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Einleitung

1. Multiple Sklerose und B-Zellen

Die Behandlungsmoglichkeiten der Multiplen Sklerose (MS) haben sich in den letzten Jahren
deutlich verbessert, aber eine Heilung dieser haufigen Erkrankung, die fiir einen Grofteil nicht-
unfallbedingter bleibender Behinderung bei jungen Erwachsenen verantwortlich ist, lasst sich noch
nicht erreichen. Jedoch wird die Pathogenese besser verstanden, sodass selektivere, wirksamere und
nebenwirkungsarmere Medikamente entwickelt werden konnten, und sowohl das Therapieziel eines
Stillstandes der Erkrankung (no evidence of disease activity, NEDA) in greifbare Nahe gelangt als auch
Medikamente individueller verschrieben werden konnen anhand der notigen Wirkstarke und

moglicher Nebenwirkungen (Gold et al., 2016).

Bei der Pathogenese der MS riicken zunehmend Zellen der B-Zell-Reihe ins Blickfeld (Meinl et al.,
2006, 2011; Krumbholz et al., 2012; Krumbholz & Meinl, 2014). Den deutlichsten Hinweis auf deren
Beteiligung an der Pathogenese stellt die therapeutische Wirksamkeit einer B-Zell-Depletion dar;
diesbezlgliche erst kiirzlich positiv abgeschlossene Phase-3-Studien (Hauser et al., 2016; Montalban
et al., 2016) waren von Daten zu den molekularen Mechanismen und kleineren Phase-lI-Studien
motiviert. Die bekannteste Funktion der B-Zell-Reihe stellt die Antikorperproduktion v.a. durch
Plasmablasten und langlebige Plasmazellen dar. Die intrathekale 1gG-Synthese, die sich bei der MS
typischerweise im Quotientendiagramm nach Reiber, in Form liquorspezifischer oligoklonaler Banden
in der isoelektrischen Fokussierung sowie in einer positiven MRZ-Reaktion darstellen lasst, zdhlt zu
den bekanntesten und stabilsten Laborbefunden bei Patienten mit MS. Auffillig ist hier weiterhin,
dass das Muster der oligoklonalen Banden liber lange Zeit hinweg sehr stabil ist, was darauf
hindeutet, dass langlebige Antikdrper-produzierende Zellen eine Uberlebensnische im ZNS gefunden
haben, die ihnen dort eine Langzeit-Persistenz erlaubt. Die Mechanismen, die diesen Zellen ein
Einwandern und ein Langzeit-Uberleben in einem primér nicht-immunologischen Organ, das sogar

eine ,immunpriviligierte Region’ darstellt, war unbekannt.

B-Zellen konnen auf sehr unterschiedliche Weisen am Entziindungsprozess teilnehmen, und

verschiedene dieser Mechanismen konnen pharmakologisch beeinflusst werden (Abb. 1).

Da sich bei der MS erstaunlicherweise der Entziindungsprozess auf ein immunpriviligiertes Organ
konzentriert, und im spateren Erkrankungsverlauf sich sogar dort eigenstandig weiterentwickeln kann
und zunehmend weniger abhangig vom systemischem Nachschub wird (Meinl et al., 2008), haben
wir untersucht, welche Faktoren das ZNS hierfiir selber beitragt, mit einem Schwerpunkt auf B-Zell-

fordernde Faktoren.
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Abb. 1: Spektrum von B-Zell-Effektorfunktionen (nach Krumbholz & Meinl, 2014). B-Zellen kdnnen, neben der
Aktivierung von Fc-Rezeptoren und Complement durch sezernierte Immunglobulinsynthese, auch andere
immunologische Funktionen ausiliben, z.B. Zytokinproduktion, Antigen-Prasentation fir ihr spezifisches
Antigen, sowie Antigen-Shuttling in der Milz. Regulatorische B-Zellen kénnen z.B. TGF- B, IL-10, und/oder IL-35
produzieren. Das Verstdndnis dieser Funktionen ermoglicht Ansatzpunkte fir eine therapeutische

Beeinflussung. Dargestellt ist lediglich eine Auswahl (Details in Krumbholz & Meinl, 2014).

2. Chemokine

Zunachst missen bei der MS Immunzellen aus dem Blutstrom in das ZNS gelangen. Wichtige
Mediatoren fiir die Migration von Immunzellen sind Chemokine (Nelson & Krensky, 2001):
Chemokine sind kleine Zytokine (8-14 kDa), die anhand von Sequenzmotiven (Anzahl und Position
konservierter Cysteine, ,,C“) bzw. dazwischen liegenden anderen Aminosauren in CC-, CXC-, CX;C- und
XC-Chemokine (Liganden) eingeteilt und nummeriert werden (z.B. CCL1 = CC-Chemokin-Ligand 1).
Diese binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die analog der Cystein-Motive der
Chemokinliganden bezeichnet und als Chemokinrezeptoren nummeriert werden (z.B. CCR1 = CC-
Chemokin-Rezeptor 1, CXCR1, CX;C1 und XC1). Hierbei herrscht keine strenge eineindeutige
Zuordnung der Liganden und Rezeptoren, sondern es konnen z.B. teilweise mehrere
Chemokinliganden den gleichen Rezeptor binden oder umgekehrt. Neben dieser systematischen
Nomenklatur haben Chemokine historisch gewachsene Namen, die sich z.B. aus ihrer Funktion

ergeben.



B-Zellen tragen u.a. die Chemokinrezeptoren CXCR4, CXCR5 und CCR7, sodass sie auf deren Liganden
CXCL12, CXCL13 bzw. CCL19/CCL21 reagieren kdénnen. Daher haben wir die Expression dieser
Chemokine in MS-Lasionen untersucht und eine differentielle Expression bzgl. Aktivitat der Lasionen

und produzierenden Zellen gefunden.

