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A: HUMORALE IMMUNITAT BEI NEUROIMMUNOLOGISCHE ERKRANKUNGEN
Al: ZIELSETZUNG DER HABILITATIONSRELEVANTEN ARBEITEN

Das tlibergeordnete Ziel der habilitationsrelevanten Arbeiten war es die Rolle von B-Zellen und
Auto-Antikdrpern (Ak) bei verschiedenen neuroimmunologischen Erkrankungen zu untersuchen.
Dabei sollten zum einen grundlegende neue mechanistische Konzepte des BAFF-APRIL-Systems,
das wesentlich fiir das Uberleben und die Differenzierung von B-Zellen ist, beleuchtet werden und
die damit gewonnenen Erkenntnisse flir die Entwicklung neuer Biomarker bei Multipler Sklerose,
anderen Autoimmunerkrankungen und primidrem ZNS-Lymphom genutzt werden (A2: Rolle des
BAFF/APRIL-Systems bei Autoimmunerkrankungen und primdrem ZNS-Lymphom). Zudem
wurde die Rolle von B-Zellen und Auto-Ak bei Patienten mit Autoimmunenzephalitis (AE)
untersucht, um hier grundlegende Erkenntnisse der Immunpathogenese dieser Erkrankungen zu
gewinnen sowie Therapiekonzepte zu beleuchten (Thema A3: Humorale Immunitit bei

Autoimmunenzephalitis).

A2: ROLLE DES BAFF/APRIL-SYSTEMS BEI AUTOIMMUNERKRANKUNGEN UND
PRIMAREM ZNS-LYMPHOM

A2.1 HINTERGRUND

A2.1.1 Grundlegende Konzepte des menschlichen Immunsystems

Hauptaufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung zwischen Selbst und Nicht-Selbst, was
eine moglichst effektive Abwehr von Krankheitserregern ermdglichen soll, ohne dass
korpereigene Strukturen angegriffen werden, wodurch Autoimmunerkrankungen entstehen
konnen. Das Immunsystem von Sdugetieren ldsst sich in zwei Komponenten einteilen: das
angeborene und das adaptive Immunsystem. Hierbei erfolgt die Erkennung korperfremder
Strukturen im Rahmen der angeborenen Immunitidt {iber sogenannte Mustererkennungsrezeptoren.
Diese erkennen hochkonservierte Strukturen, die in Pathogenen, jedoch nicht im Wirt vorhanden
sind (Janeway and Medzhitov 2002). Die Mustererkennungsrezeptoren sind an der Zelloberflache
(z.B. Toll-like-Rezeptoren (Takeda and Akira 2005) oder im Intrazellularraum (z.B. RIG-I-like-

Helikasen) (Yoneyama and Fujita 2007) lokalisiert und spielen hier u.a. bei der Erkennung von
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Viren eine wichtige Rolle (Hoffmann, Schmidt et al. 2015). Das adaptive Immunsystem
wiederum erkennt Nicht-Selbst auf Basis von einer grof3en Vielfalt spezifischer Antigenrezeptoren
auf B Zellen (B-Zell Rezeptor, BCR) und T Zellen (T-Zell-Rezeptor, TCR). Die Diversitét dieser
Rezeptoren ist dabei nicht schon in der Keimbahn festgelegt, sondern entsteht im Laufe der
Lymphozytenreifung durch Rekombination der die Rezeptor-kodierenden Gensegmente. Hierbei
entstehen durch Ungenauigkeiten im Bereich der Rekombinationsstellen weitere Mutationen, die
die Diversitdt zusétzlich erhohen. Im Zuge der weiteren Reifung von B Zellen in sekundiren
lymphatischen Organen erfolgen weitere zufillige Punktmutationen, die sogenannte somatischen
Hypermutationen, die eine weitere Erhohung der Affinitit des BCRs fiir spezifische Antigene
ermoglichen (LeBien and Tedder 2008). Die Antigen-spezifischen BCRs werden schlieBlich in
Form von Ak sezerniert und erreichen so die Pathogene (humorale Immunitét), wohingegen die

verschiedenen T-Zell-Rezeptoren auf der Zelloberflache lokalisiert bleiben (zelluldre Immunitét).

A2.1.2 Rolle von B Zellen und Antikorpern

B Zellen sezernieren nicht nur Antigen-spezifische Ak, sondern iibernehmen auch eine Vielzahl
weiterer sowohl proinflammatorischer Funktionen wie Antigen-Prisentation, Antigentransport,
Sekretion proinflammatorischer Zytokine (Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) a, Interleukin-6,
Lymphotoxin) oder Induktion von Gewebszerstorung durch Ak, aber auch regulatorischer
Funktionen wie Sekretion regulatorischer Zytokine (Interleukin 10, Interleukin 35, Transforming
growth Faktor-f), Sekretion regulatorischer Ak oder Sekretion neurotropher Faktoren (Hoffmann

and Meinl 2014) (siche Abbildung 1).
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Abbildung 1: Regulatorische und inflammatorische Funktionen von B Zellen. B Zellen konnen auf der einen
Seite regulatorisch auf die Immunantwort einwirken (linke Seite), auf der anderen Seite jedoch entziindungsférdernde

Funktionen iibernehmen (rechte Seite) (aus (Hoffmann and Meinl 2014)).

