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1 Einleitung

1.1 Allgemeines Uber Autoimmunerkrankung

Rheumatische Erkrankungen sind in der arztlichen Praxis auf3erordentlich
haufig und haben eine grof3e klinische Relevanz, da sie die Lebensqualitat stark
beeinflussen kénnen. Viele dieser Erkrankungen gehen mit
Autoimmunreaktionen, d.h. autoreaktiven B- und T-Zellen einher, die teilweise
hochspezifisch sind (z.B. Produktion von Autoantikdrpern mit hoher Aviditat und
Affinitat). Dabei konnte es zu Entziindungsreaktionen mit Schaden des
korpereigenen Gewebes (an einem Organ oder den ganzen Kdrper ausgepragt)
kommen. Auch bei gesunden Individuen lassen sich allerdings autoreaktive
Zellklone nachweisen, die jedoch nicht durch andere immunkompetente Zellen
aktiviert werden und nicht sehr spezifisch reagieren [26; 47; 52]. Mehrere
Faktoren zusatzlich zu einer genetischen Disposition, die fur die Entstehung
einer Autoimmunkrankheit von Néten sind, wurden identifiziert. Zu ihnen
gehdren unter anderem Rauchen, Infektionskrankheiten und
Schadstoffexposition [9; 27; 43; 2]. Hierbei scheinen oft mehrere Ereignisse
(multiple steps) notwendig, bis es zum Ausbruch einer Erkrankung kommt. Es
konnen verschiedene Reaktionsmuster der T-Zellen vorherrschen wie ein Thl-
(Uberwiegend zellulare Aktivierung, wie z.B. bei der rheumatoiden Arthritis) oder
Th2-Muster (Uberwiegend humorale Aktivierung, wie z.B. beim systemischen
Lupus erythematodes (SLE). Zunehmend werden auch Th17-Zellen als wichtige

Effektorzellen autoimmuner Prozesse diskutiert.

1.2 Immunologische Grundlagen von Autoimmunerkrankungen und deren
Klinik

Physiologisch kdnnen autoreaktive Lymphozyten und Auto-Antikdrper auftreten,
jedoch wird eine Autoimmunerkrankung erst durch den Ubergang zu einer
pathologisch gestorten Selbsttoleranz ausgelost [54]. Dieser Ubergang vom
physiologischen Auftreten autoreaktiver Zellklone zu einer pathologischen

Autoimmunerkrankung wird durch Inhibitoren, T-Zell-Unempfindlichkeit,



Ignoranz oder aktiver Suppression gehemmt [64]. Eine pathologische
Aktivierung autoreaktive T-Zellen kann durch mehrere Mechanismen ausgelost

werden:

- Kontrasuppressorzellen, eine spezielle T-Zell-Untergruppe, kénnen die T-

Suppressorzellen unterlaufen und somit T-Helferzellen aktivieren

- Autoantigen-beladene HLA-Proteine auf antigen-prasentierenden Zellen
kdnnen autoreaktive T-Zellen aktivieren. Diese Beladung mit Autoantigenen
kann beispielsweise durch eine virale Infektion getriggert werden, bei der
unbeteiligte Zellen zusammen mit infizierten Zellen untergehen und deren

Bestandteile in die Antigenpréasentation eingeschleust werden [55]

- Neoantigene, die durch Mutationen, chemische und posttranslationale
Modifikationen sowie Konjugationen mit bakteriellen, viralen und oder
korpereigenen Peptiden entstanden sind, kdonnen ebenfalls die Aktivierung

autoreaktiver T-Zellen herbeiftihren [14]

- Eine Kreuzreaktion von bakteriellen oder anderen korperfremden Epitopen mit
Auto-Epitopen, wird als molekulare Mimikry bezeichnet. Durch die molekulare
Mimikry kénnen T-Zellen aktiviert werden, die nicht nur fremd, sondern auch
autoreaktiv sind [4; 44]

- Dartber hinaus ist eine virale Aktivierung von B-Lymphozyten und

zytotoxischen T-Zellen unter Umgehung der T-Helferzellen Aktivierung méglich.

1.3 Rheumatoide Arthritis (RA)
Definition:

Die RA ist eine chronische entziindliche Systemerkrankung, die durch
Synovialitis zu Arthritis, Bursitis und Tendovaginitis fuhrt.

Epidemiologie:



In den westlichen Industrielandern besteht eine hohe Pravalenz mit bis zu 1%
der Bevolkerung und einer bevorzugten Geschlechtsverteilung zugunsten von
Frauen (3:1). Die RA ist weltweit verbreitet, in allen Rassen und sozialen
Schichten. Der Krankheitsgipfel liegt zwischen dem 25. und 50. Lebensjahr und

kann auch im Alter auftreten [42].

Atiologie und Pathogenese:

Pathophysiologisch liegen ihr immunologisch aktive Prozesse in der
Synovialmembran zugrunde, wie z.B. Autoimmunreaktionen gegen
Immunoglobin G, aber auch gegen Kollagen und andere Autoantigene.
Immungenetisch wurde eine Assoziation der RA mit Allelen der HLA-DR
Subregion von Chromosom 6 festgestellt. Auch Infektionen werden fir die
Atiologie der RA verantwortlich gemacht, wie z.B. mit Streptokokken,
diphtheroiden Bazillen, Clostridien, diversen Mykoplasmen-Typen oder

verschiedenen Viren [50].

Klinik:
Der Verlauf der RA ist haufig schubférmig. Man unterscheidet zwei Stadien:

Prodromalstadium: Allgemeines Krankheitsgefiihl, Antriebslosigkeit, rasche
Ermudbarkeit, vermehrtes Schwitzen, Gewichtsabnahme, Nervositat,

Reizbarkeit, selten subfebrile Temperaturen, transitorische Arthralgien etc.

Das Frihstadium wird durch Morgensteifigkeit und Synovitis charakterisiert.
Die Morgensteifigkeit betrifft vor allem Hand- und Fingergelenke und kann tber
eine Stunde anhalten; oft tritt bereits frihzeitig eine deutliche Abnahme der

Kraft in den Handen auf.

Bei der RA sind sowohl obere (Fingergelenke, Metacarpophalangealgelenke,
proximale und distale Interphalangealgelenke, Tenosynovitiden der
Extensorsehnenscheiden) als auch untere Extremitaten (Zehengrund- und

Sprunggelenke, Kniegelenke) befallen. Aul3erdem kommen das Zervikal



Syndrom, eine Schadigung zentral motorischer und sensibler Bahnen,
Rheumaknoten, die Pleuritis mit Erguss. Durch eine fibrosierende Arteriolitis
oder eine monolymphozytare Alveolitis kann eine diffuse interstitielle
Lungenfibrose auftreten. Die Vaskulitis ist eine wichtige systemische
Komplikation. Auch andere Organe (Herz, Muskulatur, Auge, Niere) kbnnen
betroffen werden [50; 58].

Diagnose und Differentialdiagnosen:

Die Diagnose einer RA wird anhand der klinischen Symptomatik und
immunologischen Befunde (Rheumafaktoren, Anti-CCP-Antikérper oder MCV-
Antikorper) gestellt. Labortests und bildgebende Untersuchungen kénnen zu
der Diagnose beitragen. Das American College of Rheumatology hat Kriterien
definiert, anhand derer die Diagnhose "Rheumatoide Arthritis" gestellt werden
kann [50, 56]:

Geschwollen Serologie akute Phase | Symptomdauer | Punkte
oder Parameter
schmerzhaft
<1 (mittel)groRes | RF & ACPA CRP & BSG <6 Wochen
Gelenk negativ normal
2-10 CRP 0. BSG =6 Wochen
(mittel)groRRe erhoht
Gelenke
1-3 kleine RF oder ACPA
Gelenke niedrig positiv
4-10 kleine RF oder ACPA
Gelenke hoch positiv

>10 Gelenke; 2 1
kleines Gelenk
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Differentialdiagnosen: SLE, Sharp-Syndrom, Vaskulitiden, Hamochromatose,
Spondylarthritiden, Rheumatisches Fieber, Lyme-Arthritis, Arthritiden, M.
Behcet [50].

Therapie:

Die Behandlung ist im Frihstadium der Krankheit effizienter. Symptomen
konnen durch nichtsteroidale entziindungshemmende Medikamente und
vorubergehende Glukokortikoidbehandlung gelindert werden, aber das Risiko
einer kontinuierlichen Glukokortikoidtherapie ist signifikant. Um strukturellen
Schaden vorzubeugen, werden krankheitsmodifizierende Antirheumatika
eingesetzt. Von diesen ist Methotrexat das wirksamste und es wird gut
vertragen. In Féllen, die auf eine herkdbmmliche Behandlung nicht ansprechen,
ist es moglich, die Aktivitat von proinflammatorischen Zytokinen zu hemmen,
die eine zentrale Rolle beim Pathomechanismus der rheumatoiden Arthritis
spielen. Dafur werden Biologicals“: TNF- a-Blocker (Etanercept, Infliximab,
Adalimumab, Certolizumab-Pegol und Golimumab), IL-6-Blocker eingesetzt. Bei
einer auf ein Gelenk beschrankten Synovitis kann eine intraartikulare
Glukokortikoidinjektion verabreicht werden, in refraktaren Fallen ist eine
Synovektomie angezeigt. Die Zerstorung der Gelenke kann teilweise durch
Physikalische Therapie (wie Kryo-, Hydro- und Bewegungstherapie), Orthesen
und schlie3lich durch Operation korrigiert werden [35].

1.4 Morbus Behcet
Definition:

Beim Morbus Behcet liegt eine systemische Vaskulitis unbekannter Genese vor
mit Krankheitssymptomen an Haut und Schleimh&uten, haufigen
Augenveranderungen und Gelenkentziindungen. Zudem kénnen zerebral-
nervése Symptome, Thrombosen und gastrointestinale Affektionen auftreten
[60].
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Epidemiologie:

Diese Erkrankung kommt haufiger in Japan und in der Turkei als in Deutschland
vor. Erstmanifestation im 20. bis -40. Lebensjahr. Das Risiko bleibt bei den in

Deutschland lebenden Turken erhoht.

Atiologie und Pathogenese:

Eine genetische Disposition fur die Krankheit wird angenommen bei haufigem
Vorkommen von HLA-B5, insbesondere HLA-B51. Au3erdem ist HLA-A26 mit
der Erkrankung assoziiert. Zusatzlich gibt es Assoziationen mit Mutationen im
IL12/23-Rezeptor-Gen. Eine Beteiligung von autoinflammatorischer
Komponente wurde diskutiert. Nachgewiesen wurde die Ablagerung von
Immunglobulinen in den GefaBwéanden, ein relativer Anstieg von aktivierten T-
Lymphozyten, eine starke Produktion von TNF und IL-1 und eine Aktivierung
von neutrophilen Leukozyten. Auch virale und toxische Faktoren kdnnen in der
Atiologie eine Rolle spielen [60; 31].

Klinik:

Das klinische Bild erfasst orale Aphthen als das Hauptsymptom, gefolgt von
Hautmanifestationen (Erythema nodosum, stammbetonte erythemattse Papeln
und Pusteln), Geschwiiren im Genitalbereich und Oligoarthritis groRer Gelenke.
Gastrointestinale Manifestationen (Erbrechen, Bauchschmerzen, Blahungen,
Durchfall, Verstopfung), perforieren, arterielle, hauptsachlich pulmonale
arterielle Aneurysmen, lebensbedrohliche Blutungen, ZNS-Manifestationen und

Augenerkrankungen kommen beim schweren Verlauf vor [31].

Diagnose und Differentialdiagnosen:

Die Diagnose des Behcet-Syndroms ist in frihen und inkompletten Stadien oft

schwierig. Sie wird vor allem aufgrund klinischer Befunde gestellt. Ausschluss
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einer Virusinfektion, ophthalmologische Abklarung, Pathergie-Test und
Nachweis von HLA-B51 sind dabei wichtig.

Differentialdiagnosen: Reaktive Arthriden, Colitis ulcerosa, das Stevens-

Johnson-Syndrom, der Morbus Kawasaki, das Reiter-Syndrom [31].

