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Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 

Fingolimod (FTY720, Gilenya®), ein funktioneller Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor (S1PR) 

Antagonist, ist seit 2011 in der Europäischen Union ein zugelassenes Medikament zur 

Behandlung der Multiple Sklerose (MS). Es bewirkt das Zurückhalten von S1PR1-exprimierenden 

Immunzellen im Lymphknoten (LK). U.a. wird der S1PR1-Rezeptor von unreifen natürlichen 

Killer(NK)-Zellsubpopulationen exprimiert. Für diese Arbeit wurde daher die Annahme, dass die 

Behandlung mit Fingolimod einen reifen NK-Zellphänotyp fördert, untersucht.  

 

Zur Verifizierung dieser Hypothese wurden Patientinnen und Patienten mit schubförmig 

remittierender MS (RRMS) im Rahmen einer klinischen Phase IV Interventionsstudie ein Jahr 

täglich mit 0,5mg Gilenya® behandelt. Klinische sowie immunologische Daten wurden 0, 1, 3, 6 

und 12 Monate nach Therapiebeginn erhoben. Als primärer Endpunkt galt das 

durchflusszytometrisch-bestimmte Verhältnis von unreifen zu reifen NK-Zellen im peripheren Blut 

(PB) zu Beginn und 12 Monate nach Therapiebeginn. Als sekundäre Endpunkte wurde die 

Veränderung weiterer NK-Zellsubpopulationen über den gesamten Studienzeitraum untersucht. 

Klinische sekundäre Endpunkte umfassten das Maß der Krankheitsaktivität, definiert durch die 

Expanded Disability Status Scale (EDSS) und die jährliche Schubrate (ARR).  

 

Die 17 in die Studie eingeschlossenen Patientinnen und Patienten waren im Mittel 41 Jahre alt. 

Der NK-Zellanteil nahm während der Studie zu, während andere angeborene lymphatische Zellen 

(„Innate lymphoid cells“, ILCs) abnahmen. Die unreifen CD56bright NK-Zellen zeigten eine 

Reduktion, wohingegen der Anteil besonders reifer CD16+, CD94low und NKG2A−KIR+ CD56dim 

NK-Zellsubpopulationen anstieg. In der automatisierten FlowSOM Analyse wurde die Zunahme 

eines reifen Metaclusters (MC4) im PB mit einem CD56-CD16++KIR+/-NKG2A-CD94-CCR7+/-

CX3CR1+/-NKG2C-NKG2D+NKp46-DNAM-1++CD127+-Phänotyp identifiziert. Dies entspricht 

einem reifen, eventuell auch weniger funktionell aktiven Phänotyp. Über den Studienzeitraum 

wies die Kohorte einen konstanten EDSS auf und die ARR nahm von 0,68 vor Studienbeginn auf 

0,47 während der Studie ab. Es konnte keine Korrelation zwischen Therapieansprechen und NK-

Zellsubpopulationen festgestellt werden. 

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigen andere Studien, die ebenfalls eine Fingolimod-

assoziierte Zunahme der NK-Zellen und eine Abnahme der CD56bright NK-Zellen im PB 

beschrieben haben. Darüber hinaus zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit eine Zunahme 

besonders reifer, eventuell auch gealterter und damit weniger funktionell aktiver NK-

Zellsubpopulationen an. Auch wenn diese explorativen Ergebnisse in weiteren phänotypischen 

und funktionellen Studien bestätigt werden müssen, könnte eine Fingolimod-assoziierte Zunahme 

von gealterten NK-Zellen zu einer verschlechterten Abwehr gegen Tumorzellen und Pathogene 

beitragen.  
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Abstract 

Fingolimod (FTY720, Gilenya®), a functional Sphingosin-1-Phosphate-Receptor (S1PR) 

Antagonist, is since 2011 an approved medication for Multiple Sclerosis (MS) in the European 

union. It acts primary by withholding S1PR1 expressing immune cells within the lymph nodes. 

Among others, immature natural killer (NK) cells express the S1PR1. For this study the 

assumption, that Fingolimod treatment promotes a mature NK-cell phenotype, has been 

investigated. 

 

To verify this hypothesis, patients with relapsing-remitting MS (RRMS) were treated orally with 

0.5mg Gilenya® daily as part of a clinical phase IV intervention study. Clinical and immunological 

data were collected 0, 1, 3, 6 and 12 months after therapy initiation. The primary endpoint was 

the ratio of immature to mature NK cells in the peripheral blood (PB) at baseline and 12 months 

after treatment initiation measured with flow cytometry. Secondary endpoints included the 

alterations of further NK cell subpopulations over the entire study period. Clinical secondary 

endpoints comprised the degree of disease activity defined by the Expanded Disability Status 

Scale (EDSS) and the annualized relapse rate (ARR). 

 

The 17 patients included in the study were in average 41 years old. We observed that the NK cell 

fraction increased during the trail, while the other innate lymphoid cells (ILCs) decreased. 

Moreover, while immature CD56brigh NK cells diminished, mature CD16+, CD94low and 

NKG2A−KIR+ CD56dim NK cell subpopulations increased. The unsupervised FlowSOM analysis 

revealed the accumulation of a mature metacluster (MC4) in the PB, which displayed a CD56-

CD16++KIR+/-NKG2A-CD94-CCR7+/-CX3CR1+/-NKG2C-NKG2D+NKp46-DNAM-1++CD127+-

phenotype. This phenotype represents a mature, probably less functional active population. The 

EDSS remained stable during the study and the ARR decreased from 0.68 before baseline to 

0.47 during the trail. No correlation between treatment response and NK cell populations could 

be determined. 

 

The results of the present thesis confirm previous reports on an increase of NK cells and a decline 

of CD56bright NK cells in PB of fingolimod-treated patients. Moreover, the data presented here 

indicates an increase of mature or even aged and less functional NK cell populations. Even 

though the results need to be confirmed in lager phenotypic and functional studies, it could be 

speculated that a fingolimod-associated expansion of aged NK cells might lead to an impaired 

defense against tumor cells and pathogens. 
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1 Einleitung 

1.1  Multiple Sklerose 

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzündliche, demyelinisierende und im Verlauf 

zunehmend degenerative Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) [1]. Weltweit leiden 

ca. 2,8 Millionen Menschen an dieser Erkrankung, wobei Frauen doppelt so häufig betroffen sind 

wie Männer [2]. 

 

Auf Grund der multifokalen Lokalisation von entzündlichen, demyelinisierenden ZNS-Läsionen, 

umfassen die Symptome von MS-Patientinnen und -Patienten diverse neurologische Defizite, wie 

Sehstörungen, Muskelschwäche, Sensibilitätsstörungen und Fatigue [3]. Um die Diagnose MS 

anhand der 2017 revidierten Fassung der McDonald Kriterien [4] stellen zu können, muss (I) eine 

klinische Symptomatik vorliegen bzw. vorgelegen haben, (II) eine räumliche und zeitliche 

Dissemination von ZNS-Läsionen nachgewiesen werden und (III) andere Ursachen für die 

klinischen und paraklinischen Befunde ausgeschlossen werden („no better explanation“) [5].  

 

Die MS kann in verschiedene Verlaufsformen unterteilt werden [6, 7]. 85% der Betroffenen 

erkranken an der schubförmig remittierenden MS („relapsing-remitting“, RRMS). Bei dieser 

Verlaufsform treten MS-Schübe mit neuen neurologischen Symptomen oder mit einer 

Verschlechterung bzw. dem Wiederauftreten von Symptomen eines vorherigen 

demyelinisierenden Ereignisses auf, die sich nach einigen Tagen bis Wochen partiell oder 

vollständig zurückbilden (Remission) [4]. Wird hingegen von Erkrankungsbeginn an eine 

Behinderungszunahme festgestellt, wird die Verlaufsform als primär progrediente MS („primary 

progressive“, PPMS) klassifiziert [4]. In einem Großteil der Fälle geht auch die RRMS innerhalb 

von mehreren Jahrzehnten in eine progrediente Verlaufsform über [4]. Dieses 

Erkrankungsstadium wird als sekundär progrediente MS („secondary progressive“, SPMS) 

bezeichnet [4].  

 

Zur systematischen Erfassung der Krankheitsaktivität werden verschiedene standardisierte 

Scores und Parameter mit unterschiedlich hoher Reliabilität verwendet [5, 8]. Häufig eingesetzt 

werden in diesem Zusammenhang die Expanded Disability Status Scale (EDSS) [9], die jährliche 

Schubrate (annualised relapse rate, ARR) und der MS Functional Composite (MSFC) [10]. Des 

Weiteren werden gerade in frühen Erkrankungsstadien Surrogatparameter hinzugezogen. Hierzu 

zählt in erster Linie die Auswertung MS-typischer Veränderungen in der 

Magnetresonanztomographie (MRT), wie z.B. neue bzw. sich vergrößernde T2-Läsionen, 

kontrastmittelaufnehmende T1-Läsionen oder sog. „black holes“ in der T1-Gewichtung [5]. Der 



Einleitung 4 

verschiedene Parameter kombinierende Endpunkt „kein Hinweis auf Krankheitsaktivität-3“ (“no 

evidence of disease activity-3“, NEDA-3) ist definiert als Schubfreiheit, keine 

Behinderungsprogression und keine neuen T2 und/oder Gadolinium-aufnehmenden T1 Läsionen 

[5, 11]. Bei NEDA-4 wird zusätzlich der Parameter „keine über das normale Maß hinausgehende 

Hirnatrophie“ ergänzt [12]. 

 

Trotz intensiver Forschung ist die genaue Pathogenese der MS weiterhin unklar. Es wird von 

einer multifaktoriellen Genese mit genetischer Prädisposition, modulierenden Umweltfaktoren 

und einer Immundysbalance ausgegangen [13]. Die Schlüsselrolle wurde lange Interferon-

gamma (IFN-γ) produzierenden CD4+ T-Helfer-1-Zellen (TH1-Zellen) mit einer autoimmunen 

Aktivität gegen Myelin im ZNS zugeschrieben [3]. Aktuelle Konzepte gehen von einer komplexen 

multizellulären Krankheitsgenese mit einer Neuroinflammation nicht nur durch die TH1-Zellen, 

sondern auch durch CD8+ T-Zellen und CD4+ TH17-Zellen, B-Zellen und Zellen des angeborenen 

Immunsystems sowie im ZNS ortsansässigen Mikroglia und Astrozyten aus [14].  

1.2  NK-Zellen und ihre Rolle in der MS 

NK-Zellen wurden in den 70er Jahren entdeckt und zunächst als Tumorzellen-lysierende 

Effektorzellen beschrieben [15]. Sie besitzen die Fähigkeit frühzeitig, ohne vorherige 

Antigenexposition, nicht-körpereigene oder infizierte körpereigene Zellen zu identifizieren und 

abzutöten [16]. Außerdem können sie sowohl auf Zellen des angeborenen wie auch auf Zellen 

des erworbenen Immunsystems regulatorisch einwirken [17, 18]. Humane NK-Zellen werden 

orientierend an dem Expressionsgrad von CD56 (neurales Zelladhäsionsmolekül-1, NCAM1) 

traditionell in die zytotoxischen CD56dim NK-Zellen, die 90% der NK-Zellen im peripheren Blut 

(PB) ausmachen und die regulatorischen CD56bright NK-Zellen, die die restlichen 10% der NK-

Zellen im PB darstellen und in sekundären lymphatischen Organen (SLO) dominieren, unterteilt 

[19, 20].  

 

Neben den NK-Zellen wurden in den letzten 2 Jahrzehnten weitere Immunpopulationen des 

angeborenen Immunsystems identifiziert, die man mit dem Begriff „angeborene lymphatische 

Zellen“ („Innate lymphoid cells“, ILCs) als gemeinsame Entität zusammenfasste [21]. ILCs 

exprimieren keine antigenspezifischen Rezeptoren (CD4, CD8, CD19, CD20) und lassen sich 

anhand ihres Zytokin-Repertoires sowie der zur Reifung benötigten Transkriptionsfaktoren in drei 

Gruppen einteilen. NK-Zellen werden der IFN-γ produzierenden ILC-Gruppe 1 zugeordnet, deren 

Reifung vom Transkriptionsfaktor „T-box expressed in T cells“ (t-bet) abhängt [22, 23].   
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Die Rolle der NK-Zellen in der MS wurde in zahlreichen murinen und humanen Studien 

untersucht. Im Mausmodell der MS, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), 

wurden widersprüchliche Ergebnisse zur Rolle der NK-Zellen in der Pathogenese der EAE 

erhoben. In mehreren Studien konnte nach der Reduktion funktionsfähiger NK-Zellen eine 

Verschlechterung des EAE-Krankheitsverlaufes beobachtet werden [24-28]. Im Gegensatz zu 

diesen Ergebnissen gibt es Untersuchungen, die ein verringertes Ausbrechen oder einen 

milderen Verlauf der EAE unter diesen Bedingungen berichten [29-33].  

 
Erste humane Studien konnten NK-Zellen in ZNS-Läsionen von MS-Patientinnen und -Patienten 

nachweisen [34]. Im PB wurde bereits vor mehreren Jahrzehnten eine MS assoziierte Reduktion 

der NK-Zellzahl sowie eine Reduktion der funktionellen Aktivität (FA) der NK-Zellen beschrieben 

[35-38]. In einigen Studien konnten diese Befunde allerdings nicht validiert werden [39, 40]. Eine 

longitudinale Studie von Kastrukoff et al. [41] liefert eine mögliche Erklärung für die differierenden 

Ergebnisse bezüglich der FA der NK-Zellen: Es konnte gezeigt werden, dass die FA von NK-

Zellen zyklisch schwankt und somit je nach Messzeitpunkt auch eine hohe FA gemessen werden 

konnte. Im Durchschnitt war die FA in dieser Studie jedoch ebenfalls bei MS-Patientinnen und -

Patienten signifikant geringer als bei gesunden Kontrollpersonen [41]. Das Auftreten von 

Läsionen in der MRT-Bildgebung war mit einer Reduktion der FA assoziiert [41]. Weitere 

Hinweise auf eine reduzierte FA der NK-Zellen während der MS liefert die höhere Expression des 

inhibierenden Rezeptors KIR2DL5 auf NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten [42] sowie 

die niedrigere IFN- Produktion [43]. Ebenso wird der Chemokin-Rezeptor CX3CR1, der eine 

Migration in das ZNS vermittelt, weniger auf NK-Zellen von Betroffenen als von Gesunden 

exprimiert [44]. Es gibt zahlreiche Belege, dass auch bei vielen anderen Autoimmunerkrankungen 

numerische und funktionelle Defizite der NK-Zellen vorliegen [45]. Diese Erkenntnisse implizieren 

eine protektive Rolle der NK-Zellen bei autoimmunologischen Prozessen, die im Rahmen der 

jeweiligen Erkrankung eingeschränkt sind.  

 

Im Bezug auf die MS-Immunpathogenese gibt es Evidenz für die Störung der NK-Zell-vermittelten 

Regulation von autoreaktiven T-Zellen. So ist z.B. die DNAM-1-CD155 und die CD94/NKG2A-

HLA-E Interaktion auf NK- und T-Zellen bei MS-Patientinnen und -Patienten verändert [46, 47]. 

