natalizumab wurden hier diskutiert: mangelhafte
Immunuberwachung im ZNS durch effektive Unterbindung der
Lymphozytenmigration ins ZNS, vermehrte Freisetzung von latent JC-Virus-
infizierten pra-B-Zellen aus dem Knochenmark, die als trojanisches Pferd JC-Virus
ins ZNS transportieren kdnnten, sowie ein viraler Infekt (z.B. mit HHV-6), der das
latente PML-Virus aggressiver werden lasst. Individuelle pradisponierende Faktoren
fir das Entstehen einer PML bei zuvor immunkompetenten und unter der Therapie
weiterhin immunkompetenten Patienten sind bislang nicht bekannt, so dass eine
Risikostratifizierung zur Zeit nur Gber eine JC-Virus-Antikoérpertestung und unter
Berticksichtigung der Therapiedauer und der VVortherapie moglich ist.

Auch das Beenden einer Natalizumabtherapie kann bei hochaktiven Patienten,
wie in unserer Kohorte beobachtet, problematisch sein, da die Krankheitsaktivitét
nach 3-4 Monaten zurlickkehrt, bei einzelnen Patienten sogar UberschieRend, und zu

einer zunehmenden Behinderung fuhren kann.
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Mit jedem einzelnen Patienten sind intensive Gesprache zur individuellen
Risiko-Nutzen-Abwdagung  unabdingbar, um gemeinsam das persoénlich ideale

Therapiekonzept zu finden.
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6 Abklrzungen

AIDS acquired immune deficiency syndrome
AFFIRM ClinicalTrials.gov number, NCT00027300
Natalizumab Safety and Efficacy in RR-MS

ANA Antinukledre Antikorper

AZA Azathioprin

CCP citrullinierte Peptide

CD cluster of differentiation

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsaure

CRP C-reaktives Protein

CS-1 connecting segment 1 von Fibronectin

DMSG Deutsche Multiple Sklerose Gesellschaft
DNTT Deoxynucleotidyltransferase

EAE Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis
EDSS Expanded disability status scale

EDTA Ethylendiamin-tetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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FACS Fluorescence Acitvated Cell Sorting, DurchfluBzytometer
FDA Food and Drug Administration

FTY720 Fingolimod, ein Sphingosin-1-Rezeptor Modulator

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GLAT Glaterimeracetat

G-Protein GPT-bindendes Protein

HHV6 Humanes Herpes-Virus 6

ICAM intercellular cell adhesion molecule

IFN Interferon

IgG Immunglobulin G oder Gammaglobulin

IVIG Immunglobuline zur intravendsen Gabe

KM Kontrastmittel

LFA-1 aLB2-Integrin, lymphocyte function-associated antigen
LMU Ludwig-Maximilians-Universitat
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Multiple Sklerose Therapie Konsensus Gruppe
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Myelin-Oligodendrozyten-basisches Protein
Natalizumab

Transkriptionsfaktor nuclear factor 1 class X protein
Neuritis nervi optici
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Peripheral blood mononuclear cell
Polymerase-Kettenreaktion, siehe auch gPCR
Proteolipidprotein

Progressive Multifokale Leukenzephalopathie
Pedtidyl-prolyl isomerase A

Primary progressive MS = primar progrediente MS
Progressive relapsing MS = progredient schubférmige MS
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Rheumatoide Arthritis
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Relapsing remitting MS = schubférmige MS
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stromal cell derived factor 1, CXCL12
ClinicalTrials.gov number, NCT00030966.

Safety and Efficacy of Natalizumab in Combination
with Interferon Beta-1a in patients with RR-MS
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Visuell evozierte Potentiale

69



VCAM vascular cell adhesion molecule
VLA-4 adpBl-Integrin, very late antigen-4
ZNS Zentralnervensystem
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7 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entziindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS), die darauf beruht, dass Immunzellen aus dem Blut in das ZNS
eindringen. 1992 wurde im Tiermodell gezeigt, dass die Blockade der a4-Integrine
auf pathogenen T-Zellen die Entwicklung einer autoimmunen Enzephalomyelitis
verhindert. Natalizumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper, der an o4-
Integrine bindet. Natalizumab verhindert die Interaktion zwischen o4-haltigen
Integrinen und seinen natlrlichen Liganden. Das fiihrt zu einer reduzierten
Einwanderung von Lymphozyten in das ZNS.

