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1 EINLEITUNG

1.1 Multiple Sklerose

Definition

Die Multiple Sklerose (MS, syn. Encephalomyelitis disseminata) wird definiert als
eine entzundliche, chronisch verlaufende, demyelinisierende Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), kombiniert mit unterschiedlich stark ausgepragtem
Verlust an Axonen und reaktiver Gliose. (Gehlen & Delank, 2010, S. 271)

Im gesamten ZNS, also sowohl im Encephalon als auch in der Medulla spinalis kann
es zu in der Substantia alba gelegenen Demyelinisierungsherden und damit durch
Unterbrechung und/oder Abschwachung der Reiz- beziehungsweise Signalweiter-
leitung zu entsprechender auf die jeweilige Lokalisation des Entmarkungsherdes
spezifischer Symptomatik kommen. Eine wichtige Komponente der Erkrankung ist

aullerdem die Neurodegeneration. (Gehlen & Delank, 2010, S. 271)

Epidemiologie
Die Epidemiologie zeigt, “dass die Multiple Sklerose eine Krankheit der gemafigten

Zonen des Erdballs ist” (Gehlen & Delank, 2010, S. 271).

Die Erkrankungswahrscheinlichkeit ist auRerdem in nordeuropaischen Landern hoher
als in sudlichen, wobei Studien zeigen, dass der Aufenthaltsort bis einschliel3lich zur
Pubertat des jeweiligen Individuums fur das individuelle Risiko entscheidend ist.

(Grehl & Reinhardt, 2005, S.439)



Die Pravalenz ist entsprechend abhangig vom Breitengrad und betragt in unseren
Breitengraden 30 - 80 / 100 000, die Inzidenz ca. 4 - 6 / 100 000 Einwohner. Es sind
mehr Frauen als Manner betroffen (3:1). Der klinische Erkrankungsbeginn liegt zu 60
% zwischen dem 20. Lj. und dem 40. Lj., davor und danach bei jeweils 20 %. Multipel
vorhandene Entzindungsherde im MRT bei Auftreten erster klinischer Symptome der
MS deuten aber auf einen friheren Erkrankungsbeginn hin, welcher in den meisten
Fallen wahrend der Adoleszenz zu finden sein durfte. (Grehl & Reinhardt, 2005,

S.439)

Verlauf

Die Multiple Sklerose verlauft typischerweise schubformig mit Remissionen, wobei
die Definition eines Schubes die Dauer von mindestens 24 Stunden und ein min-
destens 30-Tage-Intervall zwischen den Schiiben beinhaltet und durch Anderung der
Korpertemperatur (Uthoff-Phanomen) oder eine Infektion nicht zu erklaren ist.
(Trostdorf & v. Stuckrad-Barre, 2009, S. 1)

Die haufigste Verlaufsform der Multiplen Sklerose ist schubfoérmig mit eindeutig ab-
grenzbaren Schuben, bei denen es zu einer kompletten oder inkompletten Remission
kommt. Nach initial schubférmigem Verlauf kommt es bei ca. 50 % zu einem Uber-
gang in einen progredienten Verlauf mit oder ohne zusatzlich Uberlagerte Schub-
aktivitat, die sekundar chronisch progrediente Verlaufsform. Des Weiteren wird die
primar chronisch progrediente Verlaufsform abgegrenzt, bei der bereits initial ein
schleichend progredienter Verlauf ohne abgrenzbare Schubaktivitat vorherrscht.
(Trostdorf & v. Stuckrad-Barre, 2009, S. 1)

Mogliche schubauslosende Faktoren konnen Infektionen, besonders starke
psychische Belastung, Stress, Sonnenexposition/Hitze (DD Uthoff-Phanomen) oder

Frauen post partum sein, wodurch die Abnahme der Schubfrequenz wahrend der
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Schwangerschaft wieder ausgeglichen wird, die Schwangerschaft netto also keinen

positiven oder negativen Effekt aufweist. (Grehl & Reinhardt, 2005, S. 439)

Symptomatik

Charakteristisch fur die Symptomatik der Multiplen Sklerose sind multilokulare, der
Lokalisation der Entmarkungsherde entsprechende Funktionsstorungen des ZNS, die
meistens in Schuben und mit Remissionen in Erscheinung treten. (Gehlen & Delank,
2010, S.273)

Zu den haufigsten Symptomen gehdren Pyramidenbahnzeichen, wie z. B. ein posi-
tiver Babinski, mit spastischen Lahmungen, zerebellare Stérungen wie Intentions-
tremor, Ataxie, Dysarthrie, Dysdiadochokinese oder Nystagmus und Beeintrachti-
gungen der Sensibilitat wie Hyp-, Dys- oder Parasthesien mit eventuell positivem
Lhermitte-Zeichen oder auch schmerzhafte Sensibilitatsstorungen in Form der
Trigeminus-Neuralgie.

Als haufigste Frihsymptome treten die Retrobulbarneuritis (Neuritis nervi optici,
einschlieBlich einer temporalen Papillenabblassung) und das Doppelbildersehen,
ausgeldst durch eine internukleare Ophtalmoplegie mit Augenmuskelparesen, auf,
die aber beide mit einer besonders guten Ruckbildungsfahigkeit einhergehen.
(Gehlen & Delank, 2010, S.273-274)

Ein auRerdem oft vernachlassigtes, nicht beachtetes oder sogar unbekanntes Trio
der Symptomatik der MS sind kognitive Stérungen, Depressionen und das Fatigue-
Syndrom. (Arzte Zeitung Ausgabe 62, 2010, S. 17)

Anfangs kann ein MS-typisches Einzelsymptom vorliegen, das bei gleichzeitigem
Auftreten anderer paraklinscher Befunde bereits die Diagnosestellung der MS
zulasst, was dann ,klinisch isoliertes Syndrom® (KIS) genannt wird. (Gehlen &

Delank, 2010, S.273)



Bei der Symptomatik ist dabei differentialdiagnostisch u. a. auch an solche Erkran-
kungen wie die akute disseminierte Enzephalomyelitis (ADEM), eine Neuromyelitis
optica, post- und/oder parainfektiose Enzephalitiden wie z. B. die Neuroborreliose
oder auch die AIDS-Enzephalitis, Neurosarkoidose, Neoplasien, Vaskulitiden oder

auch an einen Lupus erythematodes zu denken. (Stark & Gartner, 2011)

Diagnostik

Bei der Diagnostik der Multiplen Sklerose haben naturlich wie bei jeder Diagnose-
stellung die Anamnese und die klinische Untersuchung eine grof3e Bedeutung.

Eine grolde Rolle spielen bei der Diagnostik aber auch pathologische Liquorbefunde.
Die charakteristische Liquorbefundkonstellation zeigt eine leichte (bis 150/3 Zellen),
meist passager im akuten Schub vorkommende lymphoplasmozytare Pleozytose, ein
wenn Uberhaupt nur leicht erhohtes Gesamtprotein, eine deutliche Erhohung des
lgG, welche sich elektrophoretisch oder quantitativ immunochemisch nachweisen
lasst, sowie eine intrathekale, oligoklonale Produktion dieses IgG (sog. autochthones
IgG). (Gehlen & Delank, 2010, S. 275)

Bei bis zu 95 % der MS-Patienten konnen bei isoelektrischer Fokussierung oligo-
klonale Liquor-IgG-Banden gefunden werden. (Gehlen & Delank, 2010, S. 275)

Zu guten diagnostischen Mitteln und Befunderhebungen sind inzwischen auch La-
tenzzeitverlangerungen von MEP und VEP und andere evozierte Potenzialmes-
sungen geworden. (Gehlen & Delank, 2010, S. 275)

Schliel3lich spielt auch noch die Magnetresonanztomographie (MRT) eine zentrale
Rolle in der bildgebenden Diagnostik, in der die Demyelinisierungsherde als kleinere
hypodense Areale vor allem in der Substantia alba periventrikular imponieren. Kont-
rastmittelunterstutzte MR-Tomogramme mit Gadolinium (Gadoliniumanreicherung
nur in Arealen der gestorten Blut-Hirn-Schranke) erlauben es sogar, gewisse Aus-
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sagen uber die Akivitat eines Demyelinisierungsherdes zu treffen. (Gehlen & Delank,
2010, S. 275-276)

Trotzdem kann und darf die MS nicht allein aufgrund des MR-tomographischen Be-
fundes diagnostiziert werden, weil multilokulare, vor allem periventrikular gelegene,
aber letztendlich im gesamten ZNS mdgliche hyperintense Areale, hier also Entmar-
kungsherde, zwar fur die MS charakteristisch, aber nicht spezifisch sind. (Gehlen &
Delank, 2010, S. 276)

Insgesamt sind aber die McDonald-Kriterien fur die Diagnosestellung der MS grund-
legend, bei denen die bildgebenden kernspintomographisch zeitlich und ortlich dis-
seminierten Lasionen Basis fur die Beurteilung sind und so auch klinisch stumme
Entzindungsherde aufgedeckt werden konnen und in die Beurteilung miteinflieen,
ganz im Gegensatz zu den Poser-Kriterien, bei denen lediglich die Symptomatik bzw.
deren zeitliche und ortiche Dissemination im Zentrum steht und klinisch stumme
Lasionen folglich unentdeckt bleiben, nicht in die Beurteilung miteingehen und eine
frihe Diagnosestellung eventuell verhindern. (Stark & Gartner, 2011) (Petereit, 2008,
S.3)

Hat sich bei der Diagnostik eine MS herausgestellt, so kann der aktuelle Krankheits-
zustand bzw. die aktuelle Krankheitsschwere mithilfe der Behinderungsskala nach
Kurtzke, abgekurzt EDSS (Expanded Disability Status Scale), festgehalten werden.
Dabei reicht das Spektrum der Einteilung von 0, normaler neurologischer Befund, bis

10, Tod infolge MS. (Petereit, 2008, S. 3)

Therapie

Die therapeutische Vorgehensweise bei der Multiplen Sklerose erfolgt anhand von
drei Therapiestrategien, der Therapie eines akuten Schubes, der Schubprophylaxe

und der symptomatischen Therapie.(Gehlen & Delank, 2010, S. 276)
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Bei der Behandlung des akuten Schubes ist die Therapie mit Kortikosteroiden von
zentraler Bedeutung, z. B. mit 500-1000 mg Methylprednisolon als Pulstherapie Uber
3-5 Tage. (Gehlen & Delank, 2010, S. 276)

Zur Schubprophylaxe werden Immunmodulatoren, insbesondere Interferon B-1a
(Avonex®, Rebif®) und Interferon B-1b (Betaferon®) oder auch das Polypeptid
Glatirameracetat (Copaxone®) und auRerdem seit langerem schon Immunsuppres-
siva, vor allem Azathioprin, eingesetzt. (Gehlen & Delank, 2010, S. 276)

Des Weiteren kommt der monoklonalen Antikérper Natalizumab (Tysabri®) bei ent-
sprechender Befundkonstellation, z. B. bei Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat
trotz Therapie mit einem Betainterferon zum Einsatz, auch wenn dabei das Risiko
dessen gefurchtetster Nebenwirkung, das Auslosen einer meist todlich verlaufenden
Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie (PML), in Kauf genommen wird.
(Gehlen & Delank, 2010, S. 276)

Bei der Therapie von Patienten mit chronisch progredienten Verlaufsformen werden
Zytostatika wie z. B. Cyclophosphamid oder Mitoxantron eingesetzt. Selten kommen
bei starker Krankheitsprogression und Therapieresistenz auch hoch dosierte Immun-
globuline zur Anwendung oder es werden Plasmapheresen durchgefuhrt. (Gehlen &
Delank, 2010, S. 276-277)

Statt einer Plasmapherese scheint bei besserer Vertraglichkeit bzw. weniger Neben-
wirkungen auch eine Immunadsorption in Frage zu kommen. (Arzte Zeitung Ausgabe
30, 2010, S. 10)

Im Zusammenhang mit der symptomatischen Therapie der MS sind dann vor allem
noch die antispastischen Medikamente und die medikamentdse Beeinflussung der
Blasenaktivitat zu nennen. (Gehlen & Delank, 2010, S. 277)

Als Letztes seien noch die therapeutischen Allgemeinmalinahmen wie Krankengym-

nastik, Ergotherapie und Sporttherapie erwahnt. (Gehlen & Delank, 2010, S. 277)
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Laut einem Vortrag von Dr. Wolfgang Feneberg ist es aulRerdem sehr wichtig, dass
die MS schon fruh therapiert wird, da es von Beginn an auch zu einer Degeneration
von Axonen kommt, es keine Korrelation der Entmarkung mit dem Grad der Behinde-
rung gibt, die Effektivitat aller Basistherapeutika (Glatirameracetat, Rebif, Avonex und
Betaferon) anfangs am grofdten ist, lediglich jeder funfte bis zehnte Schub klinisch
auffallt, der MS-Patient vom Anfang der Erkrankung an jedes Jahr ein Prozent seiner
Neuronen einbuft, die Wirksamkeit der Kortisontherapie beim nachsten Schub nicht
garantiert ist und langerfristig nur 10 bis 20 Prozent der MS-Patienten einen gutar-
tigen Krankheitsverlauf erwarten durfen. (Bischoff, 2007)

Eine nach dem ersten Schubereignis abwartende Haltung bezuglich einer Basisthe-
rapie ist fur mindestens 80 Prozent der MS-Patienten also die falsche Entscheidung.
(Bischoff, 2007)

Der Nutzen eines frihen Therapiebeginns geht auch aus drei kontrollierten klinischen
Studien hervor. Bei 309 einmal in der Woche mit 22 pg Interferon B-1a (Rebif) s. c.
therapierten Patienten in der ETOMS-Studie (Early Treatment of Multiple Sclerosis
with Rebif) wurde fur die Entwicklung einer manifesten MS eine Risikoreduktion von
35 % festgestellt. Bei den 383 Patienten der CHAMPS-Studie (Controlled High Risk
Avonex Multiple Sclerosis Study) mit einer einmal pro Woche erfolgten Injektion von
30 ug Interferon B-1a (Avonex) i. m. hat sich das Risiko, eine volle klinische Manifes-
tation der MS zu entwickeln, sogar um 44 % reduziert. Schlie3lich hat sich auch noch
bei der BENEFIT-Studie (Betaferon/ Betaseron in Newly Emerging Multiple Sclerosis
For Initial Treatment) mit 468 Patienten, die jeden zweiten Tag mit 250 ug Interferon
B-1b therapiert wurden, eine signifikante Risikoreduktion von 50 % fiur die Entwick-
lung einer klinisch gesicherten MS (CDMS, Clinically Definite Multiple Sclerosis) bei

Patienten mit CIS (Clinically isolated syndrome) aufgezeigt. Eine frihe Therapie ist
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insbesondere auch deshalb so wichtig, weil die Krankheitsaktivitat initial sehr hoch
ist. (Petereit, 2008, S. 5)

Wachsamkeit ist laut Feneberg bezuglich der Basistherapeutika bei den Interferonen
insofern geboten, weil die Patienten gegen diese im Laufe der Therapie, insbeson-
dere nach Gabe von hoheren Dosen, neutralisierende Antikdrper bis hin zu einem
solch erhohten Titer bilden konnen, dass die Wirkung der Interferone vollstandig auf-
gehoben sein kann. (Bischoff, 2007)

Ein erfolgreicher Therapieansatz bei MS mit Fatigue Ubrigens scheint die Bemer-Ma-
gnetfeldtherapie Uber eine Aktivierung und Normalisierung der Vasomotion im Kapil-
largebiet zu sein, welche die Punktzahl im MFIS-Score (Modified Fatigue Impact
Scale) bei MS-Patienten gegenuber einer Kontrollgruppe aus MS-Patienten (Place-
bogruppe) signifikant zu senken in der Lage war. (Arzte Zeitung Ausgabe 148, 2011,

S.9)

1.2 Atiologie und Pathogenese

Nach derzeitigem Kenntnisstand handelt es sich bei der Multiplen Sklerose um ein
multifaktorielles Geschehen, bei dem es zu einer durch T-Lymphozyten vermittelten
Autoimmunerkrankung kommt, bei welcher zusatzlich genetische und epidemiolo-
gische Aspekte, aber auch Umweltfaktoren, wie z. B. Stress, von Bedeutung sind.
(Gehlen & Delank, 2010, S. 271)

Es wurde erkannt, dass bei MS-Erkrankten bestimmte genetische Konstellationen,
genauer bestimmte auf der extrazellularen Seite der Zellmembran gelegene Histo-
kompatibilitatsantigene, zu denen die HLA-Antigene A3, B7 und vor allem HLA-DR2
und HLA-DW2 gehdren, signifikant haufiger vorkommen als bei gesunden Kontrollen.

(Gehlen & Delank, 2010, S. 272)
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Ist dieses genetische Merkmal vorhanden, so ist das Risiko, an einer MS zu erkran-
ken, erhoht, was ebenfalls bei Verwandten ersten Grades eines MS-Erkrankten der
Fall ist, bei denen die Erkrankungswahrscheinlichkeit etwa 10-mal hoher ist als in der

Normalbevolkerung. (Gehlen & Delank, 2010, S. 272)

Drei Hypothesen Uber die Pathogenese, die Neurodegenerationshypothese, die
Infektionshypothese mit Aktivierung von T-Zellen infolge einer Virusinfektion, die
auch schon im Kindesalter stattgefunden haben kann (z. B. Rételn, EBV, Masern,
Varizellen/Zoster) und die Autoimmunhypothese stehen zur Diskussion, wovon
allerdings keine alleine die komplexe Krankheit erklaren kann. (Gehlen & Delank,

2010, S. 271)

Die Autoimmunhypothese beschreibt eine Autoimmunisation, in deren Verlauf ein
kérperfremdes Antigen (eines Pathogens) mit einem Epitop, welches eine Ahnlichkeit
zu korpereigenen Peptidstrukturen, was laut Wucherpfennig & Strominger, 1995,
auch als ,molekulares Mimikry“ bezeichnet wird, wie beispielsweise der Plasma-
membranproteine der Myelinscheide aufweist, von den antigenprasentierenden
Zellen prasentiert wird und damit Uber die Aktivierung von T-Zellen schliel3lich die
Bildung von Auto-Antikorpern durch Plasmazellen und letztendlich Autoreaktivitat
auszuldésen vermag, ahnlich wie bei der postvakzinalen und postinfektiosen
Enzephalomyelitis, in deren Folge es zu Kreuzreaktivi-taten mit korpereigenen
Aminosauresequenzen kommt, die durch die Positiv- und Negativ-Selektion bei der
Entwicklung der T-Zellen im Thymus eigentlich ausgeschlossen sein sollten. Gestutzt
wird diese Hypothese vor allem durch tierexperimentelle Untersuchungen, bei denen
es nach Immunisierung zu einer disseminierten Enzephalomyelitis mit Markscheiden-
untergang kommt, besser bekannt auch als Experimentelle Autoimmune Enzephalo-

myelitis (EAE) (WeilRert Dr. Dr., 2002, S. 8), bei der es zu einem Angriff auf Proteo-
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lipid Protein (PLP) und/oder vor allem auf basisches Myelinprotein (MBP) und Myelin
Oligodendrozyten Glykoprotein (MOG) (WeiRert Dr. Dr., 2002, S. 7), welche als
Membranproteine auf der Oberflache der Myelinscheide vorkommen und Angriffs-
punkte des Immunsystems darstellen, und deren Untergang kommt. (Gehlen &
Delank, 2010, S. 271-272)

Dabei hat sich auch gezeigt, dass der demyelinisierende Antikorper nicht nur bei der
MS eine Rolle spielt, sondern auch bei anderen Erkrankungen zu finden ist, bei de-
nen es zur Zerstorung von Hirn- und Ruckenmarksgewebe kommt. (Gehlen &

Delank, 2010, S. 272)

Zusammengefasst deutet vieles darauf hin, “dass T-Zell-vermittelte Autoimmun-
reaktionen maflgeblich an der Pathogenese der Multiplen Sklerose beteiligt sind®

(Gehlen & Delank, 2010, S. 272).

1.3 B-und T-Zellen

Immunsystem

Zunachst sollen kurz die fur das Immunsystem wichtigsten anatomischen Strukturen
beziehungsweise lymphatischen Organe erwahnt werden. Es werden zentrale oder
primare lymphatische Organe, in welchen die Bildung der Lymphozyten stattfindet,
von peripheren oder sekundaren lymphatischen Organen, in denen die adaptiven
Immunantworten wie die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung eingeleitet
werden, unterschieden. Die primaren lymphatischen Organe sind das Knochenmark,
in dem sowohl die B- als auch die T-Zellen gebildet werden, und der Thymus, in wel-
chem die T-Zellen ausreifen, wohingegen die B-Zellen im Knochenmark reifen. Zu

den peripheren lymphatischen Organen gehoren die Milz, die Lymphknoten und die
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lymphatischen Gewebe der Schleimhaute, also die GALT (gut-associated lymphoid
tissues), zu denen die Appendix und die Peyerschen Plaques aus dem Darm und die
Rachen- und Gaumenmandeln zahlen, die bronchienassoziierten lymphatischen
Gewebe (BALT) und die mucosaassoziierten lymphatischen Gewebe (MALT). In
diesen Organen, durch die die Lymphe aus dem Blut beziehungsweise aus dem
extrazellularen Bindegewebe uber ihre Lymphgefale drainiert wird und zwischen
diesen stets auch die Lymphozyten zirkulieren, wartet eine Vielzahl von Lympho-
zyten, bis es zu Wechselwirkungen zwischen den Lymphozyten und eventuell vor-
handenen Antigenen und damit zu dem maoglichst schnellen Erkennen und Bekamp-
fen eines pathogenen Erregers kommt. Ausdruck dessen wiederum ist die Lymph-
knotenschwellung. Durch diesen standigen Durchfluss bzw. das standige Zirkulieren
sowohl des Blutes als auch der extrazellularen Flussigkeit durch die sekundaren
lymphatischen Organe wird eine standige Kontrolle und Uberwachung des Kérpers

gewahrleistet. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 7-13)

Unterscheiden muss man die angeborene Immunitat von der erworbenen, adaptiven

Immunitat.

Angeborene Immunitat

Bei der angeborenen Immunitat spielen Makrophagen und neutrophile Granulozyten
eine grolRe Rolle, da sie Oberflachenrezeptoren tragen, die allgemein vorkommende
Strukturmerkmale von Pathogenen, z. B. Proteoglykane der Bakterienzellwand, er-
kennen konnen, wodurch diese Zellen dazu befahigt sind, Pathogene zu endo-
zytieren und intrazellular abzubauen und zu zerstoren. (Janeway/Travers &

Walport/Shlomchik, 2002, S. 13)
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Aulerdem ist es z. B. den aus den Makrophagen weiterentwickelten unreifen
dendritischen Zellen mdglich, fortlaufend extrazellulares Material Uber den rezeptor-
unabhangigen Mechanismus der Makropinozytose und mit diesem eventuell vorhan-
dene Viren und/oder Bakterien aufzunehmen. Allerdings haben die dendritischen Zel-
len primar nicht die Aufgabe, die Pathogene zu zerstoren, sondern eher deren Trans-
port in die peripheren lymphatischen Organe zu Ubernehmen, um dort die Antigene
zu prasentieren. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 14)

Im Rahmen der Wechselwirkungen zwischen neutrophilen Granulozyten beziehungs-
weise Makrophagen und Pathogen werden von diesen Zellen Chemokine ausge-
schuttet, wodurch Leukozyten angelockt werden und es nach deren Adhasion an die
GefalRwand zu einer Leukozyteninfiltration ins Gewebe kommt. AuRerdem werden
diverse Cytokine wie Prostaglandine (vor allem Prostacyclin), ADP, Histamin und
Bradykinin ausgeschuttet, welche zu einer Gefaldilatation und Permeabilitats-
steigerung der GefalRwande fuhren und damit die Leukozyteninfiltration ins Gewebe
zusatzlich fordern und die klassischen Zeichen einer Entzindung, also tumor, calor,
dolor, rubor und functio laesa hervorrufen. (Janeway/Travers & Walport/ Shlomchik,
2002, S. 13)

Auch von Bedeutung ist das Komplementsystem mit seinen zahlreichen Plasmapro-
teinen, die nach einer proteolytischen Kaskade schliel3lich zur Zerstérung der patho-
genen Zellwand und damit des Pathogens selbst fuhren. Hier gibt es einen zweiten,
die proteolytische Kaskade auslosenden Weg, der aber nur in Kombination mit einem
spezifisch gebundenen Antikorper startet. Dies zeigt, dass die angeborene und die
erworbene Immunitat sich gegenseitig beeinflussen beziehungsweise oft Hand in
Hand gehen. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 12-14)

Als Letztes seien im Zusammenhang mit der angeborenen Immunitat noch die Akute-

Phase-Proteine erwahnt, die von Hepatozyten produziert und sezerniert werden,
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nachdem diese wiederum durch vor allem IL-1 und IL-6 aktiviert und stimuliert wur-
den, welche zuvor von Makrophagen und anderen Zellen wie Endothelzellen oder
Fibroblasten im entzindeten Gewebe sezerniert wurden. Diese Proteine helfen bei
der Aktivierung des gesamten Organismus und bei der Bekampfung von Patho-
genen, z. B. werden Pathogene vom C-reaktiven Protein (CRP) opsonisiert, wodurch
sie fur Phagozyten aufnahmefahig gemacht werden, sie jetzt also endozytiert und
zerstort werden konnen. Zu diesen Akute-Phase-Proteinen zahlen neben dem C-re-
aktiven Protein unter anderem das Transportprotein Caeruloplasmin, die Gerinnungs-
faktoren Prothrombin und Fibrinogen, die Komplementfaktoren C1-C9 des oben
erwahnten Komplementsystems, Prakallikrein des Kallikrein-Kinin-Systems und die
Proteinaseinhibitoren a4-Antitrypsin und as-Antichymotrypsin. (Loffler & Petrides,

2003, S. 1107-1108)

Erworbene Immunitat

Bei der erworbenen, adaptiven Immunabwehr spielen die B- und T-Zellen eine zent-
rale Rolle. Bei dieser Immunabwehr geht es nicht mehr um eine unspezifische Ab-
wehr, bei der allgemeine Merkmale von Pathogenen fur eine Abwehrreaktion aus-
reichen, sondern um eine gegen Epitope auf Antigenen gerichtete sehr spezifische
Abwehrreaktion, welche dann gezielt gegen ein oder mehrere Pathogene zum Ein-
satz kommt. Hierbei sind die Oberflachenrezeptoren der B- und T-Zellen unersetz-
lich, da von deren ,Spitze“, dem variablen Teil des Rezeptors die Spezifitat der Re-
zeptoren und damit die der Zellen abhangt. Dabei ist anzumerken, dass der Rezeptor
der B-Zellen von der Struktur her einem an die Oberflache befestigten Antikorper
gleicht, das heil3t, dass dieser Rezeptor die klassische Y- Form besitzt, bestehend
aus 4 mit Disulfidbricken verbundenen Aminosaureketten mit mehreren konstanten

Regionen von uber der Y-Gabelung bis hin zum Y-Stamm, Uber den er mit der Zell-
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oberflache verbunden ist. Am offenen Ende des Y besteht der Antikorper bzw. der
Rezeptor an jedem Arm aus je zwei variablen Regionen, die gemeinsam ein zum
Epitop des Antigens entgegengesetzt verlaufendes Epitop (Aminosauresequenz) zur
spezifischen Antigenbindung aufweisen. Die Vielfalt dieser mdglichen Epitope ergibt
sich aus dem Genom, das heif’t, es wird durch genetische Rekombination eine DNA-
Sequenz irreversibel zusammengesetzt, die eine gesamte variable Region codiert.
Zusatzlich wird durch Entfernen oder Hinzufugen von Nukleotiden an den Verknup-
fungsstellen und durch die Verschiedenheit der variablen Regionen, die durch einen
anderen Satz von Gensegmenten codiert werden, eine ungeheure Vielfalt moglich.
(Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 17-19)

Daruber hinaus besitzt die B-Zelle wie alle Zellen desselben Organismus auf ihrer
Zelloberflache membrangebundene Glykoproteine, die von einer Gruppe von Genen,
genannt Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC)
oder beim Menschen HLA, codiert werden. Uber diese HLA werden den T-Zellen die
Peptidantigene prasentiert. Es wird zwischen HLA | und HLA Il unterschieden, wobei
sowohl nach der Peptidlange als auch nach dem Ursprung des Peptides, genauer
dessen Weg in Form des Pathogens in die Zelle hinein und in Form des Peptidfrag-
ments auf dem HLA aus der Zelle heraus hin zu deren extrazellularer Zelloberflache,
differenziert wird. So werden z. B. Viren Uber Pinozytose ins Zytoplasma aufgenom-
men, ubiquitinyliert, Uber das Proteasom abgebaut und deren Fragmente in einer
Lange von 9-11 Aminosauren auf dem HLA | an die Zelloberflache transportiert und
dort prasentiert. Andererseits werden Bakterien nach Bindung an einen Rezeptor
endozytiert und nach Verschmelzung mit Lysosomen und Einbau von Protonen-
pumpen in die Phagolysosomenmembran im sauren Milieu durch Proteasen in
Peptidfragmente zerkleinert. AnschlieRend werden die Peptidfragmente mit einer

Lange von 10-30 Aminosauren auf den HLA Il platziert und durch Exozytose vom
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endoplasmatischen Retikulum Uber den Golgi-Apparat an die auRere Seite der Zell-
membran transportiert und dort prasentiert. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik,

2002, S. 25-31)

Lymphozyten

Alle Zellen kdnnen anhand ihrer Oberflachenstruktur bzw. der am duf3eren Blatt der
Zellmembran unterschiedlich vorkommender Proteine (Rezeptoren und Co-Rezep-
toren) nach einem mit Antikdrpern erstellten Differenzierungsschema, einer
CD(Cluster of Differentiation)-Nummer, eingeteilt werden. So kann man die T-Lym-
phozyten oder T-Zellen in drei Populationen trennen, die CD3+4-8+ oder cytoto-
xische T-Zellen und die CD3+4+8- oder T-Helfer-Zellen, Tyi-Zellen und Tyo-Zellen.
Diese Differenzierung kommt im Laufe der Reifung der Zellen im Thymus zustande,
nachdem sie zuvor im Knochenmark gebildet wurden und zum Thymus gewandert
sind. Hier findet wahrend der Ontogenese auch die Positiv- und Negativ-Selektion
der T-Zellen statt. Da jedes Individuum Zellen mit einer eigenen, individuellen HLA-
Sequenz besitzt, die auch als ,eigen” erkannt und damit toleriert werden missen und
alle fremden Zellen eine fremde HLA-Sequenz haben, die auch als ,nicht eigen® er-
kannt und bekampft beziehungsweise zerstort werden mussen, kommt es im Thymus
zuerst zur Positiv-Selektion, bei welcher alle T-Zellen, die eine eigene HLA-Struktur
ohne Peptid beladen mit ihrem T-Zell-Rezeptor binden kdnnen, Uberleben. Bei allen
anderen T-Zellen, die dazu nicht in der Lage sind, wird die Apoptose induziert. Die
Uberlebenden T-Zellen unterliegen jetzt noch der Negativ-Selektion und werden der
Apoptose zugefuhrt, wenn sie mit hoher Affinitat an eine eigene mit einem Autoanti-
gen beladene HLA-Struktur binden. Kann dies ausgeschlossen werden, darf die Zelle
weiterleben. So soll schlieldlich ein individuell kompetentes und protektives Reper-

toire an T-Zellen aufgebaut werden, welches gleichzeitig auch eine Autoreaktivitat,
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also eine Autoimmunerkrankung verhindern soll. (Loffler & Petrides, 2003, S. 1127-

1129)

Wird nun ein HLA Il mit Peptid von einer B-Zelle prasentiert und eine T-Zelle, ge-
nauer eine Typ-Zelle, lagert sich spezifisch mit ihrem T-Zell-Rezeptor, der tUbrigens
nicht wie der B-Zell-Rezeptor einen heterotetramer gebundenen Antikorper darstellt,
sondern nur ein Heterodimer ist, daran an, so kommt es mithilfe von Co-Rezeptoren
von der T-Zelle wie dem CD3, CD4, CD28 und CTLA-4 (zu APCs) oder hier CD40L
(Ligand), von Seiten der antigenprasentierenden Zelle (APC) des CD80/86 oder B7-
Molekul und bei der B-Zelle zusatzlich des CD40 zur Aktivierung der B-Zelle. Darauf-
hin kommt es zur Klonierung und schliel3lich Differenzierung zur Plasmazelle, welche
den fur das Peptid beziehungsweise fur das Epitop spezifischen Antikdrper sezernie-
rt. Der Antikorper kann jetzt fur Neutralisierung, Opsonisierung und Aktivierung des
Komplementsystems und damit fur eine wesentlich spezifischere und effektivere Be-
kampfung des Pathogens sorgen. Die Plasmazellen haben eine kiirzere Uberlebens-
dauer als die B-Zellen, allerdings gibt es einige Uberlebende Zellen, die die Antikor-
perproduktion einstellen und sich zu Gedachtniszellen umwandeln, sich also an die-
ses Pathogen erinnern konnen. Das ist die Grundlage fur die noch schnellere und
noch effektivere Immunabwehr mit ImmunglobulinG(IgG)-Antikérpern bei einer Se-
kundarinfektion, wogegen bei der Primarinfektion oder Erstinfektion die Immunab-
wehr mit ImmunglobulinM(IgM)-Antikorpern noch nicht so schnell und effektiv
arbeiten kann, da es noch keine parat stehenden Gedachtniszellen gibt.
(Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 25-45) (Loffler & Petrides, 2003, S.

1130-1146)

Wichtig fur das Verstandnis der Reaktionen und Wirkungen der Zellen ist auch, dass

diese Wechselwirkungen, Aktivierungen und Reifungen der Zellen nicht allein durch

20



Zell-Zell-Oberflachenproteinwechselwirkungen zustande kommen, sondern eben
auch durch das Ausschutten von Cytokinen, die dann vor allem autokrin auf sich
selbst und parakrin auf die Zellen in der direkten Umgebung, aber in diesem Zusam-
menhang eher seltener endokrin, wirken. Fur die Entwicklung der naiven CD4+ Zelle
hin zur Tyo-Zelle kommt Interleukin-2 (IL-2) eine zentrale Bedeutung zu. Auch bei der
Weiterentwicklung ist IL-2 noch wichtig, zur Entstehung der Tyo-Zelle sind aber vor
allem IL-4 und IL-10 zu nennen, wie zur Entwicklung der Tys-Zelle IL-12 und IL-18 zu
erwahnen sind. Die Tyi-Zelle sezerniert IL-2, Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrose-
faktor-B (TNF-B). Die Tyo-Zelle dagegen schuttet IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13

aus. (Loffler & Petrides, 2003, S. 1129-1130)

Im Gegensatz zu den Typ-Zellen, die mit den B-Zellen in Wechselwirkung treten und,
wie oben beschrieben, damit zur Bildung von Antikorpern fuhren, welche die extra-
zellular gelegenen Pathogene angreifen, so sind die Tyi-Zellen fur die Bekampfung
von intrazellular gelegenen Pathogenen sehr wichtig.

Normalerweise werden Bakterien, die in Makrophagen gelangt sind, in dem sauren
Milieu der Lysosomen proteolytisch und mithilfe bakterizider Stoffe zerstort. Doch gibt
es auch Bakterien wie z. B. das Mycobakterium leprae oder das Mycobakterium
tuberculosis, die sich intrazellular in membranumschlossenen Vesikeln vermehren,
was durch eine nicht stattfindende Fusionierung dieser Vesikel mit Lysosomen er-
moglicht wird. Die Tw1-Zellen konnen solche Infektionen bekampfen helfen, indem sie
die Makrophagen aktivieren, infolge dessen den Zusammenschluss der Bakterien
enthaltenden Vesikel mit den Lysosomen bewirken und damit fur die Zerstorung der

Bakterien sorgen. (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 27-29)

Schliel3lich gibt es noch die CD3+4-8+ cytotoxischen T-Zellen, die die Fahigkeit be-

sitzen, virusinfizierte Zellen beziehungsweise infizierte Zellen, die eine Virussequenz
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auf ihrem HLA | tragen, Uber ihren T-Zell-Rezeptor zu erkennen. Nachdem eine
infizierte Zelle lokalisiert ist, wird diese abgetotet, bevor die virale Replikation durch
den vom Virus verwendeten Syntheseapparat der Wirtszelle abgeschlossen ist und
das Virus selbst die Zelle zerstort, um neu synthetisierte Viren freizusetzen.

(Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 27-29)

Das Abtoten der Zelle geschieht durch die Induktion der Apoptose, die auf zwei
Wegen ausgelost werden kann. Erstens kommt es zur Exozytose von cytolytischen
Granula durch die cytotoxische T-Zelle. Diese enthalten Perforin, ein in der Zellmem-
bran der Zielzelle porenbildendes Protein, und Kathepsin C, welches Granzyme ak-
tiviert, die wiederum uber die Aktivierung von Caspasen zur Induktion der Apoptose
fuhren. Zweitens wird auf aktivierten T-Zellen das Protein Fas-Ligand (Fas-L) ex-
primiert, welches Uber die Wechselwirkung mit Fas (CD95), das nicht konstitutiv auf
Zellen vorkommt und nur auf z. B. durch eine Entzindung oder eine Infektion aktivie-
rten Zellen exprimiert wird, die Apoptose Uber Aktivierung einer intrazellularen Sig-
nalkaskade bis hin zu den Caspasen induziert. (Loffler & Petrides, 2003, S. 1133-

1134)

1.4 Fraqgestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Blut von MS-Patienten und das Blut von Nicht-MS-
Patienten, also bezuglich der MS von gesunden Probanden (Kontrollen), wahrend
identischer experimenteller Untersuchungen verglichen werden. Dabei sollen nach
Bearbeitung des Blutes vor allem die T-Zellen und deren Funktionalitat in Augen-
schein genommen werden. Besonderes Augenmerk gilt dabei den CD4+25"" Zellen,

den sogenannten regulatorischen T-Zellen (Treg), denen laut Sakaguchi, 2000 und
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Shevach et al., 2001 bei der Homoostase des Immunsystems und insbesondere bei
der Verhinderung von Autoimmunerkrankungen durch ihre Fahigkeit selbstreaktive T-
Zellen, also T-Zellen die korpereigene Antigene angreifen, zu unterdricken
anscheinend eine Schlusselrolle zukommt und die deshalb auch weltweit im Fokus
vieler Untersuchungen stehen (Viglietta et al., 2004) (Baecher-Allan et al., 2006)
(Jurgen Haas et al., 2005).

Unter Inanspruchnahme des FACSCalibur (Fluorescence Activated Cell Sorting) wer-
den nach Fluoreszenzfarbstofffaroungen die einzelnen Zellpopulationen und Zellfrak-
tionen quantitativ gemessen und miteinander verglichen beziehungsweise auf Signifi-
kanzen Uberpruft. Dabei ist zu der CD4+25+ Zellpopulation zu sagen, dass bei dieser
im Verlauf dieser Arbeit entsprechend der Abb. 3 immer ein Gate auf die CD25 hoch
positiven Zellen gesetzt wurde. Da die Gatesetzung bezuglich der CD4+25+ Zellpo-
pulation in dieser Arbeit bei allen Laboruntersuchungen dieselbe ist und es sich folg-
lich immer um die CD4+25"" Zellpopulation handelt, wird im Folgenden nicht mehr
von CD4+25"%" Zellen, sondern nur noch von CD4+25+ Zellen gesprochen.

Des Weiteren soll die Farbung des intrazellular in regulatorischen T-Zellen gelegenen
Transkriptionsfaktors Foxp3 vorgenommen und ebenfalls eine quantitative Erfassung
durchgefuhrt werden. Foxp3 konnte laut Yagi et al., 2004, Hori et al., 2003 und
Fontenot et al., 2003 im Zusammenhang mit der Aktivierung und Funktionalitat von
regulatorischen T-Zellen und deren inhibitorischer Wirksamkeit auf T-Effektor-Zellen
nachgewiesen werden und gilt als intrazellularer Marker fur aktivierte regulatorische
T-Zellen (Baecher-Allan et al., 2006) (Jurgen Haas et al., 2005).

Mit Blick auf die inhibitorische Wirksamkeit der regulatorischen T-Zellen soll aul3er-
dem in einem Proliferation-Assay mithilfe des FACSAria Zellsorters durch Zugabe
ansteigender Zellzahlen von regulatorischen T-Zellen zu Responder-Zellen die Hem-

mung der Proliferation demonstriert werden. Wiederum geht es bei der Betrachtung
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der Fahigkeit zur Inhibition der Effektor- beziehungsweise der Responder-Zellen na-
turlich um den Vergleich dieser Fahigkeit und deren Intensitat zwischen MS-Pati-
enten und gesunden Kontrollen, wie dieser bereits von Viglietta et al., 2004 angestellt
wurde.

Aulerdem hat sich gezeigt, dass bei der Inhibition durch die regulatorischen T-Zellen
nicht nur die Proliferation, sondern auch die Sekretion von Cytokinen gehemmt wird,
von denen in diesem Zusammenhang das von Tyi-Zellen sezernierte Interferon-y,
welches bei der Aktivierung von selbstzerstorerischen, autoreakiven T-Zellen ausge-
schuttet wird, von besonderer Bedeutung ist (Viglietta et al., 2004) (Venken et al.,
2006). Aufgrund dieser Erkenntnis sollen verschiedene Antigene, darunter unter-
schiedliche virale Antigene, wie zum Beispiel vom Adenovirus und vom Epstein-Barr-
Virus, und Myelinoberflachenproteine wie das Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein
(MOG) mit der Aminosauresequenz 1-125, was dem extrazellularen Teil dieses
transmembranen Myelinproteines entspricht (Weissert et al., 2002), im Rahmen des
Elispot mit den Zellen in Kontakt gebracht werden, mit der Hoffnung, dass diese Zel-
len einen MHC II- beziehungsweise einen HLA Il-Komplex auf ihrer Zelloberflache
mit entsprechend gegenlaufig codierter Aminosauresequenz tragen, das Antigen also
wiedererkennen, und darauf folglich mit einer Sekretion von Interferon-y reagieren,
das dann im Elispot nachgewiesen wird.

Sowohl beim Proliferation-Assay als auch beim Elispot werden wie zuvor auch schon
quantitative Zahlungen beziehungsweise Messungen von Patienten und Kontrollen

erhoben, welche auf relevante Signifikanzen hin untersucht werden.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate

Arbeitsbank mit Abzug

Blutanalysegerat ADVIA 120

Elispot-Analysgerat
transtec 1300

FACSCalibur

Hochleistungswaage Explorer®Pro

Hochleistungswaage mit Umgebungs-
schutz SI-234

Inkubator (Heracg,.)
37,0 C, 5,0 % CO,

Sorter FACSAria™

Sterile Arbeitsbank

Mikroskop CX 40

Mikrowelle

Multikanalpipette (12 Pipetten)
CALIBRA 852, 20-200 pl

25

renggli

SIEMENS

AID (Autoimmun
Diagnostika GmbH)

BECTON
DICKINSON

OHAUS®

DENVER
INSTRUMENTS

Heraeus

BD Biosciences

Heraeus

OLYMPUS

SIEMENS

SOCOREX



Pippetierhelfer INTEGRA

PIPETBOYplus BIOSCIENCES
pipetman, 1-10 pl GILSON
pipetman, 2-20 pli GILSON
pipetman, 100 pl GILSON
pipetman, 200 pl GILSON
pipetman, 1000 pl GILSON

Proliferation-Assay-Analysegerat

1450 MicroBeta® Trilux EG&G WALLAC
Harvester TOMTEC

1295-012 HEAT SEALER WALLAC

Vortex Mixer neolLab® Labor-
HeidolphREAXtop Spezialprodukte
Zentrifuge Hettich ROTIXA/RP
Zentrifuge MULTIFUGE 3 S-R Heraeus

2.2 Material, Chemikalien und Reagenzien

Material
CELLSTAR®TUBES (FALCON), 15 ml greiner bio-one
CELLSTAR®TUBES (FALCON), 50 ml greiner bio-one
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EDTA-Blutentnahmerdhrchen
S-MONOVETTE® 9 mI K3E

Erlenmeyerkolben, 100 ml

Erlenmeyerkolben, 3 |

FACS-Rohrchen
Polystyrene Round-Bottom Tube, 5 ml

FACS-Ro6hrchen
Polystyrene Round-Bottom Tube
with Cell-Strainer Cap, 5 ml

Glaspipette 2 mlin 1/100

Glaspipette 5 mlin 1/10

Glaspipette 10 ml in 1/10

Glaspipette 25 ml in 2/10

Injekt Luer Solo, 20 ml Spritze

Pipettenspitzen 10 pl, farblos

Pipettenspitzen 200 pl, gelb

Pipettenspitzen 1000 pl, blau

Printed Filtermat A
for use with 1450 MicroBeta™™

Safe-Lock Tubes, 1,5 mi
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SARSTEDT

SCHOTT DURAN

SCHOTT DURAN

BD Falcon™

BD Falcon™

Costar®

Costar®

Costar®

Costar®

BRAUN

Biozym Scientific
GmbH

SARSTEDT

greiner bio-one

PerkinElmer®

Eppendorf AG



Safe-Lock Tubes, 2 mi

Sample Bag
for use with 1450 MicroBeta™

Sterilfilter 0,22 ym

Sterilfilter 0,45 pm

Wanne fur Multipipetten

Reagent Reservoir Polystrene, 50 ml

Zellkammer nach Neubauer
0,100 mm Tiefe/Depth/Profondeur
0,0025 mm?

96-well Platte fur Elispot mit Flachboden
TISSUE CULTURE PLATE, 96W
FLAT BOTTOM, WITH LID, STERILE

96-well Platte fur Proliferation-Assay
mit Rundboden
PS-MICROPLATE, 96 well, U-SHAPE

Fertigprodukte

BIOCOLL SEPARATING SOLUTION
(FICOLL SEPARATING SOLUTION)
Isotonic solution, Density 1,077 g/ml

DPBS

Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline — 0,0095 (PO4)
without Ca and Mg
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Eppendorf AG

WALLAC

MILLIPORE

MILLIPORE

Costar®

Corning Incorporated

Assistent

MILLIPORE

greiner bio-one

BIOCHROM AG

BioWhittaker®
LONZA



DPBS (10x)

Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline — 0,0095 (PO4)
without Ca and Mg

FACS™ Accudrop Beads
Cat # 345249

Foxp3 Staining Buffer Set
Fixation/Permeabilization Concentrate
Cat # 00-5123-43
Fixation/Permeabilization Diluent

Cat # 00-5223-56

10x Permeabilization Buffer

Cat # 00-8333-56

Hydrogen peroxide 30%
Wasserstoffperoxid 30%

Lysel6sung fur FACS (Lysing-Buffer)
bei extrazellularer Farbung

1000 ml enthalten:

8,2900 g Ammoniumchlorid z.A.,
1,0000 g Kaliumhydrogencarbonat z.A.,
0,0372 g Na2-EDTA-2H20 z.A.

Medium RPMI 1640
(+ L-Glutamine)
(+ 25 mM HEPES)

N,N-DIMETHYLFORMAMIDE
(DMF) 99+%

OptiPhase "Super Mix’
fur Analyse des Proliferation-Assay

mit Harvester
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BioWhittaker®
LONZA

BD

eBioscience

Fluka

Universitatsapotheke
Tubingen

GIBCO®

invitrogen™

SIGMA

WALLAC



Streptavidin, Peroxidase Conjugate
Cat # 189733

Trypan Blue Solution (0,4%)
T 8154, 100 ml

2-MERCAPTOETHANOL
50 MM

3-AMINO-9-ETHYL-CARBAZOLE
A-5754-10g

[6->H] Thymidine, Aqueous solution
925 GBg/mmol, 25.0 Ci/mmol
1 ml 37 MBq 1mCi

Zubereitete Produkte

Elispot - Buffer:

0,1 M Natriumazetat, ph 4,8

1L 82,03 g/mol

0,1 mol (8,203 g) in 1 L Millipore-Wasser

Fix/Perm Buffer:
Mischung aus Fix/Perm Concentrate und
Fix/Perm Diluent im Verhaltnis 1:3

Medium fur Elispot:
Medium RPMI 1640 (500 ml)
(+ L-Glutamine)
(+ 25 mM HEPES)
mit: 5% FCS (Eotales KalberSerum)
1% GLU (5 ml Glutamine)
1% P/S (5 ml Penicillin/Streptomycin)
0,1% 2-ME (0,5 ml 2-MERCAPTOETHANOL)
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CALBIOCHEM®

SIGMA

GIBCO

SIGMA

Amersham
LIFE SCIENCE



Millipore-Wasser:
Demineralisiertes, 2x destilliertes Wasser, ultra pure
18,2 MQ/cm, 25 °C, gefiltert durch einen 0,22 ym Sterilfilter

PBSA-L6sung (FACS-Flow) zur Waschung der FACS-Rohrchen:
1x PBS containing 0,2% (w/v) sodium azide (SIGMA cat # S-2002)
and 0,2% (w/v) bovine serum albumin (BSA) (SIGMA cat # A-2153)

1x Permeabilization Buffer:
10x Permeabilization Buffer 1:9 mit PBS verdiinnen

Antigene

Verwendete humane Antigene:

Adenovirus Hexon EIA Antigen VIRION SERION
Adenovirus Type 2. Strain Adenoid 6.