Therapie:

Kortikosteroide, Colchizin, ggf. Immunsuppressiva (Azathioprin, Ciclosporin A,
Cyclophosphamid) oder ,Biologicals“ wie TNF-Blocker werden in der
medikamentdsen Therapie des Morbus Behcet eingesetzt, vor allem bei den
schwere Augenbeteiligung Adalimumab gleichrangig mit Infliximab und
Interferon-alpha empfohlen. Infliximab wird auch als Primartherapie bei ZNS-

Beteiligung empfohlen [30].

1.5 Granulomatose mit Polyangiitis (GP)
Definition:

Die Granulomatose mit Polyangiitis, friher als Morbus Wegener bezeichnet, ist
eine Erkrankung mit nekrotisierenden Granulomen des oberen und unteren
Respirationstraktes, einer fokalen Glomerulonephritis und einer
nekrotisierenden Vaskulitis. Dabei sind kleine und mittlere Gefal3e betroffen
[20].

Epidemiologie:

Die Inzidenz der GP ist steigend. Auffallend ist eine saisonale Schwankung der
Manifestationsrate mit einem Maximum in Winter. Die GP ist eine seltene
Vaskulitisform, die vor allem bei Erwachsenen mittleren Alters auftritt, leicht

gehauft bei Mannern.
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Atiologie und Pathogenese:

Die Ursache der Erkrankung ist unbekannt. Es wird aber angenommen, dass
die Atiologie autoimmun ist und durch Umweltereignisse vor dem Hintergrund
genetischer Anfalligkeit ausgel6st wird. So konnte sie evtl. durch
Staphylokokken getriggert werden. Antikorper gegen neutrophile Granulozyten
mit einem cytoplasmatischen Reaktionsmuster im Immunfluoreszenztest
(cANCA), die mit Proteinase 3 reagieren, spielen eine zentrale Rolle. Unter der
Einwirkung von Zytokinen ist die Adhasion von Neutrophilen an Endothelzellen
nach Induktion von Adh&asionsmolekilen erhdht. Aulzerdem kommt es zur
Translokation von ANCA-Zielantigenen in die Membran von Neutrophilen (mit
der Freisetzung von lysosomalen Enzymen und folgender lokalen Schadigung
des GefalRendothels), sowie zur Aktivierung von Monozyten und Endothelzellen
[20].

Klinik:

Das Syndrom umfasst die Trias einer nekrotisierenden granulomatésen
Vaskulitis des oberen Respirationstraktes (Nase, Nasennebenhothlen, Nasen-
Rachen-Raumes, aber auch der Ohren, des Kehlkopfes, der Trachea und der
Bronchien) und der Lunge (Thoraxschmerzen, Dyspnoe, anamisierenden
alveolaren Hamorrhagie), sowie einer fokalen segmentalen Glomerulonephritis.
Es sind auch limitierte Formen bekannt. Im generalisierten Stadium sind Fieber,
Ubelkeit, Gewichtsverlust, Arthralgien, Myalgien, chronische Rhinitis, renale
Beteiligung oder andere organbedrohliche Manifestationen (Exophthalmus,
Keratitis, vendser Abflussbehinderung oder lokalen nekrotisierende

Entziindungen der Konjunktiven, ulzerative Skleraveranderungen) typisch [10].

Diagnose und Differentialdiagnosen:

Fur die Diagnose der GP sind die klinische Erscheinung, eine Biopsie aus

Nasopharynx, Lunge, oder Niere, HNO-Untersuchung der Nasennebenhéhlen
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mit Biopsien der Schleimhaut sowie Laboruntersuchungen (ANCA-Antikorper),

und bildgebende Verfahren (CT, Réntgen) wichtig.

Differentialdiagnosen: Andere ANCA-positive Vaskulitiden,

Lungenerkrankungen (Tuberkulose, Malignom, Sarkoidose).

Therapie:

Die Therapie ist Stadien- und Aktivitats-orientiert. Die fur die Erkrankung
typische chronische Sinusitis kann mit Antibiotika behandelt werden.
Glukokortikoide und Methotrexat sind im lokalisierten Stadium indiziert. In der
Phase der Generalisation wird die Krankheit mit Kortikosteroiden mit
Cyclophosphamid behandelt. Unten Verwendung von Cyclophosphamid oder
,Biologicals* (Rituximab) zur Erhaltung, kénnen die Nebenwirkungen der

Therapie stark reduziert werden [19; 33].
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2 Bedeutung monoklonaler Antikdrper fir die Therapie

rheumatischer Erkrankungen
2.1 Welche monoklonalen Antikdrper gibt es

Heutzutage werden viele monoklonale Antikdrper produziert. Es werden

monoklonale Antikérper nach der Herstellungsmethode unterschieden:
* Murine Antikdrper z.B. Moronomab-CD3
* Chimare Antikorper z.B. Rituximab, Cetuximab
* Humanisierte Antikdrper z.B. Alemtuzumab, Transtuzumab [2; 3]

AulRerdem unterscheiden sich monoklonale Antikorper nach dem
Wirkungsmechanismus (z.B. Anti-TNFa-Antikérper, Anti-IL1-Antikdrper usw.).

2.2 Von den Maus-Antikdrpern bis zu humanisierten Antikérpern

In 1975 wurde von Kéhler und Milstein eine wissenschatftliche Arbeit tber eine
murine fusionierte Zelle, einem Hybridom, bestehend aus einer Antikdrper-
produzierenden B-Zelle (gewonnen aus einer Milz eines immunisierten Donors)
und einer Myelomzelle, die monoklonale Antikdrper mit einer festgelegten
Spezifizitat sezernierte, beschrieben [29]. Bei Myelomzellen handelt es sich um
maligne B-Plasmazellen, die weiterhin die Fahigkeit besitzen, Antikdrper zu
produzieren, aber durch die Entartung immortalisiert wurden [15]. Da die
Proteinstruktur von murinen Antikdrper sich von humanen Antikorpern
unterscheidet, wurden diese nach Injektion in Menschen vom Immunsystem als
korperfremd erkannt, was Immunreaktionen ausléste [43]. Die Bildung von
Mensch-Anti-Maus-Antikorpern (human-anti-mouse-antibodies, HAMA) in
Patienten, die mit murinen Antikérpern behandelt wurden, reduzierte die
therapeutische Wirksamkeit immens [43]. Daher wurden neue Strategien zur
Verringerung der Immunogenizitat von monoklonalen Antikdrpern entwickelt.
Der primére Ansatz war die Formation von chimaren Antikérpern. Hier war der

variable Teil murinen Ursprungs, der konstante Teil aber human. Bereits durch
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diese Entwicklung traten Anti-Antikorper-Bildungen signifikant weniger auf. Die
Bildung von HAMA ist jedoch nicht komplett ausgesetzt und bleibt weiterhin ein
klinisches Problem, da sie die Therapie mit chimaren monoklonalen Antikdrpern
limitiert. Um die Wahrscheinlichkeit von HAMA-Bildung weiter zu senken,
wurden humanisierte Antikorper entwickelt [43]. Die Theorie besagte, dass
wenn alle Aminosauren im Antikérper, mit Ausnahme der der ‘Complementary
Determining Region' (CDR), die fur die Epitopbindung verantwortlich ist, der
Sequenz in humanen Antikdrpern gleichen, die Immunogenitat der Antikdrper
weiter deutlich gesenkt werden kann. Obwohl humanisierte Antikbrper weniger
HAMA induzieren zeigt sich in der Praxis, dass ihre Wirksamkeit weiterhin
limitiert wird, diesmal durch die Bildung von Human-Anti-Human-Antikorpern
(HAHA). Auch die in den letzten Jahren hergestellten, vollstandigen humanen
Antikdrpern, zeigen die Induktion von HAHA in Patienten [24]. Trotz dieser
Limitationen konnten und werden Erkrankungen wie Asthma,
Autoimmunerkrankungen, Drogenabusus, Infektionen, Krebserkrankungen,
Sepsis und weitere erfolgreich mit diversen monoklonalen Antikorpern
behandelt [3; 22; 43].

2.3 Wirkungsmechanismen von monoklonalen Antikdrpern

Die von monoklonalen Antikdrpern ausgeltsten therapeutische Effekte sind
vielfaltig. Einerseits kdnnen sie direkt Uber ihre Bindung am Antigen wirken,
indirekt kénnen durch Rekrutierung anderer Effektoren weitere Mechanismen
ausgeldst werden. Zu den direkten Effekten gehoren beispielsweise die
Induktion von Apoptose oder die Inhibition von Zellproliferation Uber direkte
Rezeptorbindung [15]. Zu den indirekten Effekten gehdrt die Antikbrper-
mediierten Wirkungen des Immunsystems, zum einen die zytotoxische Effekte
via Interaktionen mit dem Komplementsystem (complement-dependent
cytotoxicity (CDC)), zum anderen die Rekrutierung von Effektorzellen (antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)), wie T-Lymphozyten, Monozyten

usw.
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Die indirekte Effekte werden Uber die am Fc-Teil des Antikorper-befindlichen

Karbohydrate aktiviert, fir die Auslésung dieser Effekte im Menschen ist der

humane IgG1-Fc-Teil am effektivsten [15; 43].

Es werden unterschieden:

Monoklonale AK als Inhibitoren von Zytokinen:

Anti-TNFa-Antikdrper (Infliximab, Adalimumab, usw.) hemmen die
Freisetzung weiterer pro-inflammatorischer Zytokine, die Aktivierung
verschiedener Zellen (Makrophagen, synovialer Fibroblasten,
Chondrozyten und Osteoklasten) und unterdriicken in Endothelzellen
die Proliferation sowie die Expression von Adhéasionsmolekilen [25]
Anti-IL1-Antikorper (wie Anakinra, Kineret), die wie Anti-TNFa-Antikdrper
auch die Induktion der verschiedenen Signalkaskaden unterdriicken
Anti-IL6-Antikorper (wie Tocilizumab), die die Aktivierung von T- und B-
Zellen sowie Osteoklasten hemmen, mit einer weiteren Rekrutierung von
immunkompententen Zellen in der entziindeten Synovialmembran
Anti-BlyS-Antikérper (wie Belimumab), die die Aktivierung von

Makrophagen und anderen Zellen der myeloiden Zellreihe blockieren.

B-Zellen als Ziel monoklonaler Antikorper:

Anti-CD20-Antikdrper (wie Rituximab), die als B-Zell-spezifisches
Oberflachenmolekil CD20 die Plasmazelldifferenzierung hemmen
konnten

Anti-CD22-Antikorper (wie Epratuzumab), die nur eine massige B-Zell-

Depletion induzieren, aber erfolgreich die B-Zell-Aktivierung hemmen.

T-Zellen als Ziel monoklonaler Antikorper:

Anti-CD4-Antikorper, die wegen der schweren Nebenwirkungen keine
Bedeutung in der Therapie von rheumatischen Erkrankungen haben
Anti-CD28-Antikorper, die wie auch die Anti-CD4-Antikdrper wegen der
schweren Nebenwirkung keinen Eingang ins therapeutische

Instrumentarium gefunden haben [66].
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2.4 Nebenwirkungen der monoklonalen Antikérper

Zu der haufigsten Nebenwirkung der monoklonalen Antikérper zahlen
allergische Reaktionen unterschiedlicher Schweregrade von Hautausschlag,
Ubelkeit, leichter Luftnot, Odem, Fieber, Kopfschmerzen bis zum
anaphylaktischen Schock. Jedoch sind auch schwerwiegende Nebenwirkungen
moglich. Im Falle von dem monoklonalen Antikorper Trastuzumab, welcher in
der Therapie von HER2-positivem Brust- und Magenkrebs eigesetzt wird, sind
diese kardiale Nebenwirkungen wie Kardiomyopathie, Herzinsuffizienz,
Perikarditis und Herzrhythmusstérungen. Andere Antikdrpertherapien bergen
Risiken wie eine erhohte Infektionsanfalligkeit, die Entwicklung einer
Autoimmunerkrankung oder eine erhdhte Wahrscheinlichkeit, ein Malignom zu
entwickeln [3; 22]. Bei einigen Antikdrpern wie Rituximab kénnte es zu
Leukencephalopathie oder sekundarem Antikdrpermangelsyndrom kommen
[65].