Während der Remission wird die regulatorische NK-Zell-Aktivität vermutlich wiederhergestellt. So 

wurde in diesem Krankheitsstadium eine erhöhte Frequenz von CD95+ NK-Zellen beobachtet, die 

ex-vivo die Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen hemmen konnten [48]. (schematische 

Darstellung der Erkenntnisse aus humanen Studien, siehe Abbildung 1) 
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Abbildung 1. Rolle der NK-Zellen in der Pathogenese der MS (eigene Darstellung).  

Links sind untersuchte Störungen der NK-Zell vermittelten Regulation von T-Zellen und weitere Veränderungen des 

NK-Zellphänotyps, die eine geringere funktionelle Aktivität (FA) der NK-Zellen implizieren könnten, dargestellt. Auf der 

rechten Seite sind mögliche Unterschiede in der FA der NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten während eines 

Schubes (oben) und während der Remission (unten) dargestellt. Abbildung erstellt mit Biorender. 

Schwangere MS-Patientinnen erleben i.d.R. eine Reduktion der MS-Krankheitsaktivität, die mit 

einer Zunahme der CD56bright Population im PB korreliert [49]. Ebenso induzieren einige MS-

Medikamente, wie Daclizumab, Interferon-beta, Dimethylfumerat und Alemtuzumab einen 

Anstieg des CD56bright Anteils im PB [50-58]. Für Daclizumab und Dimethylfumerat gibt es zudem 

Hinweise, dass die NK-Zell Zytotoxizität gegenüber autoreaktiven T-Zellen durch die 

Medikamente zunimmt [52, 59]. In zwei Interventionsstudien mit Daclizumab wurde eine 

Korrelation zwischen dem Anstieg der CD56bright Population und dem Ansprechen auf das 

Medikament sowie der Anzahl von neuen bzw. vergrößerten KM-aufnehmenden Läsionen 

festgestellt [50, 53]. Diese Erkenntnisse sprechen dafür, dass insbesondere die CD56bright NK-

Zellen eine protektive Rolle in der MS-Pathogenese einnehmen und diese in der MS gestört ist. 

 

Während zu den CD56bright NK-Zellen vergleichsweise viele Erkenntnisse vorliegen, ist die Rolle 

der CD56dim weitgehend ungeklärt. In einigen Studie wurde ein erhöhter Anteil an CD56dim NK-
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Zellen im PB von Betroffenen im Vergleich zu gesunden Kontrollen gemessen [60, 61]. Die 

CD56dim typische antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC), die als Ursache für 

perivaskuläre Demyelinisierung in ZNS-Läsionen beschrieben wurde [62] und Hinweise auf ihren 

Beitrag zur Neurodegeneration [63], lassen eine schädliche Rolle der CD56dim NK-Zellen im 

Krankheitsverlauf vermuten [64]. Zusammenfassend, ist auf Grundlage vieler Studien ein 

protektiver Stellenwert der CD56bright NK-Zellen in der Pathogenese der MS anzunehmen [47, 49-

58, 65]. Wohingegen basierend auf einer begrenzten Studienlage [60, 62] ein ungünstiger 

Einfluss der CD56dim NK-Zellen auf den Verlauf der MS zu vermuten ist. Um die grobe Einteilung 

in CD56bright und CD56dim NK-Zellen zu erweitern, sollten in zukünftigen Studien auch 

subgruppenspezifische und im Verlauf schwankende Effekte bedacht werden. 

1.3  Fingolimod und sein Effekt auf NK-Zellen 

In der vorliegenden Arbeit wurden die NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten, die mit 

Fingolimod (FTY720, Gilenya®) behandelt wurden, untersucht. Fingolimod wurde 2011 als erstes 

orales MS-Medikament von der Europäische Arzneimittel-Agentur (EMA) zugelassen [66]. In 

mehreren großen randomisierten klinischen Studien konnte seine Effektivität im Vergleich zu 

Placebo bzw. Interferon-β 1a gezeigt werden [67-69]. Fingolimod reduzierte die ARR um 48-54% 

im Vergleich zu Placebo bzw. Interferon-β 1a [67-69]. Als Wirkmechanismus ist ein funktioneller 

Antagonismus von vier der fünf Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptoren(S1PR), der S1PR1,3-5, 

beschrieben [70]. Ein körpereigener Ligand des G-Protein-gekoppelten S1PR ist das 

Lysophospholipid Sphingosin-1-Phosphat (S1P), das die Lymphozytenmigration, -proliferation 

und -adhäsion moduliert sowie Einfluss auf die Angiogenese, Gefäßstabilität und die 

Embryogenese hat [71]. S1PR1 ist u.a. ein chemotaktischer Rezeptor, der den Austritt von 

Immunzellen aus dem lymphatischen System vermittelt [72, 73]. Nach einer Phosphorylierung 

kann auch Fingolimod an den S1PR1 binden und induziert eine Hyperaktivierung, Internalisierung 

und den Abbau des Rezeptors [74]. Dies führt zu einer Akkumulation von S1PR1 exprimierenden 

Zellen in den Lymphknoten (LK) [75] und verhindert die Einwanderung dieser Zellen ins ZNS. Zu 

den in den LK sequestrierten Zellen zählen naive T-Zellen, zentrale T-Gedächtniszellen (central 

memory T cells, TCM) sowie B-Gedächtniszellen [76-80]. Regulatorische B- und T-Zellen können 

jedoch auch unter der Fingolimod-Therapie ungehindert im PB und den SLO zirkulieren [76, 78, 

80, 81]. 

 

Während die Gesamtzahl der T- und B- Zellen unter der Fingolimod-Therapie abnimmt, steigt der 

Anteil an NK-Zellen im PB im Vergleich zu unbehandelten, oder mit anderen MS-Medikamenten 

behandelten Personen und gesunden Kontrollen an [82-84]. Auch in longitudinalen Studien 

konnte eine Zunahme des NK-Zellanteils im PB von ca. 10% bei Baseline auf über 40-50% unter 
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der Therapie eruiert werden [81, 85]. Innerhalb der NK-Zellpopulation steigt das 

CD56bright/CD56dim Verhältnis zugunsten der CD56dim im Verlauf der Fingolimod-Therapie an [84, 

86, 87]. In absoluten Zahlen hat Fingolimod hingegen keinen Effekt auf CD56dim NK-Zellen, 

während CD56bright NK-Zellen abnehmen [88, 89]. Zum Zeitpunkt der Planung dieser Studie waren 

erst zwei Querschnittsstudien zum Thema NK-Zellen und Fingolimod veröffentlicht [82, 83]. Es 

fehlten longitudinale klinische Studien und Analysen des NK-Zellphänotyps von Patientinnen und 

Patienten mit Fingolimod-Therapie.  

1.4  Ziel der vorliegenden Arbeit und Bedeutung für das Fachgebiet 

Die signifikante Reduktion zirkulierender T- und B-Zellen in die SLO und die daraus resultierende 

Zunahme des NK-Zellanteils im PB unter einer Fingolimod-Therapie um das mehr als 4-fache 

[83] macht die detaillierte Untersuchung dieser Immunpopulation interessant. Während auch der 

Anteil an zirkulierenden CD56bright NK-Zellen signifikant abnimmt, verbleiben die CD56dim NK-

Zellen im PB [82]. Die Untersuchung von NK-Zellen unter Fingolimod-Therapie kann somit auch 

als Forschungsparadigma zum besseren Verständnis der Rolle der CD56dim NK-Zellen in der MS-

Pathogenese dienen. Die Studienlage zum Zeitpunkt der Planung des vorliegenden 

Forschungsprojektes war sehr begrenzt. Zur Validierung der ersten Ergebnisse aus zwei 

Querschnittsstudien [82, 83] waren weitere Studien mit größeren Kohorten nötig. Ebenso fehlten 

longitudinale Daten sowie detaillierte phänotypische und funktionelle Studien, die eine genauere 

Einordnung der Rolle der NK-Zellen auf den Therapieerfolg bzw. das Auftreten von 

Nebenwirkungen ermöglichen.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Fragestellung untersucht, ob der S1PR-Modulator 

Fingolimod NK-Zellen mit einem bestimmten Phänotyp fördert und diese Veränderungen mit dem 

Therapieansprechen oder den Nebenwirkungen korrelieren. Da während der Reifung der NK-

Zellen die Expression des S1PR1-Rezeptors abnimmt [90, 91], ist eine Zunahme besonders reifer 

NK-Zellen im PB zu vermuten. Entsprechend wurde in dieser Studie von folgender Hypothese 

ausgegangen: Fingolimod induziert die Zunahme der Frequenz reifer NK-Zellen im PB von MS-

Patientinnen und -Patienten. Das Ziel dieser Studie bestand in der Charakterisierung des NK-

Zell-Phänotyps von MS-Patientinnen und -Patienten innerhalb von 12 Monaten Fingolimod-

Therapie. Diese Arbeit soll hiermit einen Betrag zur Beantwortung folgender Fragen leisten: 

• Welche Rolle spielen die NK-Zellen und insbesondere die CD56dim Population während 

einer Fingolimod-Therapie in der MS-Pathogenese? 

• Welche Rolle spielen die NK-Zellen als Surrogatmarker für das Therapieansprechen? 

• Welche Rolle spielen die NK-Zellen für den Ausbruch/Verhinderung von Fingolimod-

assoziierten Nebenwirkungen? 
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2 Methodik 

2.1 Studiendesign 

Um den Effekt von Fingolimod auf NK-Zellen von MS-Patientinnen und -Patienten zu 

untersuchen, wurde 2013 eine offene klinische Phase IV Interventionsstudie mit Vergleich von 

Baseline zu verschiedenen Behandlungsphasen geplant. Die Studie (Eudra-CT:2012–000,411-

91; NCT 01790269) wurde von der lokalen Ethikkommission (Approval ID: 12/9543-EK) 

genehmigt und wurde im Einklang mit der Satzung der Charité – Universitätsmedizin Berlin zur 

Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis [92, 93], der aktualisierten Deklaration von Helsinki zu 

ethischen Grundsätzen für die medizinische Forschung am Menschen [94], der Richtlinie der 

„international conference on harmonization of good clinical practice“ [95] und dem deutschen 

Gesetz durchgeführt. Es wurden 18- bis 65-jährige, an RRMS (definiert je nach 

Diagnosezeitpunkt mit den 2010 bzw. 2017 revidierten McDonald Kriterien [4, 96]) erkrankte 

Patientinnen und Patienten in die Studie eingeschlossen, bei denen eine Indikation für eine 

Fingolimod-Therapie vorlag und keine Kontraindikationen entsprechend der Fingolimod-

Fachinformation [97] bekannt waren. Weiteres Einschlusskriterium war ein EDSS ≤ 6 [9]. 

Ausgeschlossen wurden Personen mit MS, die eine immunsuppressive Behandlung in den 

letzten 3 Monaten vor Studienbeginn mit Natalizumab erhalten hatten. Ein weiteres 

Ausschlusskriterium war eine Therapie mit anderen Immunsuppressiva außer Prednisolon in den 

letzten 6 Monaten oder ein Schub innerhalb der 30 Tage vor der Screening-Visite. Die 

Rekrutierung erfolgte am NeuroCure Clinical Research Center (NCRC) der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin mittels Kontaktierung von Patientinnen und Patienten, die im NCRC 

behandelt werden, sowie von Personen mit MS, die Interesse an einer klinischen Studie bekundet 

hatten.  

 

Innerhalb der 12-monatigen Studie wurden die Studienteilnehmerinnen und Studienteilnehmer 

nach ausführlicher Aufklärung und schriftlicher Einwilligung täglich mit 0,5mg Kapseln Fingolimod 

(Gilenya®) behandelt. Die erste Einnahme erfolgte 4 Wochen nach einer Screening-Visite im 

Studiencenter. Hierbei wurden die empfohlenen Sicherheitsvorgaben inkl. 6-stündigem 12-Kanal-

EKG-Monitoring und stündlicher Blutdruck- und Herzfrequenzkontrolle eingehalten. Nach 

Screening und Therapiebeginn folgten vier weitere Visiten, nach 1, 3, 6 und 12 Monaten, sowie 

ungeplante zusätzliche Visiten bei Wunsch der Patientinnen und Patienten, schwerem Schub 

oder Auftreten von Nebenwirkungen. Bei jeder Visite wurden eine standardisierte Anamnese und 

eine klinisch-neurologische Untersuchung von approbierten Studienärztinnen und -ärzten der AG 

Klinische Neuroimmunologie des NCRC durchgeführt. Zusätzlich erfolgte die Abnahme eines 

Sicherheits- und Forschungslabors. (Abbildung 2) 
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Abbildung 2. Studiendesign (eigene Darstellung).  

Die Screening-Visite erfolgte 4 Wochen vor Therapiebeginn und beinhaltete das Eruieren der Ein- und 

Ausschlusskriterien (links oben aufgelistet). Ab der Baseline-Visite (Visite 0) wurden die Patientinnen und Patienten für 

ein Jahr täglichen mit 0,5mg Fingolimod (Gilenya®) behandelt. Die weiteren Visiten folgten 1, 3, 6 und 12 Monate nach 

Therapiebeginn. Zu jeder Visite wurden klinische und immunologische Daten erhoben (siehe rechts oben). Die 

Indikationen für eine zusätzliche Visite sind mittig aufgeführt. Abbildung erstellt mit Biorender. 

Als primärer Endpunkt wurde der Anteil an unreifen NK-Zellen innerhalb der gesamten NK-

Zellpopulation vor und 12 Monate nach Fingolimod-Behandlung festgelegt. Die sekundären 

Endpunkte beinhalteten sowohl immunologische wie klinische Endpunkte.  

 

Die immunologischen sekundären Endpunkte umfassten: 

• den NK-Zellanteil innerhalb der gesamten Lymphozytenpopulation zu allen Visiten,  

• den Anteil an unreifer NK-Zellen innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation zu allen 

Visiten sowie  

• den Anteil an NK-Zellen mit bestimmten aktivierenden oder einen Reifezustand 

beschreibenden Rezeptoren innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation zu allen Visiten.  

 

Zu den klinischen sekundären Endpunkten zählte die ARR verglichen mit der ARR der 24 Monate 

vor Studienbeginn und der Grad der Behinderung ermittelt anhand des EDSS [9].  

 

In einem weiteren Schritt sollten Veränderungen von NK-Zellpopulationen mit dem klinisch-

ermittelten Therapieansprechen, anhand der ARR und der Veränderung des EDSS, korreliert 

werden.  
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2.2 Erhebung der klinischen Daten 

Zwischen September 2013 und Juli 2018 wurden insgesamt 21 RRMS-Patientinnen und -

Patienten am NCRC der Charité – Universitätsmedizin Berlin in die prospektive Studie 

eingeschlossen. Die Studienkohorte reduzierte sich aufgrund inakzeptabler Risiken bei 

Reevaluation der Risiko-Nutzen-Bewertung bzw. unzureichender Probenqualität in 5 Fällen:  

• 2 Patientinnen und 1 Patient hatten die Fingolimod-Einnahme auf Grund erhöhter 

Leberenzyme (Toxizitätsgrad ≥ 3 gemäß den „Common Toxicity Criteria“ (CTC) [98]) bzw. 

