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1. Einleitung

Im Folgenden sollen zunachst wichtige neuroimmunologische Krankheitsbilder beschrieben
werden. Dabei gehe ich im Einzelnen auf die Multiple Sklerose (MS) und die
Neurosarkoidose ein. Darauf aufbauend soll die Rolle von Biomarkern in der Diagnostik und
Beurteilung von Krankheitsaktivitat bei neuroimmunologischen und neurovirologischen
Erkrankungen gezeigt werden. Dartber hinaus werden kurz Grundprinzipien der
Liquordiagnostik dargestellt, insbesondere die Untersuchung von intrathekalen
Antikdrpersynthesen mittels Reiber Diagrammen sowie die Bestimmung antiviraler
Antikorperindices und der spezifischen Fraktion, die relevant in der Diagnostik

neuroimmunologischer und neurovirologischer Erkrankungen erscheinen.

Abschlie3end soll die humorale und zellulare Immunantwort nach SARS-CoV-2 Impfungen
bei Patientinnen und Patienten mit MS unter einer B-Zell depletierenden Behandlung

charakterisiert werden.



1.1. Neuroimmunologische Erkrankungen: Multiple Sklerose (MS)

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch-entziindliche,
immunvermittelte Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). Die MS ist die haufigste
neurologische Erkrankung, die im jungeren Erwachsenenalter zu bleibenden neurologischen
Ausfallerscheinungen fuhrt (Compston and Coles, 2008). Oft beginnt die Erkrankung mit
einem erstmaligen demyelinisierenden klinischen Ereignis, dem sog. klinisch isolierten
Syndrom (CIS), haufig in Form einer Optikusneuritis (ON) oder transversen Myelitis (TM). In
85% der Falle verlauft die Erkrankung als schubférmig-remittierende MS (RRMS), in 15 %
als primar chronisch progrediente Multiple Sklerose (PPMS) (Miller et al., 2012). Bei der MS
kommt es zu fokalen Entziindungsreaktionen im ZNS (MS-L&sionen), welche mit einer
Demyelinisierung und Neurodegeneration einhergehen (Hemmer et al., 2015, Brandao et al.,
2020). Mittlerweile existiert eine Vielzahl von MS spezifischen Immuntherapien, die eine
klinische und kernspintomographische Kontrolle der Erkrankung erlauben. Insbesondere die
Depletion von B-Zellen durch eine Therapie mit monoklonalen Antikérpern (Ocrelizumab,
Rituximab und Ofatumumab) gegen das CD20-Oberflachenmolekil auf B-Zellen (Anti-CD20
Therapien/B-Zell depletierende Therapien) stellt eine effektive Behandlungsmdglichkeit der

MS dar (Greenfield and Hauser, 2018).

Schlisselbefunde im Liquor bei der MS sind eine milde bis maRige lymphozytare Pleozytose
von bis zu 50 Zellen/ul sowie eine intrathekale Synthese von Immunglobulin (Ig)G, welche
sich bei >90% der Patientinnen und Patienten findet (Cross and Waubant, 2011). Die
intrathekale Antikérperproduktion ist nicht gegen ein einzelnes Zielantigen gerichtet, sondern
stellt eine polyspezifische Immunreaktion dar, die aus einer polyklonalen intrathekalen B-

Zell-Stimulation resultiert (Otto et al., 2011, Reiber et al., 1998).

Im Rahmen dieser polyklonalen intrathekalen B-Zell-Stimulation findet sich im Liquor von ca.
90% der Patientinnen und Patienten mit MS auch eine intrathekale IgG-Synthese gegen
virale Antigene, am haufigsten gegen das Masern (M)-, Rételn (R)- und Varizella-Zoster- (Z)
Virus, die sogenannte MRZ-Reaktion (Jarius et al., 2017, Reiber et al., 1998). Diese lasst
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sich anhand des Antikérperindex (Al) bestimmen (Reiber and Peter, 2001), wobei Al-Werte
>1,5 eine intrathekale Antikorperproduktion anzeigen (Reiber and Lange, 1991). Dartiber

hinaus weisen ca. 20% der Patientinnen und Patienten mit MS auch eine intrathekale IgM-
Synthese auf, die mit kiinftiger Krankheitsaktivitat bei Patientinnen und Patienten mit friiher

MS assoziiert ist (Pfuhl et al., 2019).

Trotz wissenschaftlicher Fortschritte bleibt die Atiologie der MS weiterhin unklar. Es besteht
jedoch kein Zweifel daran, dass die MS durch ein Zusammenspiel von genetischen und
Umweltfaktoren entsteht (Ascherio and Munger, 2007a, Willer et al., 2003, Ascherio and
Munger, 2007b, Gale and Martyn, 1995). Die MS weist insbesondere eine starke Assoziation
mit einer Epstein-Barr-Virus (EBV) Infektion auf. Praktisch alle Patientinnen und Patienten
mit MS sind EBV-seropositiv (Abrahamyan et al., 2020, Nourbakhsh et al., 2021) und eine
symptomatische EBV-Erstinfektion (infektiose Mononukleose) geht mit einem ca. 2-fach
erhohten Risiko flir eine MS einher (Ascherio and Munger, 2007a, Ruprecht, 2020, Bjornevik

et al., 2022).

Die Diagnosestellung der MS erfolgt auf der Grundlage von klinischen, bildgebenden und
liquordiagnostischen Befunden (Thompson et al., 2018), wobei bisher keine spezifischen
diagnostischen Biomarker existieren. Wichtige Differentialdiagnosen der MS stellen die
Neuromyelitis Optica (NMO) mit Nachweis von Aquaporin-4-IgG Antikdrpern, die Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) IgG-Antikoérper assoziierte Enzephalomyelitis und die

Neurosarkoidose dar.



1.2. Neuroimmunologische Erkrankungen: Neurosarkoidose

Bei der Sarkoidose handelt es sich um eine granulomatdse Systemerkrankung, die
histopathologisch durch nicht-verkasende epitheloidzellige Granulome charakterisiert ist
(Wengert et al., 2013, Joseph and Scolding, 2009). Das typische Manifestationsalter liegt,
ahnlich wie bei der MS, zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr (Joseph and Scolding, 2009).
Die Erkrankung kann sich in allen Organen manifestieren, am haufigsten betroffen sind die
Lungen und die Lymphknoten. Eine Beteiligung des ZNS (Neurosarkoidose) tritt in 5-15%
der Falle auf (Hoitsma et al., 2004). Die variable und sehr breite klinische und bildgebende
Prasentation einer Neurosarkoidose, kann ihre Diagnosestellung erschweren. Diagnostische
Kriterien wurden initial von Zajicek und Kollegen formuliert (Zajicek et al., 1999), wobei
mittlerweile aktualisierte Diagnosekriterien von einer Expertengruppe fir Neurosarkoidose
definiert wurden (Stern et al., 2018). Ein wichtiges diagnostisches Kriterium bildet der
klassische Liquorbefund. In bis zu 60% findet sich eine lymphomonozytare Pleozytose (Fritz
et al., 2016), die auch mit kernspintomographischer (diffuse leptomeningeale

Kontrastmittelaufnahme) und klinischer Krankheitsaktivitat korreliert (Wengert et al., 2013).

Bisher existieren keine spezifischen diagnostischen Biomarker fiir die Neurosarkoidose.
Untersucht wurde in verschiedenen Arbeiten zur systemischen Sarkoidose allerdings der
I6sliche Interleukin-2 Rezeptor (sIL-2R), ein Marker fur T-Zell Aktivitdt. Dabei handelt es sich
um einen heterotrimeren Rezeptor, der aus einer a-Untereinheit (CD25), einer R-Untereinheit
(CD122) sowie einer y-Untereinheit (CD132) besteht. Im Rahmen der T-Zell Aktivierung
kommt es zur proteolytischen Abspaltung des extrazellularen Anteils der a-Untereinheit.
Dieser stellt den sIL-2R dar. Erhéhte Serum slL-2R Werte lassen sich bei der systemischen
Sarkoidose nachweisen und sind mit radiologischer Krankheitsaktivitat und dem
Therapieansprechen assoziiert (Ramos-Casals et al., 2019). Darliber hinaus fanden sich in
einer kleineren Fallserie erhdhte sIL-2R Werte im Liquor bei Patientinnen und Patienten mit
einer Neurosarkoidose, als mdglicher Marker fur Krankheitsaktivitat und Therapieansprechen

(Petereit et al., 2010). Dennoch ist der sIL-2R nicht spezifisch fir die (Neuro)sarkoidose,



sondern ebenfalls erhdht bei der (Neuro)tuberkulose, der rheumatoiden Arthritis oder dem

systemischen Lupus erythematodes (Petereit et al., 2010, Ramos-Casals et al., 2019).
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1.3. Die Rolle von Biomarkern bei neuroimmunologischen und neurovirologischen

Erkrankungen

Die Diagnostik sowie die Uberwachung von Krankheitsaktivitat und Therapieansprechen
spielen eine zentrale Rolle in der Betreuung und Versorgung von Patientinnen und Patienten
mit neuroimmunologischen Erkrankungen, wie der MS und der Neurosarkoidose. Wichtig ist
hierbei auch die Abgrenzung neuroimmunologischer Erkrankungen voneinander sowie
gegenlber neurovirologischen Erkrankungen, die in variablem Ausmal} zu neurologischen

Symptomen fiihren kénnen.