CCL19 und CCL21 werden als homoostatische Chemokine klassifiziert und leiten beide liber eine
Bindung an den Chemokinrezeptor CCR7 B-Zellen, naive T-Zellen und reife dendritische Zellen in
sekundare lymphatische Organe (Nelson & Krensky, 2001). Der gemeinsame Rezeptor CCR7 kommt in
MS-Lasionen vor, auf myeloiden/dendritischen Zellen, und im Liquor gesunder Spender sind fast alle
T-Zellen CCR7 positiv. Ein GroRteil der B-Zellen im Blut und Liquor tragt CCR7. CCL19 (= EBV-induced
molecule 1 (EBI) ligand chemokine, ELC; macrophage inflammatory protein-3-beta, MIP3[3) wird von
Makrophagen, dendritischen Zellen, und nicht-hdmatopoetischen Zellen in den T-Zell-Arealen
lymphatischer Organen exprimiert. CCL21 (= secondary lymphoid tissue chemokine, SLC; 6Ckine)

wird von lymphoiden Endothel- und Stromazellen in T-Zell-Arealen produziert.

CXCL12 und CXCL13 sind in lymphatischem Gewebe an der Organisation der Keimzentren in helle
und dunkle Zonen beteiligt (Allen et al., 2004). CXCL12 (= stromal cell-derived factor 1, SDF-1; pre-B
cell growth-stimulating factor, PBSF) ist ein potentes Chemokin flir verschiedene Immunzellen, wie
Monozyten, T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen. Neben der Chemotaxis fiir Immunzellen reguliert es
auch die Hamatopoese, wahrend der Hirnentwicklung das Auswachsen von Neuronen, und auch
Plastizitat (Lazarini et al., 2003; Klein & Rubin, 2004; Li & Ransohoff, 2008; Guyon, 2014). CXCL13 (=B
cell-attracting chemokine 1, BCA-1) ibernimmt homdostatische und inflammatorische Funktionen,
gezeigt z.B. bei neolymphoider Entwicklung in der Schilddriise (Aust et al., 2004), bei Helicobacter
pylori-induziertem Mucosa-assoziiertem lymphoidem Gewebe (MALT) und Magen-Lymphom
(Mazzucchelli et al., 1999), Sjogren-Syndrome (Salomonsson et al., 2002), rheumatoider Arthritis (Shi
et al., 2001) and Colitis ulcerosa (Carlsen et al., 2004). Der Rezeptor fiir CXCL13, CXCR5, kommt auf
praktisch allen B-Zellen sowie auf einem Subset von T-Zellen im Blut und lymphatischem Gewebe vor

(Kim et al., 2001). Er wird nach Aktivierung transient auf T-Zellen induziert (Langenkamp et al., 2003).



3. BAFF

Ein wichtiger Uberlebens- und Differenzierungsfaktor fiir B-Zellen ist BAFF (B cell activation factor of
the TNF family, TNFSF13b). BAFF kann von Monozyten/Makrophagen, neutrophilen Granulozyten
und Stromazellen z.B. des Knochenmarks produziert werden. Die verfiigbaren BAFF-Spiegel
bestimmen die GréRe des B-Zell-Pools. BAFF-defiziente Knock-out-Mause weisen eine tiefgreifend
gestorte B-Zell-Entwicklung auf, die in der transitionalen (T1) Stufe blockiert ist. Wahrend diese
Mause normale frithe Entwicklungsstadien der B-Zell-Reihe im Knochenmark und normale B1-Zellen
aufweisen, entwickeln sie kaum reife follikuldre B-Zellen und kaum Marginalzonen-B-Zellen, die dann
auch nicht die normalerweise exprimierten Oberflichenmolekiile CD21 und CD23 tragen. Erhéhte
Baff-Spiegel sind demgegeniiber mit Autoimmunerkrankungen wie z.B. dem systemischen Lupus

Erythemathodes (SLE) assoziiert.

BAFF und ein weiterer Ligand aus der TNF-Superfamilie (a proliferation inducing ligand, APRIL)
binden differenziell und mit unterschiedlicher Affinitdt an Rezeptoren aus der TNFRSF-Familie (BAFF-
R, BCMA und TACI), die zu einem intrazelluldren Signaling fiihren. Darlber hinaus kann APRIL an

Heparansulfat-Proteoglycane binden, ohne dass dies eine direkte Signalkaskade auslost (Abb. 2).
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Abb. 2: Liganden und Rezeptoren des BAFF-APRIL-Systems und mogliche pharmakologische Beeinflussung
(nach Krumbholz et al., 2012). Die monoklonalen Antikdrper Belimumab und LY2127399 blocken nur BAFF,
wahrend der Decoy-Receptor TACI-Fc (Atacicept) BAFF und APRIL blockiert. Heparansulfat-Proteoglycane
(HSPG) binden APRIL, was wahrscheinlich die biologische Aktivitdt von APRIL erhoht. Es handelt sich um eine
vereinfachte Darstellung ohne Beriicksichtigung von Bindungsstarke und Multimerisierung. APRIL, a
proliferation-inducing ligand (TNFSF13); BAFF, B-cell-activating factor of the TNF family (TNFSF13B); BAFF-R,
BAFF-Receptor (TNFRSF13C); BCMA, B-cell maturation antigen (TNFRSF17); HSPG, heparan sulphate
proteoglycan; TACI, transmembrane activator and CAML interactor (TNFRSF13B).



4. Medikamente

Die pathogenetische Bedeutung der B-Zell-Reihe, die (iber die Produktion von Antikorpern
hinausgeht (Krumbholz & Meinl, 2014), zeigt sich neben vielen Daten zur Pathophysiologie am
deutlichsten in den hierdurch motivierten klinischen interventionellen Studien, die einen
therapeutischen Erfolg einer B-Zell-depletierenden Therapie bei der schubférmigen wie auch primar
progredienten MS beschreiben (Hauser et al., 2016; Montalban et al., 2016). Aufgrund dieser Daten
wurde zuletzt Ocrelizumab von der FDA zugelassen. Es laufen weitere Studien mit B-Zell-gerichteten
Therapien bei entziindlichen ZNS-Erkrankungen (z.B. weitere CD20-Ak wie Ofatumumab; MEDI-551:
anti-CD19 bei NMOSD).