Lymphozytopenie (< 0,2/nl) frühzeitig beenden müssen.  

• Bei einem Patienten war die Probenqualität aller Visiten unzureichend, sodass er vor 

Beginn der Analyse ausgeschlossen wurde.  

• Bei einem Patienten wurden nur 4 der 5 Zeitpunkte in die Auswertung miteinbezogen, da 

die Fingolimod-Therapie nach über 6 Monaten (nach Visite 3) auf Grund einer 

Lymphozytopenie (< 0,2/nl) beendet werden musste.  

Insgesamt wurden somit die Daten von 17 Patientinnen und Patienten ausgewertet. 

 

Bei jeder Visite sowie bei zusätzlichen Visiten wurde eine klinisch-neurologische Untersuchung 

durchgeführt und ein anonymisierter standardisierter Prüfbogen in Papierform mit Angaben zu 

den klinischen Parametern wie EDSS, Schubverlauf und unerwünschten Ereignissen („adverse 

events“, AE) ausgefüllt. AEs umfassen negative medizinische Zeichen, die eine Patientin oder 

ein Patient, die/der ein Prüfprodukt einnimmt in zeitlichen Korrelation zu dieser Einnahme 

erleiden, ohne das eine kausale Beziehung zu der Einnahme bestehen muss [99]. Ihre 

Klassifikation in mild, mittelschwer und schwer wurde vor Studienbeginn wie folgt definiert: 

• mild: AE wird vom Patienten als mild eingeschätzt. 

• mittelschwer: AE wird vom Patienten als störend empfunden und schränkt sie/ihn in 

ihrer/seiner Alltagsaktivität ein. 

• schwer: AE verursacht erhebliche Einschränkungen der Alltagsaktivität der/des 

Patientin/Patienten. 

Als schwerwiegende unerwünschte Ereignisse („serious adverse events“, SAEs) wurden AEs 

eingeordnet, die zu einer Krankenhauseinweisung, anhaltender Behinderung und/oder dem Tod 

führten. 

 

Die klinischen Daten wurden anonymisiert und passwort-geschützt in die browserbasierte 

Forschungsdatenbank REDCap übertragen. 
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2.3 Erhebung der immunologischen Daten 

Zur Erhebung der immunologischen Daten wurden zunächst die peripheren mononukleären 

Zellen (PBMCs) aus dem heparinisierten Vollblut (Forschungslabor) der Patientinnen und 

Patienten isoliert und diese zur langfristigen Lagerung kryokonserviert. So konnten, trotz 

longitudinalem Studiendesign, alle Blutproben einer Person am selben Studientag gemessen 

werden. Dies sollte einen Bias durch heterogene Bedingungen der durchflusszytometrischen 

Messungen an unterschiedlichen Experimentiertagen (sog. Bartch-Effekt) verhindern.  

 

Zur Vorbereitung der durchflusszytometrischen Messungen erfolgte (I) das finale Design des 

Multicolor-Antikörper-Panels, (II) die Bestimmung der optimalen Antikörperkonzentrationen 

mittels Titrationsexperimenten, (III) die Anpassung der automatisch-erstellten 

Kompensationsmatrix sowie (IV) die Entwicklung einer Gating-Strategie. Im Anschluss wurden 

verschiedene Oberflächenmoleküle auf den Immunzellen mit Fluorochrom-gekoppelten 

Antikörpern (Markern) markiert und mittels Durchflusszytometrie gemessen. 

2.3.1 PBMC-Isolation und Kryokonservierung  

Als Forschungslabor wurden 30ml peripher-venöses Vollblut von den Studienpatientinnen und -

patienten bei jeder geplanten Visite (0, 1, 3, 6 und 12 Monate nach Therapiebeginn) in ein 

heparinhaltiges Röhrchen abgenommen. Zunächst wurde das Vollblut im 1:1 Verhältnis mit 

Phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) versetzt. Die PBMCs wurden dann mittels einer 

Dichtegradienten-Zentrifugation vom Rest der Blutprobe (Erythrozyten, Granulozyten, Plasma 

und Thrombozyten) getrennt [100]. Die milchige Interphase mit den PBMCs konnte nach 

Schichtung von 25ml verdünnten Vollblutes auf 15ml Biocoll-Lösung (Dichte von 1,077g/ml, 

Biochrom GmbH) und anschließender Zentrifugation (bei 760g für 20 Minuten ohne 

Dezeleration), leicht entnommen werden [100]. Die Zellen wurden mittels PBS und 

Waschmedium (RPMI 1640 Medium mit 1% N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsäure 

(HEPES) und 5% fötalem Kälberserum (FCS) weiter aufgereinigt. 

 

Zur Vorbereitung des Einfrierens wurde zunächst der Gefrierbehälter (Mr. Frosty, Thermofisher, 

Waltham) auf 4°C runtergekühlt und das Einfriermedium (10% Dimethylsulfoxid (DMSO) und 20% 

FCS in RPMI 1640 Medium mit 1% HEPES) auf Eis platziert. Die Zellzahl der aufgereinigten 

PBMCs wurde mittels Neubauer Zählkammer abgeschätzt [101]. Jeweils 7,5x106 Zellen pro 

Kryoröhrchen wurden, verdünnt mit Einfriermedium, aliquotiert und danach umgehend in den 

Gefrierbehälter überführt. Dies war ein zeitkritischer Schritt, da DMSO bei Raumtemperatur 

zytotoxisch wirkt [102]. In dem Gefrierbehälter erfolgte eine graduierte Abkühlung um 1 °C pro 

Minute auf zunächst -80°C. Am Folgetag konnten die Proben in Tanks mit flüssigem Stickstoff 
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(Temperatur ca. -168°C) überführt und dort bis zur Durchführung der durchflusszytometrischen 

Experimente verwahrt werden. 

2.3.2 Vorbereitung der durchflusszytometrischen Experimente 

Auf der Grundlage eines Multicolor-Antikörper-Panels aus unserer Arbeitsgruppe [103], welches 

zur Charakterisierung des NK-Zellphänotyps bei schwangeren MS-Patientinnen unter 

Verwendung des LSR FortessaTM Durchflusszytometers (BD Pharmigen, Heidelberg) etabliert 

wurde, wurde das Panel für das vorliegende Promotionsprojekt weiterentwickelt (Tabelle 1). 

Hierfür wurde das neuere Durchflusszytometer Cytoflex LX (Beckman Coulter, Brea) genutzt. 

Aufgrund von Schwierigkeiten mit der Kompensation des antiCD27-Antikörpers wurde dieser für 

das neue Panel ausgeschlossen. Entsprechend der vorliegenden Fragestellung wurde er durch 

den Reifegrad-charakterisierenden KIR-Rezeptor [104] ausgetauscht. Des Weiteren wurde 

Verbesserungspotential beim Viabilitätsfarbstoff gesehen. Ein alternativer Viabilitätsfarbstoff 

konnte mit dem Laser „nahe UV“ gemessen werden, der eine bessere Diskriminierung zwischen 

lebenden und toten Zellen versprach. Dies bedingte allerdings die Nutzung eines anderen 

antiCD16-Antikörpers, der zuvor diesen Detektionskanal belegte. Für die neuen drei Antikörper 

wurde die passende Konzentration mittels Titrationsexperimenten ermittelt. Hierfür wurden 

kryokonservierte PBMCs gesunder Kontrollpersonen verwendet und diese nach den in Abschnitt 

2.3.3 und 2.3.4 beschriebenen Protokollen aufgetaut und gefärbt.  

Tabelle 1. Panel-Design für die 14-Marker-NK-Zell-Phänotypisierung unter 
Verwendung des CytoFLEX LX Durchflusszytometers (eigene Darstellung) 

Laser (nm) BP 
Filter1 

Antikörper Fluorochrom Verdünnung 

nahe UV 
(375) 

450/45 L/D UV blau-fluoreszierender 
Reaktivfarbstoff 

1/1000 

Violett (405)  450/45 CCR7 BV421 1/25 

525/40 NKG2D BV510 1/20 

610/20 CX3CR1 BV605 1/50 

660/20 NKp46 BV650 1/100 

763/43 CD127 BV785 1/25 

Blau (488) 525/40 NKG2C Alexa488 1/100 

690/50 DNAM1 PerCP/Cy5.5 1/50 

Gelb/Grün 
(561) 

585/42 KIR (KIR2DL1/DS1) PE 1/40 

610/20 CD56 PE/Dazzle594 1/200 

764/43 NKG2A PE/CY7  1/100 

Rot (640) 660/20 CD94 APC 1/50 
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712/25 Lineage (CD3, CD19, 
CD14, CD20) 

Alexa700 1/100, 1/100, 
1/400, 1/1600 

763/43 CD16 APCfire750 1/40 

Auf die Laser des Cytoflex LX (nahe UV, Violett, Blau, Gelb/Grün und Rot) wurden die fluoreszenzgekoppelten 

Antikörper (vollständige Bezeichnungen finden sich der übersichtlichkeitshalber im Abkürzungsverzeichnis) verteilt. 
Die Verdünnungsverhältnisse ergaben sich aus in unserem Labor durchgeführten Titrationsexperimenten und 
beziehen sich auf ein Gesamtvolumen von 50µl. 
1 band-pass (BP) Filter  

 

Außerdem wurde vor Messung der Patientinnen-/Patientenproben das neue Panel getestet und 

eine passende Kompensationsmatrix angelegt. Hierfür wurden ebenfalls kryokonservierte 

PBMCs gesunder Kontrollpersonen verwendet. Die Kompensationsmatrix dient der Korrektur von 

spektralen Überlappungen zwischen Fluorochromen, die zu einem Spillover, also falsch-positiven 

Signalen in einem für ein Fluorochrom nicht charakteristischen Detektionskanal, führen [105]. Die 

Korrekturen wurde auf Grundlage von Einzelfärbungen in der FlowJo software 10.4 (FlowJo LLC, 

Ashland) automatisiert berechnet und im Einzelfall unter Berücksichtigung der mittleren 

Fluoreszenzintensität (MFI) der Positiv- und Negativ-Population manuell optimiert [105]. Der 

nächste wichtige Schritt zur Verbesserung der Probenqualität und späteren Analyse der 

immunologischen Teilpopulationen beinhaltete die Etablierung einer Gating-Strategie [106], die 

der Abbildung 3 zu entnehmen ist.  

2.3.3 Auftauen der Zellen 

Vor Beginn jedes durchflusszytometrischen Experimentes wurden die entsprechenden Proben 

aus den flüssigen Stickstoff-Tanks in ein 37 °C warmes Wasserbad überführt und in diesem für 8 

Minuten aufgetaut. Danach wurde die Zellsuspension zügig mit einem warmen Auftaumedium 

(RPMI + 10% FCS) gewaschen, um das DMSO zu entfernen [107, 108]. Im Anschluss wurde die 

Probe mit PBS gemischt, die Zellzahl mittels Neubauer Zählkammer abgeschätzt und jeweils 

etwa 1,2x106 Zellen in ein Micronic-Röhrchen gegeben. 

2.3.4 Färbung von Oberflächenmolekülen 

Die mit PBS gemischte Zellsuspension wurde zentrifugiert und der Überstand abgekippt. Danach 

wurden die Zellen für 5 Minuten mit jeweils 50µl FC blockierendem Reagenz (Miltenyi Biotec, B. 

Gladbach) inkubiert, um etwaige unspezifische Bindungen von Antikörpern an FC-Rezeptoren zu 

verhindern [109]. Nach einem Waschschritt wurden die Zellen für 30 Minuten im Dunklen mit 

„LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kits“ (Thermo Fisher, Waltham) inkubiert. Nach einem 

erneuten Waschschritt erfolgte die Färbung der Zellen mit verschiedenen Kombinationen von 

humanen Fluoreszenz-gekoppelten Antikörpern (Hersteller i.d.R. Biolegend, San Diego; 

Ausnahmen entsprechend gekennzeichnet): anti-CCR7-BV421, anti-NKG2C-AlexaFlour488 

(R&D Systems, Minneapolis), anti-DNAM-1-PerCP/Cy5.5, anti-CD158a/h-PE (Miltenyi Biotec, B. 
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Gladbach), anti-CD56-PE/Dazzle594, anti-NKG2A-PE/Cy7 (Beckman Coulter, Brea), anti-CD94-

APC, anti-Lineage(CD3, CD19, CD14, CD20)-Alexa700, anti-CD16-APCfire750, anti-NKG2D-

BV510, anti-CX3CR1-BV605 (BD Biosciences, Heidelberg), anti-NKp46-BV650 und anti-CD127-

BV785 [110]. Anti-CCR7-BV421 wurde für 30 Minuten im Dunklen inkubiert, während alle 

anderen Antikörper für 15 Minuten im Dunklen inkubiert wurden. Nach einem letzten Waschschritt 

mit FACS-Puffer und Filterung der Zellsuspension mittels eines Filters mit 30µl großen Poren 

wurden die Zellen in 200µl FACS-Lösung im Durchflusszytometer Cytoflex LX (Beckman Coulter, 

Brea) gemessen. 

 

Abbildung 3. Gating Strategie (übersetzt aus [110])  

Zunächst erfolgte der Ausschluss von schlechter Flussqualität durch Auftragen von Zeit gegen Seitwärtsstreulicht 

(SSC = side scatter), dann erfolgte der Ausschluss von toten Zellen und danach die Identifikation von Einzelzellen 

(Singlets), die sich durch eine lineare Beziehung in der Vorwärtsstreulicht Fläche (FSC-A = forward scatter area) und 
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Höhe (FSC-H) bzw. in der SSC-A/H auszeichnen. Im nächsten Schritt wurden Zelltrümmer, welche mit   500.000 auf 

der FSC-A Scala definiert wurden, ausgeschlossen. Die Lymphozyten konnten im nächsten Gate anhand ihrer 

typischen Morphologie im SSC-H/FSC-A identifiziert werden. Mit der CD3, CD14, CD19, CD20 Färbung (Lineage) 

wurden T-, B,- NKT-Zellen und Monozyten aus der Analyse ausgeschlossen. Das ILC-Gate war definiert als Lineage- 

und CD56−CD127+ und das NK-Zell-Gate als Lineage- und CD56+. Eine weitere Aufteilung der NK-Population 

erfolgte zum einen in CD56dim (a_1) und CD56bright (a_2) und zum anderen in CD56brightCD16− (b_1), 

CD56brightCD16+(b_2), CD56dimCD16− (b_3), und CD56dimCD16+ (b_4). Die Expression weiterer Marker (CCR7, 

NKG2C, DNAM-1, CD158a/h, NKG2A, CD94, NKG2D, CX3CR, NKp46) wurden sowohl in der CD56dim (a_1) wie in 

der CD56bright (a_2) Population untersucht. 

* Prozentzahlen beziehen sich auf das Lymphozyten-Gate 

2.4 Analyse der immunologischen Daten 

Die erhobenen durchflusszytometrischen Daten wurden zunächst unverblindet mittels 

biparametrischen Darstellungen in der FlowJo software 10.4 (FlowJo LLC, Ashland) ausgewertet. 