Ein Ubergeordnetes langerfristiges Ziel zur Verbesserung der Diagnostik und Therapie
neuroimmunologischer und neurovirologischer Erkrankungen ist daher die Etablierung von
Markern, sog. Biomarkern. Unter Biomarkern versteht man charakteristische Parameter, die
valide, zuverlassig und einfach in einem Medium bestimmt werden kénnen (Ziemssen et al.,
2019, Sahab et al., 2007, Biomarkers Definitions Working, 2001) und v.a. diagnostischen
Zwecken dienen. Ideale Biomarker ermdglichen zudem eine Uberwachung von
Krankheitsaktivitat (Comabella and Montalban, 2014) und Therapieansprechen (Biomarkers
Definitions Working, 2001). Klassischerweise handelt es sich um molekulare Parameter aus
dem Feld der Immunologie und Neurobiologie, aber auch kernspintomographische Befunde
kénnen Biomarker darstellen. Man unterscheidet diagnostische, prognostische und pradiktive
Biomarker sowie Biomarker zur Beurteilung von Krankheitsaktivitat und Therapieansprechen
(Ziemssen et al., 2019). Eine wesentliche Voraussetzung bildet dabei eine hohe Sensitivitat

und Spezifitat (Paul et al., 2019).

11



1.4. Techniken der Liquordiagnostik bei neuroimmunologischen und
neurovirologischen Erkrankungen: Untersuchung intrathekaler Antikorpersynthesen

mittels Bestimmung antiviraler Antikérperindices und der spezifischen Fraktion (Fs)

1.4.1. Intrathekale Antikorperproduktion

Die Bestimmung der intrathekalen Antikdrperproduktion mit Hilfe des Als stellt einen
wichtigen unterstutzenden diagnostischen Marker neuroimmunologischer und
neurovirologischer Erkrankungen dar (Jacobi et al., 2007). Die Berechnung des Als erfolgt
mit Hilfe der Formel Al= (IgGspecLiquor/IgGspecSerum)/(19GgesamLiquor/IgGeesamSerum) =
(Quotient Liquor/Serum spezifisches 1gG)/Quotient Liquor/Serum Gesamt IgG ) = Qspec/Quga..
Ein Al Wert 21,5 gilt als erh6ht und zeigt eine intrathekale Antikorperproduktion an (Reiber

and Lange, 1991).

Wir eingangs erwahnt finden sich bei der MS erhdhte Antikorperindices gegen Masern-,
Roételn- und Varizella-Zoster Virus (MRZ-Reaktion). Diese stellt eine polyspezifische
intrathekale Immunantwort dar. Im Gegensatz dazu sind erhdhte Als, die sich im Rahmen
von akuten Infektionen und Reaktivierungen von Viren im ZNS nachweisen lassen, Ausdruck
einer virusspezifischen intrathekalen Immunantwort. Klinisch fiihren auch Infektionen und
Reaktivierungen von Viren im ZNS zu variablen neurologischen Komplikationen wie z.B.
Meningitis, Meningoenzephalitis, Myelitis, Zerebellitis und stellen daher u.U. relevante
Differentialdiagnosen neuroimmunologischer Erkrankungen dar (Gilden et al., 2000, Baldwin
and Cummings, 2018). Mit Hilfe der Al Bestimmung allein ist aber eine Unterscheidung
zwischen einer virusspezifischen und polyspezifischen intrathekalen Immunantwort nicht
moglich. Die einzige bisher bekannte Methode, die diese Unterscheidung erlaubt, ist die
Bestimmung der virusspezifischen intrathekalen Antikorper Fraktion (Fs) (Jacobi et al., 2007,
Conrad et al., 1994, Quentin and Reiber, 2004). Dabei handelt es sich um den prozentualen
Anteil der virusspezifischen intrathekal synthetisierten IgG Antikérper an der Gesamtheit der
intrathekal produzierten IgG Antikdrper (Jacobi et al., 2007). Mit Hilfe dieser Methode konnte

gezeigt werden, dass Patientinnen und Patienten mit einer Herpes-simplex Virus (HSV)
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Enzephalitis eine etwa 60-fach hdhere virusspezifische Anti-HSV Fs aufweisen, als
Patientinnen und Patienten mit einer MS. In Analogie dazu ergab die Untersuchung der
Masern-spezifischen Fs bei Patientinnen und Patienten mit einer subakut sklerosierenden
Panenzephalitis (SSPE), einer sehr seltenen spat manifestierenden neurologischen
Komplikation einer Masern Infektion (Conrad et al., 1994), 40-fach héhere virusspezifische

Anti-Masern Fs Werte im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit MS.
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1.4.2. Intrathekale Imnmunantworten gegen das Epstein-Barr Virus (EBV)

Wie eingangs berichtet existieren starke und konsistente epidemiologische Hinweise auf eine
Assoziation von EBV mit der MS. Im Hinblick auf moégliche Mechanismen, durch die EBV bei
der MS eine Rolle spielen kénnte, geht eine Theorie von einer direkten ZNS Infektion durch
das Virus oder EBV infizierter B-Zellen aus, die zu einer EBV-spezifischen Immunantwort
und konsekutiven Schadigung des umgebenden Hirngewebes flihrt (Serafini et al., 2004,

Cepok et al., 2005).

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir eine mogliche intrathekale EBV-1gG
Antikdrpersynthese bei Patientinnen und Patienten mit einem CIS oder einer MS mittels
Bestimmung von EBV Als und der EBV spezifischen Fraktion (Fs). Hierbei zeigte sich, dass
es bei der MS nur Uberraschend selten zu einer intrathekalen Synthese von EBV-Antikdrpern
kommt und intrathekal synthetisierte EBV-Antikorper, falls vorhanden, Teil der
polyspezifischen Immunantwort bei Patientinnen und Patienten mit MS sind (Otto et al.,
2011). Im Gegensatz dazu konnten wir in einer Kontrollgruppe von Patientinnen und
Patienten mit Nachweis einer Reaktivierung von EBV im ZNS eine 40-fach héhere Anti-EBV

Fs im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit MS nachweisen.

Eine Erkrankung, die ebenfalls mit EBV assoziiert ist, stellt die Posttransplantations-
Lymphoproliferative Erkrankung (PTLD) dar. Dabei handelt es sich um eine seltene
Komplikation einer dauerhaften immunsuppressiven Therapie nach soliden
Organtransplantationen und Stammzelltransplantationen (Kempf et al., 2013). In bis zu 15%
der Falle kommt es zu einer primaren Posttransplantations-Lymphoproliferativen Erkrankung
des zentralen Nervensystems (PCNS-PTLD) (Buell et al., 2005). Ahnlich wie die MS spricht
das PCNS-PTLD gut auf eine Behandlung mit monoklonalen Antikérpern gegen CD20

(Rituximab) an (Evens et al., 2013, Cavaliere et al., 2010).

Histopathologisch Iasst sich in bis zu 94% EBV nachweisen (Evens et al., 2013). Die
Diagnosestellung erfolgt in der Regel durch eine Hirnbiopsie. Darlber hinaus kann das

Einbeziehen klassischer Liquorbefunde die Diagnosestellung stitzen, wobei bisher keine
14



systematischen Untersuchungen zu Markern im Liquor oder zur intrathekalen

Antikorpersynthese gegen EBV als Biomarker eines PCNS-PTLD vorlagen.
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1.5. Immunantworten gegen SARS-CoV-2 nach Impfungen unter B-Zell

depletierender Behandlung bei Patientinnen und Patienten mit MS

Wie eingangs dargestellt, hat sich die sog. B-Zell depletierende Therapie in Form von
Ocrelizumab, Rituximab und Ofatumumab als effektive Behandlungsmethode der MS
etabliert. Verschiedene Arbeiten konnten jedoch mittlerweile belegen, dass das Risiko fur
einen schweren Verlauf einer Infektion mit dem schweren akuten Atemnotsyndrom
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) unter einer Anti-CD20 Therapie und Kortisonpulstherapie
erhoht ist (Sormani et al., 2021a, Louapre et al., 2020, Sormani et al., 2021b, Salter et al.,
2021). Zudem koénnen SARS-CoV-2 Infektionen klinische Krankheitsschibe der MS

auslosen (Correale et al., 2006, Buljevac et al., 2002).

Mittlerweile existieren zudem zahlreiche Arbeiten, die das Vorkommen von neurologischen
Manifestationen durch Infektionen mit dem SARS-CoV-2 Virus beschreiben (Harapan and
Yoo, 2021, Wan et al., 2021, Gasmi et al., 2021, Hosseini et al., 2021). Betroffen dabei sind
sowohl das periphere, als auch das zentrale Nervensystem in Form von
(Meningo)enzephalitiden, dem Guillain-Barré-Syndrom (GBS) und zerebrovaskularen
Ereignissen wie zerebralen Ischamien, Blutungen und Hirnvenenthrombosen. Daruber
hinaus finden sich auch entziindliche Manifestationen des ZNS wie die akute disseminierte
Enzephalomyelitis (ADEM) (Siracusa et al., 2021), eine entzundliche, multifokale

Demyelinisierung des ZNS (Esposito et al., 2015, Wolf and Alvarez, 2021).