2.5 Bildung von Antikérpern gegen diese AK (HAMA/HAHA) und deren
Rolle

Die Bildung von HAMA (Human-Anti-Mouse-Antibodies) beruht auf einer
Antwort des menschlichen Immunsystems, die die Maus-Antikdrper als fremd
erkennt. Die HAMA-Antwort korreliert positiv zu der Therapiedauer, daher
bewirkt eine langere Therapiedauer eine zunehmende Neutralisierung der
murinen Antikorper. Dies wiederum lasst die Therapie an Wirkung verlieren.
Wissenschaftliche Fortschritte, die neue Erkenntnisse in der Antikdrperdiversitat
und rekombinanten DNS-Biotechnologie erbrachten, ermdéglichten die
Entwicklung von Antikdrpern, die schrittweise den humanen mehr &hnelten. Von
chimaren Gber humanisierten zu vollstandig humanen Antikorper reichte die
Entwicklung und mit jedem Schritt konnte die Immunogenitét verringert und
somit die Induktion von Anti-Immunglobulin-Antikérpern herabgesetzt werden.
Dies steigert die mogliche Therapiedauer mit Antikérpern gegen eine Vielzahl
von Erkrankungen, wie sie weiter oben/unten aufgelistet wurden [3; 43]. Obwohl

die Induktion von HAMA gesenkt werden konnte, zeigte sich bei den
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humanisierten Antikérpern nun das Auftreten von Human-Anti-Human-
Antikérpern (HAHA). Das menschliche Immunsystem kann gegen vollstandig
menschliche Immunglobuline Antikérper bilden. Evolutionar gesehen
entstanden Antikorper, um fremde Proteine zu markieren und somit die
Immunantwort zu erhéhen indem andere Immunsystemkomponente mit dem
Fc-Teil der Antikorper interagieren. Dies kann via eines Fc-Rezeptors auf Zellen
des Immunsystems oder durch Aktivierung des Komplementsystems
geschehen. Durch diese Mechanismen wird die Immunogenitat von
monoklonalen Antikdrpern verstarkt, sie sind aber auch die Mechanismen, die
die therapeutischen Effekte bringen, beispielsweise die Zerstérung von
Zielzellen [2; 3; 43].
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3 Fragestellung

In der Literatur wird immer wieder dartber berichtet, dass bei Patienten mit
Autoimmunerkrankungen unter Therapie mit monoklonalen Antikdrpern
Humane Anti-Maus Antikorper [HAMA] oder Humane Anti-Human-Antikorper
[HAHA]) induziert werden kdnnen. Dadurch kann es zur Neutralisierung der
therapeutischen Antikérper mit Wirkungsverlust oder sogar
Nebenwirkungsreaktionen durch die Bildung von Immunkomplexen kommen.
Es ist aber auch bekannt, dass solche HAMA/HAHA schon als nattrlich
vorkommende Antikdrper bei gesunden Probanden auftreten, d.h. ohne

Exposition von Individuen mit therapeutischen Antikdrpern [12].

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, anhand von Patienten mit

verschiedenen entzindlichen Erkrankungen aus der Rheumaambulanz der

Medizinischen Klinik Il zu Gberprifen, wie haufig solche HAMA/HAHA vor bzw.

wahrend der Gabe von therapeutischen Antikorpern sowie auch von
Immunsuppressiva sind und ob sie spezifisch gegen bestimmte Antikorper

gerichtet oder kreuzreaktiv sind.
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4 Probanden, Material und Methoden
4.1 Probandenkollektiv

Untersucht wurden Patienten aus der Rheumaambulanz der Medizinischen

Klinik Il in TUbingen (Leitung Prof. Dr. J6rg Henes)

Das Kollektiv bestand aus 270 Patienten im Alter zwischen 27 und 87 Jahren:
146 Patienten mit M. Behcet (Durchschnittsalter 43,8 Jahre), 106 Patienten mit
rheumatoider Arthritis (Durchschnittsalter 64,4 Jahre), 18 Patienten mit
Granulomatose mit Polyangiitis (Durchschnittsalter 69,5 Jahre) (Tab. 4.1.1).

Aulerdem wurden 25 gesunde Probanden als Kontrolle getestet.

Die Diagnosen waren entsprechend nationaler und internationaler Kriterien

durch Herrn Prof. Dr. J. Henes gestellt worden.

Tabelle 4.1.1 Probandenkollektiv

. Anzahl -
Diagnose Probanden Geschlecht Alter
getestet. W M Mittelwert Bereich.
M. Behcet 146 57 | 89 43,8 21-73
RA 106 74 | 32 64,4 22-87
GP 18 3 15 69,5 34-83

M. Behcet: Morbus Behcet; RA: Rheumatoide Arthritis; GP: Granulomatose mit Polyangiitis
Bereits zum Zeitpunkt der ersten serologischen Untersuchungen wurde ein Teil
der Patienten mit Immunsuppressiva (IS), monoklonalen Antikorpern oder einer
Kombination aus beiden behandelt (Tab. 4.1.2.a).

Tabelle 4.1.2.a: Uberblick Giber die Therapie bei Patienten mit verschiedenen
rheumatischen Erkrankungen

Diagnose Gesamt Therapie (Anzahl Patienten)
getestet | mit Therapie*)| Keine Therapie | Keine Angaben
M. Behcet 146 72 65 9
RA 106 69 21 16
GP 18 10 7 1
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M. Behcet: Morbus Behcet; RA: Rheumatoide Arthritis; GP: Granulomatose mit Polyangiitis

*) Immunsuppressiva, monoklonale Antikdrper oder Kombination aus Immunsuppressiva plus
monoklonalem Antikorper

Im weiteren Verlauf wurden 17 der 18 Patienten mit Granulomatose mit
Polyangiitis, 98 der 146 Patienten mit M. Behcet und 78 der 106 Patienten mit
rheumatoider Arthritis behandelt. 14 Probanden mit Granulomatose mit
Polyangiitis, 12 M. Behcet-Probanden und 11 Probanden mit rheumatoider
Arthritis erhielten eine Kombinationstherapie (monoklonaler Antikorper (AK)+
Immunsuppressive (IS)-Therapie). Vier Probanden mit M. Behcet und 10
Probanden mit RA (Rheumatoider Arthritis) bekamen nur monoklonale AK-
Therapie, wie z.B. Rituximab, Adalimumab, Alemtuzumab, Etanercept und
andere. Drei Patienten mit GP (Granulomatose mit Polyangiitis), 82 Patienten
mit M. Behcet- und 57 RA-Patienten hatten nur IS-Therapie, wie z. B.
Cyclophosphomid, Leflunomid und andere (Tab. 4.1.2.b).

Tabelle 4.1.2.b: Uberblick tiber die Therapie bei Patienten mit verschiedenen
rheumatischen Erkrankungen

Diagnose Patienten | Gesamt | Therapieformen (Anzahl Patienten)
mit Therapie| getestet | AK+IS AK-Mo. IS
M. Behcet 98 98 12 4 82
RA 78 78 11 10 57
GP 17 17 14 0 3

M. Behcet: Morbus Behcet; RA: Rheumatoide Arthritis; GP: Granulomatose mit Polyangiitis
Insgesamt standen von diesen Patienten 305 Seren zur Verfliigung, d.h. bei
einem Tell der Patienten konnten Verlaufskontrollen unter Therapie

durchgefuhrt werden.

Seren der Patienten waren fur diagnostische Zwecke oder im Rahmen von
Studien entnommen worden. Entsprechende Voten des lokalen Ethikkomitees

lagen vor.

In der Kontrollgruppe befanden sich Seren von 25 gesunden Personen
(freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Frau Prof. Dr. Dorothee Wernet,

Zentrum fur Klinische Transfusionsmedizin, Tubingen).



Alle Seren wurden bei -20°C gelagert.

4.2 Materialien
4.2.1 Antikorper und andere Chemikalien

- Monoklonaler Anti-Maus-Antikorper (ChromPure Mouse 1gG und IgM);
Jackson Immuno Resea; West Baltimore Pike; USA

- Monoklonaler Antikérper gegen Tumornekrosefaktor-a

(Adalimumab in aufbereiteter Form); AbbVie; Wiesbaden; Deutschland

- Monoklonaler Antikérper gegen B-Zellen CD20 Oberflachenmolekdl
(Rituximab, MAb Thera®); Roche; Grenzach; Deutschland

- Monoklonaler Antikdrper gegen FLT3 (freundlicherweise zur Verfliigung

gestellt von Herrn Prof. G. Jung, Institut fir Immunologie, Universitat Tubingen)

- Bispezifischer monoklonaler Antikdrper gegen CD19 (freundlicherweise zur
Verfugung gestellt von Herrn Prof. G. Jung, Institut fir Immunologie, Universitéat

Tlbingen)

- Peroxidase-conjugated anti-human IgM (1:300), Fcu Fragment Specific;

Peroxidase-konjugiert (Jackson ImmunoResearch)

- Peroxidase-conjugated anti-human IgG antibody (1:200), Fcy Fragment
Specific; (Jackson ImmunoResearch)

- Triton; X-100 SERVA; Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg; Deutschland
- 30% H,0,; Merck KGaA; Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland

- O-Phenylenediamin (Peroxidase Substrate); SIGMA-ALDRICH®; Steinheim;

Deutschland

NaCL, KH2PO4, Na2HPO4, Na2C0O3, NaHCO3, Citronensére- Monohydrat,
Natriumcitrat- Dihydrat, BSA (Bovine Serum Albumin),

4.2.2 Losungen und Pufferanséatze
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Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS-Puffer); 0,1 M; pH 7,4

KH2PO4 - 6, 81 g; M=136,09g/mol; VWR Prolabo® CHEMICALS;

Leuven; Belgium

NaCl - 43, 83 g; M=12,6g/mol; VWR Prolabo® CHEMICALS; Leuven,;

Belgium

Na2HPO4 — 44, 49 g; M=141,96g/mol; Bio Froxx GmbH; Einhausen;
Deutschland

Bicarbonatpuffer-Puffer; 0,2 M; pH-9, 6

Na2CO3 - 33, 9 g; M=105,99 g/mol; MERCK Chemicals GmbH;
Darmstadt; Deutschland

NaHCO3 -57,12 g; M=84,01 g/mol; MERCK Chemicals GmbH,;
Darmstadt; Deutschland

Citratpuffer; 0,2 M; pH-5,0

Citronensare- Monohydrat — 25, 20 g; M=210,14 g/mol; EMSURE®;
VWR International; Wien; Osterreich

Natriumcitrat- Dihydrat — 82, 36 g; M=294,10 g/mol; MERCK Chemicals
GmbH; Darmstadt; Deutschland

Waschpuffer 1
3,5 | PBS-Puffer

17,5 g BSA (Bovine Serum Albumin) 0,005%; PAN BIOTECH,;
Aidenbach; Deutschland

Waschpuffer 2

25



+ 5| PBS-Puffer
« 25gBSA

10 ml Triton

* Substrat Losung
* -66 pl 30% Hydrogen Peroxide
* 100 mg O-Phenylenediamine

« 200 ml Citratpuffer, pH 5,0

* Serumverdinnungspuffer

* 1,5L PBS-Puffer

« 1-2 groRRe Spatel BSA (Bovines Serum Albumin)
* 1,2 ml Triton X 100

4.2.3 Verbrauchsmaterialien

ELISA-Platten; Maxi-Sorb 96 Well; Nunc; Nunc&Co; Wiesbaden; Deutschland
Deep-Wellen-Platten; SARSTEDT

Einmalklvette

Eppendorf-Tubes

Eppendorf Hutchen ohne/ mit Decke (200 ml)

Eppendorf Reference

Misch- und Messkolben (50-500 ml); Hirschmann Techcolor Germany 100-
1000ml

Pipettier Reservoir

Pipetten Spitzen; BIOHINT, EPPENDORF, SARSTEDT
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Reagenz Glaser

Rohrchen Stander

Trichter

4.2.4 Geréate

ELISA-Reader; TECAN, PC LG FLATRON
Einzelschritte Pipette (10-1000 ml);
12-Kanal-Pipetten (25-250 ml); BIOHT
8-Kanal-Pipette (25-250 ml); BIOHT
Feinwaage; Kern ALT 220-5DAM
Elektrowaage; Sartorius