Zur Setzung der Analysefenster (sog. Gates) wurden messtag-spezifisch FMO(fluorescence-

minus-one)-Kontrollen genutzt, die alle Fluorochrome des Multicolor-Panels bis auf den zu 

überprüfenden Antikörper enthielten. Das Spreading in einen Detektionskanal konnte so beurteilt 

und die Fluoreszenz-negativen sicher von Fluoreszenz-positiven Zellen abgegrenzt werden. 

Waren die Zellpopulationen dennoch nicht klar abgrenzbar, wurde die mittlere 

Fluoreszenzintensität (MFI) genutzt. Hierbei wurde die MFI der FMO-Kontrolle von der MFI des 

spezifischen Markers abgezogen (Δ MFI). Vor Beginn der Analysen schlossen wir 13 von 

insgesamt 84 Datensätzen auf Grund von schlechter Probenqualität (hohe Zahl an toten Zellen 

oder Zellfragmenten) von der Analyse aus. Somit variierte die Anzahl der ausgewerteten Proben 

je nach Visite wie folgt: Visite 0: n = 17, Visite 1: n = 15, Visite 2: n = 12, Visite 3: n = 13, Visite 4: 

n = 14 und ergab insgesamt 71 Visitendaten. 

 

Die hochdimensionalen Datensätze, die mittels Multicolor-Durchflusszytometrie generiert 

werden, können nur noch begrenzt durch eine manuelles bivariantes Gating erfasst und 

umfassend analysiert werden [111]. Bioinformatische Ansätze, wie der Clustering-Algorithmus 

FlowSOM von Cytobank (Beckman Coulter, Brea) bieten neue Möglichkeiten zur Visualisierung 

und weiterführenden Analyse [112]. FlowSOM wurde daher in der vorliegenden Promotionsarbeit 

zur Validierung der Ergebnisse des manuellen Gatings sowie zur automatisierten Identifikation 

weiterer unbekannter Subpopulationen, die eine signifikante Veränderung innerhalb des 

Therapiezeitraumes zeigten, verwendet. Die bereits kompensierten und manuell bis zur CD56+-

NK-Zell-Population vorgegateten Dateien (verwendete Gating-Strategie siehe Abbildung 3) 

wurden in Cytobank überführt und mit der Arcsin-Funktion transformiert und neu skaliert. Der 

Import einer FCS-Datei (Visite 0 bei Patientin mit ID-Nummer 005 aus der Respondergruppe) 

konnte aus technischen Gründen nicht durchgeführt werden. Sodass alle aufgenommenen 
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Datenpunkte (repräsentieren jeweils eine Zelle) aus insgesamt 70 FCS-Dateien in einem 4-

schrittigen Analyseprozess (detailliert beschrieben in [112]) mittels Algorithmen des maschinellen 

Lernens in einer selbst-organisierten Karte eingeordnet wurden. Zellen mit ähnlichen 

Eigenschaften wurden hierbei in einem Cluster und mehrere Cluster zu Übergruppen sog. 

Metaclustern (MC) zusammengefasst. Die Anzahl der Cluster und Metacluster musste vor Beginn 

der FlowSOM Analyse vom Benutzer spezifiziert werden [113]. Sie sollte so hoch gewählt sein, 

dass auch seltene Populationen identifiziert werden, ohne durch „overclustering“ homogene 

Zellgruppen in Untergruppen aufzuteilen [113]. Anhand der empirischen Bewertung mehrerer 

FlowSOM-Durchläufe desselben Datensatzes mit unterschiedlichen Clusterzahl-Einstellungen 

wurde in der vorliegenden Studie eine Clusterzahl von 81 und eine MC-Zahl von 15 ermittelt. 

Mittels der Darstellung der Cluster als Punkte in einem baumartigen Netz, wobei Cluster mit 

ähnlichen Eigenschaften in räumlicher Nähe zueinander angeordnet sind, konnte der 

multidimensionale Datensatz in einem zweidimensionalen sog. „minimal spanning tree“ (MST) 

visualisiert werden. Die Frequenz der MC zu den entsprechenden Visiten wurde im Anschluss 

exportiert und mittels statistischer Tests untersucht. Mit einem qualitativen Ansatz, der die 

Frequenz der MC in der Responder- und Non-Responder-Gruppe mittels einer Heatmap visuell 

darstellt, wurden Unterschiede in den zwei Gruppen analysiert. Auf Grund der kleinen 

Studienkohorte wurde auf quantitative Vergleiche zwischen beiden Gruppen verzichtet.  

2.5 Analyse der klinischen Daten 

Da Fingolimod nach etwa zwei Monaten eine konstante Blutkonzentration erreicht [114], wurden 

nur klinischen Daten ab Visite 2 (3 Monate nach Behandlungsbeginn) berücksichtigt [110]. So 

wurde die Schubrate von Monat 3 bis Monat 12 (Visite 2 bis 4) mit der Schubrate der 24 Monate 

vor Studienbeginn verglichen und der Verlauf des Behinderungsgrades mittels des EDSS nach 3 

Monaten (Visite 2) und nach 12 Monaten (Visite 4) beschrieben.  

 

Ein Therapieansprechen wurde in dieser Studie definiert als Abnahme der ARR von Monat 3 bis 

Monat 12 unter Fingolimod-Therapie im Vergleich zur ARR der 24 Monate vor Therapiebeginn 

und als keinen EDSS Anstieg bzw. eine Abnahme des EDSS vom Monat 3 im Vergleich zum 

Monat 12 nach Therapiebeginn. Ebenso wurde als Therapieansprechen gewertet, wenn kein 

EDSS Anstieg zwischen Monat 3 und Monat 12 der Studie auftrat und kein Schub während der 

Studie und in den 24 Monaten vor Studienbeginn stattgefunden hatte. 

2.6 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Auswertung der Studie wurde eine explorative Datenanalyse vor Beginn der 

Studie festgelegt. Ziel der explorativen Datenanalyse ist die Generierung neuer Hypothesen in 
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Fachgebieten, in denen der Forschungsstand gering ist [115]. Analysen zur Modellannahme (z.B. 

Normalverteilungsannahme) werden in diesem Rahmen nicht durchgeführt und es wird keine 

Anpassung für multiples Testen vorgenommen [116]. Wichtig ist daher alle statistisch 

signifikanten Ergebnisse dieser Studie im Rahmen eines explorativen Studiendesigns zu werten 

und sie in weiteren Studien zu validieren [117].  

 

Die primären und sekundären Endpunkte sowie die MC wurden zunächst mittels deskriptiver 

Statistik (Frequenz, Median) analysiert. Mit dem Wilcoxon-Test erfolgte die Testung einer 

gleichartigen Veränderung des Verhältnisses von unreifen NK-Zellen im Vergleich zu allen NK-

Zellen zwischen Therapiebeginn und 12 Monaten Fingolimod-Einnahme (primärer Endpunkt). 

Ebenso wurde dieser Test zur Prüfung der sekundären Endpunkte, also zum Vergleich der Anteile 

einer Immunpopulation vor und 12 Monate nach Therapiebeginn genutzt. Nur bei signifikanten 

Werten in diesem Test wurde die Veränderung über die Zeit mittels einer multivariaten 

Varianzanalyse („multivariate non-parametric repeated-measures analysis of variance“, 

MANOVA) getestet [118]. War der Vergleich von zwei bestimmten Visiten innerhalb des 

Studienverlaufes von Interesse, wurde bei signifikanter Varianzanalyse ein post-hoc Wilcoxon-

Test zum Vergleich dieser angeschlossen.  

 

Für die Identifizierung von NK-Zellpopulationen, deren Veränderungen als Prädiktoren für 

klinische Parameter dienen könnten, wurden multivariante Regressionsanalysen durchgeführt. 

Zur Verwendung kam die Methode der generalisierten Schätzgleichung („Generalized Estimating 

Equation“, GEE). Es wurden fünf GEE Modelle mit jeweils unterschiedlichen abhängigen 

klinischen Variablen und denselben unabhängigen (möglicherweise ursächlichen) 

immunologischen Variablen berechnet. Die drei ausgewählten Immunpopulationen waren die 

CD56bright NK-Zellen, das MC4 und die CD56dimCD94low Zellen. Getestet wurde, ob ihre 

prozentuale Veränderung während der Studienzeit mit der Anzahl an Schüben, der Anzahl an 

Infektionen, der Anzahl an AEs, der EDSS-Progression oder dem Therapieansprechen 

korrelierten. Da von einer abnehmenden Korrelation über die Zeit ausgegangen wurde, wurde in 

der Korrelationsmatrix ein autoregressives Model der 1. Ordnung verwendet.  

 

Die statistische Signifikanzgrenze wurde ab einem p-Wert ≤0,05 definiert, wobei die p-Werte als 

explorativ angesehen werden müssen. Für die statistischen Berechnungen wurde „IBM© SPSS© 

Statistics“, Version 25, © Copyright 1989, 2016 SPSS Inc. und das „R Project for Statistical 

Computing“, Version 3.4.0 (2017–04-21) genutzt. GraphPad prism 8.0.0 und BioRender 2021 

wurden zur Erstellung der Grafiken verwendet.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Beschreibung der Studienkohorte 

Die demografischen Daten der 17 inkludierten Patientinnen und Patienten sind in Tabelle 2 

zusammengefasst. 

Tabelle 2. Baseline Daten der Studienkohorte (übersetzt und modifiziert nach [110]) 

 demografische Parameter Gesamte Kohorte  
(n = 17) 

Frauen (n (%))  11 (64,7) 

Alter (in Jahren, Mittelwert ± STD)  40,8 ±10,0 

Intervall vom MS Beginn bis zur Baseline (in Jahren, Mittelwert ± STD) 10,1 ±6,7 

Jährliche Schubrate (ARR) der 24 Monate vor Baseline  0,68 

EDSS-Score zur Baseline (Median (Spannweite)) 2,0 (0,0 – 6,0) 

Vorherige MS-Behandlung (n (%))  15 (88,2) 

 Interferon β (n (%)) 4 (23,5) 

 Glatirameracetat (n (%)) 6 (35,3) 

 Teriflunomid (n (%)) 3 (17,6) 

 Mitoxantron (n (%)) 1 (5,9) 

 Fingolimod (n (%)) 1 (5,9) 

STD – Standardabweichung; MS – Multiple Sklerose; ARR – annualized relapse rate; EDSS – Expanded Disability 
Status Scale. 

 

3.2 Analyse der klinischen Daten 

Da Fingolimod eine konstante Blutkonzentration nach 2 Monaten erreicht [114], wurde nur der 

Zeitraum von Visite 2 (nach 3 Monaten Fingolimod-Therapie) bis Beendigung der Studie bei der 

klinischen Datenauswertung berücksichtigt. Anhand der im Methodenteil (Abschnitt 2.5) 

genannten Kriterien wurden 41% der Studienkohorte (2 Männer und 5 Frauen) als Non-

Responder klassifiziert.  

 

4 Patientinnen und Patienten litten während der Studie an einem oder mehreren Schüben. Daraus 

ergab sich eine über alle Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer gemittelte ARR von 0,47. Der 

EDSS stieg in 35% der Fälle zwischen Visite 2 (nach 3 Monaten Fingolimod-Therapie) und 

Beendigung der Studie an. Insgesamt litten 11 Patientinnen und Patienten an einem oder 

mehreren AEs, die sich zu insgesamt 23 AEs addierten. 78% der AEs wurden als leicht bzw. 
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mittelschwer eingestuft (Klassifikation der AEs in Abschnitt 2.2 erläutert). Die schweren AEs (n = 

4) umfassten in der Responder-Gruppe eine Herpes zoster Infektion und erhöhte Leberenzyme 

bei derselben Person sowie in der Non-Respondergruppe ebenfalls erhöhte Leberenzyme und 

eine Exazerbation der MS-Symptomatik während einer Urosepsis. Schwerwiegende 

unerwünschte Ereignisse („serious adverse events“, SAEs), die zu einer 

Krankenhauseinweisung, Tod oder anhaltender Behinderung führten, wurden in der Studie nicht 

beobachtet oder berichtet. 70% (n = 5) der Non-Responder und 40% (n = 4) der Responder 

erlitten Infektionen während des Studienzeitraumes. Insgesamt wurden 14 Infektionen, jeweils 7 

in der Responder und 7 in der Non-Respondergruppe verzeichnet. (Tabelle 3)  
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Tabelle 3. Klinische Daten der Studienkohorte (übersetzt und modifiziert nach [110]) 

Klinische Parameter Gesamte Kohorte  
(n = 17) 

Responder1 
(n = 10) 

Non-Responder1 
(n = 7) 

Schübe    

Personen mit Schüben zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 4 (23,5) 0 (0,0) 4 (57,1) 

1 Schub 2 (11,8) 0 (0,0) 2 (28,6) 

2 Schübe 2 (11,8) 0 (0,0) 2 (28,6) 

Jährliche Schubrate (ARR) 0,47 0  1,14 

EDSS 

   

Personen mit EDSS Anstieg zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 6 (35,3) 0 (0,0) 6 (85,7) 

Veränderung von Visite 2 zu Studienende (Median (range)) 0.0 (-1,5 – 1,5) -0,5 (-1,5 – 0) 0,5 (0,0 – 1,5) 

Adverse events (AEs)      

Personen mit AEs zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 11 (64,7) 4 (40,0) 7 (100,0) 

Absolute Anzahl an AEs zwischen Visite 2 und Studienende 23 10  13  

 davon als leichtes oder mittelschweres AE klassifiziert (n (%)) 18 (78,3) 8 (80,0) 10 (76,9) 

 davon als schweres AE klassifiziert (n (%)) 4 (17,4) 2 (20,0) 2 (15,4) 

 davon als SAE klassifiziert (n (%)) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Infektionen    

 Personen mit Infektionen zwischen Visite 2 und Studienende (n (%)) 9 (53,0) 4 (40,0) 5 (71,4) 

 Absolute Anzahl an Infektionen zwischen Visite 2 und Studienende  14 7 7 

1 Responsekriterien finden sich im Abschnitt 2.5.  

ARR – annualized relapse rate; EDSS – Expanded Disability Status Scale; AE – adverse events; SAE – serious adverse events. 
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3.3 Analyse der immunologischen Daten 

3.3.1 Manuelle Analyse der immunologischen Daten 

In einem ersten Schritt wurden die prozentualen Veränderungen der CD56+ NK-Zellpopulation 

sowie der CD56bright und CD56dim Subpopulationen im PB der 17 MS-Patientinnen und Patienten 

analysiert. Die genutzte Gatingstrategie ist im Methodenteil (in Abbildung 3) dargestellt. Die 

Expression der Chemokinrezeptoren, der aktivierenden Rezeptoren und der inhibierenden 

Rezeptoren wurden in einem zweiten Schritt sowohl auf der CD56bright, als auch in der CD56dim 

Population untersucht. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse findet sich am Ende dieses 

Abschnittes in Tabelle 4. Signifikante Ergebnisse müssen unter der Einschränkung der 

explorativen Datenanalyse interpretiert werden und bedürfen weiterer Validierung in zukünftigen 

Studien (siehe Abschnitt 2.6).   