Umso wichtiger erscheint die Durchfliihrung der SARS-CoV-2 Impfung von Patientinnen und
Patienten mit MS, die eine B-Zell depletierende Therapie erhalten (Wolf and Alvarez, 2021).
Aus vorangegangenen Untersuchungen ist jedoch bekannt, dass die humoralen
Impfantworten unter einer Anti-CD20 Therapie reduziert sind (Bar-Or et al., 2020, Luna et al.,
2020, Sormani et al., 2021a, Wolf and Alvarez, 2021). Dies konnte mittlerweile auch
konsistent in verschiedenen Arbeiten zu SARS-CoV-2 Impfungen bestatigt werden (Boekel
et al., 2021, Achiron et al., 2021a, Brill et al., 2021, Apostolidis et al., 2021). Dennoch konnte

nachgewiesen werden, dass eine erhaltene Immunantwort der SARS-CoV-2 spezifischen T-
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Zellen, auch bei negativen SARS-CoV-2 Antikdrpern ausgebildet wird (Brill et al., 2021,
Apostolidis et al., 2021, Wolfel et al., 2020, Gadani et al., 2021, Sabatino et al., 2022,

Tortorella et al., 2022).
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1.6. Fragestellungen dieser Arbeit

In der vorliegenden kumulativen Habilitationsschrift wurden verschiedene Biomarker im
Liquor und Blut bei Patientinnen und Patienten mit neuroimmunologischen und
neurovirologischen Erkrankungen untersucht. Dabei widmete ich mich der Untersuchung der
intrathekalen IgG Synthese gegen das Varizella-Zoster Virus (VZV) bei der MS und im
Rahmen einer Infektion/Reaktivierung von VZV im ZNS. Mit Hilfe der Berechnung der
virusspezifischen Anti-VZV Fraktion (Fs) konnten wir eine polyspezifische intrathekale 1gG
Synthese gegen VZV im Rahmen der MS von einer virusspezifischen intrathekalen
Antikérperproduktion gegen VZV bei Infektionen/Reaktivierungen des Virus im ZNS

unterscheiden.

Darauf aufbauend wurde untersucht, ob Patientinnen und Patienten mit Nachweis von EBV
im ZNS im Rahmen eines PCNS-PTLD eine virusspezifische intrathekale Antikdrpersynthese
in Form eines erhdhten Als gegen EBV aufweisen. Dabei konnten wir zeigen, dass der
Nachweis erhdhter VCA-IgG- und VCA-IgA Als als Biomarker in dieser Patientenkohorte im

Einzelfall zur Unterstitzung der Diagnose beitragen kann.

Zur weiteren Charakterisierung der Rolle von EBV bei der MS bestimmten wir in einer EBV-
seronegativen padiatrischen Kohorte (n = 25) mit der Diagnose MS erneut Serum IgG
Antikdrperlevel gegen EBNA-1 und VCA und reevaluierten anhand klinischer,
liquordiagnostischer und kernspintomographischer Befunde die Diagnose. Dabei erwies sich
die Diagnose der MS lediglich bei vier Patientinnen und Patienten als wahrscheinlichste
Diagnose. Dies verdeutlicht, dass eine EBV-Seronegativitat einen Marker fir die

Abwesenheit einer MS darstellt.

Im Weiteren bestimmten wir den sIL-2R im Liquor als mdglichen Biomarker der
Neurosarkoidose und untersuchten eine intrathekale sIL-2R Synthese. Dabei konnten wir
erhohte slL-2R Werte im Liquor bei der Neurosarkoidose nachweisen, wohingegen diese bei
der MS nicht festzustellen waren. Mit Hilfe des slIL-2R erscheint also eine Unterscheidung

zwischen einer MS und einer Neurosarkoidose maoglich.
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In einer abschlieenden Arbeit bestimmten wir die humorale und zelluldre Immunantwort
gegen das Virus nach SARS-CoV-2 Impfungen bei Patientinnen und Patienten mit MS, die
eine B-Zell depletierende Behandlung erhalten. Dabei konnten wir zeigen, dass sich trotz
verminderter SARS-CoV-2 IgG Level, Aviditat und Funktionalitat der Antikdrper nach

Impfungen eine erhaltene SARS-CoV-2 virusspezifische T-Zell Antwort findet.
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2, Eigene Arbeiten

2.1. The fraction of varicella zoster virus-specific antibodies among all intrathecally-
produced antibodies discriminates between patients with varicella zoster virus

reactivation and multiple sclerosis

Otto C, Hofmann J, Finke C, Zimmermann M, Ruprecht K. Fluids and Barriers of the CNS

2014; 11: 3. https://doi.org/10.1186/2045-8118-11-3

Es ist bekannt, dass VZV zu einer akuten Infektion des ZNS mit neurologischen Symptomen
fuhren kann, aber auch Reaktivierungen im ZNS sind mdglich. In beiden Fallen kommt es zu
einer virusspezifischen intrathekalen Antikorpersynthese gegen VZV, die sich in Form eines
erhohten VZV-Als nachweisen Iasst. Aber auch im Rahmen einer MS finden sich bei ca. 60%
der Patientinnen und Patienten erhohte VZV Als. Diese wurden als Ausdruck einer
polyspezifischen intrathekalen Immunantwort angesehen, hierfur lagen jedoch keine
formalen Beweise vor. Durch die Bestimmung der spezifischen Fraktion (Fs), dem
prozentualen Anteil der intrathekal produzierten, virusspezifischen VZV IgG Antikérper an
der Gesamtheit der intrathekal gebildeten IgG Antikorper, ist eine Unterscheidung zwischen
einer polyspezifischen und einer virusspezifischen intrathekalen Immunantwort gegen VZV
moglich. Wir konnten in der aktuellen Arbeit zeigen, dass Patientinnen und Patienten mit
einer Infektion oder Reaktivierung von VZV im ZNS im Vergleich zu Patientinnen und
Patienten mit einem CIS oder einer MS im Median 35-fach héhere Anti-VZV Fs Werte
aufweisen. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass durch die Bestimmung der
Anti-VZV Fs zwischen einer MS und einer VZV-Infektion/Reaktivierung im ZNS
unterschieden werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen klar dafiir, dass erhohte
VZV-Als bei der MS einen Teil der polyspezifischen intrathekalen Immunantwort darstellen,
wahrend erhdhte VZV-Als bei VZV-Infektionen/Reaktivierung aus einer gezielt gegen VZV

gerichteten intrathekalen Antikérpersynthese resultieren.
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2.2. Frequent intrathecal production of antibodies to the viral capsid antigen of
Epstein-Barr virus in patients with central nervous system post-transplant

lymphoproliferative disorder

Otto C, Radbruch H, Wilken D, Lietzow T, Steinhagen K, Grage-Griebenow G, von Brunneck

A-C, Jarius S, Hofmann J, Pache F, Ruprecht K. J Neuroimmunol. 2022 Jun 2; 369:577902.

https://doi.org/10.1016/j.jneuroim.2022.577902

Bei einer primaren Posttransplantations-Lymphoproliferativen Erkrankung des zentralen
Nervensystems (PCNS-PTLD) handelt es sich um eine seltene Erkrankung, die
typischerweise im Rahmen einer chronischen immunsuppressiven Therapie nach
Organtransplantation auftritt. Es besteht ein starker Zusammenhang zwischen PCNS-PTLDs
und dem Epstein-Barr Virus. In einer vorangegangenen Arbeit konnten wir zeigen, dass sich
bei Patientinnen und Patienten mit einer EBV Reaktivierung im ZNS erhdhte EBV-Als, als
Ausdruck einer intrathekalen Antikérpersynthese gegen das Virus, nachweisen lassen (Otto
et al., 2011). In der aktuellen Arbeit haben wir daher in einer Kohorte von 9 Patientinnen und
Patienten mit einem PCNS-PTLD die VCA-IgG-, IgA- und EBNA-1-1gG Als im Vergleich zu
20 Patientinnen und Patienten mit nicht-entzindlichen neurologischen Erkrankungen
untersucht. Dabei konnten wir erhdhte VCA-IgG Als (78%), VCA-IgA Als (67%) und erhdhte
EBNA-1-IgG Als (22%) bei Patientinnen und Patienten mit einem PCNS-PTLD, als Ausdruck
einer intrathekalen Immunantwort gegen EBV, nachweisen. In der Kontrollgruppe zeigten

sich keine erhohten EBV-Als.

DarUber hinaus konnten wir erstmals typische Liquorbefunde bei Patientinnen und Patienten
mit PCNS-PTLD beschreiben, welche eine milde bis moderate lymphozytare Pleozytose
(Median 27 Zellen/pl) sowie eine haufige intrathekale Immunglobulin Synthese (IgG, 78%;

IgA, 56%; IgM, 56%) umfassen.