A2.1.3 Rolle des BAFF/APRIL-Systems bei der Entstehung von Autoimmunitét

In der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wird B Zellen und Auto-Ak eine bedeutende
Rolle beigemessen. Fiir die Rekrutierung und das Uberleben von B Zellen und Plasmazellen sind
die verwandten Zytokine BAFF (B-cell-activating factor of the TNF family) und APRIL (4
proliferation-inducing ligand) von Bedeutung (Krumbholz, Derfuss et al. 2012). BAFF und
APRIL interagieren mit drei zur Familie der TNF-Rezeptoren gehdrenden Rezeptoren: TACI
(Transmembrane activator and CAML interactor) (von Bulow and Bram 1997), BAFF-R (BAFF-
receptor) (Thompson, Bixler et al. 2001, Yan, Brady et al. 2001) und BCMA (B cell maturation
antigen) (Laabi, Gras et al. 1992). Eine vermehrte BAFF-Produktion in BAFF-transgenen Méusen
fiihrt zu Autoimmunerkrankungen, die dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) oder
Sjogren Syndrom dhneln (Mackay and Schneider 2009). Speziell scheint ein erhdhtes BAFF-
Angebot ein besseres Uberleben niedrig-affiner selbstreaktiver B-Zellen zu begiinstigen (Mackay
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and Schneider 2009). Es wurde daher eine Modulation des BAFF/APRIL-Systems bei
Autoimmunerkrankungen evaluiert. Wider Erwarten filihrte die Behandlung mit TACI-Fc
(Atacicept), einem loslichen Fusionsprotein, das die Ektodomine des BAFF/APRIL Rezeptors
TACI enthélt und somit BAFF und APRIL abfangen kann, in einer Phase-II-Studie bei Patienten
mit Multipler Sklerose zu verstirkter Krankheitsaktivitit (Kappos, Hartung et al. 2014, Sergott,
Bennett et al. 2015), wobei die Ursache dieser Ergebnisse noch nicht abschlieBend geklart ist
(Hoffmann and Meinl 2014).

A2.2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION DER HABILIATIONSRELEVANTEN ARBEITEN
A2.2.1 Mechanismen der Generierung 16slicher BAFF/APRIL-Rezeptoren

Wie dargelegt spielt das BAFF/APRIL-System eine wichtige Rolle bei der Regulation der B-Zell-
Homoostase. Dabei sind viele Aspekte dieses komplexen Systems noch unzureichend verstanden.
Detaillierte Kenntnisse des Systems sind jedoch wichtig, da das BAFF/APRIL-System derzeit
Zielstruktur zahlreicher therapeutischer Interventionen bei Autoimmunerkrankungen sowie
hidmato-onkologischen Erkrankungen ist: Belimumab (anti-BAFF) wird bei der Behandlung von
Patienten mit systemischem Lupus erythematodes eingesetzt (Stohl, Scholz et al. 2011).
Monoklonale Ak gegen BCMA und chimeric antigen receptor (CAR)-T Zellen, die gegen BCMA
oder TACI gerichtet sind, gelten als Hoffnungstrager bei der Behandlung von Multiplem Myelom
(Lee, Draper et al. 2018, Cohen, Garfall et al. 2019, Pont, Hill et al. 2019, Raje, Berdeja et al.
2019, Shah, Chari et al. 2020).

Wir konnten zeigen, dass die auf Lymphozyten exprimierten BAFF/APRIL-Rezeptoren TACI und
BCMA nicht nur in membrangebundener Form vorliegen, sondern auch als 16sliche Proteine
existieren. Wir fanden, dass 16sliches TACI von der Protease ADAMI0 konstitutiv freigesetzt
wird (Hoffmann, Kuhn et al. 2015), wihrend der verwandte Rezeptor BCMA direkt von der y-
Sekretase geschnitten wird (Laurent, Hoffmann et al. 2015). Die abgespaltenem Ektodoménen
von TACI und BCMA koénnen BAFF und APRIL binden und hierbei als Decoy-Rezeptor
fungieren (siche Abbildung 2A, B) (Hoffmann, Kuhn et al. 2015, Laurent, Hoffmann et al.
2015). Smulski et al. (Smulski, Kury et al. 2017) zeigten zudem dass auch die Protease ADAM17
TACI nach Ligandenbindung schneiden kann und fanden weiter, dass BAFFR bei Ko-Expression
von TACI und nach Ligandenbindung ebenfalls auf der Zelloberflaiche geschnitten wird (siehe
Abbildung 2C).
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Abbildung 2: Biochemische Mechanismen der Generierung loslicher BAFF/APRIL Rezeptoren