Dariber hinaus werden B-Zellen aber auch von anderen Medikamenten, die zur Schubprophylaxe bei
Patienten mit MS eingesetzt werden, beeinflusst: a4-Integrine wurden als kritischer Faktor fir die T-
Zell-Migration Uber ZNS-Endothelien identifiziert (Yednock et al., 1992) und schlieBlich erfolgreich
durch Natalizumab blockiert. Allerdings tragen B-Zellen bekanntermallen ebenfalls Alpha-1-Integrine,
sodass sie von Natalizumab ebenfalls an der Transmigration Gber ZNS-Endothelien gehindert werden
konnten. Interferon-beta hat pleiotrope Effekte auf verschiedenste Zellen, wahrend therapeutische
Effekte auf Lymphozyten eher T-Zellen zugeschrieben wurden. Fingolimod ist lipophil, reichert sich im
ZNS an, und beeinflusst vermutlich auch hirneigene Zellen, die allesamt Sphingosin-1-Phosphat-
Rezeptoren tragen. Wir haben die Effekte von Natalizumab, Interferon-beta und Fingolimod speziell

auf das B-Zell-System untersucht.

5. IgG-Glykosylierung

B-Zellen konnen sich u.a. zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen differenzieren; die intrathekale
Immunglobulinsynthese durch langlebige Plasmazellen im ZNS ist ein klassisches Merkmal bei der
MS. Insb. bei Patienten mit Pattern-2-Lasionen (Lucchinetti et al., 2000) scheinen Immunglobuline
eine pathogene Rolle zu spielen, und in einer Studie waren dies genau die Patienten, die von einer

Plasmapherese zur Schubtherapie gut profitierten (Keegan et al., 2005).

Die Effektormechanismen von IgG beinhalten eine Bindung an Fc-Rezeptoren sowie eine
Komplementaktivierung; beides wird moduliert vom Glykosylierungsmuster an einer konservierten
N-Glykosylierungsstelle in der C2-Region der Fc-Domame (Abb. 8). Somit kdnnen IgG-Molekiile je
nach ihrem posttranslational entstehenden Glykosylierungsmuster, das auch von den
Umgebungsbedingungen abhangt, eher pro- oder eher anti-inflammmatorisch wirken. Hierbei wirkt
das Vorhandensein einer terminalen Sialinsdure und Galaktose anti-inflammatorisch, wahrend das

Vorhandensein von bisecting N-Acetylglucosaminen pro-inflammatorisch wirkt (z.B. vermehrte



antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC). Fucose fiihrt zu vermehrter Komplement-

aktivierung, aber geringerer ADCC.

Diese Mechanismen werden zum einen in der Biotechnologie fir die Produktion therapeutischer
monoklonaler Antikorper ausgenutzt, die je nach Einsatzzweck z.B. depletierend oder nur
blockierend (ohne Immunaktivierung) wirken sollen. Es gibt zunehmend Daten, die zeigen, dass das
Glykosylierungsmuster auch bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, wie z.B.
rheumatoider Arthritis, Lambert-Eaton- und Guillain-Barré-Syndrom, in Richtung eines pro-
inflammatorischen Musters abweicht (zusammengefasst in (Wuhrer et al.,, 2015)). Die Annahme
einer Kausalitdt des Glykosylierungsmusters fiir die Pathogenese ergibt sich aus der Beobachtung,
dass das Muster sich bei der rheumatoiden Arthritis schon bereits vor Erkrankungsbeginn dndert
(Rombouts et al., 2015) und aus tierexperimentellen Arbeiten, die die Pathogenitat transferierter
Autoantikérper speziell mit einem pro-inflammatorischen Muster zeigen (Tradtrantip et al., 2013).
Interessanterweise konnte auch tierexperimentell gezeigt werden, dass von intravendsen
Immunglobulinen die kleine Fraktion mit Sialinsduren den eigentlichen therapeutischen Effekt

vermittelt (Anthony et al., 2008).

Fragestellung

1. Wie entsteht im ZNS ein B-Zell-permissives Milieu?

2. Welche Auswirkung haben Medikamente zur Therapie der MS speziell auf CD20-
positive Zellen und das BAFF-/B-Zell-System?

3. Lasst sich an intrathekal produziertem IgG ein inflammatorisches Glykosylierungs-

muster feststellen?



Ergebnisse und Diskussion

1. Entstehung eines B-Zell-permissiven Milieus im ZNS

B-Zell-anlockende Chemokine werden im ZNS differentiell exprimiert

Die Migration von B-Zellen in das ZNS wird durch verschiedene Faktoren wie Integrine (siehe unten)
und Chemokine geregelt. Wir haben Chemokine, die fiir die B-Zell-Migration relevant sind, in
Patienten mit MS untersucht. Hierbei zeigte sich eine differenzielle Expression bzgl. Zelltyp,

entzlindlicher Aktivitdt und redundanter Ligand-Rezeptor-Paare:

Von den beiden CCR7-Liganden CCL19 und CCL21 konnten wir CCL19 bereits im gesunden
Hirngewebe sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene (gPCR, ELISA aus Gewebelysaten und
Liquor) gut nachweisen, wahrend CCL21 mittels gPCR allenfalls grenzwertig bzw. auf Proteinebene
nicht nachweisbar war. CCL19-Transkripte waren in aktiven und auch inaktiven MS-Lasionen deutlich
erhoht (Abb. 3). Auch CCL19-Protein war im Liquor von Patienten mit MS oder einer anderen
entziindlichen Erkrankungen erhéht. Im Liquor von Patienten mit RR-MS oder SP-MS korrelierte der

CCL19-Gehalt auch mit der intrathekalen IgG-Synthese.
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Abb. 3: CCL19- und CCL21-Expression in MS-Lasionen im Vergleich mit Blut und lymphatischem Gewebe
(nach Krumbholz et al.,, 2007). Die Genexpression wurde mittels quantitativer PCR in Prozent des

Housekeeping-Genes PPIA gemessen. Die Whiskers der Boxplots geben die 10. und 90. Perzentile an.



Diese Daten lassen sich so interpretieren, dass CCL19 im gesunden ZNS die physiologische
Immunsurveilance und bei der MS durch die erhdhte Expression die pathologische

Entziindungsreaktion unterstitzt.