Der aktuelle Goldstandard zur Diagnosesicherung eines PCNS-PTLD stellt weiterhin die

Hirnbiopsie dar. Die Ergebnisse unserer Arbeit deuten aber darauf hin, dass die Bestimmung
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der EBV-Als im Einzelfall einen hilfreichen, zusatzlichen Biomarker in der Diagnose von

PCNS-PTLDs darstellen konnte.
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2.3. Multiple Sclerosis is rare in Epstein-Barr Virus-seronegative children with

central nervous system inflammatory demyelination

Nourbakhsh B, Cordano Ch, Asteggiano C, Ruprecht K, Otto C, Rutatangwa A, Lui A, Hart J,

Flanagan E, James J, Waubant E. Ann Neurol 2021; 89:1234-1239.

https://doi.org/10.1002/ana.26062

Den wichtigsten infektidsen Risikofaktor fur die Entwicklung einer Multiplen Sklerose stellt
EBV dar. Wahrend die Seropravalenz fir EBV bei Erwachsenen mit einer MS bei praktisch
100% liegt, zeigte sich in Untersuchungen von Kindern mit einer MS ein Anteil von bis zu
15% EBV-seronegativen Kindern. Dies kdnnte einerseits daflirsprechen, dass EBV kein
notwendiger Faktor fur die Entstehung einer kindlichen MS ist, andererseits stellt sich die
Frage, ob die beschriebenen EBV-seronegativen Kinder mit einer MS tatsachlich tiberhaupt
eine MS hatten. In einer Kohorte von 25 EBV seronegativen Kindern mit der Vordiagnose
einer MS reevaluierten und bestatigten wir die Befunde mittels eines CLIAs fur EBNA-1-1gG
und VCA-IgG Antikorper sowie eines EBV-IgG Immunoblots. Im Rahmen einer weiteren
Reevaluation der klinischen, kernspintomographischen und liquordiagnostischen Befunde
sowie der erganzenden Bestimmung von IgG Antikorpern gegen das Myelin-
Oligodendrozyten- Glykoprotein (MOG) im Serum konnte schlieRlich nur bei 4/25
Patientinnen und Patienten die Diagnose der Multiplen Sklerose bestatigt werden. Bei 11/25
(44%) fanden sich vielmehr MOG-AK im Serum, so dass diese Kinder keine MS, sondern
eine MOG-AK assoziierte Enzephalomyelitis hatten. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen
daflir, dass eine Seronegativitat fur EBV einen Biomarker fir die Abwesenheit einer MS
darstellt. Die Diagnose einer MS sollte bei EBV seronegativen Personen, insbesondere
Kindern, kritisch Uberprift werden. Eine wichtige Differentialdiagnose stellt dabei die MOG-

Antikérper-assoziierte Enzephalomyelitis dar.
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2.4. Analysis of soluble interleukin-2 receptor as CSF biomarker for

neurosarcoidosis

Otto C*, Wengert O*, Unterwalder N, Meisel Ch, Ruprecht K. Neurol Neuroimmunol

Neuroinflamm 2020; 7: e725. https://doi.org/10.1212/NX1.0000000000000725

*geteilte Erstautorenschaft

Bei der Sarkoidose handelt es sich um eine granulomatdse Systemerkrankung, die in 5-15%
der Falle auch zu einer Beteiligung des zentralen Nervensystems (Neurosarkoidose) fihrt.
Aufgrund der z.T. heterogenen klinischen und kernspintomographischen Prasentation der
Erkrankung, kann die Diagnosestellung mitunter herausfordernd sein. Der I6sliche slI-2R im
Serum stellt einen Marker fiur Krankheitsaktivitat bei der systemischen Sarkoidose dar. In der
vorliegenden Arbeit haben wir den sIL-2R im Liquor bei Patientinnen und Patienten mit einer
Neurosarkoidose, viralen/bakteriellen Meningitiden, der Neurotuberkulose, der Multiplen
Sklerose, dem GBS und zerebralen Lymphomen bestimmt. 115 Patientinnen und Patienten
mit nicht-entziindlichen neurologischen Erkrankungen dienten als Kontrollen. Durch die
Bildung von slL-2R Liquor/siL-2R Serum Quotienten (QslL-2R), die gegen den
Albuminquotienten Qalb (Albumin Liquor/Albumin Serum) aufgetragen wurden, konnten wir
sog. Reiber-Diagramme erstellen und die intrathekale Synthese des slL-2 Rezeptors
untersuchen. Daruber hinaus etablierten wir den sIL-2R Index (QslL-2R/Qalb) als Marker
einer intrathekalen sIL-2R Synthese. Dabei konnten wir feststellen, dass sich erhohte sIL-2R
Werte im Liquor und eine intrathekale Synthese bei ca. 50% der Patientinnen und Patienten
mit einer Neurosarkoidose nachweisen lassen. Zudem zeigt sich eine Assoziation mit
klinischen, kernspintomographischen und klassischen liquordiagnostischen Markern fr
Krankheitsaktivitat. Festzuhalten bleibt aber auch, dass der sIL-2R im Liquor nicht spezifisch
fur die Neurosarkoidose ist, sondern sich auch erhdht zeigt bei viralen und bakteriellen
Meningitiden, der Neurotuberkulose und zerebralen Lymphomen. Im Gegensatz dazu weisen
Patientinnen und Patienten mit einer MS und einem GBS keine erhdhten sIL-2R Werte im

Liquor auf.
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Der sIL-2R im Liquor kann somit im Einzelfall einen hilfreichen Baustein in der Diagnostik
und Krankheitsaktivitat der Neurosarkoidose darstellen, dessen Bestimmung die

Unterscheidung zwischen einer Neurosarkoidose und einer MS erleichtert.
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2.5. Preserved T cell responses to SARS-CoV-2 in anti CD20 treated multiple

sclerosis

Schwarz T*, Otto C*, Jones TC, Pache F, Schindler P, Niederschweiberer M, Schmidt FA,

Drosten Ch, Corman VM, Ruprecht K. Multiple Sclerosis Journal 2022, Vol. 28(7) 1041-1050

https://doi.org/10.1177/13524585221094478.

*geteilte Erstautorenschaft

Eine mittlerweile breit eingesetzte Behandlungsmethode der MS stellt die B-Zell-
depletierende Therapie mit Ocrelizumab/Rituximab und Ofatumumab dar. Verschiedene
Arbeiten konnten zeigen, dass Infektionen mit dem SARS-CoV-2 Virus unter dieser Therapie
z.T. schwer verlaufen kdnnen. Zudem zeigt sich unter einer B-Zell depletierenden
Behandlung eine reduzierte Antikbrperantwort nach Impfungen im Allgemeinen, sowie
speziell auch nach SARS-Cov-2 Impfungen. Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in
unserer Kohorte von 222 mit Ocrelizumab/Rituximab behandelten Patientinnen und
Patienten mit MS die humorale und zelluldre Immunantwort gegen SARS-CoV-2 nach
SARS-CoV-2 Impfungen. Dabei konnten wir reduzierte IgG und IgA Antikorper Level gegen
das SARS-CoV-2 Spike Protein sowie eine reduzierte Neutralisationsfahigkeit und Aviditat
der Antikdrper bei Anti-CD20 behandelten Patientinnen und Patienten im Vergleich zu
Gesunden und Anti-CD20 therapienaiven Patientinnen und Patienten mit MS nachweisen.
Dennoch fand sich in der Gruppe der behandelten Patientinnen und Patienten eine robuste
T-Zell Antwort gegen SARS-CoV-2, vergleichbar zur gesunden Kontroll-Kohorte sowie
therapienaiven Patientinnen und Patienten mit MS. Unsere Untersuchungen zeigten zudem
eine Zunahme der SARS-CoV-2 Antikérper Level, der Aviditat und der
Neutralisationsfahigkeit mit zunehmendem Abstand der letzten Anti-CD20 Behandlung zur
Impfung. Diese Befunde verdeutlichen, dass im Einzelfall, wahrend einer stabilen
Krankheitsphase, Behandlungsintervalle verlangert und Impfungen maoglichst spat (=4

Monate) nach dem letzten Behandlungszyklus verabreicht werden sollten.
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3. Diskussion
3.1. Biomarker neuroimmunologischer und neurovirologischer Erkrankungen

Die Diagnostik, Abgrenzung wichtiger Differentialdiagnosen, sowie die Uberwachung von
Krankheitsaktivitadt und Therapieansprechen ist ein essentieller Bestandteil der Versorgung
von Patientinnen und Patienten mit neuroimmunologischen und neurovirologischen
Erkrankungen. Marker, die einfach, schnell und zuverlassig im Blut und Liquor zu bestimmen
sind, sog. Biomarker, kdnnen hierbei eine wichtige und hilfreiche Rolle spielen. Die
Etablierung von Biomarkern ist Gegenstand intensiver Forschung der letzten Jahrzehnte,
insbesondere seit den 1980er Jahren. Dennoch existieren aktuell lediglich ca. 100
Biomarker, die im klinischen Alltag relevant erscheinen (Sobsey et al., 2020). Idealerweise ist
mit Hilfe der Bestimmung von Biomarkern eine Unterscheidung zwischen der Anwesenheit
und Abwesenheit einer bestimmten Erkrankung bzw. die Abgrenzung zu anderen

Erkrankung moglich (Ziemssen et al., 2019).

Wichtige Eigenschaften von Biomarkern sind die leichte und zuverlassige Bestimmbarkeit mit
einer hohen Spezifitdt und Sensitivitat (Paul et al., 2019). Klassische und einfach
zugangliche Medien sind dabei das Blut und der Liquor. Eine peripher vendse Blutentnahme
stellt eine einfache, schnelle und sichere Methode der Materialgewinnung dar und hat
insgesamt ein ausgesprochen niedriges Komplikationsrisiko. Zudem ist eine Messung von
Parametern zu verschiedenen Zeitpunkten zur Uberwachung von Krankheitsaktivitat und
Therapieansprechen maéglich (Ziemssen et al., 2019). Dem Gegeniber reprasentiert der
Liquor jedoch genauer die Veranderungen im ZNS (Ziemssen et al., 2019) und dessen
Untersuchung erscheint daher insbesondere relevant fir neuroimmunologische und

neurovirologische Erkrankungen.