Batch A128FAW, Cat # BA128VS

1 mg, 0,680 mls at 1,47 mg/ml (0,6 mg/10 ml)

20 pl pro well, 100 pl/ml

CEF — Peptide — Pool PANATECS
Cat # PA-CEF-001, 20 pl/ml

contains 23 HLA class I-restricted

T-cell epitopes from human Cytomegalovirus,

Epstein-Barr virus and Influenza virus

20 pg/ml, Volumen 1/10 zum Medium, 0,2 pg/well

CMV pp65 - Recombinant Protein Miltenyi Biotec
Full-length protein MACS

Human Cytomegalovirus (CMV),

strain AD 169; recombinant from E. coli

Cat # 130-091-824, 200 pl, (3 mg/ml), 10 pl/ml,

2 yl pro well oder 1/10 der Stocklosung
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EBNA-1 (Epstein-Barr-Virus, EBV)
Cat # 10-523-001

(260 pg/ml), 10 pl/ml, 2 ul pro well
oder 1/10 der Stocklosung

PHA-M (PHA) fur Elispot
Phytohaemagglutinin als Positiv-Kontrolle

240 pg/ml, Volumen 1/10 zum Medium, 2,4 ug/mli

Universitar selbst hergestellte Antigene:

Adenovirus (ADV), Spezies C, inaktiviert, 10 ul/ml,
2 yl pro well oder 1/10 der Stockldsung,

ABI, Advanced
Biotechnologies Inc

SIGMA

Isoliert aus dem Plasma eines Kindes nach Stammzelltransplantation

Freundlicherweise zur Verfugung gestellt von

Herrn Prof. Dr. Dr. Klaus Hamprecht, Institut fur Virologie
Herrn PD Dr. Tobias Feuchtinger, Kinderklinik

Im Folgenden wird dieses Virus als ,,Glas” bezeichnet

Humane Myelinproteine (Myelin Oligodendrozyten Glykoprotein, MOG):

rHUMOG 1-125 (Aminosauresequenz) in acetate (I6slich)
0,53 mg/ml, 10 pg/ml

Freundlicherweise her- und zur Verfigung gestellt von
Frau Dr. Kathy de Graaf, Hertie-Institut

rHu(recombinantHuman)MOG 1-125 in PBS (nicht I0slich)
2 mg/ml, 10 pg/ml

Freundlicherweise her- und zur Verfigung gestellt von
Frau Dr. Kathy de Graaf, Hertie-Institut

rHUMOG 1-125 ref. (zurickgefaltet), 0,63 mg/ml, 10 pg/mi
Freundlicherweise her- und zur Verfigung gestellt von
Frau Dr. Kathy de Graaf, Hertie-Institut
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Mit Fluoreszenzfarbstoffen beladene und unbeladene Antikorper

Verwendete extrazelluldre Antikdrper (Anti-human) gegen:

CD3 — alle T-Zellen (1 mg/ml) BD
unbeladen zur Stimulation des T-Zell-Rezeptors
und beladen mit FITC oder PerCP

CD4 — T-Helfer-Zellen, Tuq und Th2 BD
beladen mit FITC oder APC

CD8 — Cytotoxische T-Zellen BD
beladen mit PE

CD16/56 — NK (Naturliche Killer)- Zellen BD
beladen mit PE

CD19 — B-Zellen BD
beladen mit APC

CD25 — Regulatorische T-Zellen BD
beladen mit APC

CD28 Pure (low azide) — T-Zellen (1 mg/ml) BD
unbeladen zur Stimulation des T-Zell-Rez. (TCR)

CD45 — alle Lymphozyten BD
beladen mit PerCP

CD69 — aktivierte T-Zellen BD
beladen mit PE

CDDR - HLA DR, alle Zellen des Individuums, BD
die MHC (HLA) Il exprimieren; beladen mit PE

33



Anti-human Interferon-y mabtech
mAb 1-D1K

1 ml; 1 mg/ml

Code: 3420-3-1000

Batch No.: 49

Anti-human Interferon-y mabtech
Mab 7-B6-1-Biotin

1 ml; 1 mg/ml

Batch: 3420-6-27

Kontrolle fur extrazellulare und intrazellulare
Durchflusszytometrie

Simultest™ BD
lgGy1-FITC

lg Gy2a-PE

Cat # 342409

Verwendete intrazellulare Antikorper (Anti-human):

PE Anti-human Foxp3 (clone PCH101) eBioscience
Cat # 12-4776
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2.3 Firmenliste

AID Diagnostika GmbH, StralRberg, Deutschland
Advanced Biotechnologies Inc (ABI), Columbia, USA
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland
Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam, Niederlande
Denver Instrument GmbH, Goéttingen, Deutschland

Duran Group GmbH, Wertheim/Main, Deutschland
eBioscience, Inc., San Diego, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Oberhaching, Deutschland

Gilson, Inc., Middleton, USA

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &Co KG, Sondheim, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Institut Virion\Serion GmbH, Wurzburg, Deutschland
Integra Biosciences GmbH, Fernwald, Deutschland
Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland

Lonza Cologne GmbH, Koln, Deutschland

Mabtech AB, Nacka Strand, Schweden

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Millipore GmbH, Schwalbach/Ts., Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
neolLab, Heidelberg, Deutschland

Ohaus Europe GmbH, Nanikon, Schweiz

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
Panatecs GmbH, Tubingen, Deutschland
PerkinElmer, Rodgau, Deutschland

PerkinElmer Life Sciences Wallac Oy, Turku, Finnland
Renggli AG, Rotkreuz, Schweiz

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht, Deutschland

Schott Medica GmbH, Wertheim, Deutschland
Siemens AG, Munchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Socorex Isba S.A., Ecublens, Schweiz
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3 METHODEN

3.1 Durchflusszytometrie bei extrazellularer Farbung

Die Durchflusszytometrie wird hier am FACSCalibur durchgefihrt, das einen Dual-
Laser bestehend aus einem luftgekihlten Argon-Laser und einem roten Dioden-
Laser besitzt, was eine gleichzeitige Mehrfachfarbenanalyse erlaubt.

Die Lymphozyten sollen aus dem Vollblut heraus angefarbt, also mit fluoreszenz-
haltigen Substanzen besetzten Antikorpern markiert werden. Dies ist die Voraus-
setzung dafur, die markierten Zellpopulationen in der Durchflusszytometrie (FACS,
Fluorescence Activated Cell Sorting) zahlen zu kénnen, um diese dann zwischen
MS-Kranken und Gesunden zu vergleichen und daraus Erkenntnisse zu ziehen.

Als Fluoreszenzfarbstoffe, gekoppelt an den Fc-Teil der Antikorper, kommen FITC
(Fluoreszeinisothiocyanat), PE (Phycoerythrin), PerCP (Peridin Chlorophyll) und APC
(Allophycocyanin) zum Einsatz, die jeweils bei unterschiedlichen Wellenlangen im

Nanometerbereich absorbieren und emittieren.

FACS aus Vollblut

Die Antikorper mit entsprechender Fluoreszenzfarbstoffkoppelung werden in

5 FACS-Rohrchen mit Vollblut folgendermallen kombiniert:

1 2 3 4 5
Kontrolle CD3 CD3 CD4 CD4 FITC
CD8 CD16/56 CDDR CD69 PE
CD45 CD45 CD3 CD3 PerCP
CD4 CD19 CD25 CD25 APC
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100 pl Vollblut in die FACS-Rohrchen geben — Vortex

Antik6rper gegen CDs und Kontroll-Antikérper im Uberschuss in die Réhrchen
geben, um die Bindungsstellen zu sattigen (20 ul Antikorper pro Réhrchen, nur
bei APC mit 3 ul) — Vortex

fiir 15-30 min dunkel bei + 4 "C abstellen (Kiihlschrank)

Rohrchen mit Lysepuffer fullen

fur 5-10 min in den Kuhlschrank

7 min zentrifugieren bei 400 g — Abschutten und Vortex

Roéhrchen mit FACS-Flow (PBSA) fiillen

7 min zentrifugieren bei 400 g — Abschutten und Vortex

In jedes Rohrchen tropfchenweise FACS-Flow zugeben und dann am

FACSCalibur analysieren

Anschlielend kann die zuvor vom Blutanalysegerat ADVIA 120 aus Vollblut be-

stimmte Leukozytenzellzahl mit den in Prozent gemessenen Zellfraktionen vom

FACSCalibur verrechnet werden.

3.2 Durchflusszytometrie bei intrazellularer Farbung

Zunachst sollen die Lymphozyten aus dem Blut der Patienten beziehungsweise der

Kontrollen mithilfe von Ficoll durch die unterschiedliche Dichte der Bestandteile des

Blutes und des Ficoll isoliert werden. Dabei zeigen sich wie in Abb. 1 dargestellt im

50 ml Falcon nach dem Zentrifugieren mehrere Abschnitte, die vom Boden bis zum

Deckel hin aus einem malig groflen Erythrozytenanteil und einer daruber gelegenen

dunnen Granulozytenschicht besteht, gefolgt von einem relativ groRen Abschnitt mit
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Ficoll, auf dem eine dunne weilde Schicht zu liegen kommt. Diese dinne weil3e Zell-
schicht, Interphase genannt, enthalt die Monozyten/Lymphozyten, weswegen diese
Zellen auch als MNC (Mononukleare Zellen) oder als PBMCs (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) bezeichnet werden. Als Abschluss folgt auf die Interphase ein

wieder groRRerer Abschnitt mit Serum und/oder PBS.

jﬂﬁz‘?&c’t% — ';%»««‘a/wftzu / /b(m/uwa?tzt\

. 9 6—9 ’A{ A/(; : 7
= \:%:«creé M Wju(%:,:f Zelle.
TBEMC e

‘ ‘—gym-vir%a?tﬁh

50 wd Ekg cru

Abb. 1 Ubersicht {iber die einzelnen Schichten beim Ficoll

Ficoll

1. Falcon (50 ml) mit 15 ml Ficoll fullen

- In dem 2. Falcon (50 ml) werden 2 EDTA-S-Monovetten Blut (ca. 17,5 ml) mit
ca. 17,5 ml PBS 1:1 verdunnt (gesamt 35 ml)

- mithilfe von Glaspipetten wird das Blut-PBS-Gemisch (2. Falcon) in das
schrag gehaltene 1. Falcon ganz langsam auf das Ficoll Uberschichtet

- 20 min zentrifugieren bei 800 g, Bremse 3

- Interphase vorsichtig mit Glaspipette abnehmen, in ein frisches 3. Falcon (50
ml) geben und mit PBS bis 50 ml auffullen

- 10 min waschen (zentrifugieren) bei 400 g — Abschutten, mit wenigen ml

PBS Zellpalette aufldsen und mehrmals resuspendieren

- mit PBS bis 50 ml auffullen und erneut 10 min bei 400 g waschen
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- Abschutten und Zellpalette nach Zugabe von 1,5 ml PBS auflosen und mehr-
mals resuspendieren

- Zellzahl mithilfe von Trypanblau und Neubauer-Zellkammer genau bestimmen
und auf 1 Mio/ml einstellen. Das Einstellen auf 1 Mio/ml wurde von mir Uber
die gesamte Arbeit hinweg aber nicht gemacht, sondern vergessen.
Stattdessen wurden nach Zugabe von 1,5 ml PBS, Auflésen der Zellpalette
und mehrmaligem Resuspendieren zur Bestimmung des Foxp3 direkt 100 pl

Zellen entnommen.

Foxp3

Kombination der entsprechenden Antikdrper und Fluoreszenzfarbstoffkoppelungen:

1 2
CD4 CD4 FITC
Kontrolle Foxp3 PE
CD3 CD3 PerCP
CD25 CD25 APC

- 100 pl der pro Patient bzw. Kontrolle aus je 2 EDTA-R6hrchen Blut durch
Ficoll vorbereiteten Zellen in jedes FACS-Ro6hrchen geben

- Zugabe der Antikorper gegen CD3, CD4 und CD25

- far 15 min in den Kihlschrank stellen

- mit FACS-Flow waschen, 5 min bei 400 g zentrifugieren — Abschutten und
Vortex

- 1 ml frisch zubereiteten Fix/Perm Buffer in jedes Rohrchen geben — Vortex

- fir 30 min bis 1 Stunde in den Kihlschrank stellen
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FACS-Flow zugeben und bei 400 g fur 5 min zentrifugieren — Abschutten
und Vortex

Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g
zentrifugieren — Abschutten und Vortex

Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g
zentrifugieren — Abschutten und Vortex

Zugabe von 20 pl Anti-human Foxp3 Antikorper und Kontroll-Antikdrper
— fur 30 min in den Kuhlschrank stellen

Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g
zentrifugieren — Abschutten und Vortex

Zellen mit 2 ml 1x Permeabilization Buffer waschen, also 5 min bei 400 g
zentrifugieren — Abschutten und Vortex

In jedes Rohrchen tropfchenweise FACS-Flow zugeben und am FACSCalibur

analysieren

3.3 Sorten und Proliferation-Assay

Der zum Einsatz kommende Sorter FACSAria™ ist ein Gerat mit 3 luftgekiihlten

Lasern bei 407 nm, 488 nm und 633 nm Wellenlange, welcher dadurch zu einer

Mehrfachfarbenanalyse bis hin zu 15 Parametern befahigt ist. Der Sorter kann Zellen

nach Anfarbung mit Fluoreszenzfarbstoffen in 2 oder 4 FACS-RoOhrchen gleichzeitig

oder sogar in die Locher einer 96-Loch(well)-Platte sortieren.

In der mit unbeladenen Antikorpern gegen CD28 und CD3 zur Stimulation der Prolife-

ration vorbehandelten 96well-Platte sollen die abgezahlt in Medium eingelegten Zel-

len nach einer ansteigenden Zugabe (Sorting) von CD4+25+ Zellen, einer mehrta-

gigen Inkubationszeit und nach Zugabe von radioaktivem Thymidin *H und dessen

41



Einbau in den DNA-Strang der Zellen wahrend der Proliferation detektiert, also ge-

zahlt werden.

Vorbereitung der 96well-Platte mit Rundboden (steril):

Zugabe von nicht markierten, also nicht mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen Anti-
korpern gegen CD28 und CD3 zu PBS, so dass die Zellen mit einer Konzentration

von 2 yg/ml Uber den TCR stimuliert werden.

- 100 pl davon pro well zugeben und fur 1 Stunde im Brutschrank inku-
bieren (37 'C)

- steril abschitten

- 100 pl Medium pro well

- fertig zum Sorten

Auch fur den Proliferation-Assay muss das Blut zuerst mit Ficoll bearbeitet werden,

um die Lymphozyten zu gewinnen.

- Nach Ficoll aus mindestens 4 EDTA-Rohrchen Blut, um genug CD4+25+ re-
gulatorische T-Zellen zu erhalten, die zu sortenden Zellen im 50 ml Falcon
direkt mit CD4 FITC(50 pl)- und CD25 APC(25 pl)- Antikdrpern im Uberschuss
anfarben, um die Bindungsstellen zu sattigen — Vortex

- far 20 min bei Zimmertemperatur dunkel lagern (Schublade)

- bis 50 ml mit PBS auffullen und fur 10 min bei 400 g zentrifugieren

— Abschutten und Zellpalette mit 1,5 ml PBS auflésen
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- Diese Zellen dann durch einen im Verschluss eines sterilen FACS-Rohrchens
integrierten Sieb in dieses hineinpipettieren

- SORTEN der Zellen in die vorbereitete 96well-Platte

Gewinnung von Responderzellen:

- Entnahme von ungefarbten Zellen nach Ficoll aus dem 50 ml Falcon als
Responderzellen

- je 100 pl Zellen mit Medium auf 4 Mio/ml einstellen

- Davon dann direkt nach dem Sorten je 50 pl pro well zugeben, also 200 000

Zellen pro well

Sort-Schema der CD4+25+ Zellen fiir die 96well-Platte pro Individuum:

1 2 3
A — — —
B 2000 2000 2000
C 4000 4000 4000
D 10000 10000 10000
E 20000 20000 20000
F 40000 40000 40000

- Nach dem Sorten und nach Zugabe der Responderzellen wird die 96well-
Platte fiir 5 Tage im Brutschrank bei 37 'C inkubiert
- Am 5. Tag wird Thymidin ®H im Verhaltnis 1:20 mit Medium verdiinnt

— davon 25 pl pro well zugeben
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- Nochmals 1 Tag im Brutschrank inkubieren
- Am insgesamt 6. Tag erfolgt dann die Auswertung mit dem 1450 MicroBeta®

Trilux mit Harvester

3.4 Elispot

Beim Elispot geht es um den Nachweis eines Cytokins, bei dieser Arbeit des Inter-
feron-y, das nach Stimulation durch zupipettierte Antigene von den Lymphozyten,
genauer den T-Zellen, ausgeschuttet wird. Bei der Analyse der Elispot-Platten (96-
well-Platten mit Flachboden und Deckel) gilt es dann zu begutachten, wie stark auf
welches Antigen reagiert wurde, also wie viele Spots (englisch: spot — Fleck, Tupfen)

entstanden sind.

Zunachst muss der Boden der 96well-Platte mit Antikorpern gegen das gesuchte

Cytokin, hier also Interferon-y, benetzt werden (Coating):

Coating der 96well-Platten mit Flachboden:

- Anti-human Interferon-y mAb 1-D1K in PBS geben
- davon 100 pl pro well

- {ber Nacht (24 h) bei + 4 'C dunkel lagern (Kiihlschrank)

Am nachsten Tag wird zunachst wieder aus mindestens 4 EDTA-Rohrchen Blut Ficoll
gemacht, um die PBMCs inklusive der Lymphozytenfraktion zu erhalten. Diese Zellen
werden wieder mit der Neubauer-Zellkammer und Trypanblau gezahlt und auf

2 Mio/ml eingestellt.
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2x waschen der 96well-Platte mit je 200 pl PBS pro well

Platte blocken mit 200 pyl Medium pro well, bei Raumtemperatur fir 1 Stunde
stehen lassen

nachdem die Platte ausgekippt wurde, werden jetzt zunachst die Antigene
pipettiert, 20 ul pro well bei naturlich 3 wells pro Antigen; dabei werden in die 3
wells der Negativ-Kontrolle (kein Antigen) je 20 yl Medium pipettiert
anschliel3end werden die Zellen pipettiert, 200 pl pro well

die 96well-Platte fur 2 Tage im Brutschrank inkubieren

Entwicklung des Elispot:

Zunachst muss fur die Waschung der 96well-Platte eine Waschloésung zubereitet

werden. Dazu werden 300 ml 10x PBS in einen Erlenmeyerkolben gefullt und dieser

mit Millipore-Wasser bis auf 3 | voll gemacht.

jetzt wird die 96well-Platte 5x damit in einer kleinen Wanne gewaschen, wobei
die Waschlosung im Verlauf immer nach jeder zweiten Waschung erneuert
wird

nun wird Anti-human Interferon-y Mab 7-B6-1-Biotin in einer Konzentration von
1 pg/ml in PBS pipettiert und davon werden 100 pl pro well zugegeben

2 Stunden bei Raumtemperatur stehen lassen

5x waschen

Streptavidin-Peroxidase wird genauso zuerst in einer Konzentration von
1 ug/ml in PBS gegeben und davon werden schlieldlich wieder 100 pl pro well
pipettiert

1 Stunde bei Raumtemperatur stehen lassen
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Um diese Wartezeit sinnvoll zu nutzen, sollte die Entwicklungslésung hergestellt

werden:

- 10 mg Carbazole abwiegen und 1 ml Dimethylformamide unter dem Abzug da-
zugeben

- 15 min unter dem Abzug stehen lassen

- in einen kleinen Erlenmeyerkolben kommen 25 ml 0,1 M Natriumazetat,
ph 4,8. Zu diesen wird der 1 ml aus Carbazole/Dimethylformamide und
anschliefend noch 25 pl Wasserstoffperoxid pipettiert

- von dieser Entwicklungslosung werden 20 ml mit einer 20 ml Spritze aufge-

zogen und uber einen 0,45 pm Sterilfilter in ein 50 ml Falcon gespritzt

Abschluss der Entwicklung:

- 8x waschen der 96well-Platte

- je 100 pl pro well von der Entwicklungslosung zupipettieren
- 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen

- Abkippen und 1x kraftig mit destilliertem Wasser waschen

- Trocknen lassen

Nach dem Trocknen der 96well-Platte kann diese am Elispot-Analysegerat transtec

1300 ausgewertet werden.
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4 ERGEBNISSE

Im Verlauf der Auswertung ist bei mir, vor allem aufgrund der Resultate des in 4.4
dargestellten Ergebnisses des 1. Teils des Elispot und der Tatsache, dass von der
Erkrankung Multiple Sklerose mehr Frauen als Manner betroffen sind, die Erkenntnis
gereift, dass im Rahmen der Bearbeitung und Auswertung der Daten nicht nur ein
differenzierter Blick auf die Behandlung der Patienten, im Sinne von der Frage nach
behandelten und unbehandelten Patienten und der Frage nach den einzelnen medi-
kamentosen Therapien, sondern auch die Betrachtung der Geschlechterrollen, im
Sinne von der Fragestellung nach signifikanten Differenzen zwischen den weiblichen
und mannlichen Patienten und auch zwischen den weiblichen und mannlichen Kont-
rollen, sinnvoll ist.

Dies ist der Grund dafur, weshalb die Auswertungen der einzelnen Abschnitte jeweils
nach einem Muster durchgefuhrt wurden. Dabei stand am Anfang immer die Betrach-
tung aller Patienten gegen alle Kontrollen. AnschlieRend erfolgte die Beurteilung der
weibl. Patienten gegen die weibl. Kontrollen, der mannl. Patienten gegen die mannl.
Kontrollen, aller Frauen (Patienten und Kontrollen) gegen alle Manner (Patienten
und Kontrollen), der weibl. Patienten gegen alle Kontrollen, der mannl. Patienten
gegen alle Kontrollen und der weibl. Patienten gegen die mannl. Patienten. Jetzt
wurden auch noch die weibl. Kontrollen mit den mannl. Kontrollen und beide Grup-
pen auch noch mit allen Patienten verglichen. Daraufhin wurden die therapierten mit
den nicht therapierten Patienten, die therapierten Patienten mit allen Kontrollen, die
nicht therapierten Patienten mit allen Kontrollen und die weibl. therapierten, die weibl.
nicht therapierten, die mannl. therapierten und die mannl. nicht therapierten Pati-

enten gegeneinander und gegen alle Kontrollen verglichen. Zu guter Letzt werden
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Patienten im Schub mit therapierten und nicht therapierten Patienten und mit den
einzelnen Therapien, also Glatirameracetat (Copaxone), Natalizumab (Tysabri),
Avonex, Rebif, Interferon (3-1a gesamt, Interferon B-1b (Betaferon), Interferon 3
gesamt und die einzelnen Therapien untereinander und die Patienten im Schub und
die einzelnen Therapien jeweils gegen alle Patienten und alle Kontrollen miteinander
verglichen. Aufgrund der immer weiteren Aufsplittung der Rohdaten kam es naturlich
auch vor, dass nur noch 1 Patient oder sogar kein Patient in einer dieser Gruppen
ubrig blieb, was aber verstandlich ist, da es sich bei dieser Arbeit ja nicht um eine
Studie mit mehreren tausend Patienten oder noch mehr handelt. Sicherlich ware dies
auch in Bezug auf die Aussagekraft der statistischen Auswertung der Daten wun-
schenswert gewesen, mehr Patienten zu analysieren. Dies war im Rahmen dieser

Arbeit aber nicht moglich und bleibt eine zukunftige Herausforderung.

Die im Folgenden prasentierten statistischen Ergebnisse wurden mit dem unge-
paarten t-Test (two-tailed P value) bei einem 95 % Konfidenzintervall berechnet und
sind bei Signifikanzen detailliert im Anhang aufgefuhrt. Signifikant differierende Mittel-
werte sind im Rahmen der tabellarischen Darstellungen bei der direkten Gegenuber-
stellung zweier Gruppen rot eingerahmt, werden aber zum Teil auch nur im Text be-

schrieben.

4.1 Resultate der FACS-Analyse bei extrazellularer Farbung

Zunachst sollen mithilfe der FACS-Analyse einzelne Zellfraktionen bzw. Zellpopulati-
onen nach deren Quantitat bestimmt werden. So geht es nach Farbung der Zellen
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen genauer um die quantitative Bestim-

mung der Zellpopulation der Lymphozyten insgesamt und deren anteiliger Zellfrak-
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tionen der CD3+, CD4+, CD4+25+, CD8+, CD19+ und CD16/56+ Zellen. Von der
Zellpopulation der CD3+ Zellen werden anschlieRend die Zellfraktionen der CD4+,
CD4+25+ und CD8+ Zellen berechnet. Aulderdem werden von der Zellpopulation der
CD4+25+ Zellen noch die Zellfraktionen der CD69+ und der CDDR+ Zellen bestimmt.
Dabei wird mit dem FACSCalibur entsprechend der Abb. 2 und Abb. 3 so vorge-
gangen, dass zuerst ein Gate auf die Lymphozytenzellfraktion eingestellt wird. Um
die CD3+ Zellfraktion der Lymphozyten zu erhalten, wird das Gate auf die CD3+ und
CD45+ Zellen gesetzt. Aus diesem Gate heraus werden nun die rein CD4+ und die
rein CD8+ Zellen, sowie die rein CD19+ und die rein CD16/56+ Zellen gemessen.
Aullerdem wird ein Gate auf die hoch positiven CD25 Zellen von den CD4+ Zellen
gesetzt, um die CD4+25+ Zellen zu erhalten. Zuletzt werden schliel3lich noch die

CD69+ und CDDR+ Zellen aus dem Gate der CD4+25+ Zellen gemessen.

Abb. 2 Ubersicht tiber die Lokalisationen der einzelnen Zellpopulationen beim FACS
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Abb. 3 (Zu Berechnungen der Daten dieser Abbildung siehe Anhang)
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Mittelwerte

Patienten Gesamt (30)
Kontrollen Gesamt (15)
Weibl. Patienten (20)
Weibl. Kontrollen (11)
Alle Frauen (20P,11K)
Mannl. Patienten (10)
Mannl. Kontrollen (4)

Alle Manner (10P,4K)
Nicht therapierte Patienten (14)
Therapierte Patienten (13)
Glatirameracetat (3)
Natalizumab (1)

Rebif (2)

Avonex (7)

Interferon B-1a gesamt (9)

Patienten Gesamt (30)
Kontrollen Gesamt (15)
Weibl. Patienten (20)
Weibl. Kontrollen (11)
Alle Frauen (20P,11K)
Mannl. Patienten (10)
Mannl. Kontrollen (4)

Alle Manner (10P,4K)
Nicht therapierte Patienten (14)
Therapierte Patienten (13)
Glatirameracetat (3)
Natalizumab (1)

Rebif (2)

Avonex (7)

Interferon B-1a gesamt (9)

Mittelwerte

Patienten Gesamt (30)
Kontrollen Gesamt (15)
Weibl. Patienten (20)
Weibl. Kontrollen (11)
Alle Frauen (20P,11K)
Mannl. Patienten (10)
Mannl. Kontrollen (4)

Alle Manner (10P,4K)
Nicht therapierte Patienten (14)
Therapierte Patienten (13)
Glatirameracetat (3)
Natalizumab (1)

Rebif (2)

Avonex (7)

Interferon B-1a gesamt (9)

Lymphos Davon: CD3+

100%
1548
1909
1580
1968
1718
1484
1747
1559
1635
1534
1775
2014
1445
1388
1401

CD3+
100%
918
1034
935
1112
998
884
818
865
994
880
879
1322
954
796
831

Davon:

%
58,64
53,23
58,70
55,47
57,56
58,51
47,07
55,24
59,74
56,83
46,41
65,62
66,04
57,41
59,32

CD8+
%
20,21
21,7
18,91
22,05
20,02
22,80
20,80
22,23
19,61
20,98
21,24
32,31
21,60
19,07
19,63

CD4+
%
77,14
75,20
79,21
76,05
78,09
72,99
72,87
72,96
76,74
79,43
95,65
56,72
69,67
78,52
76,55
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Absolut
918
1034
935
1112
998
884
818
865
994
880
879
1322
954
796
831

Absolut
312
418
294
437
345
349
364
354
327
314
354
651
312
249
263

Absolut
698
775
731
841
770
630
592
619
749
684
798
750
663
631
638

CD4+ CD4+25+
% Absolut %
44,51 698 3,88
39,57 775 2,81
45,72 731 3,88
41,63 841 2,98
44,27 770 3,56
42,09 630 3,88
33,92 592 2,32
39,76 619 3,43
45,24 749 3,83
44,12 684 3,80
43,79 798 4,24
37,22 750 3,04
45,91 663 2,09
44,74 631 4,21
45,00 638 3,74
CD19+ CD16/56+
% Absolut %
10,05 164 14,67
8,96 167 13,58
9,96 171 14,01
8,23 158 13,17
9,34 166 13,71
10,24 149 16,00
10,96 192 14,73
10,45 161 15,64
8,67 144 14,91
10,79 188 15,15
10,46 260 23,49
11,15 225 11,11
10,64 154 13,62
10,92 161 12,59
10,85 159 12,82
CD4+25+ CD8+
% Absolut %
6,76 60 34,86
5,36 54 41,32
6,81 61 32,71
5,43 58 40,26
6,32 60 35,39
6,66 58 39,16
5,15 41 44,24
6,23 53 40,61
6,47 63 32,85
7,01 59 37,47
9,25 78 47,25
4,63 61 49,24
3,18 31 32,67
7,48 60 32,97
6,52 53 32,90

Absolut
60
54
61
58
60
58
41
53
63
59
78
61
31
60
53

Absolut
221
249
214
245
225
235
262
242
244
210
329
224
197
161
169

Absolut
312
418
294
437
345
349
364
354
327
314
354
651
312
249
263



Mittelwerte

Patienten Gesamt (23)
Kontrollen Gesamt (15)
Weibl. Patienten (16)
Weibl. Kontrollen (11)
Alle Frauen (16P,11K)
Mannl. Patienten (7)
Mannl. Kontrollen (4)

Alle Manner (7P,4K)

Nicht therapierte Patienten (10)
Therapierte Patienten (12)
Glatirameracetat (3)
Natalizumab (1)

Rebif (1)

Avonex (7)

Interferon B-1a gesamt (8)

Mittelwerte

CD4+25+
100%

60
54
60
58
59
60
41
53
58
62
78
61
33
60
56

Lymphos Davon:

Weibl. Nicht therapierte Patienten (9)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (5)
Weibl. Therapierte Patienten (10)
Mannl. Therapierte Patienten (3)

Weibl. Nicht therapierte Patienten (9)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (5)
Weibl. Therapierte Patienten (10)
Mannl. Therapierte Patienten (3)

Weibl. Nicht therapierte Patienten (9)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (5)
Weibl. Therapierte Patienten (10)
Mannl. Therapierte Patienten (3)

CD4+25+ Davon:

Weibl. Nicht therapierte Patienten (7)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (3)
Weibl. Therapierte Patienten (9)
Mannl. Therapierte Patienten (3)

Tab. 1

100%
1730
1464
1511
1611

CD3+

100%
1045
902
863
938

100%
57
60
62
62

Davon:

52

Davon:

CD3+
%
59,39
60,36
56,69
57,30

CD8+
%
18,98
20,75
18,98
27,64

CD4+
%
76,98
76,31
82,00
70,87

CD69+

%
1,86
2,51
0,92
1,73

CD69+
%
1,57
1,67
1,33
1,63
1,45
2,11
1,80
2,00
2,06
1,12
1,17
0,78
1,36
1,11
1,14

Absolut
1045
902
863
938

Absolut
332
317
272
454

Absolut
798
661
697
640

Absolut
1

1
1
1

Absolut

[ U N @b T [ N S N N T WS N A N W N

CD4+
%
45,36
45,02
45,43
39,76

CD19+

%
8,00
9,86

11,37
8,84

CD4+25+

%
6,39
6,59
6,97
7,11

DR+
%
25,58
28,30
31,80
23,09

CDDR+
%
27,78
26,36
29,08
25,66
27,69
24,82
28,27
26,07
26,39
29,62
17,62
19,44
27,45
36,53
35,39

Absolut
798
661
697
640

Absolut
143
146
200
146

Absolut
65
60
59
62

Absolut
14
15
21
14

Absolut

17
14
18
15
17
14
11
13
15
19
16
12
9
23
22

CD4+25+

%
3,73
4,01
3,75
3,96

CD16/56+

%
15,45
13,94
13,96
19,12

CD8+
%
31,94
34,48
34,26
48,15

Absolut
65
60
59
62

Absolut
269
199
185
295

Absolut
332
317
272
454



Im Folgenden werden alle mithilfe des FACSCalibur gewonnenen Mittelwerte der
einzelnen Zellpopulationen der einzelnen Gruppen zunachst in Tab. 1 in einer Uber-
sicht gegeneinander dargestellt, ohne dabei die signifikant differierenden Mittelwerte
mit roter Farbe zu umrahmen. Erst bei der direkten Gegenuberstellung der einzelnen
Gruppen sind dann die signifikant abweichenden Werte wie oben bereits erwahnt
durch rote Rahmen optisch hervorgehoben. Aulderdem werden signifikante Ergebnis-
se vor allem beim Vergleich der weibl. und mannl. therapierten und der weibl. und
mannl. nicht therapierten Patienten untereinander und beim Vergleich der einzelnen
Therapien untereinander, zu allen Patienten und zu allen Kontrollen hin auch noch

rein im Text beschrieben, ohne eine tabellarische oder graphische Darstellung.

Aulerdem ist noch kurz anzumerken, dass bei der Beurteilung der einzelnen Thera-
pien insgesamt drei Patienten nicht berucksichtigt wurden, da sich zwei dieser Pati-
enten zum Zeitpunkt der Blutentnahme fraglich im Schub befanden, namlich Pat. 3
(m) vom 12.04.2006 und Pat. 1 (m) vom 29.09.2006, und der dritte dabei nicht be-
rucksichtigte Patient, Pat. 2 (w) vom 19.04.2006, zusatzlich zur Diagnose MS auch
noch die Diagnose Morbus Crohn hat und wegen diesem eine immunsuppressive
Therapie mit Imurek (Azathioprin) zum Zeitpunkt der Blutenthahme erhielt, was auch
der Rohdatenauflistung der jeweiligen Experimente im Anhang dieser Arbeit zu ent-
nehmen ist. Des Weiteren ist der in den Rohdaten rot markierte Pat. 2 (m) vom
16.08.2006 einmal gar nicht in die Auswertung miteingegangen, da dieser Patient im
Verlauf der Experimente sein Blut freundlicherweise zweimal, also an zwei unter-

schiedlichen Tagen, zum Bearbeiten zur Verfugung gestellt hat.

Beim Vergleich aller Patienten zu allen Kontrollen (Tab. 2 und 3; Abb. 4, 5, 6, 7 und

8) zeigen sich mehrere signifikante Unterschiede.
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Zum einen ergibt sich eine signifikante Differenz der absoluten Lymphozytenanzahl
von im Durchschnitt 361 Zellen, bei Mittelwerten von wie aus Tab. 2 und Abb. 4 er-
sichtlichen 1548 Zellen der gesamten Patienten zu 1909 Zellen der gesamten Kont-
rollen, bei einem p von 0,0356. Dabei sind die Varianzen nicht signifikant voneinan-
der abweichend, was im Folgenden meistens der Fall ist und deshalb nicht mehr zu
signifikanten Werten dazugeschrieben wird. Erwahnt wird also nur noch, wenn vonei-
nander abweichende Varianzen bei signifikanten Veranderungen auftreten. Ebenfalls
signifikant mit einem p von 0,0209 sind die Mittelwerte der absoluten CD8+ Zellen mit
312 zu 418 (Tab. 2 und Abb. 4). Demnach haben die Patienten sowohl signifikant
weniger Lymphozyten als auch signifikant weniger absolute CD8+ Zellen oder ent-
sprechend umgekehrt haben die Kontrollen signifikant mehr dieser Zellen.

Bei der Auswertung der prozentualen Anteile der einzelnen Zellpopulationen der ge-
samten Patienten und Kontrollen fallt zunachst auf, dass bei der von den Lympho-
zyten anteiligen Zellfraktion der CD3+ Zellen eine mit 5,41 Prozentpunkten von den
Kontrollen mit 53,23 % zu den Patienten mit 58,64 % deutliche Differenz besteht,
ohne jedoch signifikant zu sein. Trotzdem haben die Patienten deutlich mehr CD3+

Zellen.

FACS-Auswertung

Mittelwerte Gesamt

Absolut
100 % Lymphos CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Patienten (30) 1548 918 698 60 312 164 221
Kontrollen (15) 1909 1034 775 54 418 167 249
Absolut
100% CD4+25+ CD69+ CDDR+
Patienten (23) 60 1 17
Kontrollen (15) 54 1 14
Tab. 2
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FACS-Analyse Gesamt Absolut der Lymphos

Zellzahl
2500 +
H Patienten (30)
2000 - O Kontrollen (15)
1500 4
1000
- ﬂ ﬂ
100 % CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Lymphos .
Zellpopulationen
Abb. 4
FACS-Analyse Gesamt Absolut der CD4+25+
Zellzahl

70 «

60 1 B Patienten (23)

50 4 O Kontrollen (15)

40 4

30 +

20 +

10 . ._

O T o T
100% CD4+25+ CD69+ CDDR+
Zellpopulationen
Abb. 5

Signifikant hingegen sind die CD4+ Zellen im Durchschnitt um 4,94 Prozentpunkte
bei den Patienten mit einem p von 0,0226 erhdht, bei Mittelwerten von bei den Pati-
enten 44,51 % und bei den Kontrollen von 39,57 % (Tab. 3 und Abb. 6). Auch signi-
fikant und fur diese Arbeit besonders interessant, obwohl mit wesentlich geringeren
Zellzahlen bzw. prozentualen Anteilen, sind die CD4+25+ Zellen. Dabei haben die
Patienten mit 3,88 % um 1,07 Prozentpunkte mehr als die Kontrollen mit 2,81 % bei
einem hoch signifikantem p von 0,0031 (Tab. 3 und Abb. 6).
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Bei den berechneten prozentualen Anteilen der CD3+ Zellen, waren wiederum die
CD4+25+ Zellen mit 6,76 % bei den Patienten und 5,36 % bei den Kontrollen um
1,40 Prozentpunkte mit einem p von 0,0293 signifikant erhoht (Tab. 3 und Abb. 7).
Schlieldlich ist hier auch noch die Zellfraktion der CD8+ Zellen anteilig der CD3+
Zellen signifikant verandert, allerdings bei den Patienten mit 34,86 % zu 41,32 % bei
den Kontrollen mit 6,46 Prozentpunkten deutlich erniedrigt (Tab. 3 und Abb. 7). Das
p betragt dabei 0,0212.

Die Patienten haben also im Vergleich zu den Kontrollen anteilig der Lymphozyten si-
gnifikant mehr CD4+ und hoch signifikant mehr CD4+25+ Zellen. Wie anteilig der
Lymphozyten, so sind die CD4+25+ Zellen auch anteilig der CD3+ Zellen bei den Pa-
tienten signifikant erhoht, wohingegen die CD8+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen bei
den Patienten signifikant erniedrigt sind.

Weder die Zellpopulationen der CD19+ und CD16/56+ Zellen noch die der CD69+

und CDDR+ Zellen waren bei dieser Gegenuberstellung signifikant verandert.

Mittelwerte Gesamt

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Patienten (30) 58,64 44,51 3,88 20,21 10,05 14,67
Kontrollen (15) 53,23 39,57 2,81 21,71 8,96 13,58
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+
Patienten (30) 77,14 6,76 34,86 Patienten (23) 1,57
Kontrollen (15) 75,20 5,36 41,32 Kontrollen (15) 1,67

Tab. 3
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FACS-Analyse Gesamt Prozent der Lymphos
%

70 4
60 - H Patienten (30)
50 OKontrollen (15)
40 -
30 4
20 4
L
CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Zellpopulationen
Abb. 6
FACS-Analyse Gesamt Prozent der CD3+
%
100 1 M Patienten (30)
80 = O Kontrollen (15)
60 <
40 4
20 4
O L) —
CD4+ CD4+25+ CD8+
Zellpopulationen
Abb. 7
FACS-Analyse Gesamt Prozent der CD4+25+
%
30 +
25 4
20 4
H Patienten (23)
151 O Kontrollen (15)
10 +
5
(p e S— . I
CD69+ CDDR+
Zellpopulationen
Abb. 8
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Bei der Gegenuberstellung der weibl. Patienten gegen die weibl. Kontrollen waren
die absoluten CD8+ Zellen mit einem p von 0,0090 hoch signifikant unterschiedlich.
Dabei haben die weibl. Patienten mit durchschnittlich 294 Zellen deutlich weniger als
die weibl. Kontrollen mit im Schnitt 437 Zellen (Tab. 4 und Abb. 9). Bei der prozentu-
alen Auswertung ergab sich ebenfalls in Bezug auf die Zellfraktion der CD8+ Zellen,

FACS-Auswertung

Mittelwerte Frauen

Absolut
100 % Lymphos CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Weibl. Patienten (20) 1580 935 731 61 294 171 214
Weibl. Kontrollen (11) 1968 1112 841 58 437 158 245
Absolut
100% CD4+25+ CD69+ CDDR+
Weibl. Patienten (16) 60 1 18
Weibl. Kontrollen (11) 58 1 15
Tab. 4
FACS-Analyse Frauen Absolut der Lymphos
Zellzahl
2500 «
B Weibl. Patienten (20)
2000 - OWeibl. Kontrollen (11)
1500 4
1000 4
100 % CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Lymphos
Zellpopulationen
Abb. 9

allerdings anteilig der CD3+ Zellen, ein mit einem p von 0,0277 signifikanter Wert. Mit
32,71 % bei den weibl. Patienten und 40,26 % bei den weibl. Kontrollen zeigt sich

eine mit 7,55 Prozentpunkten starke Abweichung zwischen den zwei Gruppen (Tab.
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5 und Abb. 10). Die absoluten CD8+ Zellen sind bei den weibl. Patienten also gegen-

uber den weibl. Kontrollen hoch signifikant erniedrigt, genauso wie prozentual die

CD8+ Zellen als Anteil der CD3+ Zellen deutlich erniedrigt und signifikant sind. Alle

anderen Zellpopulationen zeigen bei diesem Vergleich keine Signifikanzen.

Frauen Mittelwerte

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Weibl. Patienten (20) 58,70 45,72 3,88 18,91 9,96 14,01
Weibl. Kontrollen (11) 55,47 41,63 2,98 22,05 8,23 13,17
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+ CDDR+
Weibl. Patienten (20) 79,21 6,81 32,71 Weibl. Patienten (16) 1,33 29,08
Weibl. Kontrollen (11) 76,05 5,43 40,26 Weibl. Kontrollen (11) 1,63 25,66
Tab. 5
FACS-Analyse Frauen Prozent der CD3+
%
90 1
80 - B Weibl. Patienten (20)
70 4 OWeibl. Kontrollen (11)
60 -
50 4
40 1
30 4
20 +
10 +
04 — ) .
CD4+ CD4+25+ CD8+
Zellpopulationen
Abb. 10

Naturlich werden dann jetzt auch die mannl. Patienten den mannl. Kontrollen gegen-

ubergestellt. Hierbei hat sich insgesamt nur ein signifikanter Unterschied herauskris-

tallisiert.

Die CD4+25+ Zellen der Lymphozyten sind bei den mannl. Patienten mit 3,88 % um

1,56 Prozentpunkte im Vergleich zu den mannl. Kontrollen mit 2,32 % erhoht (Tab. 6

und Abb. 11) und haben bei einem p von 0,0083 eine hohe Signifikanz. Aul3er dieser
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Erkenntnis waren alle anderen absoluten und prozentualen Zellpopulationen nicht si-

gnifikant verandert, obwohl durchaus starke Differenzen bei den einzelnen Zellpopu-

lationen vorhanden sind. So sieht man beispielsweise bei den CD3+ Zellen (Tab. 6)

einen Unterschied von 11,44 Prozentpunkten. Die mannl. Patienten haben mit 58,51

% deutlich mehr CD3+ Zellen als die mannl. Kontrollen mit 47,07 %. Auch bei der

Mianner Mittelwerte

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+

Mannl. Patienten (10) 58,51
Mannl. Kontrollen (4) 47,07

Zellpopulationen der CD3+ in %

CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
42,09 3,88 122,80 10,24 16,00
33,92 2,32 20,80 10,96 14,73

CD4+ CD4+25+ CD8+

Mannl. Patienten (10) 72,99

Mannl. Kontrollen (4) 72,87
Tab. 6

6,66 39,16
5,15 44,24

Zellpopulationen der CD4+25+ in %

CD69+
Mannl. Patienten (7) 2,11
Mannl. Kontrollen (4) 1,80

FACS-Analyse Manner Prozent der Lymphos

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+

Abb. 11

Zellpopulationen

B Mannl. Patienten (10)
B Mannl. Kontrollen (4)

CD19+ CD16/56+

Zellfraktion der CD4+ Zellen erkennt man sofort die ebenfalls gro3e Differenz von

42,09 % zu 33,92 %, was 8,17 Prozentpunkten entspricht. Also haben die mannl. Pa-

tienten auch hier deutlich mehr Zellen. 5,08 % weniger Zellen haben die mannl. Pati-

enten dagegen bei den CD8+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen und 3,45 % weniger
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Zellen bei den CDDR+ Zellen anteilig der CD4+25+, wiederum ohne dabei signifikant
zu sein. Dies ist eventuell auch der Tatsache geschuldet, dass es hier nur vier mannl.
Patienten gibt, was ja zu Beginn dieses Kapitels auch schon als durchaus problema-
tisch fur die statistische Aussagekraft erwahnt wurde und es deshalb interessant
ware, dies bei einer groReren Patienten und Kontrollen umfassenden Studie zu wie-
derholen und zu vertiefen.

Letztendlich also haben bei den Mannern die Patienten lediglich bei den CD4+25+
Zellen der Lymphozyten hoch signifikant mehr Prozent als die Kontrollen.

Als Nachstes wurde ein Blick auf alle Frauen und alle Manner geworfen, also weibl.
Patienten und weibl. Kontrollen gegen mannl. Patienten und mannl. Kontrollen. Auch
dieser Blick war nicht umsonst, da sich gezeigt hat, dass die CD4+ Zellen in Prozent
der Lymphozyten bei den Frauen mit 44,27 % gegenuber den Mannern mit 39,76 %
um 4,51 % erhoht (Tab. 7 und Abb. 12) und mit einem p von 0,0420 signifikant ver-
andert sind. Auch die CD4+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen zeigen eine deutliche Dif-
ferenz, wobei die Frauen mit 78,09 % um 5,13 % mehr Zellen als die Manner (72,96
%) haben, ohne aber signifikant zu sein. Auch nicht signifikant ist der um 5,22 %
niedrigere Wert der CD8+ Zellfraktion anteilig der CD3+ Zellen bei den Frauen mit
35,39 % im Gegensatz zu den Mannern mit 40,61 % (Tab. 7). Auch hier bleibt es bei

Mittelwerte
Frauen gegen Mdnner

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Frauen (20P,11K) 57,56 44,27 3,56 20,02 9,34 13,71
Manner (10P,4K) 55,24 39,76 3,43 22,23 10,45 15,64
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+
Frauen (20P,11K) 78,09 6,32 35,39 Frauen (16P,11K) 1,45
Manner (10P,4K) 72,96 6,23 40,61 Manner (7P,4K) 2,00

Tab. 7
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FACS-Analyse Alle Frauen gegen alle Manner Prozent der Lymphos
%

70 «
@ Frauen (20P,11K)

60 1 @ Manner (10P,4K)

50 <
40 -
30 4
20 1
10 1
0 - ]

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Zellpopulationen

Abb. 12

einem signifikanten Unterschied bei den erhdhten Prozenten der CD4+ Zellfraktion

der Lymphozyten bei den Frauen.

Betrachtet man nun die weibl. Patienten im Vergleich zu allen Kontrollen, so ergeben
sich gleich mehrere hoch signifikante Unterschiede.

Bei den absoluten Zellzahlen gibt es bei der Anzahl der Lymphozyten bei den weibl.
Patienten mit 1580 zu 1909 bei den Kontrollen mit im Schnitt 329 Zellen weniger
einen klaren Unterschied (Tab. 8 und Abb. 13), ohne aber signifikant zu sein. Mit
einer hohen Signifikanz bei einem p von 0,0097 ist dagegen die Anzahl der CD8+
Zellen der Lymphozyten bei den weibl. Patienten mit im Schnitt 124 Zellen weniger

Mittelwerte

Patientinnen gegen alle Kontrollen

Absolut
100 % Lymphos CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+

Weibl. Patienten (20) 1580 935 731 61 294 171 214

Kontrollen (15) 1909 1034 775 54 418 167 249

Absolut

100% CD4+25+ CD69+ CDDR+

Weibl. Patienten (16) 60 1 18

Kontrollen (15) 54 1 14

Tab. 8
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FACS-Analyse Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen Absolut der

Lymphos
Zellzahl
2500 «
B Weibl. Patienten (20)
2000 - O Kontrollen (15)
1500 <
1000 <

100 % CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Lymphos

Zellpopulationen
Abb. 13

bei 294 zu 418 Zellen erniedrigt (Tab. 8 und Abb. 13). Im Gegensatz zu den abso-
luten Zahlen mit nur einer Signifikanz zeigen die Prozentangaben gleich drei signifi-
kante Unterschiede.