Tischwaage

Magnet Schittler; Haberle IKA C-MAG MS7, Heidolph MR Hei-Standard

PH-Messer; pHenomenal

4.3 Methoden
Herstellung der Antigene
4.3.1. Herstellung der Fab2-Fragmente

Manchmal ist es niitzlich, die Aktivitat eines Teils eines Immunglobulins zu
untersuchen oder zu nutzen, ohne von anderen Teilen des Molekils gestért zu
werden. Es ist moglich, das Immunglobulinmolekil selektiv in Fragmente zu
spalten, die diskrete Eigenschaften aufweisen. Die Antikbrperfragmentierung
wird unter Verwendung von Reduktionsmitteln und Proteasen erreicht, die
bestimmte Teile der Immunglobulinproteinstruktur verdauen oder spalten.
Obwohl eine Fragmentierung aller Immunglobulinklassen mdglich ist, sind nur
Verfahren zur Fragmentierung von Maus-, Kaninchen- und humanem IgG und

IgM gut charakterisiert worden.
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Herstellung der Fab2-Fragmente aus IgG

Die Grundstruktur ist bei allen Antikérpern identisch. Zwei identische schwere
Ketten sind mit zwei identischen leichten Ketten vom k oder A-Typ durch
kovalente Disulfidbriicken verbunden. Der Leichtkettentyp unterscheiden sich in
ihrer Gelenkregion und werden abhangig von Organismus und Immunglobulin-
Subklasse eingebaut. Die schweren Ketten sind in ihren ersten beiden
konstanten Domé&nen miteinander verbunden und bilden hier den Fc-Teil
(Fragment constant; konstantes Fragment). Eine weitere konstante und eine
variable Domane sind jeweils mit einer leichten Kette verbunden, die ebenfalls
aus einer konstanten und einer variablen Doméane bestehen, somit wird
insgesamt die Ypsilon-férmige Struktur gebildet. Die verbundenen Domé&nen
der schweren und kurzen Ketten bilden die zwei Fab-Teile (Fragment antigen-
binding; antigen-bindendes Fragment), die enzymatisch mittels Papain im
darunterliegenden Bereich abgespalten werden kdnnen [15]. Papain spaltet Fc
oberhalb der Disulfidbriicken beider schwerer Ketten zueinander. Man erhalt
zwei Fab-Fragmente und ein vollstandiges Fragment Fc [26]. Papain kann
jedoch auch zur Erzeugung von Fab2 -Fragmenten verwendet werden. Um
Fab2 -Fragmente herzustellen, wird das Papain zuerst mit 10 mM Cystein
aktiviert. Das Uberschiissige Cystein wird dann durch Gelfiltration entfernt.
Wenn wahrend der Papainverdauung kein Cystein vorhanden ist, kbnnen Fab2
-Fragmente erzeugt werden. Pepsin ist eine unspezifische Endopeptidase, die
nur bei saurem pH aktiv ist. Bei neutralem oder alkalischem pH wird es
irreversibel denaturiert. Pepsin im Gegensatz zu Papain spaltet unterhalb der
Disulfidbricken. Dabei bleibt die Gelenkregion zwischen beiden Fab-
Fragmenten (Fab2 -Fragment) erhalten. Zusatzlich entstehen zahlreiche kleine
Peptide des Fc-Teils. Das resultierende Fab2 -Fragment besteht aus zwei mit
Disulfid verbundenen Fab-Einheiten. Das Fc-Fragment wird stark abgebaut und
seine kleinen Fragmente kdénnen durch Dialyse, Gelfiltration oder

lonenaustauschchromatographie von Fab2 getrennt werden. (Abb. 4.3.1).
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Abbildung 4.3.1 Antikorper-lgG-Struktur und Spaltstellen fir die Fragmentierung

4.3.2 Nachweis von HAMA/HAHA mittels ELISA

Das Prinzip des ,Enzyme Linked Immunosorbent Assay‘ (ELISA) ist die
chemische Kopplung eines Enzymes mit einem Antikdrper oder Antigen. Bei
den meisten heute durchgefihrten ELISAs wird ein Antigen an eine Festphase
gebunden, mit Patientenserum inkubiert und die Anlagerung eines markierten
Anti-Human-Antikorpers getestet. Die Antikérper-Bindung wird dann mit Hilfe
einer enzymatischen Reaktion, die ein farbloses Substrat in ein farbiges
Produkt umwandelt, dargestellt. Schlief3lich wird die Extinktion mit einem
Photometer (ELISA READER) bestimmit.

Durchfihrung des ELISA
Tag 1.

* Herstellen der Antigenverdiinnung: Testantigene (1:100 Maus-Fab2-
Fragment; 1:100 FLT3-Fab2-Fragment; 1:100 Adalimumab-Fab2-
Fragment; 1:100 Rituximab-Fab2-Fragment und 1:100 CD19- Fab2-
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Tag 2:

Fragment) mit 25ml Bicarbonatpuffer-Puffer verdiinnen. Dann
Beschichten der ELISA-Platten mit 100ul Antigensuspension pro Well,
Inkubation der Platten fur ca. 16 h bei 4°C. Die optimalen
Konzentrationen der Fab2-Fragmente fur die Beschichtung der ELISA-
Platten sowie die optimale Serumverdinnung waren in Vorversuchen
freundlicherweise von Frau Sandra Plankenhorn, Immunpathologisches

Labor, evaluiert worden [18]

Herstellen der Serumverdinnung: Endverdinnung 1:5000 mit

Serumverdinnungspuffer
Ansetzen von Waschpuffer 1

Uber Nacht im Kiihlschrank aufbewahren: soll kiihl verwendet werden.

Nunc-Platten in Waschpuffer 1 waschen und mindestens 15 Minuten
inkubieren lassen. Danach Platten griindlich auf Zellstoff ausklopfen und
die Serumendverdinnung hinein pipettieren (je 100 pl
Serumendverdinnung in die Platte). Dann Serumendverdinnung 90

Minuten bei Raumtemperatur in den Platten inkubieren lassen.
Waschen der Platten (3mal) in Waschpuffer 2

Die als sekundare Antikorper verwendeten Peroxidase-konjugierten anti

human-Antikorper wurden in Waschpuffer 2 verdinnt: Anti-lgG-AK
1:3000, anti-lgM-AK 1:2000. Zugabe zu den Platten (100 pl/well) fir 60
min bei Raumtemperatur. Nunc-Platten in Waschpuffer 2 waschen und

mindestens 15 Minuten inkubieren lassen

Nunc-Platten gut ausklopfen und 150 ul Substrat/Well hinein pipettieren.
Die ablaufende Reaktion wird durch einen gelben Farbumschlag in den

positiven Wells sichtbar

Sind die bekannten und angestrebten Kontrollwerte erreicht, wird die Reaktion

mit 50ul Schwefelsaure (25%) /Well abgestoppt. Positive und negative
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Kontrollen wurden zur Gewahrung der Vergleichbarkeit eingesetzt. Die

Absorptionswerte (AO) der Kontrollen wurden in Vorversuchen festgelegt [28].

* Auswerten der Platten mit dem Programm Magellan am ELISA-Reader
(Messwellenlange: 450 nm; Referenzwellenlange: 620 nm). Die Werte

der Probanden werden auf die Kontrollseren bezogen

Zur Definition des Normbereiches wurden Seren von 25 gesunden
Blutspendern getestet. Mittelwerte der Absorptionen plus zwei- bzw. dreifache

Standardabweichung gelten als schwach positiv bzw. positiv.
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5 Ergebnisse

5.1 Reaktivitat von Antikdrpern gegen monoklonale Antikérper (Human-
Anti-Mouse-Antibodies, (HAMA); Human-Anti-Human-Antibodies (HAHA))
in Seren von Probanden mit verschiedenen Erkrankungen zum Zeitpunkt

der ersten serologischen Untersuchungen

Wie in Tabelle 5.1.a und b dargestellt, zeigten Seren von Patienten mit
Granulomatose mit Polyangiitis (GP) und M. Behcet eine signifikant hohere 1gG-
Reaktivitat gegen den Anti-Maus-1gG-Antikorper (AK) sowie gegen den Anti-
FLT3-Antikorper (AK) als gesunde Probanden. Wie aus Abbildungen 5.1.1-5.1.5
ersichtlich ist, wurde in der Patientengruppe mit GP im Vergleich zu gesunden
Probanden eine signifikant erhohte Rituximab- und Adalimumab-lgG Reaktivitat
festgestellt. In der Patientengruppe mit RA war die IgG-Reaktivitat gegen CD19-
Antikdrper signifikant gegeniber den anderen Testgruppen erhdht. Mit
Ausnahme von Adalimumab zeigte sich gegen alle getesteten Antikdrper eine
nicht-signifikante/signifikante erhdhte IgG-Reaktivitat in RA Patienten im
Vergleich zu anderen Probanden. Im Gegensatz war die IgM-Reaktivitat in RA
Patienten signifikant verringert, in den anderen Patientengruppen nicht
verandert, wenn verglichen mit den gesunden Probanden (Tab. 5.1.c; Abb.
5.1.6.-5.1.10).

Tabelle 5.1.a: IgG-Reaktivitat von Seren von Probanden mit verschiedenen

Erkrankungen und gesunden Kontrollen gegen verschiedene monoklonale
Antikdrper*)

IgG-Antikdrper gegen (Absorptionswerte x 1000)
Anti-
Antimaus- FLT3- Anti-
AK Rituximab | Adalimumab| AK CD19-AK
M. Behcet |MW 804,95 520,31 495,08| 619,28 516,94
n=146 SD 296,63 246,72 278,48 | 240,95 270,13
RA MW 328,06 549 623,18 4742 721,16
n=106 SD 203,99 305,04 316,23 | 293,66 338
GP MW 984,46 619,4 657,8| 642,66 556,46
n=18 SD 210,52 525,25 263,03 | 212,58 276,75
Gesunde |MW 598,66 383,91 438,16| 410,91 480,41
n=25 SD 335,19 308,19 311,28 | 261,86 372,35
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*) Seren zum Zeitpunkt der ersten serologischen Untersuchungen

MW-Mittelwert SD=Standardabweichung

Tabelle 5.1.b: Statistische Signifikanzen (p-Werte) der IgG-Reaktivitat von
Probanden (Tab. 5.1.a)

IgG-Reaktivitat gegen Anti-Maus-Antikorper
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,039 0,000 | 0,023
RA 0,000 0,000 - 0,013
GP 0,039 - 0,000 | 0,001
Gesunde 0,023 0,001 0,013 B
IgG-Reaktivitat gegen Rituximab
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,129 0,920 | 0,060
RA 0,920 0,143 - 0,060
GP 0,129 - 0,143| 0,037
Gesunde 0,060 0,037 0,060 -
IgG-Reaktivitat gegen Adalimumab
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,026 0,009| 0,401
RA 0,009 0,412 - 0,064
GP 0,026 - 0,412| 0,041
Gesunde 0,401 0,041 0,064 -
IgG-Reaktivitat gegen Anti-FLT3-Antikdrper
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,377 0,000| 0,014
RA 0,000 0,007 - 0,560
GP 0,377 - 0,007 | 0,037
Gesunde 0,014 0,037 0,560 -
lgG-Reaktivitat gegen-Anti-CD19-Antikorper
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet 0,268 - 0,234| 0,297
RA 0,000 0,234 - 0,032
GP - 0,268 0,000 | 0,509
Gesunde 0,509 0,297 0,032 -

Tabelle 5.1.c: IgM-Reaktivitat von Seren von Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen und gesunden Kontrollen gegen verschiedene monoklonale
Antikorper*)

IgM-Antik6érper gegen (Absorptionswerte x 1000)
Anti- Anti-
Antimaus- FLT3- | CD19-
AK Rituximab | Adalimumab AK AK
M. Behcet |MW| 627,49 589,3 609,92 644,58 | 609,16
n=146 SD 331,73 304,24 319,16 320,18 | 303,45
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RA MW | 438,74 428,28 418,74 408,5 | 421,35
n=106 SD 253,5 249 266,93 228,94 | 254,7
GP MW| 617,13 645,33 566,06 635,6 | 5354
n=18 SD 344,76 374,49 408,42 380,24 | 350,81
Gesunde |MW/| 735,16 637,83 536,83 610,08 | 591,75
n=25 SD 262,48 242,68 215,88 248,72 | 266,75

*) Seren zum Zeitpunkt den ersten serologischen Untersuchungen

Tabelle 5.1.d: Statistische Signifikanzen (p-Werte) der IgM-Reaktivitat (Tab.