In der Regel versteht man unter Biomarkern insbesondere Proteine, die sich im Serum oder
Liquor messen lassen. Aber auch bildgebende Befunde kdnnen als Marker der Diagnostik
und zur Beurteilung von Krankheitsaktivitdt und Therapieansprechen herangezogen werden

(Ziemssen et al., 2019). Zur Evaluierung von Biomarkern sind gut charakterisierte Kohorten
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von Patientinnen und Patienten mit einer gesicherten Diagnose und einer entsprechend
hohen Fallzahl notwendig. Anhand der Funktion von Biomarkern unterscheidet man
diagnostische und prognostische/pradiktive Biomarker sowie Marker fir Krankheitsaktivitat

und Therapieansprechen (Ziemssen et al., 2019).
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3.2. Intrathekale Immunglobulin Synthese und antivirale Antikorperindices

Einen wichtigen diagnostischen Biomarker der MS stellt die intrathekale IgG Synthese dar,
bestimmt durch den Nachweis oligoklonaler Banden (OKBs) im Liquor. Dieser Parameter
fand bereits 1983 Eingang in die Diagnostik der MS und stellt somit den ersten Biomarker
der MS dar (Poser et al., 1983, Ziemssen and Ziemssen, 2005). Mittlerweile sind die OKBs
Bestandteil der aktualisierten Diagnosekriterien der MS von 2017 (Thompson et al., 2018).
Eine intrathekale IgG Synthese lasst sich auch anhand von Reiber-Diagrammen bestimmen.
Dabei wird der IgG Liquor/IgG Serum Quotient (QIgG) gegen den Liquor Albumin/Serum
Albumin Quotienten (Qalb) aufgetragen (Reiber and Peter, 2001). Albumin wird
ausschlieBlich in der Leber gebildet und dessen Nachweis im Liquor zeigt demnach eine
Funktionsstérung der Blut-Hirn-Schranke an. Vor diesem Hintergrund bildet der QAIb einen
Marker fur die Intaktheit der Blut-Hirn-Schranke. Durch die Reiber-Diagramme, die auch fir
IgA und IgM vorliegen, kann eine intrathekale IgG-Synthese von einer vermehrten 1gG-
Diffusion aus der Peripherie im Rahmen einer Schrankenfunktionsstérung differenziert

werden (Reiber and Peter, 2001).

Die intrathekale IgG Synthese bei der MS ist aber nicht gegen ein Antigen gerichtet, sondern
Teil einer polyspezifischen intrathekalen Immunantwort, die auch gegen Viren,
klassischerweise gegen Masern (M), Rételn (R) und Varizella- Zoster (Z), bekannt als MRZ
Reaktion, gerichtet ist. Diese kann nachgewiesen werden durch erhdhte antivirale
Antikorperindices (Reiber and Lange, 1991) und stellt aktuell den spezifischsten

laborchemischen Biomarker der MS dar (Jarius et al., 2017).

Die Bestimmung von Als zum Nachweis einer antiviralen intrathekalen Antikdrpersynthese ist
ein wichtiger diagnostischer Marker neuroimmunologischer Erkrankungen wie der MS und
neurovirologischer Erkrankungen, wie der Herpes-simplex (HSV) Enzephalitis. Mit Hilfe der

Al Analyse ist die Unterscheidung einer virusspezifischen von einer polyspezifischen
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intrathekalen Antikérperproduktion jedoch nicht méglich, denn erhéhte Als lassen sich in

beiden Fallen nachweisen.
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3.2.1. Unterscheidung einer polyspezifischen und einer virusspezifischen

intrathekalen Antikorperproduktion mit Hilfe der spezifischen Fraktion Fs

In der ersten hier dargestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der Berechnung
der spezifischen intrathekal produzierten Fraktion Fs, also dem prozentualen Anteil der
virusspezifischen intrathekal gebildeten 1IgG Antikdrper an der Gesamtheit der intrathekal
gebildeten IgG Antikérper, die Unterscheidung zwischen einer polyspezifischen und einer
virusspezifischen intrathekalen Immunantwort méglich ist. Mit den von uns gewonnenen
Ergebnissen konnten wir erstmal eine VZV-spezifische intrathekale Antikérperantwort bei
Patientinnen und Patienten mit einer Infektion bzw. Reaktivierung von VZV im ZNS
demonstrieren. Diese weisen im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit einem CIS und
einer Multiplen Sklerose eine 35-fach hohere spezifische Anti-VZV Fs auf. Wahrend es bei
den Fs Werten beider Gruppen keine Uberschneidungen gab, fanden sich hinsichtlich der Al
Werte deutliche Uberlappungen. Diese Befunde stehen im Einklang mit Berichten (ber eine
20-60fach hohere Anti-HSV, Anti Masern- und Anti EBV Fs Rate bei Patientinnen und
Patienten mit einer HSV-Enzephalitis, einer subakut sklerosierenden Panenzephalitis bzw.
einer EBV Replikation im ZNS im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit MS (Jacobi et
al., 2007, Otto et al., 2011). Es ist bekannt, dass auch im Rahmen von einer HSV-
Enzephalitis erhdhte VZV-Als nachgewiesen werden kdnnen. Jacobi und Kollegen widmeten
sich diesem Befund und konnten herausarbeiten, dass Anti-VZV Fs Werte, die bei
Patientinnen und Patienten mit einer HSV- Enzephalitis bestimmt wurden, im Bereich derer
von Patientinnen und Patienten mit CIS/MS lagen (Jacobi et al., 2007). Dies unterstreicht,
dass es sich bei den deutlich erhdhten Anti-VZV Fs Werten im Rahmen einer Infektion oder
Reaktivierung des ZNS mit VZV von im Median 45%, um eine virusspezifische intrathekale

Antikérpersynthese handelt.

Generell lagen die von uns in der aktuellen Arbeit bestimmten Anti-VZV Fs Werte bei der MS
in den gleichen Bereichen wie die Fs Werte fur Anti-EBV, Anti- VZV, Anti-HSV, Anti-Masern

und Anti-Rételn in vorangegangenen Arbeiten (Otto et al., 2011, Jacobi et al., 2007).
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Dies und die Befunde einer deutlich erhohten Anti-VZV Fs bei Patientinnen und Patienten mit
einer VZV Infektion/Reaktivierung im ZNS unterstreichen, dass die bei der MS intrathekal
gebildeten VZV-Antikérper, die sich im Rahmen der MRZ Reaktion nachweisen lassen, einen

Teil der polyspezifischen Immunantwort bei der MS darstellen.

Eine Limitation unserer Arbeit bilden die kleinen Fallzahlen der jeweiligen Kohorten, so dass

zuklnftige Untersuchungen mit einer héheren Patientenzahl wiinschenswert erscheinen.

Mit der Bestimmung der virusspezifischen Fs konnten wir nun aber einen moglichen
erganzenden Biomarker zur Unterscheidung neuroimmunologischer und neurovirologischer

Erkrankungen herausarbeiten.
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3.2.2. Intrathekale Imnmunantworten gegen das Epstein-Barr Virus (EBV)

Unsere Untersuchungen zur intrathekalen antiviralen Antikbrpersynthese im Rahmen einer
Infektion/Reaktivierung von VZV im ZNS sowie von Jacobi und Kollegen bei der HSV
Enzephalitis (Jacobi et al., 2007) verdeutlichen aber dennoch, dass der Nachweis dieser
Herpesviren im ZNS mit einer intrathekalen virusspezifischen Antikdrperproduktion
einhergeht, die anhand erhohter Als bestimmt werden kann (Reiber and Lange, 1991). So
konnten wir in einer kleinen Patientengruppe mit Nachweis einer EBV Reaktivierung im ZNS,
bestatigt durch das Vorhandensein von EBV-DNA im ZNS, erhéhte EBV-Als nachweisen
(Otto et al., 2011). Eine Erkrankung, die in >90 % der Falle mit EBV assoziiert und regelhaft
durch den Nachweis von EBV DNA oder EBV Antigenen wie das Virale Capsid Antigen
(VCA), Epstein-Barr Virus nukleares Antigen 1 (EBNA-1) und Latentes Membranprotein 1
(LMP-1) im ZNS gekennzeichnet ist, stellt das PCNS-PTLD dar (Zimmermann et al., 2021,

Evens et al., 2013).

In einer kleinen Kohorte von 9 Patientinnen und Patienten mit dieser sehr seltenen
Erkrankung konnten wir erhéhte VCA-IgG Als bei 7/9 (78%) und VCA-IgA Als 6/9 (67%)
Patienten nachweisen. In der Kontrollgruppe fanden sich keine erhéhten EBV Als. Diese
Ergebnisse sprechen flr eine intrathekale humorale Immunantwort gegen EBV bei

Patientinnen und Patienten mit PCNS-PTLD.

Auch konnten wir nachweisen, dass der einzige Patient ohne histologischen Nachweis von
EBV im ZNS keine erhéhten VCA-IgG und VCA-IgA Als aufwies. Diese Beobachtung
unterstreicht wiederum die Bedeutung erhohter VCA-IgG und -IgA Als bei Patientinnen und

Patienten mit PCNS-PTLD als Marker eines EBV-assoziierten PCNS-PTLD.