(A) BCMA wird direkt durch die Gamma-Sekretase geschnitten und kann als 16slicher Rezeptor APRIL und je nach
Oligomerisationszustand auch BAFF binden. (B) Membrangebundenes TACI wird durch die Protease ADAM10 und
nach Ligandenbindung auch durch ADAMI17 an der Zelloberfldche abgeschnitten, wodurch 16sliches TACI in den
Extrazellularraum freigesetzt wird. Dieses kann die Liganden BAFF und APRIL binden. Der verbliebene
Membranstumpf wird durch einen weiteren intramembrandsen Schnitt durch die Gamma-Sekretase geschnitten und so
TACI von der Zellmembran entfernt. (C) BAFF-R wird bei Ko-Expression von TACI auf der Zellmembran und nach
Binden von BAFF durch ADAM10 und ADAMI17 geschnitten und so 16sliches BAFF-R freigesetzt (aus (Meinl,
Thaler et al. 2018)).

A2.2.2 Losliche BAFF/APRIL-Rezeptoren bei Autoimmunerkrankungen und primdrem ZNS-
Lymphom

Losliches TACI kommt in Blut und Nervenwasser in niedriger Konzentration konstitutiv vor. Bei
Patienten mit Multipler Sklerose und Neuroborreliose zeigen sich im Nervenwasser erhdhte Werte
von loslichem TACI (siehe Abbildung 3A), wobei die Werte von loslichem TACI mit dem IgG-
Index korrelieren (sieche Abbildung 3B). Unter Therapie mit dem monoklonalen o4-Integrin-Ak
Natalizumab, der den Eintritt von Leukozyten in das zentrale Nervensystem verhindert, zeigte sich
eine Reduktion von ldslichem TACI im Liquor (siche Abbildung 3C). Auch bei Patienten mit
Systemischem Lupus erythematodes zeigten sich im Serum erhohte Werte (siehe Abbildung 3D).
Diese korrelierten mit der Krankheitsaktivitit (siche Abbildung 3E) (Hoffmann, Kuhn et al.
2015).
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Abbildung 3: Losliches TACI als Marker von B-Zell-Akkumulation und B-Zell-Aktivierung

(A) Bei Patienten mit Multipler Sklerose (MS) und klinische isolierten Syndrom (CIS) sowie bei Patienten mit
Neuroborreliose (NB) zeigen sich im Nervenwasser (CSF) im Vergleich zu Patienten mit anderen neurologischen
Erkrankungen (OND) erhohte Werte von 16slichem TACI. (B) Die Werte von 16slichem TACI im Liquor korrelieren
mit dem Ig-Index. (C) Unter Therapie mit Natalizumab zeigt sich bei Patienten mit MS bei Vergleich der Werte vor
Therapie und 12 Monate nach Beginn der Therapie eine Abnahme der 16slichen TACI-Spiegel im Liquor. (D) Im
Serum von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) zeigen sich im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(HC) erhohte Werte von 16slichem TACI, die unter Therapie leicht abnehmen. (E) Die Spiegel von 16slichem TACI
korrelieren mit der Krankheitsaktivitit, die mittels SLE Disease Activity Index (SLEDAI) quantifiziert wurde (aus
(Hoffmann, Kuhn et al. 2015)).

Auch fiir 16sliches BCMA zeigten sich dhnliche Ergebnisse mit erhohten Werten im Liquor von

Patienten mit Multipler Sklerose und klinische isoliertem Syndrom sowie im Serum von Patienten
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mit systemischem Lupus erythematodes (Laurent, Hoffmann et al. 2015). Zusammenfassend sind
die abgeschnittenen 16slichen Rezeptoren Marker fiir B-Zell-Aktivierung und B-Zell-
Akkumulation sowie insbesondere bei l6slichem BCMA auch fiir das Vorhandensein von
Plasmazellen sowie Therapieansprechen. Sie stellen damit potentielle Biomarker bei
Autoimmunerkrankungen dar. In einem Kooperationsprojekt mit Frau PD Dr. Louisa von
Baumgarten untersuchten wir losliches TACI und 16sliches BMCA auch als Biomarker bei
primdren ZNS-Lymphomen. Die Diagnosestellung bei ZNS-Lymphomen ist oftmals
differentialdiagnostisch schwierig und meist ist letztlich eine Hirnbiopsie notig. Biomarker stellen
daher eine wichtige Hilfestellung zur Diagnosestellung dar. Wir fanden im Liquor von Patienten
mit primdrem ZNS-Lymphom deutlich erhéhte Werte von 16slichem TACI (siche Abbildung 4)
und loslichem BCMA. Durch Bestimmung der 16slichen Rezeptoren lassen sich primire ZNS-
Lymphome mit hoher Sensitivitit und Spezifitit von einer Vielzahl relevanter
Differenzialdiagnosen abgrenzen (Thaler, Laurent et al. 2017), was nach uns von einer anderen
Arbeitsgruppe bestdtigt werden konnte (Mizutani, Nakane et al. 2018). Zudem zeigte sich eine
Korrelation der Werte von loslichem TACI und 16slichem BCMA mit Krankheitsverlauf und
Therapieansprechen (Thaler, Laurent et al. 2017).
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Abbildung 4: Losliches TACI als Biomarker beim primédren ZNS-Lymphom