5.1.c)
IgM-Reaktivitat gegen Anti-Maus-Antikdrper
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,901 0,000 | 0,147
RA 0,000 0,031 - 0,001
GP 0,901 - 0,031| 0,373
Gesunde 0,147 0,373 0,001 -
IgM-Reaktivitéat gegen Rituximab
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,768 0,000, 0,438
RA 0,000 0,024 - 0,009
GP 0,768 - 0,024 | 0,905
Gesunde 0,438 0,905 0,009 -
IgM-Reaktivitdt gegen Adalimumab
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,496 0,000 | 0,518
RA 0,000 0,259 - 0,033
GP 0,496 - 0,259 | 0,981
Gesunde 0,518 0,981 0,033 -
IgM-Reaktivitat gegen Anti-FLT3-Antikdrper
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,772 0,000 | 0,749
RA 0,000 0,028 - 0,005
GP 0,772 - 0,028 | 0,943
Gesunde 0,749 0,943 0,005 -
IgM-Reaktivitdt gegen Anti-CD19-Antikdrper
M. Behcet GP RA | Gesunde
M. Behcet - 0,317 0,000 | 0,850
RA 0,000 0,350 - 0,025
GP 0,317 - 0,350 | 0,548
Gesunde 0,850 0,548 0,025 -
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Abb. 5.1.1 IgG-Reaktivitéat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Anti-Maus-Antikérpern (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten
serologischen Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.b).
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Abb. 5.1.2 IgG-Reaktivitat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Rituximab (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten serologischen
Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.b)
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Abb. 5.1.3 IgG-Reaktivitéat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Adalimumab (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten serologischen
Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.b)
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Abb. 5.1.4 IgG-Reaktivitét von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Anti-FLT3-Antikdrpern (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten
serologischen Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.b).
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Abb. 5.1.5 IgG-Reaktivitéat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Anti-CD19-Antikdrpern (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten
serologischen Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.b).
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Abb. 5.1.6 IgM-Reaktivitat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Anti-Maus Antikdrpern (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten
serologischen Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.d).
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Abb. 5.1.7 IgM-Reaktivitat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Rituximab (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten serologischen
Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.d).
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Abb. 5.1.8 IgM-Reaktivitat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und

gesunden Kontrollen mit Adalimumab (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten serologischen

Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.d).
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Abb. 5.1.9 IgM-Reaktivitat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Anti-FLT3-Antikdrpern (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten
serologischen Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.d).
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Abb. 5.1.10 IgM-Reaktivitat von Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen und
gesunden Kontrollen mit Anti-CD19-Antikérpern (Serumproben zum Zeitpunkt der ersten
serologischen Untersuchungen; Signifikanzen s. Tab. 5.1.d).

5.2 Haufigkeit von Antikérpern gegen monoklonale Antikérper (Human-
Anti-Mouse-Antibodies, (HAMA); Human-Anti-Human-Antibodies (HAHA))
in Seren von Probanden mit verschiedenen Erkrankungen zum Zeitpunkt
der ersten serologischen Untersuchungen
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Wie in Tabelle 5.2.1 dargestellt, wurden selbst bei den nicht-therapierten
Patienten mit M. Behcet und GP — nicht jedoch bei den RA-Patienten -
Antikorper gegen den Maus-Antikorper in einem hohen Prozentsatz (bis zu
100%) gefunden. Auch AK gegen die monoklonalen Human-AK waren am
haufigsten bei untherapierten Patienten mit GP zu beobachten. Therapierte
Patienten mit GP hatten seltener - insbesondere IgM-AK — als untherapierte
Patienten, therapierte Patienten mit M. Behcet hatten dagegen eher haufiger
HAMA als untherapierte Patienten, wahrend bei den RA-Patienten kein
wesentlicher Unterschied zwischen therapierten und untherapierten Patienten

zu erkennen war.

Tabelle 5.2.1: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom 1gG und IgM-Typ bei den
Probanden zum Zeitpunkt der ersten serologischen Untersuchungen

% AntikOrper positiv gegen
Anti- Anti-
Anzahl Maus- | Rituxima | Adalimuma | Anti- CD19-
getestete Ak b b FLT3-Ak Ak
Probande lg lg | lg | 1g | Ig
n QG| M |IgG|IgM| IgG | IgM | G | M | G | M
M.
Behcet
Gesamt 146
mit Th. 72 68 29| 69 | 22 | 39 32 |54 |28 |42 | 35
keine Th. 65 77 | 21| 38 | 29 | 18 31 (40|23 |31 29
keine
Ang. 9 O |44 | 78 | 33 | 11 33 (33|44 44| O
RA
Gesamt 106
mit Th. 69 4 | 4 | 35| 7 19 6 12| 6 (38| 4
keine Th. 21 5114 | 38 | 9 19 14 |14 | 9 | 38| 14
keine
Ang. 16 19| 0 | 44| O 31 12 |19 0 |44 | O
GP
Gesamt 18
mit Th. 10 80|10 | 80 | 10 | 60 10 | 70| 10 | 40 | 10
10
keine Th. 7 O |43 | 57 | 57 | 57 71 |71 |57 |43 | 43
keine
Ang. 1 00 0 0 0 0 O] 00| O

40



Gesund
e

Gesamt 25 20 [ 24 ] 20 | 20 | 16 8 2012 116 | 12
Diese Analysen wurden zu einem spateren Zeitpunkt wiederholt, als mehr
Patienten unter Therapie standen. Auch hier zeigt sich, dass Seren von M.
Behcet-Patienten ohne Therapie eher seltener AK aufweisen als Seren von
Patienten mit Therapie, wahrend Patienten mit RA ohne Therapie haufiger
HAMA/HAHA hatten als Patienten mit Therapie (Tab. 5.2.2).

Tabelle 5.2.2: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgG und IgM-Typ bei den
Probanden zum Zeitpunkt der zweiten serologischen Untersuchungen
% AntikOrper positiv gegen
Anti-
Anzahl Anti- Anti- CD19-
getestete | Maus-Ak | Rituximab | Adalimumab | FLT3-Ak Ak
Probanden |IgG [IgM | IgG | IgM | 1gG | IgM [1gG |IgM |1gG | IgM

M.

Behcet

Gesamt 146

mit Th. 98 79 124 | 62 | 22 | 35 31 | 53|24 |41 ] 36

keine

Th. 39 56 |28 | 36 | 33 | 15 33 33|28 |26 |23

keine

Ang. 9 0 |44 | 78 | 33 | 11 33 |33[44 (44| 0

RA

Gesamt 106

mit Th. 78 51413 ]| 6 18 5 11| 5 |37 5

keine

Th. 12 0 |25]42 | 17 | 25 25 |17 |17 |42 | 17

keine

Ang. 16 19, 0 144 ] O 31 12 {191 0 |44 | O

GP

Gesamt 18

mit Th. 17 88123 | 71 |29 | 59 35 | 7129|4123

keine

Th. 0

keine

Ang. 1 00 0 0 0 0 O] 0]O0O0]O
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5.3 Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgG und IgM Typ in Seren von
Probanden vor und unter Therapie

Vergleicht man die Haufigkeit der HAMA/HAHA bei Patienten, die im weiteren
Verlauf therapiert wurden (Kapitel 4, Tab. 4.1.2), vor und unter Therapie und
unabhangig von der Therapieform, findet sich bei allen drei
Erkrankungsgruppen — M. Behcet, RA, GP - keine signifikante Beeinflussung
der 1gG-AK Haufigkeit durch die Therapie (Tab. 5.3.1); die Haufigkeit der IgM-
AK nahm insbesondere bei den Patienten mit GP leicht ab (Tab. 5.3.2). Die
Unterschiede waren aber fur alle Gruppen nicht signifikant.

Tabelle 5.3.1: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgG Typ in Seren von Patienten

mit unterschiedlichen Erkrankungen vor und unter Therapie unabhangig von der
Therapieform

Anzahl _ % Antikorper positiv gegen _
Anti- N . Anti- | Anti-
getestete Rituxi- | Adalimu-
Patienten | M3YS™ | map mab | LT3 | CDLo-
Ak Ak Ak
M. Behcet
vor Th. 98 67 61 34 52 41
unter Th. 98 66 52 33 52 38
RA
vor Th. 78 9 35 18 11 37
unter Th. 78 1 29 20 10 33
GP
vor Th. 17 88 74 52 71 49
unter Th. 17 76 65 41 59 33

Tabelle 5.3.2: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgM Typ in Seren von Patienten
mit unterschiedlichen Erkrankungen vor und unter Therapie unabh&ngig von der
Therapieform

Anzahl _ % Antikdrper positiv gegen _
getestete ANt | piuxi- | Adalimy- | ANt | Ant-
Patienten | MaUS” | map | mab FLT3- | CD19-
Ak Ak Ak
M. Behcet
vor Th. 98 23 20 29 23 35
unter Th. 98 29 24 33 25 26
RA
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vor Th. 78 4 6 5 5 5
unter Th. 78 3 9 1 5 5
GP

vor Th. 17 23 29 35 29 23
unter Th. 17 12 12 12 6 12

In einem weiteren Schritt wurde das Verhalten der HAMA/HAHA unter den
verschiedenen Therapieformen betrachtet. Aber auch diese differenzierte
Analyse ergibt, dass weder Therapie mit einem monoklonalen Antikorper allein
noch in Kombination mit Immunsuppressiva oder immunsuppressive Therapie
alleine den Nachweis von HAMA/HAHA bei allen drei Patientengruppen
wesentlich beeinflusst. Lediglich bei Patienten mit M. Behcet nahm unter
Kombinationstherapie 1S+ monoklonaler AK die Haufigkeit der IgG-AK unter
Rituximab ab, der Unterschied gegentber vor der Therapie war mit p=0.09 aber
nicht statistisch signifikant (Tab. 5.3.3-5.3.4). Hervorzuheben ist, dass
insbesondere unter Therapie mit monoklonalen Antikérpern die HAMA/HAHA
bei keiner der Erkrankungen zunahm.

Tabelle 5.3.3: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgG Typ bei 98 Patienten mit M.

Behcet vor und unter Therapie in Abhangigkeit von der Therapieform (mit
monoklonalem AK, IS oder monoklonalem AK+ IS)

Anzahl IgG-Antikérper positiv gegen
Anzahl - - .
getestete ANt~ pituxi- | Adalimu- | A8~ | Anti-
Patienten | M2US" | mab mab | FLT3- |CD19-
Ak Ak Ak
Monoklonaler
AK+IS
vor Therapie 12 6 9 3 4 5
unter Therapie 12 7 4 3 5 3
Immunsuppressiva
vor Therapie 82 60 48 30 45 33
unter Therapie 82 58 43 29 46 32
Monoklonaler AK
vor Therapie 4 0 3 0 2 2
unter Therapie 4 0 4 1 0 2

Tabelle 5.3.4: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgM Typ bei 98 Patienten mit M.
Behcet vor und unter Therapie in Abhangigkeit von der Therapieform (mit
monoklonalem AK, IS oder monoklonalem AK+ |IS)
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Anzahl IgM-Antikdrper positiv gegen
Anzahl - - .
getestete AU~ pituxi- | Adalimu- | 20| Ant-
Patienten | M2US" | map mab | FbT3- | CD19-
Ak Ak Ak
Monoklonaler
AK+IS
vor Therapie 12 3 1 1 1 6
unter Therapie 12 3 2 2 1 3
Immunsuppressiva
vor Therapie 82 19 18 23 20 26
unter Therapie 82 24 22 28 23 22
Monoklonaler AK
vor Therapie 4 1 1 4 2 2
unter Therapie 4 1 0 2 1 1

Tabelle 5.3.5: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgG Typ bei 78 Patienten mit
RA vor und unter Therapie in Abhangigkeit von der Therapieform (mit
monoklonalem AK, IS oder monoklonalem AK+IS)