Daruber hinaus gelang erstmals eine ausfiihrliche Charakterisierung der Liquorbefunde von
Patientinnen und Patienten mit einem PCNS-PTLD, wobei sich insbesondere eine haufige
intrathekale IgG-, IgM- und IgA- Synthese, die sich in Form einer Zwei-Klassenreaktion oder
Drei-Klassenreaktion in 67 % manifestierte, zeigte. Wie eingangs bereits dargestellt, finden

sich aber auch bei entziindlichen ZNS Erkrankungen wie der MS, fir die ebenfalls eine
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Assoziation mit dem Epstein-Barr-Virus belegt ist (Ruprecht, 2020, Bjornevik et al., 2022)
oder der ADEM sowie bei ZNS Infektionen wie z.B. der Neuroborreliose intrathekale
Synthesen verschiedener Immunglobulinklassen. Vor diesem Hintergrund erscheint die
vergleichende Analyse klassischer Liquorbefunde alleine in der differentialdiagnostischen

Zuordnung dieser Erkrankungen zu einem PCNS-PTLD nicht ausreichend.

Die Diagnose eines PNCS-PTLD stellt also im Einzelfall eine Herausforderung dar,
insbesondere da auch eine klinische und kernspintomographische Unterscheidung zu
relevanten Differentialdiagnosen wie der zerebralen Toxoplasmose, zerebralen Lymphomen
anderen Ursprungs oder entzundlichen Erkrankungen wie der MS oder einer ADEM

schwierig sein kann (White et al., 2019, Pickhardt and Wippold, 1999).

Auch im Rahmen von anderen immunvermittelten, entziindlichen Erkrankungen des ZNS
sind VCA-IgG Als untersucht worden. Dabei ergab sich der Nachweis erhdhter VCA-IgG Al
Werte in wesentlich geringerer Auspragung bei Patientinnen und Patienten mit MS (4,3%)
(Ruprecht et al., 2018) und bei Autoimmunenzephalitiden in 4/27 (15%) Fallen

(Schwenkenbecher et al., 2021).

Den bisherigen Goldstandard zur Diagnosesicherung eines PCNS-PTLD bildet die
Hirnbiopsie. Die Ergebnisse unserer Arbeit geben aktuell Hinweise darauf, dass die
Bestimmung der VCA-IgG- und VCA-IgA Als im Einzelfall jedoch einen hilfreichen
zusatzlichen diagnostischen Biomarker eines PCNS-PTLD darstellt und im Einzelfall, bspw.
bei bestehenden Kontraindikationen, eine Hirnbiopsie ersetzen kdnnte. Die Lumbalpunktion
stellt ein Standardverfahren zur Diagnostik in der Neurologie dar. Sie erfolgt gemaf einer
standardisierten Vorgehensweise und entsprechend der klinischen Leitlinie und ist mit einem

geringen klinischen Risiko verbunden.

Leider lagen uns keine Serum/Liquor Proben, die im Krankheitsverlauf gewonnen wurden
vor, um die genannten Parameter longitudinal, als mogliche Marker des
Therapieansprechens oder des klinischen Krankheitsverlaufs evaluieren zu kénnen. Weitere

Limitationen stellen das retrospektive Design sowie die kleine Fallzahl dar. Dennoch muss
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festgehalten werden, dass es sich um eine sehr seltene Erkrankung handelt und die
Verflgbarkeit von Serum/Liquor Paaren zur systemischen Analyse eine Raritat darstellt.
Weiterhin handelt es sich bei unserer Arbeit um die erste systematische Untersuchung von

klassischen Liquorbefunden und EBV-Als bei Patientinnen und Patienten mit einem PCNS-

PTLD.
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3.3. Die Rolle des Epstein-Barr Virus (EBV) bei der MS

Auch die MS weist eine starke Assoziation mit dem Epstein-Barr Virus auf (Ruprecht, 2020)
und eine symptomatische Erstinfektion mit dem Virus, eine infektiése Mononukleose (IM),
geht mit einem 2-fach erhéhten Risiko einher eine MS zu entwickeln (Handel et al., 2010).
Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine EBV Infektion der Entwicklung einer MS
vorausgeht und EBV-seronegative Personen, die spater eine MS entwickelten, im

Durchschnitt 3,8-5,6 Jahre zuvor serokonvertierten (Levin et al., 2010, Bjornevik et al., 2022).

Im Jahr 1980 berichteten Sumaya und Kollegen erstmals uber eine erhohte Rate einer EBV-
Seropositivitat bei Patientinnen und Patienten mit MS im Vergleich zu Kontrollen (Sumaya et
al., 1980) und mittlerweile existiert auf der Grundlage weiterer zahlreicher Fall-Kontroll-
Studien ein breiter wissenschaftlicher Konsens Uber eine EBV-Seropravalenz von nahezu
100% bei Patientinnen und Patienten mit MS (Jacobs et al., 2020, Almohmeed et al., 2013,

Abrahamyan et al., 2020).

Aber auch erhohte EBV Titer lielen sich bei der MS nachweisen (Sumaya et al., 1980,
Larsen et al., 1985, Lunemann et al., 2010). Anti-EBNA-complex (EBNA-c) Titer 2320 gehen
daruber hinaus mit einem 30 fach- héheren Risiko eine MS zu entwickeln einher im Vergleich
zu Titern <20 (Munger et al., 2011). Obwohl z.T. heterogene Studienergebnisse vorliegen
(Wandinger et al., 2000), konnte eine Korrelation von EBV Titern mit Krankheitsaktivitat oder
Behinderungsgrad nicht nachgewiesen werden (Munger et al., 2015, Giess et al., 2017).
Dies unterstreicht, dass die Bedeutung der Bestimmung der EBV-Serologie v.a. in der

Diagnostik liegt und nicht in der Uberwachung und Beurteilung des klinischen Verlaufs.

Im Vergleich zu Patientinnen und Patienten mit MS liegt die EBV-Seropravalenz in der
Normalbevdlkerung mit 90- 95% in einem ahnlich hohen Bereich (Sumaya et al., 1980),
dennoch kann die Bestimmung der EBV Serologie bei diagnostischen Unsicherheiten
zusatzlich herangezogen werden. Entscheidend dabei ist, dass dies im Rahmen eines
klinisch begriindeten Verdachts durchgeflhrt wird und die Diagnosestellung als

Zusammenspiel aus klinischen, kernspintomographischen, liquordiagnostischen und
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serologischen Befunden erfolgt. Zudem kénnen die anamnestischen Angaben Gber eine

infektiose Mononukleose in der Adoleszenz hilfreich sein.

Arbeiten bei padiatrischen Patientinnen und Patienten mit MS bestéatigen Raten einer EBV-
Seropositivitat von bis zu 98,6% (Jacobs et al., 2020, Pohl et al., 2006). In Kontrast hierzu
liegen aber auch Befunde einer Rate seronegativer padiatrischer Patientinnen und Patienten

mit MS von bis zu 15% vor (Waubant et al., 2011).

Dabei stellt sich die Frage, ob es sich um falsch negative Befunde handeln kénnte oder die
MS eine Fehldiagnose darstellt und eine andere chronisch entzindliche ZNS Erkrankung
zugrunde liegt. Um dies genauer zu beleuchten untersuchten wir in einer Kohorte von 25
EBV-seronegativen padiatrischen Patientinnen und Patienten mit der Diagnose einer MS
EBNA-1- und VCA-IgG Antikérper im Blut. Mit Hilfe eines EBNA-1- und VCA-IgG CLIAs und
dem EBV-IgG Westernblot lief3 sich die Seronegativitat bestatigen (Nourbakhsh et al., 2021).
Bei 11 von 25 Patientinnen und Patienten (44%) konnten schlief3lich MOG IgG-Antikorper
ursachlich fur eine MOG-Antikdrper assoziierte Enzephalomyelitis nachgewiesen werden. In
einer weiteren klinischen, liquordiagnostischen und kernspintomographischen Re-evaluation
aller Befunde, liel sich lediglich in 4 Fallen EBV seronegativer padiatrischer Patientinnen

und Patienten die Diagnose der MS als wahrscheinlichste Ursache bestatigen.

Aus der dargestellten Erlauterung wird deutlich, dass eine negative EBV-Serologie einen

Biomarker flr die Abwesenheit einer MS darstellt.

In entsprechenden Fallen sollte daher die Diagnose kritisch hinterfragt und Gberprift werden
(Deuschle et al., 2013). Insbesondere bei Kindern mit einem ersten demyelinisierenden
Ereignis kann die Diagnosestellung schwierig sein und lediglich in 15-45% lasst sich die
Diagnose der MS letztlich bestatigen (Gordon-Lipkin and Banwell, 2017). Zudem handelt es
sich um eine besonders vulnerable Patientengruppe fir die die Entscheidung und

Konsequenz einer langerfristigen Immuntherapie von hoher Relevanz ist.
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Eine weitere Kernaussage unserer Arbeit liegt in dem Nachweis eines Anteils von 44% einer
MOG-Antikorper assoziierten Enzephalomyelitis bei EBV seronegativen padiatrischen
Patientinnen und Patienten mit initialer Verdachtsdiagnose einer MS. Aus bisherigen
Arbeiten zu dieser Erkrankung ist bekannt, dass MOG-Antikérper im Serum teilweise nur
vorubergehend nachweisbar sind (Jarius et al., 2018, Waubant et al., 2011). Vor diesem
Hintergrund kann mdglicherweise ein noch héherer Anteil MOG-Antikdrper positiver
Patientinnen und Patienten an den EBV-seronegativen Patientinnen und Patienten postuliert

werden.
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3.4. Loslicher Interleukin-2 Rezeptor (sIL-2R) im Liquor als Biomarker der

Neurosarkoidose

Eine relevante Differentialdiagnose der Multiplen Sklerose stellt die Neurosarkoidose dar.
Die Etablierung von Biomarkern fiir diagnostische Zwecke, die einfach und zuverlassig im
Serum und Liquor bestimmt werden kdnnen und eine Unterscheidung zwischen einer MS

und einer Neurosarkoidose erlauben, erscheint somit wiinschenswert.

Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dass sich erhohte sIL-2R Werte im Serum bei der
systemischen Sarkoidose finden, die ebenfalls mit der radiologischen Krankheitsaktivitat und
dem Therapieansprechen (Reduktion unter Kortison- und Infliximab Therapie) korrelieren
(Ramos-Casals et al., 2019). Dartiber hinaus besteht eine mégliche Assoziation mit
klinischer Krankheitsaktivitat, der Krankheitsprogression und der Notwendigkeit einer
Langzeit-Therapie (Ramos-Casals et al., 2019). Jedoch ist der sIL-2R im Serum nicht
spezifisch und findet sich u.a. erhéht bei Infektionen mit dem humanen Immundefizienz Virus
(HIV), der Tuberkulose, der Sklerodermie und dem systemischen Lupus erythematodes. In
einer Kohorte von 11 Patientinnen und Patienten mit einer Neursarkoidose untersuchten
Petereit und Kollegen erstmals den sIL-2R im Liquor als potentiellen Biomarker bei dieser
neuroimmunologischen Erkrankung (Petereit et al., 2010). Dabei konnten sie erhdhte sIL-2R
Werte im Liquor bei der Neurosarkoidose nachweisen, welche zudem mit Krankheitsaktivitat

und dem Therapieansprechen assoziiert waren.

Unsere aktuelle Arbeit stellt eine Weiterentwicklung der Untersuchung des slIL-2R im Liquor
als mdglichen Biomarker der Neurosarkoidose dar (Otto et al., 2020). Dabei konnten wir
zunachst in einer Kohorte von Patientinnen und Patienten mit nicht-entzindlichen
neurologischen Erkrankungen, die als Kontrollen dienten, Normwerte fir sIL-2R im Serum
und Liquor etablieren. Im nachsten Schritt konnten wir zeigen, dass ca. 50 % der
Patientinnen und Patienten mit einer Neurosarkoidose erhéhte slL-2R Werte im Liquor

aufwiesen.
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Darauf aufbauend untersuchten wir eine mogliche intrathekale Synthese des sIL-2R. Dabei
erfolgte Uber die Bildung von slIL-2R Liquor/sIL-2R-Serum Quotienten (QsIL-2R), die gegen
die jeweiligen Albuminquotienten (QAIb) aufgetragen wurden, die Erstellung von Reiber-
Diagrammen. Zudem berechneten wir den slL-2 R Index (QsIL-2R/QAIb). Erst hierdurch
konnte zwischen einer intrathekalen Synthese und einer Funktionsstorung der Blut-Hirn-
Schranke unterschieden werden. Hierlber lie® sich eine intrathekale Synthese des sIL-2R
bei ca. 50 % der Patientinnen und Patienten mit einer Neurosarkoidose nachweisen. Aber
auch im Rahmen viraler und bakterieller Meningitiden, der Neurotuberkulose und ZNS

Lymphomen konnte eine intrathekale Synthese des slIL-2R aufgezeigt werden.

Bemerkenswert erscheint, dass bei Patientinnen und Patienten mit einer MS keine erhéhten
sIL-2R Werte im Liquor nachweisbar waren, so dass der sIL-2R im Liquor einen Biomarker

zur Abgrenzung einer MS und einer Neurosarkoidose darstellen kénnte.

Weiterhin ist bekannt, dass klassische Liquorparameter wie Zellzahl, Laktat, Gesamtprotein
und Albuminquotient mit der kernspintomographischen Krankheitsaktivitat in Form einer
diffusen leptomeningealen Kontrastmittelaufnahme bei der Neurosarkoidose korrelieren
(Wengert et al., 2013, Shah et al., 2009). In der aktuellen Arbeit konnten wir zeigen, dass der
sIL-2R im Liquor mit klinischen, kernspintomographischen und klassischen
liquordiagnostischen Markern fur Krankheitsaktivitat bei der Neurosarkoidose korreliert (Otto
et al., 2020). Die Befunde sprechen fir eine Rolle des sIL-2R als Biomarker fir

Krankheitsaktivitat bei der Neurosarkoidose.

Unsere Ergebnisse bestatigen die Befunde der vorangegangenen Arbeit von Petereit und
Kollegen in einer grélReren Patientenkohorte und Vergleichsgruppen (Petereit et al., 2010).
Durch die detaillierte Untersuchung einer mdglichen intrathekalen sll-2R Synthese und
Etablierung des slL-2R Index konnten die Analysen weiter vertieft und spezifiziert werden.
Dabei lieR sich die Bedeutung des slL-2R als zusatzlicher Biomarker der Diagnostik und

Beurteilung von Krankheitsaktivitat bei der Neurosarkoidose bestatigen. Zudem konnten wir
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zeigen, dass durch die Bestimmung des sIL-2R im Liquor eine Unterscheidung zwischen

einer Neurosarkoidose und einer MS mdglich ist.

Dennoch ist der Nachweis erhéhter sIL-2R im Liquor nicht spezifisch flir die Neurosarkoidose
sondern findet sich auch bei viralen und bakteriellen Meningitiden, der Neurotuberkulose und

ZNS-Lymphomen.

Eine wesentliche Limitation der Untersuchung bleibt der retrospektive Charakter. Dartber
hinaus sollten die Befunde in groReren Patientenkohorten bestatigt und bei anderen
entzindlichen und infektiologischen Erkrankungen wie bspw. der Neurotuberkulose

detaillierter untersucht werden.
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3.5. Zellulare und humorale Immunantworten gegen SARS-CoV-2 bei MS

Patientinnen und Patienten mit B-Zell depletierender Behandlung

Wie eingangs erwahnt handelt es sich bei der MS um eine chronische Erkrankung, fir die
mittlerweile effektive Behandlungsmaoglichkeiten zur Verfigung stehen. Eine zentrale Rolle
dabei spielt aktuell die Depletion von B Zellen durch monoklonale Antikérper, die gegen das
Oberflachenmolekiil CD20 auf B Zellen gerichtet ist (Anti-CD20 Therapie). Hierunter kdnnen
jedoch Infektionen, insbesondere mit dem SARS-CoV-2 Virus schwerer verlaufen (Sormani
et al., 2021a, Louapre et al., 2020, Salter et al., 2021, Sormani et al., 2021b). Zudem ist
unter der genannten Therapie die Antikdrperantwort nach Impfungen abgeschwacht (Bar-Or
et al., 2020), so auch nach Impfungen gegen das SARS-CoV-2 Virus (Achiron et al., 20213,
Boekel et al., 2021). In der aktuellen Arbeit konnten wir zeigen, dass die SARS-CoV-2
Antikérper Level, die Aviditat und die Funktionalitat der Antikérper im Hinblick auf
neutralisierende Effekte in der Gruppe von Patientinnen und Patienten mit MS, die eine Anti-
CD20 Therapie erhalten, reduziert sind im Vergleich zu Anti-CD 20 behandlungsnaiven

Patientinnen und Patienten mit MS und gesunden Kontrollen (Schwarz et al., 2022).

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass die neutralisierenden Antikdrper einen Schutz
vor symptomatischer SARS-CoV-2 Infektion darstellen (Khoury et al., 2021), spricht der
Nachweis einer verminderten neutralisierenden Funktion der SARS-CoV-2 Antikérper fur
einen beeintrachtigten humoralen Immunschutz nach Impfung. Da auch die Aviditat der
nachgewiesenen SARS-CoV-2 Antikdrper reduziert war, verdeutlicht dies eine
beeintrachtigte B-Zell Reifung im Rahmen einer Anti CD20 Therapie. Die genauen
Mechanismen sind unklar, aber dies und die reduzierte Anzahl neutralisierender Antikoérper
kdnnte fur die verminderte humorale Immunantwort nach SARS-CoV-2 Impfung mit

verantwortlich sein und lasst sich auf andere Impfungen tbertragen (Bar-Or et al., 2020).

Die Ergebnisse dieser Arbeit reihen sich ein in eine Reihe gleichartiger Untersuchungen

(Boekel et al., 2021, Achiron et al., 2021b, Brill et al., 2021, Apostolidis et al., 2021) zu
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humoralen Immunantworten nach SARS-CoV-2 Impfungen bei Anti-CD20 behandelten

Patientinnen und Patienten mit MS.