CXCL12 war ebenfalls bereits im gesunden Gehirn nachweisbar, immunhistochemisch an den
Wanden von Blutgefilen (Abb. 4 A), sowie im ELISA mit Liquor von Patienten mit nicht-
entziindlichen Erkrankungen. In MS-Lasionen war CXCL12 zusatzlich auch auf Astrozyten
nachweisbar, und zwar sowohl in chronisch-inaktiven als auch in friih-aktiven Lasionen (Abb. 4 B bzw.
C, Pfeilspitzen). Diese vermehrte Expression driickte sich auch durch einen héheren CXCL12-Gehalt
im Liquor von Patienten mit unterschiedlichen Verlaufsformen einer MS aus, verglichen mit Patienten

ohne entziindliche ZNS-Erkrankung (Krumbholz et al., 2006).

Mogliche pathogene Funktionen von CXCL12 gehen Uber die Chemotaxis hinaus: es induziert
bekanntermafien in Astrozyten weitere inflammatorische Zytokine und kann unter verschiedenen
Bedingungen entweder Apoptose oder das Uberleben von Neuronen férdern. Matrix-
Metalloprotease 2, die in MS-Lasionen vorkommt, spaltet CXCL12 in eine neurotoxische Form

(zusammengefasst in Li & Ransohoff, 2008).

Im Gegensatz zu CCL19 und CXCL12, die beide bereits im gesunden Gehirn und in inaktiven Lasionen
vorkommen, war CXCL13 (BCA-1) sowohl mittels gPCR als auch mittels Immunhistochemie
ausschlieBlich in aktiven Lasionen nachweisbar, in perivaskuldren Cuffs (Abb. 4 D) und im
entziindeten Parenchym auf verstreuten Zellen (Abb. 4 E, Pfeile). Auch im Liquor war der Gehalt an
CXCL13 abhéangig von der entziindlichen Komponente. Hier korrelierte der CXCL13-Gehalt im Liquor
gut mit der Anzahl der B-Zellen, Plasmablasten, IgG-Quotient und T-Zellen, sowie auch, etwas

schwiacher, mit der Anzahl der Monozyten/Makrophagen.

CXCL13 stammt vermutlich von Monozyten/Makrophagen. Bei der Untersuchung der Regulation der
CXCL13-Expression durch Monozyten und Makrophagen fanden wir eine erwartete Induktion von
CXCL13 durch TNF in Monozyten oder durch eine Differenzierung zu Makrophagen. Dem gegeniber
flhrte das Zytokin Interferon-gamma, das in vielen anderen Systemen synergistisch mit TNF agiert,
hier zu einer Inhibition der CXCL13-Produktion. Dies war sowohl in Monozyten als auch in
Makrophagen, und sowohl bzgl. der konstitutiven Expression als auch einer durch TNF induzierten

Expression der Fall.

Die Analyse der Expression des CXCL13-Rezeptors CXCR5 erbrachte eine Expression wie erwartet
sowohl auf CD4" T-Zellen inkl. CD4* Memory-T-Zellen als auch auf B-Zellen, wobei die Expression auf

B-Zellen haufiger war (Abb. 4 F).
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Abb. 4: CXCL12 und CXCL13 (nach Krumbholz et al., 2006). A-E: Lokalisation von CXCL12 und CXCL13 in ZNS-
Gewebe. Immunhistochemie mit monoklonalen Antikérpern gegen CXCL12 (A u. B: MAB350; C: MAB310) und
CXCL13 (D u. E: MAB801) auf Kryoschnitten von normalem Gehirn (A), chronisch inaktiven (B) und friih-aktiven
(C—E) M-Lasionen. Skalierungsbalken: 20 um. F: Expression des CXCL13-Rezeptors CXCR5 auf verschiedenen
Lymphozyten-Subpopulationen im Liquor und Blut. Die CXCR5-Expression wurde mittels Durchflusszytometrie

gemessen und war am haufigsten auf CD19* B-Zellen vorhanden.

Die Bedeutung von CXCL13 als maRgeblichen Faktor fiir die B-Zell-Rekrutierung in das ZNS wurde in
einer spateren Arbeit bestatigt (Kowarik et al., 2012), und CXCL13 wurde in Zusammenhang mit der
Organisation ektoper Follikel-ahnlicher Strukturen in den Meningen bei Patienten mit MS gebracht
(Aloisi et al., 2008). Diese ektopen lymphatischen Strukturen scheinen eher unglinstig zu sein, u.a.
wurde eine Expansion des B-Zell-Repertoires in diesen Strukturen berichtet (Lehmann-Horn et al.,
2016). Die CXCL13-Konzentration im Liquor erwies sich in nachfolgenden Arbeiten auch als pradiktiv
flr weitere Erkrankungsschiibe bei Patienten mit CIS und RR-MS (Brettschneider et al., 2010;
Khademi et al., 2011).

Der B-Zell-Uberlebensfaktor BAFF wird von Astrozyten in relevantem Ausmaj3 produziert

Erhéhte Konzentrationen des B-Zell-Uberlebensfaktors BAFF wurden in Zusammenhang mit
systemischen Autoimmunerkrankungen gebracht, und mit Belimumab wurde ein BAFF-
depletierender therapeutischer monoklonaler Antikorper von der FDA und EMA zur Therapie des SLE
zugelassen. Wir konnten zeigen, dass Patienten mit Granulomatdser Polyangiitis (GPA, ,Wegener-
Granulomatose®) im Blut hohere BAFF-Konzentrationen aufweisen als gesunde Kontrollspender, und
dass diese erhéhten Konzentrationen durch eine Therapie, z.B. mit Glucocorticoiden, gesenkt werden

(Krumbholz et al., 2005a). Daher konnte BAFF auch bei der GPA wirksam sein. Neben einem positiven
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Fallbericht (Beketova et al., 2016) folgte eine Phase-lll-Studie (,,Belimumab in Remission of VASculitis
(BREVAS)“), deren Ergebnis noch aussteht (www.clinicaltrials.gov, zuletzt abgerufen 26.05.2017). Bei
KleingefalBvaskulitiden konnten wir auch einen neuartigen Pathomechanismus nachweisen: Nach
Aktivierung durch ANCA setzten neutrophile Granulozyten sog. neutrophil extracellular traps (NET)
frei, die aus Chromatinfiden bestehen, die relevanten Autoantigene enthalten, und via TLR9
wiederum auch B-Zellen aktivieren kdnnen, sodass ein positiver Feedback-Loop entsteht, der die

Erkrankung aufrechterhalten kénnte (Kessenbrock et al., 2009).