Anzahl IgG-Antikdrper positiv gegen
Anzahl Anti- Anti- | Anti-
getestete Rituxi- | Adalimu-
Patienten | M2US” | map [ mab FLT3-) CD19-
Ak Ak Ak
Monoklonaler
AK+IS
vor Therapie 11 3 4 3 3 4
unter Therapie 11 0 3 3 1 4
Immunsuppressiva
vor Therapie 57 1 19 10 5 22
unter Therapie 57 1 18 12 6 20
Monoklonaler AK
Vor Therapie 10 0 4 1 1 3
unter Therapie 10 0 2 1 1 2

Tabelle 5.3.6: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgM Typ bei 78 Patienten mit
RA vor und unter Therapie in Abhangigkeit von der Therapieform (mit
monoklonalem AK, IS oder monoklonalem AK+IS)

Anzahl

Anzahl IgM-Antikérper positiv gegen

getestete f‘/gts_ Rituxi- | Adalimu- | Anti- érgllg
Patienten Ak mab |[mab FLT3-Ak Ak
Monoklonaler
AK+IS
vor Therapie 11 0 1 0 1 0
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unter Therapie 11 0 1 0 1 0
Immunsuppressiva
vor Therapie 57 2 3 4 3 3
unter Therapie 57 1 5 1 3 2
Monoklonaler AK
vor Therapie 10 1 1 0 0 1
unter Therapie 10 1 1 0 0 2

Tabelle 5.3.7: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgG Typ bei 17 Patienten mit
GP vor unter Therapie in Anhangigkeit von der Therapieform (mit
monoklonalem AK, IS oder monoklonalem AK+IS)

Anzahl IgG-Antikdrper positiv gegen
Anzahl - . .
getestete ANt pixi- | Adalimu- | ANU- - |Ant-
Patienten | MY map [ mab FLT3- | CD19-
Ak Ak Ak
Monoklonaler
AK+IS
vor Therapie 14 13 11 7 10 6
unter Therapie 14 11 9 5 8 5
Immunsuppressiva
vor Therapie 3 2 2 2 2 1
unter Therapie 3 2 2 2 2 1
Monoklonaler AK
vor Therapie 0
unter Therapie 0

Tabelle 5.3.8: Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgM Typ bei 17 Patienten mit
GP vor und unter Therapie in Anhangigkeit von der Therapieform (mit
monoklonalem AK, IS oder monoklonalem AK+IS)

Anzahl IgM-Antikorper positiv gegen
Anzahl - - .
getestete ANt | pituxi- | Adalimy- [ANU- - JAnt-
Patienten | MU | mab  [mab FLT3- | CD19-
Ak Ak Ak
Monoklonaler
AK+IS
vor Therapie 14 4 4 5 4 4
unter Therapie 14 2 2 2 1 2
Immunsuppressiva
vor Therapie 3 0 1 1 1 0
unter Therapie 3 0 0 0 0 0
Monoklonaler AK
vor Therapie 0
unter Therapie 0
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5.4 Beeinflussung des Verlaufs der HAMA/HAHA vom IgG- und IgM Typ
bei Patienten mit verschiedenen Erkrankungen durch die spezifischen

Antikorpertherapien

Betrachtet man die unterschiedlichen Therapieformen wird ersichtlich, dass

unabhéngig von der Patientengruppe die Haufigkeit des Auftretens von Anti-

Rituximab-1gG-AK unter Therapie mit Rituximab abnimmt (statistisch nicht

signifikant am ehesten bei niedrigen Patientenzahlen). Hingegen nimmt bei

allen drei Patientengruppen das Auftreten von Anti-Adalimumab-Antikorpern

vom IgG- und IgM-Typ unter Adalimumabtherapie eher zu. Therapie mit

anderen Antikorpern fiihrte zu unterschiedlichem Verhalten der

Antikdrperverlaufe (Tab. 5.4.1-5.4.2) Lediglich die Therapie mit Canakimumab

fuhrte bei Patienten mit M. Behcet zu einer Reduktion der AK gegen Rituximab.

Tabelle 5.4.1: Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG Typ unter verschiedenen
Antikdrpertherapien bei Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen

Antikdrpertherapie | Patienten Anzahl Antikdrper positiv gegen
mit Anti- Anti- | Anti-
Gaben |Maus- FLT3-|CD19-
gesamt Ak |Rituximab | Adalimumab| Ak Ak
M. Behcet
Rituximab 1
Vor Therapie 1 1 0 0 0
1 Gabe 1 0 0 0 0
letzte Gabe 1 0 0 0 0
Adalimumab 3
Vor Therapie 1 1 1 1 1
1 Gabe 1 2 2 3 2
letzte Gabe 1 2 2 3 2
Alentuzumab 0
Infliximab 4
Vor Therapie 2 1 0 1 1
1 Gabe 2 3 0 0 1
letzte Gabe 2 3 0 0 1
Etanercept 0
Anakinra 1
Vor Therapie 1 1 1 1 1
1 Gabe 1 1 0 1 1
letzte Gabe 1 1 0 1 1
Tocilizumab 0
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Canakimumab 5

Vor Therapie 2 5 1 2 2

1 Gabe 2 2 1 1 1

Letzte Gabe 2 2 1 1 1
Certolizumab 0

RA

Rituximab 5

Vor Therapie 1 2 0 1 1

1 Gabe 0 0 0 0 0

letzte Gabe 0 0 0 0 0
Adalimumab 6

Vor Therapie 0 2 2 0 2

1 Gabe 0 3 2 1 3

letzte Gabe 0 3 2 1 3
Alentuzumab 0
Infliximab 0
Etanercept 6

Vor Therapie 0 3 2 3 3

1 Gabe 0 3 3 2 3

letzte Gabe 0 3 3 2 3
Anakinra 0
Tocilizumab 0
Canakimumab 0
Certolizumab 1

Vor Therapie 0 0 0 0 0

1 Gabe 0 0 0 0 0

letzte Gabe 0 0 0 0 0

GP

Rituximab 10

Vor Therapie 9 7 5 5 4

1 Gabe 7 7 5 3 3

letzte Gabe 6 5 4 5 2
Adalimumab 3

Vor Therapie 2 1 1 2 1

1 Gabe 2 1 1 2 2

letzte Gabe 2 1 1 1 1
Alentuzumab 1

Vor Therapie 0 0 0 0 0

1 Gabe 0 0 0 0 0

letzte Gabe 0 0 0 0 0
Infliximab 2

Vor Therapie 2 1 1 1 1

1 Gabe 1 1 1 1 1

letzte Gabe 1 1 1 1 1
Etanercept 1

Vor Therapie 1 1 1 1 1
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1 Gabe 1 1 1 1 1
letzte Gabe 1 1 1 1 1
Anakinra 0
Tocilizumab 0
Canakimumab 0
Certolizumab 0
Tabelle 5.4.2: Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM Typ unter verschiedenen
Antikdrpertherapien bei Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen
Antikorpertherapie | Patienten Anzahl Antikérper positiv gegen
mit Anti- Anti- | Anti-
Gaben |Maus- FLT3-|CD19-
gesamt Ak |Rituximab | Adalimumab| Ak Ak
M. Behcet
Rituximab 1
Vor Therapie 1 0 1 1 1
1 Gabe 0 0 0 0 0
letzte Gabe 0 0 0 0 0
Adalimumab 3
Vor Therapie 0 0 0 0 0
1 Gabe 2 2 3 2 0
letzte Gabe 2 2 3 2 0
Alentuzumab 0
Infliximab 4
Vor Therapie 2 1 2 1 3
1 Gabe 3 0 0 1 3
letzte Gabe 3 0 0 1 3
Etanercept 0
Anakinra 1
Vor Therapie 0 0 0 0 1
1 Gabe 1 0 1 1 0
letzte Gabe 1 0 1 1 0
Tocilizumab 0
Canakimumab 5
Vor Therapie 1 1 2 1 2
1 Gabe 2 1 1 1 1
letzte Gabe 2 1 1 1 1
Certolizumab 0
RA
Rituximab 5
Vor Therapie 1 2 0 1 0
1 Gabe 0 0 0 0 1
letzte Gabe 0 0 0 0 1
Adalimumab 6
Vor Therapie 0 0 0 0 0
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5.5 Reaktivitat der Antikorper
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In diesem Kapitel wurde die IgG und IgM Antikdrper Reaktivitat gegeniber Anti-
Maus-Antikorpern, Rituximab, Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-

Antikorpern bei den Patienten vor und unter monoklonaler AK-Therapie sowohl
in Form einer Mono- als auch einer Kombinationstherapie (monoklonale AK+IS-

Therapie) bestimmt.

5.5.1 Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG und IgM Typ bei
Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen unter Antikdrper-

Monotherapie

Es lasst sich feststellen, dass die HAMA/HAHA-Reaktivitat sowohl vom 1gG Typ
als auch von IgM Typ (MW von Anti-Maus-Antikorper, Antikdrper gegen
Rituximab, Adalimumab, FLT3 und CD19) bei den RA Patienten unter
Rituximab-Monotherapie gesunken ist (Abb. 5.5.1.a-5.5.1.b).

1200
1000
800
600

400

Absorption x 1000

200

vor Gabe Gabe

EMW IgG mSBIgG mn=3

Abbildung 5.5.1.a: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG Typ (MW) unter Rituximab-
Monotherapie bei den RA Patienten*)

*) MW aus der Reaktivitéat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikérpern
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Abbildung 5.5.1.b: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM Typ (MW) unter Rituximab-
Monotherapie bei den RA Patienten*)

*) MW aus der Reaktivitéat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikérpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikdrpern

Einen anderen Verlauf zeigte die Antikorper-Reaktivitat bei den M. Behcet
Patienten unter Canakimumab-Monotherapie: Direkt nach der Antikbrpergabe
fiel zuerst die HAMA/HAHA-Reaktivitdt vom IgG Typ ab, stieg dann wieder an
und blieb im weiteren Verlauf fast unverandert. HAMA/HAHA vom IgM Typ

fielen nach der Antikérpergabe und 3 Monaten danach ab und stiegen dann
wieder an (Abb.5.5.1¢-5.5.1.d).
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Abbildung 5.5.1.c: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG Typ (MW) unter Canakimumab-
Monotherapie bei den M. Behcet Patienten*)

*) MW aus der Reaktivitat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikdrpern
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Abbildung 5.5.1.d: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM Typ (MW) unter Canakimumab-
Monotherapie bei den M. Behcet Patienten*)

*) MW aus der Reaktivitat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikérpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikérpern

5.5.2 Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG und IgM Typ bei
Probanden unter Kombinationstherapie mit Antikdrpern zu den

verschiedenen Zeitpunkten

Bei den RA Patienten, die eine Kombinationstherapie mit Etanercept erhielten,
wiesen die HAMA/HAHA 1gG Typ einen &hnlichen zeitlichen Verlauf auf wie die
IgM Antikorper, d.h. sie stiegen im weiteren Verlauf im Zeitfenster bis zu 12
Monaten an und nahmen danach wieder ab (Abb. 5.5.2.a-5.5.2.b).
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Abbildung 5.5.2.a: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG Typ bei den RA Patienten unter
Kombinationstherapie mit Etanercept

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antik6rpern)
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Abbildung 5.5.2b: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM Typ bei den RA Patienten unter
Kombinationstherapie mit Etanercept

(MW aus der Reaktivitéat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikérpern)

GP Patienten zeigten starkere Unterschiede im zeitlichen Verlauf zwischen der
HAMA/HAHA von IgG- und IgM-Typ: nach der Rituximab Gabe sowie im
weiteren Verlauf bis zu 2 Jahre blieben HAMA/HAHA vom 1gG Typ fast
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unverandert, fielen dann nach 2 Jahren ab, stiegen weiter progredient an und
erreichten den Wert ,vor Gabe“. Der zeitlichere Verlauf der HAMA/HAHA vom
IgM-Typ zeigte kleine Anderungen in Zeitfenster bis zu 4 Jahre, was sich aber
danach mit einem starken Anstieg dnderte. Nach einem Jahr fiel die
HAMA/HAHA vom IgM-Typ wieder ab und, Uberholte die Héhe des Wertes ,vor

Gabe“ (Abb.5.5.2.¢-5.5.2.d).
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Abbildung 5.5.2.c: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG Typ bei den GP Patienten unter
Kombinationstherapie mit Rituximab

(MW aus der Reaktivitat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikdrpern)
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Abbildung 5.5.2.d: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM Typ bei den GP Patienten unter
Kombinationstherapie mit Rituximab

(MW aus der Reaktivitat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikdrpern)

Kombinationstherapie mit Adalimumab bei den Patienten mit GP fiihrte zu
einem anderen zeitlichen Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG- und IgM-Typ. So
stiegen die HAMA/HAHA sowohl vom IgG- Typ als auch vom IgM-Typ direkt
nach der Adalimumab Gabe an. Der weitere Verlauf zeigte sich sehr
unterschiedlich: so stiegen die HAMA/HAHA vom IgG-Typ bis zu 3 Monate
nach der Gabe weiter an und fielen nach weiteren 3 Monaten stark ab. Nach 1
Jahr wurde ein Anstieg der HAMA/HAHA vom IgG-Typ gemessen. Der weitere
Verlauf zeigte sich mit einem Anstieg sowie mit einem Abfall und erreichte nach
5 Jahren einen Wert, der kleiner als der Wert ,vor Gabe“ gemessen wurde. Die
HAMA/HAHA vom IgM-Typ anderten sich im weiteren Verlauf mit mehreren
Anstiegen und Abféallen und erreichte nach 5 Jahren den Wert, der kleiner als
,vor Gabe“ Wert festgestellt wurde. Die Anderung von HAMA/HAHA vom IgG-
Typ zeigte sich im Gegensatz zum IgM-Typ im Verlauf starker ausgepragt (Abb.