Interessanterweise war ein Anstieg der SARS-CoV-2 Antikérper Level, der
Neutralisationsfahigkeit und der Aviditat mit zunehmendem Abstand der letzten Anti-CD20
Behandlung zur zweiten SARS-CoV-2 Impfung zu verzeichnen. Dies lasst sich am
wahrscheinlichsten durch die Re-Popularisierung der B-Zellen erklaren. Dieser Befund
erscheint insofern klinisch relevant, als dass er hilfreich fur die Planung der Zeitpunkte von
Impfungen ist. Diese sollten mdglichst lang nach dem letzten Behandlungszyklus (= 4
Monate) terminiert sein. Im Einzelfall, wahrend einer stabilen Krankheitsphase, kann auch
eine Verlangerung des Infusionsintervalls von ublicherweise 6 auf bspw. 9 Monate erwogen
werden. Im Allgemeinen erweist sich die Verlangerung von Infusionsintervallen B-Zell
depletierender Behandlungen als zunehmend angewandtes Therapieregime (Boremalm et
al., 2021) und gewinnt vor dem Hintergrund der aktuellen Corona Pandemie und des

Impfmanagements mehr Bedeutung (Rolfes et al., 2021).

Vor dem Hintergrund dieser Befunde kann postuliert werden, dass eine Serokonversion nach
Impfung einen Marker fur eine B-Zell Rekonstitution darstellt (Phillips, 2022). Im
Umkehrschluss wiirde dies bedeuten, dass bei fehlender Impfantwort der Effekt der Anti-
CD20 Therapie weiterhin sehr stark ausgepragt ist und dies einen Marker fur die Wirkung der

B-Zell depletierenden Therapie bildet.

Entscheidender Befund unserer Arbeit ist der Nachweis einer erhaltenen SARS-CoV-2
spezifischen T-Zell Antwort nach Impfung von Anti-CD20 behandelten Patientinnen und
Patienten mit MS. Diese fand sich auf einem vergleichbaren Level derjenigen von gesunden

Kontrollen und Anti-CD20 therapienaiven Patientinnen und Patienten mit MS.

Dies impliziert eine erhaltene T-Zell Imnmunantwort im Rahmen einer B-Zell depletierenden
Behandlung. Da eine friihe T-Zell Antwort nach SARS-CoV-2 Infektion entscheidend fir
einen milden Krankheitsverlauf ist (Steiner et al., 2021, Tan et al., 2021), stellt dieser Befund

einen klinisch hochrelevanten Aspekt dar. Verschiedene unlangst erschienene Arbeiten zu
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diesem Thema kamen zu gleichen Ergebnissen (Brill et al., 2021, Apostolidis et al., 2021,
Sabatino et al., 2022, Tortorella et al., 2022, Gadani et al., 2021) mit Nachweis einer T-Zell
Antwort gegen SARS-CoV-2 bei ca. 90-100% der Patientinnen und Patienten mit MS und
COVID-19 Impfung. Insbesondere da neue SARS-CoV-2 Varianten v.a. die humorale
Immunantwort umgehen (Geers et al., 2021), aber dennoch von SARS-CoV-2 spezifischen T
Zellen erkannt werden, erscheint dies klinisch relevant. Weiterhin ergibt sich die
therapeutische Konsequenz einer Impfempfehlung gegen SARS-CoV-2 allgemein fir Anti-

CD20 behandelte Patientinnen und Patienten mit MS sowie fur Booster-Impfung(en).

Limitationen der Studie sind der observationale Charakter und das Fehlen von Daten zu
absoluten Lymphozytenzahlen und zur B-Zell Differenzierung, um deren Einfluss auf die
Impfungen zu evaluieren. Darliber hinaus ware eine langere Follow Up Zeit, insbesondere
zur Evaluierung der Stabilitat der Antikdrper- und T-Zell-Antwort Uber die Zeit
wunschenswert. Ein weiterer Aspekt ware die Evaluierung der humoralen und zellularen

Immunantwort nach der dritten SARS-CoV-2 Impfung.

Zusammengefasst aber bilden die humoralen und zellularen Immunantworten gegen SARS-
CoV-2 nach Impfungen ebenso im tibergeordneten Sinn Biomarker zur indirekten
Evaluierung der B-Zell- und T-Zell Funktion und Reifung. Deren Beurteilung erscheint
insbesondere im Rahmen der Corona Pandemie und dem Behandlungsmanagement der

Anti-CD20 behandelten Patientinnen und Patienten mit MS wichtig und hilfreich.
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4. Zusammenfassung

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine chronisch-entziindliche,
demyelinisierende Erkrankung des zentralen Nervensystems. Sie stellt die haufigste
neurologische Erkrankung dar, die in jungem Erwachsenenalter zu bleibenden
Behinderungen flhrt. Trotz intensiver wissenschaftlicher Bestrebungen bleibt die Atiologie
aktuell weiterhin unklar. Die Diagnosestellung erfolgt auf der Grundlage der klinischen,
kernspintomographischen und liquordiagnostischen Befunde. Obwohl in den vergangenen
Jahren zahlreiche Arbeiten zur Untersuchung méglicher Biomarker bei der MS erschienen
sind, konnten bis heute keine spezifischen Marker identifiziert werden. Am wichtigsten
hinsichtlich relevanter Umweltfaktoren, erscheint die Assoziation mit einer Infektion durch
das Epstein-Barr- Virus (EBV). Die Seropravalenz fur EBV betragt nahezu 100% und eine

EBV-Seronegativitat stellt einen Marker fur die Abwesenheit einer MS dar.

Ein weiterer Schlisselbefund bei der MS ist die intrathekale IgG Synthese. Eine intrathekale
EBV-IgG Produktion bei der MS findet sich jedoch selten und stellt dann einen Teil der
polyspezifischen Immunantwort bei der MS dar. Dazu zahlt auch die intrathekale Synthese
gegen die Viren wie Masern (M), Rételn (R) und Varizella- Zoster (Z), die sog. MRZ-
Reaktion, die sich anhand erhohter antiviraler Antikdrperindices (Als) nachweisen lasst. Im
Gegensatz dazu findet man bei akuten Infektionen und Reaktivierungen von Viren im ZNS
eine virusspezifische intrathekale Antikorperproduktion. Wahrend der Antikérperindex nicht in
der Lage ist, zwischen beiden Formen zu unterscheiden, wird dies ermoglicht durch die
Bestimmung des prozentualen Anteils der virusspezifischen, intrathekal synthetisierten 1gG
Antikérper an der Gesamtheit der intrathekal gebildeten IgG Antikorper, die sog. spezifische
Fraktion (Fs). Auf diese Weise konnten wir zeigen, dass es im Rahmen einer
Infektion/Reaktivierung von VZV im ZNS zu einer virusspezifischen intrathekalen

Antikérpersynthese kommt.
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Ebenfalls als virusspezifisch zu werten, sind erhéhte VCA-IgG und VCA-IgA Als bei
Patientinnen und Patienten mit einer EBV-assoziierten primaren Posttransplantations-
Lymphoproliferativen Erkrankung des zentralen Nervensystems (PCNS-PTLD). Dabei
handelt es sich um eine seltene Komplikation einer immunsuppressiven Behandlung nach
Organtransplantationen. In >90% der Falle lasst sich eine EBV-Assoziation histopathologisch
nachweisen und die Diagnosesicherung erfolgt in der Regel durch eine Hirnbiopsie. Erhéhte
VCA-IgG- und VCA-IgA Als stellen Biomarker der Erkrankung dar, deren wenig invasive

Bestimmung im Einzelfall eine diagnostische Hilfe bilden kann.

Mittlerweile steht eine Reihe effektiver und sicherer Behandlungsmaéglichkeiten der MS zur
Verfugung. Insbesondere die Depletion von B-Zellen durch die monoklonalen Anti-CD20
Antikérper Ocrelizumab/Rituximab macht einen gro3en Anteil aus. Unter diesen Therapien
kommt es jedoch zu einer reduzierten Antikérperantwort nach Impfungen und u.U. zu einem
schweren Verlauf einer SARS-CoV-2 Infektion. In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass
die SARS-CoV-2 Antikorper Level, die Funktionalitat und die Avidtat nach SARS-CoV-2
Impfungen reduziert waren im Rahmen einer Anti-CD20 Therapie. Dennoch konnte eine
erhaltene T-Zell-Antwort auf vergleichbarem Niveau mit gesunden Kontrollen und Anti-CD20

therapienaiven MS Patientinnen und Patienten nachgewiesen werden.

Eine wichtige Differentialdiagnose der MS stellt die Neursarkoidose dar. Wir konnten erhéhte
Werte des léslichen Interleukin-2 Rezeptors (sIL-2R) im Liquor sowie eine intrathekale slL-
2R Synthese bei ca. 50% der Patientinnen und Patienten mit einer Neurosarkoidose
nachweisen. Dieser Befund ist aber nicht spezifisch fur die Neurosarkoidose, sondern findet
sich auch bei viralen/bakteriellen Meningitiden, der Neurotuberkulose und ZNS Lymphomen.
Im Gegensatz hierzu waren diese Ergebnisse bei Patientinnen und Patienten mit einer MS
nicht nachweisbar, so dass der sIL-2R im Liquor einen differentialdiagnostisch relevanten
Biomarker bei der Neurosarkoidose darstellt und eine Abgrenzung gegenuber der MS
ermoglichen kdnnte. Daruber hinaus bestand eine Assoziation des sIL-2R im Liquor mit

klinischen, kernspintomographischen und klassischen liquordiagnostischen Markern fir
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Krankheitsaktivitat der Neurosarkoidose, so dass dieser ebenfalls einen Biomarker fir

Krankheitsaktivitat bei der Neurosarkoidose darstellt.
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