Bei der MS bendtigen B-Zellen nach der Migration in das ZNS, die durch Chemokine geférdert wird,
ein Milieu, das ihnen eine Uberlebensnische bietet, z.B. durch BAFF. Wir haben daher das BAFF-
System bei der Multiplen Sklerose untersucht. Bei der Messung von 10 MS-Patienten fiel auf, dass die
BAFF-Spiegel im Liquor relativ hoch liegen (im Mittel ca. 10 % der Serumspiegel), und dass es keine
Korrelation zwischen Liquor und Serum gibt (Krumbholz et al., 2005b). Dies lie8 vermuten, dass BAFF

auch intrathekal produziert wird.

Mittels Immunhistochemie konnten wir die BAFF-Expression im ZNS auch auf Proteinebene
Nachweisen (Abb. 5 A-N). Zwei verschiedene monoklonale Antikérpern gegen BAFF zeigten
kongruent zueinander eine Farbung von Zellen mit der Morphologie von Astrozyten, wahrend sich
Makrophagen/Mikroglia (als Zellen, die bekanntermaRBen BAFF produzieren kénnen) nicht in
relevantem Ausmall darstellen lieRen. In einer Doppelfirbung mit dem sauren Gliafaserprotein
(GFAP, ein Astrozytenmarker) zeigte sich eine Kolokalisation (Abb. 5 H-J), sodass von einer BAFF-

Produktion im ZNS primar durch Astrozyten auszugehen ist.

Eine BAFF-Expression im ZNS konnte weiterhin auf Transkriptionsebene mittels gPCR nachgewiesen
werden. BAFF war sogar bereits in gesundem Hirngewebe gut detektierbar, und erreichte in MS-
Lasionen von Patienten eine GroRenordnung wie in lymphatischem Gewebe (Abb. 5 R). Mittels
konventioneller PCR und Gelelektrophorese konnten wir zeigen, dass es sich hauptsachlich um Full-
Length BAFF handelt, sowie einem kleiner Anteil der Splice-Variante Delta-BAFF. Hierbei war das
Verhaltnis dieser beiden Varianten dhnlich zwischen lymphatischen Organen und Hirngewebe, sodass

kein Hinweis auf eine dysfunktionale Expression bestand.

Dieser unerwartete Befund wurde in vitro weiter untersucht: hier bestatigte sich in priméaren
humanen, mikrogliafreien (Aloisi et al., 1992) Astrozytenkulturen eine BAFF-Expression auf RNA-
Ebene mittels quantitativer PCR sowie eine Freisetzung auf Proteinebene, gezeigt durch ELISA-
Messungen in Uberstanden. Nach optimaler zelltypspezifischer Stimulation zeigte sich hier sogar eine

deutliche hohere BAFF-Proteinsekretion pro Zelle bei Astrozyten als bei Makrophagen (Abb. 5S).
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Abb. 5: BAFF und BAFF-R im ZNS (nach Krumbholz et al.,, 2005b). A-N: BAFF-Expression in Astrozyten in
gesundem Gehirn (A-D) und MS-Lasionen (E-N). Die Doppelfarbung (E-J) zeigt in der konfokalen Mikroskopie (H-
J) eine Kolokalisation von BAFF mit dem Astrozytenmarker GFAP. P-Q: BAFF-R-Expression in Infiltratzellen in
einer akuten MS-Lasion (P) und einem primarem ZNS-Lymphom (Q). Skalierungsbalken: 20 pum. R:
Quantifizierung der BAFF-Expression im ZNS mittels quantitativer PCR. Die BAFF-Expression war im gesunden
Gehirn und in primaren ZNS-Lymphomen nicht negativ, sondern in jeder Probe gut nachweisbar. In MS-
Lasionen war sie deutlich erhéht und erreichte das Niveau sekundarer lymphatischer Organe. S: Aktivierte

Astrozyten produzierten pro Zelle deutlich mehr BAFF als maximal stimulierte Makrophagen.

Zusammenfassend produzieren humane Astrozyten in vitro und in vivo BAFF, und zwar sowohl im
gesunden Gehirn als auch deutlich induziert durch Zytokine bzw. in entziindlichen Lasionen von

Patienten mit MS.

Weiterhin konnten wir BAFF-R-positive Immunzellen in rdumlicher Ndhe zu BAFF-positiven
Astrozyten finden, was zusammen mit der bekannten Funktion von BAFF darauf hindeutet, dass B-

Zellen das von Astrozyten produzierte BAFF verwerten.

Die erhohte BAFF-Expression in MS-Lasionen war hierbei nicht auf aktive Lasionen beschrankt,
sondern zeigte sich auch in remyelinisierten Lasionen, moglicherweise als Ausdruck einer
persistierenden Astrozytenaktivierung in diesen Ldsionen (Krumbholz et al., 2005b; Mohan et al.,

2014).
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Die Expression einiger dieser Zytokine bereits im gesunden ZNS (BAFF, CXCL12, CCL19) wirft auch die
Frage nach deren physiologischer Bedeutung auf. Zum einen ist eine Funktion bei der
Immunsurveilance des ZNS (Galea et al., 2007) plausibel, die trotz der Sonderstellung des ZNS als
immunpriviligierte Region physiologisch wichtig ist. Dies wurde zuletzt deutlich, als es unter einer
effektiven a4-Blockade mit Natalizumab zu einer nicht mehr ausreichenden Immunsurveilance des
ZNS und zu PML-Féllen kam, was man sonst nur bei schwer systemisch immunkompromittierten

Patienten erwartet hatte.