Bei Patienten mit primdrem ZNS-Lymphom (PCNSL) und sekunddrem ZNS-Lymphom (SCNSL) finden sich im
Vergleich zu Patienten mit anderen primdren (PBT) oder sekunddren Hirntumoren (SBT), Patienten mit
neuroinfektidsen, neuroimmunologischen und anderen neurologischen Erkrankungen (ONDs) deutlich erhohte Werte

von 16slichem TACI im Liquor (modifiziert nach (Thaler, Laurent et al. 2017))
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A2.2.3 Ausblick: 16sliche TACI Isoformen

Basierend auf den dargestellten Ergebnissen, wollen wir weitere grundlegende
Regulationsmechanismen des BAFF/APRIL-Systems untersuchen. Hierbei wollen wir die Rolle
von TACI Isoformen untersuchen. Von TACI existieren beim Menschen durch alternatives
Splicing zwei unterschiedlich lange Isoformen (Hymowitz, Patel et al. 2005), die sich in ihrer
Fahigkeit die Plasmazelldifferenzierung zu induzieren unterscheiden (Garcia-Carmona, Cols et al.
2015)). Ziel ist es die Rolle der TACI Isoformen als mdgliche therapeutische Zielstrukturen bei

Multipler Sklerose, anderen Autoimmunerkrankungen und Lymphomen zu evaluieren.

A3: HUMORALE IMMUNITAT BEI AUTOIMMUNENZEPHALITIS
A3.1 HINTERGRUND

A3.1.1 Allgemeines zur Autoimmunenzephalitis

In den letzten Jahren wurden das Erkrankungsbild der Autoimmunenzephalitis (AE) definiert und
zahlreiche bahnbrechende Erkenntnisse zu dieser Gruppe von Erkrankungen gesammelt. Dabei
beschreibt der Begriff AE ein Spektrum immunvermittelter neuropsychiatrischer Erkrankungen,
bei denen sich héufig Auto-Ak gegen Oberflichenproteine, synaptische Proteine oder
intrazelluldre Proteine nachweisen lassen (Leypoldt, Armangue et al. 2015, Graus, Titulaer et al.
2016). Die hidufigste Form von AE stellt die Anti-N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDAR)
Enzephalitis dar (Dalmau, Tuzun et al. 2007). Diese betrifft hdufig junge Frauen, ist mit ovariellen
Teratomen assoziiert und geht mit psychiatrischen Auffalligkeiten, Bewegungsstorungen,
Bewusstseinsstorungen, vegetativer Dysregulation und epileptischen Anfdllen einher (Dalmau,
Gleichman et al. 2008, Titulaer, McCracken et al. 2013). Weitere relativ hdufige Formen von AE
sind die mit Ak gegen Leucin-rich-glioma-inactivated-1 (LGIl) sowie gegen Contactin-
associated-protein-like-2 (CASPR2). Hierbei betrifft die LGI1-AE vor allem dltere Menschen oder
Menschen mittleren Alters und verursacht Kurzzeitgeddchtnisstorungen, Verwirrtheit und
epileptische Anfélle (Irani, Alexander et al. 2010, Lai, Huijbers et al. 2010). Teilweise gehen dem
,Vollbild*“ der Erkrankung charakteristische fazio-brachiale dystone oder tonische Anfille voran
(Irani, Michell et al. 2011). Von der CASPR2-AE sind vor allem &dltere Ménner betroffen. Die

Erkrankung zeigt sich als Enzephalitis mit Neuromyotonie, neuropathischem Schmerz, Ataxie,
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Myoklonus, autonomer Dysfunktion oder eine Kombination dieser Symptome (Lancaster,
Martinez-Hernandez et al. 2011, Irani, Pettingill et al. 2012). Neben diesen hiufigeren Entitdten
wurden in den letzten Jahren liber 25 weitere Auto-Ak beschrieben, die mit neurologischen
Erkrankungen assoziiert sind. Hierbei konnte fiir einige Ak ein direkt pathogener Effekt
nachgewiesen werden (zusammengefasst bei (Pruss 2021)), wohingegen die Pathogenitit anderer
Ak noch nicht abschlieend geklart ist. Zu letzterer Gruppe gehdren Ak gegen das intrazelluldre
Protein Glutamatdecarboxylase (GAD), die bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen

nachweisbar sind.