Zunachst sind die CD4+ Zellen in Prozent der Lymphozyten bei den weibl. Patienten
mit 45,72 % zu 39,57 % bei den Kontrollen um 6,15 Prozentpunkte erhoht (Tab. 9
und Abb. 14) und mit einem p von 0,0068 hoch signifikant. Ebenfalls hoch signifikant
mit einem p von 0,0094 sind die CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten mit 1,07
Prozentpunkten bei den weibl. Patienten mit 3,88 % zu 2,81 % bei den Kontrollen er-
hoht. Mit der hier deutlichsten hohen Signifikanz mit einem p von 0,0049 ist die Zell-
fraktion der CD8+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen bei den weibl. Patienten mit 32,71
% zu 41,32 % bei den Kontrollen und damit einer Prozentpunktedifferenz von 8,61
klar erniedrigt (Tab. 9 und Abb. 15). AuRerdem haben die weibl. Patienten nicht signi-
fikant mehr CD3+ Zellen anteilig der Lymphozyten, obwohl sie mit 58,70 % zu 53,23
% im Schnitt 5,47 Prozentpunkte mehr Zellen haben. Ahnlich verhalt es sich mit der

Zellfraktion der CD4+ Zellen als Anteil der CD3+ Zellen, bei denen die weibl. Pati-
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enten ohne Signifikanz mit 79,21 % genau 4,01 Prozentpunkte mehr haben als die

Kontrollen mit 75,20 %. Die weibl. Patienten haben also in absoluten Zahlen signifi-

Patientinnen gegen alle Kontrollen
Mittelwerte
Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+

Weibl. Patienten (20) 58,70
Kontrollen (15) 53,23

Zellpopulationen der CD3+ in %

CD4+

CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
45,72 3,88 18,91 9,96 14,01
39,57 2,81 21,7 8,96 13,58

CD4+25+ CD8+

Zellpopulationen der CD4+25+ in %

CD69+ CDDR+

Weibl. Patienten (16) 1,33 29,08
Kontrollen (15) 1,67 26,36

B Weibl. Patienten (20)
O Kontrollen (15)

CD19+ CD16/56+

B Weibl. Patienten (20)
O Kontrollen (15)

R

CD8+

Weibl. Patienten (20) 79,21 6,81 32,71
Kontrollen (15) 75,20 5,36 41,32
Tab. 9
FACS-Analyse Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen Prozent der
Lymphos
%
70 4
60 4
50 4
40 4
30 4
20 4
10 1
0 - T T
CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+
Zellpopulationen
Abb. 14
FACS-Analyse Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen Prozent der
CD3+
%
100 1
80 1
60 4
40 -
20 4
0 . o —
CD4+ CD4+25+
Zellpopulationen
Abb. 15
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kant weniger CD8+ Zellen anteilig der Lymphozyten und in Prozent signifikant mehr
Zellen bei den Zellfraktionen der CD4+ und CD4+25+ Zellen der Lymphozyten, aber

signifikant weniger Zellen der CD8+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen.

Naturlich folgt dann jetzt die Gegenuberstellung der mannl. Patienten mit allen Kont-
rollen, bei der sich zwei prozentual signifikante Unterschiede aufzeigen.
Interessanterweise haben nach allen Patienten zusammen und den weibl. Patienten
alleine jetzt auch die mannl. Patienten beim Vergleich mit allen Kontrollen mehr
CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten und zeigen dabei eine hohe Signifikanz.
So gibt es bei den mannl. Patienten mit 3,88 % zu 2,81 % bei den Kontrollen (Tab.
10 und Abb. 16) einen Abstand von 1,07 Prozentpunkten und ein p bei 0,0076.
AuRerdem ist zusatzlich zu den CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten auch die
Zellfraktion der CD4+25+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen bei den mannl. Patienten
mit einer Differenz von 1,30 Prozentpunkten von 6,66 % zu 5,36 % (Tab. 10 und
Abb. 17) und einem p von 0,0411 signifikant erhoht. Auch bei den CD3+ Zellen
anteilig der Lymphozyten gibt es eine Differenz von Uber 5 Prozentpunkten, genauer
5,28. Allerdings ohne signifikant zu sein, haben die mannl. Patienten hier mit 58,51
% deutlich mehr Zellen als die Kontrollen mit 53,23 %.

Mittelwerte
Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Mannl. Patienten (10) 58,51 42,09 3,88 22,80 10,24 16,00
Kontrollen (15) 53,23 39,57 2,81 21,71 8,96 13,58
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+
Mannl. Patienten (10) 72,99 6,66 39,16 Mannl. Patienten (7) 2,11
Kontrollen (15) 75,20 5,36 41,32 Kontrollen (15) 1,67

Tab. 10
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FACS-Analyse Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen Prozent der

Lymphos

%
701 B Mannl. Patienten (10)
60 1 O Kontrollen (15)
50 -
40 4
30 +
i
10 4
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Abb. 16
FACS-Analyse Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen Prozent der
CD3+
%
80 1 B Mannl. Patienten (10
70 - annl. Patienten (10)
60 - O Kontrollen (15)
50 4
40 4
30 4
20 +
10 +
0 — I
CD4+ CD4+25+ CD8+
Zellpopulationen
Abb. 17

Genauso synchron wie die drei Gruppen der Patienten insgesamt, der weibl. Pati-
enten alleine und der mannl. Patienten alleine gegenuber allen Kontrollen eine mit
prozentual erhohten Zellzahlen der CD4+25+ Zellen als Anteil der Lymphozyten ein-
hergehende hohe Signifikanz aufweisen, so zeigen sich auch, zu einem gleichen
Verhalten der Gruppen passend, Uberhaupt keine signifikanten Unterschiede im di-

rekten Vergleich zwischen weibl. und mannl. Patienten.

Interessanterweise hat sich auch beim Vergleich der weibl. Kontrollen mit den mannl.

Kontrollen eine Signifikanz ergeben. Hier haben die weibl. Kontrollen gegenlber den
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mannl. Kontrollen mit 41,63 % zu 33,92 % (Tab. 11 und Abb. 18) um 7,71 Prozent-
punkte signifikant mehr der CD4+ Zellen in Prozent der Lymphozyten. Dabei liegt das
p bei 0,0239. Aber auch bei den CD3+ Zellen anteilig der Lymphozyten haben die
weibl. Kontrollen 8,40 Prozentpunkte mehr, ohne aber signifikant zu sein.

Bei den CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten haben die weibl. Kontrollen eben-
falls einen hoheren Prozentsatz mit +0,66 Prozentpunkten. Das verwundert nicht,
nachdem ja auch die CD4+ Zellen signifikant erhdoht waren. Aulderdem haben die
weibl. Kontrollen gegenuber den mannl. Kontrollen 2,73 Prozentpunkte weniger
CD19+ Zellen in Prozent der Lymphozyten, 3,18 Prozentpunkte mehr der CD4+ Zel-
len in Prozent der CD3+ Zellen, wiederum auch leicht erhohte Prozente bei den

Weibl. Kontrollen gegen Mannl. Kontrollen

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Weibl. Kontrollen (11) 55,47 | 41,63 298 22,05 8,23 13,17
Mannl. Kontrollen (4) 47,07 | 33,92 2,32 20,80 10,96 14,73
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+
Weibl. Kontrollen (11) 76,05 5,43 40,26 Weibl. Kontrollen (11) 1,63
Maénnl. Kontrollen (4) 72,87 5,15 44,24 Mannl. Kontrollen (4) 1,80
Tab. 11
FACS-Analyse Weibl. Kontrollen gegen mannl. Kontrollen Prozent
der Lymphos
%
60 1 O Weibl. Kontrollen (11)
50 1 B Mannl. Kontrollen (4)
40 -
30 4
20 +
O L) L) '__ L) L) L]
CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Zellpopulationen
Abb. 18

67



CD4+25+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen und 3,98 Prozentpunkte weniger bei
den CD8+ Zellen in Prozent der CD3+.

Nachdem hier eine Signifikanz gefunden wurde, ist es sehr interessant dartber nach-
zudenken, ob es zwischen gesunden Frauen und gesunden Mannern tatsachlich sig-
nifikant unterschiedliche Zellzahlen gibt, die durch eine Verminderung oder Erh6hung
einer bestimmten Zellpopulation vielleicht sogar erklaren kdnnten, wieso eine bestim-
mte Erkrankung, so wie hier die MS, bei Frauen haufiger auftritt als bei Mannern oder
umgekehr. Aullerdem hat man sich bisher naturlich auf die Unterschiede zwischen
Erkrankten und Gesunden konzentriert. Trotzdem war es mir aber auch wichtig, die
weibl. Kontrollen mit den mannl. Kontrollen zu vergleichen und die signifikante Diffe-
renz bei den CD4+ Zellen in Prozent der Lymphozyten zeigt auch, dass man bei
einer grofderen Probandenzahl, also nur aus gesunden Kontrollen bestehend, zwi-

schen den Geschlechtern durchaus Unterschiede erwarten darf.

Auch beim Vergleich der weibl. Kontrollen mit allen Patienten gibt es signifikante
Unterschiede.

Dabei sind zunachst die absoluten Lymphozytenzahlen bei den weibl. Kontrollen mit
1968 zu 1548 bei allen Patienten (Tab. 12 und Abb. 19) um im Schnitt 420 Zellen
und mit einem p von 0,0355 signifikant erhoht. Bei der Lymphozytenzellzahl wird der

FACS-Auswertung

Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten

Absolut
100 % Lymphos CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Weibl. Kontrollen (11) 1968 1112 841 58 437 158 245
Patienten (30) 1548 918 698 60 312 164 221
Absolut
100% CD4+25+ CD69+ CDDR+
Weibl. Kontrollen (11) 58 1 15
Patienten (23) 60 1 17
Tab. 12
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FACS-Analyse Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten CD8+ Absolut

Zellzahl
2500 1 O Weibl. Kontrollen (11)
2000 4 H Patienten (30)

1500

£l T —

100 % CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Lymphos

Zellpopulationen

Abb. 19

signifikant erhdhte Mittelwert aller Kontrollen gegenuber allen Patienten also vor
allem durch die weibl. Kontrollen verursacht, da die mannl. Kontrollen hier zwar auch
erhohte Zahlen aufweisen, allerdings ohne Signifikanz. AuRerdem sind die absoluten
CD8+ Zellzahlen bei den weibl. Kontrollen mit 437 zu 312 bei allen Patienten mit
durchschnittlich 125 Zellen mehr und einem p von 0,0174 signifikant erhoht.

Auch die CD4+25+ Zellen in Prozent der Lymphozyten sind bei dieser Gegenuber-
stellung signifikant. Hierbei haben die weibl. Kontrollen mit 2,98 % zu 3,88 % (Tab.
13 und Abb. 20) um 0,90 Prozentpunkte und mit einem p von 0,0278 signifikant
weniger.

Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Weibl. Kontrollen (11) 55,47 41,63 2,98 22,05 8,23 13,17
Patienten (30) 58,64 44,51 3,88 20,21 10,05 14,67
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+ CDDR+
Weibl. Kontrollen (11) 76,05 5,43 40,26 Weibl. Kontrollen (11) 1,63 25,66
Patienten (30) 77,14 6,76 34,86 Patienten (23) 1,57 27,78

Tab. 13

69



FACS-Analyse Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten Prozent der
% Lymphos

70 1
60 4 OWeibl. Kontrollen (11)

50 - H Patienten (30)
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CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+

Zellpopulationen

Abb. 20

Bei den mannl. Kontrollen sind gegenulber allen Patienten die CD3+ Zellen in Prozent
der Lymphozyten mit 47,07 % zu 58,64 % (Tab. 14 und Abb. 21) um 11,57 Prozent-
punkte und einem p von 0,0324 signifikant vermindert. Auch die CD4+ Zellen in Pro-

Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Mannl. Kontrollen (4) | 47,07 | 33,92 2,32 120,80 10,96 14,73
Patienten (30) | 58,64 | 44,51 3,88 ]20,21 10,05 14,67
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+ CDDR+
Mannl. Kontrollen (4) 72,87 5,15 44,24 Mannl. Kontrollen (4) 1,80 28,27
Patienten (30) 77,14 6,76 34,86 Patienten (23) 1,57 27,78
Tab. 14
FACS-Analyse Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten Prozent der
Lymphos
%
;8 A B Mannl. Kontrollen (4)
50 B Patienten (30)

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+

Zellpopulationen

Abb. 21
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zent der Lymphozyten sind bei den mannl. Kontrollen mit 33,92 % zu 44,51 % bei
allen Patienten um 10,59 Prozentpunkte erniedrigt, mit einem p von 0,0049 allerdings
hoch signifikant. Aulerdem sind noch die CD4+25+ Zellen in Prozent der Lympho-
zyten erneut bei den mannl. Kontrollen mit 2,32 % zu 3,88 % um 1,56 Prozentpunkte

und einem p von 0,0133 signifikant vermindert.

Weiter wurden die Patienten in die Gruppen therapierte und nicht therapierte Pati-
enten aufgeteilt und miteinander verglichen, ohne aber signifikante Unterschiede

festzustellen.

Die therapierten Patienten wurden aber auch noch neben alle Kontrollen gestellt, wo-
bei wiederum die Zellfraktion der CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten als mit
einem p von 0,0163 signifikant aufgefallen ist. Hier waren die Prozent der therapie-
rten Patienten mit 3,80 % gegenuber 2,81 % der Kontrollen um 0,99 % erhoht (Tab.
15 und Abb. 22). Bei den therapierten Patienten gibt es sowohl bei den CD4+ Zellen
anteilig der Lymphozyten einen mit 44,12 % zu 39,57 % um 4,55 Prozentpunkte als
auch bei den CD4+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen einen mit 79,43 % zu 75,20 %
um 4,23 Prozentpunkte starker erhohten Wert, jedoch ohne Signifikanz. Aulierdem

Mittelwerte
Therapierte Patienten gegen alle Kontrollen

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+ CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+
Therap. Patienten (13) 56,83 44,12 3,80 20,98 10,79 15,15
Kontrollen (15) 53,23 39,57 2,81 21,71 8,96 13,58
Zellpopulationen der CD3+ in % Zellpopulationen der CD4+25+ in %
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD69+ CDDR+
Therap. Patienten (13) 79,43 7,01 37,47 Therap. Patienten (12) 1,12 29,62
Kontrollen (15) 75,20 5,36 41,32 Kontrollen (15) 1,67 26,36

Tab. 15
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Abb. 22

wird bei den therapierten Patienten der mit 7,01 % dritthochste Wert nach der Grup-
pe Glatirameracetat und Avonex bei den CD4+25+ Zellen anteilig der CD4+ Zellen
erreicht, was wiederum einen durch Uberhaupt eine Therapie und/oder eine spezi-
fische Therapie herbeigefluhrten veranderten Zellstatus andeuten konnte, zumal die
Gruppen Glatirameracetat und Avonex auch bei den CD4+25+ Zellen anteilig der

Lymphozyten die zwei mit Abstand hochsten Werte erreichen.

Selbstverstandlich erfolgte dann auch der Vergleich der nicht therapierten Patienten
mit allen Kontrollen, in dessen Verlauf drei signifikante Werte ausfindig gemacht wer-
den konnten.

Zuerst einmal ist die Zellfraktion der CD4+ Zellen als Anteil der Lymphozyten bei den
nicht therapierten Patienten mit 45,24 % zu 39,57 % bei den Kontrollen um 5,67 Pro-
zentpunkte mit einem p von 0,0176 signifikant erhdht. Zusatzlich ist anteilig der Lym-
phozyten noch die Zellfraktion der CD4+25+ Zellen mit einem p von 0,0101 und 3,83
% bei den nicht therapierten Patienten zu 2,81 % bei den Kontrollen mit 1,02 Pro-
zentpunkten signifikant erhoht (Tab. 16 und Abb. 23). Aul3erdem sind die an CD3+
Zellen anteiligen Zellen der Fraktion CD8+ mit einem grof3en Abstand von 8,47 Pro-

zentpunkten mit 32,85 % bei den nicht therapierten Patienten zu 41,32 % bei den
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Mittelwerte
Nicht therapierte Patienten gegen alle

Zellpopulationen der Lymphos in %

CD3+

Nicht therap. Pat. (14) 59,74
Kontrollen (15) 53,23

Zellpopulationen der CD3+ in %

CD4+

Nicht therap. Pat. (14) 76,74
Kontrollen (15) 75,20

Kontrollen
CD4+ CD4+25+ CD8+ CD19+
45,24 3,83 19,61 8,67
39,57 2,81 21,71 8,96

CD16/56+
14,91
13,58

Zellpopulationen der CD4+25+ in %

CD4+25+ CD8+
6,47 32,85
5,36 41,32

Nicht therap. Pat. (10)
Kontrollen (15)

B Nicht therap. Pat. (14)

O Kontrollen (15)

s i 0

CD19+ CD16/56+

@ Nicht therap. Pat. (14)
O Kontrollen (15)

.

CD8+

Tab. 16
FACS-Analyse Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen
Prozent der Lymphos
%
70 1
60 4
50 4
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10 4 .
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Abb. 23
FACS-Analyse Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen
Prozent der CD3+
%
100 -
80 4
60 4
40 -
20 4
0 - . e .
CD4+ CD4+25+
Zellpopulationen
Abb. 24

CD69+
2,06
1,67

Kontrollen (Tab. 16 und Abb. 24) mit einem p von 0,0011 hoch signifikant erniedrigt.

Erwahnt sei auch noch die relativ gro3e Differenz bei den CD3+ Zellen der Lympho-
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zyten von 6,51 Prozentpunkten zwischen den nicht therapierten Patienten mit 59,74

% und den Kontrollen mit 53,23 %, die aber nicht signifikant ist.

Auch hier bestatigt sich wieder das Muster bezuglich der CD4+25+ Zellen, wie be-
reits zuvor bei den weibl. und mannl. Patienten und allen Patienten zusammen, die
alle wie jetzt auch die therapierten und nicht therapierten Patienten im Vergleich zu
den Kontrollen einen signifikant hoheren prozentualen Anteil der CD4+25+ Zellen an
den Lymphozyten aufweisen. Ob weibl. oder mannl., ob therapierte oder nicht thera-
pierte Patienten, diesbezuglich verhalten sich alle Gruppen gleich. Des Weiteren wird
das gleiche Verhalten der Gruppen bzw. deren Synchronizitat erneut auch dadurch
bestatigt, dass die zwei Gruppen der therapierten und nicht therapierten Patienten im
direkten Vergleich keinerlei signifikante Unterschiede aufweisen, genau so, wie es

auch im direkten Vergleich der weibl. und mannl. Patienten der Fall war.

Im Folgenden werden signifikante Unterschiede bei weiteren Vergleichen ohne tabel-
larische und graphische Darstellungen rein im Text beschrieben. Um die Zahlen
trotzdem direkt miteinander vergleichen zu konnen, wird auf Tab. 1 verwiesen, in der

ja alle erarbeiteten Mittelwerte der einzelnen Gruppen dargestellt sind.

Teilt man nun die therapierten und die nicht therapierten Patienten weiter auf, und
zwar in weibl. bzw. mannl. therapierte und weibl. bzw. mannl. nicht therapierte Pati-
enten, so ergeben sich zusatzliche Vergleichsmadglichkeiten. Bei der Beurteilung der
Ergebnisse ist aber vor allem im Hinblick auf die mannl. therapierten Patienten, also
bei Vergleichen mit dieser Gruppe, Vorsicht geboten, da diese Gruppe aus nur drei
Patienten besteht. Dies gilt auch fur die aus ,nur” funf Patienten bestehende Gruppe

der mannl. nicht therapierten Patienten.
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So hat sich ergeben, dass bei der Gegenuberstellung von weibl. therapierten und
mannl. therapierten Patienten die prozentualen CD8+ Zellen anteilig der Lympho-
zyten mit einer Differenz von 8,66 Prozentpunkten bei den weibl. therapierten Pati-
enten mit 18,98 % zu 27,64 % bei den mannl. therapierten Patienten mit einem p von
0,0324 signifikant erniedrigt sind. Aul3erdem gibt es gleich mehrere starke Zellzahl-
abweichungen, die aber alle nicht signifikant sind. Vor allem die Zellfraktion der
CD8+ Zellen als Anteil der CD3+ Zellen ist bei den weibl. therapierten Patienten mit
34,26 % zu 48,15 % um ganze 13,89 Prozentpunkte stark erniedrigt. Als zweitgrofite
Differenz von 11,13 Prozentpunkten und gleichzeitig zweithéchstem Wert bei den
CD4+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen nach der Gruppe Glatirameracetat ergibt sich
die Erhdhung auf 82,00 % bei den weibl. therapierten Patienten zu 70,87 %. Deutlich
erhoht (+8,71) sind bei den weibl. therapierten Patienten auch die CDDR+ Zellen als
Anteil der CD4+25+ Zellen mit 31,80 % zu 23,09 %. Weniger stark, aber trotzdem
noch erwahnenswert, sind bei den weibl. therapierten Patienten die CD4+ Zellen der
Lymphozyten erhoht (+5,67 Prozentpunkte) und die CD16/56+ Zellen erniedrigt

(-5,16 Prozentpunkte).

Sowohl beim Vergleich der weibl. nicht therapierten mit den mannl. nicht therapierten
Patienten als auch bei der Gegenuberstellung der weibl. therapierten gegen die

weibl. nicht therapierten Patienten haben sich keine Signifikanzen ergeben.

Erst beim Betrachten der mannl. therapierten und mannl. nicht therapierten Patienten
hat sich wieder ein signifikanter Unterschied gezeigt. Bei den mannl. nicht therapie-
rten Patienten ist die Zellfraktion der CD8+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen mit 34,48
% zu 48,15 % bei den mannl. therapierten Patienten mit einem p von 0,0121 um
13,67 Prozentpunkte signifikant erniedrigt. Allerdings sind dabei die Varianzen mit
einem p von 0,0493 auch signifikant unterschiedlich. Ohne Signifikanz bleiben
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andere Zellzahldifferenzen in diesem Vergleich. So ist die Zellfraktion der CD4+ Zel-
len der Lymphozyten bei den mannl. nicht therapierten Patienten erhoht (+5,26 Pro-
zentpunkte), wogegen die der CD8+ Zellen (-6,89 Prozentpunkte) der Lymphozyten
genauso wie die der CD16/56+ Zellen (-5,18 Prozentpunkte) erniedrigt ist. Auch die
CD4+ Zellen als Anteil der CD3+ Zellen sind bei den mannl. nicht therapierten Pati-
enten um 5,44 Prozentpunkte, ebenso wie die CDDR+ Zellen anteilig der CD4+25+
Zellen um 5,21 Prozentpunkte erhoht. Zuletzt sei noch gesagt, dass mit 4,01 % die
CD4+25+ Zellen der Lymphozyten bei den mannl. nicht therapierten Patienten den

dritthchsten Wert Uberhaupt erreichen.

Vergleicht man nun diese Gruppen mit allen Kontrollen, so ergibt sich fur die weibl.
therapierten Patienten ein mit einem p von 0,0382 signifikanter Unterschied bei den
CD4+ Zellen der Lymphozyten. Dabei haben die weibl. therapierten Patienten mit
45,43 % zu 39,57 % genau 5,86 Prozentpunkte mehr als die Kontrollen. Ebenfalls
signifikant differierend mit einem p von 0,0390 sind die CD4+25+ Zellen anteilig der
Lymphozyten. Auch hier haben die weibl. therapierten Patienten mit 3,75 % zu 2,81
% um 0,94 Prozentpunkte mehr. Der dritte signifikante Wert ist beim Vergleich der
Absolutzahlen der CD8+ Zellen aufgetreten. Hier haben die weibl. therapierten Pati-
enten bei Mittelwerten von 272 zu 418 im Schnitt 146 Zellen weniger bei einem p von
0,0162. Bei den CD4+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen haben die weibl. therapierten
Patienten mit 82,00 % Ubrigens den zweithochsten Wert nach der Gruppe
Glatirameracetat und auch hier mit 6,80 Prozentpunkten deutlich mehr als die Kont-
rollen, ohne aber signifikant zu sein. Genauso ohne Signifikanz haben die weibl. the-
rapierten Patienten bei den CDDR+ Zellen 5,44 Prozentpunkte mehr, bei den CD8+

Zellen anteilig der CD3+ Zellen 7,06 Prozentpunkte weniger und bei den absoluten
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Zahlen der Lymphozyten mit durchschnittlich 1511 zu 1909 Zellen und damit einem

Abstand von im Schnitt 398 Zellen deutlich weniger.

Die weibl. nicht therapierten Patienten weisen im Vergleich zu allen Kontrollen eben-
falls drei Signifikanzen auf. Zunachst sind die CD4+ Zellen anteilig der Lymphozyten
bei den weibl. nicht therapierten Patienten mit 45,36 % zu 39,57 % und einem p von
0,0316 um 5,79 Prozentpunkte signifikant erhoht. Des Weiteren ist die Zellfraktion
der CD4+25+ Zellen als Anteil der Lymphozyten mit einem p von 0,0346 und 3,73 %
zu 2,81 % um 0,92 Prozentpunkte bei den weibl. nicht therapierten Patienten signifi-
kant erhoht. Als dritte Signifikanz mit einem p von 0,0019 sind die Zellen der CD8+
anteilig der CD3+ bei den weibl. nicht therapierten Patienten hoch signifikant ernied-
rigt. Der Abstand betragt hier fast 10 %, genauer 9,38 Prozentpunkte, bei 31,94 % zu
41,32 %. Ohne signifikant zu sein ist die Differenz bei den CD3+ Zellen anteilig der
Lymphozyten von 6,16 Prozentpunkten, von 59,39 % bei den weibl. nicht therapie-

rten Patienten zu 53,23 % bei den Kontrollen.

Die mannl. therapierten Patienten haben bei der Betrachtung zu allen Kontrollen hin
nur einen signifikanten Unterschied gezeigt. Und zwar sind bei den mannl. therapie-
rten Patienten die CD8+ Zellen als Anteil der Lymphozyten mit 27,64 % zu 21,71 %
bei den Kontrollen um 5,93 Prozentpunkte und einem p von 0,0216 signifikant erho-
ht. Auch bei den mannl. therapierten Patienten sind die CD4+25+ Zellen mit 3,96 %
relativ hoch zu 2,81 % bei den Kontrollen mit einem Abstand von 1,15 Prozent-
punkten, allerdings ohne signifikant zu sein. Bei den mannl. therapierten Patienten
gibt es mehrere stark abweichende Werte, nicht nur im Vergleich zu den Kontrollen,
sondern auch zu anderen Gruppen. Nochmals sei deshalb darauf hingewiesen, dass
die Gruppe der mannl. therapierten Patienten nur aus drei Patienten besteht, wes-
halb deren Mittelwerte nur schwer einzuschatzen sind. Beispielsweise ware hier zu
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erwarten gewesen, dass die CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten signifikant
erhoht sind. Zwar ist deren Zahl auch relativ hoch und wahrscheinlich warde sich die
Signifikanz bei einer hoheren Patientenzahl auch zeigen, da das p mit 0,0525 (siehe
Anhang) bereits jetzt nahe an der Signifikanzgrenze von p < 0,05 liegt, aber es kann
genauso gut auch sein, dass sich die Signifikanz zum Beispiel infolge der Therapie

nicht einstellt.

Schliellich zeigt sich dann beim Vergleich der mannl. nicht therapierten Patienten zu
allen Kontrollen bei den CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten eine Signifikanz
mit einem p von 0,0262, wobei die mannl. nicht therapierten Patienten mit 4,01 % zu
2,81 % einen um 1,20 Prozentpunkte erhohten Wert aufweisen. Der hier zweite signi-
fikante Unterschied zeigt sich bei der Zellfraktion der CD8+ Zellen anteilig der CD3+
Zellen mit einem p von 0,0462 mit 34,48 % bei den mannl. nicht therapierten Pati-
enten zu 41,32 % bei den Kontrollen, also einer Prozentpunktedifferenz von 6,84.
Nicht signifikante grofere Unterschiede gibt es bei den Zellpopulationen der CD3+
und CD4+ Zellen anteilig der Lymphozyten, wobei in beiden Fallen die mannl. nicht
therapierten Patienten einmal mit +7,13 Prozentpunkten (CD3+) und das andere mal

mit +5,45 Prozentpunkten (CD4+) hohere Prozentzahlen aufweisen.

Keine signifikanten Unterschiede haben die weibl. bzw. mannl. therapierten Pati-
enten im Vergleich zu allen therapierten Patienten und die weibl. bzw. mannl. nicht
therapierten Patienten bei der Gegenuberstellung mit allen nicht therapierten Pati-
enten gezeigt, so dass diese Gruppen ein anscheinend ahnliches Verhalten an den
Tag legen, also synchron laufen.

Erneut scheint es hinsichtlich der CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten keine
Rolle zu spielen, ob weibl. bzw. mannl. therapierte Patienten oder ob weibl. bzw.
mannl. nicht therapierte Patienten, denn bei allen vier Gruppen ist diese Zellfraktion
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gegenuber derjenigen aller Kontrollen erhdht und bis auf die Gruppe der mannl.
therapierten Patienten, bei der trotz nur dreier Patienten die Signifikanzgrenze nur
knapp verfehlt wurde und sich bei grol3erer Patientenzahl meiner Meinung nach die

Signifikanz genauso zeigen wurde, auch uberall signifikant.

Jetzt wurden die Patienten, die einzelne Therapien erhalten, entsprechend ihres Me-
dikamentes in einer jeweiligen Gruppe zusammengefasst und untereinander und mit
den Gruppen der therapierten Patienten, der nicht therapierten Patienten, aller Pati-
enten und aller Kontrollen verglichen. Dabei bestand die Gruppe Natalizumab leider
aus nur einem Patienten und konnte deshalb nicht in die statistische Beurteilung mit-
eingehen. Auch deshalb ware wieder eine grof3ere Patientenzahl wie schon erwahnt
wunschenswert. Nun soll kurz erlautert werden, dass von mir im Folgenden eine An-
naherung des Mittelwertes einer der einzelnen Therapien an den Mittelwert aller Kon-
trollen als therapeutischer Erfolg und umgekehr, dass eine Entfernung des Mittel-
wertes von demjenigen aller Kontrollen bzw. eine Annaherung an den Mittelwert aller
Patienten als Misserfolg oder Versagen der Therapie gewertet wird. Als medikamen-
tos therapeutisches Ziel wird also das Erreichen des Mittelwertes aller Kontrollen an-
gesehen. Dabei ist dann als positiv zu werten, wenn es beim Vergleich einer Gruppe
der einzelnen Therapien mit allen Kontrollen keine signifikanten Unterschiede gibt
und/oder wenn signifikante Unterschiede beim Vergleich mit allen Patienten vorhan-
den sind, sich die Werte also von denen der Patienten absetzen und denen der Kont-
rollen annahern. Umgekehrt ist dann als negativ zu werten, wenn es beim Vergleich
der einzelnen Medikamentengruppen mit allen Patienten keine signifikanten Unter-
schiede gibt, sich die Mittelwerte also nicht von dem aller Patienten absetzen kon-
nen, und/oder sich signifikante Unterschiede beim Vergleich mit allen Kontrollen er-

geben, der Mittelwert der einzelnen Medikamentengruppe von dem aller Kontrollen
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also stark abweicht. Theoretisch kann man hier sogar noch weiter Denken und einen
anhand von den ermittelten Mittelwerten aller Kontrollen bzw. auch der einzelnen
Untergruppen, also weibl. und mannl. Kontrollen oder auch noch anderer Gruppen,
einen Zielbereich mit Unter- und Obergrenze festlegen, in welchem der Mittelwert der
therapierten Patienten, also der der einzelnen Medikamentengruppen, zu liegen

kommen sollte.

Zunachst wird nun die leider auch nur aus 3 Patienten bestehende Gruppe
Glatirameracetat (Copaxone) betrachtet.

Wenn man die Mittelwerte im Uberblick begutachtet, so erkennt man sehr gut, dass
die Mittelwerte der Gruppe Glatirameracetat insofern herausstechen, dass sie im
Vergleich aller Mittelwerte gleich bei vier Zellpopulationen die hochsten und bei zwei
Zellpopulationen die niedrigsten Mittelwerte bilden. Die CD4+25+ Zellen anteilig der
Lymphozyten erreichen bei der Gruppe Glatirameracetat mit 4,24 % genauso wie die
CD16/56+ Zellen mit 23,49 % und die CD4+ Zellen und CD4+25+ Zellen anteilig der
CD3+ Zellen mit 95,65 % und 9,25 % ihren jeweils hochsten Wert im Vergleich aller
Mittelwerte dieser Zellpopulationen. Andersherum weisen bei der Gruppe Glatiramer-
acetat die Zellfraktionen der CD3+ Zellen anteilig der Lymphozyten mit 46,41 % und
die der CDDR+ Zellen anteilig der CD4+25+ Zellen mit 17,62 % ihren jeweils nied-
rigsten Wert im Vergleich aller Mittelwerte dieser Zellpopulationen auf.

Das ist schon bemerkenswert und wirft nattrlich sofort die Frage auf, ob dies mit der
Therapie zusammenhangt, also ob im Vergleich aller medikamentds therapeutischer
Optionen nur Glatirameracetat entweder die beste Wirkung zeigt oder alle anderen
eingesetzten Medikamente besser wirken als Glatirameracetat und dieses in seiner
Wirksamkeit bei der Therapie der MS eventuell den anderen Medikamenten unter-

legen ist. Wahrend Glatirameracetat es anscheinend im Gegensatz zu Natalizumab,

80



Rebif und Avonex gut schafft, die CD3+ Zellen in Prozent der Lymphozyten deutlich
zu senken (unter den Mittelwert aller Kontrollen), so scheint es die CD4+25+ Zellen
in Prozent der Lymphozyten noch Uber den Mittelwert aller Patienten (3,88 %) hinaus
zu erhohen, was aulderdem auch der Gruppe Avonex mit einem Mittelwert von 4,21
% gelingt. Bei Natalizumab nahert sich der Wert wenigstens dem aller Kontrollen an,
scheint hier also ganz gut zu wirken, zeigt seine beste Wirkung aber bei den CD4+
Zellen in Prozent der Lymphozyten, wo es deren Mittelwert unter den aller Patienten
drackt und seine schwachste Wirkung bei den CD8+ Zellen, die sich auf den hier
hochsten Mittelwert (32,31 %) stark erhohen. Lediglich Rebif scheint es zu gelingen,
den Mittelwert der Zellfaktion der CD4+25+ Zellen in Prozent der Lymphozyten unter
den aller Kontrollen zu drucken. Damit erzielt Rebif hier die beste Wirkung. Schon zu
erkennen ist auch, dass die zwei Interferon B-1a-Medikamente hier nicht dieselbe
Wirkung erzielen.

Die Wirkung von Rebif auf die CD3+ Zellfraktion der Lymphozyten scheint dagegen
nicht gut zu sein, da hier der weit Uber dem aller Patienten hochste Mittelwert Uber-

haupt (66,04 %) erreicht wird.

Im Vergleich der Gruppen Glatirameracetat und Rebif ist die Zellpopulation der CD3+
Zellen anteilig der Lymphozyten bei Glatirameracetat mit 46,41 % zu 66,04 % bei
Rebif um ganze 19,63 Prozentpunkte und einem p von 0,0499 signifikant erniedrigt.
Des Weiteren sind die CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten bei der Gruppe
Glatirameracetat mit einem p von 0,0056 hoch signifikant erhoht, wobei der Abstand
von 4,24 % zu 2,09 % bei Rebif 2,15 Prozentpunkte betragt. Auch bei den CD4+25+
Zellen anteilig der CD3+ Zellen zeigt sich bei Glatirameracetat mit 9,25 % zu 3,18 %
bei Rebif und damit einer Differenz von 6,07 Prozentpunkten und einem p von

0,0038 eine hohe Signifikanz.
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Ubrigens treffen hier die Extreme aufeinander, sowohl bei den CD4+25+ Zellen an-
teilig der Lymphozyten als auch bei den CD4+25+ Zellen anteilig der CD3+ Zellen
trifft der hochste Mittelwert im Feld der CD4+25+ Zellen auf den niedrigsten Wert in

diesem Feld.

Bei der Gegenuberstellung der Gruppen Glatirameracetat und Avonex zeigen sich
ebenfalls die CD3+ Zellen anteilig der Lymphozyten bei der Gruppe Glatirameracetat
mit 46,41 % zu 57,41 % bei Avonex um exakt 11 Prozentpunkte und einem p von
0,0411 signifikant erniedigt. Aullerdem waren hier die absoluten Zellzahlen der
CD16/56+ Zellen bei Glatirameracetat mit einem p von 0,0086 bei im Durchschnitt
329 zu 161 Zellen, also einem Abstand von im Schnitt 168 Zellen, hoch signifikant

erhoht.

Jetzt wurden die Gruppen Rebif und Avonex zu einer Gruppe Interferon -1a gesamt
zusammengefasst. Die Gruppe Glatirameracetat wurde folglich als Nachstes mit die-
ser neu gebildeten Gruppe verglichen.

Dabei sind wieder die CD3+ Zellen der Lymphozyten bei der Gruppe Glatiramer-
acetat mit 46,41 % zu 59,32 % bei Interferon B-1a gesamt und einem p von 0,0171
signifikant erniedrigt (-12,91 Prozentpunkte). Erneut sind auch die Absolutzahlen der
CD16/56+ Zellen bei der Gruppe Glatirameracetat mit im Schnitt 329 zu 169 Zellen

(im Durchschnitt +160 Zellen) und einem p von 0,0079 hoch signifikant erhoht.

Keine signifikanten Unterschiede konnten beim Vergleich der Gruppe Glatiramer-

acetat und den therapierten Patienten festgestellt werden.

Wieder signifikant differierende Mittelwerte ergaben sich allerdings dann beim Ver-
gleich der Gruppe Glatirameracetat und den nicht therapierten Patienten. Dabei

waren alle Zellpopulationen anteilig der CD3+ Zellen signifikant abweichend. Die
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CD4+ Zellen als Anteil der CD3+ Zellen sind bei der Gruppe Glatirameracetat mit
95,65 % zu 76,74 % bei den nicht therapierten Patienten um 18,91 Prozentpunkte
und einem p von 0,0020 hoch signifikant erhoht. Die nachste Zellfraktion der CD3+
Zellen, die CD4+25+ Zellen sind mit einem p von 0,0141 bei 9,25 % bei der Gruppe
Glatirameracetat zu 6,47 % bei den nicht therapierten Patienten mit einer Differenz
von 2,78 Prozentpunkten signifikant erhoht. Die dritte Signifikanz zeigt sich folglich
bei der letzten der CD3+ Zellen anteiligen Zellfraktion, namlich bei den CD8+ Zellen.
Mit 47,25 % bei der Gruppe Glatirameracetat zu 32,85 % bei den nicht therapierten
Patienten besteht eine mit einem p von 0,0109 um 14,40 Prozentpunkte signifikante

prozentuale Erhohung.

Vergleicht man nun die Gruppe Glatirameracetat mit allen Patienten, so ergeben sich
bei den CD3+ Zellen anteilig der Lymphozyten mit einem p von 0,0466 bei der Grup-
pe Glatirameracetat mit 46,41 % zu 58,64 % bei den Patienten mit einer Differenz
von 12,23 Prozentpunkten signifikant niedrigere Prozente. Auch bei den CD4+ Zellen
als Anteil der CD3+ Zellen zeigt sich bei der Gruppe Glatirameracetat mit 95,65 % zu
77,14 % ein groRer Abstand von 18,51 Prozentpunkten und mit einem p von 0,0206
auch eine signifikante Erhohung. Schlielich sind auch noch die CD8+ Zellen anteilig
der CD3+ Zellen bei der Gruppe Glatirameracetat mit 47,25 % zu 34,86 % bei den
Patienten um 12,39 Prozentpunkte erhoht und mit einem p von 0,0455 signifikant.
47,25 % sind hier der dritthochste Mittelwert nach der Gruppe Natalizumab (49,24 %)

und den mannl. therapierten Patienten (48,15 %).

Als Letztes wird die Gruppe Glatirameracetat mit allen Kontrollen verglichen. Wieder
einmal sind die CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten mit einem p von 0,0154
bei der Gruppe Glatirameracetat mit 4,24 % zu 2,81 % bei den Kontrollen mit einem
Unterschied von 1,43 Prozentpunkten signifikant erhoht. Bei diesem Vergleich sind
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erstmals auch die prozentualen CD16/56+ Zellen mit einem p von 0,0331 signifikant
verandert, wobei die Gruppe Glatirameracetat mit 23,49 % zu 13,58 % bei den Kont-
rollen eine um 9,91 Prozentpunkte hohere Prozentzahl aufweist. Auch anteilig der
CD3+ Zellen gibt es zwei signifikante Unterschiede. Erstens ist hier die CD4+ Zell-
fraktion bei der Gruppe Glatirameracetat mit 95,65 % zu 75,20 % bei den Kontrollen
mit ganzen 20,45 Prozentpunkten und einem p von 0,0057 hoch signifikant erhoht.
Zweitens ist bei der Gruppe Glatirameracetat die CD4+25+ Zellfraktion mit 9,25 % zu
5,36 % bei den Kontrollen um 3,89 Prozentpunkte und einem p von 0,0012 stark
hoch signifikant hoher. Zu guter Letzt sind bei der Gruppe Glatirameracetat auch
noch die CDDR+ Zellen anteilig der CD4+25+ Zellen mit 17,62 % zu 26,36 % bei den

Kontrollen um 8,74 Prozentpunkte und einem p von 0,0268 signifikant erniedrigt.

Es folgt die Gruppe Rebif, die leider auch nur aus sehr wenigen Patienten besteht,
namlich aus zwei. Deshalb wurden die Daten auch nur bis einschlieldlich der Zellpo-
pulation der absoluten CD16/56+ Zellen ausgewertet, weil die Gruppe Rebif ab der
Zellpopulation Prozent der CD69+ Zellen anteilig der CD4+25+ Zellen nur noch aus
einem Patienten besteht. Das wiederum ist dem Anfang der Arbeiten im Labor ge-
schuldet, da anfangs die Antikorper gegen CD69 und gegen CDDR noch nicht ver-
fugbar waren, wie beim Blick auf die Rohdaten im Anhang schon zu erkennen ist.
Dies ist auch der Grund dafur, dass in Tab. 1 ab eben der Zellpopulation der prozen-
tualen CD69 Zellen die in Klammern hinter den Gruppen angegebene Patientenan-
zahl der jeweiligen Gruppe abweicht.

Beim Vergleich der Gruppe Rebif mit der Gruppe Avonex sind die CD4+25+ Zellen
anteilig der Lymphozyten mit einem p von 0,0394 signifikant unterschiedlich. Dabei
hat die Gruppe Rebif mit 2,09 % zu 4,21 % bei Avonex um 2,12 Prozentpunkte we-

niger der CD4+25+ Zellen. 2,09 Prozent CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten
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ist hier wie schon erwahnt der niedrigste Mittelwert, wogegen die 4,21 Prozent den
zweithochsten Mittelwert nach der Gruppe Glatirameracetat bilden. Auch anteilig der
CD3+ Zellen sind die CD4+25+ Zellen bei der Gruppe Rebif mit 3,18 % zu 7,48 % bei
Avonex mit einer Prozentpunktedifferenz von 4,30 und einem p von 0,0407 signifi-
kant erniedrigt. Genauso wie bei den CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten ist
auch hier der Mittelwert der Gruppe Rebif (3,18 %) der niedrigste und der der Gruppe
Avonex (7,48 %) der zweithochste nach dem der Gruppe Glatirameracetat. Allerdings
stellt die Gruppe Rebif mit 66,04 % den hochsten Mittelwert in der Zellpopulation der
CD3+ Zellen. Hier betragt der Abstand zur Gruppe Avonex (57,41 %) ohne Signifi-
kanz 8,63 Prozentpunkte. Bei der Zellpopulation CD4+ anteilig der Lymphozyten bil-
det der Mittelwert der Gruppe Rebif mit 45,91 % ebenfalls den hochsten Mittelwert.
Nach dem Wert der Gruppe Natalizumab (56,72 %), der den niedrigsten Wert dar-
stellt, ist der Mittelwert der Gruppe Rebif mit 69,67 % bei den CD4+ Zellen anteilig
der CD3+ Zellen der zweitniedrigste. AuRerdem stellt die Gruppe Rebif bei den CD8+
Zellen anteilig der CD3+ Zellen mit 32,67 % ebenfalls den zweitniedrigsten Mittelwert

nach der Gruppe der weibl. nicht therapierten Patienten mit 31,94 %.

Keine signifikanten Unterschiede haben sich bei der Gegenuberstellung der Gruppe
Rebif mit der Gruppe Interferon 3-1a gesamt und den therapierten Patienten erge-

ben.

Beim Vergleich der Gruppe Rebif mit den nicht therapierten Patienten allerdings sind
die CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten mit einem p von 0,0483 und einer Dif-
ferenz von 1,74 Prozentpunkten bei der Gruppe Rebif mit 2,09 % zu 3,83 % bei den
nicht therapierten Patienten signifikant erniedrigt. Zudem ist ebenfalls die Zellfraktion

der CD4+25+ Zellen als Anteil der CD3+ Zellen bei der Gruppe Rebif mit 3,18 % zu

85



6,47 % bei den nicht therapierten Patienten um 3,29 Prozentpunkte und einem p von

0,0163 signifikant erniedrigt.

Stellt man nun die Gruppe Rebif allen Patienten gegenuber, so zeigt sich wieder bei
den CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten, dass mit 2,09 % bei der Gruppe
Rebif zu 3,88 % bei allen Patienten eine Differenz von 1,79 Prozentpunkten und da-
mit bei der Gruppe Rebif mit einem p von 0,0396 eine signifikante Erniedrigung be-
steht. Und erneut sind auch die CD4+25+ Zellen als Anteil der CD3+ Zellen mit
einem p von 0,0245 bei der Gruppe Rebif signifikant erniedrigt. Dabei betragt die

Prozentpunktedifferenz von 3,18 % zu 6,76 % bei allen Patienten -3,58.

Wiederum keine Signifikanz hat sich dann noch bei der Betrachtung der Gruppe

Rebif im Vergleich zu allen Kontrollen gezeigt.

Jetzt richtet sich der Blick auf die Gruppe Avonex. Hierbei kam heraus, dass bei einer
Gegenuberstellung mit der Gruppe Interferon B-1a gesamt, den therapierten Pati-
enten, den nicht therapierten Patienten und den gesamten Patienten keinerlei Signifi-
kanzen aufgetreten sind.

Lediglich im Vergleich zu allen Kontrollen haben sich signifikante Werte gezeigt. Die
CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten sind bei der Gruppe Avonex mit 4,21 %,
was bei dieser Zellpopulation den zweithochsten Mittelwert darstellt, zu 2,81 % bei
allen Kontrollen mit einem Unterschied von 1,40 Prozentpunkten und einem p von
0,0046 hoch signifikant erhoht. Die absoluten CD8+ Zellen sind mit einem p von
0,0114 bei der Gruppe Avonex mit im Durchschnitt 249 zu 418 Zellen bei allen Kont-
rollen mit einem Abstand von im Schnitt 169 Zellen signifikant vermindert. Nachdem
die CD4+25+ Zellen als Anteil der Lymphozyten bei der Gruppe Avonex signifikant

erhoht sind, ist nun auch die Zellfraktion der CD4+25+ Zellen anteilig der CD3+ Zel-
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len mit einem p von 0,0215 und einer Prozentpunktedifferenz von 2,12 bei 7,48 % zu
5,36 % bei allen Kontrollen signifikant erhoht. AulRerdem ist anteilig der CD3+ Zellen
die Zellfraktion der CD8+ Zellen bei der Gruppe Avonex mit 32,97 % zu 41,32 % bei
allen Kontrollen mit einer Differenz von 8,35 Prozentpunkten und einem p von 0,0342
signifikant erniedrigt. Als letzte Signifikanz bei diesem Vergleich zeigen sich die
CDDR+ Zellen anteilig der CD4+25+ Zellen, die bei der Gruppe Avonex mit 36,53 %
zu 26,36 % bei allen Kontrollen mit einem Prozentpunkteunterschied von 10,17 und
einem p von 0,0271 signifikant erhoht sind. Die 36,53 % entsprechen dabei dem
hochsten Mittelwert bei den CDDR+ Zellen.

Nach der Gruppe Natalizumab (11,11 %), die bei der Zellpopulation CD16/56+ den
niedrigsten Wert zeigt, findet sich hier bei der Gruppe Avonex der mit 12,59 % zweit-
niedrigste Mittelwert. Kurz soll auch noch erwahnt werden, dass die Gruppe Avonex
mit durchschnittlich 1388 Zellen die niedrigsten Lymphozytenzellzahlen aufweist, im
Gegensatz zu den Kontrollen, die mit im Schnitt 1909 Zellen die dritthochsten Lym-
phozytenzellzahlen nach Natalizumab (2014) und den weibl. Kontrollen (1968) zei-

gen, ohne dass diese Differenz jedoch signifikant ware.

SchlieRlich wendet man sich noch der letzten Gruppe zu. Die Gruppe Interferon p-1a
gesamt zeigt dabei im Vergleich zu den therapierten Patienten, den nicht therapie-
rten Patienten und zu allen Patienten keine signifikanten Abweichungen.

Beim Vergleich mit allen Kontrollen jedoch finden sich gleich mehrere Signifikanzen.
Zunachst einmal sind die Lymphozyten bei der Gruppe Interferon B-1a mit einem p
von 0,0332 und einer durchschnittlichen Zellzahl von 1401 zu 1909 bei den Kontrol-
len um im Schnitt 508 Zellen signifikant vermindert. Des Weiteren sind auch die ab-
soluten CD8+ Zellen um im Durchschnitt 155 Zellen bei der Gruppe Interferon (3-1a

mit durchschnittlich 263 zu 418 Zellen bei den Kontrollen und einem p von 0,0087
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hoch signifikant erniedrigt. AuRerdem ist anteilig der CD3+ Zellen die Zellfraktion der
CD8+ Zellen bei der Gruppe Interferon 3-1a mit 32,90 % zu 41,32 % bei den Kontrol-
len mit einer Differerenz von 8,42 Prozentpunkten und einem p von 0,0167 signifikant
vermindert. Als letzter Mittelwert ist derjenige der Zellfraktion der CDDR+ Zellen an-
teilig der CD4+25+ Zellen bei der Gruppe Interferon B-1a mit 35,39 % zu 26,36 % bei
den Kontrollen um 9,03 Prozentpunkte und einem p von 0,0372 signifikant erhoht,
wobei allerdings die Varianzen deutlich signifikant unterschiedlich sind. Dieser Pro-
zentsatz von 35,39 % entspricht gleichzeitig auch dem zweithdchsten Mittelwert bei
den CDDR+ Zellen. Bei der Zellpopulation der CD16/56+ Zellen bildet der Mittelwert

der Gruppe Interferon 3-1a mit 12,82 % schlieRlich noch den drittniedrigsten Wert.