3.3.1.1 Zunahme des NK-Zellanteils und Abnahme des Anteils anderer ILCs  

Der prozentuale Anteil der CD56+ NK-Zellen innerhalb der gesamten Lymphozytenpopulation lag 

bei Studienbeginn bei 8,74% (Median) und stieg über die Zeit signifikant an (MANOVA p = 0,003). 

Nach einem Monat betrug der Anteil an NK-Zellen 28,90% (Wilcoxon-Test p = 0,005) und nach 

zwölf Monaten 40,05% (Wilcoxon-Test p < 0,001). (Abbildung 4)  

 

Zusätzlich zu den NK-Zellen finden sich weitere ILC-Populationen, namentlich die ILC2 und ILC3, 

im PB [119]. Zur orientierenden Einschätzung ihrer Veränderungen während einer Fingolimod-

Therapie wurde der ILC-Marker CD127 verwendet. Bei Therapiebeginn betrug der Anteil an 

CD56-CD127+ Zellen 0,17% (Median) innerhalb der zirkulierenden Lymphozyten und nahmen 

über die Studiendauer von zwölf Monaten auf 0,12% ab (Wilcoxon-Test p = 0,01). 

3.3.1.2 Zunahme reifer und Abnahme unreifer NK-Zellen 

Als primärer Endpunkt war das Verhältnis von unreifen NK-Zellen zu allen NK-Zellen bei 

Therapiebeginn im Vergleich zu 12 Monaten Studiendauer definiert worden. Die unreife CD56bright 

Population zeigte eine signifikante Reduktion der medianen Frequenz von 9,30% bei 

Therapiebeginn auf 3,56% nach 12 Monaten (Wilcoxon-Test p < 0,001). Diese Abnahme konnte 

bereits in den vorherigen Zwischenvisiten beobachtet werden (MANOVA p = 0,0000009). Nach 

einem Monat war der Anteil an CD56bright NK-Zellen bereits auf 3,83% gesunken (Wilcoxon-Test 

p < 0,001). (Abbildung 5A) Der Anteil an reifen CD16+CD56dim NK-Zellen innerhalb der gesamten 

NK-Zellpopulation nahm signifikant von 59,30% (Median) bei Studienbeginn auf 77,43% nach 12 

Monaten Therapie zu (Wilcoxon-Test p = 0,042). Über die Zeit war diese Veränderung allerdings 

nicht signifikant. (Abbildung 5B)   
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Abbildung 4. Zunahme des NK-Zellanteils während der Fingolimod-Behandlung 

(übersetzt und modifiziert nach [110])  

(A) Auf der linken Seite zeigen repräsentative Konturplots eingerahmt die Lineage-CD56+ NK-Zellpopulationen 

innerhalb der Lymphozyten zu drei Zeitpunkten während der Studie. (B) Rechts werden durch Box-Plots die 

quantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001; exakter Wilcoxon-

Test #p ≤ 0.05; ##p ≤ 0.01; ###p ≤ 0.001. 
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Abbildung 5. Veränderung der klassischen NK-Zellsubpopulationen CD56bright und 

CD56dimCD16+ während der Fingolimod-Behandlung (übersetzt und modifiziert nach 

[110])  

Auf der linken Seite zeigen repräsentative Konturplots eingerahmt die CD56bright NK-Zellen (A) und auf der rechten 

Seite die CD56dimCD16+ NK-Zellen (B) innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation zu drei Zeitpunkten während der 

Studie. In der untersten Zeile werden durch Box-Plots die quantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert. 

MANOVA *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001, ns – nicht signifikant; exakter Wilcoxon-Test #p ≤ 0.05; ##p ≤ 0.01; 

###p ≤ 0.001; SSC-A – side scatter area.  

 
Zwei weitere besonders reife NK-Zellsubpopulation, die CD56dimCD94low Zellen [120] und die 

CD56dimNKG2A-KIR+ Zellen [104], nahmen über die Studiendauer zu. Diese Veränderung war 

bei der CD56dimCD94low Population (MANOVA p = 0.014) ausgeprägter. Ihre mediane Frequenz 

lag bei Studienbeginn bei 32,65% und stieg auf 44.60% bei Studienende (Wilcoxon-Test 

p = 0,008). (Abbildung 6A)  

 

Der Anteil an NKG2A−KIR+ NK-Zellen innerhalb der CD56dim-Population stieg nur leicht von 

19,30% (Median) bei Beginn der Fingolimod-Einnahme auf 20,85% nach zwölf Monaten 

Medikamenteneinnahme an (Wilcoxon-Test p = 0.013). (Abbildung 6B)  

3.3.1.3 Abnahme von NK-Zellen mit Chemokinrezeptoren  

Die Expression der Chemokinrezeptoren CCR7 und CX3CR1 wurde auf der gesamten NK-

Zellpopulation sowie auf den CD56bright und CD56dim Zellen analysiert. Innerhalb der Gruppe der 

NK-Zellen, sowie innerhalb der CD56dim Population nahm der Anteil an CCR7 bzw. CX3CR1 

positiven Zellen über den Studienzeitraum ab. Die Abnahme der CCR7+ CD56dim NK-Zellen über 

die Zeit ist in Abbildung 7 gezeigt (MANOVA p = 0,0032). Bei Baseline betrug der Anteil an CCR7+ 

Zellen innerhalb der CD56dim Population 5,30% (Median). Nach zwölf Monaten Fingolimod-

Therapie lag dieser bei 2,46% (Wilcoxon-Test p = 0,007). Der Anteil an CCR7+ und CX3CR1+ 

Zellen innerhalb der CD56bright Population änderte sich im Durchschnitt nicht.  
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Abbildung 6. Veränderung besonders reifer NK-Zellsubpopulationen während der 

Fingolimod-Behandlung (übersetzt und modifiziert nach [110])  
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Auf der linken Seite zeigen repräsentative Konturplots eingerahmt die CD56dimCD94low-Zellen innerhalb der 

gesamten NK-Zellpopulation (A) und auf der rechten Seite die NKG2A-KIR+-Zellen (B) innerhalb der CD56dim NK-

Zellpopulation zu drei Zeitpunkten während der Studie. In der untersten Zeile werden durch Box-Plots die 

quantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001, ns – nicht signifikant; 

exakter Wilcoxon-Test #p ≤ 0.05; ##p ≤ 0.01; ###p ≤ 0.001. 

 

Abbildung 7. Veränderung der Chemokinrezeptor CCR7-exprimierenden CD56dim NK-

Zellen während der Fingolimod-Behandlung (übersetzt und modifiziert nach [110])  

(A) Auf der linken Seite zeigen repräsentative Konturplots eingerahmt die CCR7+-Zellen innerhalb der CD56dim NK-

Zellpopulation zu drei Zeitpunkten während der Studie. (B) Rechts werden durch Box-Plots die quantitativen 

Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001; exakter Wilcoxon-Test #p ≤ 0.05; 

##p ≤ 0.01; ###p ≤ 0.001; SSC-A – side scatter area. 
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3.3.1.4 Abnahme von NK-Zellen mit dem inhibierenden Rezeptor NKG2A und  

Abnahme von NK-Zellen mit den aktivierenden Rezeptoren NKp46 und DNAM-1 

CD94 wird als Heterodimer mit verschiedenen Rezeptoren der NKG2-Familie auf der NK-

Zelloberfläche exprimiert. Zusammen mit NKG2A wirkt der Rezeptorkomplex inhibierend [121]. 

Die mediane Frequenz der CD94+NKG2A+ Zellen nahm zwischen Baseline und zwölf Monaten 

Therapie sowohl in der Gruppe der gesamten NK-Zellen von 54,85% auf 48,56% (Wilcoxon-Test 

p = 0.004), als auch in der der CD56bright (Wilcoxon-Test p = 0,002) und CD56dim (Wilcoxon-Test 

p = 0,013) Population ab.  

 

Die im nächsten Schritt analysierten aktivierenden Rezeptoren umfassten NKp46, DNAM-1, 

NKG2D und CD94-NKG2C. Der Anteil an NKp46 und DNAM-1 positiven NK-Zellen nahm 

während des Studienzeitraumes ab. Der Anteil an NKG2D und CD94-NKG2C exprimierenden 

Zellen veränderte sich im Durchschnitt nicht.  

 

Der Anteil an NKp46+ Zellen minderte sich nur in der CD56dim Population und nicht in der CD56bright 

Population. Es wurde eine Abnahme der medianen Frequenz der NKp46+ CD56dim Zellen von 

18,90% bei Therapiebeginn auf 15,80% nach zwölf Monaten gemessen (Wilcoxon-Test 

p = 0,007). (Abbildung 8A)  

 

Der Anteil an DNAM-1+ Zellen zu Therapiebeginn im Vergleich zu nach zwölf Monaten 

Therapiedauer nahm hingegen sowohl in der CD56bright Population (Wilcoxon-Test p < 0,001), als 

auch in der CD56dim Population (Wilcoxon-Test p = 0.035) ab. Die Veränderung über die Zeit war 

nur in der CD56bright und nicht in der CD56dim Population signifikant (MANOVA p = 0.0036). 

(Abbildung 8B)  
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Abbildung 8. Veränderung des NK-Zellanteils mit aktivierenden Rezeptoren während der 

Fingolimod-Behandlung (übersetzt und modifiziert nach [110])  
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Auf der linken Seite zeigen repräsentative Konturplots eingerahmt die NKp46+-Zellen innerhalb der CD56dim NK-

Zellpopulation (A) bzw. auf der rechten Seite ein repräsentatives Histogramm die DNAM-1-Expression auf den 

CD56dim NK-Zellen (B) zu drei Zeitpunkten während der Studie. In der untersten Zeile werden durch Box-Plots die 

quantitativen Analysen zu allen Visiten visualisiert. MANOVA *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001, ns – nicht signifikant; 

exakter Wilcoxon-Test #p ≤ 0.05; ##p ≤ 0.01; ###p ≤ 0.001; FMO – fluorescence-minus-one; SSC-A – side scatter 

area; MFI – mittlere Fluoreszenzintensität. 

 

3.3.1.5 Zusammenfassung zur manuellen Analyse der immunologischen Daten 

Tabelle 4. Zusammenfassung der Ergebnisse der manuellen Analyse (übersetzt und 
modifiziert nach [110]) 

 

  

 CD56+ CD56bright CD56dim 

 Effekt p-Wert Effekt p-value Effekt p-Wert 

Reifemarker       

CD16 – 0.108  0.049 – 0.542 

CD94   0.011 – 0.203 – 0.058 

CD94/NKG2A  0.004  0.002  0.013 

KIR  0.007  0.091  0.019 

Chemokin- 
rezeptoren 

      

CCR7  0.002 – 0.155  0.007 

CX3CR1  0.031 – 0.168  0.058 

Inhibierende 
Rezeptoren 

      

CD94/NKG2A  0.004  0.002  0.013 

Aktivierende 
Rezeptoren 

      

NKp46  <0.0001 – 0.561  0.007 

DNAM-1  0.005  0.001  0.035 

NKG2D – 0.413  0.067  0.042 

CD94/NKG2C – 0.531 – 0.122 – 0.333 

Verglichen wurde die medianen Marker-Frequenz in der gesamten NK-Zellpopulation und in der CD56bright sowie 
CD56dim Population zur Baseline und 12 Monaten nach Behandlungsbeginn. Die Auswertung erfolgte mit dem 
Wilcoxon-Test. Signifikante Ergebnisse wurden fett dargestellt.    
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3.3.2 Automatisierte Analyse der immunologischen Daten unter Verwendung des 

unsupervidierten Clustering-Algorithmuses FlowSOM 

NK-Zellen sind eine Immunpopulation, die sich aus vielen heterogenen Subpopulationen mit 

unterschiedlichen Funktionen und Phänotypen zusammensetzen, die noch nicht vollumfänglich 

beschrieben und charakterisiert sind [122, 123]. Um Veränderungen von unerwarteten 

Immunsubpopulationen während der Fingolimod-Therapie zu explorieren, wurden die 

durchflusszytometrischen Daten durch den unsupervidierten Algorithmus FlowSOM [112] mittels 

maschinellen Lernens analysiert. Zudem bot diese automatisierte Analyse die Möglichkeit, die 

Ergebnisse des manuellen Gatings zu validieren.  

 

Zellen mit ähnlichen Eigenschaften (Rezeptorexpression) werden unter der Verwendung von 

FlowSOM zu Clustern und in Übergruppen den MC zusammengefasst. Diese Cluster werden in 

Form von Punkten in einem MST dargestellt, wobei Cluster mit ähnlichen Eigenschaften in 

topografischer Nähe zueinander angeordnet werden. Insgesamt wurden die Daten in 81 Clustern 

und 15 MC zusammengefasst. Die Größe der Clusterpunkte visualisiert den Anteil an Zellen, die 

in einem Cluster inkludiert werden.  

 

In Abbildung 9A können mehrere CD56bright Populationen identifiziert werden (orange 

eingerahmt). Bereits in dieser Abbildung kann eine Reduktion der CD56bright Populationen visuell 

nachvollzogen werden. Außerdem zeigt die Abbildung, dass die CD56bright-MC in drei 

verschiedenen Ästen des MST lokalisiert sind. Zur Aufschlüsselung dieser Zuordnung ist die 

Analyse der Expressionslevels der anderen Rezeptoren innerhalb dieser MC entscheidend (siehe 

hierzu Abbildung 9B &10). Das MC15 wird auf Grund seines hohen NKG2C Expressionsgrads im 

Ast mit den NKG2C+-Populationen dargestellt. Während MC6, 13 und 9 ein entsprechend 

niedriges NKG2C Expressionslevel aufweisen. MC9 hingegen unterscheidet sich von den 

anderen CD56birght MC durch eine niedrige Expression des Chemokinrezeptors CCR7. Die 

Prüfung statistisch signifikanter Veränderungen der MC-Frequenzen zwischen Therapiebeginn 

und Studienende zeigte bei 5 MC signifikante Ergebnisse. Während MC4 in diesem Zeitraum 

signifikant zunahm, nahmen MC11 sowie drei weitere MC (MC6, 13 und 15) signifikant ab. MC4 

stieg von 29,59% (Median) bei Baseline auf 43,45% bei Studienende an (Wilcoxon p = 0,01). Der 

Anteil des MC11 nahm nur leicht von 5,34% auf 4,90% ab (Wilcoxon p ≤ 0,001). Bei beiden MC 

war die Veränderung über alle Visiten allerdings nicht signifikant (MANOVA MC4 p = 0.12, MC11 

p = 0.10). Die anderen drei MC (MC6, 13 und 15), die auf Grund ihrer hohen CD56 Expression 

zusammengefasst wurden, machten zu Beginn der Studie 11,84% der NK-Zellpopulation aus. 