A3.1.2 GAD-Antikdrper-assoziierte neurologische Erkrankungen

Das Enzym Glutamatdecarboxylase (GAD) katalysiert den geschwindigkeitslimitierenden Schritt
bei der Herstellung des wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitters Gamma-Aminobuttersidure
(GABA) (Erlander and Tobin 1991). GAD wird im Zytoplasma von Neuronen (Solimena, Folli et
al. 1990) und B-Zellen des endokrinen Pankreas (Vincent, Hokfelt et al. 1983) exprimiert. Bei
verschiedenen neurologischen Symptombildern wie dem Stiff Person Syndrom, der cerebelldren
Ataxie oder der limbischen Enzephalitis werden Ak gegen GAD detektiert (Solimena, Folli et al.
1990, Giometto, Miotto et al. 1996, Honnorat, Saiz et al. 2001, Malter, Helmstaedter et al. 2010).
Zudem werden diese Ak auch, in niedrigeren Spiegeln, beim Typ 1 Diabetes gefunden
(Baekkeskov, Landin et al. 1987).

A3.1.3 Therapeutische Strategien bei Autoimmunenzephalitis

Die friihzeitige Diagnose und der rasche Behandlungsbeginn trigt wesentlich zu einer
Prognoseverbesserung bei  Patienten mit AE bei, insbesondere um anhaltende
Gedéachtnisstorungen zu verhindern (Finke, JAMA Neurol 2017). Zur Behandlung von Patienten
mit AE wird typischerweise eine schrittweise Eskalationstherapie beginnend mit einer
Erstlinientherapie, die Glukokortikosteroide, Plasmaaustauschverfahren oder intravendse
Immunglobuline umfasst, angewandt (Titulaer, McCracken et al. 2013). Daran anschliefend
werden Zweitlinientherapien, die Cyclophosphamid, steroideinsparende Medikamente wie

Azathioprin, Myophenolat-Mofetil oder Methotrexat oder den monoklonalen, gegen CD20-
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gerichteten Ak Rituximab umfassen, eingesetzt (Titulaer, McCracken et al. 2013, Lee, Lee et al.
2016). Daneben existieren neue und innovative Ansétze zur Behandlung von Patienten mit AE, die

unter anderem auch gegen Plasmazellen gerichtet sind (zusammengefasst bei (Pruss 2021).

A3.2 ERGEBNISSE UND DISKUSSION DER HABILIATIONSRELEVANTEN ARBEITEN
A3.2.1 Periphere Immunantwort bei GAD-Antikorper-assoziierten neurologischen Erkrankungen

Auch wenn die Immunpathogenese der GAD-Ak-assoziierten Erkrankungen noch nicht umfassend
verstanden ist, sprechen die folgenden Befunde dafiir, dass der B Zell vermittelten Immunantwort
gegen GAD eine Schliisselrolle zukommt: Bei Patienten mit GAD-Ak-assoziierten Erkrankungen
beobachtet man eine ausgeprégte intrathekale GAD-Ak-Produktion, was auf eine klonale B-Zell-
Aktivierung im ZNS hinweist (Dalakas, Li et al. 2001). Die Patienten sprechen oftmals sehr gut
auf Plasmapheresebehandlungen an. Das Serum von Patienten mit GAD-Ak kann die GAD-
Enzym-Aktivitit reduzieren (Raju, Foote et al. 2005). Aus Patienten aufgereinigte
Immunglobuline kénnen in vivo Krankheitsaktivitit auslosen (Manto, Laute et al. 2007, Manto,
Hampe et al. 2011, Hampe, Petrosini et al. 2013, Hansen, Grunewald et al. 2013). Durch
Immunisierung von Mausen mit GAD-Protein lassen sich GAD-Ak und ein Untergang GABA-
erger Neurone induzieren (Chang, Alexopoulos et al. 2013). Auf der anderen Seite zeigt sich
neuropathologisch im Gehirn der Patienten auch eine dominante T-Zell-Infiltration (Bien, Vincent
et al. 2012). Die Erkrankung ist demnach sehr wahrscheinlich immunvermittelt, jedoch ist bisher
nicht klar, welche Komponenten des Immunsystems maf3geblich beteiligt sind und wie die GAD-
Ak genau zur Entstehung der ZNS-Entziindung beitragen. Ziel unserer Untersuchungen war es
daher GAD-Ak produzierende Zellen zu identifizieren und die produzierten GAD-Ak genauer zu
charakterisieren. Nach Stimulation von B-Gedéchtniszellen im peripheren Blut zu Plasmazellen
(Pinna, Corti et al. 2009) zeigt sich, dass im Blut von Patienten mit GAD-Ak-assoziierten
Erkrankungen B-Gedichtniszellen vorliegen, die zu GAD-Ak produzierenden Plasmazellen
differenziert werden konnen, wohingegen bei gesunden Kontrollen keine solchen Zellen

vorhanden sind (Thaler, Thaller et al. 2019) (siche Abbildung 5, oberer Teil).
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Abbildung 5: GAD-spezifische B Zellen im peripheren Blut und Knochenmark