Interessant ist bei den einzelnen Therapien, dass alle Gruppen sich zu den therapie-
rten Patienten gleich verhalten. Keine Gruppe zeigt bei diesem Vergleich eine signi-
fikante Differenz. Au3erdem ist auch noch bemerkenswert, dass als einzige Gruppe
dieser einzelnen Therapien diejenige von Rebif gegenuber allen Kontrollen keine Si-
gnifikanz aufweist, was als Indiz dafur gewertet werden konnte, dass die Therapie mit
Rebif es als einzige schafft, die einzelnen Zellpopulationen denen aller Kontrollen am
besten anzunahern, Rebif von allen therapeutischen Optionen also die beste Wir-

kung zeigt.

Bis hierher wurden die einzelnen gebildeten Gruppen und deren Signifikanzen im
Vergleich betrachtet. Im Folgenden aber werden jetzt die einzelnen Zellpopulationen
genauer angesehen. Entsprechend der Tab. 1 wird angefangen mit den Lympho-
zyten jede Zellpopulation der Reihe nach betrachtet. Aufierdem soll im Anschluss an
die jeweilige Zellpopulation mit einer tabellarischen Darstellung die Ubersicht er-

leichtert werden. Dabei bedeutet * eine Signifikanz mit einem p von 0,0..., wogegen
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ein p von 0,00.. einer hohen Signifikanz entsprechend mit ** und ein p von 0,000.

hochst signifikant entsprechend mit *** gekennzeichnet ist.

Die absoluten Lymphozytenzahlen sind nur bei drei Vergleichen als signifikant unter-
schiedlich aufgefallen. Und zwar haben alle Patienten im Vergleich zu allen Kontrol-
len signifikant weniger Lymphozyten und die Gruppe Interferon (3-1a gesamt hat bei
der Gegenuberstellung mit allen Kontrollen auch signifikant weniger Lymphozyten,
wobei die Lymphozytenzellzahl im Durchschnitt noch unter derjenigen aller Patienten
liegt. Hieraus kdnnte man eventuell folgern, dass durch die Therapie mit Interferon [3-
1a die Lymphozytenzellzahl starker und damit signifikant gesenkt wird als es bei
einer Therapie mit Glatirameracetat und Natalizumab der Fall ist. Allerdings muss
man sagen, dass an dieser Erniedrigung Avonex den Lowenanteil hat, Rebif die
Lymphozyten also nicht so stark vermindert wie Avonex. Beide entfernen die Lym-
phozytenzahl also noch weiter von dem Mittelwert aller Kontrollen als es mit dem Mit-
telwert aller Patienten ja schon der Fall ist. Natalizumab Ubersteigt sogar den Mittel-
wert aller Kontrollen, wohingegen Glatirameracetat mit seinem zwischen den Mittel-
werten aller Patienten und aller Kontrollen zu liegen kommt. Au3erdem haben die
weibl. Kontrollen signifikant mehr Lymphozyten als alle Patienten zusammen. Ahnlich
wie spater bei den absoluten CD8+ Zellen machen hier die weibl. Kontrollen den
Hauptteil der Erhohung der Zellen bei allen Kontrollen gegenuber allen Patienten
aus. Es lohnt sich also schon jetzt, die Geschlechter genauer zu betrachten.

Signifikante
Mittelwerte
Lymphozytenzellzahl

Patienten gesamt < Kontrollen gesamt
1548 * 1909

Weibl. Kontrollen > Patienten gesamt
1968 * 1548

Interferon B-1a gesamt < Kontrollen gesamt
1401 * 1909
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Die Zellfraktion der CD3+ Zellen in Prozent der Lymphozyten ist insgesamt funfmal
signifikant differierend. Bemerkenswert dabei ist, dass viermal die Gruppe
Glatirameracetat beteiligt ist. Dabei ist der Mittelwert der Gruppe Glatirameracetat
gegenuber denjenigen der Gruppen Rebif, Avonex, Interferon B-1a gesamt und ge-
genuber allen Patienten immer signifikant erniedrigt. Hier konnte man nun schlieen,
dass der CD3+ Anteil an den Lymphozyten bei der Gruppe Glatirameracetat auf-
grund der Therapie signifikant gegenuber den anderen therapeutischen Optionen
und auch gegenuber allen Patienten vermindert ist, Glatirameracetat die CD3+ Zellen
also besser unterdruckt als die anderen Medikamente, vor allem als die Interferone,
die ohne den Anteil der CD3+ Zellen der Lymphozyten zu senken eher die Lympho-
zytenzahl insgesamt senken. Dies ist insofern wichtig, da als therapeutisches Mittel
ja versucht werden kann, diese Zellen zu senken. Die Patienten insgesamt haben
klar mehr der prozentualen CD3+ Zellfraktion als die Kontrollen und bei den therapie-
rten Patienten insgesamt gelingt es auch gegenuber den nicht therapierten Patienten
insgesamt diese leicht zu senken, wobei der Hauptanteil daran eben bei Glatiramer-
acetat liegt. Als positiv kann auch gewertet werden, dass sich die Gruppe Glatiramer-
acetat signifikant von allen Patienten absetzt. Die mannl. Kontrollen haben zudem
gegenuber allen Patienten signifikant weniger der CD3+ Zellen in Prozent der Lym-
phozyten. Hier unterscheiden sich die mannl. Kontrollen deutlich von den weibl. Kont-
rollen, die sich zu allen Patienten nicht signifikant absetzen und mit 55,47 % zwi-
schen dem Mittelwert aller Kontrollen (53,23 %) und dem aller Patienten liegen.

Signifikante
Mittelwerte
CD3+in
Prozent der

Lymphos

Mannl. Kontrollen < Patienten gesamt
47,07 * 58,64
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Glatirameracetat < Rebif

46,41 * 66,04
Glatirameracetat < Avonex

46,41 * 57,41
Glatirameracetat < Interferon B-1a gesamt

46,41 . 99,32
Glatirameracetat < Patienten gesamt

46,41 * 58,64

Keinerlei signifikante Unterschiede gibt es dagegen bei den absoluten Zellzahlen der

CD3+ Zellen.

Die CD4+ Zellen in Prozent der Lymphozyten zeigen mehrere signifikante Unter-
schiede, gerade auch in Bezug auf die Geschlechter. Zuerst einmal ist diese Zellfrak-
tion bei allen Patienten signifikant gegenuber allen Kontrollen erhoht. Beim Vergleich
der Geschlechter (weibl. Patienten und weibl. Kontrollen zusammen gegen mannl.
Patienten und mannl. Kontrollen zusammen) zeigt sich eine signifikante Erhdhung
dieser Zellfraktion bei allen Frauen. Bestatigt wird diese Erkenntnis durch die hoch si-
gnifikante Erhdhung der CD4+ Zellen in Prozent der Lymphozyten bei den weibl. Pa-
tienten gegenulber allen Kontrollen. Sogar beim Vergleich innerhalb der Kontrollen
zeigt sich bei den weibl. Kontrollen gegenuber den mannl. Kontrollen eine signifi-
kante Erhohung. Die mannl. Kontrollen sind auch im Vergleich zu allen Patienten
hoch signifikant vermindert. AuRerdem ist diese Zellpopulation sowohl bei den weibl.
therapierten Patienten als auch bei den weibl. nicht therapierten Patienten signifikant
gegenuber allen Kontrollen erhdht. Zuletzt ist diese Zellfraktion auch bei den nicht
therapierten Patienten im Vergleich mit allen Kontrollen signifikant erhoht. Hier zeigt
sich also eine ganz klare Tendenz, bei der die CD4+ Zellen in Prozent der Lympho-
zyten zuerst bei allen Patienten, dann aber vor allem bei den weibl. Patienten, egal
ob therapiert oder nicht therapiert, und zudem noch bei allen Frauen zusammen sig-

nifikant gegenuber allen Kontrollen erhoht sind. Und sogar unter den Kontrollen
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haben die weibl. Kontrollen signifikant mehr als die mannl. Kontrollen. Dies ist natur-
lich von besonderem Interesse gerade im Hinblick auf die Tatsache, dass mehr
Frauen als Manner von der MS betroffen sind.

Auch bei den Mannern zeigt sich eine prozentuale Differenz, vor allem zwischen
mannl. Kontrollen (leider nur vier mannl. Kontrollen) und mannl. Patienten, ohne
allerdings signifikant zu sein. Beim Vergleich der mannl. Kontrollen mit allen Pati-
enten zeigt sich daflr eine hoch signifikante Erniedrigung bei den mannl. Kontrollen.
Insbesondere dies sollte mit einer grolReren Probandenzahl nochmals Uberprift wer-
den.

Bei dieser Zellpopulation ist vor allem sehr interessant, dass im Vergleich der Kont-
rollen die weibl. Kontrollen gegenuber den mannl. Kontrollen signifikant mehr CD4+
Zellen in Prozent der Lymphozyten aufweisen. Dieser Unterschied bei der Gegen-
Uberstellung gesunder Frauen mit gesunden Mannern sollte bei einer groReren An-
zahl von gesunden Probanden nochmals bestatigt werden. Vielleicht zeigen sich
dann bei anderen Zellpopulationen zusatzlich noch andere signifikante Differenzen,
da ja auch jetzt schon unterschiedliche Prozentzahlen vorhanden sind, die aber noch
nicht signifikant sind. Signifikante Unterschiede zwischen gesunden Frauen und ge-
sunden Mannern konnten dann beispielsweise erklaren, warum bestimmte Erkran-

kungen, nicht nur die MS, bei einem Geschlecht gehauft auftreten.

Signifikante
Mittelwerte
CDA4+ in
Prozent der
Lymphos
Patienten gesamt > Kontrollen gesamt
44,51 . 39,57
Alle Frauen > Alle Manner
44,27 * 39,76
Weibl. Patienten > Kontrollen gesamt
45,72 * 39,57
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Weibl. Kontrollen > Mannl. Kontrollen

41,63 * 33,92

Mannl. Kontrollen < Patienten gesamt
33,92 * 44,51

Nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
45,24 * 39,57

Weibl. therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
45,43 . 39,57

\"

Weibl. nicht therapierte Patienten Kontrollen gesamt
45,36 * 39,57

Wiederum keine Signifikanzen haben sich bei den absoluten Zellzahlen der CD4+

Zellen gezeigt.

Ein besonderes Augenmerk gilt natirlich den CD4+25+ Zellen, weil diesen Zellen,
wie in der Einleitung erwahnt, eine besondere Bedeutung zugemessen wird. Er-
freulicherweise zeigen diese Zellen in Prozent der Lymphozyten die meisten signi-
fikanten Unterschiede, gefolgt von den CD8+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen mit
den zweithaufigsten signifikanten Unterschieden.

Die CD4+25+ Zellen in Prozent der Lymphozyten sind zunachst bei allen Patienten
im Vergleich zu allen Kontrollen hoch signifikant erhoht. Aufgeteilt in weibl. und
mannl. Patienten zeigen beide Gruppen gegen alle Kontrollen ebenfalls eine hoch
signifikante Erhohung dieser Zellfraktion. Umgekehr zeigen die in weibl. und mannl.
Kontrollen aufgeteilten Kontrollen gegenuber allen Patienten beide eine signifikante
Erniedrigung. Sogar beim Vergleich von mannl. Patienten zu mannl. Kontrollen zeigt
sich bei der Zellpopulation der CD4+25+ Zellen in Prozent der Lymphozyten eine
hoch signifikante Erhohung bei den mannl. Patienten. Auch signifikant erhoht ist
diese Zellpopulation bei den therapierten Patienten und bei den nicht therapierten
Patienten gegenuber allen Kontrollen. Aul3erdem ist diese Zellfraktion noch bei den

weibl. therapierten Patienten, den weibl. nicht therapierten Patienten und bei den
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mannl. nicht therapierten Patienten gegenuber allen Kontrollen signifikant erhoht.
Lasst man nun die mannl. therapierten Patienten aufgrund der schon erwahnten
Problematik der nur drei Patienten einmal aul3en vor, obwohl diese Gruppe trotzdem
mit einem gegenuber den Kontrollen ebenfalls relativ stark erhohten Mittelwert und
einem p von 0,0525 nur ganz knapp an der Signifikanz vorbeischrammt und ich fest
davon uberzeugt bin, dass sich diese bei einer hdheren Patientenzahl einstellt, so
zeigt sich ein beeindruckend gleiches Verhalten der Patientengruppen gegenuber
den Kontrollen. So ist die Zellpopulation der CD4+25+ Zellen in Prozent der Lympho-
zyten nicht nur bei allen Patienten zusammen, sondern egal ob bei weibl. Patienten
oder mannl. Patienten, ob bei therapierten Patienten oder nicht therapierten Pati-
enten und ob bei weibl. therapierten Patienten oder weibl. nicht therapierten Pati-
enten oder bei mannl. nicht therapierten Patienten, so ist diese Zellpopulation bei all
diesen Gruppen signifikant erhoht gegenuber allen Kontrollen. Aul3erdem zeigen die
weibl. Kontrollen gegenuber den mannl. Kontrollen hier keinen signifikanten Unter-
schied, beide sind jedoch gegenuber allen Patienten signifikant vermindert. Auch
dies bestatigt nochmals das gleiche Verhalten bzw. die Synchronizitat der Gruppen.
Bei solch einem eindeutigen Ergebnis ist es sogar erlaubt dartiber nachzudenken, ob
es moglich ist, die Diagnostik der MS zu erleichtern, indem sich aus diesem Ergebnis
ein Bluttest entwickeln Iasst, bei dem ein Grenzwert gefunden wird, ab welchem der
Test bei einmaliger Testung als positiv zu werten ist und damit die Diagnosestellung
MS oder zumindest die einer Autoimmunerkrankung allgemein erlaubt. Also sollte
dann uber einen solchen Test auch bei anderen Autoimmunerkrankungen nachge-
dacht werden.

Dies ist aber bei weitem noch nicht alles, so sind die CD4+25+ Zellen in Prozent der
Lymphozyten bei der Gruppe Glatirameracetat gegenuber allen Kontrollen signifikant

und gegenuber der Gruppe Rebif sogar hoch signifikant erhoht. Bei der Gruppe Rebif
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wiederum ist diese Zellfraktion gegenuber der Gruppe Avonex, gegenuber den nicht
therapierten Patienten und gegenuber allen Patienten signifikant erniedrigt. Als Letz-
tes schliel3lich ist die Gruppe Avonex gegenuber allen Kontrollen bei dieser Zellpopu-
lation hoch signifikant erhoht. Wie schon erwahnt, gelingt es hier von allen medika-
mentdsen Optionen alleine Rebif, diesen Mittelwert sogar unter den aller Kontrollen
zu senken. Aullerdem zeigt Rebif als einzige der Therapien hier keine signifikanten
Unterschiede zu allen Kontrollen, was ich als Zeichen dafur ansehe, dass es hier
ausschlieBlich unter einer Therapie mit Rebif zu einer Annaherung der Mittelwerte an
die Mittelwerte aller Kontrollen kommt und damit Rebif als die beste Therapie ange-
sehen werden darf. Auch die signifikante Erniedrigung des Mittelwertes von Rebif
gegenuber den Mittelwerten der anderen Therapien bei dieser Zellfraktion deutet da-
rauf hin. Zudem gelingt es der Gruppe Rebif auch, sich mit seinem Mittelwert signi-
fikant und deutlich von demjenigen aller Patienten abzusetzen, was in diesem Hin-
blick auch als therapeutischer Erfolg gedeutet werden kann.

Betrachtet man jedoch die therapierten Patienten (3,80 %) und die nicht therapierten
Patienten (3,83 %), so sieht man, dass sich beide mit ihren Mittelwerten nicht von
dem Mittelwert aller Patienten zusammen (3,88 %) entfernen kdnnen und sich gleich-
zeitig aber signifikant von dem Mittelwert aller Kontrollen (2,81 %) absetzen. Das
wurde bedeuten, dass die Therapien nicht greifen und es folglich egal ware, ob the-
rapiert wird oder nicht. Es macht also durchaus Sinn, wie oben geschehen, nicht nur
alle therapierten Patienten zusammen, sondern die medikamentdsen Therapien ge-
trennt voneinander einzeln zu betrachten.

Signifikante
Mittelwerte
CD4+25+ in
Prozent der

Lymphos

Patienten gesamt > Kontrollen gesamt
3,88 ** 2,81
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Weibl. Patienten > Kontrollen gesamt
3,88 > 2,81
Mannl. Patienten > Kontrollen gesamt
3,88 > 2,81
Mannl. Patienten > Mannl. Kontrollen
3,88 > 2,32
Weibl. Kontrollen < Patienten gesamt
2,98 * 3,88
Mannl. Kontrollen < Patienten gesamt
2,32 * 3,88
Therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
3,80 * 2,81
Nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
3,83 * 2,81
Weibl. therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
3,75 * 2,81
Weibl. nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
3,73 * 2,81
Mannl. nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
4,01 * 2,81
Glatirameracetat > Rebif
4,24 * 2,09
Glatirameracetat > Kontrollen gesamt
4,24 * 2,81
Rebif < Avonex
2,09 * 4,21
Rebif < Nicht therapierte Patienten
2,09 * 3,83
Rebif < Patienten gesamt
2,09 * 3,88
Avonex > Kontrollen gesamt
4,21 - 2,81

Bei den absoluten Zellzahlen der CD4+25+ Zellen anteilig der Lymphozyten gibt es

keine signifikanten Differenzen.
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Die Zellpopulation der CD8+ Zellen in Prozent der Lymphozyten zeigt geschlechter-
spezifisch bei den mannl. therapierten Patienten gegenuber den weibl. therapierten
Patienten und gegenuber allen Kontrollen eine signifikante Erhohung. Insofern kon-
nte man daruber spekulieren, inwieweit sich beim Ansprechen der Therapie bei den
Geschlechtern Unterschiede ausmachen lassen.

Signifikante
Mittelwerte
CD8+ in
Prozent der
Lymphos

Mannl. therapierte Patienten > Weibl. therapierte Patienten
27,64 * 18,98

Mannl. therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
27,64 * 21,71

Auch die absoluten Zellzahlen der CD8+ Zellen zeigen im Ergebnis eine interessante
geschlechter- und therapiespezifische Konstellation.

Beim Vergleich der Absolutzahlen der CD8+ Zellen zeigt sich zunachst bei allen Kon-
trollen gegenuber allen Patienten (im Schnitt 312 Zellen) eine signifikante Erhohung.
Beim Uberfliegen der Zahlen ist schnell auszumachen, dass diese Erhéhung den
weibl. Kontrollen zuzuschreiben ist, die mit im Schnitt 437 Zellen sogar noch mehr
Zellen aufweisen als alle Kontrollen zusammen mit 418 Zellen. Dies bestatigt sich
dann auch beim Vergleich der weibl. Kontrollen mit den weibl. Patienten (294 Zellen),
bei dem die weibl. Kontrollen eine hoch signifikant erhohte Zellzahl zeigen und
gegenuber allen Patienten, wo sie signifikant erhohte Zellen zeigen. Weiter weisen
dann auch alle Kontrollen bei der Gegenuberstellung mit den weibl. Patienten hoch
signifikant erhohte Zellzahlen auf. Interessanterweise gibt es nicht nur diese Ge-
schlechterdifferenz, sondern auch noch eine medikamentose Beeinflussung. So
zeigen die absoluten CD8+ Zellen bei allen Kontrollen erneut eine hoch signifikant

hohere Zellzahl beim Vergleich mit der Gruppe Interferon -1a gesamt und eine sig-
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nifikante Erhohung bei der Gegenuberstellung mit der Gruppe Avonex, die hier mit im
Schnitt 249 Zellen den niedrigsten Mittelwert aufweist. Dies lasst sich so erklaren,
dass die Therapie mit Avonex die Anzahl der CD8+ Zellen herunterdrickt bzw. ver-
mindert und zwar starker als dies anscheinend bei Rebif der Fall ist, weshalb Avonex
auch den Lowenanteil an der deutlichen Signifikanz bei Interferon (-1a gesamt hat.
Wiederum wurde dies auch erklaren, warum erneut bei allen Kontrollen gegenuber
den weibl. therapierten Patienten eine signifikante Erhdhung der CD8+ Zellen vor-
liegt. Nun kdnnte man folgern, dass es ein unterschiedliches Ansprechen der Thera-
pie mit Avonex gibt. Und zwar in der Weise, dass, wenn man die Inkorporation der
Gruppe Avonex in die Gruppe der weibl. Patienten bzw. der mannl. Patienten und in
die Gruppe aller Patienten wahrgenommen hat, dieses Medikament bei den Frauen
besser anspricht als bei den Mannern. Deshalb soll kurz darauf hingewiesen wer-
den, dass, wie in den Rohdaten im Anhang schon zu erkennen, es sich bei den ins-
gesamt sieben mit Avonex behandelten Patienten um sechs Frauen und nur einen
Mann handelt. Die Folgerung kann also richtig sein, es kann aber auch sein, dass
sich die Wirkung von Avonex wie auf die weibl. Patienten genauso auch noch auf die
mann. Patienten einstellt, sobald eine ausreichend grof3e Anzahl von Patienten
untersucht wurde. Was allerdings bleibt und in dieser Folgerung keinen Platz findet,
sind die deutlich erhohten absoluten CD8+ Zellzahlen bei vor allem den weibl.
Kontrollen und damit auch bei allen Kontrollen zusammen.

Wie schon erwahnt, deutet sich im Bezug auf die Geschlechter bei den absoluten
Lymphozytenzahlen ein ahnliches Verhalten bzw. eine ahnliche Zellzahlverteilung

an, wie es hier der Fall ist.
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Patienten gesamt
312

Weibl. Patienten
294

Weibl. Patienten
294

Weibl. Kontrollen
437

Weibl. therapierte Patienten
272

Avonex
249

Interferon B-1a gesamt
263

Keinerlei Signifikanzen zeigt die Zellpopulation der CD19+ Zellen (B-Zellen) in Pro-

zent der Lymphozyten.

Und auch die absoluten Zellzahlen der CD19+ Zellen weisen keine signifikanten Dif-

ferenzen auf.

Bei der Zellfraktion der CD16/56+ Zellen (Naturliche Killer(NK)-Zellen) in Prozent der
Lymphozyten kommt es zu nur einem signifikanten Unterschied. Und zwar ist diese

Zellpopulation bei der Gruppe Glatirameracetat gegenuber allen Kontrollen signifi-

kant erhoht.

Glatirameracetat
23,49

Signifikante
Mittelwerte
Absolute
Zellzahl
CD8+

<

*

*%

*%

*%

Signifikante

Mittelwerte
CD16/56+
in Prozent

der

Lymphos

>

*
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Kontrollen gesamt
418

Weibl. Kontrollen
437

Kontrollen gesamt
418

Patienten gesamt
312

Kontrollen gesamt
418

Kontrollen gesamt
418

Kontrollen gesamt
418

Kontrollen gesamt

13,58



Die absoluten CD16/56+ Zellen sind besonders bei Patienten mit der Therapie
Glatirameracetat mit im Schnitt 329 Zellen und damit dem hochsten Wert Uberhaupt
erhoht. Hoch signifikant wird diese Erhdhung bei der Gruppe Glatirameracetat beim
Vergleich mit der Gruppe Avonex und Interferon B-1a gesamt. Auch Rebif scheint
diese Zellpopulation zu vermindern, aber nicht so stark wie Avonex. Bei der Gruppe
Avonex dagegen findet sich hier mit durchschnittlich 161 Zellen der niedrigste Mittel-
wert. Deshalb tragt hier auch an der deutlichen Signifikanz von Interferon B-1a ge-
samt Avonex den Lowenanteil. Dies schlagt sich naturlich auch auf die weibl. thera-
pierten Patienten nieder, die mit im Durchschnitt 185 Zellen den drittniedrigsten Mit-
telwert nach Avonex und Interferon 3-1a gesamt (im Schnitt 169 Zellen) aufweisen.
Insgesamt zeichnet sich hier also ein zu den absoluten CD8+ Zellzahlen ahnliches

Bild fur die Therapie mit Avonex ab.

Signifikante
Mittelwerte
Absolute
Zellzahl
CD16/56+

Glatirameracetat > Avonex
329 * 161

Glatirameracetat > Interferon B-1a gesamt
329 ** 169

Betrachtet man nun die Zellpopulation der CD4+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen,
so zeigen sich hierbei drei Signifikanzen. Dabei steht die Gruppe Glatirameracetat im
Mittelpunkt der Betrachtung. Bei dieser Gruppe findet sich namlich die CD4+ Zellen
in Prozent der CD3+ Zellen betreffend gegenuber den nicht therapierten Patienten
und gegenuber allen Kontrollen eine hoch signifikante Erhohung. Zudem findet sich
auch noch gegenuber allen Patienten ein signifikant hOherer Prozentsatz dieser Zell-

population bei der Gruppe Glatirameracetat. Auffallig ist hier einfach der besonders
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hohe Prozentsatz bei der Gruppe Glatirameracetat, der naturlich auch wieder infolge

der Therapie eben mit Glatirameracetat zustande gekommen sein kann.

Signifikante
Mittelwerte
CD4+ in
Prozent der
CD3+
Glatirameracetat > Nicht therapierte Patienten
95,65 * 76,74
Glatirameracetat > Patienten gesamt
95,65 * 77,14
Glatirameracetat > Kontrollen gesamt
95,65 * 75,20

Auch bei den CD4+25+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen bilden ja wie schon bei
den CD4+25+ Zellen in Prozent der Lymphozyten die Gruppe Rebif den niedrigsten
und die Gruppe Glatirameracetat den hochsten Mittelwert. Deshalb zeigen sich auch
bei diesen zwei Gruppen die mit jeweils drei meisten Signifikanzen. Zunachst aber ist
die Zellpopulation der CD4+25+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen bei allen Pati-
enten gegenuber allen Kontrollen signifikant erhoht. Hier zeigt sich nun aber im Ge-
gensatz zu den CD4+25+ Zellen in Prozent der Lymphozyten lediglich noch bei den
mannl. Patienten eine signifikante Erhohung gegenulber allen Kontrollen, nicht mehr
allerdings bei den weibl. Patienten, den therapierten Patienten, den nicht therapierten
Patienten, den weibl. therapierten Patienten und den weibl. bzw. mannl. nicht thera-
pierten Patienten. Bei der Gruppe Glatirameracetat finden sich bei dieser Zellfraktion
hoch signifikante Erhohungen gegenuber allen Kontrollen und gegenuber der Gruppe
Rebif, gegenluber den nicht therapierten Patienten allerdings findet sich nur eine sig-
nifikante Erhohung. Bei der Gruppe Rebif dagegen finden sich signifikante Erniedri-
gungen dieser Zellpopulation gegenuber allen Patienten, gegenuber den nicht thera-

pierten Patienten und gegenuber der Gruppe Avonex. Als Letztes schlie3lich hat die
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Gruppe Avonex einen signifikant hoheren Anteil dieser Zellen gegenuber allen Kont-
rollen. Wieder gelingt es der Gruppe Rebif, sich mit seinem Mittelwert von dem aller
Patienten signifikant abzusetzen. Die Gruppen Glatirameracetat und Rebif schaffen

es aullerdem, sich als Therapien von den nicht therapierten Patienten signifikant ab-

zusetzen.
Signifikante
Mittelwerte
CD4+25+ in
Prozent der
CD3+
Patienten gesamt > Kontrollen gesamt
6,76 * 5,36
Mannl. Patienten > Kontrollen gesamt
6,66 * 5,36
Glatirameracetat > Rebif
9,25 > 3,18
Glatirameracetat > Nicht therapierte Patienten
9,25 * 6,47
Glatirameracetat > Kontrollen gesamt
9,25 > 5,36
Rebif < Avonex
3,18 * 7,48
Rebif < Nicht therapierte Patienten
3,18 * 6,47
Rebif < Patienten gesamt
3,18 * 6,76
Avonex > Kontrollen gesamt
7,48 * 5,36

Es folgt jetzt die Zellpopulation der CD8+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen, bei der
sich die zweithaufigsten signifikanten Differenzen nach den CD4+25+ Zellen in Pro-
zent der Lymphozyten finden lassen.

Zunachst einmal ist die Zellfraktion der CD8+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen bei

allen Patienten gegenuber allen Kontrollen signifikant erniedrigt. Auch signifikant er-
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niedrigt ist diese Zellpopulation bei den weibl. Patienten gegenuber den weibl. Kont-
rollen und gegenuber allen Kontrollen sogar hoch signifikant erniedrigt. Weiter ist die-
se auch bei den nicht therapierten Patienten und den weibl. nicht therapierten Pati-
enten gegenuber allen Kontrollen hoch signifikant erniedrigt. Ebenfalls ist diese Zell-
fraktion der CD8+ Zellen in Prozent der CD3+ Zellen auch bei den mannl. nicht thera-
pierten Patienten gegenuber den mannl. therapierten Patienten und gegenuber allen
Kontrollen signifikant erniedrigt. Der bei dieser Zellpopulation hochste Wert liegt mit
49,24 % bei der Gruppe Natalizumab, gefolgt von dem Mittelwert der mannl. thera-
pierten Patienten mit 48,15 % und dem der Gruppe Glatirameracetat mit 47,25 %.
Wie Natalizumab liegt auch die Gruppe Glatirameracetat mit diesem Mittelwert nicht
nur deutlich tber dem der Kontrollen (41,32 %), sondern sogar noch deutlicher auch
Uber dem aller Patienten (34,86 %). So verwundert es auch nicht, dass diese Erho-
hung bei der Gruppe Glatirameracetat gegenuber allen Patienten signifikant ist. Des
Weiteren ist diese Zellfraktion bei der Gruppe Glatirameracetat auch noch gegenuber
den nicht therapierten Patienten erhoht. Die Mittelwerte der Gruppen Avonex und
Interferon B-1a gesamt sind dagegen im Vergleich zu allen Kontrollen signifikant er-
niedrigt. Insgesamt fallt hier schon auf, dass sich im Vergleich zu allen Kontrollen bei
allen Patienten, bei den weibl. Patienten und auch bei den egal ob weibl. oder mannl.
nicht therapierten Patienten deutlich und auch signifikant erniedrigte Mittelwerte
finden. AuRerdem zeigt sich, dass die Interferon (3-1a-Medikamente Rebif (32,67 %)
und Avonex (32,97 %) bei ihren Gruppen deutlich niedrigere Mittelwerte aufweisen
als die Gruppen Glatirameracetat und Natalizumab, deren Werte ja weit Uber dem
aller Kontrollen liegen, wogegen Rebif und Avonex sogar noch unterhalb des Mittel-
wertes aller Patienten gelegen sind. Daraus konnte man schlie3en, dass die Annahe-
rung an den Mittelwert aller Kontrollen bei Glatirameracetat und Natalizumab besser

gelingt, allerdings sogar uber das Ziel hinausschiel3t, wahrend bei Rebif und Avonex
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diese Annaherung uberhaupt nicht gelingt, sondern im Gegenteil sich deren Mittel-
werte sogar noch unter den aller Patienten dricken. Wenn eine solche Annaherung
an den Mittelwert der Kontrollen nun das medikamentds therapeutische Ziel ware,
musste man sagen, dass dann Glatirameracetat und Natalizumab als Therapie
besser geeignet waren, zumal die Gruppe Glatirameracetat sich gegenuber allen
Patienten und gegenuber den nicht therapierten Patienten signifikant absetzt und
andererseits gegenuber allen Kontrollen keine signifikanten Unterschiede aufweist,

sich hier also eben gerade nicht absetzt.

Signifikante
Mittelwerte
CD8+ in
Prozent der
CD3+
Patienten gesamt < Kontrollen gesamt
34,86 * 41,32
Weibl. Patienten < Weibl. Kontrollen
32,71 * 40,26
Weibl. Patienten < Kontrollen gesamt
32,71 * 41,32
Nicht therapierte Patienten < Kontrollen gesamt
32,85 * 41,32
Weibl. nicht therapierte Patienten < Kontrollen gesamt
31,94 * 41,32
Mannl. nicht therapierte Patienten < Mannl. therapierte Patienten
34,48 * 48,15
Mannl. nicht therapierte Patienten < Kontrollen gesamt
34,48 * 41,32
Glatirameracetat > Nicht therapierte Patienten
47,25 * 32,85
Glatirameracetat > Patienten gesamt
47,25 * 34,86
Avonex < Kontrollen gesamt
32,97 * 41,32
Interferon B-1a gesamt < Kontrollen gesamt
32,90 * 41,32
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Keinerlei signifikante Unterschiede gibt es bei den absoluten CD4+25+ Zellzahlen.

Bei der Zellpopulation der CD69+ Zellen in Prozent der CD4+25+ Zellen hat sich kein

signifikant differierender Mittelwert ergeben.

Genauso war auch bei den absoluten Zellzahlen der CD69+ Zellen keine Signifikanz

zu finden.

Bei der Zellfraktion der CDDR+ Zellen in Prozent der CD4+25+ Zellen zeigen sich
lediglich bei den einzelnen Therapien Signifikanzen. So ist hier die Gruppe
Glatirameracetat gegenuber den Kontrollen signifikant erniedrigt. Des Weiteren ist
die Zellpopulation der CDDR+ Zellen in Prozent der CD4+25+ Zellen sowohl bei der
Gruppe Avonex als auch bei der Gruppe Interferon B-1a gesamt gegenuber den
Kontrollen signifikant erhoht, wobei beide Gruppen auch eine deutlich signifikante
Abweichung der Varianzen aufweisen. Natalizumab scheint sich hier wie Glatiramer-
acetat zu verhalten, schafft es also, diese Zellen nach weit unterhalb der Mittelwerte
aller Kontrollen und aller Patienten, die hier sehr nah beieinander liegen, stark zu
vermindern. Im Gegensatz dazu sind die Mittelwerte der Gruppen Avonex und Inter-
feron B-1a gesamt gegenuber denen aller Kontrollen und aller Patienten stark erhoht.
Einzig Rebif liegt hier zwischen den Mittelwerten aller Kontrollen und aller Patienten,
die sich sowieso nur minimal voneinander unterscheiden.

Signifikante
Mittelwerte
CDDR+ in
Prozent der
CD4+25+

Glatirameracetat < Kontrollen gesamt
17,62 * 26,36

Avonex > Kontrollen gesamt
36,53 * 26,36
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Interferon B-1a gesamt > Kontrollen gesamt
35,39 * 26,36

Die absoluten Zellzahlen der CDDR+ Zellen weisen keine signifikanten Differenzen

auf.

Leider hat sich bei der Auswertung auch gezeigt, dass die anteiligen Zellfraktionen
nicht immer zusammen 100 % ergeben, was wahrscheinlich ursachlich ist in einer
unprazisen Gatesetzung auf die Lymphozyten und damit eine Zumischung von
Leukozyten bzw. Monozyten zur Folge hat. Ob und inwieweit diese Tatsache die Er-
gebnisse eventuell beeinflusst hat, lasst sich noch am ehesten im Vergleich mit den

Ergebnissen anderer Arbeiten wahrend der Diskussion in Kapitel 5 erortern.

4.2 Resultate der FACS-Analyse bei intrazellularer Farbung

Die intrazellulare Farbung des Transkriptionsfaktors Foxp3 erfolgte immer parallel zur
extrazellularen Farbung und entsprechend fand auch die Analyse am FACSCalibur
immer miteinander statt. Von den unter 4.1 erstellten Zellpopulationen wurde ent-
sprechend die absolute Zellzahl der Zellpopulation der CD3+4+ Zellen (absolute
CD4+ Zellzahl der CD3+ Zellen) als die 100 % der Zellen genommen, von denen hier
die absoluten Zellzahlen der Foxp3+ Zellen berechnet werden. Den Anteil der
Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen, dessen Prozentsatz auch zur Berech-
nung der Absolutzahlen der Foxp3+ Zellen dient, findet man dagegen auf den Analy-
seausdrucken des FACSCalibur. Einer dieser Analyseausdrucke ist hier beispielhaft
unter Abb. 25 abgebildet, auf dem der Prozentsatz der Foxp3+ Zellen in der unteren
linken Abbildung unter G4 und % Gated, hier also 5,63 %, gefunden werden kann.

Die untere rechte Abbildung dient lediglich der Negativkontrolle. Man sieht auler-
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Abb. 25

dem, dass der Prozentsatz der Foxp3+ Zellen aus Gate 2 heraus, also als Anteil der
CD3+4+ Zellen, bestimmt wird.

Auch hier wird darauf hingewiesen, dass die Rohdaten und bei Signifikanzen auch
die statistischen Auswertungen im Anhang dieser Arbeit zu finden sind, wie es bei

allen Unterpunkten des Kapitel 4 der Fall ist.
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Zunéchst sind alle erhobenen Mittelwerte wieder in einer Ubersicht (Tab. 17) darge-

stellt. Anschliel3end werden wieder die einzelnen Gruppen betrachtet, wobei ausfuhr-

Mittelwerte

Foxp3-positive Zellen

der CD3+4+

Tab. 17

lich nur der Vergleich aller Patienten mit allen Kontrollen dargestellt und danach wie

schon unter 4.1 nur noch bei Signifikanzen auf tabellarische und graphische Darstel-

Patienten gesamt (17)

Kontrollen gesamt (12)

Weibl. Patienten (12)

Weibl. Kontrollen (8)

Alle Frauen (12P,8K)

Mannl. Patienten (5)

Mannl. Kontrollen (4)

Alle Manner (5P,4K)

Therapierte Patienten (9)

Nicht therapierte Patienten (7)

Weibl. Therapierte Patienten (7)
Weibl. Nicht therapierte Patienten (5)
Mannl. Therapierte Patienten (2)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (2)
Glatirameracetat (1)

Natalizumab (1)

Rebif (1)

Avonex (6)

Interferon B-1a gesamt (7)

lungen zurlckgegriffen wird.

Zu Beginn also werden alle Patienten wieder allen Kontrollen gegenubergestellt. Da-
bei haben die Patienten mit 6,73 % zu 4,13 % bei den Kontrollen 2,60 Prozentpunkte
mehr (Tab. 18). Diese Erhohung bei allen Patienten ist mit einem p von 0,0016 hoch
signifikant. Allerdings liegt dabei auch das p fur signifikant differierende Varianzen
bei 0,0063, die Varianzen differieren also relativ stark. Auch sofort auszumachen ist,
dass die Kontrollen mit durchschnittlich 821 absoluten CD3+4+ Zellen deutlich mehr

dieser Zellen aufweisen als die Patienten mit im Schnitt 678 Zellen. Waren diese Zell-
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CD3+4+
100%
678
821
687
936
786
657
592
628
685
655
673
706
727
528
704
750
756
659
673

Foxp3+ Zellen
in % der CD3+4+
6,73
4,13
7,04
3,60
5,66
5,98
5,19
5,63
7,36
6,07
7,54
6,33
6,73
5,43
6,66
6,80
5,71
7,85
7,54

Absolut
48
33
51
34
44
40
31
36
53
41
55
46
49
29
47
51
43
57
55



zahlen etwa gleich, so hatten die Kontrollen noch weniger absolute Foxp3+ Zellen.

Schon sind diese Unterschiede auch in den Abbildungen 26, 27 und 28 zu erkennen.

Gesamt

Tab. 18

Zellzahl

1000 1

Abb. 26

Abb. 27

Abb. 28

800 -
600 <
400 +
200 +

0 -

%
8 -
7
6
5
4 4
3 4
24
14

0 4

Patienten (17)
Kontrollen (12)

Foxp3+ Foxp3+
CD3+4+ in % der Absolut der
100% CD3+4+ CD3+4+
678 6,73 48
821 4,13 33

CD3+4+ Zellen Gesamt Absolut

Patienten (17)

m N

Kontollen (12)

Foxp3+ Zellen Gesamt in Prozent der CD3+4+

H m

Patienten (17)

Kontrollen (12)

Foxp3+ Zellen Gesamt Absolut der CD3+4+

Zellzahl

60 «
50 «
40 4
30 «
20 +
10 4

H

0 <

Patienten (17)
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Auch beim Vergleich der weibl. Patienten mit den weibl. Kontrollen zeigt sich eine Si-
gnifikanz. Wieder sind hier die Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen bei den
weibl. Patienten mit 7,04 % zu 3,60 % bei den weibl. Kontrollen (Tab. 19 und Abb.
29) um 3,44 Prozentpunkte und mit einem p von 0,0030 hoch signifikant erhoht. Der

Prozentsatz ist hier bei den weibl. Patienten noch héher als bei allen Patienten zu-

Frauen Foxp3+ Foxp3+
CD3+4+ in % der Absolut der
100% CD3+4+ CD3+4+
Weibl. Patienten (12) 687 7,04 51
Weibl. Kontrollen (8) 936 3,60 34

Et-). 19

Foxp3+ Zellen Weibl. Patienten gegen weibl. Kontrollen in Prozent
% der CD3+4+

8 -
7 4
6
5 4
4
3 4
24

0 «

Weibl. Patienten (12) Weibl. Kontrollen (8)

Abb. 29

sammen und bei den weibl. Kontrollen ist der Mittelwert von 3,60 % der mit Abstand
niedrigste Uberhaupt. Erneut muss aber auch angemerkt werden, dass die Varianzen

mit einem p von 0,0021 hier wieder relativ stark differieren.

Im Hinblick auf die Geschlechter konnte zwischen den mannl. Patienten und den
mannl. Kontrollen dagegen keine Signifikanz ausgemacht werden. Deren Mittelwerte
liegen mit 5,98 % zu 5,19 % aber auch relativ nah beieinander. Ebenfalls ohne Signi-

fikanz blieb die Gegenuberstellung aller Frauen (12 Patienten und 8 Kontrollen) mit
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5,66 % gegen alle Manner (5 Patienten und 4 Kontrollen) mit 5,63 %. Wie man sieht,

liegen diese Mittelwerte ebenfalls sehr nah beieinander.

Wieder hoch signifikant sind die Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen dage-
gen erneut bei den weibl. Patienten, diesmal im Vergleich mit allen Kontrollen, erho-
ht. Dabei haben die weibl. Patienten wieder 7,04 %, der Mittelwert aller Kontrollen
liegt mit einer Prozentpunktedifferenz von -2,91 bei 4,13 % (Tab. 20, Abb. 30) und
das p betragt 0,0023. Auch hier sind die Varianzen mit einem p von 0,0027 deutlich
different. Auch beim Vergleich der mannl. Patienten gegen alle Kontrollen sind die

Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Foxp3+
CD3+4+ in % der Absolutder
100% CD3+4+ CD3+4+

Weibl. Patienten (12) 687 7,04 51
Kontrollen (12) 821 413 33
Tab. 20
Foxp3+ Zellen Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen in Prozent
% der CD3+4+
8 -
7
6 =
5
4 4
3 -
2
1
0 T
Weibl. Patienten (12) Kontrollen (12)

Abb. 30

Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen bei den mannl. Patienten mit 5,98 % zu
4,13 % (Tab. 21 und Abb. 31) bei allen Kontrollen mit einer Differenz von 1,85 Pro-
zentpunkten hoch signifikant erhoht. Das p betragt dabei 0,0054 und erfreulicher-

weise sind diesmal die Varianzen nicht signifikant different.
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Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Foxp3+
CD3+4+ in % der Absolutder
100% CD3+4+ CD3+4+

Mannl. Patienten (5) 657 5,98 40
Kontrollen (12) 821 4,13 33
Tab. 21
Foxp3+ Zellen Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen in Prozent
" der CD3+4+
7 =
0
5 -
4 <
3 -
2
1
0 - T
Mannl. Patienten (5) Kontrollen (12)
Abb. 31

Sehr interessant ist hier wie schon unter 4.1 der Vergleich zwischen den weibl. Kont-
rollen und den mannl. Kontrollen. Dabei zeigt sich bei den weibl. Kontrollen mit 3,60
% zu 5,19 % (Tab. 22 und Abb. 32) bei den mannl. Kontrollen eine Differenz von
1,59 Prozentpunkten und mit einem p von 0,0034 eine hoch signifikante Verminde-
Weibl. Kontrollen gegen ménnl. Kontrollen Foxp3+ Foxp3+

CD3+4+ in % der Absolut der
100% CD3+4+ CD3+4+

Weibl. Kontrollen (8) 936 3,60 34
Mannl. Kontrollen (4) 592 5,19 31
Tab. 22
Foxp3+ Zellen Weibl. Kontrollen gegen mannl. Kontrollen in
Prozent der CD3+4+
%
0O -
5 -
4 4
3«
2
1
0 4 T
Weibl. Kontrollen (8) Mannl. Kontrollen (4)
Abb. 32
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rung der Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen. Dabei sind die Varianzen
nicht signifikant different. Die gesunden Frauen haben also hoch signifikant weniger
der Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen als die gesunden Manner und es
stellt sich die Frage, ob die Verminderung des Mittelwertes aller Kontrollen gegen-

Uber dem aller Patienten eventuell nur durch die weibl. Kontrollen verursacht wird.

Dies wurde dadurch bestatigt werden, dass beim Vergleich der weibl. und mannl.
Kontrollen mit allen Patienten ein Unterschied zwischen den zwei Gruppen zu finden
ist.

Tatsachlich findet sich bei der Gegenulberstellung der mannl. Kontrollen mit allen Pa-
tienten keine Signifikanz, wogegen beim Vergleich der weibl. Kontrollen mit allen Pa-
tienten die Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen bei den weibl. Kontrollen mit
einem p von 0,0016 hoch signifikant vermindert sind. Dabei betragt von 3,60 % zu
6,73 % (Tab. 23 und Abb. 34) die Prozentpunktedifferenz 3,13. Die Varianzen sind
auch hier relativ stark different. Auflerdem sind bei diesem Vergleich die absoluten
CD3+4+ Zellzahlen bei den weibl. Kontrollen mit 936 Zellen gegenuber allen Pati-
Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten Foxp3+ Foxp3+

CD3+4+ in % der Absolut der
100% CD3+4+ CD3+4+

Weibl. Kontrollen (8) 936 3,60 34
Patienten gesamt (17) 678 6,73 48
Tab. 23
CD3+4+ Zellen Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten Absolut
Zellzahl
1000 1
800 4
600 4
400 -
200 4
O - T
Weibl. Kontrollen (8) Patienten gesamt (17)
Abb. 33
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Foxp3+ Zellen Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten in Prozent der
CD3+4+

%
8 =«
7 4
0
5
4 4
3«
2
1 4
0 <

Weibl. Kontrollen (8) Patienten gesamt (17)

Abb. 34

enten mit 678 Zellen (Tab. 23 und Abb. 33) mit im Schnitt 258 Zellen und einem p

von 0,0218 signifikant erhoht.

Beim Vergleich der weibl. Patienten mit den mannl. Patienten und beim Vergleich der
therapierten Patienten mit den nicht therapierten Patienten gibt es keinerlei Signifi-
kanzen, was wiederum so gewertet wird, dass diese Gruppen sich gleich verhalten,

sich also nicht voneinander absetzen kdnnen.

Zwischen den therapierten Patienten und allen Kontrollen ist die Zellpopulation der

Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ bei den therapierten Patienten mit 7,36 % zu

4,13 % (Tab. 24 und Abb. 35) bei allen Kontrollen um 3,23 Prozentpunkte und mit

einem p von 0,0030 hoch signifikant erhoht. Aber erneut differieren hier die Vari-

anzen mit einem p von 0,0013 relativ stark.

Therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Foxp3+
CD3+4+ in % der Absolut der

100% CD3+4+ CD3+4+

Therapierte Patienten (9) 685 7,36 53
Kontrollen (12) 821 4,13 33

Tab. 24
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Foxp3+ Zellen Therapierte Patienten gegen alle Kontrollen in
Prozent der CD3+4+

%
8 «
7 4
0O
5 <
4 «
3«
2

0 4 T
Therapierte Patienten (9) Kontrollen (12)

Abb. 35

Auch bei den nicht therapierten Patienten sind die Foxp3+ Zellen in Prozent der
CD3+4+ gegenuber allen Kontrollen mit 6,07 % zu 4,13 % (Tab. 25 und Abb. 36) mit

einer Prozentpunktedifferenz von 1,94 und einem p von 0,0013 hoch signifikant erho-

Nicht therapierte Patienten Foxp3+ Foxp3+
gegen alle Kontrollen CD3+4+ in % der Absolutder
100% CD3+4+ CD3+4+
Nicht therapierte Patienten (7) 655 6,07 41
Kontrollen (12) 821 4,13 33
Tab. 25
Foxp3+ Zellen Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen in
Prozent der CD3+4+
%
7 -
0
5 -
4 4
3«
2
1
0 4 T
Nicht therapierte Patienten (7) Kontrollen (12)
Abb. 36

ht, wobei die Varianzen hier nicht signifikant unterschiedlich sind.

Die weibl. therapierten Patienten zeigen sowohl gegenuber den weibl. nicht therapie-
rten Patienten als auch gegenuber den mannl. therapierten Patienten keine signifi-

kanten Unterschiede.
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Auch keine Signifikanz ergibt sich beim Vergleich der weibl. nicht therapierten Pati-

enten mit den mannl. nicht therapierten Patienten.

Vergleicht man nun die mannl. therapierten Patienten mit den mannl. nicht therapie-
rten Patienten, so zeigt sich, dass die mannl. therapierten Patienten bei den abso-
luten CD3+4+ Zellen mit durchschnittlich 727 Zellen zu im Schnitt 528 Zellen bei den
mannl. nicht therapierten Patienten um im Durchschnitt 199 Zellen signifikant mehr

Zellen haben. Dabei betragt das p genau 0,0209.

Genauso wenig wie sich eine Signifikanz bei der Gegenuberstellung der weibl. thera-
pierten Patienten mit den therapierten Patienten finden Iasst, so lasst sich auch keine
Signifikanz zwischen den weibl. nicht therapierten Patienten und den nicht therapie-

rten Patienten finden.