Weiterhin wird zunehmend deutlich, dass dieselben Mediatoren unterschiedliche Aufgaben sowohl
im Immunsystem als auch im Nervensystem Ubernehmen. Die Bedeutung von CXCL12 flr die ZNS-
Entwicklung ist gut dokumentiert (Guyon, 2014). Zwei nachfolgende Arbeiten beschreiben eine
mogliche Bedeutung von BAFF fiir Neurone: BAFF hemmte die Aussprossung von Hinterhorn-
Ganglienzellen durch eine Bindung an den Nogo-66-Rezeptor (Zhang et al., 2009). In einer anderen
Studie verbesserte BAFF das Uberleben von ZNS-Neuronen in vitro und verlangsamte das
Fortschreiten in einem Tiermodell fiir ALS, jeweils Uber BAFF-R auf Neuronen (Tada et al., 2013).
Weitere Arbeiten werden zeigen, unter welchen Bedingungen diese weiteren Aspekte jenseits der B-

Zell-Biologie beim Menschen relevant sind.

Diese verschiedenen Aufgaben im Immun- und Nervensystem sowie die Komplexitdt dieser Systeme
mit mehreren Uberlappenden, teils redundanten, teils kompetitierenden Liganden und Rezeptoren
unterschiedlicher Affinitat, insb. beim BAFF/APRIL-System, kdnnte eine Erklarung dafir sein, dass z.B.
Belimumab als BAFF-Blocker beim SLE erfolgreich ist und zugelassen wurde, wahrend eine BAFF- und
APRIL-Blockade durch Atacicept bei der MS sogar zu einer paradox verstarkten Erkrankungsaktivitat
flhrte (Kappos et al., 2014). Dies zeigt, dass eine sorgfiltige Analyse dieser Faktoren zu einem neuen
therapeutischen Ansatz fiihren kann (Belimumab), dass aber dhnliche Intervention in dhnlichen
Situationen (z.B. Belimumab und Atacicept bei Autoimmunerkrankungen wie SLE und MS) sogar
entgegengesetzte Wirkungen haben kdnnen, moglicherweise weil das betreffende Zytokinsystem im
jeweiligen Zielorgan der Erkrankung noch andere Funktionen wahrnimmt, dhnlich wie es auch bei
TNF mit destruktiven und protektiven Funktionen im ZNS via TNFR1 und TNFR2 beschrieben ist und
TNF-Antagonisten bei verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen hilfreich sind, jedoch eine MS

verschlechtern/auslosen kdnnen.
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2. Auswirkung von Medikamenten zur Therapie der MS speziell auf CD20-positive

Zellen und das BAFF-/B-Zell-System

Interferon-beta

Nach der Identifikation von BAFF als im ZNS von Astrozyten exprimierten B-Zell-Uberlebensfaktor
haben wir dessen Regulation untersucht. Unerwarteterweise zeigte sich, dass Interferon-beta BAFF
dosisabhdngig induziert, und zwar sowohl in primaren humanen Astrozyten in vitro, als auch ex vivo
proportional zu dem Biomarker MxA im Blut in neutrophilen Granulozyten und Monozyten von
Interferon-beta-behandelten Patienten. Im Serum der behandelten Patienten war auch mehr BAFF-
Protein nachweisbar. Eine BAFF-Induktion durch Interferon-beta war nur bei behandelten MS-
Patienten, nicht jedoch bei unbehandelten Patienten und Interferon-Nonrespondern feststellbar. Im
Vergleich zu BAFF wurde der zweite Ligand, APRIL, nur minimal induziert. Eine relevante Veranderung

der Rezeptoren war nicht nachweisbar (Krumbholz et al., 2008a).

Fingolimod

Andererseits wurde die BAFF-Expression von Astrozyten durch Fingolimod in vitro gehemmt
(Hoffmann et al., 2015a). Wahrend wir aus ethischen Grinden beim Menschen Astrozyten nur in
vitro untersuchen konnten, formal aber nicht den Effekt einer Fingolimod-Therapie auf Astrozyten in
situ, gibt es tierexperimentelle Daten, die eine Anreicherung von Fingolimod im ZNS und eine
Beteiligung von Astrozyten am therapeutischen Effekt von Fingolimod nahelegen (zusammengefasst
in Hunter et al., 2016), sodass auch eine Hemmung der BAFF-Expression durch eine Fingolimod-

Therapie beim Menschen moglich erscheint.

Rituximab

Unter einer Therapie mit Rituximab bei Patienten mit einer NMOSD stiegen die BAFF-Spiegel im Blut
an, vermutlich aufgrund des mit der B-Zell-Depletion verbundenen geringeren Bedarfs dieses sonst

limitierenden Zytokins (Pellkofer et al., 2011).

Natalizumab

Die Migration von Immunzellen erfordert neben Chemokingradienten auch Haftmolekile wie z.B.
Integrine. Mit dem Ziel, die T-Zell-Migration in das ZNS zu hemmen, wurde a4p1-Integrin
identifiziert, das speziell fiir die Migration von T-Zellen in das ZNS funktionell bedeutsam ist (Yednock
et al., 1992) und dessen Blockade durch Natalizumab stark schubprophylaktisch wirkt. Wir haben den
Effekt von Natalizumab auf die verschiedenen ad-integrin-positiven Immunzell-Typen im Blut

untersucht. Hierbei fihrte Natalizumab wie erwartet zu einem Anstieg von T-Zellen im Blut, noch viel
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mehr jedoch zu einem Anstieg von B-Zellen, und hierbei wiederum insb. zu einem Anstieg der
CD19°CD10" Pra-B-Zellen, die auch a4p1-Integrine verwenden (Abb. 6). Dies beruht a.e. darauf, dass
04P1-Integrine offenbar auch fiir die Migration von B-Zellen in das ZNS eine Rolle spielen, die unter
Natalizumab im Liquor abnehmen (Stlve et al., 2006), darliber hinaus jedoch vermutlich auch auf

einer Hemmung der Anheftung von Pra-B-Zellen im Knochenmark Gber a4-Integrine.
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Abb. 6: Anstieg VLA4-positiver Inmunzellen im Blut Natalizumab-behandelter Patienten (nach Krumbholz et
al., 2008b). Untersucht wurden absolute Zellzahlen der angegebenen Subpopulationen in 121 Blutproben zu
verschiedenen Zeitpunkten. Der Median aller Proben eines Patienten wahrend der Natalizumab-Therapie
wurde durch den Median vor Therapie geteilt. Jeder Datenpunkt stellt somit den Anstieg des angegebenen
Zelltyps bei einem Patienten dar. Hierbei zeigte sich ein Uberproportionaler Anstieg der CD19* B-Zellen,
insbesondere der CD19°CD10" Pra-B-Zellen.