Oberer Teil: Periphere mononukledre Blutzellen von Patienten mit GAD-Ak-assoziierten neurologischen Erkrankung
sowie gesunde Kontrollen (HC) wurden iiber 11 Tage mit dem TLR7/8 Agonisten Resiquimod und Interleukin-2
stimuliert, dann wurde die GAD-Ak-Produktion der einzelnen wells mittels ELISA bestimmt. Jeder Punkt stellt ein
stimuliertes well dar. cc SN: Zellkulturiiberstand, OD: optische Dichte.

Unterer Teil: Mononukleédre Zellen aus dem Knochenmark (BMMCs) wurden aus einer mit Rituximab-behandelten
Patientin mit GAD-Ak-assoziierter limbischer Enzephalitis isoliert. Die Knochenmarkszellen wurden parallel zu
Knochenmarkszellen von Kontrollen fiir 5 Tage kultiviert und dann die Produktion von GAD-Ak bestimmt

(modifiziert nach (Thaler, Thaller et al. 2019)).

Mittels Verdiinnungsexperimente ldsst sich zudem zeigen, dass GAD-spezifische B Zellen in
dhnlicher Haufigkeit wie B Zellen, die spezifisch fiir Tetanus-Toxoid oder Masern-Antigen sind,
vorkommen und somit eine sehr grofe Abundanz zeigen. Zudem finden sich auch im
Knochenmark GAD-Ak produzierende Plasmazellen (siche Abbildung 5, unterer Teil) (Thaler,
Thaller et al. 2019). Die Tatsache, dass Plasmazellen im Knochenmark eine weitere Quelle GAD-
Ak produzierender Zellen darstellen, hat therapeutische Konsequenzen, da Plasmazellen von den

bisher bei GAD-Ak-assoziierten Erkrankungen eingesetzten Immuntherapien nicht erfasst werden.
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A3.2.2 Genetik bei GAD-Antikorper-assoziierten neurologischen Erkrankungen

Da sich bei Patienten mit GAD-Ak assoziierten neurologischen Erkrankungen sehr hiufig weitere
Autoimmunerkrankungen wie Typ 1 Diabetes, Hashimoto-Thyreoiditis o.a. zeigen und einige
familidre Félle beschrieben sind (Burns, Jones et al. 2003, Rizzi, Knoth et al. 2010, Kuchling,
Shababi-Klein et al. 2014) sowie das Auftreten eines seltenen  Haplotyps
(DRB1*15:01.01~DQA1*01:02:01~DQB1*05:02:01) in einer Multiplex-Familie beschrieben
wurde (Belbezier, Joubert et al. 2018), vermuteten wir eine genetische Grundlage fiir die
Entstehung dieser Krankheitsbilder. In einer explorativen Studie mit 19 Patienten untersuchten wir
33 Gene, die wichtige immunologische Drehpunkte und Regulatoren darstellen mittels Next
Generation Sequencing. Hier konnten wir Varianten in interessanten Kandidatengenen (u.a.
Caspase 10, Protein tyrosin phosphatase, non-receptor type 22) detektieren, die die Rolle einer
genetischen Grundlage weiter stiitzen (Thaler, Bangol et al. 2020). Eine Bestéitigung unserer
Ergebnisse sowie weiterflihrende Analysen im Rahmen einer genomweiten Studie laufen derzeit

iiber das German Network for Research on Autoimmune Encephalitis (GENERATE).

A3.2.3 Rituximab als therapeutische Option bei Autoimmunenzephalitis

Rituximab ist ein B-Zell-depletierender monoklonaler Ak, der gegen CD20 gerichtet ist und bei
vielen neuroimmunologischen Erkrankungen wie Multipler Sklerose (Hauser, Waubant et al.
2008) der Neuromyelitis-optica-Spektrum Erkrankungen (Trebst, Jarius et al. 2014) Effektivitit
zeigt. Die Effektivitit von Rituximab wurde bei verschiedenen Unterformen von AE gezeigt
(Titulaer, McCracken et al. 2013, Lee, Lee et al. 2016, Nepal, Shing et al. 2020). Hingegen, zeigte
eine kleine randomisierte, Placebo-kontrollierte Studie bei Patienten mit Stiff person Syndrom
keine Effektivitit von Rituximab (Dalakas, Rakocevic et al. 2017). Zudem fehlten bisher Daten,
die den Einsatz und die Effektivitit von Rituximab in einem real-world-Setting darstellen. In einer
multizentrischen Studie im Rahmen des GENERATE Netzwerks untersuchten wir daher den
Einsatz von Rituximab deutschlandweit bei Patienten mit AE und verglichen den klinischen
Verlauf von mit Rituximab-behandelten Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Dabei

konzentrierten wir uns auf die hdufigsten Unterformen von AE, ndmlich Patienten mit NMDAR-
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AE, LGII-AE, CASPR2-AE sowie GAD65-Ak-assoziierten neurologischen Erkrankungen (siehe
Abbildung 6).