Allerdings weisen beide Gruppen, also die weibl. therapierten Patienten und die
weibl. nicht therapierten Patienten, gegenuber allen Kontrollen eine Signifikanz bei
den Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen auf. Dabei haben die weibl. thera-
pierten Patienten mit 7,54 % und damit dem zweithdchsten Mittelwert zu 4,13 %
einen um 3,41 Prozentpunkte hoher gelegenen Prozentsatz und sind mit einem p
von 0,0056 hoch signifikant erhdht. Wieder aber sind hier die Varianzen relativ stark
unterschiedlich. Auch bei den weibl. nicht therapierten Patienten ist mit 6,33 % zu
4,13 % der Prozentsatz um 2,20 Prozentpunkte und einem p von 0,0007 (***) dies-
mal sogar hochst signifikant erhoht, ohne signifikant differierende Varianzen zu bil-

den.
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Auch bei den mannl. therapierten Patienten finden sich gegenuber den therapierten
Patienten und bei den mannl. nicht therapierten Patienten gegenuber den nicht the-

rapierten Patienten keinerlei signifikante Unterschiede.

Mit einem p von 0,0044 haben die mannl. therapierten Patienten gegenuber allen
Kontrollen bei den Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen einen hoch signifi-
kant hdheren Prozentsatz. Bei 6,73 % zu 4,13 % haben die mannl. therapierten Pa-

tienten 2,60 Prozentpunkte mehr.

Die mannl. nicht therapierten Patienten geben im Vergleich mit allen Kontrollen aller-

dings keine Signifikanzen her.

Wendet man sich nun den einzelnen Therapien zu, so sieht man, dass die Gruppen
Glatirameracetat, Natalizumab und Rebif jeweils nur aus einem Patienten bestehen,

weshalb diese Gruppen auch nicht einem statistischen Test unterzogen wurden.

Bei der Gruppe Avonex dagegen konnte beim statistischen Vergleich mit der Gruppe
Interferon -1a gesamt, den therapierten Patienten, den nicht therapierten Patienten
und allen Patienten zusammen keine Signifikanz ausgemacht werden. Lediglich bei
der Gegenuberstellung mit allen Kontrollen waren die Foxp3+ Zellen in Prozent der
CD3+4+ Zellen mit 7,85 %, dem hochsten Mittelwert, zu 4,13 % um 3,72 Prozent-
punkte und einem p von 0,0049 bei der Gruppe Avonex hoch signifikant erhoht. Auch

hier zeigen sich aber relativ stark differierende Varianzen.

Schliefdlich folgt noch die Gruppe Interferon 3-1a gesamt, die gegenuber den thera-
pierten Patienten, gegenuber den nicht therapierten Patienten und gegenuber allen
Patienten zusammen keine signifikanten Unterschiede aufweist. Wahrscheinlich

durch den hier von der Gruppe Avonex gebildeten Hauptanteil der Gruppe Interferon
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B-1a gesamt verhalt es sich auch hier so, dass bei den Foxp3+ Zellen in Prozent der
CD3+4+ Zellen ein mit einem p von 0,0056 hoch signifikant hoherer Prozentsatz bei
der Gruppe Interferon 3-1a gesamt gegenuber allen Kontrollen vorliegt. Hierbei gibt
es mit 7,54 % zu 4,13 % eine Prozentpunktedifferenz von +3,41. Zu guter Letzt sind

auch hier stark differierende Varianzen im Spiel.

Wie schon unter 4.1 werden auch hier nun kurz die einzelnen Zellpopulationen be-
trachtet. Sofern Signifikanzen vorhanden sind, folgt dann wiederum eine Ubersicht

der Signifikanzen der jeweiligen Zellpopulation zur besseren Anschauung.

Die absoluten CD3+4+ Zellen sind bei diesen Vergleichen lediglich zweimal mit signi-
fikant veranderten Mittelwerten aufgefallen. So haben die weibl. Kontrollen signifikant
mehr der CD3+4+ Zellen als alle Patienten und die mannl. therapierten Patienten
haben signifikant mehr dieser Zellen als die mannl. nicht therapierten Patienten. Die
weibl. Kontrollen erreichen dabei mit durchschnittlich 936 Zellen den héchsten Wert
und haben damit sogar mehr als alle Kontrollen zusammen mit im Schnitt 821 Zellen,
dem zweithochsten Mittelwert. Da die mannl. Kontrollen mit im Durchschnitt 592 Zel-
len sogar deutlich unter allen Patienten zusammen mit im Schnitt 678 Zellen liegen,
ist es auch hier so, dass der Mittelwert der Kontrollen insgesamt durch die hohen
Werte der weib. Kontrollen nach oben getrieben wird, auch wenn dies bisher ohne Si-
gnifikanz passiert.

Signifikante
Mittelwerte
CD3+4+
Zellen
Absolut

Weibl. Kontrollen > Patienten gesamt
936 * 678

Mannl. therapierte Patienten > Mannl. nicht therapierte Patienten
727 528

*
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Auch bei den Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen zeigt sich ein deutliches
Muster. Gegenuber dem Mittelwert aller Kontrollen ist nicht nur derjenige aller Pati-
enten hoch signifikant erhoht, sondern auch die Mittelwerte der weibl. und mannl. Pa-
tienten, der therapierten und nicht therapierten Patienten und die der weibl. und
mannl. therapierten Patienten. Der Mittelwert der weibl. nicht therapierten Patienten
ist gegenuber dem aller Kontrollen sogar hochst signifikant erhoht. Die mannl. nicht
therapierten Patienten zeigen keinerlei Signifikanz. Besonders interessant ist, dass
die mannl. Kontrollen hoch signifikant erhdoht sind gegenuber den weibl. Kontrollen,
die mit 3,60 % auch den niedrigsten Mittelwert aufweisen. Gleichzeitig zeigen die
mannl. Kontrollen vor allem gegenuber allen Patienten keine Signifikanz. Daraus
konnte nun wieder geschlossen werden, dass die hoch signifikante Verminderung
des Mittelwertes aller Kontrollen gegenuber dem aller Patienten und gegenuber
anderen nur durch die weibl. Kontrollen zustande kommt, die eben den Mittelwert
aller Kontrollen so stark herunterdricken. Stimmt das, so hatte die hoch signifikante
Erhohung des Mittelwertes aller Patienten gegenuber dem aller Kontrollen keine Be-
deutung mehr und man musste sich stattdessen fragen, warum ausgerechnet bei
den weibl. Kontrollen dieser Mittelwert der Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zel-
len so niedrig ist. Allerdings gilt auch hier wieder, dass zunachst noch mehr Patienten
und Kontrollen untersucht werden missen, um eine hohere Aussagekraft zu generie-
ren. Aullerdem zeigt sich hier, dass der Mittelwert der Gruppe Avonex und damit, bei
6:1 Patienten bei Avonex zu Rebif, auch derjenige der Gruppe Interferon 3-1a ge-
samt gegenuber dem Mittelwert aller Kontrollen hoch signifikant erhoht ist. Dabei sind
diese zwei Mittelwerte sogar noch hoher als derjenige aller Patienten, sie nahern sich
also nicht dem aller Kontrollen an, sondern entfernen sich sogar noch von diesem.
Vielleicht ware deshalb auch Rebif die bessere medikamentose Alternative, da hier

dessen Wert von allen anderen medikamentosen Optionen dem Mittelwert aller Kont-
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rollen zumindest noch am nachsten kommt. Auch hier braucht man aber deutlich

mehr Probanden. Ist aulRerdem die obige Folgerung richtig, so ware der Therapieer-

folg, wenn Uberhaupt, uber die Foxp3+ Zellen nicht zu erahnen.

Patienten gesamt
6,73

Weibl. Patienten
7,04

Weibl. Patienten
7,04

Mannl. Patienten
5,98

Weibl. Kontrollen
3,60

Weibl. Kontrollen
3,60

Therapierte Patienten
7,36

Nicht therapierte Patienten
6,07

Weibl. therapierte Patienten
7,54

Weibl. nicht therapierte Patienten
6,33

Mannl. therapierte Patienten
6,73

Avonex
7,85

Interferon B-1a gesamt
7,54

Signifikante

Mittelwerte
Foxp3+in

Prozent der

CD3+4+

>

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%

*%
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*%

*%

*%
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Kontrollen gesamt
4,13

Weibl. Kontrollen
3,60

Kontrollen gesamt
4,13

Kontrollen gesamt
4,13

Mannl. Kontrollen
5,19

Patienten gesamt
6,73

Kontrollen gesamt
4,13

Kontrollen gesamt
4,13

Kontrollen gesamt
4,13

Kontrollen gesamt
4,13

Kontrollen gesamt
4,13

Kontrollen gesamt
4,13

Kontrollen gesamt
4,13



4.3 Auswertunqg der Proliferation-Assays nach dem Sorten

Beim Proliferation-Assay wird eine ansteigende Zellzahl von 0, 2000, 4000, 10000,

20000 und 40000 CD4+25+ Zellen mit dem FACSAria Zellsorter zu Responderzellen

hinzusortiert und nach einer Inkubationszeit deren Reaktion darauf in Form der proli-

ferierten Zellzahlen gemessen. Vor der Betrachtung der einzelnen Gruppen wird zu-

nachst in Tab. 26 eine Ubersicht (iber alle erhobenen Mittelwerte in absoluten Zahlen

Mittelwerte Absolut

Alle Patienten (15)

Alle Kontrollen (9)

Weibl. Patienten (8)

Weibl. Kontrollen (6)

Alle Frauen (8P,6K)

Mannl. Patienten (7)

Mannl. Kontrollen (3)

Alle Manner (7P,3K)

Therapierte Patienten (4)

Weibl. Therapierte Patienten (4)
Nicht therapierte Patienten (10)
Weibl. Nicht therapierte Patienten (4)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (6)
Glatirameracetat (2)

Rebif (1)

Betaferon (1)

Mittelwerte Prozent

Alle Patienten (15)
Alle Kontrollen (9)
Weibl. Patienten (8)
Weibl. Kontrollen (6)
Alle Frauen (8P,6K)
Mannl. Patienten (7)
Mannl. Kontrollen (3)
Alle Manner (7P,3K)
Therapierte Patienten (4)
Weibl. Therapierte Patienten (4)
Nicht therapierte Patienten (10)
Weibl. Nicht therapierte Patienten (4)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (6)
Glatirameracetat (2)
Rebif (1)
Betaferon (1)
Tab. 26

0
119983,77
79042,48
111200,31
79522,94
97624,30
130022,00
78081,56
114439,87
106186,25
106186,25
114654,35
116214,38
113614,33
89997,50
196778,00
47972,00

0
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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2000
146894,08
76015,59
118726,88
78406,78
94534,82
203228,50
71233,22
124031,33
140579,67
140579,67
100011,75
53168,50
146855,00
100516,50
220706,00

2000
118,62
88,82
110,08
95,80
101,51
135,70
74,86

99,19
111,11
111,11
132,38
107,00
157,76
110,58
112,16

4000
103383,96
72309,67
84455,43
65205,84
76205,60
125016,57
86517,33
113466,80
91839,63
91839,63
92528,79
77071,23
102833,83
101407,00
146647,00
17897,50

4000
88,12
92,64
75,16
96,00
84,09
102,93
85,94
97,84
84,31
84,31
87,16
66,02
101,26
112,70
74,52
37,31

10000
58514,06
62808,89
51674,79
47361,45
49826,21
66330,36
93703,78
74542,38
55590,63
55590,63
40825,93
47758,96
36203,92
45627,00
112179,00
18929,50

10000
45,68
47,23
46,23
40,40
43,73
45,06
60,89
49,81
49,26
49,26
38,01
43,20
34,54
50,29
57,01
39,46

20000
22730,79
29301,04
20420,60
18170,89
19456,44
25371,00
51561,33
33228,10
21956,25
21956,25
21635,28
18884,96
23468,83
32472,00
14769,00

8112,00

20000
21,90
15,74
21,97
9,40
16,58
21,83
28,42
23,81
24,57
24,57
21,42
19,37
22,78
36,94
7,51
16,91

40000
11262,51
2295,07
2794,90
2564,56
2696,18
22552,67
1756,11
15620,48
2488,75
2488,75
16314,69
3101,04
26885,60
3020,00
2250,00
1665,00

40000
10,12
5,83
3,36
5,44
4,25
19,13
6,61
14,96
3,03
3,03
14,35
3,68
22,88
3,76
1,14
3,47



und in Prozent dargestellt. Dabei werden als 100 % diejenigen Zahlen genommen,
die von proliferierten Zellen stammen, auf die mit CD4+25+ Zellen kein Einfluss ge-
nommen wurde, die also 0 CD4+25+ Zellen erhalten haben. AuRerdem wird ja be-
zogen auf die Fragestellung der Arbeit in der Einleitung davon ausgegangen, dass
die CD4+25+ Zellen eine inhibitorische Wirkung auf die Proliferation (Viglietta et al.,
2004) zeigen werden, weshalb bei einer Zugabe von 0 CD4+25+ Zellen die Prolife-
ration der Responderzellen am starksten zu erwarten sein sollte. Alle nach Zugabe
von 2000, 4000, 10000, 20000 und 40000 CD4+25+ Zellen gemessenen proliferie-
rten Zellzahlen werden entsprechend anteilig zu den 100 % berechnet. Von diesen
erhaltenen absoluten Zahlen und berechneten Prozentzahlen der einzelnen Pati-

enten und Kontrollen werden dann schlie3lich die Mittelwerte gebildet.

Beim Vergleich aller Patienten mit allen Kontrollen zeigt sich bei 2000 zugegebenen
CD4+25+ Zellen in Prozent ein signifikanter Unterschied. Dabei haben die Patienten
mit 118,62 % zu 88,82 % (Tab. 27 und Abb. 38) bei allen Kontrollen einen um 29,80
Prozentpunkte und mit einem p von 0,0211 signifikant erhdhten Prozentsatz. Es
scheint also so zu sein, dass es bei der Zugabe einer relativ niedrigen Anzahl von
CD4+25+ Zellen bei den Kontrollen auch dann noch zu einer entsprechend leichten
Inhibition der Proliferation kommt, bei den Patienten jedoch kommt es bei Zugabe
einer relativ geringen Anzahl an CD4+25+ Zellen nicht zu einer Inhibition, sondern zu
einer Stimulation der Proliferation. Au3erdem relativ stark abweichend sind die abso-
luten Zellzahlen zwischen den zwei Gruppen. Hier haben die Patienten bei einer
Zugabe von 0 CD4+25+ Zellen mit im Durchschnitt 119983,77 Zellen deutlich mehr
als die Kontrollen mit durchschnittlich 79042,48 Zellen, im Schnitt namlich 40941,29
Zellen. Bei Zugabe von 2000 CD4+25+ Zellen vergrofRert sich die Distanz sogar noch

auf im Schnitt 70878,49 Zellen und bei Zugabe von 4000 CD4+25+ Zellen betragt sie
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Gesamt

Absolut
0 2000 4000 10000 20000 40000
Patienten (15) 119983,77 146894,08 103383,96 58514,06 22730,79 11262,51
Kontrollen (9) 79042,48 76015,59 72309,67 62808,89 29301,04 2295,07

Prozent
0 2000 4000 10000 20000 40000
Patienten (15) 100 118,62 88,12 45,68 21,90 10,12
Kontrollen (9) 100 88,82 92,64 47,23 15,74 5,83
Tab. 27
Proliferation-Assay Gesamt Absolut
Zellzahl
200000 1 Hl Patienten (15)
150000 OKontrollen (9)
100000
bhm
01 [
2000 4000 10000 20000 40000
ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen
Abb. 37
Proliferation-Assay Gesamt in Prozent
%
140 - M Patienten (15)
120 +

O Kontrollen (9)

2000 4000 10000 20000 40000

ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen

Abb. 38

immer noch durchschnittlich 31074,29 Zellen. Erst bei einer Zugabe von 10000
CD4+25+ Zellen sind die absoluten Mittelwerte fast gleichauf, wobei der der Kontrol-
len hier mit im Schnitt 4294,83 Zellen erstmals Uber dem der Patienten liegt. Dies ist
mit sogar leicht gewachsenem Abstand auch noch bei 20000 CD4+25+ Zellen der

Fall. Bei 40000 CD4+25+ Zellen schlief3lich fallt die Inhibition bei den Kontrollen mit
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einer durchschnittlichen Differenz von 8967,44 Zellen zu dem Mittelwert der Pati-
enten starker aus, alles jedoch ohne eine Signifikanz aufzuweisen. Genauso ohne
Signifikanz sind auch die restlichen prozentualen Vergleiche. Bei 4000 und 10000
CD4+25+ Zellen sind die zwei Gruppen relativ nahe beieinandergelegen, bei 20000
CD4+25+ Zellen hat der Mittelwert der Patienten mit 6,16 Prozentpunkten und bei
40000 CD4+25+ Zellen mit 4,29 Prozentpunkten jedoch einen hoheren Prozentsatz
als derjenige der Kontrollen. Die Responderzellen der Kontrollen werden durch hohe
CD4+25+ Zellzahlen also besser bzw. starker inhibiert als die Zellen der Patienten,
ohne aber signifikant zu sein. Bei niedrigen CD4+25+ Zellzahlen dagegen werden
die Zellen der Patienten signifikant zur Proliferation stimuliert. Die Zellen der Kontrol-
len aber lassen sich entsprechend der niedrigen CD4+25+ Zellen trotzdem leicht in-
hibieren.

Wiarde man es nun als therapeutische Option ansehen, die CD4+25+ Zellzahlen
medikamentos zu erhohen, so sollte man sich daruber im klaren sein, dass nur eine
starke Erhohung der CD4+25+ Zellen den gewunschten inhibitorischen Effekt zeigt,
eine nur leichte Erhdhung der CD4+25+ Zellen dagegen wurde zur Stimulation der
Proliferation und damit des Immunsystems fuhren und konnte wahrscheinlich, wie es
ja auch im Falle der MS z. B. bei einem durch eine Infektion stimulierten Immun-
system geschehen kann, einen Schub erst auslosen. Aullerdem gebe ich zu be-
denken, dass man einen stark erhohten CD4+25+ Zellstatus nicht erreichen kann,
ohne den Status der leicht erhéhten CD4+25+ Zellzahlen zu durchlaufen. Im Ubrigen
wurde eine stark erhohte CD4+25+ Zellzahl ja nicht nur die Autoreakivitat des Im-
munsystems unterdricken, sondern auch jegliche andere nutzliche Reaktiviat des
Immunsystems gegen pathogene Keime zum Schutz des Individuums.

Zu der leicht aktivierten Proliferation bzw. dem leicht aktivierten Immunsystem bei

leicht erhohtem Zellstatus der CD4+25+ Zellen passend ist zudem das Ergebnis aus
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4.1, wo gezeigt werden konnte, dass die Patienten gegenuber den Kontrollen einen
leicht erhdhten CD4+25+ Zellstatus aufweisen. Der Status des Immunsystems bei
MS-Patienten konnte also ein dauerhaft aktivierter sein, der das Auftreten eines
Schubes erleichtern oder sogar erst ermdglichen konnte. Um dieses eventuell dauer-
haft aktivierte Immunsystem wieder zu ,deaktivieren® bzw. in seinen normalen Status
zu uberfuhren, sollte wie oben erlautert, nicht versucht werden den CD4+25+ Zell-
status therapeutisch medikamentos zu erhohen, sondern im Gegenteil sollte versucht
werden, den CD4+25+ Zellstatus therapeutisch medikamentds auf Normalniveau zu
senken, d. h. man sollte versuchen, sich entweder dem Mittelwert aller Kontrollen
oder sogar geschlechtsspezifisch dem der weibl. Kontrollen bzw. dem der mannl.
Kontrollen anzunahern. Dies konnte gewahrleisten, dass das Immunsystem eventuell
eine geringere oder sogar uberhaupt keine Anfalligkeit mehr zeigt, einen Schub aus-
zulésen und dass gegenuber pathogenen Keimen eine normale Reaktivitat bzw. eine

normale Funktionalitat des Immunsystems aufrecht erhalten werden kann.

Keine signifikanten Unterschiede haben sich beim Vergleich der weibl. Patienten mit
den weibl. Kontrollen und bei der Gegenuberstellung der mannl. Patienten mit den

mannl. Kontrollen ergeben.

Bei der Betrachtung aller Frauen zusammen (weibl. Patienten und weibl. Kontrollen)
gegenuber allen Mannern zusammen (mannl. Patienten und mannl. Kontrollen) zeigt
sich aber nach der Zugabe von 40000 CD4+25+ Zellen sowohl bei den absoluten
Zellzahlen als auch in Prozent ein signifikanter Unterschied. Die Frauen zeigen dabei
mit durchschnittlich 2696,18 Zellen zu im Schnitt 15620,48 Zellen bei den Mannern
(Tab. 28 und Abb. 39) einen mit im Durchschnitt 12924,30 Zellen und einem p von
0,0393 signifikant erniedrigten Mittelwert. Mit einem p von 0,0318 und einer Prozent-
punktedifferenz von 10,71 bei 4,25 % zu 14,96 % bei den Mannern (Tab. 28 und
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Abb. 40) ist hier auch der Prozentsatz bei den Frauen signifikant vermindert. Es sei

aber erwahnt, dass bei beiden Signifikanzen allerdings auch stark differierende

Varianzen vorherrschen (siehe Anhang). Egal ob Patienten oder Kontrollen, den

CD4+25+ Zellen gelingt es hier also die Responderzellen aller Frauen gegenuber de-

Alle Frauen gegen alle Manner

Absolut

0 2000 4000 10000 20000 40000
Frauen (8P,6K) 97624,30 94534,82 76205,60 49826,21 19456,44 2696,18
Manner (7P,3K) 114439,87 124031,33 113466,80 74542,38 33228,10 15620,48
Prozent
0 2000 4000 10000 20000 40000
Frauen (8P,6K) 100 101,51 84,09 43,73 16,58 4,25
Manner (7P,3K) 100 99,19 97,84 49,81 23,81 14,96
Tab. 28
Proliferation-Assay Alle Frauen gegen alle Manner Absolut
Zellzahl
140000 - B Frauen (8P,6K)
120000 - B Manner (7P,3K)
100000 -
80000 ¢
60000 ¢
40000 4
20000 + ‘
0 4 T T T T J—'
0 2000 4000 10000 20000 40000
ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen
Abb. 39
Proliferation-Assay Alle Frauen gegen alle Manner in Prozent
%
120 -1

B Frauen (8P,6K)
B Manner (7P,3K)

0 2000 4000 10000 20000 40000
ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen

Abb. 40
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nen aller Manner signifikant besser zu inhibieren. Aullerdem erkennt man auf den
Abbildungen sehr schon, dass es auch bei 4000, 10000 und bei 20000 CD4+25+
Zellen eine entsprechende Differenz zwischen den zwei Gruppen gibt, allerdings
ohne Signifikanz. Die scheinbare Unabhangigkeit dieses Ergebnisses von Kontrollen,

Patienten oder auch Unterschieden bei den Therapien ist schon sehr erstaunlich.

Die weibl. Patienten zeigen gegenuber allen Kontrollen keine signifikanten Unter-

schiede.

Allerdings weisen die mannl. Patienten gegenuber allen Kontrollen signifikante Diffe-
renzen auf. Dabei ist bei Zugabe von 2000 CD4+25+ Zellen der Prozentsatz bei den
mannl. Patienten mit 135,70 % zu 88,82 % bei den Kontrollen (Tab. 29 und Abb. 42)
um ganze 46,88 Prozentpunkte und mit einem p von 0,0324 signifikant erhoht. Hier
zeigt sich, dass die ebenfalls signifikante Erhohung dieser Zellzahlen nach Zugabe
von 2000 CD4+25+ Zellen in Prozent bei allen Patienten gegenuber allen Kontrollen
vor allem durch die mannl. Patienten verursacht ist. Die weibl. Patienten liegen zwar
mit 110,08 % gegenuber allen Kontrollen ebenfalls hoch, sind dabei aber nicht signifi-
kant. Die 135,70 % sind hier Ubrigens nach den mannl. nicht therapierten Patienten
mit 157,76 % der zweithochste Mittelwert. Dieser Mittelwert scheint also durch die

Therapie heruntergedrickt zu werden, erreicht aber bei Weitem nicht den Mittelwert

Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen

Absolut
0 2000 4000 10000 20000 40000

Ménnl. Patienten (7) 130022,00 203228,50 125016,57 66330,36 25371,00 22552,67
Kontrollen (9) 79042,48 76015,59 72309,67 62808,89 29301,04 2295,07

Prozent
0 2000 4000 10000 20000 40000
Mannl. Patienten (7) 100 135,70 102,93 45,06 21,83 19,13
Kontrollen (9) 100 88,82 92,64 47,23 15,74 5,83
Tab. 29
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Proliferation-Assay Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen Absolut

Zellzahl
250000 1 B Mannl. Patienten (7)
200000 + O Kontrollen (9)
150000
100000 4
50000 - l_l
0- —E ] mm
2000 4000 10000 20000 40000
ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen
Abb. 41
Proliferation-Assay Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen in
% Prozent
128 : B Mannl. Patienten (7)
120 4 O Kontrollen (9)
100 1
80 ¢
60 <
2’ f
20 +
0 A
2000 4000 10000 20000 40000
ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen
Abb. 42

der weibl. Patienten, geschweige denn den der Kontrollen. Umgekehrt kann man

sagen, dass der Mittelwert bei 2000 CD4+25+ Zellen in Prozent bei den mannl. Pa-

tienten ohne Therapie stark erhoht ist.

AulRerdem ist bei den mannl. Patienten der Mittelwert der absoluten Zellzahlen nach
Zugabe von 40000 CD4+25+ Zellen mit 22552,67 Zellen zu 2295,07 Zellen bei den
Kontrollen (Tab. 29 und Abb. 41) um durchschnittlich 20257,60 Zellen und mit einem
p von 0,0271 signifikant erhoht, allerdings bei stark differierenden Varianzen. Auch
prozentual liegen die mannl. Patienten hier mit 19,13 % zu 5,83 % bei den Kontrollen

um 13,30 Prozentpunkte deutlich Uber den Kontrollen, ohne aber signifikant zu sein.

Die mannl. Patienten zeigen also eine schwachere Suppression.
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Beim Vergleich der weibl. Patienten mit den mannl. Patienten sind bei der Zugabe
von 40000 CD4+25+ Zellen sowohl absolut als auch prozentual signifikante Unter-
schiede vorhanden.

Absolut haben die weibl. Patienten mit im Durchschnitt 2794,90 Zellen zu durch-
schnittlich 22552,67 Zellen bei den mannl. Patienten (Tab. 30 und Abb. 43) um im
Schnitt 19757,77 Zellen und mit einem p von 0,0409 signifikant weniger Zellen. Auch
prozentual haben die weibl. Patienten mit 3,36 %, was dem zweitniedrigsten
Mittelwert nach dem der aus denselben Patienten bestehenden therapierten
Patienten und weibl. therapierten Patienten mit 3,03 % entspricht, gegenuber den
mannl. Patienten mit 19,13 %, dem nach den mannl. nicht therapierten Patienten mit
22,88 % zweithochsten Mittelwert, einen um 15,77 Prozentpunkte und mit einem p

Weibl. Patienten gegen Mannl. Patienten

Absolut
0 2000 4000 10000 20000 40000

Weibl. Patienten (8) 111200,31 118726,88 8445543  51674,79 20420,60 2794,90
Maénnl. Patienten (7) 130022,00 203228,50 125016,57 66330,36 25371,00 22552,67

Prozent
0 2000 4000 10000 20000 40000
Weibl. Patienten (8) 100 110,08 75,16 46,23 21,97 3,36
Mannl. Patienten (7) 100 135,70 102,93 45,06 21,83 19,13
Tab. 30
Proliferation-Assay Weibl. Patienten gegen mannl. Patienten
Absolut
Zellzahl
250000 + B Weibl. Patienten (8)
200000 = B Mannl. Patienten (7)
150000
100000
50000 <
04
0 2000 4000 10000 20000 40000
ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen
Abb. 43
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Proliferation-Assay Weibl. Patienten gegen mannl. Patienten in

Prozent
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Abb. 44

von 0,0349 signifikant erniedrigten Prozentsatz (Tab. 30 und Abb. 44). Bei beiden Si-
gnifikanzen herrschen stark differierende Varianzen vor. Auffallend bei den weibl. Pa-
tienten sind aulRerdem die sowohl absoluten als auch prozentualen Erniedrigungen
vor allem bei einer Zugabe von 2000 und 4000 CD4+25+ Zellen, die aber nicht signi-

fikant sind.

Die weibl. Kontrollen zeigen sowohl gegenuber den mannl. Kontrollen als auch ge-

genuber allen Patienten keinerlei Signifikanzen.

Vergleicht man dagegen die mannl. Kontrollen mit allen Patienten, so haben die
mannl. Kontrollen bei Zugabe von 2000 CD4+25+ Zellen in Prozent mit 74,86 % zu
118,62 % bei allen Patienten (Tab. 31 und Abb. 45) einen um 43,76 Prozentpunkte
und mit einem p von 0,0208 signifikant erniedrigten Prozentsatz. Besonders gut er-
kennt man auf der Abbildung 45 aber auch, dass umgekehrt die mannl. Kontrollen
bei einer Zugabe von 10000 und 20000 CD4+25+ Zellen dann einen relativ stark
erhohten Prozentsatz gegenuber dem aller Patienten zeigen, ohne dabei aber
signifikant zu sein. Erst bei 40000 CD4+25+ Zellen ist der Prozentsatz bei den

mannl. Kontrollen wieder erniedrigt gegenuber dem aller Patienten, ohne aber signifi-
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Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten

Absolut
0 2000 4000 10000 20000 40000
Mannl. Kontrollen (3) 78081,56 71233,22 86517,33  93703,78 51561,33 1756,11
Patienten (15) 119983,77 146894,08 103383,96 58514,06 22730,79 11262,51

Prozent
0 2000 4000 10000 20000 40000
Mannl. Kontrollen (3) 100 74,86 85,94 60,89 28,42 6,61
Patienten (15) 100 118,62 88,12 45,68 21,90 10,12
Tab. 31
Proliferation-Assay Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten in
Prozent
%
140 1 B Mannl. Kontrollen (3)
120 4 B Patienten (15)
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ansteigende Zugabe von CD4+25+ Zellen
Abb. 45

kant zu sein. Bei 2000 CD4+25+ Zellen zeigt sich beim Blick auf die Abbildung 45

aber die eindeutigste Differenz zwischen diesen zwei Gruppen.

Keine Signifikanz hat die Gegenuberstellung der therapierten Patienten mit den nicht

therapierten Patienten und mit allen Kontrollen ergeben.

Aber beim Vergleich der nicht therapierten Patienten mit allen Kontrollen hat sich
wiederum bei der Zugabe von 2000 CD4+25+ Zellen ein signifikanter Unterschied
aufgetan. Dabei haben die nicht therapierten Patienten mit 132,38 % zu 88,82 % bei
allen Kontrollen (Tab. 32 und Abb. 46) einen um 43,56 Prozentpunkte und mit einem

p von 0,0487 signifikant erhdhten Prozentsatz. Auch hier gibt es bei 4000, 10000,
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20000 und 40000 zugegebenen CD4+25+ Zellen noch relativ grof3e Differenzen zwi-
schen den zwei Gruppen, die aber nicht signifikant sind. Der markanteste Unter-

Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen

Absolut
0 2000 4000 10000 20000 40000
Nicht therapierte Patienten (10) 114654,35 100011,75 92528,79 40825,93 21635,28 16314,69
Kontrollen (9) 79042,48 76015,59 72309,67 62808,89 29301,04 2295,07

Prozent
0 2000 4000 10000 20000 40000
Nicht therapierte Patienten (10) 100 132,38 87,16 38,01 21,42 14,35
Kontrollen (9) 100 88,82 92,64 47,23 15,74 5,83
Tab. 32
Proliferation-Assay Nicht therapierte Patienten gegen alle
Kontrollen in Prozent
%
1;8 A @ Nicht therapierte Patienten (10)
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Abb. 46

schied bleibt jedoch derjenige bei 2000 zugegebenen CD4+25+ Zellen.

Genauso wie es beim Vergleich der weibl. therapierten Patienten mit den weibl. nicht
therapierten Patienten keine signifikanten Unterschiede gibt, so zeigen sich auch
beim Vergleich der weibl. nicht therapierten Patienten mit den mannl. nicht therapie-

rten Patienten keinerlei Signifikanzen.

Weder bei der Gegenuberstellung der weibl. nicht therapierten Patienten mit den

nicht therapierten Patienten noch beim Vergleich der mannl. nicht therapierten Pati-
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enten mit den nicht therapierten Patienten sind signifikante Differenzen auszu-

machen.

Und auch beim Vergleich der Gruppe der weibl. therapierten Patienten, die ja der
Gruppe der therapierten Patienten entspricht, mit allen Kontrollen findet sich genauso
wenig eine Signifikanz wie beim Vergleich der weibl. nicht therapierten Patienten mit

allen Kontrollen.

Stellt man allerdings die mannl. nicht therapierten Patienten allen Kontrollen gegen-
uber, so zeigen sich nach Zugabe von 40000 CD4+25+ Zellen sowohl bei den abso-
luten Zellzahlen als auch in Prozent signifikante Unterschiede. Prozentual haben die
mannl. nicht therapierten Patienten dabei mit einem p von 0,0250 und mit 22,88 %,
welches hier den hochsten Prozentsatz darstellt, zu 5,83 % bei allen Kontrollen einen
um 17,05 Prozentpunkte signifikant erhdohten Prozentsatz. Die Varianzen sind dabei
different. Im Mittel der absoluten Zahlen ist der Mittelwert der mannl. nicht therapie-
rten Patienten mit 26885,60 zu dem aller Kontrollen mit 2295,07 um im Durchschnitt
24590,53 Zellen und mit einem p von 0,0104 signifikant erhoht. Hierbei gibt es stark

differierende Varianzen.

Es folgen nun wieder die einzelnen Medikamentengruppen.

Die Gruppe Glatirameracetat besteht aus nur zwei Patienten, wird aber trotzdem auf
Signifikanzen gepruft.

Dabei finden sich beim Vergleich der Gruppe Glatirameracetat mit den therapierten
Patienten, mit den nicht therapierten Patienten, mit allen Patienten und auch mit allen

Kontrollen keinerlei signifikante Unterschiede.
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Die Gruppen Rebif und Betaferon dagegen bestehen leider aus nur jeweils einem

Patienten und werden deshalb nicht statistisch getestet.

Wie schon unter 4.1 und 4.2 geschehen, wendet sich jetzt der Blick weg vom Ver-
gleich der einzelnen Gruppen hin zur Betrachtung der entsprechend der Zugabe von
CD4+25+ Zellen in Prozent und in absoluten Zellzahlen angegebenen jeweiligen
Spalten und deren Signifikanzen. Diese werden jeweils wieder auf die Betrachtung
der einzelnen Spalten folgend in einer Ubersicht dargestellt, sofern signifikante
Unterschiede vorhanden sind.

Mit Signifikanzen aufgefallen sind lediglich die drei Spalten nach Zugabe von 2000
CD4+25+ Zellen in Prozent und nach Zugabe von 40000 CD4+25+ Zellen sowohl
prozentual als auch absolut, die im Folgenden nun jeweils in der Ubersicht betrachtet

werden.

Nach Zugabe von 2000 CD4+25+ Zellen kommt es in Prozent zu dem einzigen signi-
fikanten Unterschied zwischen allen Patienten und allen Kontrollen, wobei die Pati-
enten hier einen deutlich hdheren Prozentsatz aufweisen. Dies ist sehr interessant,
da das Augenmerk bisher vor allem auf der Differenz der Inhibitionsfahigkeit zwi-
schen allen Patienten und allen Kontrollen bei einer viel grof3eren Zugabe bzw. einer
viel hoheren zugegebenen Zellzahl von CD4+25+ Zellen (regulatorischen T-Zellen)
lag (Jurgen Haas et al., 2005) (Vukmanovic-Stejic et al., 2006) (Wang et al., 2006)
(Haas et al., 2007) (Saresella et al., 2008), zu deren Betrachtung ich nachher bei
einer Zugabe von 20000 und 40000 CD4+25+ Zellen auch noch komme. Vielleicht
aber sollte sich der Blick eben eher auf eine niedrige zugegebene Zellzahl von
CD4+25+ Zellen richten, wie hier 2000 Zellen. Zumindest zeigt sich hier eben die
einzige Signifikanz beim Vergleich zwischen allen Patienten und allen Kontrollen.
Sehr gut passt dieses Ergebnis jedenfalls zum Ergebnis aus 4.1, wo gezeigt werden
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konnte, dass die MS-Patienten einen leicht erhohten Zellstatus an CD4+25+ Zellen
aufweisen. Fuhrt dieser leicht erhohte Zellstatus der CD4+25+ Zellen aber wie hier
gezeigt zu einer Stimulation der Proliferation und damit schlie8lich zu einer Stimulati-
on des Immunsystems bei den MS-Patienten, so konnte man von einem dauerhaft
leicht erhohten CD4+25+ Zellstatus ausgehend daraus schlief3en, dass das Immun-
system bei MS-Patienten ein dauerhaft stimuliertes bzw. aktiviertes Immunsystem ist,
was die Anfalligkeit fur schubauslosende Faktoren bzw. die Wahrscheinlichkeit, einen
Schub zu entwickeln, erhoht. Diese Konstellation konnte also das Auftreten bzw. das
Auslosen eines Schubes erleichtern oder noch weiter gedacht, einen Schub Uber-
haupt erst ermdglichen, wenn diese Konstellation die Basis bzw. die entscheidende
Grundvoraussetzung fur die Entstehung eines Schubes sein sollte. Diesem Verstand-
nis folgend ware es also als medikamentos therapeutisches Ziel sinnvoll, den leicht
erhohten CD4+25+ Zellstatus bei MS-Patienten nicht noch weiter zu erhéhen, um
beispielsweise die inhibitorische Wirkung der CD4+25+ Zellen auszunutzen, sondern
den CD4+25+ Zellstatus dem Mittelwert der Kontrollen anzunahern bzw. anzu-
gleichen, den CD4+25+ Zellstatus also zu senken. Auch hier konnte man weiter-
denkend Uuberlegen, einen Zielbereich mit Unter- und Obergrenze festzulegen.
AulRerdem ist zu erOrtern, ob sogar ein geschlechtsspezifischer Zielbereich festgelegt
werden kann. Ware es moglich, den CD4+25+ Zellstatus zu normalisieren, so wirde
sich eventuell die Schubfrequenz senken oder vielleicht wirden sogar Uberhaupt
keine Schube mehr auftreten. Zumindest aber ware eine normale Funktionalitat des
Immunsystems gegenuber pathogenen Keimen, also der Schutz des Individuums vor
Infektionen, gewahrleistet.

Weiter zeigt sich bei der Zugabe von 2000 CD4+25+ Zellen in Prozent aber auch
noch eine interessante geschlechterspezifische Differenz. So weisen die mannl. Pati-

enten gegenuber allen Kontrollen einen signifikant erhohten Prozentsatz auf. Gleich-
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zeitig zeigt sich aber gegenuber den weibl. Patienten keine Signifikanz. Die weibl.
Patienten zeigen auch gegenuber allen Kontrollen keine signifikanten Unterschiede,
was beides die Signifikanz der mannl. Patienten gegenuber allen Kontrollen starkt.
Auch weisen die mannl. Kontrollen gegenuber allen Patienten einen signifikant er-
niedrigten Prozentsatz auf. Die mannl. Patienten, die hier nach den mannl. nicht the-
rapierten Patienten (157,76 %) den zweithdchsten Mittelwert bilden, zeigen aber bei
dieser geringen Probandenzahl leider noch keine Signifikanz gegenluber den mannl.
Kontrollen, die hier nach allen Kontrollen den niedrigsten Mittelwert zeigen. Trotzdem
lasst sich hier dann, auch mit dem nochmals gestiegenen Mittelwert bei den mannl.
nicht therapierten Patienten, eine deutliche Geschlechterspezifitdt ausmachen. Auch
der signifikant erhdhte Prozentsatz der nicht therapierten Patienten gegenuber allen
Kontrollen wird vor allem durch den nochmals erhdhten Mittelwert der mannl. nicht
therapierten Patienten getragen. Insgesamt kann man also sagen, dass die
Responderzellen der mannl. Kontrollen sich mit nur 2000 CD4+25+ Zellen am
starksten inhibieren lassen, wogegen die Responderzellen der mannl. Patienten sich
durch diese 2000 CD4+25+ Zellen am zweitstarksten stimulieren lassen und sich nur
die Responderzellen der mannl. Patienten ohne Therapie noch starker stimulieren
lassen. Hier scheint die Therapie zumindest bei den mannl. Patienten also durchaus
zu greifen, da schon ein therapierter Patient in der Lage ist, den Mittelwert der mannl.
Patienten drastisch zu senken. Dieser eine Patient ist hier nicht weiter in die Bewer-
tungen miteingegangen, da er sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme in einem engen
zeitlichen Fenster zwischen zweierlei Therapien befand, bei dieser Interpretation
aber trotzdem als ein therapierter Patient gewertet werden kann. Im Gegensatz dazu
zeigen die weibl. therapierten Patienten (111,11 %) gegenulber den weibl. nicht the-
rapierten Patienten (107,00 %) keine Annaherung an den Mittelwert aller Kontrollen,

sondern sogar eine leichte weitere Entfernung von diesem. Hier scheinen die Thera-
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pien also nicht zu greifen. Naturlich sollte dies alles mit einer héheren Probandenzahl

nochmals bestatigt werden.

Signifikante
Mittelwerte
bei 2000
CD4+25+
Zellen
Prozent
Patienten gesamt > Kontrollen gesamt
118,62 * 88,82
Mannl. Patienten > Kontrollen gesamt
135,70 * 88,82
Mannl. Kontrollen < Patienten gesamt
74,86 * 118,62
Nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
132,38 * 88,82

Auch bei der Zugabe von 40000 CD4+25+ Zellen ergeben sich in Prozent Ge-
schlechterspezifitaten.

Dabei werden bei allen Frauen (weibl. Patienten und weibl. Kontrollen) im Vergleich
zu allen Mannern (mannl. Patienten und mannl. Kontrollen) die Responderzellen mit
40000 zugegebenen CD4+25+ Zellen bei ihrer Proliferation signifikant starker in-
hibiert, so dass deren Prozentsatz gegenuber dem aller Manner deutlich erniedrigt
ist. Genauso ist dieser Prozentsatz auch bei den weibl. Patienten gegenuber den
mannl. Patienten signifikant vermindert, auch hier werden die Responderzellen der
weibl. Patienten bei der Proliferation also starker inhibiert. Umgekehrt zeigt sich dann
bei den mannl. nicht therapierten Patienten ein signifikant hoherer Prozentsatz ge-
genuber allen Kontrollen, die Responderzellen der mannl. nicht therapierten Pati-
enten werden also bei der Proliferation signifikant weniger gehemmt als bei allen
Kontrollen. Insgesamt lassen sich die Responderzellen also sowohl bei allen Frauen

als auch nur bei den weibl. Patienten signifikant besser bei der Proliferation hemmen.
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Die Responderzellen der mannl. nicht therapierten Patienten lassen sich dagegen si-
gnifikant schwacher inhibieren als diejenigen aller Kontrollen. Dies spiegelt insofern
das Bild bei Zugabe von 2000 CD4+25+ Zellen wieder, als dass sich dort die
Responderzellen bei den mannl. Patienten starker in ihrer Proliferation stimulieren
lassen als bei den weibl. Patienten. Auf’erdem findet sich dort bei den mannl. nicht
therapierten Patienten auch die starkste Proliferation. Das soll hei3en, dass es nach-
vollziehbar ist, wenn die Responderzellen, die durch 2000 zugegebene CD4+25+
Zellen starker stimuliert wurden und damit dort einen hoheren Prozentsatz auf-
weisen, sich dann bei 40000 zugegebenen CD4+25+ Zellen eben auch minder stark
inhibieren lassen und auch hier einen hoheren Prozentsatz haben bzw. auf einem
hoheren Prozentniveau bleiben. Es herrscht also eine Differenz zwischen den Ge-

schlechtern vor.

Signifikante
Mittelwerte
bei 40000
CD4+25+
Zellen
Prozent
Alle Frauen < Alle Manner
4,25 * 14,96
Weibl. Patienten < Mannl. Patienten
3,36 * 19,13
Mann. nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
22,88 * 5,83

Entsprechend der prozentualen Unterschiede zeigen sich hier auch die absoluten
Zellzahlen bei 40000 zugegebenen CD4+25+ Zellen mit ihren Signifikanzen uberein-
stimmend. Hier kommt allerdings noch eine Signifikanz hinzu, bei der die mannl. Pati-
enten durchschnittlich signifikant mehr Zellen aufweisen als alle Kontrollen. Auch

dies passt in das hier beschriebene Bild der Geschlechterspezifitat.
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Signifikante

Mittelwerte
bei 40000
CD4+25+
Zellen
Absolut
Alle Frauen < Alle Manner
2696,18 * 15620,48
Mannl. Patienten > Kontrollen gesamt
22552,67 * 2295,07
Weibl. Patienten < Mannl. Patienten
2794,90 * 22552,67
Mann. nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
26885,60 * 2295,07

4.4 Ergebnis der Elispot-Analyse 1. Teil

Beim Elispot geht es darum, dass eine spezifische Aminosauresequenz einer korper-
eigenen oder korperfremden Struktur bzw. eines Molekuls (Pathogens), also einem
Antigen, durch die Zelle Uber eine vom MHC |I- bzw. beim Menschen HLA |I-Komplex
prasentierte entgegengesetzte Aminosauresequenz spezifisch erkannt werden soll
und dadurch eine Reaktion der Zelle in Form einer intrazellularen Signaltransduktion
bis hin zur Sekretion von Cytokinen provoziert bzw. stimuliert wird. Diese sezernie-
rten Cytokine kdnnen dann im Elispot wiederum Uber eine am Antikdrper gebundene
Farbe spezifisch nachgewiesen werden. Dabei wird der Boden der 96-well-Platte mit
farbungebundenen Antikdrpern gegen das Cytokin benetzt. Das Cytokin wird also
zwischen diesen zwei spezifisch gegen das Cytokin gerichteten Antikdrpern festge-
halten, von unten her mit dem farbungebundenen und von oben her mit dem farbge-
bundenen Antikdrper, und gleichzeitig farbig markiert. So werden schlief3lich am
Boden der Locher der 96-well-Platte (96-Loch-Platte) farbige Punkte, sogenannte
Spots, gebildet (Abb. 47), die cytokinsezernierenden Zellen entsprechen. Da das-

selbe Antigen immer gleichzeitig in drei Lochern getestet wird, werden diese cytokin-
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sezernierenden Zellen dann jeweils aus diesen drei Lochern mithilfe des Elispot-
Analysegerat transtec 1300 gezahlt und der Mittelwert gebildet. Bei dem in dieser

Arbeit nachgewiesenen Cytokin handelt es sich um Interferon-y.

Kurz soll auch noch erlautert werden, warum das Ergebnis des Elispot in drei Teile
aufgeteilt wird.

Im Verlauf der Elispot-Laboruntersuchungen hat sich bei immer gleicher Vorgehens-
weise leider ein Bruch in der Qualitat der nach der Entwicklung erhaltenen Spots auf-
getan. Und zwar in der Weise, dass bis zu einem im Verlauf der Elispot-Laborunter-
suchungen leider relativ fruihen Zeitpunkt die erhaltenen Spots der gesamten 96-well-
Platte in einer sehr guten (normalen) Qualitat (Abb. 47) waren, bis es dann eben ab
diesem Zeitpunkt zu einer Verschlechterung dieser Qualitat gekommen ist. Leider
konnte die Ursache fur diese Verschlechterung nicht gefunden werden, so dass die-
se bis zum Ende der Elispot-Laboruntersuchungen angehalten hat. Der 1. Teil der
Ergebnisse der Elispot-Analyse bezieht sich folglich auf den Zeitraum vom Anfang
der Elispot-Laboruntersuchungen bis zum Zeitpunkt des Bruches in der Qualitat und
der 2. Teil entspricht dem Zeitraum ab diesem Bruch bis zum Ende der Elispot-La-
boruntersuchungen. Der Vollstandigkeit halber werden dann unter 4.6 die Daten des
gesamten Zeitraums der Elispot-Laboruntersuchungen betrachtet, also der 1. Teil
(4.4) und der 2. Teil (4.5) zusammen.

Aulerdem ist die Entscheidung uber die Unterteilung der Elispot-Analyse bzw. des
Zeitraums der Elispot-Laboruntersuchungen nicht alleine mit einer Qualitatsver-
schlechterung begrundet. Sondern vielmehr auch damit, dass sich namlich gezeigt
hat, dass das Wetter bzw. das Klima der Jahreszeiten anscheinend den Status der
Krankheit der MS und entsprechend auch die Ergebnisse von Laboruntersuchungen
beeinflussen kann (Stuttgarter Nachrichten, 2010, S. 28). So ist nicht auszuschlie-

Ren, dass z. B. der besonders deutliche Unterschied des Ergebnisses des Elispot
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bezuglich des Antigens MOG ref. im 1. Teil (4.4) verglichen mit dem des 2. Teils (4.5)
des Zeitraums der Elispot-Laboruntersuchungen darin begrindet sein konnte, zumal
bei der labor- und versuchstechnischen Fehleranalyse keine Fehler zu entdecken

waren. Dies kdnnte also eventuell sogar Uberhaupt die Ursache fir die Verschlechte-

rung sein.

Abb. 47 a Abb. 47 b

Abb. 47 c Abb. 47 d

Abb. 47:

Diese 4 Bilder stammen alle von der ersten Kontrolle vom 07.03.07. Dabei ist jeweils eines von drei
mit demselben Antigen behandelten Lochern der 96-Loch-Platte dargestellt. Auf Abb. 47 a ist ein Bild
zu erkennen, das den Boden eines der drei Lécher zeigt, die kein Antigen erhalten hatten (Negativ-
kontrolle). Auf Abb. 47 b dagegen ist ein Bild nach Verwendung von PHA (Positivkontrolle) als Antigen
abgebildet. Abb. 47 c zeigt eines der drei Ergebnisse nach Behandlung mit dem Antigen CEF
(Peptide-Pool). Das Bild von Abb. 47 d zeigt den Lochboden nach Verwendung des rHUMOG ref. (zu-
rickgefaltet) als Antigen.
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Beispielhaft sind in Abb. 47 vier Bilder nach Entwicklung einer Elispot-96-Loch-Platte
aus dem oben beschriebenen Zeitraum des 1. Teils der Elispot-Laboruntersu-

chungen dargestellt.