Natalizumab reduziert die Zahl von neu auftretenden Schiben bei MS
Patienten wesentlich besser als die etablierten Basistherapeutika Interferon- und
Glatirameracetat. Dieses Préparat wurde deshalb sogar vorzeitig in den USA
zugelassen, jedoch von dem Hersteller im Februar 2005 vom Markt genommen nach
dem Auftreten von 3 Fallen Progressiver Multifokaler Leukenzephalopathie (PML),
einer durch JC-Virus verursachten schweren ZNS-Erkrankung. Im Juni 2006 wurde
Natalizumab erneut zugelassen, aber eingeschrankt auf hochaktive MS-Patienten.
Weitere auch zum Teil todlich verlaufende PML-Erkrankungen sind unter
Monotherapie mit Natalizumab aufgetreten, die meisten nach einer Behandlungsdauer
von mehr als 2 Jahren und das mit einer Haufigkeit von etwa 1:1000.

Diese Arbeit sollte folgende Fragestellungen untersuchen. Erstens, wie
wirksam ist Natalizumab in einer hochaktiven Patientengruppe, die sich von denen in
den Zulassungsstudien unterscheidet? Zweitens, wegen der zunehmenden PML-
Gefahr unter langfristiger Natalizumabtherapie setzen viele Patienten Natalizumab ab.
Wie ist der Krankheitsverlauf nach Absetzen von Natalizumab? Drittens, wie
veréndern sich zirkulierende Immunzellsubtypen unter Natalizumabtherapie?

In unserem hochaktiven Patientenkollektiv (n=48) zeigte Natalizumab &hnlich
wie in den Zulassungsstudien eine sehr gute Wirksamkeit. Die jahrliche Schubrate
wurde von 2,8 auf 0,6 reduziert und die Behinderungsprogression wurde aufgehalten
(der mittlere EDSS war 4,2 vor Natalizumab und nach 2 Jahren Therapie 3,9). Auch
das MRT zeigte einen Rickgang der Krankheitsaktivitdt an. Das Absetzen von

Natalizumab fuhrte jedoch nach 3-4 Monaten bei 10/23 Patienten zu einer Rickkehr

71



der Krankheitsaktivitat (jahrliche Schubrate stieg von 0,6 auf 2,0; der EDSS
verschlechterte sich von 4,2 auf 4,7). In einem Zeitraum von einem Jahr entwickelten
18/23 Patienten neue, zum Teil schwer verlaufende Schiibe. Bei Wiederaufnahme der
Natalizumabtherapie bei 10/23 Patienten zeigte sich erneut ein Therapieeffekt.

In begleitenden Laboruntersuchungen wurde Blut von 17 MS-Patienten vor
und wahrend der Natalizumabtherapie untersucht. Mit der Durchflusszytometrie
(Zusammenarbeit mit der Klinischen Chemie) fanden wir, dass die
Natalizumabtherapie zu einem Anstieg der CD19" reifen B-Zellen fiihrte, der starker
war als der anderer Lymphozyten/Monozyten im Blut (2,8 fach versus 1,3-1,8 facher
Anstieg in Zellen/ul). Noch stirker war der Anstieg von CD19°CD10" pra-B-Zellen
(7,4 fach). Zirkulierende h&matogene Progenitorzellen wurden auch mit der
quantitativen Polymerase-Kettenreaktion untersucht (Zusammenarbeit mit Dr.
Krumbholz in unserem Institut). Dabei zeigte sich ein Anstieg von CD34"
Stammzellen und noch stérker von Lymphozytenvorldufern wie durch Messung von
Vprepl und DNTT gesehen wurde.

Zusammenfassend zeigte sich, dass Natalizumab auch bei schwer betroffenen
MS Patienten sehr wirkungsvoll den Krankheitsverlauf glinstig beeinflussen kann und
zu einer Reduktion der Schubrate und Stabilisierung der Behinderungsprogression
fuhrt. Bei einem Absetzten nach 2 Jahren ist bei den meisten Patienten mit einer
Rickkehr der Krankheitsaktivitdt ab 3 Monaten zu rechnen. Durch Natalizumab
werden im Blut verschiedene reife Immunzellsubtypen erhoht, vor allem B-Zellen.
Die beobachtete starke Zunahme zirkulierender hadmatopoetischer Progenitorzellen
konnte auf einer Mobilisierung dieser Zellen aus dem Knochenmark beruhen. Da
gerade pra-B-Zellen als Trager von JC-Virus bekannt sind, kénnte dieses zusammen
mit einer reduzierten Immuntberwachung des ZNS unter Natalizumab zu dem

Entstehen einer PML beitragen.
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