Patients with antibodies to proteins (N = 358)
* NMDAR (164)
+ GAD65 (98)
+LGI1 (62)
+ CASPR2 (34)
l
Patients with rituximab Patients without documented
treatment rituximab treatment
(n=163) (n=195)
Excluded Excluded
(n=14%) (n =32 **)
Included (n = 149): Included (n = 163):
« NMDAR (81) « NMDAR (61)
« GADG65 (31) « GAD65 (53)
o Stiff-person syndrome (4) o Stiff-person syndrome (15)
o Cerebellar ataxia (10) o Cerebellar ataxia (12)
o Encephalitis/overlap (17) o Encephalitis/overlap (26)
- LGI1 (26) +LGI1 (35)
* CASPR2(11) » CASPR2 (14)

Abbildung 6: Ubersicht der Studienkohorte

Dargestellt sind die in die Studie eingeschlossenen Patienten, die in eine Gruppe von Patienten mit
Rituximabbehandlung und ohne Rituximabbehandlung eingeteilt und dann weiter entsprechend dem Vorliegen von
Auto-Ak in verschiedene AE-Subtypen unterteilt wurden. * Patienten wurden ausgeschlossen aufgrund
unzureichenden Daten zur Rituximabtherapie (n=2), bei zusitzlicher Diagnose einer Multiplen Sklerose (n=2),
zuriickgezogener Einverstdndniserkldrung fiir die GENERATE Datenbank (n=1) oder bei nicht erfiillten Ak-
Einschlusskriterien (n=9). ** Patienten wurden ausgeschlossen aufgrund unzureichender Daten zur
immunsuppressiven Therapie (n=1) oder bei nicht erfiillten Ak-Einschlusskriterien (n=31). CASPR2 = Contactin-
associated-protein-like-2; GAD65 = Glutamic acid decarboxylase 65; LGI1 = Leucin-rich-glioma-inactivated-1;
NMDAR = N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor (aus (Thaler, Zimmermann et al. 2021)).

Dabei zeigte sich, dass 46% der Patienten (163/358) mit Rituximab behandelt wurden, wobei der
Anteil bei den Patienten mit NMDAR-AE mit 57% am hochsten und denen mit GAD65-Ak
assoziierten neurologischen Erkrankungen mit 37% am niedrigsten lag. Eine Behandlung mit
Rituximab wurde bei Patienten mit NMDAR-AE und LGI1-AE signifikant friiher begonnen als
bei Patienten mit CASPR2-AE oder GAD65-Ak assoziierten neurologischen Erkrankungen (siehe
Abbildung 7A,B). Die Anzahl der Rituximabinfusionen sowie die Gesamtdosis von Rituximab
unterschied sich nicht zwischen den einzelnen Formen von AE (siehe Abbildung 7C,D). Jedoch
erhielten Patienten mit GAD65-Ak assoziierten neurologischen Erkrankungen Rituximab am

langsten (siche Abbildung 7E), wohingegen bei Patienten mit NMDAR-AE am héufigsten nur
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eine Induktionstherapie von < 6 Monaten durchgefiihrt wurde (sieche Abbildung 7F) (Thaler,

Zimmermann et al. 2021).
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Abbildung 7: Rituximabbehandlung bei Patienten mit Autoimmunenzephalitis

Dargestellt ist die Dauer bis zum Beginn der Rituximabtherapie nach Krankheitsmanifestation in Tagen (A), die
Dauer bis zum Beginn der Rituximabtherapie nach Beginn der Erstlinientherapie in Tagen (B), die Anzahl der
verabreichten Rituximabinfusion (C), die Gesamtdosis von Rituximab in gramm (g) (D), die Dauer der
Rituximabtherapie berechnet als Dauer zwischen erster Infusion und letzter Infusion in Tagen (E) sowie die Anzahl an
Patienten bei den eine Induktionstherapie (Dauer der Rituximabtherapie <6 Monate) oder eine Erhaltungstherapie
(Dauer der Rituximabtherapie > 6 Monate) durchgefiihrt wurde (F). CASPR2 = Contactin-associated-protein-like-2;
GADG65 = Glutamic acid decarboxylase 65; LGIl = Leucin-rich-glioma-inactivated-1; NMDAR = N-methyl-D-

aspartate-Rezeptor (aus (Thaler, Zimmermann et al. 2021)).