5.5.2.e-5.5.2.).
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Abbildung 5.5.2.e: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA von IgG Typ bei den GP Patienten unter
Kombinationstherapie mit Adalimumab

(MW aus der Reaktivitat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikorpern)
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Abbildung 5.5.2.f: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA von IgM Typ bei den GP Patienten unter
Kombinationstherapie mit Adalimumab

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antik6rpern)

Unter Kombinationstherapie mit Canakimumab zeigten Patienten mit M. Behcet
einen Unterschied des Verlaufes zwischen HAMA/HAHA vom IgG- und IgM-
Typ. Sowohl direkt nach der Canakimumab Gabe als auch im weiteren Verlauf
wurde eine Abnahme der HAMA/HAHA vom IgG-Typ beobachtet. Die
HAMA/HAHA vom IgM-Typ nahmen nach der Antikérpergabe ab, stiegen
danach an und erreichten den Wert ,vor Gabe“ (Abb. 5.5.2.g-5.5.2.h).
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Abbildung 5.5.2.g: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG-Typ bei den M. Behcet
Patienten unter Kombinationstherapie mit Canakimumab

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikdrpern)
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Abbildung 5.5.2.h: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA von IgM Typ bei den M. Behcet Patienten
unter Kombinationstherapie mit Canakimumab

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikorpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikérpern)

Unter Kombinationstherapie mit Adalimumab zeigten Patienten mit RA einen
Unterschied des Verlaufes zwischen HAMA/HAHA vom IgG- und IgM-Typ.
Direkt nach der Adalimumab Gabe sowie auch im weiteren Verlauf wurde ein
signifikanter Anstieg der HAMA/HAHA vom IgG-Typ beobachtet. Die

HAMA/HAHA vom IgM-Typ blieben nach der Antikorpergabe fast unverandert
(Abb. 5.5.2.i-5.5.2.)).
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Abbildung 5.5.2.i: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA von 1gG Typ bei den RA Patienten unter
Kombinationstherapie mit Adalimumab

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikérpern)
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Abbildung 5.5.2.j: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA von IgM Typ bei den RA Patienten unter
Kombinationstherapie mit Adalimumab

(MW aus der Reaktivitéat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikorpern)
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5.5.3 Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG-und IgM-Typ bei den

Probanden unter immunsuppressiver Therapie zu den verschiedenen
Zeitpunkten

57 der 106 Patienten mit RA erhielten immunsuppressive Therapie. Unter
immunsuppressiver Therapie fanden sich keine signifikanten Veranderungen
der AntikOrperreaktivitaten bis auf einen leichten Abfall der IgG-Reaktivitat nach
Beginn der Therapie (Abb. 5.5.3.a-5.5.3.b).
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Abbildung 5.5.3.a: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG-Typ bei den RA Patienten unter
immunsuppressiver Therapie

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikorpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikorpern)
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Abbildung 5.5.3.b: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM-Typ bei den RA Patienten unter
immunsuppressiver Therapie

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antik6rpern)

82 der 146 Patienten mit M. Behcet wurden mit immunsuppressiver Therapie
behandelt. Dabei liel3 sich feststellen, dass die HAMA/HAHA-Reaktivitat vom

IgG-Typ und IgM-Typ im Verlauf signifikant abnahm, was auch vom IgM-Typ im
Verlauf kaum anderte (Abb. 5.5.3.¢-5.5.3.d).
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Abbildung 5.5.3.c: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG-Typ bei den M. Behcet
Patienten unter immunsuppressiver Therapie
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(MW aus der Reaktivitat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikdrpern)
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Abbildung 5.5.3.d: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM-Typ bei den M. Behcet
Patienten unter immunsuppressiver Therapie
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(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikorpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikérpern)

Der zeitliche Verlauf der HAMA/HAHA-Reaktivitat vom IgG- und IgM-Typ bei
den 3 der 18 Patienten mit GP, die immunsuppressive Therapie erhielten,
anderte sich mit einer Abnahme nach der Therapieinduktion und blieb im

Verlauf v.a. die HAMA/HAHA-Reaktivitat vom IgM-Typ fast unverandert (Abb.

5.5.3.6-5.5.3.).
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Abbildung 5.5.3.e: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgG-Typ bei den GP Patienten unter
immunsuppressiver Therapie

(MW aus der Reaktivitat von Antikbrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antik6rpern)
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Abbildung 5.5.3.f: Zeitlicher Verlauf der HAMA/HAHA vom IgM-Typ bei den GP Patienten unter
immunsuppressiver Therapie

(MW aus der Reaktivitat von Antikdrpern gegen Anti-Maus-Antikdrpern, Rituximab,
Adalimumab, Anti-FLT3- und Anti-CD19-Antikérpern)
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6 Diskussion

6.1 Vor- und Nachteile der ELISA-Methode zum Antikérpernachweis

Zur Stufendiagnostik zum Autoantikorpernachweis werden heute bevorzugt ein
initialer Screeningtest durch Immunofluoreszenz an Gewebsschnitten oder
Zellkulturen durchgefihrt, danach erfolgt die Bestatigung, Differenzierung und

Quantifizierung mittels ELISA oder Immunoblots.

In meiner Arbeit wurde die ELISA Methode fur den Antikbrpernachweis
verwendet. Die Vorteile dieser Methode sind hohe Sensitivitdt und Spezifitat,
gute Standardisierbarkeit, Nachweis einzelner Antikorperspezifitaten sowie die

Moglichkeit einer exakten Quantifizierung [45].

Auch der Immunoblot-Methode wird eine gute Sensitivitat und Spezifitat
zugeschrieben. Mit dieser Methode ist auch eine Differenzierung verschiedener
Antigendeterminanten maoglich, aber im Gegensatz zu ELISA ist keine

Quantifizierung maglich (ev. semiquantitativ).

ELISA und Immunoblot haben gemeinsam, dass sie auch als Screening-
Methoden verwendet werden kdnnen. Bei beiden Methoden kdnnen falsch
positive und falsch negative Ergebnisse auftreten, die eine exakte Aussage

beeinflussen konnten.

Eine weitere Methode ist der Immunfluoreszenztest, der als Screening-
Methode eingesetzt wird. Diese Methode hat eine gute Sensitivitat und
Spezifitat, ist aber mit einer hohen Subjektivitat behaftet, da eine Interpretation

stark vom Untersucher abhangig ist [45].

In der vorliegenden Arbeit wurden zum Nachweis von HAMA/HAHA Fab2-
Fragmente im ELISA als Antigene verwendet. Sofern Antikdrper in den
Patientenseren vorhanden sind, binden diese an diese Fragmente und kdénnen
dann mit Peroxidase-konjugierten Anti-Human Fc-Antikdrpern sichtbar gemacht
werden. Zur Vermeidung unspezifischer Antikbrperreaktionen in therapeutisch
eingesetzten monoklonalen Antikdrpern ist es daher wichtig, lediglich die
abgespaltenen Fab-Fragmente, jedoch nicht den Fc-Teil des Antikorpers, zu

verwenden [45].
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6.2 Haufigkeit der HAMA/HAHA

In der vorliegenden Arbeit wurden Seren von 146 Patienten mit M. Behcet, 106
Patienten mit RA, 18 Patienten mit GP sowie von 25 gesunden Probanden auf
Antikdrper gegen Anti-Maus-Antikoérper, Rituximab, Adalimumab, FLT3 und
CD19 im ELISA getestet; von diesen waren bis zu 88% positiv. Aktuell gibt es
einige Arbeiten bzw. Studien die auch HAHA/HAMA nachweisen. Die meisten
davon untersuchen die Haufigkeit von Anti-Adalimumab-Antikorper ohne
zwischen IgG- und IgM-Antikérpern zu differenzieren. So wurden in einer
europaischen retrospektiven Multikohort-Analyse [47] Seren von 366 Patienten
mit RA unter Adalimumab- oder Infliximab-Therapie im ELISA untersucht; die
Patienten wurden zuséatzlich immunsuppressiv behandelt (Methotrexat). Die
Ergebnisse zeigten, dass 46 (19%) der 240 mit Adalimumab behandelten
Patienten und 37 (29%) von 126 mit Infliximab behandelten Patienten Anti-
Adalimumab-Antikorper hatten. Im Vergleich dazu hatten in meiner Arbeit 3
(27%) von 11 Patienten bereits vor Therapie Anti-Adalimumab-Antikorper (Tab.
5.3.5). In einer anderen Studie, die 50 Patienten mit RA unter Adalimumab-
Therapie unter Verwendung von drei unterschiedlichen Methoden
(Uberbriickungs-ELISA, Reporter-Gen-Assay [RGA] und
Oberflachenplasmonresonanz [SPR]) untersucht hat, wurde festgestellt, dass 5
(10%) der 50 Patienten im ELISA, 4 (8%) mittels RGA und 6 (12%) mittels SPR
Anti-Adalimumab-Antikorper positiv waren [49]. Ein weiteres Beispiel zeigt eine
multinationale Querschnittsstudie, die Antidrug-Antikdrper bei 119 RA-Patienten
bestimmt hat, die mit Adalimamub, Etanercept oder Infliximab behandelt
worden waren. Es stellte sich heraus, dass keiner der mit Etanercept
behandelten Patienten Antikdrper entwickelt hat, im Vergleich zu 19 (32%) der
52 mit Adalimumab und 4 (30%) der 13 mit Infliximab behandelten Patienten
[38]. In einer Review-Arbeit von Strand et al. [61] wurde eine systematische
Uberprifung durchgefiihrt, um die Immunogenitat biologischer Wirkstoffe bei
entzindlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Psoriasis-Arthritis,
juveniler idiopathischer Arthritis, ankylosierender Spondylitis, Spondyloarthritis,
Psoriasis, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zu analysieren. Es wurde

festgestellt, dass die Haufigkeit der Antidrug -Antikérper stark variierte in

64



Abhangigkeit von den Biologika und den Erkrankungen. Am héaufigsten traten
Antikdrper gegen Infliximab (0-83%), Adalimumab (0-54%) und Infliximab
Biosimilar CT-P13 (21-52%) auf, am seltensten Antikérper gegen Secukinumab
(0-1%), Ustekinumab (1-11%), Etanercept (0-13%) und Golimumab (0-19%).