Nach einem Monat sank ihr Anteil auf 5,90% und nach zwölf Monaten Therapie auf 4,00% 

(Wilcoxon p ≤ 0,001). (Abbildung 9C) 
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Abbildung 9. Unsupervidierte Clustering-Analyse aller CD56+ NK-Zellen der 

Studienkohorte (übersetzt und modifiziert nach [110])  

Die CD56+ NK-Zellen von allen Patientinnen und Patienten zu allen Studienzeitpunkten wurden auf der Grundlage 

ihrer CCR7, NKG2C, DNAM-1, 158a/h, CD56, NKG2A, CD94, CD16, NKG2D, CX3CR1, NKp46, und CD127 

Expression unter Verwendung des FlowSOM Algorithmuses in insgesamt 81 Cluster aufgeteilt. Der zur 

Visualisierung der Clustering-Analyse dienliche minimal-spanning-tree (MST) stellt Cluster mit ähnlichen 

Eigenschaften im selben Ast dar. Die Farbe der Clusterpunkte visualisiert die mediane Fluoreszenzintensität des 

jeweiligen Antikörpers (siehe Farblegende) und die Größe repräsentiert die Anzahl an Zellen, die in das jeweilige 

Cluster integriert wurden. Die Ringfarbe, die jedes Cluster umrahmt, kennzeichnet die Zugehörigkeit zum 

entsprechenden Metacluster (MC). A Einzelne MSTs für verschiedene Visiten der Studie mit Visualisierung der 

CD56-Expression. MC mit homogener CD56bright-Expression bei Monat 0 eingerahmt. B Einzelne MSTs mit 

Visualisierung der jeweiligen Antikörper-Expression. MC mit signifikanter Frequenzzunahme zwischen Baseline und 

12 Monaten Therapie mit durchgezogener Linie und MC mit signifikanter Frequenzabnahme mit gestrichelter Linie 

markiert. C Boxplots zur Visualisierung der quantitativen Analysen von den MC mit signifikanten Veränderungen 

zwischen Baseline und 12 Monaten Therapie. MANOVA *p ≤ 0.05; **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001, ns – nicht signifikant; 

exakter Wilcoxon-Test #p ≤ 0.05; ##p ≤ 0.01; ###p ≤ 0.001; MC – Metacluster 

 

Abbildung 10. Heatmap zur Visualisierung der Marker-Expression der FlowSOM-

Metacluster(MC) (modifiziert nach [110])  

Darstellung der medianen Fluoreszenzintensität jedes Markers im entsprechenden MC mittels einer von der 

minimalen zur maximalen Fluoreszenzintensität reichenden Farbskala. Die durchgezogene Linie markiert das MC4, 

dessen Anteil während des Studienzeitraumes zunahm und die gestrichelte Linie markiert MC, deren Anteil über den 

Studienzeitraum abgenommen haben (MC 6, 11, 13, 15). In Orange sind die CD56bright MC umrahmt. 
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Zur Charakterisierung des jeweiligen Phänotyps der in einem MC zusammengefassten Zellen, 

wurde die mediane Fluoreszenzintensität aller zwölf analysierten NK-Zellrezeptoren für jedes MC 

mit einer Farbscala vom Minimum (blau) bis Maximum (rot) in einer Heatmap dargestellt 

(Abbildung 10). MC6, 13 und 15 zeigen einen typischen CD56bright Phänotyp. MC11 kann mit 

folgendem Phänotyp beschrieben werden: CD56+/-CD16+KIR-NKG2A++CD94++CCR7+/-CX3CR1+/-

NKG2C-NKG2D++NKp46++DNAM-1++CD127+/-. Im Vergleich zu MC6, 13 und 15 weist MC11 eine 

niedrigere CD56-Expression auf und auch andere typische CD56bright-Rezeptoren, wie CCR7, 

sind in geringerem Ausmaß vertreten [124]. Auf der anderen Seite fehlen dieser Zellpopulation 

typische Reifemarker, wie KIR und CD16 [124, 125]. Die Abnahme dieses MCs war nicht so stark 

ausgeprägt, wie die der drei CD56bright MC. MC4 weist hingegen eine niedrige CD56 Expression 

und eine hohe CD16 Expression auf [126]. Sein Phänotyp ist charakterisiert als: CD56-

CD16++KIR+/-NKG2A-CD94-CCR7+/-CX3CR1+/-NKG2C-NKG2D+NKp46-DNAM-1++CD127+ [110]. 

Eine Zusammenfassung der signifikanten Ergebnisse der Clustering-Analyse ist in Tabelle 5 

dargestellt. 

 

Tabelle 5. Zusammenfassung der Ergebnisse der automatisierten FlowSOM-Analyse 
(eigene Darstellung) 

 Vergl. der 
MC-
Frequenzen 
zwischen V0 
und V4 

Phänotypische Charakteristika der entsprechenden MC  

 E
ff
e
kt 

p-Wert CD56- 
Expres
sion 

Reife- 
marker 

Chemoki
nre-
zeptoren 

Inhibiere
nde  
Rezeptor
en 

Aktivieren
de  
Rezeptore
n 

CD127-
Expressi
on 

MC4 ↑ 0,010 CD56- CD16++  
KIR+/- 

NKG2A-

CD94- 

CCR7+/-

CX3CR1+/- 
NKG2A- NKG2C- 

NKG2D+ 

NKp46- 

DNAM-1++ 

CD127+ 

MC6 ↓ 0,002 CD56++ CD16--  
KIR- 

NKG2A++ 

CD94++ 

CCR7+ 
CX3CR1- 

NKG2A++ NKG2C- 
NKG2D+ 
NKp46-- 

DNAM-1++ 

CD127+ 

MC11 ↓ <0,0001 CD56+/- CD16+  
KIR- 

NKG2A++ 

CD94++ 

CCR7+/-

CX3CR1+/- 
NKG2A++ NKG2C- 

NKG2D++ 

NKp46++ 

DNAM-1++ 

CD127+/- 

MC13 ↓ <0,0001 CD56++ CD16-- 
KIR-- 

NKG2A++ 

CD94++ 

CCR7+ 
CX3CR1- 

NKG2A++ NKG2C- 
NKG2D++ 
NKp46++ 

DNAM-1++ 

CD127+ 

MC15 ↓ 0,001 CD56++ CD16-- 
KIR- 

NKG2A++ 

CD94++ 

CCR7+ 
CX3CR1- 

NKG2A++ NKG2C- 
NKG2D+ 
NKp46++ 

DNAM-1++ 

CD127+/- 
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3.4 Vergleichende Analysen der klinischen und immunologischen Daten 

3.4.1 Vergleichende Analyse der MC-Verteilung in Respondern und Non-Respondern 

Um Unterschiede in der Verteilung der MC zwischen Respondern und Non-Respondern zu 

analysieren, ließen wir die Daten beider Gruppen einzeln in dem MST abbilden. Die prozentuale 

Verteilung der MC von jedem Patienten bzw. jeder Patientin zu Therapiebeginn und nach 6 und 

12 Monaten, stellten wir mit einer relativen Farbskala in Abbildung 13 dar. Bei den eingerahmten 

CD56bright/medium MC (MC6, 9, 13, 15) fiel ein höherer Anteil in der Non-Respondergruppe als in 

der Respondergruppe bei Therapiebeginn auf. Nach 6 Monaten schienen diese MC einen 

ähnlichen Anteil in beiden Gruppen auszumachen. Außerdem fiel ein höherer Anteil des CD127+ 

MC2 bei Baseline in der Non-Respondergruppe auf. Nach 6 Monaten glich sich auch die 

Frequenz des MC2 in der Non-Respondergruppe der Frequenz der Responder an.  

 

Abbildung 11. Visualisierung der Metacluster(MC)-Verteilung in der Responder- und Non-

Respondergruppe (übersetzt und modifiziert nach [110])  

Hier wird der prozentualen Anteile eines jeden MC bei Respondern („R“, dunkel grau) und Non-Respondern („N“, hell 

grau) zu Therapiebeginn und nach 6 und 12 Monaten farbcodiert in einer Heatmap dargestellt. Jede Spalte zeigt die 

MC-Verteilung einer Person zu einer bestimmten Visite. Zur besseren Vergleichbarkeit der MC-Verteilungen und um 

Personen-spezifische Spannbreiten zu berücksichtigen, wurde der Z-Score zur Skalierung genutzt (pro Probe über 

alle Metacluster). Eingerahmt sind die MC mit hoher CD56 Expression.   

Links sind die Veränderungen (Effekt) der MC-Frequenzen zwischen Baseline (V0) und 12 Monaten nach 
Behandlungsbeginn (V4) dargestellt. Es sind nur die signifikanten Ergebnisse (ermittelt mit Wilcoxon-Test) mit dem 
jeweiligen Signifikanzniveau (p-Wert) aufgeführt. Rechts sind die entsprechenden Phänotypen aufgeschlüsselt.   
MC – Metacluster.  
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3.4.2 Assoziationsanalysen mit bestimmten NK-Zellsubpopulation und verschiedenen klinischen 

Parametern 

Zur Identifizierung von NK-Zellpopulationen, deren Veränderungen als Prädiktoren für klinische 

Parameter dienen könnten, wurden fünf GEE Modelle berechnet. Als potentielle Kandidaten 

wurden die regulatorischen CD56bright NK-Zellen [20], die reife, zytotoxische CD56dimCD94low 

Population [120] und das MC4, eine bisher in der Literatur nicht beschriebene Population, die 

mittels der unsupervidierten Clustering-Analyse identifiziert wurde und die während der Studie 

zugenommen hatte, ausgewählt.  

 

Zunächst wurde auf eine Assoziation zwischen der Veränderung der 3 Immunpopulationen und 

dem Risiko für eine Infektion getestet. Eine Zunahme der CD56dimCD94low korrelierte hierbei mit 

einer geringeren Anzahl an Infektionen (siehe Tabelle 4). Ein Anstieg dieser Population um ein 

Prozent bedeutete eine Risikoreduktion für eine Infektion um 3,7% (Odds Ratio = 0,963; 95% 

Konfidenzintervall = 0,939 – 0.988, p = 0,004). Die anderen Immunpopulationen zeigten keinen 

signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Infekte.  

 

Eine Reduktion der CD56bright Population korrelierte signifikant mit einer Zunahme der Schübe. 

Eine Abnahme der CD56bright NK-Zellen um ein Prozent war mit einer Erhöhung des Schubrisikos 

um 25,9% assoziiert (Odds Ratio = 0,741; 95% Konfidenzintervall = 0,556 – 0,998, p = 0,041). Bei 

den anderen Immunpopulationen fanden sich keine signifikanten Korrelationen bezüglich des 

Schubrisikos (siehe Tabelle 4). Auch zeigten sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den 

drei Immunpopulationen und der Anzahl an Nebenwirkungen, dem EDSS und der Response.  
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Tabelle 4. Longitudinale Assoziation zwischen klinischen Parametern und drei NK-

Zellpopulationen (übersetzt und modifiziert nach [110]) 

 Koeffizient  

(95%-KI1) 

p - 
Wert 

Odds Ratio  
(95%-KI) 

abhängige Variable: Anzahl an Infektionen 

unabhängige 
Variablen: 

Veränderung von 
CD56bright 

-0,080  

(-0,169 – 0,008) 

0,073 0,923  

(0,845 – 1,008) 

Veränderung von MC4 -0,010  

(-0,040 – 0,020) 

0,503 0,990  

(0,960 – 1,020) 

Veränderung von 
CD56dimCD94low 

-0,037  

(-0,063 – -0,012) 

0,004 0,963  

(0,939 – 0,988) 

abhängige Variable: Anzahl an Schüben 

unabhängige 
Variablen: 

Veränderung von 
CD56bright 

-0,300  

(-0,587 – 0,012) 

0,041 0,741  

(0,556 – 0,988) 

Veränderung von MC4 0,037  

(-0,005 – 0,080) 

0,085 1,038  

(0,995 – 1,083) 

Veränderung von 
CD56dimCD94low 

0,043  

(-0,007 – 0,094) 

0,093 1,044  

(0,993 – 1,099) 

Dargestellt sind die Ergebnisse von 2 generalisierten Schätzgleichungen („Generalized Estimating Equation“, 
GEE). Als unabhängige Variablen wurde die „Anzahl an Infektionen“ in dem einen Modell und die „Anzahl an 
Schüben“ im anderen Modell verwendet. Die abhängigen Variablen beinhalteten die CD56bright-, MC4- und 
CD56dimCD94low-Population in beiden Modellen. Untersucht wurde eine Vorhersage der klinischen Parameter 
durch die Veränderung der jeweiligen Immunpopulationen. Signifikante Ergebnisse sind fett gedruckt dargestellt. 

KI - Konfidenzintervall 
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4 Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Fingolimod führt zu einer Abnahme von Zellen des adaptiven Immunsystems im PB und einer 

damit einhergehenden Zunahme des NK-Zellanteils. Die vorliegende Studie soll diese im PB 

dominierende NK-Zellpopulation analysieren und mögliche Hinweise auf ihre Rolle im Rahmen 

der MS-Pathogenese aufdecken. Dafür wurde der NK-Zellphänotyp im PB von 17 RRMS-

Patientinnen und -Patienten unter neu-begonnener Fingolimod-Therapie über 12 Monate 

untersucht und auf Korrelationen mit dem Therapieansprechen oder dem Auftreten bestimmter 

Nebenwirkungen getestet. 

 

Die Hauptaussagen der Promotionsarbeit sind folgende: 

1. Während der Therapie mit Fingolimod nimmt der NK-Zellanteil zu und der Anteil anderer 

ILCs im PB ab. 

2. Die klassischen NK-Zellsubpopulation zeigen unter der Fingolimod-Therapie ein inverses 

Verhalten mit einer prozentualen Abnahme der unreifen CD56bright Population und einer 

prozentualen Zunahme der reifen CD56dim Population. 

3. Besonders reife NK-Zellsubpopulationen (CD56dimCD94low, CD56dimNKG2A-KIR+) nehmen 

ebenfalls während der Therapie mit Fingolimod zu, während NK-Zellen mit der Expression 

bestimmter funktioneller Rezeptoren (CCR7, CX3CR1, NKG2A, NKp46 und DNAM-1) 

abnehmen. 

4. Nach Beginn der Behandlung mit Fingolimod nimmt der Anteil einer bisher nicht 

beschriebenen NK-Zellsubpopulation mit folgendem Phänotyp im PB zu: 

CD56dimCD16++KIR+/-NKG2A-CD94-CCR7+/-CX3CR1+/-NKG2C-NKG2D+NKp46-

DNAM1++CD127+ [110]. 

5. Es ergaben sich Hinweise darauf, dass sich Non-Responder durch eine größere 

Reduktion der CD56bright Frequenz im PB nach Beginn der Fingolimod-Therapie 

auszeichnen. 

6. NK-Zellsubpopulationen (CD56bright Zellen, CD56dimCD94low Population und MC4) konnten 

in dieser Studie nicht als Prädiktoren für ein Therapieansprechen dienen. 