Rituximab, Natalizumab und CD3*CD20* T-Zellen

Wahrend Medikamente wie Rituximab, Ocrelizumab oder Belimumab gezielt das B-Zell-System
adressieren, war ein solcher Effekt bei anderen Medikamenten nicht in relevantem Umfang bekannt
und intendiert. Andersherum kann auch eine hochselektive Anti-CD20-Therapie, die B-Zellen-
depletiert, nicht nur indirekte Auswirkungen auf T-Zellen haben, sondern es gibt auch ein kleines
Subset CD20-positiver T-Zellen. Aus umfangreichen Untersuchungen war bekannt, dass es sich trotz
der Expression des ,B-Zell-Markers” CD20 um CD3" T-Zellen handelt, die zusatzlich auch CD20

transkribieren und auf ihrer Oberflache tragen, ebenso wie einen T-Zell-Rezeptor. Ein Artefakt, z.B.
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durch Membranaustauch oder Doubletten, konnte ausgeschlossen werden (Palanichamy et al.,

2014).

Wir konnten zeigen, dass diese Zellen nicht nur im Blut, sondern in dhnlicher Haufigkeit auch im
Liquor, Knochenmark, Thymus und sekunddarem Iymphatischem Gewebe vorkommen. Die
Expressionsstarke von CD20 auf CD3*CD20" T-Zellen ist geringer als auf B-Zellen, diese werden jedoch
von Rituximab ebenfalls im Blut vollstindig depletiert im Rahmen der Nachweisgrenzen der
Durchflusszytometrie. Wir konnten zeigen, dass im Vergleich zu reguldren B-Zellen das
Wiederauftreten dieser CD3°CD20" T-Zellen im Blut wesentlich friiher beginnt, und zwar schon
innerhalb des Ublichen 6-Monats-Intervalls zwischen den Rituximab-Infusionen, wahrend dessen die
reguldren B-Zellen normalerweise durchgehend im Rahmen der FACS-Sensitivitat depletiert bleiben.
Dadurch kénnten sie sich als Biomarker eignen; dies muss in weiteren Studien untersucht werden.
Auch andere Medikamente hatten einen Einfluss auf diese Zellen; insb. Natalizumab fiihrte zu einer

absoluten und relativen Erhéhung der CD3°CD20" T-Zellen.

Wihrend die Funktion dieser CD3*CD20* T-Zellen bislang unbekannt war, konnten wir zeigen, dass
diese Zellen bevorzugt unter CD8" Effector-Memory-Zellen auftreten (Abb. 7 oben) und leichter

Zvtokine wie IL4, IL17, TNF und IFNy produzieren (Abb. 7 unten) (Schuh et al., 2016).
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Abb. 7: Phdnotyp (oben) und funktionelle Eigenschaften (unten) von CD3*CD20" T-Zellen (nach Schuh et al.,
2016). Immunphanotyp: Oberflichenmarker von CD3°CD20" T-Zellen wurden mit konventionellen CD3*CD20" T-
Zellen verglichen. Hierbei zeigte sich, dass die CD3*CD20* T-Zellen unter den CD8" Effektor-Memory-T-Zellen
angereichert sind. Zytokinproduktion: PBMC gesunder Spender wurden fir 4 h mit PMA, lonomycin (und
Brefeldin) inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in der Durchflusszytometrie in CD20" und CD20" T-Zellen
eingeteilt, und in einer intrazellularen Farbung deren Zytokinproduktion untersucht. CD3*CD20" T-Zellen

produzierten haufiger IL4, IL17, TNF und IFNYy.
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3. Inflammatorische Glykosylierungsmuster bei intrathekalem IgG

Wihrend sich die Relevanz des B-Zell-Systems bei der MS in vielerlei Hinsicht zeigt, u.a. auch im
guten therapeutischen Erfolg einer B-Zell-Depletion durch z.B. Rituximab oder Ocrelizumab, ergeben
sich aus folgenden Befunden weitere Hinweise auf intrathekale molekulare Mechanismen des B-Zell-
Systems: Die Ektodomane des BAFF-/APRIL-Rezeptor TACI kann durch Shedding via ADAM10
freigesetzt werden (sTACI) und wirkt als Decoy-Rezeptor (Hoffmann et al., 2015b). Die Konzentration
von STAClI im Blut korrelierte beim systemischem Lupus erythematodes (SLE) mit der
Krankheitsaktivitat, wahrend bei der ZNS-spezifischen MS die Konzentration im Liquor mit der
intrathekalen 1gG-Synthese korrelierte, sodass wir erhohte sTACI-Spiegel als systemisches (SLE) bzw.
kompartimantalisiertes (MS: ZNS) Korrelat einer B-Zell-Akkumulation und -aktivierung interpretieren

(Hoffmann et al., 2015b).

Zum anderen haben wir IgG im Blut und Liquor von Patienten mit MS massenspektrometrisch
untersucht. Hierbei konnten wir zeigen, dass im Liquor — nicht jedoch im Blut — das IgG1-Fc-
Glykosylierungsmuster, verglichen mit Patienten ohne oder mit nicht-entziindlichen neurologischen
Erkrankungen, einen pro-inflammatorischen Phanotyp aufweist (Abb. 8-9), und dass die Starke dieses
inflammatorischen Phanotyps sowohl mit dem Ausmal} der intrathekalen Synthese als auch der
Liquorzellzahl als Surrogat fiir die inflammatorische Aktivitat korreliert (Wuhrer et al., 2015). Daher
ist davon auszugehen, dass sich bei aktiverer Entziindung ein lokales Zytokinmilieu ausbildet, das die
posttranslationale Modifikation des lokal produzierten IgG in Richtung eines pro-inflammatorischen
Phanotyps leitet, wahrend die systemische IgG-Produktion und die IgG-Molekiile, die aus der

systemischen Zirkulation stammen, davon nicht betroffen sind.
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Abb. 8: Struktur des Glykosylierungsmusters von IgG und Verdnderungen bei IgG1 aus Liquor von Patienten
mit MS (nach Wuhrer et al., 2015).
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Passend zur Korrelation des Glykosylierungsmusters mit der Liquorzellzahl und intrathekalen IgG-
Synthese waren die Verdanderungen im IgG1-Glykosylierungsmuster am deutlichsten ausgepragt in
einer Phase nach einem Erkrankungsschub, sodass hier auch eine zeitliche Assoziation mit der