Es ergaben sich Hinweise fiir eine Verbesserung des Langszeitverlaufs unter
Rituximabbehandlung: Patienten mit NMDAR-AE erreichten unter Rituximabbehandlung
héufiger ein unabhéngiges Leben mit einem modified Rankin Scale (mRS) <2, obwohl sie initial
schwerer betroffen waren; Patienten mit CASPR2-AE zeigten im Langszeitverlauf unter
Rituximabbehandlung eine Besserung des mRS, wohingegen sich Patienten ohne
Rituximabbehandlung nicht verbesserten; bei Patienten mit NMDAR-AE und LGI-AE zeigte sich
unter Rituximabbehandlung eine Reduktion der Riickfille. Patienten mit GAD65-Ak-assoziierten

neurologischen Erkrankungen zeigten jedoch keine signifikante Besserung des Verlaufs unter
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Rituximabtherapie. Mit diesen Daten konnten wir zum einen den Einsatz von Rituximab in einem
real-world-setting in Deutschland darstellen, zum anderen ergaben sich Hinweise, dass eine
frithzeitige und kurzfristige Behandlung mit Rituximab bei Patienten mit NMDAR-, LGI1-, und
CASPR2-AE ceine effektive und sichere Behandlungsoption darstellt (Thaler, Zimmermann et al.
2021).

A.3.2.4 Ausblick: GAD-Antikdrper-assoziierte neurologische Erkrankungen

In unseren bisherigen Untersuchungen konnten wir Erkenntnisse liber die gegen GAD gerichtete
B-Zell-Antwort im peripheren Kompartiment und damit Hinweise auf eine Dysregulation des
peripheren B-Zell-Kompartiments bei Patienten mit GAD-Ak-assoziierten neurologischen
Erkrankungen gewinnen. Basierend auf diesen Untersuchungen sollen in weiterflihrenden
Analysen GAD-spezifische Zellen im zentralen Nervensystem untersucht werden. Damit wollen
wir herausfinden wo und wie autoreaktive B Zellen bei dieser Erkrankung entstehen. Insbesondere
sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:

1) Lassen sich im Nervenwasser GAD-spezifische B-Zellen nachweisen oder stammen die im
Nervenwasser nachweisbaren GAD-Ak aus der Peripherie?

2) Sind im Nervenwasser nachweisbare GAD-Ak polyreaktiv und zeigen sie somatische
Hypermutationen als Ausdruck dafiir, dass Keimzentrumsreaktionen wichtig fiir die
Entstehung autoreaktiver B Zellen sind?

Weiterhin soll untersucht werden wie neuroinflammatorische und neurodegenerative Prozesse bei
GAD-Ak-assoziierten neurologischen Erkrankungen zusammenspielen. Bei vielen Patienten
entwickelt sich im Laufe der Erkrankung eine cerebelldre Atrophie bzw. Hippokampusatrophie als
Ausdruck von Neurodegeneration. Wir wollen daher untersuchen, ob sich kernspintomografische
oder serologische Surrogatmarker fiir diese Neurodegeneration finden lassen und wie
neurodegenerative Prozesse bei diesen Patienten mechanistisch zu erkliren sind, um damit

mogliche therapeutische Ansétze zu finden.
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A4 ZUSAMMENFASSUNG

B Zellen und Auto-Ak spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von
Autoimmunerkrankungen.

Wir konnten grundlegende Regulationsmechanismen des BAFF/APRIL-Systems, das
entscheidend an der Aufrechterhaltung der B-Zell-Homdostase beteiligt ist, aufdecken. So konnten
wir erstmals zeigen, dass die beiden Rezeptoren TACI und BCMA nicht nur in
membrangebundener Form, sondern auch als 16sliche Proteine vorliegen. Wir konnten weiterhin
die Mechanismen der Generierung dieser 16slichen Proteine sowie die Funktion der
abgeschnittenen Rezeptorfragmente aufdecken. Zudem gelang es uns die Rolle der ldslichen
Rezeptoren als Biomarker einzuordnen. Unsere Ergebnisse stellen wichtige Bausteine zum
Verstindnis des BAFF/APRIL-Systems dar, die bei der therapeutischen Beeinflussung dieses
Systems Beachtung finden sollten (Teil A2).

Weiterhin konnten wir grundlegende Kenntnisse zur Immunpathogenese von GAD-Ak-
assoziierten neurologischen Erkrankungen gewinnen und zeigen, dass sich diese Patienten durch
eine Dysregulation der peripheren B-Zell-Antwort auszeichnen. Die Ergebnisse dienen als
Grundlage fiir weiterfiihrende Untersuchungen, im Rahmen derer wir verstehen wollen an welcher
Stelle und durch welche Mechanismen bedingt diese Dysregulation zustande kommt. Im Rahmen
einer multizentrischen Studie mit Patienten mit AE konnten wir zudem Erkenntnisse iiber den
deutschlandweiten Gebrauch und Therapieeffekte des B-Zell-depletierenden Ak Rituximab

gewinnen, die unmittelbaren Einfluss auf die klinische Praxis haben (Teil A3).
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