6.3 Longitudinaler Verlauf der HAMA/HAHA

Es existieren nur wenige longitudinale Studien, die den Verlauf von
HAHA/HAMA unter biologischer Therapie oder auch ohne spezifische Therapie
untersucht haben. Eine retrospektive Europaische Studie [49] mit 366 Patienten
mit RA, die alle mit immunsuppressiver Therapie (Methotrexat) und zusatzlich
mit Adalimumab oder Infliximab fir 18 Monaten behandelt worden waren,
zeigte, dass die kumulative Haufigkeit von HAHA im Laufe der Zeit zunimmt. In
den Adalimumab- bzw. Infliximab-Gruppen betrug die Inzidenz nach 3 Monaten
15,4% (5,2-20,2) bzw. 0% (0-5,9), nach 6 Monaten 17,6% (11,4-26,4) bzw. 0%
(0-25,9), nach 12 Monaten 17,7% (12,6-37,5) bzw. 34,1% (11,4-46,3), 50,0%
(25,9-87,5) bzw. 37,5% (25,9-77,4) und nach 18 Monaten 50,0% (25,9-87,5)
bzw. 66,7% (37,7 -100). Zum Vergleich zeigte sich in meiner Arbeit ein
HAMA/HAHA Anstieg nach 1-2 Jahren bei RA Probanden mit Adalimumab-
Therapie auf 100% (IgG) bzw. auf 26,8% (IgM) unter Therapie. Auch bei RA
Patienten, die eine Etanercept-Therapie bekommen haben, wurde ein
HAMA/HAHA Anstieg festgestellt. So stiegen die HAMA vom IgG Typ auf 5,9%
und vom IgM Typ auf 51,6% nach 6-12 Monaten. Im weiteren Verlauf nahm die
Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgG Typ auf 17,7% und von IgM Typ auf
12,6% ab.

6.4 Bedeutung der mdglichen Bildung von HAHA/HAMA im Verlauf auf die
Erkrankung/Therapie

In meiner Arbeit sowie in mehreren anderen Studien lief3 sich eine Bildung von
HAHA/HAMA unter Antikorpertherapie nachweisen. Es ist aber noch

weitgehend unklar, welche klinische Bedeutung diese Antikdrper haben. Mirick
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et al. [39] Uberpruften die Antworten von humanen Anti-Globulin-Antikdrpern
(HAGA; HAMA; HACA; HAHA) auf monoklonale Antikérper (Mab) bei Patienten
mit B-Zell-Lymphom, Brustkrebs und akuter myeloischer Leukamie. Es wurde
gezeigt, dass sich allergische Reaktionen aufgrund von humanen
Antikdrperreaktionen nach der Behandlung mit Mabs entwickeln kénnten.
Darunter wurden Strategien entwickelt, um Mabs zu "humanisieren” und die
Immunfunktion der Patienten mit Medikamenten voribergehend zu blockieren,
um die Serokonversionsraten mit betrachtlichem Erfolg zu senken. Auf der
anderen Seite wurde bei einigen Patienten, die nach Behandlung HAGA
entwickelten, ein Uberlebensvorteil beobachtet. Eine andere Review-Arbeit von
Strand et al. [61] stellte fest, dass die Bildung von HAGA bei Patienten, die mit
Immuntherapie mit biologischen und /oder biosimilaren Substanzen behandelt
worden waren, das Risiko eines Reaktionsverlusts erhohen kann. Ein weiteres
Beispiel, dass die HAHA/HAMA einen negativen Einfluss auf den Therapierfolg
haben konnten, zeigte eine Studie von Maid et al. [38] bei RA-Patienten unter
Immuntherapie: Patienten, die Antidrug-Antikdrper-negativ waren, sprachen
besser auf die Therapie an als Antidrug-Antikorper-positive Patienten. Dies
wurde auch bestétigt in einer Studie von Ritter et al. [52] bei Patienten mit
Kolonkarzinom, die mit dem monoklonalen Antikérper (Mab) A33 behandelt
wurden. Durch die Induktion von HAMA musste die Therapie mit Mab A33
nach wenigen Injektionen abgebrochen werden.

6.5 Formen von HAMA/HAHA
Heutzutage unterscheidet man 2 Formen von HAHA/HAMA:

e Natirliche vorkommende HAHA/HAMA
e Funktionelle HAHA/HAMA

Nattrlich vorkommende HAHA/HAMA wurden bei gesunden Probanden ohne
jegliche Therapie sowohl in meiner Arbeit als auch durch andere Autoren

nachgewiesen. So wurden HAHA (Anti-Adalimumab-Antikdrper) zwar bei
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Psoriasis Patienten unter Adalimumab-Therapie gefunden, aber auch bei 5
(33%) der 15 gesunden Probanden [37].

Die zweite Form von HAHA/HAMA sind die funktionellen HAHA/HAMA, die
unter Immuntherapie mit monoklonalem Antikérper (MAB) induziert werden und
die Wirksamkeit der Therapie beeinflussen kénnen. Dies zeigte z.B. eine
Studie von Ritter et al. [52], in der Patienten mit Kolonkarzinom unter Therapie
mit MAB A33 untersucht wurden. Mittels ELISA wurden zwei Typen von HAMA
nachgewiesen: Typ 1 (bei 49% der Patienten), die frih (nach 2-wdchiger
Behandlung) induziert wurden und Typ 2 (17% der Patienten), die spater
(langer als 2 Wochen) induziert wurden. Eine andere Studie von Maid et al. [38]
zeigte Antidrug-Antikdrper-Induktion unter Adalimumab und Infliximab-Therapie
bei RA Patienten. In dieser Analyse zeigten Antidrug-Antikorper-negative
Patienten im Vergleich zu ADA-positiven Patienten eine Tendenz zu besseren

klinischen Ergebnissen.

6.6 Kreuzreaktivitat der Antikorper

Eine geringe Spezifizitat eines serologischen Tests kann beispielsweise durch
eine Kreuzreaktion bedingt sein. Antikérper binden an spezifische
Erkennungsstellen an Antigene, den Epitopen. Falls dieses von Antikorper
erkannte Epitop oder eine sehr dhnliche Variation davon, noch an anderen
Strukturen exprimiert wird, kann dieser Antikdrper ebenfalls an diese zweite
Struktur binden. Somit kdnnte ein falsch-positives Testergebnis durch vorliegen
einer anderen Struktur mit einem ahnlichen Epitop wie dem des getesteten,
bedingt sein. Die Kreuzreaktivitat hat eine grol3e Bedeutung in der Therapie mit
monoklonalen Antikdrpern. So zeigte eine Arbeit von Buurgman et al. [4] eine
Kreuzreaktivitat zwischen HAHA (Anti-Infliximab-Antikorper) und Anti-TNF-a-
Antikorpern der zweiten Generation (Biosimilar CT-P13). Eine andere Arbeit
fuhrte eine Untersuchung der Seren von Patienten mit ANCA-assoziierter
Granulomatose mit Anti-Neutrophilen-Zytoplasma-Antikérpern und Polyangiitis
unter Rituximab- und Adalimumab-Therapie durch. In allen Seren der Patienten

konnten Antikdrper gegen Rituximab nachgewiesen werden, allerdings waren
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auch zu Zeitpunkten, zu denen die Patienten noch kein Adalimumab erhalten
hatten, Antikbrper gegen Adalimumab vorhanden, was auf eine Kreuzreaktivitat
zwischen beiden Substanzen hindeutete [32]. Um die Kreuzreaktionen zu
vermeiden bzw. vermindern wurde einige weitere Arbeiten durchgefuhrt. So
entwickelten Gallagher et al. [18] einen MAB MEDI-531, der weder mit
Nagetieren noch mit menschlichen Primaten CD19 kreuzreagieren kann. Ein
weiteres Beispiel zeigte eine Arbeit von Hillmann et al. [24]. Dort wurde eine
Verbesserung der Target-Spezifitat des T-Zellrezeptors durchgefihrt. Obwohl
die Antigenspezifitat ein Merkmal der adaptiven Immunitat ist, besitzen TCRs
selbst nicht die hohe Spezifitat von monoklonalen Antikérpern. Obwohl dies
eine notwendige Funktion der T-Zellbiologie ist, stellt die resultierende
Kreuzreaktivitat eine bedeutende Herausforderung fir die TCR-basierte
therapeutische Entwicklung dar, da sie die Méglichkeit einer Erkennung
aul3erhalb des Zielbereichs und der Immuntoxizitat schafft. Versuche, die TCR-
Spezifitdt durch Nachahmen des Antikorper-Reifungsprozesses und die
Erhohung der Affinitat zu verbessern, konnen die Kreuzreaktivitat des TCR
verstarken. Es wurde gezeigt, dass sogar auf Peptide gerichtete Mutationen im
TCR neue Reaktivitaten gegen Peptide einfiihren kénnen, die eine Ahnlichkeit
mit dem urspriinglichen Ziel aufweisen. Um dies zu vermeiden, wurde ein
strukturgesteuerter Ansatz zur Steigerung der TCR-Spezifitat unabhangig von
der Affinitat untersucht. Mit dem MART-1-spezifischen TCR-DMF5 konnte man
die DMF5-Kreuzerkennung von divergenten, nicht verwandten Epitopen

eliminieren.
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7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass HAMA/HAHA bei bis zu 73% der M.
Behcet, bis zu 39% RA- und bis zu 83% der GP-Patienten bereits vor einer
Antikorpertherapie vorkommen. Aber auch ca. 24% der gesunden Probanden
weisen HAMA/HAHA auf. Patienten mit M. Behcet und GP zeigten eine
signifikant hohere IgG Reaktivitat gegen Anti-Maus-Antikdrper sowie gegen
Anti-FLT3-Antikorper als gesunde Probanden. Weitere signifikante
Unterschiede in Immunoglobulin-Reaktivitéaten zeigten sich zwischen den
verschiedenen Patientengruppen und gesunden Probanden. Gegen Rituximab
und Adalimumab in Patienten mit GP und gegen Anti-CD19-Antikdrper in RA
Patienten ergab sich eine signifikant erhdhte IgG-Reaktivitat. Hingegen waren
bei RA Patienten die IgM-Reaktivitaten gegen alle getesteten Antikorper im
Vergleich zu gesunden Probanden signifikant vermindert. Die Haufigkeit der
HAMA/HAHA &anderte sich bei verschiedenen Patienten unter unterschiedlichen
Therapieformen. Am starksten ausgepragt war die Anderung der HAHA unter
Therapie bei den M. Behcet Patienten. Sowohl unter monoklonaler, AK+IS-
Therapie als auch unter IS-Therapie nahmen die HAHA vom IgG-Typ gegen
Rituximab ab. Die Haufigkeit der HAHA vom IgM-Typ gegen Rituximab stieg
unter IS-Therapie an. Bei den Patienten mit GP und RA zeigte sich eine
minimale Anderung der HAMA/HAHA vom IgG- und IgM-Typ. AuRerdem
zeigten die spezifischen Antikbrpertherapien einen unterschiedlichen Einfluss
auf die Induktion von HAMA/HAHA (Zunahme, Abnahme oder kein Effekt).
Patienten mit M. Behcet zeigten die starkste Anderung (in Form einer
Abnahme) der HAHA-Reaktivitat vom IgG-Typ unter Rituximab- oder
Canakimumab-Therapie. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich die Haufigkeit der
HAMA/HAHA vom IgG- und IgM-Typ unter den verschiedenen Therapieformen
unterschiedlich. So stieg die Haufigkeit der HAMA/HAHA vom IgM-Typ unter IS-
Therapie bei Probanden mit RA an. Bei Patienten mit M. Behcet und GP wurde
kaum eine Anderung festgestellt. Eine Abnahme der Haufigkeit der
HAMA/HAHA vom IgG- und IgM-Typ wurde sowohl bei Probanden mit RA unter
Rituximab-Monotherapie als auch bei Probanden mit GP unter IS+

Adalimumab-Monotherapie beobachtet. Ein signifikanter Anstieg der Haufigkeit
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der HAMA/HAHA vom IgG Typ im Verlauf zeigte sich bei Probanden mit RA

unter Adalimumab + IS-Therapie.

Probanden mit verschiedenen Erkrankungen zeigten unterschiedliche
Auspragungen der HAMA/HAHA Reaktivitat. Bei Patienten mit GP liel3 sich eine
erhohte 1gG-Reaktivitat gegen fast alle Antikérper aul3er Anti-CD19-Antikdrper
feststellen. Die Haufigkeit der HAMA/HAHA konnte unter verschiedenen
Therapieformen beeinflusst werden. Am meisten wurde dies bei den Patienten
mit M. Behcet sowohl unter IS- als auch unter IS + Monoklonalen Therapie
beobachtet.
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