Beim Vergleich aller Patienten mit allen Kontrollen zeigt sich eine Signifikanz, die
beim Blick auf Abb. 48 sofort heraussticht. Hierbei handelt es sich um eine Differenz
von durchschnittlich 202,38 Spots bei im Durchschnitt 61,09 Spots bei allen Pati-
enten zu im Schnitt 263,47 Spots bei allen Kontrollen (Tab. 33 und Abb. 48). Dieser
Unterschied ist mit einem p von 0,0006 sogar hochst signifikant. AulRer dieser deut-
lichen Signifikanz zeigt sich leider kein weiterer signifikanter Unterschied mehr.

Nichtsdestotrotz gibt es aber durchaus noch relevante Differenzen. So haben die Pa-

1. Teil Elispot
0Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. CEF Hexon (ADV) Glas (ADV)
Patienten (4) 1,92 17,83 54,67 61,09 |130,75 55,67 19,50
Kontrollen (5) 4,73 38,60 56,07 263,47 101,40 36,93 33,20
PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA
Patienten (4) 185,67 49,00 293,92
Kontrollen (5) 119,60 13,67 272,80
Tab. 33
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tienten gegenuber den Kontrollen im Durchschnitt bei MOG PBS -20,77 Spots, bei
CEF +29,35 Spots, bei Hexon +18,74 Spots, bei Glas -13,70 Spots, bei pp65 +66,07
Spots und bei EBNA-1 +35,33 Spots. Lediglich bei MOG Acetat liegen die Patienten
und die Kontrollen fast gleichauf. Unbedingt noch angemerkt werden sollte, dass bis
zu diesem Zeitpunkt die Patienten nur weibl. Patienten und die Kontrollen nur weibl.
Kontrollen waren (siehe Anhang). Dieses Ergebnis entspricht damit exakt auch dem
Ergebnis des Vergleiches der weibl. Patienten mit den weibl. Kontrollen und konnte
folglich nicht nur auf einen hochst signifikanten Unterschied zwischen allen Patienten
und allen Kontrollen, sondern auf3erdem noch auf eine Geschlechterdifferenz hin-

deuten.

Signifikante Mittelwerte

rHuMOG ref.
Patienten gesamt < Kontrollen gesamt
61,09 o 263,47
Dies entspricht
gleichzeitig:
Weibl. Patienten < Weibl. Kontrollen
61,09 o 263,47

4.5 Ergebnis der Elispot-Analyse 2. Teil

Hier geht es nun also um den Zeitraum der Elispot-Laboruntersuchungen ab dem
Qualitatseinbruch bis hin zum Ende der Elispot-Laboruntersuchungen. Wieder wird

zu Beginn in Tab. 34 eine Ubersicht aller erhobenen Mittelwerte dargestellt.
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Mittelwerte Elispot 2. Teil

Alle Patienten (20)

Alle Kontrollen (18)

Weibl. Patienten (11)

Weibl. Kontrollen (11)

Alle Frauen (11P,11K)

Mannl. Patienten (9)

Mannl. Kontrollen (7)

Alle Manner (9P,7K)
Therapierte Patienten (11)
Nicht therapierte Patienten (7)
Weibl. therapierte Patienten (7)
Weibl. Nicht therapierte Patienten (2)
Mannl. therapierte Patienten (4)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (5)
Glatirameracetat (2)
Natalizumab (2)

Rebif (3)

Avonex (1)

Interferon B-1a gesamt (4)
Interferon B-1b (3)

Interferon B gesamt (7)
Patienten im Schub (2)

Alle Patienten (20)
Alle Kontrollen (18)
Weibl. Patienten (11)
Weibl. Kontrollen (11)
Alle Frauen (11P,11K)
Mannl. Patienten (9)
Mannl. Kontrollen (7)
Alle Manner (9P,7K)
Therapierte Patienten (11)
Nicht therapierte Patienten (7)
Weibl. therapierte Patienten (7)
Weibl. Nicht therapierte Patienten (2)
Mannl. therapierte Patienten (4)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (5)
Glatirameracetat (2)
Natalizumab (2)
Rebif (3)
Avonex (1)
Interferon B-1a gesamt (4)
Interferon B-1b (3)
Interferon B gesamt (7)
Patienten im Schub (2)
Tab. 34

0 Ag
3,47
2,78
3,97
3,42
3,70
2,85
1,76
2,37
4,00
2,05
3,67
3,50
4,58
1,47
2,84
4,00
3,00
3,33
3,08
6,00
4,33
5,50

MOG PBS MOG Acetat

36,48
24,82
22,15
20,55
21,35
54,00
31,52
4417
28,30
52,43
25,10
8,34
33,92
70,07
7,50
91,67
25,67
6,00
20,75
10,00
16,14
25,67

Hexon (ADV) Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV)

53,83
61,21
52,67
74,04
62,28
55,26
44,71
50,65
52,64
46,10
47,38
36,34
61,83
50,00
12,84
85,50
71,67
25,67
60,17
47,22
54,62
87,50
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40,43
28,50
26,21
22,12
2417
57,82
38,52
49,38
40,82
43,24
31,24
6,34
57,59
58,00
5,67
148,83
37,45
4,00
29,09
7,89
20,00
28,50

33,50
42,12
29,97
54,59
41,05
37,81
26,09
32,69
37,91
14,38
24,76
2,00
60,92
19,33
9,84
78,84
33,00
28,67
31,92
37,34
34,24
76,17

MOG ref.
41,27
14,32
28,91
9,82
19,36
56,37
21,38
41,06
18,33
87,24
21,29
78,00
13,17
90,93
50,00
28,00
9,45
2,67
7,75
4,89
6,53
6,50

81,28
90,75
40,58
119,22
75,97
131,04
54,14
97,40
77,67
105,57
52,53
23,17
121,67
138,53
79,00
113,67
131,00
8,00
100,25
22,67
67,00
16,17

New MOG ref.
17,49
14,39
22,22
12,90
16,40
13,43
19,33
15,20
19,88
9,89
23,67

16,09
9,89

53,50
6,33
3,33
5,58
14,84
8,67
19,34

10,00
9,33
11,70
13,75
12,33
7,81
6,39
7,15
9,71
8,09
11,60
6,00
5,00
8,93
15,00
4,67

9,56
9,56
17,67

CEF
66,87
39,15
58,06
47,88
52,97
77,63
25,43
54,79
73,97
47,05
60,43
10,67
97,67
61,60

100,00
35,84
101,67
84,00
97,25
51,00
77,43
97,17

PHA
353,95
336,02
377,79
323,45
350,62
324,82
355,76
338,36
362,94
321,10
373,10
352,50
345,17
308,53
353,84
328,50
374,22
364,00
371,67
380,33
375,38
419,50



Beim Vergleich aller Patienten mit allen Kontrollen zeigt sich trotz so manchem
Unterschied (Tab. 35 und Abb. 49) keine Signifikanz. So ergeben sich bei den
Patienten gegenlber den Kontrollen bei MOG PBS +11,66 Spots, bei MOG Acetat

+11,93 Spots, bei MOG ref. +26,95 Spots, bei New MOG ref. (neues Batch) +3,10

Gesamt
0Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF Hexon (ADV)
Patienten (20) 3,47 36,48 40,43 41,27 17,49 66,87 53,83
Kontrollen (18) 2,78 24,82 28,50 14,32 14,39 39,15 61,21
Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA
Patienten (20) 33,50 81,28 10,00 353,95
Kontrollen (18) 42,12 90,75 9,33 336,02
Tab. 35
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Abb. 49

Spots, bei CEF +27,72 Spots, bei Hexon (ADV) -7,38 Spots, bei Glas (ADV) -8,62
Spots, bei pp65 (CMV) -9,47 Spots und bei EBNA-1 (EBV) nur +0,67 Spots als Dif-
ferenz. Dabei liegen die zwei groften Abstande bei CEF und MOG ref., die aber wie

auch die anderen trotzdem nicht signifikant sind.
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Ebenfalls keine signifikanten Differenzen haben sich bei der Gegenuberstellung der

weibl. Patienten mit den weibl. Kontrollen und der mannl. Patienten mit den mannl.

Kontrollen gezeigt.

Auch keine signifikant differierenden Werte lassen sich beim Vergleich aller Frauen

(weibl. Patienten und weibl. Kontrollen) mit allen Mannern (mannl. Patienten und

mannl. Kontrollen) finden.

Erneut zeigen sich sowohl bei der Gegenuberstellung der weibl. Patienten mit allen

Kontrollen als auch bei der Gegenuberstellung der mannl. Patienten mit allen Kont-

rollen keine Signifikanzen.

Allerdings findet sich dann bei pp65 (CMV) bei den weibl. Patienten mit 40,58 Spots

gegenuber den mannl. Patienten mit 131,04 Spots (Tab. 36 und Abb. 50) eine um

Weibl. Patienten gegen Mannl. Patienten

0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF Hexon (ADV)

Weibl. Patienten (11) 3,97 22,15 26,21 28,91 22,22 58,06 52,67
Mannl. Patienten (9) 2,85 54,00 57,82 56,37 13,43 77,63 55,26
Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA
Weibl. Patienten (11) 29,97 40,58 11,70 377,79
Mannl. Patienten (9) 37,81 131,04 7,81 324,82
Tab. 36
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durchschnittlich 90,46 Spots und mit einem p von 0,0197 signifikante Erniedrigung.
Dabei differieren aber auch die Varianzen. Schone Unterschiede gibt es auch noch
bei MOG PBS, MOG Acetat, MOG ref., CEF und Glas (ADV), wobei die mannl. Pati-
enten genauso wie bei pp65 (CMV) immer mehr Spots aufweisen als die weibl. Pati-

enten, ohne aber dass dies signifikant ware.

Weder zeigen dann beim Vergleich unter den Kontrollen die weibl. Kontrollen gegen-
uber den mannl. Kontrollen irgendeine Signifikanz, noch zeigen diese zwei Gruppen

im Vergleich mit allen Patienten Signifikanzen.

Die therapierten Patienten zeigen gegenuber den nicht therapierten Patienten und

gegenuber allen Kontrollen keine signifikanten Unterschiede.

Die nicht therapierten Patienten jedoch weisen beim Vergleich mit allen Kontrollen
eine Signifikanz auf. Hierbei haben die nicht therapierten Patienten mit 87,24 Spots
zu 14,32 Spots bei allen Kontrollen (Tab. 37 und Abb. 51) um im Durchschnitt 72,92
Spots und mit einem p von 0,0226 signifikant mehr Spots. Auch hier sind die
Varianzen sogar stark differierend. Wieder gibt es auch hier noch andere zum Teil
relativ grole Abstande zwischen den zwei Gruppen, die aber nicht signifikant sind.
Das Fehlen einer Therapie fuhrt hier also zu einem signifikanten Unterschied, bei

welchem die nicht therapierten Patienten mehr IFN-y sezernieren.

Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen

0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF

Nicht therapierte Patienten (7) 2,05 52,43 43,24 87,24 9,89 47,05
Kontrollen (18) 2,78 24,82 28,50 14,32 14,39 39,15
Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA
Nicht therapierte Patienten (7) 14,38 105,57 8,09 321,10
Kontrollen (18) 42,12 90,75 9,33 336,02
Tab. 37
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2. Teil Elispot Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen

400 -
% 350 M Nicht therapierte Patienten (7)
© O Kontrollen (18)
© 300 -
® 250 4
@
@ 200 1
g 150 4
& 100 1
Z
el e e B o=l M o
0 Ag MOG MOG MOG ref New Hexon Glas PP65 EBNA-1
PBS  Acetat MOG ref. (ADV) (ADV) (CMV) (EBV)
Antigen
Abb. 51

Bei den weibl. therapierten Patienten zeigt sich exakt wie auch bei den mannl. thera-
pierten Patienten im direkten Vergleich miteinander und beim Vergleich der weibl.
therapierten Patienten mit den weibl. nicht therapierten Patienten, den mannl. thera-
pierten Patienten mit den mannl. nicht therapierten Patienten und bei den weibl. bzw.
mannl. therapierten Patienten gegenuber den therapierten Patienten und gegenuber
allen Kontrollen kein signifikanter Unterschied.

Genauso zeigen auch die weibl. nicht therapierten Patienten und die mannl. nicht
therapierten Patienten im direkten Vergleich miteinander und jeweils im Vergleich mit
den nicht therapierten Patienten keine Signifikanzen. Allerdings weisen beide Grup-
pen gegenuber allen Kontrollen signifikante Differenzen auf.

Dabei haben die weibl. nicht therapierten Patienten bei MOG ref. mit 78,00 Spots zu
14,32 Spots bei den Kontrollen einen um im Schnitt 63,68 Spots und mit einem p von
0,0157 signifikant erhohten Mittelwert. Stark differierend sind dabei die Varianzen.
Die mannl. nicht therapierten Patienten zeigen zunachst bei MOG PBS mit 70,07
Spots zu 24,82 Spots bei den Kontrollen einen um im Durchschnitt 45,25 Spots und
mit einem p von 0,0337 signifikant erhohten Mittelwert. Und auch bei MOG ref. ist der

Mittelwert der mannl. nicht therapierten Patienten mit 90,93 Spots gegenuber dem
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der Kontrollen mit 14,32 Spots um durchschnittlich 76,61 Spots und mit einem p von
0,0320 signifikant erhoht. Bei beiden Signifikanzen sind die Varianzen jedoch stark

different.

Bevor nun die einzelnen nach medikamentdsen Therapien aufgeteilten Gruppen be-

trachtet werden, wird die Gruppe der Patienten im Schub beurteilt.

Kurz sei zu dieser Gruppe der zum Zeitpunkt der Blutentnahme im Schub befind-
lichen Patienten gesagt, dass diese Gruppe hier unabhangig von einer Langzeitthe-
rapie und einer Akuttherapie gebildet wurde. Die Gruppe besteht hier sowieso nur
aus zwei Patienten, die beide Rebif als Langzeittherapie erhielten. Mit einer grof3eren
im Schub befindlichen Patientenanzahl ware aber dann naturlich auch noch eine
weitere Einteilung in zum Schub zusatzliche Kriterien wie eben der Langzeittherapie,
der Akuttherapie und sogar deren Dosierungen maglich.

Hier zeigt diese Gruppe der im Schub befindlichen Patienten gegenuber der Gruppe
Glatirameracetat, der Gruppe Rebif, der Gruppe Interferon (3-1a gesamt, der Gruppe
Interferon B-1b, der Gruppe Interferon B gesamt, den therapierten Patienten, den
nicht therapierten Patienten, gegenuber allen Patienten und schliel3lich gegenuber
allen Kontrollen keinerlei signifikante Unterschiede. Lediglich im Vergleich dieser
Gruppe mit der Gruppe Natalizumab ergeben sich Signifikanzen. Hierbei hat diese
Gruppe bei MOG PBS mit 25,67 Spots zu 91,67 Spots einen um im Durchschnitt
66,00 Spots und mit einem p von 0,0497 signifikant erniedrigten Mittelwert. Noch
deutlicher ist der Abstand bei MOG Acetat, wo der Mittelwert mit 28,50 Spots zu
148,83 Spots bei der Gruppe Natalizumab um im Schnitt 120,33 Spots und mit einem
p von 0,0177 signifikant vermindert ist. Obwohl der Abstand bei MOG ref. geringer
geworden ist, so herrscht hier doch eine mit einem p von 0,0074 hoch signifikante
Erniedrigung des Mittelwertes der im Schub befindlichen Patienten vor. Dabei liegt
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mit 6,50 Spots zu 28,00 Spots bei der Gruppe Natalizumab eine Differenz von durch-
schnittlich -21,50 Spots vor. Hier herrschen au3erdem bei allen drei Signifikanzen

keine differierenden Varianzen vor.

Die Gruppe Glatirameracetat hat bei MOG PBS mit 7,50 Spots zu 91,67 Spots bei
der Gruppe Natalizumab einen um im Durchschnitt 84,17 Spots und mit einem p von
0,0040 hoch signifikant erniedrigten Mittelwert. Die Varianzen sind hier differierend.
Noch signifikanter, also mit einem p von 0,0002 hochst signifikant, ist der Mittelwert
der Gruppe Glatirameracetat bei MOG Acetat mit 5,67 Spots zu 148,83 Spots bei der
Gruppe Natalizumab um durchschnittlich 143,16 Spots vermindert. Des Weiteren zei-
gt die Gruppe Glatirameracetat gegenuber der Gruppe Rebif, der Gruppe Interferon
B-1a gesamt, der Gruppe Interferon 3-1b, der Gruppe Interferon 3 gesamt, den thera-
pierten Patienten, den nicht therapierten Patienten, gegenuber allen Patienten und

auch gegenuber allen Kontrollen keine signifikanten Unterschiede.

Die Gruppe Natalizumab weist gegenuber der Gruppe Rebif gleich vier signifikante
Differenzen auf. Dabei ist bei MOG PBS der Mittelwert mit 91,67 Spots gegenuber
25,67 Spots bei Rebif um im Schnitt 66,00 Spots und mit einem p von 0,0171 signifi-
kant erhoht. Auch der Mittelwert bei MOG Acetat ist mit 148,83 Spots zu 37,45 Spots
bei Rebif um durchschnittlich 111,38 Spots und einem p von 0,0034 hoch signifikant
erhoht. Mit einem p von 0,0069 ist auch bei MOG ref. der Mittelwert von Natalizumab
mit 28,00 Spots zu 9,45 Spots bei der Gruppe Rebif um im Durchschnitt 18,55 Spots
hoch signifikant erhoht. Zu guter Letzt ist noch der Mittelwert bei dem neuen Batch
von MOG ref., dem New MOG ref., bei Natalizumab mit 53,50 Spots zu 6,33 Spots
bei dem der Gruppe Rebif um im Schnitt 47,17 Spots und mit einem p von 0,0037

hoch signifikant erhoht.

150



Und auch beim Vergleich der Gruppe Natalizumab mit der Gruppe Interferon B-1a
gesamt ergeben sich dieselben vier Signifikanzen bei MOG PBS, MOG Acetat, MOG
ref. und New MOG ref.. Bei MOG PBS ist der Mittelwert von Natalizumab mit 91,67
Spots zu 20,75 Spots bei Interferon B-1a gesamt um im Schnitt 70,92 Spots und mit
einem p von 0,0062 hoch signifikant erhoht. Auch bei MOG Acetat ist der Mittelwert
bei Natalizumab mit 148,83 Spots zu 29,09 Spots um durchschnittlich 119,74 Spots
und mit einem p von 0,0019 ebenfalls hoch signifikant erhoht. Der Mittelwert bei
Natalizumab ist auch bei MOG ref. mit 28,00 Spots zu 7,75 Spots um im Durchschnitt
20,25 Spots und einem p von 0,0041 hoch signifikant erhoht. Zuletzt ist auch noch
bei New MOG ref. der Mittelwert von Natalizumab mit 53,50 Spots zu 5,58 Spots um
im Schnitt 47,92 Spots und mit einem p von 0,0006 sogar hochst signifikant erhoht.
Auch beim Vergleich der Gruppe Natalizumab mit der Gruppe Interferon 3-1b zeigen
sich insgesamt vier Signifikanzen. Der Mittelwert von MOG PBS ist bei der Gruppe
Natalizumab mit 91,67 Spots zu 10,00 Spots um im Schnitt 81,67 Spots und mit
einem p von 0,0030 hoch signifikant erhoht. Der Mittelwert von MOG Acetat ist bei
der Gruppe Natalizumab mit 148,83 Spots zu 7,89 Spots bei der Gruppe Interferon 3-
1b um im Durchschnitt 140,94 Spots und mit einem p von < 0,0001 sogar hochst sig-
nifikant erhoht. Bei der Gruppe Natalizumab ist zudem der Mittelwert von MOG ref.
mit 28,00 Spots zu 4,89 Spots um durchschnittlich 23,11 Spots und einem p von
0,0080 hoch signifikant erhoht. Zuletzt ist bei diesem Vergleich der Mittelwert von
Natalizumab bei pp65 (CMV) mit 113,67 Spots zu 22,67 Spots bei der Gruppe Inter-
feron B-1b um im Schnitt 91,00 Spots und mit einem p von 0,0361 signifikant erhoht.
Vergleicht man weiter die Gruppe Natalizumab mit der Gruppe Interferon 3 gesamt,
die aus den zwei zusammengefugten Gruppen Interferon 3-1a gesamt und Interferon
B-1b besteht, so ergeben sich gleich drei hochst signifikante Unterschiede und ein

hoch signifikanter Unterschied. Betroffen sind dabei erneut MOG PBS, MOG Acetat,
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MOG ref. und New MOG ref.. Bei MOG PBS ist der Mittelwert der Gruppe Natalizu-
mab mit 91,67 Spots zu 16,14 Spots bei Interferon  gesamt um im Schnitt 75,53
Spots und mit einem p von 0,0003 hochst signifikant erhoht. Der Mittelwert von
Natalizumab bei MOG Acetat ist mit 148,83 Spots zu 20,00 Spots um durchschnittlich
128,83 Spots und einem p von < 0,0001 ebenfalls hochst signifikant erhdht. Der mit
einem p von 0,0003 nachste hochst signifikant erhohte Mittelwert ist der von Natali-
zumab bei MOG ref., der um im Durchschnitt 21,47 Spots bei 28,00 Spots zu 6,53
Spots hoher liegt. AulRerdem ist der Mittelwert von Natalizumab bei New MOG ref.
mit 53,50 Spots zu 8,67 Spots bei der Gruppe Interferon § gesamt um durchschnitt-
lich 44,83 Spots und mit einem p von 0,0010 hoch signifikant erhoht.

Auch gegenuber den therapierten Patienten zeigt die Gruppe Natalizumab zwei sig-
nifikante Unterschiede. Bei MOG PBS hat die Gruppe Natalizumab mit 91,67 Spots
zu 28,30 Spots einen bei den therapierten Patienten um im Durchschnitt 63,37 Spots
und mit einem p von 0,0265 signifikant erhohten Mittelwert. Die zweite Signifikanz
liegt bei MOG Acetat, bei dem die Gruppe Natalizumab mit 148,83 Spots zu 40,82
Spots um durchschnittlich 108,01 Spots und mit einem p von 0,0229 einen ebenfalls
signifikant hoheren Mittelwert hat.

Die Gruppe Natalizumab besitzt im Vergleich zu den nicht therapierten Patienten bei
MOG Acetat mit 148,83 Spots zu 43,24 Spots einen um im Schnitt 105,59 Spots und
mit einem p von 0,0395 signifikant erhohten Mittelwert. Und auch bei New MOG ref.
findet sich bei der Gruppe Natalizumab mit 53,50 Spots zu 9,89 Spots bei den nicht
therapierten Patienten ein um durchschnittlich 43,61 Spots und mit einem p von
0,0014 sogar hoch signifikant erhohter Mittelwert.

Dieselben zwei Signifikanzen zeigen sich auch beim Vergleich der Gruppe Natalizu-
mab mit allen Patienten. Bei MOG Acetat hat die Gruppe Natalizumab dabei mit

148,83 Spots zu 40,43 Spots bei allen Patienten einen um im Durchschnitt 108,40
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Spots und mit einem p von 0,0090 hoch signifikant erhdhten Mittelwert. Und bei New
MOG ref. ist der Mittelwert der Gruppe Natalizumab mit 53,50 Spots zu 17,49 Spots
um im Schnitt 36,01 Spots und mit einem p von 0,0210 signifikant erhoht.

Zuletzt zeigt die Gruppe Natalizumab im Vergleich mit allen Kontrollen dreimal eine
hochst signifikante Differenz. Bei MOG PBS ist der Mittelwert der Gruppe Natalizu-
mab mit 91,67 Spots zu 24,82 Spots bei allen Kontrollen um durchschnittlich 66,85
Spots und mit einem p von 0,0007 hochst signifikant erhoht. Bei MOG Acetat ist das
p sogar noch kleiner mit < 0,0001. Hier ist der Mittelwert der Gruppe Natalizumab mit
148,83 Spots zu 28,50 Spots um im Schnitt 120,33 Spots hochst signifikant erhoht.
Ebenfalls hochst signifikant erhoht mit einem p von 0,0002 ist dann schlief3lich noch
der Mittelwert der Gruppe Natalizumab bei New MOG ref. mit 53,50 Spots zu 14,39
Spots bei allen Kontrollen mit einer Differenz von durchschnittlich 39,11 Spots.

Bei der Betrachtung der Gruppe Natalizumab hat sich also gezeigt, dass diese sehr
auffallend mit dem hochsten Mittelwert bei MOG PBS, MOG Acetat und New MOG
ref. bei den Vergleichen sehr oft signifikant, zum Teil sogar hochst signifikant, sind.
Dies sollte naturlich auch wieder anhand einer groReren Patientenanzahl bestatigt

werden, da hier die Gruppe Natalizumab aus nur zwei Patienten besteht.

Die Gruppe Rebif zeigt keinerlei Signifikanz gegenuber der Gruppe Interferon B-1a
gesamt, der Gruppe Interferon 3 gesamt, den therapierten Patienten, den nicht thera-
pierten Patienten, gegenuber allen Patienten und auch gegenuber allen Kontrollen.
Gegenuber der Gruppe Interferon 3-1b allerdings ist bei der Gruppe Rebif der Mittel-
wert von MOG Acetat mit 37,45 Spots zu 7,89 Spots um durchschnittlich 29,56 Spots

und mit einem p von 0,0463 signifikant erhoht.

Die Gruppe Interferon -1a gesamt weist gegenuber der Gruppe Interferon (3-1b, der
Gruppe Interferon 3 gesamt, den therapierten Patienten, den nicht therapierten Pati-
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enten, gegenuber allen Patienten und gegenuber allen Kontrollen keine signifikanten

Unterschiede auf.

Und auch die Gruppe Interferon B-1b zeigt im Vergleich mit der Gruppe Interferon 3
gesamt, den therapierten Patienten, den nicht therapierten Patienten, allen Patienten

und mit allen Kontrollen keine Signifikanzen.

Abschlief3end zeigt auch die Gruppe Interferon 3 gesamt keinerlei signifikante Unter-
schiede gegenuber den therapierten Patienten, den nicht therapierten Patienten,

allen Patienten und gegenuber allen Kontrollen.

Im Folgenden sollen nun wieder die einzelnen Spalten, hier also die einzelnen ver-

schiedenen Antigene, und deren Signifikanzen betrachtet werden.

Zunachst wird der Blick auf MOG PBS gerichtet. Hier haben die mannl. nicht thera-
pierten Patienten signifikant starker auf das Antigen MOG in PBS reagiert als alle
Kontrollen. Weiter ist die Reaktivitat bei mit Natalizumab therapierten Patienten auf
das Antigen MOG in PBS (nicht I6slich) sehr stark, da hier der hochste Mittelwert
erreicht wird. Dies spiegelt sich auch in den Signifikanzen wieder. So ist der Mittel-
wert der Gruppe Natalizumab signifikant erhoht gegenuber dem der Patienten im
Schub, dem der Gruppe Rebif und dem der therapierten Patienten. Gegenuber der
Gruppe Glatirameracetat, der Gruppe Interferon B-1a gesamt und der Gruppe Inter-
feron B-1b ist der Mittelwert sogar hoch signifikant erhoht. Und hochst signifikant er-
hoht ist der Mittelwert der Gruppe Natalizumab dann noch gegenuber der Gruppe
Interferon B gesamt und gegenuber allen Kontrollen. Insgesamt Uberragen hier ganz
klar die Signifikanzen von Natalizumab. Es Iasst sich auch sagen, dass im Vergleich
zu den anderen Therapien die Gruppe Natalizumab trotz oder vielleicht gerade

wegen der Therapie eine verhaltnismalig starke Reaktivitat gegenuber diesem Anti-
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gen aufweist. Stellt sich die Frage, ob es gut fur den Patienten ist, wenn er trotz einer
Therapie eine solch starke Reaktion auf dieses Antigen zeigt. Daraus lasst sich doch
schlie3en, dass es trotz der Therapie bei entsprechendem Kontakt mit dem Immun-
system dieser Patienten zu einer entsprechend starkeren Reaktion dieser Immunsys-
teme kommt und so sogar zu einem Schubereignis fuhren konnte. Wenn es also
physiologischerweise zu dem Kontakt dieses Antigens mit dem Immunsystem kom-
men sollte, so ist die Wahl des Medikamentes Natalizumab, mal abgesehen von des-
sen maoglicher Nebenwirkung, zumindest in Frage zu stellen. Jedenfalls setzt sich
auch der Mittelwert von Natalizumab signifikant von dem der therapierten Patienten
und sogar hochst signifikant von dem aller Kontrollen ab. Vor allem die Interferone

weisen hier dagegen signifikant erniedrigte Mittelwerte auf.

Signifikante
Mittelwerte
Ausschiittung
Interferon-y
Elispot
MOG PBS
Mannl. nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
70,07 * 24,82
Patienten im Schub < Natalizumab
25,67 * 91,67
Glatirameracetat < Natalizumab
7,50 * 91,67
Natalizumab > Rebif
91,67 * 25,67
Natalizumab > Interferon B-1a gesamt
91,67 * 20,75
Natalizumab > Interferon B-1b
91,67 * 10,00
Natalizumab > Interferon B gesamt
91,67 i 16,14
Natalizumab > Therapierte Patienten
91,67 * 28,30

155



Natalizumab > Kontrollen gesamt
91,67 i 24,82

Bei der Betrachtung des Antigens MOG in Acetat (I6slich) fallt sofort auf, dass auch
hier Natalizumab den mit Abstand hochsten Mittelwert bildet und fur alle aulRer einer
der Signifikanzen verantwortlich ist. Dabei ist der Mittelwert der Gruppe Natalizumab
signifikant gegenuber dem der Patienten im Schub, dem der therapierten Patienten
und dem der nicht therapierten Patienten erhoht. Hoch signifikant erhoht ist sein Mit-
telwert gegenuber dem der Gruppe Rebif, dem der Gruppe Interferon 3-1a gesamt
und dem aller Patienten. Sogar hochst signifikant erhoht ist der Mittelwert der Gruppe
Natalizumab schliel3lich gegenuber dem der Gruppe Glatirameracetat, dem der
Gruppe Interferon 3-1b, dem der Gruppe Interferon B gesamt und dem aller Kontrol-
len. AuRerdem ist der Mittelwert der Gruppe Rebif signifikant erhdht gegenuber dem
der Gruppe Interferon B-1b. Auch hier zeigen die Interferone wie schon bei MOG
PBS signifikant erniedrigte Mittelwerte und zwar nicht nur gegenuber Natalizumab,
sondern bestatigend auch gegenuber Rebif. Fur Natalizumab gilt dasselbe wie schon
bei MOG PBS. Die Zellen der mit Natalizumab therapierten Patienten reagieren be-
sonders stark auf das Antigen MOG in Acetat, sogar noch starker als bei MOG in
PBS, und schutten Interferon-y aus. Wieder muss man sich fragen, ob der Kontakt
dieses Antigens MOG in Acetat mit dem Immunsystem eines mit Natalizumab thera-
pierten Patienten physiologischerweise zustande kommt. Ist dies der Fall, so kommt
es zu einer starken Reaktion des Immunsystems, die bis hin zur Entstehung eines
Schubes fuhren konnte. Die Therapie mit Natalizumab sollte also, nicht nur wegen
der moglichen fatalen Nebenwirkung einer Progressiven Multifokalen Leuk-
enzephalopathie (PML) (Gehlen & Delank, 2010, S.276), in Frage gestellt werden. Im
Gegensatz dazu zeigen die Zellen der mit Interferonen, vor allem Avonex und Inter-

feron B-1b (Betaferon) behandelten Patienten eine signifikant erniedrigte Anzahl an
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Interferon-y sezernierenden Zellen. Die Interferone setzen sich auch signifikant ge-
genuber Natalizumab ab. Betrachtet man einmal die Mittelwerte aller Patienten und
aller Kontrollen, auch wenn diese im direkten Vergleich bei keinem Antigen signifi-
kant unterschiedlich sind, so erkennt man doch, dass bei allen MOG-Antigenen
(MOG PBS, MOG Acetat, MOG ref. und New MOG ref.) der Mittelwert der Patienten
z. T. deutlich Uber dem der Kontrollen liegt. Geht man nun wieder davon aus, dass
eine Annaherung an den Mittelwert aller Kontrollen bei den einzelnen Therapien als
therapeutischer Erfolg gewertet wird, so muss man sagen, dass Avonex und vor
allem Interferon 3-1b (Betaferon) hier die beste Wirkung zeigen, wogegen Rebif, von
dem sich Interferon B-1b ja auch signifikant absetzen kann, sich dem Mittelwert aller
Patienten naht und somit keine erfolgversprechende Therapie zu sein scheint. Der
Mittelwert von Natalizumab zeigt hier eine sehr starke Erhohung, weit Uber den Mit-
telwert aller Patienten hinaus und scheidet nach dieser Schlussfolgerung als erfolg-
versprechende Therapie nicht nur aus, sondern kdonnte durch seine starke Interferon-
y-Ausschuttung nach Kontakt mit dem Antigen die Situation sogar noch verschlim-
mern, indem das Immunsystem ja geradezu stimuliert bzw. zu einer Reaktion viel-

leicht bis hin zum Ausldsen eines Schubes provoziert wird.

Signifikante
Mittelwerte
Ausschiittung
Interferon-y
Elispot
MOG Acetat
Patienten im Schub < Natalizumab
28,50 * 148,83
Glatirameracetat < Natalizumab
5,67 el 148,83
Natalizumab > Rebif
148,83 o 37,45
Natalizumab > Interferon B-1a gesamt
148,83 o 29,09
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Natalizumab > Interferon B-1b

148,83 i 7,89
Natalizumab > Interferon  gesamt
148,83 i 20,00
Natalizumab > Therapierte Patienten
148,83 * 40,82
Natalizumab > Nicht therapierte Patienten
148,83 * 43,24
Natalizumab > Patienten gesamt
148,83 > 40,43
Natalizumab > Kontrollen gesamt
148,83 i 28,50
Rebif > Interferon B-1b
37,45 * 7,89

Betrachtet man nun das Antigen MOG ref., so ergibt sich ein etwas von Natalizumab
unabhangigeres Bild. Hierbei sticht ins Auge, dass die weibl. nicht therapierten Pati-
enten und die mannl. nicht therapierten Patienten beide signifikante Erh6hungen
gegenuber allen Kontrollen aufweisen. Folglich ist dies auch bei den nicht therapie-
rten Patienten zusammen der Fall. Man konnte hier annehmen, dass die Therapie
also tatsachlich eine Wirkung zeigt, da sich die therapierten Patienten mit ihrem Mit-
telwert demjenigen aller Kontrollen annahern und sich der Mittelwert eben auch nicht
signifikant von dem aller Kontrollen abhebt. Umgekehrt sieht man, dass der Mittel-
wert der nicht therapierten Patienten sich nicht nur weit von dem aller Kontrollen ent-
fernt, sondern sogar noch weit Uber dem aller Patienten hinaus gelegen ist. Durch
die fehlende Therapie scheint sich bei Kontakt mit dem Antigen die Interferon-y-Aus-
schuttung also zu erhéhen und umgekehrt scheint es durch die Therapie und hier
wieder vor allem durch die Therapie mit Interferonen (diesmal auch durch Rebif) zu
gelingen, die Interferon-y-Ausschuttung nach Kontakt mit dem Antigen zu senken.
Nicht gelingt dies jedoch Glatirameracetat und Natalizumab. Die Gruppe Natalizumab
zeigt auch hier wieder hoch signifikante Erhdhungen gegenuber den Patienten im
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Schub, der Gruppe Rebif, der Gruppe Interferon 3-1a gesamt, der Gruppe Interferon
B-1b und sogar eine hochst signifikante Erhdhung gegenuber der Gruppe Interferon
B gesamt. Nicht zu vergessen ist aul3erdem, dass die zwei Patienten im Schub eine
Langzeittherapie mit Rebif erhalten, aber die Zellen naturlich auch durch eine Akut-

therapie in ihrer Fahigkeit, Interferon-y auszuschutten, beeinflusst werden.

Signifikante
Mittelwerte
Ausschiittung
Interferon-y
Elispot
MOG ref.
Nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
87,24 * 14,32
Weibl. nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
78,00 * 14,32
Mannl. nicht therapierte Patienten > Kontrollen gesamt
90,93 * 14,32
Patienten im Schub < Natalizumab
6,50 * 28,00
Natalizumab > Rebif
28,00 > 9,45
Natalizumab > Interferon B-1a gesamt
28,00 * 7,75
Natalizumab > Interferon B-1b
28,00 * 4,89
Natalizumab > Interferon B gesamt
28,00 i 6,53

Bei dem neuen Batch des Antigens MOG ref., also dem New MOG ref., spielt Natali-
zumab die Hauptrolle bei den Signifikanzen. Signifikant erhoht ist der Mittelwert der
Gruppe Natalizumab gegenuber dem aller Patienten. Hoch signifikant erhoht ist sein
Mittelwert gegenuber den nicht therapierten Patienten, der Gruppe Rebif und der

Gruppe Interferon  gesamt. Gegenuber der Gruppe Interferon B-1a gesamt und ge-
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genuber allen Kontrollen ist der Mittelwert der Gruppe Natalizumab sogar hochst sig-

nifikant erhoht.

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Signifikante
Mittelwerte

Ausschiittung

Interferon-y
Elispot

New MOG ref.

>

*%

Rebif
6,33

Interferon B-1a gesamt
5,58

Interferon B gesamt
8,67

Nicht therapierte Patienten
9,89

Patienten gesamt
17,49

Kontrollen gesamt
14,39

Abschliellend haben sich nur noch bei dem Antigen pp65 (CMV) signifikante Unter-
schiede finden lassen. Dabei scheint es bei den Geschlechtern eine deutliche Diffe-
renz zu geben, da hier die mannl. Patienten nach Kontakt mit dem Antigen signifikant
mehr Interferon-y ausschuitten als die weibl. Patienten. Interessant ist auRerdem,
dass fast spiegelbildlich die mannl. Kontrollen (54,14) verglichen mit den weibl. Kont-
rollen (119,22) deutlich weniger Interferon-y nach Stimulation durch dieses Antigen
ausschutten. Umgekehrt weisen die weibl. Kontrollen auf die Stimulation mit CMV
eine deutliche Reaktion in Form der Ausschuttung von Interferon-y auf. Ohne jedoch
signifikant zu sein, ist dieser Unterschied bei gesunden Probanden trotzdem erstaun-
lich. Diese Geschlechterdifferenz spiegelt sich unabhangig von einer Therapie auch
bei den weibl. therapierten Patienten (52,53) bzw. den weibl. nicht therapierten Pati-

enten (23,17), die beide niedrigere Mittelwerte aufweisen, und bei den mannl. thera-
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pierten Patienten (121,67) bzw. mannl. nicht therapierten Patienten (138,53), die
beide erhohte Mittelwerte zeigen, wieder. Schliel3lich zeigt sich wie schon zuvor auch
hier der signifikante Unterschied zwischen dem Mittelwert der Gruppe Natalizumab
und der Interferontherapie, genauer dem Mittelwert der Gruppe Interferon 3-1b, der
sich fast wie ein roter Faden bei der entgegengesetzten Beeinflussung der Zellen zur

Ausschuttung von Interferon-y durchzuziehen scheint.

Signifikante
Mittelwerte

Ausschiittung
Interferon-y
Elispot
pp65 (CMV)

Weibl. Patienten < Mannl. Patienten
40,58 * 131,04

Natalizumab > Interferon B-1b
113,67 * 22,67

Bei keinem anderen Antigen kam es ansonsten zu signifikanten Unterschieden.

4.6 Ergebnis der Elispot-Analyse gesamt

Der Vollstandigkeit halber sind jetzt der 1. Teil und der 2. Teil der Elispot-Laborunter-
suchungen zu einem gesamten Teil zusammengefasst, der hier abschlielend noch

betrachtet wird.

Auch hier steht am Anfang wieder eine Ubersicht tber alle erhobenen Mittelwerte

(Tab. 38).
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Mittelwerte Elispot gesamt

Alle Patienten (24)

Alle Kontrollen (20)

Weibl. Patienten (15)

Weibl. Kontrollen (13)

Alle Frauen (15P,13K)

Mannl. Patienten (9)

Mannl. Kontrollen (7)

Alle Manner (9P,7K)
Therapierte Patienten (11)
Nicht therapierte Patienten (10)
Weibl. therapierte Patienten (7)
Weibl. Nicht therapierte Patienten (5)
Mannl. therapierte Patienten (4)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (5)
Glatirameracetat (2)
Natalizumab (2)

Rebif (3)

Avonex (1)

Interferon B-1a gesamt (4)
Interferon B-1b (3)

Interferon B gesamt (7)
Patienten im Schub (3)

Alle Patienten (24)
Alle Kontrollen (20)
Weibl. Patienten (15)
Weibl. Kontrollen (13)
Alle Frauen (15P,13K)
Mannl. Patienten (9)
Mannl. Kontrollen (7)
Alle Manner (9P,7K)
Therapierte Patienten (11)
Nicht therapierte Patienten (10)
Weibl. therapierte Patienten (7)
Weibl. Nicht therapierte Patienten (5)
Mannl. therapierte Patienten (4)
Mannl. Nicht therapierte Patienten (5)
Glatirameracetat (2)
Natalizumab (2)
Rebif (3)
Avonex (1)
Interferon B-1a gesamt (4)
Interferon B-1b (3)
Interferon B gesamt (7)
Patienten im Schub (3)
Tab. 38

0 Ag
3,21
3,38
3,42
4,26
3,81
2,85
1,76
2,37
4,00
1,67
3,67
1,87
4,58
1,47
2,84
4,00
3,00
3,33
3,08
6,00
4,33
5,44

MOG PBS MOG Acetat

33,38
28,90
21,00
27,49
24,01
54,00
31,52
44,17
28,30
41,67
25,10
13,27
33,92
70,07
7,50
91,67
25,67
6,00
20,75
10,00
16,14
24,33

Hexon (ADV) Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV)

54,00
56,13
53,13
62,28
57,71
55,26
44,71
50,65
52,64
48,22
47,38
46,00
61,83
50,00
12,84
85,50
71,67
25,67
60,17
47,22
54,62
87,50
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41,73
35,63
30,59
34,08
32,33
57,82
38,52
49,38
40,82
45,78
31,24
30,50
57,59
58,00
5,67
148,83
37,45
4,00
29,09
7,89
20,00
28,50

32,23
40,80
28,36
48,72
38,54
37,81
26,09
32,69
37,91
15,52
24,76
10,75
60,92
19,33
9,84
78,84
33,00
28,67
31,92
37,34
34,24
76,17

MOG ref.
44,57
76,50
37,49
106,18
69,38
56,37
21,38
41,06
18,33
82,73
21,29
74,53
13,17
90,93
50,00
28,00
9,45
2,67
7,75
4,89
6,53
13,56

90,77
93,95
62,90
115,39
89,14
131,04
54,14
97,40
77,67
123,37
52,53
104,42
121,67
138,53
79,00
113,67
131,00

8,00
100,25
22,67
67,00
16,17

New MOG ref.
17,49
16,39
22,22
15,29
18,26
13,43
19,33
15,20
19,88
9,89
23,67

16,09
9,89

53,50
6,33
3,33
5,58
14,84
8,67
19,34

14,33
9,19
18,48
11,29
15,46
7,81
6,39
7,15
9,71
17,18
11,60
27,50
5,00
8,93
15,00
4,67

9,56
9,56
17,67

CEF
77,51
45,27
77,45
55,95
67,46
77,63
25,43
54,79
73,97
63,27
60,43
64,94
97,67
61,60
100,00
35,84
101,67
84,00
97,25
51,00
77,43
138,00

PHA
343,94
316,80
355,42
295,82
327,75
324,82
355,76
338,36
362,94
303,90
373,10
299,27
345,17
308,53
353,84
328,50
374,22
364,00
371,67
380,33
375,38
407,78



Zuerst werden wieder alle Patienten mit allen Kontrollen verglichen. Hierbei haben
sich keine signifikanten Unterschiede finden lassen (Tab. 39 und Abb. 52). Trotzdem

gibt es aber z. T. relativ grolle Abstande. So differiert der Mittelwert aller Patienten

Gesamt
0Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF Hexon (ADV)
Patienten (24) 3,21 33,38 41,73 44,57 17,49 77,51 54,00
Kontrollen (20) 3,38 28,90 35,63 76,50 16,39 45,27 56,13
Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA
Patienten (24) 32,23 90,77 14,33 343,94
Kontrollen (20) 40,80 93,95 9,19 316,80
Tab. 39
Elispot gesamt Alle Patienten gegen alle Kontrollen
400 -
@ 350 B Patienten (24)
8 O Kontrollen (20)
o 300 4
=
B 250
(%]
8 200 4
©
£ 150 4
£
$, 100 +
. h na i
0 i =l al _HE
0 Ag MOG MOG MOG ref New Hexon Glas PP65 EBNA-1
PBS  Acetat MOG ref. (ADV) (ADV) (CMV) (EBV)
Antigen
Abb. 52

gegenuber dem aller Kontrollen bei MOG PBS um +4,48 Spots, bei MOG Acetat um
+6,1 Spots, bei MOG ref. um -31,93 Spots, bei New MOG ref. um nur +1,1 Spots,
bei CEF um +32,24 Spots, bei Hexon um nur -2,13 Spots, bei Glas um -8,57 Spots,
bei pp65 um -3,18 Spots und bei EBNA-1 um durchschnittlich +5,14 Spots. Dabei
fallen besonders zwei relativ grole Unterschiede auf. Und zwar sind die Unter-
schiede bei MOG ref. und bei CEF besonders grol3, wobei vor allem der Mittelwert
von MOG ref. durch die stark unterschiedlichen Ergebnisse des 1. Teils der Elispot-

Analyse (4.4) und des 2. Teils der Elispot-Analyse (4.5) deutlich beeinflusst wird, was
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man im Vergleich der Abb. 48 zu Abb. 49 und wiederum zu Abb. 52 sehr schon er-

kennen kann.

Kein signifikanter Unterschied findet sich beim Vergleich der weibl. Patienten mit den

weibl. Kontrollen und beim Vergleich der mannl. Patienten mit den mannl. Kontrollen.

Auch bei der Gegenuberstellung aller Frauen (weibl. Patienten und weibl. Kontrollen)
gegen alle Manner (mannl. Patienten und mannl. Kontrollen) Iasst sich keine Signifi-

kanz ausmachen.

Sowohl bei den weibl. Patienten als auch bei den mannl. Patienten kann gegenuber

allen Kontrollen keine signifikante Differenz gefunden werden.

Vergleicht man nun die Geschlechter innerhalb der Kontrollen, also die weibl. Kont-
rollen mit den mannl. Kontrollen, so ergibt sich auch hier kein signifikanter Unter-

schied.

Und auch gegenuber allen Patienten zeigen weder die weibl. Kontrollen noch die

mannl. Kontrollen Signifikanzen.

Die therapierten Patienten weisen im direkten Vergleich mit den nicht therapierten
Patienten genauso wenig einen signifikanten Unterschied auf, wie sowohl die thera-
pierten Patienten als auch die nicht therapierten Patienten gegenuber allen Kontrol-

len keinerlei Signifikanz aufweisen.

Werden die weibl. therapierten Patienten den mannl. therapierten Patienten gegen-
ubergestellt, so lassen sich auch hier keine Signifikanzen finden. Vergleicht man
weiter die weibl. therapierten Patienten mit den weibl. nicht therapierten Patienten

und die mannl. therapierten Patienten mit den mannl. nicht therapierten Patienten
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und stellt man auRerdem die weibl. nicht therapierten Patienten den mannl. nicht
therapierten Patienten vergleichend gegenuber, so ergeben sich auch hier keine sig-
nifikanten Unterschiede nach antigener Stimulation.

Wieder ist dann auch beim Vergleich sowohl der weibl. therapierten Patienten als
auch der mannl. therapierten Patienten mit den therapierten Patienten keine signifi-
kante Differenz zu finden.

Ebenfalls ohne signifikante Unterschiede bleibt die Gegenuberstellung der weibl.
nicht therapierten Patienten und auch der mannl. nicht therapierten Patienten gegen
die nicht therapierten Patienten.

Zuletzt zeigt sich dann, dass diese vier Gruppen, also die weibl. und mannl. therapie-
rten Patienten und die weibl. und mannl. nicht therapierten Patienten, auch gegen-

uber allen Kontrollen keine Signifikanz aufweisen.

Sich jetzt der Gruppe der im Schub befindlichen Patienten zuwendend, zeigt sich bei
dieser Gruppe gegenuber der Gruppe Natalizumab bei MOG PBS mit 24,33 Spots zu
91,67 Spots ein um durchschnittlich 67,34 Spots und mit einem p von 0,0100 signifi-
kant erniedrigter Mittelwert. Zudem ist auch der Mittelwert dieser Gruppe bei MOG
Acetat mit 28,50 Spots zu 148,83 Spots um im Durchschnitt 120,33 Spots und mit
einem p von 0,0177 signifikant erniedrigt.

Und vergleicht man diese Gruppe mit den nicht therapierten Patienten, so ergibt sich
bei dem Antigen Glas (ADV) mit 76,17 Spots zu 15,52 Spots ein um im Schnitt 60,65
Spots und mit einem p von 0,0357 signifikant erhdhter Mittelwert. Dabei differieren al-
lerdings die Varianzen relativ stark.