Entzindungsaktivitat vorliegt (Abb. 9).
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Abb. 9: Pro-inflammatorische IgG1-Glykosylierungsmuster im Liquor von MS-Patienten (nach Wuhrer et al.,
2015). Die Glykosylierung von 1gG1 in Liquor und Serum wurde massenspektrometrisch gemessen. Dargestellt
auf der Y-Achse ist jeweils die Liquor-Serum-Ratio fur die jeweiligen Zuckerreste, welche sich als bester
Parameter erwies. Bei MS-Patienten kam weniger afukosyliertes 1gG1 (A) und vermehrt 1gG1 mit bisecting
GIcNAc (B) vor, und zwar insbesondere in zeitlichem Zusammenhang mit einem Erkrankungsschub. Die Peak-
Periode wurde in einem hypothesenfreien Ansatz durch die Schnittpunkte des Medians aller Messwerte der

MS-Patienten mit einer hypothesenfreien Regressionskurve (LOWESS) definiert.
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Zusammenfassung

Bei der MS ist das ZNS nicht nur passives Zielorgan des (iberaktiven Immunsystems, sondern
hirneigene Zellen, wie z.B. Astrozyten, greifen auch selber aktiv in den Erkrankungsprozess ein, z.B.

durch die Produktion von Zytokinen.

Bzgl. der Frage ,Wie entsteht im ZNS ein B-Zell-permissives Milieu?“ konnten wir zeigen, dass
Astrozyten bereits im gesunden Gehirn BAFF produzieren. Unter entziindlichen Bedingungen
steigerte sich die BAFF-Expression erheblich und erreichte in situ das Niveau sekundarer
lymphatischer Organe, und Uberstieg in vitro sogar deutlich das Niveau optimal aktivierter
Makrophagen. Daher ist anzunehmen, dass das von Astrozyten produzierte BAFF bei Patienten mit

MS dazu beitrigt, dass B-Zellen eine Uberlebensnische im ZNS finden.

Die Migration von B-Zellen in das ZNS wird u.a. von Chemokinen kontrolliert. B-Zellen tragen
Chemokinrezeptoren insb. fiir CCL19 und CCL21, CXCL12 und CXCL13. Wir haben eine differentielle
Expression dieser Chemokine bzgl. der Aktivitat der Lasionen und der produzierenden Zellen
gefunden. CCL19 und CXCL12 wurden bereits im gesunden Gehirn und verstarkt in MS-Lasionen
exprimiert. Im Gegensatz zu CCL19 fanden wir CCL21, das an den gleichen Rezeptor wie CCL19, CCR7,
bindet, weder in gesundem Gehirn noch in MS-Lasionen. CXCL13 fand sich ausschlieBlich in aktiven
MS-Lasionen. Der Gehalt von sowohl CCL19 als auch CXCL13 korrelierte mit dem IgG-Quotienten,

derjenige von CXCL13 zusatzlich mit der Zahl der B- und Plasmazellen im Liquor.

Neben den molekularen Faktoren, die ein B-Zell-permissives Milieu im ZNS schaffen, haben wir
untersucht, welche Auswirkung Medikamenten zur Therapie der MS speziell auf CD20-positive
Zellen und das BAFF-/B-Zell-System haben, insb. da dies oft nicht der initial intendierte
Wirkmechanismus war. Hierbei zeigte sich, dass Interferon-f3 und Fingolimod die BAFF-Expression in
Astrozyten beeinflussen. Rituximab fihrt — a.e. durch den Depletions-bedingt verminderten
Verbrauch — zu einer Erhéhung der verfliigbaren BAFF-Spiegels im Blut. Somit wird BAFF durch mehr
Medikamente reguliert, als urspriinglich angenommen. Fiir welche Patientengruppe dieser Aspekt

am relevantesten ist, wird sich in weiteren Arbeiten zeigen.

Natalizumab hatte unter den verschiedenen Lymphozytensubpopulationen im Blut den grofiten
Effekt auf B-Zellen. Andersherum konnten wir zeigen, dass eine hochselektive Anti-CD20-Therapie
nicht nur B-Zellen, sondern auch eine ungewdhnliche Subpopulation CD3°CD20" T-Zellen depletiert,
jedoch nicht so lange anhaltend wir B-Zellen. Diese CD3*CD20* T-Zellen wiesen bevorzugt, aber nicht

ausschlieBlich, den Phanotyp von CD8" Effektor-Memory-Zellen auf.
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Bzgl. der Frage ,Lasst sich an intrathekal produziertem IgG ein inflammatorisches
Glykosylierungsmuster feststellen?“ konnten wir zeigen, dass das Glykosylierungsmuster von IgG im
Liquor, aber nicht im Blut, bei Patienten mit MS in Richtung eines pro-inflammatorischen Musters
verschoben ist. Ursachlich ist vermutlich ein Einfluss des entziindlichen Milieus, in dem die
Antikorper-produzierenden Zellen sich befinden, wobei die molekularen Regulationsmechanismen
noch Gegenstand weiterer Forschung sind. Da ein solches IgG-Glykosylierungsmuster die IgG-
Effektormechanismen wie CDC und ADCC moduliert, erscheint ein positiver Rickkopplungskreis

plausibel.

Die Kenntnis der molekularen Mechanismen, die ein B-Zell-permissives Milieu im ZNS schaffen, und
wie dies bereits jetzt durch Medikamente beeinflusst wird, kann ebenso wie Details zur
Pathophysiologie der B-Zell-Antwort im ZNS, z.B. der IgG-Glykosylierung, dazu beitragen, die

Erkrankung MS genauer zu verstehen und in Zukunft besser behandeln zu kénnen.
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