4.2 Interpretation und Einbettung der Ergebnisse in den bisherigen Forschungsstand 

Viele Studien berichten übereinstimmend von einem höheren Anteil an NK-Zellen im PB von MS-

Patientinnen und -Patienten mit Fingolimod-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten, oder mit 

anderen MS-Medikamenten behandelten Personen und gesunden Kontrollen [81-85, 127, 128]. 
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Hinsichtlich des longitudinalen Studiendesigns vergleichbare Untersuchungen berichten von 9-

11% NK-Zellanteil innerhalb der Lymphozytenpopulation zur Baseline-Visite und einer Zunahme 

dieses Anteiles auf 41-54% nach 6 bzw. 12 Monaten [81, 85]. Der in diesem Projekt gemessene 

Lin-CD56+ NK-Zellanteil lag mit 8,74% bei Baseline und 40,05% nach 12 Monate somit nicht 

wesentlich niedriger als die berichteten NK-Zellfrequenzen der zwei oben zitierten Studien und 

bestätigt die bisher in der Literatur beschriebene Beobachtung (Abbildung 4). In mehreren 

Untersuchungen wurde außerdem die absolute Zahl der NK-Zellen analysiert, die sich unter der 

Fingolimod-Therapie nicht änderte oder nur leicht abnahm, während sich die absolute Anzahl der 

B- und T-Zellen deutlich reduzierte [81, 84, 86, 89, 127-130]. Auf den B- und T-Zellen dominiert 

der S1PR1, wohingegen NK-Zellen hohe Level an S1PR5 aufweisen [131]. In murinen Studien 

konnte gezeigt werden, dass S1PR5 zwar wie S1PR1 den Austritt aus den LK vermittelt, allerdings 

nicht von Fingolimod antagonisiert wird [90, 91].  

 

Im Gegensatz zu den NK-Zellen exprimieren die übrigen ILCs höhere S1PR1 Level [132], sodass 

eine Reduktion der ILCs unter Fingolimod-Therapie antizipiert werden kann. Diese Hypothese 

konnte sowohl in unserer Arbeit, sowie übereinstimmend von Eken et al. [132] bestätigt werden. 

Als Limitation der gewählten Gating-Strategie in der vorliegenden Studie ist anzumerken, dass 

nicht-klassische CD127dim ILCs und CD56+ ILC3 unberücksichtigt bleiben und auf der anderen 

Seite Kontamination im ILC-Gate mit anderen CD127+ Zellen (z.B. Basophilen) nicht 

ausgeschlossen sind [133]. Da das vornehmliche Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit eine 

NK-Zellphänotypisierung war, wurde auf ein differenzierteres ILC-Panel verzichtet.  

 

Als primären Endpunkt dieser Studie wurde 2013 das Verhältnis von unreifen NK-Zellen im 

Vergleich zur Gesamtpopulation der NK-Zellen definiert. Bereits nach 1 Monat hatte der Anteil 

unreifer CD56bright Zellen innerhalb der gesamten NK-Zellpopulation deutlich abgenommen und 

blieb über den Studienverlauf konstant niedrig (Abbildung 5A). Hiermit konnte die in der Einleitung 

formulierte Hypothese unterstützt werden, sowie die Ergebnisse mehrerer rezenter Studien 

validiert werden [78, 82, 84, 86, 87, 89]. In einigen Studien wurde gezeigt, dass auch die absolute 

Zahl der CD56bright NK-Zellen unter Fingolimod-Therapie im PB abnimmt, wohingegen Fingolimod 

keinen Effekt auf CD56dim NK-Zellen zeigte [88, 89]. Es existieren zwei Erklärungsansätze für den 

geringen Umverteilungseffekt von Fingolimod auf die CD56dim NK-Zellen: 

• Als Population mit niedriger Expression des SLO Homing-Rezeptors CCR7 [134] 

migrieren CD56dim NK-Zellen wenig zu den LK und können somit auch nicht in diesem 

Kompartiment zurückgehalten werden [82]. Ein Ansatz der auch zur Erklärung der 

veränderten Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen im PB nach Fingolimod-

Therapie herangezogen wird [79]. 
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• CD56dim NK-Zellen nutzen einen Fingolimod-resistenten Austrittsmechanismus aus den 

LK mittels S1PR5 [90, 91].  

Die unreifen CD56bright NK-Zellen weisen hingegen sowohl höhere CCR7, als auch niedrigere 

S1PR5 und dafür höhere S1PR1-Level auf und sind daher suszeptibler für die Wirkung von 

Fingolimod. Die Akkumulation von CD56bright NK-Zellen in den SLO könnte durch die lokale Nähe 

zu anderen Immunzellen eine verbesserte Interaktion mit T-Zellen und dendritischen Zellen 

bedingen [135, 136]. Außerdem wird das lymphatische System auf Grund hoher IL-15 und IL-7 

Konzentrationen als Ort der NK-Zellreifung diskutiert [137-140]. Eine Fingolimod-Behandlung 

könnte somit zu einem sicheren Verweilen von CD56bright NK-Zellen im LK führen, die dort 

regulatorisch tätig sind und als gereifte Zellen ins Blut austreten.  

 

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde eine detaillierte Charakterisierung des NK-

Zellphänotyps durchgeführt. Hierdurch ergaben sich neue Hinweise darauf, dass eine 

Fingolimod-Therapie nicht nur zu einer Veränderung des CD56bright/CD56dim Verhältnisses im PB 

führt, sondern auch, dass sich diese Therapie differenzierter auf die Zusammensetzung der 

verschiedenen NK-Zellsubpopulationen in Abhängigkeit von ihrem Reifegrad auswirkt. Innerhalb 

der CD56dim Population nahmen die besonders reifen CD56dimCD94low [120] und CD56dimNKG2A-

KIR+ NK-Zellen [104] zu (Abbildung 6). Als zugrundliegenden Mechanismus für diese 

Beobachtung kann die mit der NK-Zellreifung einhergehende Zunahme der S1PR5 Expression 

postuliert werden. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese, wurde in einer humanen Studie ein 

deutlich höherer S1PR5 Expressionsgrad auf reiferen CD57+ CD56dim NK-Zellen, als auf CD57- 

CD56dim NK-Zellen, die einem früheren CD56dim Entwicklungsstadium entsprechen, gemessen 

[141].  

 

Der Anteil an NK-Zellen mit der Expression von den Chemokinrezeptoren CCR7 und CX3CR1 

nahm während der Fingolimod-Therapie in der vorliegenden Studie ab. Eine niedrigere Frequenz 

von CCR7+ CD56+ NK-Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen wurde bereits berichtet 

[82]. Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der Anteil an 

CCR7+ CD56dim NK-Zellen während des Studienzeitraumes ebenfalls abnahm (Abbildung 7). 

Unter physiologischen Konditionen exprimieren ca. 5% der CD56dim Population CCR7 [142]. Auch 

diese Population besitzt die Fähigkeit an die CCR7-spezifischen Liganden CCL19 und CCL21 zu 

binden [143], sodass ihre Umverteilung in die SLO unter der Fingolimod-Therapie wahrscheinlich 

ist. Interessant ist in diesem Zusammenhang eine Arbeit von Jülke et al. [144], die eine CD62L+ 

CD56dim NK-Zellpopulation mit hoher CCR7 Expression als mögliches Zwischenstadium in der 

NK-Zellreifung zwischen CD56bright und CD62L- CD56dim Zellen beschreiben. Die Abnahme dieser 

„mittelreifen“ Population passt zur Schlussfolgerung des vorherigen Abschnitts, dass die 
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Fingolimod-Therapie insgesamt eine Verschiebung hin zu besonders reifen NK-

Zellsubpopulationen im PB induziert.  

 

Infante Duarte at al. beobachteten eine niedrigere CX3CR1-Expression auf NK-Zellen von MS-

Patientinnen und -Patienten in den schubfreien als in den aktiven Erkrankungsphasen [44]. Die 

Abnahme der CX3CR1+ NK-Zellen in der vorliegenden Studie könnte somit mit der niedrigeren 

Schubrate während der Studie im Vergleich zu den Vormonaten zusammenhängen. Im Verlauf 

der NK-Zelldifferenzierung nimmt die Expression von dem CX3CR1-Rezeptor zu und ist in hoher 

Dichte auf besonders reifen CD57+ CD56dim NK-Zellen vorhanden [145, 146]. Die Abnahme von 

reifen CX3CR1+ NK-Zellen unter der Fingolimod-Therapie zeigt somit ein inverses Verhalten im 

Vergleich zu den anderen reifen NK-Zellpopulationen (CD56dimCD94low und CD56dimNKG2A-KIR+ 

NK-Zellen), die während der Therapie zunahmen. Eine Studie von Yang et al. [145] zeigt, dass 

nur etwa die Hälfte der CD57+ CD56dim NK-Zellen hohe Level an CX3CR1 exprimieren. 

Funktionelle Unterschiede bzw. Unterschiede im Reifegrad zwischen CX3CR1high und CX3CR1low 

CD57+ CD56dim NK-Zellen sind bisher nicht untersucht. In Anbetracht der chemotaktischen und 

zytotoxischen Funktion von CX3CR1 [146] wäre eine niedrigere FA in CX3CR1low als in 

CX3CR1high CD57+ CD56dim NZ-Zellen zu vermuten. Die prozentuale Abnahme von CX3CR1 

während der Fingolimod-Therapie lässt somit eine reduzierte FA in reifen NK-Zellpopulationen 

vermuten. 

 

Außerdem wurde in dieser Arbeit eine prozentuale Abnahme von NK-Zellen mit bestimmten 

aktivierenden Rezeptoren (DNAM-1 und NKp46) nach Therapiebeginn gemessen (Abbildung 8). 

Unter der Annahme, dass auch diese Zellpopulationen in den SLO akkumulieren, könnte ein 

topografisch enges Zusammenliegen eine verbesserte Regulation u.a. von CD4+ T-Zellen über 

die DNAM-1/CD155-Interaktion bedingen [46]. Zudem könnte die Abnahme von DNAM-1+ NK-

Zellen im PB unter Fingolimod-Therapie das Vorherrschen von besonders reifen NK-Zellen [147], 

oder sogar „exhausted“ (überalterten/entkräfteten)  NK-Zellen [148] in diesem Kompartiment 

bedeuten. Sowohl DNAM-1 als auch NKp46 spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen 

Immunität gegenüber viralen Erregern [149-155]. Eine Abnahme von NK-Zellen mit diesen 

Rezeptoren im PB könnte zu einer verstärkten Suszeptibilität für viral vermittelte Erkrankungen 

führen. Zudem korreliert der Expressionsgrad an NCRs (natural cytotoxicity receptors), zu deren 

Rezeptorgruppe auch NKp46 gehört, direkt mit der Fähigkeit dieser NK-Zellen Tumorzellen zu 

lysieren [156, 157]. Die Reduktion von NKp46+ NK-Zellen in der Peripherie könnte somit zum 

erhöhten Risiko für bestimmte Krebserkrankungen während der Fingolimod-Therapie beitragen. 

 

Im zweiten Teil dieser Studie wurden die Durchflusszytometrie-Daten mit dem unsupervidierten 

Clustering-Algorithmus FlowSOM [112] analysiert. Beim visuellen Vergleich der Clustering-
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Ergebnisse in sogenannten Minimal-Spanning-Trees (MSTs) konnten die Ergebnisse des 

manuellen Gatings bezüglich der Abnahme unreifer CD56bright NK-Zellen bestätigt werden 

(Abbildung 9 A&C). Insgesamt wurden vier MC (MC6, 9, 13 und 15) der CD56bright Population 

zugeordnet. Im Gegensatz zum MC6, 13 und 15, deren prozentualer Anteil über den 

Studienzeitraum signifikant abnahm, zeigte das MC9 keine signifikante Veränderung (Abbildung 

9 C). Entscheidend hierfür könnte die niedrige CCR7-Expression sein. Außerdem wurde eine NK-

Zellsubpopulation intermediären Reifegrades (MC11) mit mittlerer CD56 und CD16 Expression 

identifiziert, die ebenfalls über den Studienzeitraum signifikant abnahm und eine höhere CCR7-

Expression als das MC9 zeigte (Abbildung 10). Nur ein MC nahm signifikant zwischen 

Therapiebeginn und zwölf Monaten Therapiedauer zu (MC4) (Abbildung 9 C). Es wies im 

Vergleich zum MC11 einen höheren Expressionsgrad an CD16 und KIR und einen niedrigeren 

Expressionsgrad an CD56, CD94, NKG2A, und NKG2D auf (Abbildung 10). Die durch den 

Algorithmus neu identifizierte Population spiegelt zum größten Teil die in der manuellen Analyse 

untersuchten Veränderungen wider. Übereinstimmend mit der Zunahme des CD94- NKG2A- und 

KIR+/- MC4 zeigt sich auch mittels manuellen Gatings eine Zunahme der zwei besonders reifen 

CD56dimCD94low und CD56dimNKG2A-KIR+ NK-Zellpopulationen. Ein phänotypisches Merkmal 

des MC4, das sich in der manuellen Analyse nicht widerspiegelt, ist die hohe Expression von 

DNAM-1 im MC4. Während das DNAM-1++ MC4 während des Studienzeitraumes zunimmt, zeigte 

die manuelle Analyse eine signifikante Abnahme von DNAM-1+ CD56dim NK-Zellen. Es ist 

auffällig, dass die DNAM-1 Expression in den einzelnen CD56dim MC sehr unterschiedlich hoch 

ausfällt (Abbildung 10). Die manuelle Analyse zeigt die über alle CD56dim MC gemittelte Abnahme 

von DNAM-1 bei der die Zunahme des MC4 mit einer hohen DNAM-1 Expression nicht ins 

Gewicht fallen könnte. 

 

Interessanterweise ähnelt der im PB vorherrschende NK-Zell Phänotyp von mit Fingolimod 

behandelten Patientinnen und Patienten dem von alten Menschen. Mit zunehmendem Alter sinkt 

der Anteil an CD56bright NK-Zellen sowie der Anteil an CD94+ und NKG2A+ NK-Zellen, wobei der 

Anteil von CD56dim und KIR+ NK-Zellen steigt [158-162]. Außerdem nimmt während des Alterns 

die Expression von DNAM-1 und NKp46 ab [161-163]. Die CD16 Expression scheint im Alter nicht 

stark verändert zu sein [159, 164]. NK-Zellen von alten Menschen weisen im Vergleich zu NK-

Zellen von jüngeren Menschen verringerte zytotoxische Eigenschaften auf [162, 165]. Es wird 

diskutiert, dass dies eine Ursache für das erhöhte Risiko für Infektionen im Alter darstellt [166]. 

Auch mit Fingolimod therapierte Patientinnen und Patienten haben ein erhöhtes Risiko an 

gewissen Infektionen zu erkranken, hierunter z.B. Varizella-Zoster-Infektionen [167]. Eine 

möglicherweise vergleichbare Abnahme der Funktionalität von CD56dim NK-Zellen unter 

Fingolimod-Therapie wie im Alter könnte somit zu einer erhöhten Suszeptibilität für Infektionen 

führen, aber zum anderen auch dazu beitragen, dass der potenziell schändliche Effekt der 
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CD56dim NK-Zellen in der MS-Pathogenese eingedämmt wird. Auf Grund der geringen Menge an 

Patientenproben waren keine funktionellen Untersuchungen der NK-Zellsubpopulationen in 

dieser Studie möglich. Dies wäre ein spannender Ansatz für weiterführende Forschung. 