Gegenuber der Gruppe Glatirameracetat, der Gruppe Rebif, der Gruppe Interferon [3-

1a gesamt, der Gruppe Interferon B-1b, der Gruppe Interferon § gesamt, den thera-
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pierten Patienten, gegenuber allen Patienten und gegenuber allen Kontrollen zeigt

die Gruppe der Patienten im Schub keine weitere Signifikanz mehr.

Nun werden noch die Gruppen der einzelnen Medikamente betrachtet. Dazu sei ge-
sagt, dass sich im Vergleich zu 4.5 nicht alle Gruppen verandert haben, so dass
manche Gruppendaten mit denen aus 4.5 identisch sind. Deshalb werden diese
Daten hier nicht nochmals analysiert, sondern es wird im Folgenden an entspre-
chenden Stellen auf die jeweiligen Datenanalysen aus 4.5 verwiesen. In der spater
folgenden Ubersicht der Signifikanzen der einzelnen Antigene sind dann natrlich

alle Signifikanzen aufgefuhrt, also auch die, die schon unter 4.5 ermittelt wurden.

Bei der Betrachtung der Gruppe Glatirameracetat sind nun im Vergleich mit den ein-
zelnen Medikamentengruppen, also mit der Gruppe Natalizumab, der Gruppe Rebif,
der Gruppe Interferon B-1a gesamt, der Gruppe Interferon B-1b der Gruppe Inter-
feron B gesamt und den therapierten Patienten, alle Daten identisch mit denen aus
4.5 und es wird hier deshalb auf 4.5 verwiesen. Nicht identisch sind die Daten der
nicht therapierten Patienten, aller Patienten und aller Kontrollen, die aber beim Ver-
gleich mit der Gruppe Glatirameracetat alle keine signifikanten Unterschiede zeigen.

Insgesamt weist diese Gruppe hier dieselben Signifikanzen auf wie unter 4.5.

Auch fur die Gruppe Natalizumab gilt, dass alle Vergleiche mit den Gruppen der ein-
zelnen Medikamente, also mit der Gruppe Rebif, der Gruppe Interferon -1a gesamt,
der Gruppe Interferon -1b und der Gruppe Interferon 3 gesamt, und auRerdem mit
den therapierten Patienten identisch zu den Daten aus 4.5 sind und deshalb dort ein-
zusehen sind.

Gegenuber den nicht therapierten Patienten allerdings ist der Mittelwert der Gruppe

Natalizumab bei MOG Acetat mit 148,83 Spots zu 45,78 Spots um durchschnittlich
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103,05 Spots und einem p von 0,0342 signifikant erhoht. Weiter ist bei diesem Ver-
gleich auch der Mittelwert von New MOG ref. bei der Gruppe Natalizumab mit 53,50
Spots zu 9,89 Spots um im Durchschnitt 43,61 Spots und mit einem p von 0,0014
hoch signifikant erhoht. AuRerdem zeigt sich mit einem p von 0,0415 auch noch bei
Glas (ADV) mit 78,84 Spots zu 15,52 Spots bei den nicht therapierten Patienten ein
bei der Gruppe Natalizumab um im Schnitt 63,32 Spots signifikant erhohter Mittel-
wert. Hierbei herrschen aber stark differierende Varianzen vor.

Die Gruppe Natalizumab zeigt gegenuber allen Patienten bei MOG Acetat mit 148,83
Spots zu 41,73 Spots einen um durchschnittlich 107,10 Spots und mit einem p von
0,0095 hoch signifikant erhdhten Mittelwert. Erneut ist hier bei der Gruppe Natalizu-
mab auch der Mittelwert fur New MOG ref. mit 53,50 Spots zu 17,49 Spots bei allen
Patienten um im Schnitt 36,01 Spots und mit einem p von 0,0210 signifikant erhoht.
SchlieBlich wird die Gruppe Natalizumab noch mit allen Kontrollen verglichen. Dabei
ergibt sich, dass der Mittelwert der Gruppe Natalizumab bei MOG PBS mit 91,67
Spots zu 28,90 Spots bei allen Kontrollen um im Durchschnitt 62,77 Spots und mit
einem p von 0,0154 signifikant erhoht ist. Mit einem p von 0,0013 ist der Mittelwert
der Gruppe Natalizumab bei diesem Vergleich bei MOG Acetat mit 148,83 Spots zu
35,63 Spots um durchschnittlich 113,20 Spots sogar hoch signifikant erhoht. Noch
Uberboten wird dies mit einem p von 0,0004 bei dem Mittelwert von New MOG ref.,
der bei der Gruppe Natalizumab mit 53,50 Spots zu 16,39 Spots bei allen Kontrollen

um im Schnitt 37,11 Spots hochst signifikant erhoht ist.

Die Gegenuberstellungen der Gruppe Rebif mit der Gruppe Interferon 3-1a gesamt,
der Gruppe Interferon B-1b, der Gruppe Interferon f gesamt und mit den therapierten
Patienten wurden bereits unter 4.5 dargestellt und werden aufgrund identischer Da-

tensatze hier nicht erneut erlautert.
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Wegen neuer Datensatze wurden aber die nicht therapierten Patienten, alle Pati-
enten und alle Kontrollen mit der Gruppe Rebif verglichen, allerdings ohne eine Sig-

nifikanz aufzuweisen.

Identisch zu den Datensatzen bei 4.5 sind die Daten der Gruppe Interferon (3-1a ge-
samt im Vergleich mit der Gruppe Interferon B-1b, der Gruppe Interferon  gesamt
und im Vergleich mit den therapierten Patienten und konnen entsprechend unter 4.5
eingesehen werden.

Bei den hier neu angestellten Vergleichen der Gruppe Interferon B-1a gesamt mit
den nicht therapierten Patienten, mit allen Patienten und mit allen Kontrollen lassen

sich keine signifikanten Unterschiede finden.

Wiederum wird bei den Vergleichen der Gruppe Interferon 3-1b mit der Gruppe Inter-
feron B gesamt und den therapierten Patienten wegen identischer Daten auf die Aus-
fuhrungen in 4.5 verwiesen.

Auch hier zeigen sich keine Signifikanzen bei der Gruppe Interferon 3-1b gegenuber

den nicht therapierten Patienten, allen Patienten und gegenuber allen Kontrollen.

Zuletzt wird noch die Gruppe Interferon B gesamt betrachtet. Der Vergleich mit den
therapierten Patienten wird bei identischen Daten hier nicht wiederholt und ist unter
4.5 zu finden.

Was hier allerdings Uberpruft wurde, ist die Gegenuberstellung der Gruppe Interferon
B gesamt gegen die nicht therapierten Patienten, alle Patienten und gegen alle Kont-

rollen. Dabei hat sich keinerlei Signifikanz herauskristallisiert.

Nun werden wieder die einzelnen Antigene und deren Signifikanzen betrachtet.
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Bei der Betrachtung des Antigens MOG in PBS und dessen Signifikanzen fallt auf,
dass die Signifikanzen hier alle mit den Signifikanzen aus 4.5 bezuglich des MOG
PBS Ubereinstimmen. Hier fehlt lediglich der signifikant erhohte Mittelwert der mannl.
nicht therapierten Patienten gegenuber allen Kontrollen, der unter 4.5 noch vorhan-
den war. Durch das Fehlen dieser Signifikanz kommt der Gruppe Natalizumab, die
sowieso schon eine besonders hohe Beteiligung an Signifikanzen aufweist, eine
noch groRere Bedeutung zu, da diese hier nun an allen signifikanten Unterschieden
beteiligt ist. Aufgrund der fast vollstandigen Ubereinstimmung der signifikanten Diffe-
renzen bezuglich des MOG PBS zu denen unter 4.5, wird deshalb zu den weiteren

Ausfuhrungen auch auf den entsprechenden Abschnitt in 4.5 verwiesen.

Signifikante
Mittelwerte
Ausschiittung
Interferon-y
Elispot
MOG PBS
Patienten im Schub < Natalizumab
24,33 * 91,67
Glatirameracetat < Natalizumab
7,50 * 91,67
Natalizumab > Rebif
91,67 * 25,67
Natalizumab > Interferon B-1a gesamt
91,67 * 20,75
Natalizumab > Interferon B-1b
91,67 * 10,00
Natalizumab > Interferon  gesamt
91,67 16,14
Natalizumab > Therapierte Patienten
91,67 * 28,30
Natalizumab > Kontrollen gesamt
91,67 * 28,90
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Jetzt wird das Antigen MOG in Acetat mit seinen signifikanten Differenzen betrachtet.

Vergleicht man hier die Signifikanzen mit denen unter 4.5 bezlglich des MOG Acetat,

so stellt man fest, dass es hier zu einer vollstandigen Ubereinstimmung der signifi-

kanten Unterschiede kommt, weshalb zu den weiteren Ausfuhrungen wiederum auf

den entsprechenden Abschnitt unter 4.5 verwiesen wird.

Patienten im Schub
28,50

Glatirameracetat
5,67

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Rebif
37,45

Signifikante

Mittelwerte

Ausschiittung

Interferon-y
Elispot

MOG Acetat

*kk

*%

*%

*kk

*kk

*%

*%

Natalizumab
148,83

Natalizumab
148,83

Rebif
37,45

Interferon B-1a gesamt
29,09

Interferon B-1b
7,89

Interferon B gesamt
20,00

Therapierte Patienten
40,82

Nicht therapierte Patienten
45,78

Patienten gesamt
41,73

Kontrollen gesamt
35,63

Interferon B-1b
7,89

Bei dem Antigen MOG ref. ist, wie hier deutlich zu erkennen ist, die Gruppe Natalizu-

mab an allen Signifikanzen beteiligt. Dabei findet sich hier gegenuber den Inter-
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feronen wie schon unter 4.5 bei der Gruppe Natalizumab ein hoch signifikant erho-
hter Mittelwert gegentber der Gruppe Interferon 3-1a gesamt und der Gruppe Inter-
feron B-1b und ein hochst signifikant erhohter Mittelwert des sezernierten Interferon-y
gegenuber der Gruppe Interferon 3 gesamt. Dies bestatigt wieder den unter 4.5 be-
reits erwahnten grof3en Unterschied zwischen den Medikamenten Natalizumab und
den Interferonen in ihrer offensichtlich vorhandenen Fahigkeit, die Ausschittung des
Cytokins Interferon-y durch die Zellen der Patienten zu beeinflussen, also wie bei den
Interferonen, und entsprechend auch bei dem zu den Interferonen B-1a gehorigen
Rebif, diese Ausschuttung eher zu drosseln bzw. zu inhibieren oder wie bei Natalizu-
mab diese Ausschuttung eher zu fordern bzw. zu stimulieren. Im Gegensatz zu den
signifikanten Differenzen bezuglich des MOG ref. unter 4.5 bei den weibl. bzw.
mannl. nicht therapierten Patienten und den nicht therapierten Patienten gegenuber
allen Kontrollen und den Patienten im Schub gegenuber der Gruppe Natalizumab

zeigt sich hier keine weitere Signifikanz.

Signifikante
Mittelwerte
Ausschiittung
Interferon-y
Elispot
MOG ref.
Natalizumab > Rebif
28,00 ** 9,45
Natalizumab > Interferon B-1a gesamt
28,00 ** 7,75
Natalizumab > Interferon B-1b
28,00 ** 4,89
Natalizumab > Interferon B gesamt
28,00 o 6,53

Eine vollstandige Ubereinstimmung der Signifikanzen findet sich bei dem Antigen

New MOG ref., also dem neuen Batch des Antigens MOG ref., mit den Signifikanzen
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bezuglich dieses Antigens unter 4.5, weshalb an dieser Stelle wieder auf die Ausfuh-

rungen dort verwiesen wird.

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Natalizumab
53,50

Signifikante
Mittelwerte

Ausschiittung

Interferon-y
Elispot

New MOG ref.

>

*%

Rebif
6,33

Interferon B-1a gesamt
5,58

Interferon B gesamt
8,67

Nicht therapierte Patienten
9,89

Patienten gesamt
17,49

Kontrollen gesamt
16,39

Neu im Vergleich zu den Signifikanzen unter 4.5 aufgetreten sind dagegen zwei Sig-

nifikanzen, die das Antigen Glas (ADV) betreffen. Hier zeigt sich sowohl bei den Pa-

tienten im Schub bei dem hier mit deutlichem Abstand zweithochsten Mittelwert als

auch bei der Gruppe Natalizumab mit dem sogar hochsten Mittelwert eine nach Kon-

takt mit diesem Antigen signifikant starkere Ausschuttung von Interferon-y gegenuber

den nicht therapierten Patienten. Umgekehrt zeigen die nicht therapierten Patienten

hier also eine signifikant erniedrigte Ausschuttung von Interferon-y.

Patienten im Schub

76,17

Natalizumab

78,84

Signifikante
Mittelwerte

Ausschiittung

Interferon-y
Elispot
Glas (ADV

>

*
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Zuletzt gibt es auch hier wieder eine Signifikanz bezlglich des Antigens pp65 (CMV).
Hier zeigt sich wie schon unter 4.5 eine signifikant starkere Ausschittung von Inter-
feron-y bei der Gruppe Natalizumab gegenuber der Gruppe Interferon 3-1b, deren
Interferon-y-Ausschuttung hier umgekehrt signifikant erniedrigt ist. Keine Signifikanz
mehr zeigt sich hier allerdings im Gegensatz zu 4.5 zwischen den weibl. und mannl.

Patienten.

Signifikante Mittelwerte
Ausschiittung Interferon-y

Elispot
65 (CMV
Natalizumab > Interferon B-1b
113,67 * 22,67

Dieses Kapitel abschliel3end soll noch kurz auf die pharmakologischen Wirkungen
der Medikamente eingegangen werden. Glatirameracetat z. B. sorgt dafur, dass die
Tho-Zelle ihre immunmodulatorischen Cytokine wie IL-3, IL-4 und IL-9 und ihre anti-
inflammatorischen Cytokine wie IL-4, IL-10 und IL-13 sezerniert und damit durch Ver-
schiebung des Gleichgewichtes der pro- und antiinflammatorisch wirkenden Cytokine
den proinflammatorischen Cytokinen wie IL-1 und Tumornekrosefaktor(TNF-) a indi-
rekt entgegenwirkt (Karow & Lang-Roth, 2009, S. 1004) (Loffler & Petrides, 2003, S.
814-834). Hochstens indirekt kdonnte, wie hier gegenuber Natalizumab der Fall, die
Interferon-y-Sekretion bei mit Glatirameracetat therapierten Patienten signifikant er-
niedrigt sein. Natalizumab dagegen wirkt Uber das Eingehen einer spezifischen Bin-
dung mit einem Integrin (Anti-a-4-Integrin-Antikorper) auf der Zelloberflache der
Leukozyten, wodurch dieses wiederum die Bindung mit auf dem Endothel gelegenen
Adhasionsmolekulen wie VCAMs nicht mehr eingehen kann und folglich keine Migra-
tion und Infiltration der Leukozyten in entzindetes Gewebe stattfinden kann (Ruf® &

Endres, 2009, S. 206) (Loffler & Petrides, 2003, S. 183-185). Aufgrund der fehlenden
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Migration konnte die Anzahl von Leukozyten und als Folge davon naturlich auch die
Anzahl der Interferon-y sezernierenden Zellen im Blut erhoht sein. Leider war unter
4.1 nur ein mit Natalizumab behandelter Patient vorhanden, der allerdings mit der
hochsten Lymphozytenanzahl Uberhaupt (2014) diese geschilderte Folge der Thera-
pie bestatigt. AuBerdem erkennt man bei der Gruppe Natalizumab ja sofort die
multiplen signifikant erhohten Interferon-y sezernierenden Zellzahlen unter 4.5 und
4.6, was diese Folgerung ebenfalls bestatigt. Die Interferone, sowohl Rebif und
Avonex (B-1a) als auch Betaferon (B-1b), zeigen “nach Bindung an Interferon-Rezep-
toren ein komplexes Netzwerk von intra- und interzellularen Wirkungen® (Karow &
Lang-Roth, 2009, S. 924) und sind daher hier nur sehr schwer in eventueller Einfluss-
nahme zu beurteilen. Allerdings haben die Interferone neben ihrer antiviralen und im-
munmodulatorischen auch noch eine antiproliferative Wirkung (Karow & Lang-Roth,
2009, S. 924). Diese konnte hier beispielsweise fur die oft signifikant erniedrigte Zell-
zahl an Interferon-y sezernierenden Zellen bei den mit Interferonen therapierten Pati-
enten verantwortlich sein. Aber auch bei der Beurteilung der Zellzahlen unter 4.1, 4.2
und 4.3 ist die antiproliferative Wirkung der Interferone bei der Einschatzung der Er-

gebnisse nicht zu vergessen.
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5 DISKUSSION

In diesem Kapitel werden nicht nur zur Einschatzung der Ergebnisse dieser Arbeit,
sondern auch zum besseren Verstandnis vor allem der Rolle der regulatorischen T-

Zellen mehrere Forschungsarbeiten vorgestellt und diskutiert.

5.1 Differente Zellzahlen der CD4+25+ Zellen und anderer Zellen

In MS-Lasionen finden sich laut Lucchinetti et al., 2000 neben regulatorischen T-Zel-
len auch CD4+ und CD8+ Zellen, Makrophagen und eher weniger B-Lymphozyten
und Plasmazellen. AuRerdem konnen laut Huang et al., 1999 bei MS-Patienten zirku-
lierende dendritische Zellen in hoher Zahl vorhanden sein, die proinflammatorische
Cytokine sezernieren und sich laut de Andrés C et al., 2000 und Pashenkov et al.,
2001 wahrend eines Schubes im Liquor wiederfinden. (J. Navarro et al., 2006)

Es kommen also unterschiedlichste Zellen in den MS-Lasionen vor, weshalb bei den
Untersuchungen der einzelnen Zellpopulationen besser mehr als weniger Zellpopula-

tionen in Augenschein genommen werden sollten.

Lymphozytenzellzahl

Bezuglich der Lymphozytenzahl konnten keine beschriebenen Signifikanzen im Rah-
men der hier benutzten Literatur gefunden werden. Lediglich die Auswirkung einer
Therapie mit Natalizumab auf die Lymphozytenzellzahl, namlich ein Anstieg der Lym-
phozytenzellzahl im peripheren Blut, wurde in der Literatur durch Stenner et al., 2008
beschrieben und konnte hier bestatigt werden. Viel wichtiger aber ist, dass in dieser

Arbeit hier die MS-Patienten eine signifikante Erniedrigung der Lymphozytenzell-
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zahlen gegenuber den gesunden Kontrollen aufweisen. Diese Tatsache schlagt sich
naturlich auch auf alle ermittelten absoluten Zellzahlen anteilig der Lymphozyten
nieder, was bei den jeweiligen Einschatzungen berucksichtigt bzw. bedacht werden

sollte.

CD3+ Zellen

Auch bei den CD3+ Zellen konnten mit dieser hier verwendeten Literatur keine An-
gaben uber signifikante Differenzen im Zusammenhang mit der MS gefunden wer-
den. Wenn auch nicht beim Vergleich aller Patienten mit allen Kontrollen, so sind in
dieser Arbeit dennoch einige Signifikanzen vor allem bezuglich der Gruppe

Glatirameracetat aufgetreten.

CDA4+ Zellen

Im Gegensatz zu Venken et al., 2006, wo keine Signifikanzen bezuglich der CD4+
Zellen anteilig der Lymphozyten beschrieben wurden, konnte in dieser Arbeit hier
eine signifikante Erhohung der CD4+ Zellen in Prozent der Lymphozyten bei allen
MS-Patienten gegenuber allen Kontrollen gezeigt werden. Zudem wurden nach
Unterteilung der Patienten und Kontrollen in weitere Gruppen noch multiple andere

Signifikanzen gefunden.

CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen

Etwa 5-10 % der zirkulierenden CD4+ T-Zellen sind regulatorische T-Zellen. Die re-
gulatorischen T-Zellen inhibieren die Proliferation und Cytokinsekretion von aktivie-
rten T-Zellen und sezernieren dabei laut Miyara & Sakaguchi, 2007 suppressive
Cytokine wie IL-10 oder TGF-B. Es hat sich gezeigt, dass laut Kohm et al., 2002 ein

Transfer von regulatorischen T-Zellen die Entstehung einer EAE hemmen kann,
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wogegen eine Abwesenheit von regulatorischen T-Zellen die EAE verschlimmert.

(Braitch et al., 2008)

Die positive und negative Selektion im Thymus verhindert laut Kuchroo et al., 2002
und Sospedra & Martin, 2005 nicht vollstandig, dass gegen Autoantigene gerichtete
T-Effektor-Zellen den Thymus verlassen. Aullerhalb des Thymus stehen diese T-Ef-
fektorzellen unter der Kontrolle der regulatorischen T-Zellen, die durch ihre Suppres-
sionsfahigkeit diese zu unterdricken bzw. zu hemmen in der Lage sind. Damit die re-
gulatorischen T-Zellen dieser Aufgabe nachgehen bzw. als eigene Zelllinie uberhaupt
erst in die Blutbahn gelangen kdnnen, scheinen diese laut Jordan et al., 2001, Liston
et al., 2004 und van Santen et al., 2004 eine groRere Widerstandsfahigkeit gegen-
Uber der negativen Selektion im Thymus als normale CD4+ T-Zellen zu besitzen und
nicht nur das, sondern der Thymus scheint zusatzlich noch zu einer Induktion der
Produktion von regulatorischen T-Zellen befahigt zu sein. Es scheint sich also eine
Art Gleichgewicht zwischen den der negativen Selektion des Thymus entkommenen
autoreaktiven T-Effektorzellen und den vom Thymus vermehrt durchgelassenen re-
gulatorischen T-Zellen zu entwickeln, bei welchem es den regulatorischen T-Zellen
moglich ist, die Autoreaktivitat der T-Effektorzellen ausreichend zu inhibieren. Eine
Storung dieses Gleichgewichts konnte zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung

fuhren. (C. Cassan & R. S. Liblau, 2007)

Die regulatorischen T-Zellen sammeln sich am Entzindungsherd im ZNS an. Es ge-
lingt ihnen allerdings trotzdem nicht, die T-Effektor-Zellen so zu inhibieren, dass die
Entzindungsreaktion beendet wird bzw. gar nicht erst entsteht. Dabei scheint das
Verhaltnis zwischen den T-Effektor-Zellen und den regulatorischen T-Zellen von Be-
deutung zu sein, da zum Zeitpunkt des Hohepunkts der Krankheitsaktivitat die T-Ef-
fektor-Zellen vermehrt vorhanden sind, im Verlauf der Entzindungsreaktion die regu-
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latorischen T-Zellen aber die Oberhand gewinnen und zum Zeitpunkt der Ruckbil-
dung der Entzindung die regulatorischen T-Zellen schlie3lich Uberwiegen. Nicht nur
das Gleichgewicht in der Blutbahn, sondern vor allem das lokale Gleichgewicht spielt
also eine Rolle. Dabei schutten die T-Effektor-Zellen lokal vermehrt Cytokine wie IL-
6, IL-17, IFN-y und TNF aus. IL-6 alleine schon ist fahig, die von den regulatorischen
T-Zellen vermittelte Suppression der allerdings naiven T-Effektor-Zellen um 50 % zu
senken. IL-6 und TNF zusammen sind in der Lage, die suppressive Wirkung der re-
gulatorischen T-Zellen vollstandig aufzuheben. Es zeigt sich also, dass hier nicht
oder nicht nur die mangelnde Suppressionsfahigkeit der regulatorischen T-Zellen fur
die Entstehung eines entsprechenden Entzindungsherd verantwortlich ist, sondern
auch die Fahigkeit der T-Effektor-Zellen, sich durch Sekretion von Cytokinen (v.a. IL-
6 und TNF) gegen die Suppression durch die regulatorischen T-Zellen widerstands-
fahig zu machen. Hieraus resultiert eventuell auch eine therapeutische Option, bei
der es zu einer Neutralisation des |IL-6 und TNF kommt, um die T-Effektor-Zellen fur
die suppressive Wirkung der regulatorischen T-Zellen empfanglich zu machen. Des
Weiteren verhindert ein proinflammatorisches Milieu laut Liu et al., 2006 eine Um-
wandlung bzw. Differenzierung von regulatorischen T-Zellen aus CD4+25+Foxp3- T-

Zellen. (Korn et al., 2007)

MBP- und PLP-reaktive T-Zellen sind laut Pette et al., 1990, Zhang et al., 1992,
Pelfrey et al., 1994 und Markovic-Plese et al., 1995 sowohl bei MS-Patienten als
auch bei gesunden Kontrollen vorhanden, sind also Teil des normalen T-Zell-Reper-
toires (-Bestands) im Blut. Bei Aktivierung konnen sich diese Zellen laut Allegretta et
al., 1990, Chou et al., 1992, Zhang et al., 1994 und Vandevyver et al., 1995 aus dem
Blut zurtckziehen und im Liquor, also im ZNS, ansammeln, was nach Abwanderung

in ein anderes Kompartiment (ZNS) zu deren erniedrigter Zellzahl im Blut fuhren kon-
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nte. Der Transfer solch aktivierter MBP- und PLP-spezifischer T-Zellen hat laut
Bernard et al., 1976, Ben Nun et al., 1981a, 1981b, Martin et al., 1992 und Martin &
McFarland, 1995 in mehreren verschiedenen Tierarten eine EAE auslosen konnen.
MOG ist das einzige Antigen, das sowohl eine T-Zell-vermittelte Entzindungsreakti-
on mithilfe des Zell-Zell-Kontakts als auch eine laut Linington et al., 1988 und
Lassmann et al., 1988 antikorpervermittelte Demyelinisierung bei Tieren verursacht.
Die Anti-MOG-Antikorper haben also die Fahigkeit zur Demyelinisierung. Bei Anti-
MOG-T-Zell-lImmunantworten gibt es zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrol-
len laut Ewing & Bernard, 1998, keine signifikanten Unterschiede. (Hellings et al.,

2001)

Die Fahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen zur Suppression der CD4+ T-
Effektor-Zellen bzw. zur Inhibition deren Aktivitat kommt laut Shevach, E.M., 2002,
Sakaguchi, S., 2004 und Coombes et al., 2005 nicht nur gegen autoreaktive CD4+ T-
Effektor-Zellen, sondern auch gegen CD4+ T-Effektor-Zellen, die gegen Nicht-Selbst-

Antigene gerichtet sind, zum Einsatz. (Vukmanovic-Stejic et al., 2006)

Bezlglich der Antigene der bei der MS betroffenen Strukturen und der darauf gerich-
teten spezifischen Antikorper ist zu erwahnen, dass von Fredrikson et al., 1991
schon im Nabelschnurblut von Neugeborenen Antikorper gegen MBP, PLP, MOG
und MAG (Myelin-associated glycoprotein) nachgewiesen wurden. Dabei hatten
manche Neugeborene Antikorper gegen nur eines dieser Antigene im Blut, wogegen
andere gleich mehrere dieser Antikorper im Blut hatten. Die Antikdrper wiederum
waren in unterschiedlichen Isoformen wie IgA, IgM und IgG vorhanden. Folglich
muss also bereits im Mutterleib ein Antigenkontakt stattgefunden haben, denn nur
lgG-Antikorper konnten, weil diese plazentagangig sind, auch von der Mutter stam-
men. Sind die IgG-Antikorper allerdings tatsachlich Antikorper des Neugeborenen,
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so muss der Antigenkontakt bereits im Mutterleib stattgefunden haben und es kommt
dann auf die Hohe der IgG-Konzentration und das gleichzeitige Vorhandensein von
IgM-Antikorpern und deren Konzentration an, um ungefahr abschatzen zu kénnen,
wann der Antigenkontakt stattgefunden hat (Akute Immunantwort durch IgM und ver-
zogerte Immunantwort von IgG bei erstmaligem Antigenkontakt; ab dem zweiten
Antigenkontakt wird die Immunantwort hauptsachlich durch IgG vermittelt (Klinke &
Silbernagl, 2001, S. 205)). (S. Fredrikson et al., 1991)

Sollte es aufgrund der Entwicklung des ZNS und einer noch nicht voll ausgebildeten
bzw. funktionstichtigen Blut-Hirn-Schranke wahrend der Embryo- und Fetogenese
im Mutterleib physiologischerweise zu einem vermehrten Antigenkontakt mit Myelin-
proteinen wie MBP, PLP und MOG, und zwar, aufgrund der Organogenese und der
dabei vielleicht vermehrt zugrundegegangenen Zellen, auch der transmembranen
und intrazellular gelegenen Proteinsequenzen, kommen, so kdnnte dies doch mit ein
Grund fur das Vorhandensein solcher Immunglobuline im Nabelschnurblut von Neu-
geborenen und autoreaktiver Zellen bei gesunden Erwachsenen (Hellings et al.,
2001) sein. Zumindest zeigt es, dass solche Zellen und Immunglobuline nicht nur
pathologischerweise, sondern sogar, vielleicht aber nicht durchgehend nachweisbar,
bei allen Menschen physiologischerweise vorhanden sein konnten und nur unter ge-
wissen Umstanden zum Ausbruch der MS-Erkrankung fuhren. Dies konnte dann na-

turlich auch flr andere Autoimmunerkrankungen so gelten.

Vielleicht spielt das von Cassan & Liblau, 2007 und Korn et al., 2007 beschriebene
Gleichgewicht zwischen T-Effektor-Zellen und regulatorischen T-Zellen aber nicht nur
bei autoreaktiven T-Zellen eine Rolle, sondern gilt allgemein, also auch fur gegen
Nicht-Selbst-Antigene gerichtete T-Zellen, die namlich ebenfalls von regulatorischen

T-Zellen supprimiert werden (Vukmanovic-Stejic, 2006), um eine uUberschiel3ende Im-
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munantwort zu verhindern bzw. die Immunreaktion Uberhaupt wieder zu beenden. Es
scheint also gewollt bzw. normal zu sein, dass sowohl autoreaktive als auch gegen
Pathogene gerichtete T-Effektor-Zellen in der Blutbahn vorhanden sind, die beide
durch naive und/oder die entsprechend spezifischen regulatorischen T-Zellen regu-
liert bzw. gesteuert und supprimiert werden. Insofern kdonnte es nicht pathologisch,
sondern entsprechend physiologisch normal sein, dass auch autoreaktive T-Zellen im
Blut vorkommen, die aber bei Gesunden durch die Regulation des Immunsystems in
ihrer Funktionalitat ausreichend gehemmt werden und nur bei einer Storung dieser
Regulation zur Autoimmunerkrankung fuhren. Wenn aber in ihrer Funktionalitat
fehlerhafte regulatorische T-Zellen eine Autoimmunreaktion bedingen, also die uber-
schieflende Immunreaktion nicht verhindern konnen, so mussten sich doch bei Infek-
tionen durch pathogene Keime bei Autoimmunpatienten auch Uberschiefende Im-
munreaktionen zeigen, vorausgesetzt es ist nicht nur die gegen das spezifische Auto-

antigen gerichtete regulatorische T-Zellpopulation betroffen.

Die regulatorischen T-Zellen des peripheren Bluts werden aber nicht nur durch eine
einzige Zelllinie gebildet, sondern entstehen auch aus sich schnell teilenden, hoch-
differenzierten CD4+ Gedachtniszellen. Im hoheren Alter ist der aus dem Thymus
stammende Anteil der regulatorischen T-Zellen gegenuber dem aus CD4+ Gedacht-
niszellen gebildeten Anteil erniedrigt, was natlrich gut zu einem sich mit zuneh-
mendem Alter zurtckbildenden Thymus passt. Es hat sich aullerdem gezeigt, dass
die regulatorischen T-Zellen eine verminderte Expression des Bcl-2-Gens aufweisen,
“‘dessen Produkt den apoptischen Zelltod verhindert® (Loffler & Petrides, 2003, S.
1145) und deshalb vermehrt fur die Apoptose anfallig sind. Zudem ist ihre Fahigkeit
zur Induktion der Telomerase gering, bei einem gleichzeitig starken Telomerverlust,

was alles auf ein kurzes Leben der regulatorischen T-Zellen hindeutet. Die Bildung
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von regulatorischen T-Zellen aus den CD4+ Gedachtniszellen scheint also den Er-
satz der zugrundegegangenen und mit zunehmendem Alter im Thymus vermindert
gebildeten regulatorischen T-Zellen und damit ein Gleichbleiben bzw. einen Erhalt
des Pools der regulatorischen T-Zellen zu gewahrleisten. Bei der in vivo Entstehung
von regulatorischen T-Zellen aus CD4+25-Foxp3- Zellen kommt TGF-3
(Transforming Growth Factor) laut Cobbold et al., 2004, Chen et al., 2003 und

Kretschmer et al., 2005 eine bedeutende Rolle zu. (Vukmanovic-Stejic et al., 2006)

Aber auch IFN-y kommt bei der Umwandlung bzw. Differenzierung der CD4+25- Zel-
len zu regulatorischen T-Zellen (CD4+25+ Zellen), welche durch die Expression von
Foxp3 charakterisiert ist, eine wichtige Rolle zu. Nur IFN-y und TGF-3, sonst aber
keine weiteren Cytokine der Twi-Zellen und/oder Two-Zellen, waren in der Lage, die
Expression von Foxp3 in CD4+25- T-Zellen und deren damit verbundene Weiterent-
wicklung zu regulatorischen T-Zellen zu induzieren. Durch die Abwesenheit von IFN-
y lasst sich entsprechend die Expression von Foxp3 deutlich vermindern. Bestatigt
wird die wichtige Rolle von IFN-y auch dadurch, dass ein das IFN-y blockierender
Antikorper die Expression von Foxp3 in CD4+25- Zellen und deren Weiterentwick-
lung zu regulatorischen T-Zellen signifikant hemmt, wobei andere blockierende Anti-
korper gegen andere Cytokine wie z. B. auch TGF-3 diesen Effekt nicht aufweisen.
Die Abwesenheit von IFN-y scheint aufgrund des fehlenden Stimulus zur Expression
von Foxp3 mit einer verminderten Zellzahl und Funktionalitat von CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen einherzugehen, was im Tiermodell dazu fuhrt, dass die Empfanglich-
keit fur den Erwerb einer EAE (Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis) erho-
ht und deren Symptomatik bzw. deren Krankheitsschwere verschlimmert ist. AulRer-
dem konnte bei einer in vitro Behandlung von CD4+25- Zellen mit IFN-y eine Weiter-

entwicklung dieser Zellen zu regulatorischen T-Zellen gezeigt werden. Unterschied-
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liche Ergebnisse bezlglich der CD4+25+ regulatorischen T- Zellzahlen konnten da-
mit erklart werden, dass die CD4+25- T-Zellen bei verschiedenen Individuen durch
differierende Mechanismen mit einer unterschiedlichen Anzahl an IFN-y-Rezeptoren
besetzt sind, was folglich zu einer verstarkten (regulatorische T-Zellen steigen) oder
abgeschwachten (regulatorische T-Zellen steigen, wenn Uberhaupt, nur gering) Re-
aktion der Zellen auf IFN-y fuhrt. (Wang et al., 20006)

Hier konnte auch ein Fehler bei der Up- und Down-Regulation vorliegen, falls dieser
Mechanismus hier vorhanden ist. Durch vermehrte Ausschuttung von IFN-y und
einen uUber langere Zeit erhohten IFN-y-Spiegel z. B. durch ein dauerhaft leicht akti-
viertes Immunsystem wurde es in der Folge zu einer signifikant erhohten Foxp3-Ex-
pression und entsprechend genauso auch zu einer signifikant erhohten CD4+25+ re-
gulatorischen T-Zellzahl kommen. Ware es den CD4+25- T-Zellen aufgrund des
Uberangebotes von IFN-y nun mdglich, den IFN-y-Rezeptor herunterzuregulieren,
ware die Moglichkeit einer Normalisierung der Foxp3-Expression und entsprechend
der CD4+25+ regulatorischen T-Zellzahlen gegeben. Bei einer fehlenden oder fehler-
haften Downregulation ware diese Normalisierung nicht moglich. Denkbar ware
ebenfalls bei normalem IFN-y-Spiegel eine fehlerhaft induzierte Up-Regulation der
IFN-y-Rezeptoren, was ebenfalls zu einer steigenden Foxp3-Expression und regu-
latorischen T-Zellzahl fuhren wirde. Die dauerhaft erhohten CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen konnten sich dann wiederum selbst in ihrer Funktionalitat herunter-
regulieren und aullerdem konnten gleichzeitig auch die T-Effektor-Zellen aufgrund
des Uberangebotes von regulatorischen T-Zellen und deren massiver auf sie ein-
wirkenden Suppressionsfahigkeit durch eine vermehrte Sekretion von Cytokinen wie
z. B. IL-6 und TNF, welche die regulatorische T-Zell-Suppressionsfahigkeit ihrerseits
hemmen (Korn et al., 2007), der Suppression entgegenwirken. Diese so aufgeho-

bene bzw. abgeschwachte Suppression konnte die Entwicklung einer Autoimmun-
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erkrankung ermaoglichen. Durch standiges regulatorisches Reagieren bzw. Entgegen-
wirken, bis die Gegenregulation wieder Uberwiegt, konnten, wie ein bei schwerem
Seegang auf und ab schwankendes Schiff, die Foxp3-Expression und auch die regu-
latorischen T-Zellzahlen einmal erhoht und dann wieder erniedrigt sein. Um dies in
den Griff zu bekommen, ist eventuell auch an ein therapeutisches Eingreifen bzw. an

eine therapeutische Veranderung der IFN-y-Rezeptorenanzahl zu denken.

Anfangliche Untersuchungen von Putheti et al., 2003 deuteten auch darauf hin, dass
die regulatorischen T-Zellen bei MS-Patienten erhoht sind (Huan et al., 2005). Aller-
dings zeigten sich bei Huan et al., 2005 keine signifikanten Unterschiede bzw. iden-

tische Zellzahlen bei den CD4+25+ regulatorischen T-Zellen.

Venken et al., 2006 konnte beim Vergleich der Patienten und Kontrollen, aber auch
bei den behandelten und unbehandelten, den RR(Relapsing Remitting)-MS- und den
SP(Secondary Progressive)-MS-Patienten keine signifikanten Unterschiede der Zell-
zahlen bezuglich der CD4+ Zellen anteilig der Lymphozyten, der CD4+25+ Zellen
und der CD4+25"" Zellen finden. AuRerdem konnte bestitigt werden, dass die
CD4+25+ Zellen “anergic® sind, nach einer T-Zell-Rezeptor(TCR)-Stimulation mit

Anti-CD3 also keine Proliferation zeigen. (Venken et al., 2006)

Auch U. Feger et al., 2007 hat keine signifikanten Differenzen bei der Zellzahl der re-
gulatorischen T-Zellen im peripheren Blut zwischen MS-Patienten und gesunden
Kontrollen und weiter auch bei CIS-, RR-MS-, SP-MS- und PP(Primary Progressive)-
MS-Patienten aufzeigen konnen. Allerdings konnte eine signifikant prozentuale Erho-
hung der regulatorischen T-Zellen im Liquor cerebrospinalis gegentber dem Blut von

MS-Patienten gezeigt werden. (U. Feger et al., 2007)
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Aus dem Thymus stammende, kurzlich emigrierte CD4+ Foxp3- Zellen nehmen bei
gesunden Kontrollen mit zunehmendem Alter ab. Bei < 30 J. sind diese Zellen 1/3
der CD4+ T-Zellen, zwischen 30 und 45 J. sind sie signifikant erniedrigt und bei > 45
J. sind sie schliellich am niedrigsten. Bei MS-Patienten dagegen sind die kurzlich
emigrierten CD4+ Foxp3- Zellen bei < 30 J. signifikant erniedrigt, bis sie sich bei > 45
J. auf eine Differenz von < 1 % annahern. Aufgrund des sich mit zunehmendem Alter
zuruckbildenden Thymus ist es verstandlich, dass es mit zunehmendem Alter auch
zu einer Abnahme dieser kurzlich aus dem Thymus ausgewanderten Zellen kommt.
Dies ist aber eben nur bei gesunden Kontrollen der Fall, bei MS-Patienten dagegen
sind diese Zellen von < 30 J. bis > 45 J. auf konstant niedrigem Niveau. Wie auch
schon von Vukmanovic-Stejic et al., 2006 dargestellt, nehmen die Gedachtniszellen
innerhalb der CD4+ T-Zellen mit dem Alter zu, was bei einem Ruckgang der aus dem
Thymus stammenden Zellen einer Kompensation gleicht, die dem Erhalt des Zell-
pools dient. Die Zunahme der Gedachtniszellen mit dem Alter ist aber auch insofern
nachvollziehbar, dass man, je langer man lebt, unweigerlich auch auf immer mehr
Pathogene trifft bzw. sich der Schatz der spezifischen Gedachtniszellen bei zuneh-
menden Kontakten mit Pathogenen im Laufe des Lebens vermehrt. Insofern ist es
normal, wenn es mit zunehmendem Alter zu einer Zunahme der Gedachtniszellzahl
kommt, einer Art Akkumulation der Pathogeninformation. Bei den MS-Patienten aller-
dings sind die Gedachtniszellen gegenuber gesunden Kontrollen erhoht. (Haas et al.,
2007)

Nicht auszuschlieen ist dabei der Erklarungsversuch, dass sich mit zunehmendem
Alter bei MS-Patienten auch der Schatz der Autoantigeninformationen in Form spezi-
fischer Gedachtniszellen gegen Autoantigene vermehrt bzw. erhoht.

Die Anzahl der regulatorischen T-Zellen hat sich weder bei Patienten noch bei Kont-

rollen mit dem Alter verandert und es hat sich zwischen Patienten und gesunden
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Kontrollen kein Unterschied bei der Zellzahl der regulatorischen T-Zellen ergeben
(Haas et al., 2007).

Interessant ist hierbei die zu Beginn der MS-Erkrankung gesteigerte Krankheitsak-
tivitat (Petereit, 2008, S. 4), die mit dem hier geschilderten signifikanten Unterschied

< 30 J. zusammenhangen konnte.

Bei der Differenzierung der Patientengruppe in RR-MS-Patienten und SP-MS-Pati-
enten konnte fur die SP-MS-Patienten laut Venken et al., 2006 eine normale regula-
torische T-Zell-Funktion gezeigt werden. Bestatigt wird dies auch insofern, dass es
bei RR-MS-Patienten zu einer signifikant erhohten Zellzahl der regulatorischen T-Zel-
len im Liquor cerebrospinalis gegenuber dem Blut kommt, bei SP-MS-Patienten je-
doch nicht. Zudem konnte bei RR-MS-Patienten eine signifikante Erhohung der laut
Huehn, Siegmund & Lehmann et al., 2004, Bradley et al., 1994, Vajkoczy et al.,
2001, Brocke et al., 1999 und DeGrendele et al., 1997 fur die T-Zell-Migration wich-
tigen Oberflachenmolekule Integrin aE (CD103) und Integrin a4 (CD49d) auf regula-
torischen T-Zellen gegenuber gesunden Kontrollen gefunden werden, was auf eine
gesteigerte T-Zellwanderung in entzindetes Gewebe (ZNS) hindeutet. Aulderdem
werden das Integrin a4 (CD49d) und der Hyaluronsaure-Rezeptor (CD44), der laut
Huehn, Siegmund & Lehmann et al., 2004, Bradley et al., 1994, Vajkoczy et al.,
2001, Brocke et al., 1999 und DeGrendele et al., 1997 ebenfalls an der T-Zell-Migra-
tion beteiligt ist, laut Soilu-Hanninen et al., 2005 wahrend eines Schubes in der ge-

samten T-Zell-Population vermehrt exprimiert. (K. Venken et al., 2007)

Die meisten regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut scheinen spezifische regula-
torische T-Zellen mit einer Gedachtnisfunktion fur ein bestimmtes Antigen zu sein. Es
gibt aber auch naive regulatorische T-Zellen, die laut Valmori et al., 2005, Fritzsching
et al., 2006, Seddiki et al., 2006 als eine Art Prakursor-Zellen den regulatorischen
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Gedachtnis-T-Zellen vorausgehen. Die naiven regulatorischen T-Zellen zeigen eine
hohe Foxp3-Expression und weisen eine gleichwertig starke Suppressionsfahigkeit
wie die regulatorischen Gedachtnis-T-Zellen auf. Die naiven regulatorischen T-Zellen
nehmen laut Seddiki et al., 2006 im Laufe des Lebens parallel mit der Ruckbildung
des Thymus ab, wogegen die regulatorischen Gedachtnis-T-Zellen laut Valmori et al.,
2005 wesentlich alter werden oder sogar lebenslang vorhanden sind. Die naiven re-
gulatorischen T-Zellen zeigen eine etwas geringere Expression des CD25 als die re-
gulatorischen Gedachtnis-T-Zellen. Es haben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Zellzahlen der naiven regulatorischen T-Zellen und denen der regula-
torischen Gedachtnis-T-Zellen aufgezeigt. MS-Patienten im Fruhstadium zeigten so-
wohl bei den naiven regulatorischen T-Zellen als auch bei den regulatorischen Ge-
dachtnis-T-Zellen signifikant erniedrigte Zellzahlen verglichen mit altersentspre-
chenden Kontrollen. Bei alteren MS-Patienten (chronische MS) sind die regulato-
rischen Gedachtnis-T-Zellen signifikant erhoht gegenuber denen in der Frihphase
der Erkrankung, zeigten aber gegenuber den altersentsprechenden alteren Kontrol-
len keine Signifikanz mehr. Es scheint also eine positive Korrelation bei den naiven
regulatorischen T-Zellen fur das Alter der Patienten und bei den regulatorischen Ge-
dachtnis-T-Zellen fur die Krankheitsdauer zu geben. Im Frihstadium der MS sind die
naiven regulatorischen T-Zellen und die regulatorischen Gedachtnis-T-Zellen sowonhl
bei den mit IFN- als auch bei den mit Glatirameracetat therapierten Patienten signi-
fikant erhoht gegenuber gleichaltrigen unbehandelten Patienten. (Venken et al.,
2008)

In dieser Arbeit hier konnte dies insofern bestatigt werden, dass die Gruppe Avonex
den zweithochsten und die Gruppe Glatirameracetat den hochsten Mittelwert fur die
CD4+25+ regulatorischen T-Zellzahlen aufweisen und beide gegenuber allen Kont-

rollen signifikant erhoht sind.
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Der PD1(Programmed Death receptor 1) ist laut Raimondi et al., 2006 intrazellular in
regulatorischen T-Zellen vorhanden und wird nach Antigenstimulation auf der Zell-
oberflache exprimiert (PD1+). Dabei machen die PD1- regulatorischen T-Zellen bei
gesunden Kontrollen den Hauptanteil der im Blut zirkulierenden regulatorischen T-
Zellen aus. Die PD1- regulatorischen T-Zellen sind im peripheren Blut von Patienten
mit stabiler MS signifikant erhoht gegenuber denen von Patienten mit akuter MS und
gegenuber denen der gesunden Kontrollen. AuRerdem sind diese Zellen auch im
Blut von mit Glatirameracetat therapierten Patienten signifikant erhoht gegenuber
denen der nicht mit Glatirameracetat therapierten Patienten und gegenuber denen
der Patienten mit akuter MS. Gegenuber denen der Patienten mit stabiler MS sind sie
aber trotzdem noch signifikant erniedrigt. Die PD1- regulatorischen T-Zellen sind bei
mit IFN- therapierten Patienten auf dem Niveau der nicht mit Glatirameracetat the-
rapierten Patienten und der Patienten mit akuter MS und waren gegenuber den MS-
Patienten mit stabiler MS signifikant erniedrigt. Glatirameracetat scheint hier also die

bessere Wirkung zu erzielen. (Saresella et al., 2008)

Auch die Bedeutung von Hitze-Schock-Proteinen (HSP) im Zusammenhang mit der
MS ist noch nicht abschlieRend aufgeklart, sie konnten namlich laut Brosnan et al.,
1996 und Bajramovic et al., 2000 in auffallend erh6htem Maf in MS-Lasionen nach-
gewiesen werden. AulRerdem konnte eine direkte Verbindung zwischen HSP 70 und
MBP, aber auch zu PLP hergestellt werden. Schliel3lich wurde laut Panjwani et al.,
1999 auch noch ein méglicher Zusammenhang einer Uberexpression von HSP 73,
einem Verwandten des HSP 70, mit der Antigenprasentation durch MHC-II-Komplexe

gefunden. (Cwiklinska et al., 2003)
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Sowohl fur MBP und PLP, laut Lehmann et al., 1992 und McRae et al., 1995, als
auch fur MOG gibt es nicht nur ein die Krankheit (EAE) auslosendes bzw. von T-Zel-
len als Angriffsziel ausgemachtes Epitop, sondern jeweils mehrere Epitope, die sich
in der klinischen Auspragung der EAE aber nicht unterscheiden. (J. Klehmet et al.,

2004)

Eine durch MOG 92-106, aber nicht durch MBP 84-96 oder PLP 39-151, induzierte
EAE zeigt eine starke B-Zell-Reaktivitat, bei der die gebildeten Antikdrper gegen
multiple Antigenepitope auch von MBP und PLP gerichtet waren. Die Erkrankung
bzw. deren Umfang und Aktivitat ist also stark abhangig von dem krankheitsauslo-
senden Antigen (Epitop), so wie hier MOG 92-106, das in der Lage ist, eine umfas-
sende breitangelegte Autoimmunreaktion mit multiplen Epitopen als Angriffspunkte

auszuldsen. (Bischof et al., 2004)

Im Liquor von MS-Patienten finden sich laut Benveniste, 1997, Sharief & Hentges,
1991 und Maimone et al., 1991 erhohte Werte von proinflammatorischen Cytokinen
verglichen mit gesunden Kontrollen und aul3erdem zeigten diese Cytokine eine Kor-
relation mit der Schwere der Erkrankung. Anti-TNF-Antikorper jedoch bewirkten laut
The Lenercept Multiple Sclerosis Study Group, 1999 und Robinson et al., 2001 keine
Besserung, sondern eine Exazerbation der Erkrankung. Folglich sollte eine Hem-
mung proinflammatorischer Cytokine wie des TNF-a in entzindetem ZNS von Pati-
enten unterlassen werden. Nur reife Oligodendrozyten zeigen eine Expression
(mRNA) von MBP und PLP. Sowohl TNF-a als auch IL-13 hemmen dosisabhangig
die mRNA-Expression von MOG, PLP und CNPase (2’,3-cyclic nucleotide 3’-
phosphodiesterase), wobei TNF-a eine starkere inhibitorische Wirkung aufweist.
MBP, das sowohl auf Myelin im ZNS als auch auf peripherem Myelin vorkommt und
dem eine bedeutende Rolle bei der Formation bzw. der Zusammenlegung der
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Myelinmembranschichten zukommt, zeigte sich in seiner Expression der mRNA bei
derselben Behandlung mit TNF-a und IL-18 jedoch unbeeindruckt. Die Proteinex-
pression bestatigt dies. Und auch die Genexpression von MOG, PLP und CNPase
wird durch proinflammatorische Cytokine herunterreguliert, was mithilfe von
Reaktiven-Sauerstoff-Spezies (ROS) als Signal- oder Effektormolekule geschieht.
Genauer sind wohl Wasserstoffperoxid und seine Derivate bedeutend an dieser
Regulation beteiligt, da TNF-a und IL-1B in Oligodendrozyten die Produktion von
H20, stimulieren und dieses wiederum die Myelingenexpression von MOG, PLP und
CNPase in Oligodendrozyten dosisabhangig hemmt. Antioxidantien scheinen hier
natzliche Helfer zu sein, um diese Hemmung zu verhindern. Dabei kommt auch
Glutathion (GSH) eine wichtige Rolle zu, das aus einem H>O, mittels der GSH-
Peroxidase unter Bildung von GSSG zwei H,0 Molekule (Loffler & Petrides, 2003, S.