 

Trotz der kleinen Studienteilnehmerzahl und der wenigen klinischen Parameter zur Evaluation 

des Therapieansprechens sollte in dieser Studie geprüft werden, ob es deutliche Unterschiede in 

der MC-Zusammensetzung bei Respondern und Non-Respondern zu verschiedenen Zeitpunkten 

der Studie gab. Hierbei fiel ein höherer Anteil an CD56bright MC (MC6, 9, 13, 15) sowie des CD127+ 

MC2 in der Non-Respondergruppe, als in der Respondergruppe bei Therapiebeginn auf 

(Abbildung 11). Nach Therapiebeginn fiel ihr Anteil in der Non-Respondergruppe auf ein 

ähnliches Level wie bei der Respondergruppe ab. Die in der Gruppe der Non-Responder 

zusammengefassten Patientinnen und Patienten zeigten also eine größere Abnahme der für die 

MS als protektiv geltenden CD56bright Population [168]. In einer anderen Studie konnten diese 

Ergebnisse nicht bestätigt werden [87]. Hier wiesen die Responder, definiert durch das Erreichen 

des NEDA-3 oder NEDA-4 Status, sowohl bei Baseline als auch nach 6 Monaten Fingolimod-

Einnahme höhere CD56bright Level auf, als die Non-Responder [87]. Es bedarf weiterer Forschung, 

um festzustellen, ob es signifikante Unterschiede in der Veränderung der CD56bright Population 

bei Respondern und Non-Respondern unter der Fingolimod-Therapie gibt. Diese Erkenntnisse 

sind wichtig, um die pathophysiologischen Implikationen der Abnahme von CD56bright NK-Zellen 

im PB unter der Fingolimod-Therapie zu verstehen und die potenzielle Verwendung dieser 

Population als Responsemarker bewerten zu können.  

 

Um longitudinale Korrelationen zwischen bestimmten Immunpopulationen (CD56bright, 

CD56dimCD94low, MC4) und klinischen Parametern zu untersuchen, führten wir mehrere GEE 

Analysen durch. Keine signifikanten Korrelationen zeigte sich zwischen den drei 

Immunpopulationen und der Anzahl an Nebenwirkungen, dem EDSS und der Response. Eine 

GEE Analyse zeigte eine Korrelation zwischen einer prozentualen Zunahme der CD56dimCD94low 

Population und einer Abnahme des Infektionsrisikos (Tabelle 4). Diese Population kann Perforin 

und Granzym B produzieren und wurde bereits in der Literatur als zytotoxische NK-

Zellsubpopulation beschrieben [169]. Auch wenn das MC4 ebenfalls durch eine niedrige CD56- 

und CD94-Expression charakterisiert ist, konnte für diese Population keine Korrelation zwischen 

der Anzahl der Infektionen und der prozentualen Veränderung über den Studienzeitraum 

festgestellt werden. Im Gegensatz zur CD56dimCD94low Population könnte das MC4 also weniger 

zytotoxisch aktiv sein und weniger effizient vor Infektionen schützen.  

 

In einer weiteren GEE Analyse zeigte sich eine Korrelation zwischen der Abnahme der CD56bright 

Population im PB und einem erhöhten Schubrisiko und umgekehrt eine Korrelation zwischen 
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Zunahme der CD56bright Population und einem niedrigeren Schubrisiko (Tabelle 4). Auch eine 

Schwangerschafts-assoziierte und Daclizumab-assoziierte Zunahme von CD56bright NK-Zellen im 

PB korreliert mit einer Reduktion der MS-Krankheitsaktivität [168]. In der vorliegenden Arbeit 

wurde jedoch die Hypothese aufgestellt, dass CD56bright NK-Zellen im LK durch die topografische 

Nähe zu autoreaktiven Immunzellen besonders effektiv regulatorisch wirken können und 

hierdurch die MS-Krankheitsaktivität eingedämmt wird. Diese Hypothese lässt sich mit dieser 

Analyse nicht stützen. Es ist jedoch zu bedenken, dass mittels Regressionsanalysen keine 

Kausalität, sondern nur Korrelationen untersucht werden.  

4.3 Limitationen der Studie 

Die wichtigste Limitation der vorliegenden Studie ist sicherlich die niedrige Zahl eingeschlossener 

Patientinnen und Patienten. Hierdurch ist die Power der präsentierten Statistik niedrig. Außerdem 

steigt durch den explorative Analyseansatz ohne Korrekturen für multiples Testen die 

Wahrscheinlichkeit für falsch-positive Ergebnisse. Daher ist die Bestätigung der vorliegenden 

Ergebnisse in großen unabhängigen Kohorten nötig. 

 

Damit die Versuchsbedingung bei der Färbung und Messung der zu verschiedenen Zeitpunkten 

in der Studie abgenommenen PBMCs derselben Person möglichst konstant gehalten werden 

konnten, wurden die Zellen nach der Abnahme kryokonserviert und am selben Tag aufgetaut, 

gefärbt und gemessen. Eine Veränderung der Rezeptorexpression durch die Kryokonservierung 

und das anschließende Auftauen ist hierbei nicht auszuschließen [170]. Außerdem war durch die 

Methodenwahl keine Bestimmung von absoluten Zahlen bezüglich der Immunzellpopulationen 

möglich. Alle berichteten Werte sind prozentuale Werte, die sich auf die jeweilige 

„Mutterpopulation“ beziehen. Zu- und Abnahmen können ebenso den Verlust/die Zunahme von 

Immunpopulationen, wie eine Umverteilung in/aus dem PB hinein/heraus bedeuten.  

 

Eine grundlegende Limitation humaner Studien ist die Untersuchung von Korrelationen, ohne 

dass Kausalitäten überprüft werden können. Durch die rein phänotypische Analyse in der 

vorliegenden Arbeit, ohne funktionelle Untersuchungen, sind die in der Diskussion präsentierten 

Überlegungen bezüglich der Bedeutung des NK-Zellphänotyps für das Therapieansprechen, die 

Nebenwirkungen und die MS-Pathogenese lediglich Vermutungen, die einer Überprüfung in 

weiteren Studien bedürfen. 

 

Durch das Baseline zu Therapie vergleichende Studiendesign ist nicht auszuschließen, dass die 

gemessenen immunologischen Veränderungen lediglich dem Verlauf innerhalb eines Jahres 

voranschreitender MS entsprechen. Da in anderen Studien mit gesunder Kontrollgruppe bzw. 
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unbehandelten MS-Patientinnen und -Patienten ähnliche Ergebnisse spezifisch für die mit 

Fingolimod behandelte Interventionsgruppe erzielt worden sind [82, 83, 87, 88], scheint diese 

Limitation allerdings nur von geringer Bedeutung zu sein. 

4.4 Implikationen für die weitere Forschung 

Aus der vorliegenden Studie ergeben sich drei weiterführende Fragestellungen: 

 

Zunächst besteht die Frage, ob die NK-Zellen, die unter Fingolimod-Therapie im PB 

zurückbleiben, eine reduzierte FA aufweisen. Auch wenn in einer Studie die Zytokinproduktion 

und die NK-Zell Zytotoxizität in der Fingolimod therapierten Gruppe nicht signifikant im Vergleich 

zu gesunden Kontrollen reduziert war [82], könnte abgeleitet aus den vorliegenden Ergebnissen, 

eine reduzierte FA vermutet werden. Da lediglich eine Studie [82] mit kleiner Probandenzahl keine 

Veränderungen der FA festgestellt hat und Subgruppen-spezifischen Analysen fehlen, sind 

weitere Studien bezüglich dieser Fragestellung nötig. Bei alten Menschen ist außerdem die 

Bildung von Perforin in NK-Zell–K562 Zell Kokultur und die Bindung von NK-Zell produziertem 

Perforin an Zielzellen reduziert [162]. Diese NK-Zellfunktionen wurden noch nicht bei Personen, 

die mit Fingolimod behandelt wurden, untersucht. 

 

Zweitens ist es eine spannende Frage, wohin die NK-Zellen, die aus dem Blut austreten, 

migrieren und vor allem ob die veränderte Lokalisation Vorteile für die Ausübung der 

regulatorischen Funktionen der NK-Zellen zur Folge hat. In vitro reagieren NK-Zellen, die mit 

Fingolimod behandelt wurden, stärker auf die eine Migration in die LK-vermittelnden Chemokine 

CCL19 und CCL21, als auf das eine Migration zum Knochenmark vermittelnde CXCL12 [88]. Eine 

Umverteilung von CCR7+ Immunzellen aus dem PB in Richtung LK unter der Fingolimod-

Behandlung ist daher breiter wissenschaftlicher Konsens [171]. In den parafollikulären Zonen der 

LK sind CD56bright NK-Zellen in unmittelbarer Nähe zu dendritischen Zellen und T-Zellen lokalisiert 

[172]. Eine Fingolimod-assoziierte höhere Wahrscheinlichkeit für direkte Zell-Zell-Kontakte von 

NK-Zellen und anderen Immunzellen im LK mit einer daraus resultierenden effektiveren 

Regulation anderer Immunzellen ist bisher nicht untersucht worden.  

 

Eine interessante Überlegung ist außerdem, ob eine vermehrte Migration der NK-Zellen ins ZNS 

unter Fingolimod-Therapie erfolgt, wie es für regulatorische B-Zellen beschrieben wurde [173]. In 

einer Studie konnte kein Effekt auf die NK-Zell-Migration zu CX3CL1, einem zum ZNS führenden 

Chemokin, eruiert werden [82]. Andere, die Migration zum ZNS vermittelnde Chemokine, wie 

CCL2 und CXCL10 [174] oder Liganden des CCR5 [175], wurden noch nicht untersucht. Da vor 
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allem der Anteil der regulatorischen CD56bright NK-Zellen im PB abnimmt, könnten durch eine 

Umverteilung der CD56bright NK-Zellen ins ZNS protektive Effekte denkbar sein.  

 

Als drittes ist zu bedenken, dass inzwischen mehrere Nachfolgemedikamente zu Fingolimod 

entwickelt worden sind. Bei Siponimod, Ozanimod und Ponesimod konnte eine Wirksamkeit zur 

Behandlung der MS bei selektiverer Modulation von nur S1PR1 (Ponesimod) oder S1PR1 und 

S1PR5 (Siponimod, Ozanimod) nachgewiesen werden [176]. Hier gilt es, die Frage zu 

beantworten, ob diese S1PR-Modulatoren zu denselben Veränderungen von NK-

Zellsubpopulationen im PB führen. Bisher wurde bereits eine, den Fingolimod-Studien ähnelnde, 

relative Zunahme bzw. eine unveränderte absolute Menge der zirkulierenden NK-Zellen unter der 

jeweiligen Therapie im Vergleich zu Placebo und Baseline festgestellt [177-180]. Da weiterhin der 

S1PR1 Rezeptor der Hauptangriffspunkt der neueren S1PR-Modulatoren ist und dieser auf 

unreifen aber nicht auf reifen NK-Zellen exprimiert wird, ist bei diesen Medikamenten eine 

ähnliche Veränderung der NK-Zellsubpopulationen im PB wie unter der Fingolimod-Behandlung 

zu vermuten. 
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5 Schlussfolgerungen  

Das Verständnis über die Auswirkungen, die ein medikamentöser Eingriff in das Immunsystem 

hat, ist insbesondere vor dem Hintergrund der Entschlüsselung der Wirkmechanismen der 

Medikamente, der Vorhersage von Therapieansprechen und Nebenwirkungen von zentraler 

Bedeutung. Die signifikante Reduktion zirkulierender T- und B-Zellen in die SLO und die daraus 

resultierende Zunahme des NK-Zellanteils im PB unter einer Fingolimod-Therapie um das mehr 

als 4-fache macht die detaillierte Untersuchung dieser Immunpopulation interessant. Im Rahmen 

der vorliegenden Studie wurde daher der NK-Zellphänotyp von 17 RRMS-Patientinnen und -

Patienten unter neu-begonnener Fingolimod-Therapie über einen Zeitraum von 12 Monaten 

untersucht.  

 

Während der Therapie zeigte sich eine deutliche Abnahme der CD56bright NK-Zellen im PB. Im 

Bezug auf die Rolle der NK-Zellen unter Fingolimod-Therapie in der MS-Pathogenese ist ein 

sicheres Verweilen von unreifen CD56bright NK-Zellen in den LK denkbar, die hier protektive 

regulatorische Tätigkeit ausüben und als gereifte Zellen ins Blut austreten. Im PB scheinen NK-

Zellen mit einem reifen, oder auch „exhausted“ Phänotyp (Abnahme der aktivierenden 

Rezeptoren DNAM-1 und NKp46) zu dominieren. Dies könnte eine stärkere Suszeptibilität 

gegenüber viralen Erregern und bestimmten Tumorerkrankungen unter einer Fingolimod-

Therapie erklären. Des Weiteren könnte durch die reduzierte FA von CD56dim NK-Zellen, deren 

potentiell schädlicher Effekt in der MS-Pathogenese eingedämmt werden. 

 

Eine direkte Korrelation zwischen Veränderungen der NK-Zellsubpopulationen und dem 

Therapieansprechen zeigte sich in dieser Studie nicht. Allerdings konnte eine Abnahme von 

CX3CR1+ NK-Zellen beobachtet werden. Da eine niedrige CX3CR1-Expression mit einer 

niedrigen MS-Krankheitsaktivität korreliert [44], könnte die in dieser Studie beobachtete CX3CR1-

Abnahme, die niedrigere Krankheitsaktivität im Vergleich zu den Vormonaten widerspiegeln. 
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Schwichtenberg komplett verantwortlich. 
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In die Auswertungssoftware Cytobank wurde Frau Schwichtenberg von Frau Dr. Wisgalla und 

Herrn Dr. Schlickeiser eingeführt. Frau Schwichtenberg entwickelte selbstständig das 

Auswertungskonzept und führte die Analysen durch. Herr Dr. Schlickeiser erstellte die Heat maps 

von Fig. 6.  

 

Das Konzept zur statistischen Auswertung hatte Herr Prof. Wernicke im Studienprotokoll vor 

Beginn der Studie festgelegt. Die Umsetzung erfolgte mit Ausnahme der GEE-Analysen in vollem 

Umfang durch Frau Schwichtenberg und wurde im Anschluss von Prof. Wernecke überprüft. Die 

GEE-Analyse führte Herr Prof. Wernecke durch (Tab. 3). Auswertung und Interpretation erfolgten 

hauptsächlich durch Frau Schwichtenberg. 

 

Frau Schwichtenberg, Frau Prof. Infante Duarte und Herr Dr. Dörr sind verantwortlich für die 

Verfassung des Original-Manuskriptes. Frau Schwichtenberg trug hierbei maßgeblich zur 

Strukturierung und Formulierung des Textes bei. Durch Frau Dr. Wisgalla, Frau Schroeder-

Castagno, Herrn Dr. Alvarez-González, Herrn Dr. Schlickeiser, Frau Dr. Siebert, Frau Dr. 

Bellmann-Strobl, Herrn Prof. Wernecke und Herrn Prof. Paul erfolgte die Korrektur des 

Manuskriptes. Frau Schwichtenberg, Frau Prof. Infante Duarte und Herr Dr. Jan Dörr sind 

verantwortlich für die Einarbeitung der Korrekturen und Überarbeitungen im Reviewprozess. 

 

 

 

____________________________ 

Unterschrift, Datum und Stempel der erstbetreuenden Hochschullehrerin 

 

 

 

____________________________ 

Unterschrift der Doktorandin  
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen Version meiner Arbeit 
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