552) herstellt. (Jana & Pahan, 2007)

Bezlglich der Wirkungen von Therapeutika soll auch noch kurz auf einzelne Thera-

pien eingegangen werden.

Glatirameracetat, auch als Copolymer-lI bzw. Cop-l bezeichnet, ist ein Polymer, be-
stehend aus den vier Aminosauren L-Glutaminsaure, L-Lysin, L-Alanin und L-Tyrosin.
Glatirameracetat ist laut Hori et al., 2003, Khattri et al., 2003 und Fontenot et al.,
2003 fahig, in CD4+25- T-Zellen die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 zu
induzieren und fordert damit folglich auch die Bildung von CD4+25+Foxp3+ regulato-
rischen T-Zellen. Der genaue Wirkmechanismus ist dabei noch nicht geklart. Initial
soll die Wirkung laut Aharoni et al., 1998 sowohl| uber Tys- als auch uber Ty-Cyto-
kine vermittelt werden, wobei spater laut Musette et al., 1996 und Brod et al., 1997

die Tho-Cytokine Uberwiegen sollen. Die dabei durch Glatirameracetat entstandenen
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regulatorischen T-Zellen sind in ihrer Uber den MHC-II-Komplex (Teitelbaum et al.,
1996 und Fridkis-Hareli et al., 1999) spezifisch vermittelten inhibitorischen Wirkung
auf T-Effektor-Zellen nicht nur auf ein Antigen beschrankt, sondern zeigen laut
Neuhaus et al., 2001 eine weite Wirkspanne gegenuber mehreren Myelinantigenen
(MBP, PLP, MOG). Wie zu erwarten war, zeigten die unbehandelten Patienten ein
erniedrigtes Niveau von Foxp3 gegenuber dem Foxp3-Niveau bei mit Glatiramer-
acetat behandelten Patienten. Dieses blieb allerdings unter dem Foxp3-Niveau der
gesunden Kontrollen. Der Effekt der Bildung von regulatorischen T-Zellen aus
CD4+25- T-Zellen Uber eine induzierte Expression von Foxp3 wird in Anwesenheit
eines T-Zell-Stimulus (Anti-CD3) vor allem durch IFN-y vermittelt, zu einem geringen
Anteil aber auch durch TGF-B, allerdings nur in Kombination mit IFN-y, nicht alleine.
In Abwesenheit des T-Zell-Stimulus (Anti-CD3) gelingt die Vermittlung dieses Effekts
nur noch IFN-y. Entsprechend kann dieser Effekt durch einen gegen IFN-y gerich-
teten Antikorper aufgehoben bzw. gehemmt werden, aber nicht durch Antikorper
gegen andere durch Glatirameracetat beeinflusste Cytokine. Mit rekombinantem
Interferon-y (rIFN-y) behandelte CD4+ T-Zellen zeigten aullerdem eine vermehrte
Expression von Foxp3. Die immense Bedeutung von IFN-y wird auch dadurch noch-
mals unterstrichen, dass das Ausschalten des fur die IFN-y-Signaltransduktion wich-
tigen Molekuls STAT-1 (Signal Transducer and Activator of Transcription-1) bei
Mausen laut Nishibori et al., 2004 zur Entwicklung einer spontanen EAE fuhrt. (Hong
et al., 2005)

Die durch Glatirameracetat vermittelte Stimulation zur Bildung von CD4+25+ regula-
torischen T-Zellen konnte in dieser Arbeit bestatigt werden, da die Gruppe
Glatirameracetat bei den CD4+25+ Zellen sowohl in Prozent der Lymphozyten mit
4,24 % als auch in absoluten Zellzahlen mit durchschnittlich 78 Zellen die hochsten

Werte Uberhaupt aufweist. Und auch die Foxp3-Zellzahl weist hier mit 6,66 % einen
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relativ hohen Wert auf, der allerdings nicht hoher ist als der Mittelwert der Patienten
insgesamt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte Y. Jee et al,,
2007 bei seinen Untersuchungen lediglich eine erhohte Foxp3-Expression, jedoch
keine Beeinflussung der regulatorischen T-Zellzahlen durch Glatirameracetat feststel-
len. Die Gruppe Glatirameracetat zeigt hier aber noch weitere Signifikanzen mit je-
weils den hochsten und den niedrigsten Werten der jeweiligen Zellpopulation und ist
damit wahrscheinlich die interessanteste Gruppe der Medikamentengruppen, zumin-
dest zeigen sich bei ihr die Extreme. So zeigt die Gruppe Glatirameracetat bei den
CD16/56+ Zellen (NK-Zellen) mit 23,49 % und bei den CD4+ Zellen und CD4+25+
Zellen anteilig der CD3+ Zellen mit 95,65 % und 9,25 % ihren jeweils hochsten Wert
im Vergleich aller Mittelwerte dieser Zellpopulationen. Auf der anderen Seite haben
bei der Gruppe Glatirameracetat die Zellfraktionen der CD3+ Zellen anteilig der Lym-
phozyten mit 46,41 % und die Zellfraktion der CDDR+ Zellen anteilig der CD4+25+
Zellen mit 17,62 % ihren jeweils niedrigsten Wert im Vergleich aller Mittelwerte dieser

Zellpopulationen.

Die Therapie mit Natalizumab und die folgende Besetzung der a4-Kette des a4p1-
(very late activation antigen; VLA-4) und des a4p7-Integrins auf Leukozyten mit Anti-
korpern verhindert die Bindung der besetzten Integrine an VCAM-1 auf Endothelzel-
len und laut Ransohoff, 2007 und Stuve & Bennett, 2007 damit die Migration von T-
Effektor-Zellen in entzindetes ZNS. Laut Niino et al., 2006 und Stuve et al., 2006
wird vor allem das Auswandern von CD4+ und CD8+ T-Zellen aus der Blutbahn ins
ZNS verhindert. Diskutiert wird aber auch ein direkter Effekt von Natalizumab auf die
T-Zelle, da fur VLA-4 laut Mittelbrunn et al., 2004, Sato et al., 1995 und Niino et al.,
2006 eine Co-Stimulation von Signalen und damit eine eventuelle Modulation der

CD4+ T-Zell-Aktivitat gezeigt werden konnte. Natalizumab bindet signifikant mehr an
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CD8+ T-Zellen als an CD4+ T-Zellen. Aulderdem ist die Bindung von Natalizumab an
CD4+Foxp3+ regulatorische T-Zellen gegenuber der Bindung an CD4+Foxp3- Zellen
signifikant vermindert. Passend dazu ist die Expression des a4-Integrins (CD49d) auf
den CD4+Foxp3+ Zellen deutlich erniedrigt gegenuber dessen Expression auf den
CD4+Foxp3- Zellen. Beides trifft sowohl auf MS-Patienten als auch auf gesunde
Kontrollen zu. Zu Beginn der Therapie mit Natalizumab konnte ein signifikanter Abfall
der Expression von CD49d auf allen Immunzellpopulationen festgestellt werden, was
aufgrund der plotzlich gesteigerten Bindung an das a4-Integrin durch die Natalizu-
mab-Therapie einer Downregulation gleichkommt. Dieser Abfall der Expression des
CD49d fallt bei den CD4+Foxp3- Zellen signifikant starker aus als bei den
CD4+Foxp3+ Zellen. All dies konnte darauf hindeuten, dass bei der Therapie mit
Natalizumab die Migration der regulatorischen T-Zellen Uber die Blut-Hirn-Schranke
nicht so stark beeinflusst wird wie die der T-Effektor-Zellen, was bei dieser Therapie
naturlich vorteilhaft ware. Unabhangig von einer Therapie, also egal ob mit Natalizu-
mab therapiert wird oder nicht, zeigt sich tatsachlich, dass sich die Zahl der emigrie-
rten CD4+Foxp3+ regulatorischen T-Zellen nicht verandert. Vielleicht werden ja aber
die CD4+Foxp3- (T-Effektor-) Zellen in ihrer Migration vermehrt gehemmt, da diese
schlieBlich auch signifikant mehr CD49d auf ihrer Zelloberflache exprimieren, die
durch die Therapie auch vermehrt besetzt sind. Die Zellzahl der regulatorischen T-
Zellen im peripheren Blut wurde durch die Therapie mit Natalizumab nicht beeinflus-
st, wogegen die absolute Lymphozytenzahl im peripheren Blut durch die Therapie
laut Polman et al., 2006 und Rudick et al., 2006 erhoht wird. Die durch die Therapie
vermutete direkte Beeinflussung der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen, die eine
normale Suppressionsfahigkeit zeigen, konnte insofern nicht bestatigt werden.

(Stenner et al., 2008)
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Eine im peripheren Blut durch die Therapie mit Natalizumab erhdhte absolute Lym-
phozytenzahl konnte in dieser Arbeit mit dem hochsten Wert Gberhaupt (2014) be-
statigt werden. Und auch der nicht vorhandene Einfluss der Therapie mit Natalizu-
mab auf die regulatorischen T-Zellen findet, soweit eine Beurteilung hier moglich ist,
Bestatigung. Aufgrund der fehlenden bzw. verminderten Migration der Zellen ins ZNS
kommt es wahrscheinlich auch nicht, wie wegen der signifikant erhohten IFN-y-Se-
kretion bei den mit Natalizumab therapierten Patienten unter 4.5 vermutet, zu einem
erhohten Risiko fur ein Schubereignis. Trotzdem ist die IFN-y-Sekretion bei mit
Natalizumab therapierten Patienten aul3erhalb des ZNS signifikant verstarkt, so dass
das Immunsystem dort auf entsprechende Reize mit unabsehbaren Folgen wesent-
lich starker reagiert. Die Immunantwort wird also nicht unterdrickt, sondern nur aus

dem ZNS heraus in das Blut und eventuell in die Peripherie verschoben.

Bei der Therapie mit Interferon 3 kommt es laut K. Venken et al., 2007 bei den thera-
pierten Patienten zu einer signifikanten Erhdhung der Foxp3+ Zellzahlen. Dies kon-
nte hier bestatigt werden, da die mit Avonex therapierten Patienten den mit 7,85 %

(absolut 57) hochsten Mittelwert der Foxp3+ Zellen Uberhaupt aufweisen.

Eine prophylaktische Immunglogulin-Therapie (IV Ig) konnte eine ZNS-Infiltration
durch T-Effektor-Zellen bei Mausen verhindern und aufl3erdem die Bildung von regu-
latorischen T-Zellen induzieren, da es bei mit Immunglobulinen behandelten Mausen
zu einer Verdoppelung der regulatorischen T-Zellen kam, wobei diese Expansion mit
einem TCR-Stimulus kombiniert war (z. B. MOG). Der durch eine Immunglobulin-
Therapie vermittelte Schutz geht auf die regulatorischen T-Zellen zuruck, da es ohne
regulatorische T-Zellen trotz Therapie zur Ausbildung einer EAE kommt. (Ephrem et

al., 2008)
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Im Zentrum der Akuttherapie der MS steht die Therapie mit Glukokortikoiden. Die
Glukokortikoide induzieren laut Chen et al., 2006 die IL-2 abhangige Vermehrung der
regulatorischen T-Zellen bei Patienten und deren suppressive Fahigkeit.
Karagiannidis et al., 2004 konnte fur Asthmapatienten zeigen, dass die Glukokorti-
koide die Anzahl und Funktion von regulatorischen T-Zellen steigen lassen. Die
Wirkung der Glukokortikoide auf die regulatorischen T-Zellen konnte laut Lamas,
Sanz & Martin-Parras et al., 1993 mit einer durch Glukokortikoide induzierten Hoch-
regulation des IL-2-Rezeptors (CD25) und einer damit einhergehenden erhohten Ex-
pression des CD25 auf der Zelloberflache der regulatorischen T-Zellen erklart wer-
den. Nach einer in vitro Behandlung von PBMCs mit Dexamethason konnte ein An-
stieg der CD25 mRNA nachgewiesen werden. Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg
der Prozente der regulatorischen T-Zellen 48 Stunden nach der Gabe von IVMP
(intravendses Methylprednisolon), wogegen zu 6 Wochen nach dieser Gabe kein
Unterschied mehr besteht. Dabei unterscheiden sich die mit Basistherapeutika thera-
pierten und nicht therapierten Patienten nicht. Wie zu erwarten war, verhalt sich
Foxp3 hier parallel zu den regulatorischen T-Zellen. Es lasst sich aulderdem ein par-
allel zu den regulatorischen T-Zellen signifikanter Anstieg der Sekretion von IL-10 be-
stimmen, der aber nicht zweifelsfrei den regulatorischen T-Zellen zuzuordnen war.
Die Ausschuttung von IL-6, welches laut Pasare & Medzhitov, 2003 und Sutmuller et
al., 2006 beispielsweise bei Infektionen nach Toll-like-Rezeptor(TLR)-Ligandenbin-
dung eine Hemmung der Suppressionsfahigkeit von regulatorischen T-Zellen ver-
mittelt und so einen Schub auslosen kann, zeigte jedoch keine signifikanten Unter-

schiede. (Braitch et al., 2008)

Bei gleich mehreren Autoren also konnten bei den Zellzahlen der regulatorischen T-
Zellen keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (Huan et al., 2005)
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(Venken et al., 2006) (Haas et al., 2007) (Braitch et al., 2008). Lediglich Putheti et al.,
2003 konnte bei seinen Untersuchungen eine erhohte CD4+25+ Zellzahl aufzeigen.
Im Schub dagegen konnten signifikant erhohte Prozente von CD4+25+ Zellen bei
Patienten gegenuber gesunden Kontrollen gefunden werden, wobei die regulato-
rischen T-Zellen der Patienten zu 100 % HLA-DR exprimierten (J. Navarro et al.,
2006). Auch im Liquor cerebrospinalis wurden signifikant erhdhte Zellzahlen der re-
gulatorischen T-Zellen gegenuber dem Blut von MS-Patienten gefunden (U. Feger et
al., 2007). Werden die MS-Patienten nun in jungere und altere Patienten bzw. in
Patienten der Fruhphase und chronische Patienten (Venken et al., 2008) oder in Pa-
tienten mit stabiler MS und akuter MS mit dem zusatzlichen Marker PD1 (Saresella et
al., 2008) eingeteilt, so lassen sich doch signifikante Unterschiede finden.

Ohne eine Unterteilung vorzunehmen konnte in dieser Arbeit bei allen Patienten
gegenuber allen Kontrollen eine hoch signifikante Erhdhung der CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen in Prozent der Lymphozyten und eine signifikante Erhéhung in Pro-
zent der CD3+ Zellen gezeigt werden und damit die bereits von Putheti et al., 2003
demonstrierte Erhdhung der regulatorischen T-Zellen und die bei Saresella et al.,
2008 gezeigte signifikante Erhdhung der PD1- regulatorischen T-Zellen bei Patienten
mit stabiler MS bestatigt werden. Obwohl sich hier in dieser Arbeit keine Signifi-
kanzen bei den absoluten Zellzahlen der regulatorischen T-Zellen ergeben, so tun
sich nach Unterteilung der Patienten und Kontrollen in verschiedene Gruppen doch
weitere multiple Signifikanzen in Prozent auf, die in einer Haufigkeit und in einem
erkennbaren Muster auftreten, dass von Zufall oder einer einmaligen nicht wiederhol-
baren Gegebenheit keine Rede sein kann. Ich bin Uberzeugt davon, vorausgesetzt
man halt sich an die Methodik, dass sich dies jederzeit wiederholen bzw. bestatigen

|asst.
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CD8+ Zellen

Bei der MS-Entstehung wird aber auch eine virale Beteiligung diskutiert. Zunachst
wurde von Medana et al., 2001 beschrieben, dass die MHC-I-Expression im ZNS von
MS-Patienten hoher ist als die des MHC-II und dass die CD8+ T-Zellen (cytotoxische
T-Zellen) laut Babbe et al., 2000, Jacobsen et al., 2002 und Skulina et al., 2004 nach
Antigenprasentation in Entzindungsherden des ZNS proliferieren. Die Immunantwort
der cytotoxischen T-Zell-Lymphozyten auf den JC-Virus (Polyomavirus), der bei 85 %
der gesunden Kontrollen im ZNS eine latente Infektion hervorruft, war bei MS-Pati-
enten starker ausgepragt als die Immunantwort auf MBPp119 und PLP4s. Gleichzeitig
war die Immunreaktion bei MS-Patienten starker ausgepragt als bei gesunden Kont-
rollen. Es scheint auRerdem noch einen Zusammenhang zu einer durch eine Natali-
zumab-Therapie ausgelosten PML zu geben, da in PML-Lasionen hauptsachlich
CD8+ T-Zellen, die sich an JC-Virus-infizierte Gliazellen anlagern (Wuthrich et al., in
press), gefunden wurden. Eventuell kommt es nach einer durch die Therapie mit
Natalizumab bedingten verminderten Migration von CD8+ T-Zellen ins ZNS zu einer
Reaktivierung der JC-Infektion und in deren Folge schlieRlich zur gefurchteten PML.
(R.A. Du Pasquier et al., 2006)

Dafur wurde jedenfalls auch sprechen, dass Natalizumab laut Stenner et al., 2008 si-

gnifikant starker an CD8+ Zellen bindet als an CD4+ Zellen.

Die CD8+ Zellen kdnnen die Blut-Hirn-Schranke laut Battistini et al., 2003 mithilfe ex-
primierter Adhasionsmolekule wie beispielsweise P-Selektin Ligand effektiv uberque-
ren. (D.-A. Laplaud et al., 2006)

Entsprechend finden sich in MS-Lasionen laut Lucchinetti et al., 2000 auch CD8+ T-

Zellen. (J. Navarro et al., 2006)
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Die CD8+ T-Zellen infiltrieren laut Skulina et al., 2004, Babbe et al., 2000 und
Jacobsen et al., 2002 bevorzugt die Lasionen der weillen Substanz und kénnen so-
wohl im Liquor als auch im Blut verweilen. Uber direkte Cytotoxizitat oder lokale Aus-
schuttung von proinflammatorischen Cytokinen konnen laut Huseby et al., 2001 und
Sun et al.,, 2001 MBP- oder MOG-spezifische CD8+ T-Zellen von immunisierten
Tieren nach Transfer in Ratten eine Enzephalomyelitis induzieren. Im Blut von MS-
Patienten und gesunden Kontrollen hat sich kein signifikanter Unterschied bei der
Zellzahl von CD8+ T-Zellen, genauer von autoreaktiven CD8+ T-Zellen, finden las-
sen. (Laureline Berthelot et al., 2008)

Hier konnte dies nicht bestatigt werden, da die gesunden Kontrollen hier signifikant
mehr absolute CD8+ T-Zellen haben als die Patienten, wobei dies vor allem durch
die signifikant erhohte Zellzahl der CD8+ Zellen der weibl. Kontrollen verursacht wird.
Und auch in Prozent der CD3+ Zellen haben die gesunden Kontrollen einen signifi-
kant erhohten Prozentsatz an CD8+ T-Zellen. Aullerdem bestehen zusatzlich nach
Unterteilung der Patienten und Kontrollen in verschiedene Gruppen noch weitere

multiple Signifikanzen die CD8+ T-Zellpopulation betreffend.

CD19+ Zellen

Laut Sospedra & Martin, 2005 sind nicht nur T-Zellen an der schadlichen Immunre-
aktion bei der MS beteiligt, sondern auch B-Zellen. (C. Cassan & R. S. Liblau,
2007)

Hier konnte bezuglich quantitativer Unterschiede der B-Lymphozyten zwischen MS-
Patienten und gesunden Kontrollen, aber auch nach weiterfuhrenden Vergleichen

zwischen gebildeten Untergruppen, jedoch keine Signifikanz aufgedeckt werden.
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CD16/56+ Zellen

Bezlglich der NK-Zellen (Naturliche Killer-Zellen) gibt es eine Parallelitat zur Schub-
rate wahrend der Schwangerschaft. Im dritten Trimenon der Schwangerschaft kommt
es zu einem signifikanten Abfall der Schubrate, die allerdings nachgeburtlich dafur
erhoht ist. Die CD16/56+ (NK-Zellen) Zellpopulation verlauft hier parallel, im dritten
Trimenon gibt es einen Abfall dieser Zellpopulation, wogegen es nach der Geburt zu
einem Anstieg kommt. Dieses Verhalten der NK-Zellen ist auch bei gesunden
Schwangeren zu beobachten. Im Gegensatz zu den naturlichen Killerzellen zeigen
die regulatorischen T-Zellen beim Vergleich Schwangerschaft zu nachgeburtlich
keine Unterschiede. Interessant ist auch, dass die naturlichen Killerzellen eine regu-
latorische Fahigkeit besitzen, mit der sie laut Bielekova et al., 2006 dazu befahigt
sind, die Uberlebensfahigkeit aktivierter T-Zellen zu begrenzen bzw. einzuschranken.
AulBerdem geht klinischen Schuben laut Kastrukoff et al., 2003 und Infante-Duarte et
al., 2005 eine verminderte cytotoxische NK-Zell-Aktivitat voraus. NK-Zellen scheinen
dabei eine inhibitorische Wirkung auf die Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen zu
haben, die dann entsprechend vor einem Schub nachlasst. Durch die Hochregulation
des Zell-Zyklus-Inhibitors p21 hemmen die CD16/56+ Zellen laut Trivedi et al., 2005
auch noch die T-Zell-Proliferation. Um ihre Funktion auszulben, muss der beladene
MHC-Komplex von naturlichen Killerzellen nicht einmal erkannt werden, was im
Gegensatz zu vielen anderen Zellen steht, die den beladenen MHC-Komplex zur
Ausubung ihrer jeweiligen Funktion erkennen mussen. Laut Perini et al., 2000 und
Saraste et al., 2007 verandert sich aulerdem die Zellzahl an NK-Zellen durch eine
IFN-B-Therapie. (L. Airas et al., 2007)

Eine entsprechend signifikante Veranderung der NK-Zellzahlen konnte hier weder fur

Rebif noch fur Avonex gezeigt und diese Aussage damit nicht bestatigt werden.
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Bei Abwesenheit von NK-Zellen (CD16/56+) kommt es zu einem ausgepragten An-

stieg an CD25+ T-Zellen. (Hellings et al., 2001)

Aulerdem steuern die CD4+25+ regulatorischen T-Zellen laut Azuma et al., 2003,
Sakaguchi, 2004, Ghiringhelli et al., 2005 und Lim et al., 2005 nicht nur die Aktivitat
der CD4+ T-Zellen, der CD8+ T-Zellen und der B-Lymphozyten, sondern auch die

der NK-Zellen (Naturliche Killer-Zellen). (C. Cassan & R. S. Liblau, 2007)

Insofern ist es interessant, dass die Zellpopulation der naturlichen Killerzellen in die-
ser Arbeit vor allem im Zusammenhang mit der Gruppe Glatirameracetat einige Sig-
nifikanzen aufweist. So zeigt die Gruppe Glatirameracetat z. B. bei den CD16/56+
Zellen (NK-Zellen) mit 23,49 % den hochsten Mittelwert dieser Zellpopulation, was
bei einer durch NK-Zellen vermittelten inhibitorischen Wirkung auf die Aktivierung von
autoreaktiven T-Zellen (L. Airas et al., 2007) einen fur die Therapie der MS ganz klar

positiven bzw. vorteilhaften Effekt hat.

CD69+ Zellen

Die hier verwendete Literatur hat bezuglich der CD69+ Zellen (aktivierte T-Zellen)
keine Aussagen getroffen. Es konnten allerdings auch keinerlei Signifikanzen bezug-

lich dieser Zellpopulationen gefunden werden.

CDDR+ Zellen

Und auch Uber eventuell differierende Zellzahlen der CDDR+ Zellen hat sich diese
Literatur hier nicht ausgelassen. Jedoch konnten bei dieser Arbeit signifikante Unter-

schiede bezuglich der CDDR+ Zellen in Prozent der CD4+25+ regulatorischen T-Zel-
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len bei der Gruppe Glatirameracetat und der Gruppe Avonex bzw. der Gruppe Inter-

feron B-1a gesamt gegenuber den gesunden Kontrollen gefunden werden.

Unterschiedliche Zellzahlen bei Gesunden

Die signifikant hoheren Prozente der CD4+ Zellen anteilig der Lymphozyten bei den
weibl. Kontrollen gegenuber den mannl. Kontrollen, die in dieser Arbeit hier gefunden
wurden, sind naturlich sehr interessant und sollten unbedingt nochmals bestatigt wer-
den. Dabei sollten die Zellpopulationen der gesunden Geschlechter genauer unter

die Lupe genommen werden.

Interessant ist auf jeden Fall auch, dass bei einer tatsachlich vorhandenen Differenz
der Zellzahlen zwischen weibl. und mannl. Kontrollen, also zwischen den Ge-
schlechtern bei Gesunden, dies mit dem Hormonstatus der jeweiligen Geschlechter
zu tun haben muss. Dies lasst sich daraus folgern, dass die unterschiedliche Haufig-
keit der Krankheit MS bei den Geschlechtern vom Alter abhangig ist, da vor der
Pubertat bei mit MS erkrankten Kindern kein signifikanter Unterschied zwischen
weibl. und mannl. Kindern auszumachen ist, sondern diese differente Geschlechter-
verteilung der MS bzw. das erhdhte Risiko fur das weibl. Geschlecht an einer MS zu
erkranken erst nach der Pubertat bzw. dann bei Erwachsenen signifikant wird (Stark
& Gartner, 2011). Wenn also eine Zellzahldifferenz bei gesunden Erwachsenen vor-
liegt, so sollte diese hochst wahrscheinlich durch den differenten Hormonstatus und
dadurch noch nicht bekannte Auswirkungen auf die Zellzahlverteilung, Zellzahlpro-
duktion (Genese von Zellen) oder auch auf die Lebensdauer der einzelnen Zellen
zwischen den Geschlechtern verursacht werden. Sollten sich diese geschlechter-
spezifischen Zellzahlen bzw. die Unterschiede der Zellzahlen einzelner Zellpopulati-

onen bei den gesunden Geschlechtern bestatigen, so kdnnte dies eine mdgliche
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Begrindung bzw. eine mdgliche Ursache fur eine unterschiedliche Haufigkeitsver-
teilung von Erkrankungen, also auch der MS, bzw. fur ein hoheres Risiko eines Ge-
schlechts, eine bestimmte Erkrankung zu entwickeln, sein. Die unterschiedlichen
Zellzahlen von Zellpopulationen konnten folglich das Auftreten einer Erkrankung
beglnstigen oder erschweren. Womit man auch schon bei einer moglichen thera-
peutischen Einflussnahme bzw. Veranderung der Zellzahlen einer oder mehrerer
Zellpopulationen bei dem jeweiligen Geschlecht angelangt ware, um bei bestimmten
anderen vorhandenen Risikofaktoren, wie beispielsweise einem begunstigenden
genetischen Status und/oder ein an MS erkranktes Familienmitglied und einem damit
verbundenen erhohten Risiko an einer MS zu erkranken, dem Entstehen dieser Er-
krankung, hier der MS, entgegenwirken zu konnen. Eine solche therapeutische Mal}-
nahme konnte dann fur einen bestimmten Zeitraum bzw. bis zu einem gewissen Alter
oder auch lebenslang wahrgenommen werden. Interessant zu wissen ware dann na-
turlich auch, ob eine entsprechende Zellzahldifferenz unter Gesunden auch schon
vor der Pubertat vorhanden ist. Mit den hier angestellten Folgerungen und aufgrund
der nicht vorhandenen unterschiedlichen Haufigkeitsverteilung der MS bei den Ge-
schlechtern im Kindesalter (Stark & Gartner, 2011), musste man dies verneinen.
Ethisch und moralisch ware ein solcher Nachweis, also Blutenthahmen bei gesunden
Kindern zur Uberpriifung dieser These, allerdings nicht zu verantworten. Die nachste
interessante Frage bezuglich des unterschiedlichen Zellstatus zwischen den ge-
sunden Geschlechtern ist die Frage nach einem solchen im hoheren bis hohen Alter,
da sich im Alter bekanntermal3en die Hormonproduktion wieder verandert bzw. ver-
ringert. SchlieBlich stellt sich diesbezlglich auch noch eine viel interessantere Frage.
Gibt es beim gesunden Individuum im Laufe des Lebens unabhangig von Erkran-
kungen einen sich verandernden Zellstatus, also sich verandernde Zellpopulationen,

und wenn ja, wenn also ein Zusammenhang zwischen sich verandernden Zellzahlen
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einzelner Zellpopulationen und dem Altern vorhanden ware, musste man sich doch
fragen, ob diese Veranderungen nicht nur mit dem Altern oder einem sich veran-
dernden Hormonstatus einhergehen, sondern ob diese Veranderungen umgekehrt
einen Anteil, wenn nicht sogar den Hauptanteil, an der Alterung des Individuums
haben, also eigentliche Ursache fur das Altern des Menschen sind. Dann jedenfalls
konnte ein therapeutisches Eingreifen in den zum jeweiligen Alter aktuellen Zellstatus
das therapeutische Ziel verfolgen, diesen aktuellen Zellstatus bzw. das aktuelle Zell-
niveau zu halten und damit die fortschreitende Alterung des Menschen, wenn nicht
zu verhindern, zumindest zu verlangsamen. Insofern ware es zumindest interessant,
gesunde Individuen eines unterschiedlichen Erwachsenenalters und Geschlechts

daraufhin zu untersuchen.

Bezulglich einer Beeinflussung der Ergebnisse der FACS-Analyse durch Zumischung
von Leukozyten bzw. Monozyten nach einer eventuell zu grof3zigigen Gatesetzung
auf die Lymphozytenzellfraktion, wie unter 4.1 bereits angedeutet, hat sich aus dieser

Literatur heraus diesbezuglich keine Information ergeben.

5.2 Foxp3 in funktionsfahigen requlatorischen T-Zellen

Die Differenzierung von CD4+25- Zellen zu CD4+25+ regulatorischen T-Zellen ist
laut Fontenot et al., 2003, Walker et al., 2003, Sakaguchi, 2003, Khattri et al., 2003
und Hori et al., 2003 charakteristisch gekennzeichnet durch die Expression des
Transkriptionsfaktors Foxp3. Wichtig ist dabei, dass es auch CD4+25+ T-Zellen ohne
regulatorische Funktion gibt. Die CD4+25+ T-Zellen mit regulatorischer Funktion las-
sen sich nur {ber eine hochpositive Gatesetzung auf CD25, also CD4+25"" oder

eben durch die Expression des Foxp3 ausmachen. Eine bedeutende Rolle nehmen
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bei dieser Umwandlung der Zellen hin zu regulatorischen T-Zellen IFN-y und TGF-8

ein. (Wang et al., 2006)

Der Transkriptionsfaktor Foxp3 scheint laut Fontenot et al., 2003, Hori et al., 2003,
Khattri et al., 2003 und Ramsdell, 2003 ein Hauptsteuermechanismus fur die Cytokin-
Produktion bzw. Cytokin-Sekretion und den Zell-Zell-Kontakt zu sein, welche fur den
suppressiven Effekt der regulatorischen T-Zellen gegenuber der T-Effektor-Zell-Akti-
vitat sorgen. Die Abwesenheit dieses Transkriptionsfaktors in Foxp3 -/- Mausen fuhrt
laut Fontenot et al., 2003 zu einer ausgepragten Lymphozytenproliferation mit Auto-

immunstatus. (Huan et al., 2005)

Werden die MS-Patienten in RR(Relapsing Remitting)- und in SP(Secondary
Progressive)-MS-Patienten aufgeteilt, so zeigt sich bei den RR-MS-Patienten eine si-
gnifikant erniedrigte Foxp3 mRNA-Expression gegenuber gesunden Kontrollen und
gegenuber SP-MS-Patienten. Bei SP-MS-Patienten ist die Foxp3 mRNA-Expression
dagegen nicht erniedrigt, sondern befindet sich auf dem Niveau der gesunden Kont-

rollen. (Venken et al., 2006)

Betrachtet man die Foxp3 Expression pro regulatorischer T-Zelle, so zeigt sich bei
RR-MS-Patienten auch pro Zelle eine signifikant erniedrigte Foxp3 Expression ge-
genuber gesunden Kontrollen. Auch bei SP-MS-Patienten gab es eine Verminde-
rung, allerdings ohne Signifikanz. Auflerdem konnte eine positive Korrelation der
Foxp3 Expression und der Suppressionsfahigkeit der regulatorischen T-Zellen bzw.
eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der Foxp3+ Zellen und der Suppres-
sion gezeigt werden, was die Wertigkeit des Markers Foxp3 fur regulatorische T-Zel-

len (CD4+25"") dick unterstreicht. Zudem konnten laut Bassuny et al., 2003 Gen-
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polymorphismen fur Foxp3 in der japanischen Bevolkerung eine Verbindung zur Er-

krankungsempfanglichkeit fur Typ | Diabetes herstellen. (K. Venken et al., 2007)

Parallel zu einer signifikant erh6hten CD4+25+ regulatorischen T-Zellzahl im Liquor
cerebrospinalis war bei MS-Patienten verglichen mit deren Blut auch die Foxp3 Ex-

pression im Liquor cerebrospinalis signifikant erhoht. (U. Feger et al., 2007)

K. Venken et al., 2007 konnte diese signifikant erhthte CD4+25"" Zellzahl und
Foxp3 Expression im Liquor cerebrospinalis auch fur RR-MS-Patienten zeigen. Bei
SP-MS-Patienten dagegen war dies nicht der Fall. Offenbar kommt es nur bei RR-
MS-Patienten zu einer Akkumulation von regulatorischen T-Zellen im ZNS bzw. im

Liquor cerebrospinalis. (K. Venken et al., 2007)

Foxp3 scheint laut Bettelli et al., 2005 auRerdem andere fur Entzindungsprozesse
wichtige Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise NF-kB, zu hemmen. (Braitch et

al., 2008)

Bei der Behandlung von Mausen mit Ostrogen konnte sowohl eine erhéhte CD25+ T-
Zellzahl als auch eine gesteigerte Foxp3 Expression gezeigt werden, wobei die
Fahigkeit von Ostrogen zum Schutz vor einer EAE mit seiner Fahigkeit die Foxp3 Ex-
pression zu steigern korreliert. AuRerdem wird die Foxp3 Expression durch eine Ost-
rogenbehandlung und eine Schwangerschaft im gleichen Mal} gesteigert. (Offner &

Polanczyk, 2006)

Der Einfluss der medikamentdsen Therapien auf die Expression des Foxp3 steht na-
turlich in engem Zusammenhang mit der Zellzahl der CD4+25+ regulatorischen T-

Zellen und wurde entsprechend schon unter 5.1 analysiert.
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Mehrere Autoren berichten Ubereinstimmend Uber bei MS-Patienten signifikant er-
niedrigte Foxp3+ Zellzahlen und eine erniedrigte Foxp3-Produktion bzw. Expression
(Viglietta et al., 2004) (Jurgen Haas et al., 2005) (Huan et al., 2005) (Venken et al.,
2006). Dies konnte in dieser Arbeit hier nicht bestatigt werden. Vielmehr ist die
Foxp3+ Zellzahl anteilig der CD3+4+ Zellen bei allen Patienten gegenuber allen Kon-
trollen hoch signifikant erhoht, was passend zur hoch signifikant erhohten CD4+25+
regulatorischen T-Zellzahl anteilig der Lymphozyten und zur signifikant erhohten
CD4+25+ regulatorischen T-Zellzahl anteilig der CD3+ Zellen ein stimmiges Bild ab-
gibt, zumal sich auch bei Foxp3 nach Aufteilung der Patienten und Kontrollen in ver-
schiedene Gruppen weitere Signifikanzen ergeben, die wie schon die CD4+25+ re-
gulatorischen T-Zellen eine Haufigkeit und ein Muster erkennen lassen, das sicher-
lich wiederholbar ist und ein stimmiges Gesamtbild abrundet. Schliel3lich zeigen sich
nach der weiteren Aufteilung der Patienten und Kontrollen auch noch signifikante
Unterschiede bei den absoluten CD3+4+ Zellzahlen.

Sehr interessant ist, dass auch bei den Foxp3+ Zellen ein sogar hoch signifikanter
Unterschied zwischen den weibl. und mannl. Kontrollen besteht, bei dem die mannl.
Kontrollen mehr Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ aufweisen als die weibl. Kont-
rollen und damit fraglich auch mehr CD4+25+ T-Zellen mit regulatorischer Funktion
(Wang et al., 2006) besitzen, was eine Bevorzugung des weibl. Geschlechts bei der

MS naturlich begunstigen konnte.
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5.3 Suppressionsfahigkeit der CD4+25+ requlatorischen T-Zellen

Bei MS-Patienten ist die Fahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen zur Sup-
pression der Proliferation der CD4+25- T-Zellen (T-Effektor-Zellen) abgeschwacht.

(U. Feger et al., 2007)

Die bekannte Fahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen zur Suppression der
CD4+ T-Effektor-Zellen bzw. zur Inhibition deren Aktivitat kommt laut Shevach, E.M.,
2002, Sakaguchi, S., 2004 und Coombes et al., 2005 nicht nur gegenlber autore-
aktiven CD4+ T-Effektor-Zellen, sondern auch gegenuber nicht gegen Selbst-Anti-
gene gerichteten CD4+ T-Effektor-Zellen zum Einsatz. (Vukmanovic-Stejic et al.,

2006)

Dabei wird die suppressive Wirkung der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen laut
Bach, 2003 durch Cytokine wie IL-10 und TGF-B, das Vitamin D3 und/oder durch

direkten Zell-Zell-Kontakt vermittelt. (J. Navarro et al., 2006)

Bei der Vermittlung der Suppression durch CD4+25+ regulatorische T-Zellen spielt
laut Hori et al., 2003 und Zhang et al., 2004 aber auch CTLA-4 auf regulatorischen T-
Zellen und dessen Ligand CD80 bzw. CD86 auf T-Effektor-Zellen eine Rolle. CTLA-4
ist ein charakteristisches konstitutiv auf CD4+25+ regulatorischen T-Zellen vorhan-
denes Oberflachenmolekul, dient deshalb auch als Marker und kann die CD4+25+
regulatorischen T-Zellen laut Read et al., 2000 in ihrer Funktionalitat beeinflussen.
Bei mit Glatirameracetat behandelten Mausen ist CTLA-4 um das drei- bis vierfache
gegenuber mit PBS behandelten Mausen erhoht. Aus der vermehrten Expression
des CTLA-4 kann eine erhohte Zahl an Zell-Zell-Kontakten und damit eventuell eine
gesteigerte Suppressionsfahigkeit geschlossen werden. Nach dem Transfer von

CD4+25+ regulatorischen T-Zellen aus mit Glatirameracetat behandelten Mausen in
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naive Mause, die am folgenden Tag mit MOG immunisiert wurden, zeigte sich eine
signifikante Verminderung der Krankheitsschwere bzw. der Symptomatik der EAE
gegenuber einem Transfer der regulatorischen T-Zellen aus mit PBS behandelten

Mausen. (Y. Jee et al., 2007)

Interferon-y wird eine wichtige Funktion, wenn nicht sogar die Schlusselfunktion bei
der Differenzierung von CD4+25- T-Zellen hin zu CD4+25+ regulatorischen T-Zellen
und eine zentrale Rolle bei der Hombostase des Immunsystems insgesamt zuge-
sprochen. Nachvollziehbar ist deshalb auch, dass es in der Abwesenheit von Inter-
feron-y nach Stimulation mit dem Antigen MOG zu einer verstarkten Proliferation, al-
SO zu einer abgeschwachten bzw. verminderten Hemmung durch die CD4+25+ regu-

latorischen T-Zellen kommt. (Wang et al., 2006)

Die suppressive Wirkung der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen wird auch dadurch
unterstrichen, dass laut Shevach, 2000 und Maloy & Powrie, 2001 ein Transfer der
regulatorischen T-Zellen vor einer Autoimmunerkrankung schitzen kann, wie auch
Herman et al., 2004 und Peng et al., 2004 fur die Entstehung eines insulinabhan-
gigen Diabetes mellitus in NOD Mausen und Kohm et al., 2002 fir die Entwicklung
einer EAE in SJL/J Mausen zeigen konnten. Die CD4+25+ regulatorischen T-Zellen
von MS-Patienten verursachen eine schwachere bzw. ineffektivere Suppression von
CD4+25- Responderzellen als diejenigen von gesunden Kontrollen. Dabei kamen
unterschiedliche Konzentrationen von Antikorpern gegen CD3 und CD28 von 0,1
uber 0,5 und 1 bis hin zu 2 pg/ml zur TCR-Stimulation zum Einsatz, wobei bei allen
Konzentrationen die abgeschwachte Suppression durch die CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen der MS-Patienten gezeigt werden konnte. Allerdings hat sich hierbei

auch herausgestellt, dass bei den niedrigsten Antikorperkonzentrationen gegen CD3
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und CD28 die groten Unterschiede zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrol-
len aufgetreten sind. (Huan et al., 2005)

Im Gegensatz zu Huan et al., 2005, der unter anderem bei einer Antikdrperkonzent-
ration (gegen CD3 und CD28 zur Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR)) von 2
pug/ml einen deutlichen Unterschied bei der Suppressionsfahigkeit der CD4+25+ re-
gulatorischen T-Zellen zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrollen aufzeigen
konnte, wird in dieser Arbeit hier mit einer zur Stimulation verwendeten Antikorper-
konzentration von ebenfalls 2 pg/ml zwar bei den CD4+25+ regulatorischen T-Zellen
der MS-Patienten auch eine prozentual abgeschwachte Suppressionsfahigkeit nach
20000 und 40000 zugegebenen CD4+25+ regulatorischen T-Zellen gegenuber ge-
sunden Kontrollen gezeigt, jedoch ohne dabei signifikant zu sein. Bezuglich der ver-
wendeten AntikOrperkonzentrationen hat sich namlich ergeben, dass, wie Huan et
al., 2005 bereits gezeigt hat, bei niedrigeren zur Stimulation verwendeten Antikorper-
konzentrationen grofdere Unterschiede bei der Suppressionsfahigkeit durch die
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen zwischen MS-Patienten und gesunden Kontrollen
zu erwarten sind und laut Venken et al., 2006 eine starke TCR-Stimulation (5 pg/ml)
eine vollstandige Aufhebung der Suppression zur Folge hat. Viglietta et al., 2004
konnte einen solchen Verlust der Suppressionsfahigkeit bereits bei einer Antikorper-
konzentration von 2,5 yg/ml zeigen, was naturlich zu der Frage fuhrt, ob eine Anti-
korperkonzentration von 2 ug/ml, die hier ja verwendet wurde, auch schon zu einem
solchen und damit zu verfalschten Ergebnissen fuhren konnte. Laut Huan et al., 2005
scheint dies jedoch nicht der Fall zu sein, obwohl eine niedrigere Antikorperkonzent-

ration besser ware.

Bei RR-MS-Patienten, aber nicht bei SP-MS-Patienten, wurde eine signifikant abge-

schwachte Suppression, verminderte Foxp3-mRNA-Expression und reduzierte IFN-y
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Produktion bzw. Sekretion gefunden. Dabei zeigte die Suppressionsfahigkeit von
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen bei MS-Patienten eine Korrelation mit der Erkran-
kungsdauer, aber nicht mit dem Alter der Patienten. Es hat sich gezeigt, dass die
CD4+25+ regulatorische T-Zell-Funktion in der Frihphase der Erkrankung am
starksten beeintrachtigt ist. Mit zunehmender Dauer der Erkrankung nimmt die Sup-
pressionsfahigkeit bzw. die Intensitat der Suppression der CD4+25+ regulatorischen
T-Zellen wieder zu, die Suppressionsfahigkeit erholt sich gewissermalf3en. Die Sup-
pressionsfahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen bei SP-MS-Patienten da-
gegen war normal, was insofern passend ist, da es bei ca. 50 % der MS-Patienten
mit zunehmender Erkrankungsdauer einen Ubergang von der RR-Verlaufsform zur
SP-Verlaufsform gibt (Trostdorf & v. Stuckrad-Barre, 2009, S. 1). (Venken et al.,
2006)

Dies bestatigt erneut die von Petereit, 2008 beschriebene initial hohe Krankheitsakti-
vitat bei MS-Patienten und den deshalb unbedingt in die Wege zu leitenden frihen
Therapiebeginn mit Basistherapeutika, auch wenn dies fur manche Patienten nach

Ruckbildung der Symptomatik (Remission) oft unverstandlich erscheint.

Passend dazu zeigen RR-MS-Patienten mit kurzer Krankheitsdauer (< 10 J.) sowonhl
bei den naiven CD4+25+ regulatorischen T-Zellen als auch bei den CD4+25+ regula-
torischen Gedachtnis-T-Zellen eine signifikant abgeschwachte Suppression gegen-
Uber altersentsprechenden gesunden Kontrollen. Bei einer Krankheitsdauer von > 10
J. zeigen die naiven CD4+25+ regulatorischen T-Zellen immer noch eine abge-
schwachte Suppressionsfahigkeit, wogegen die Suppressionsfahigkeit der CD4+25+
regulatorischen Gedachtnis-T-Zellen auf einem Niveau mit denen der gesunden Kon-
trollen ist. Schliel3lich zeigen weder die naiven regulatorischen T-Zellen und die regu-

latorischen Gedachtnis-T-Zellen noch die regulatorischen T-Zellen der gesunden
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Kontrollen eine Reaktion auf TCR-Stimuli, die Zellen sind also anergic. (Venken et

al., 2008)

Die kurzlich aus dem Thymus ausgewanderten CD4+25+ regulatorischen T-Zellen
zeigen bei MS-Patienten < 30 J. eine signifikant abgeschwachte Suppressionsfahig-
keit gegenuber gesunden Kontrollen < 30 J. auf. Oder umgekehrt ist die Suppres-
sionsfahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen bei gesunden Kontrollen < 30 J.
wesentlich starker. Mit zunehmendem Alter lasst diese Starke der Suppressions-
fahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen bei gesunden Kontrollen dann nach.
Bei den MS-Patienten dagegen ist die Suppressionsfahigkeit der CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen in jedem Alter auf einem niedrigeren Niveau. Mit zunehmendem
Alter nahert sich also die Suppressionsfahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zel-
len der gesunden Kontrollen denen der MS-Patienten an. Die nicht aus dem Thymus
stammenden CD4+25+ regulatorischen T-Zellen zeigen dagegen zwischen MS-Pati-
enten und gesunden Kontrollen keinerlei Unterschiede in ihrer Suppressionsfahigkeit.
Der zumindest in jungen Jahren bestehende signifikante Unterschied der Suppres-
sionsfahigkeit der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen scheint sich also auf die aus
dem Thymus stammenden bzw. dort gebildeten CD4+25+ regulatorischen Zellen zu
beschranken. (Haas et al., 2007)

Auch dies deutet ganz klar auf eine wie von Petereit, 2008 geschilderte mit Basisthe-

rapeutika zu therapierende zu Beginn der Erkrankung hohe Krankheitsaktivitat hin.

Eine prophylaktisch durchgefuhrte Therapie mit Immunglobulinen (IV 1g) konnte die
Suppressionsfahigkeit von CD4+25+ regulatorischen T-Zellen bei Mausen sowohl in

vivo als auch in vitro deutlich verstarken. (Ephrem et al., 2008)
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Unter 5.1 wurde bereits beschrieben, dass sich das Verhaltnis der T-Effektor-Zellen
zu den regulatorischen T-Zellen im Zielorgan wahrend des Entzindungsprozesses
verandert bzw. den Verlauf der lokalen Entzindung durch die Veranderung dieses
Verhaltnisses wahrscheinlich weiter bestimmt. Auf dem Hohepunkt der Entzindung
sind in den Entzindungsherden weniger CD4+25+ regulatorische T-Zellen vorhan-
den als zum Zeitpunkt der Ruckbildung der Entzindung, wo die funffache Anzahl an
regulatorischen T-Zellen vorhanden ist. Es kommt also zu einer Akkumulation von
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen im Zielgewebe und es gelingt dennoch zunachst
nicht, die Entzindung zu unterbinden bzw. zu stoppen. Dies scheint erst mit einer
steigenden CD4+25+ regulatorischen T-Zellzahl im Zielgewebe zu gelingen. (Korn et
al., 2007)

Das passt zu der hier in dieser Arbeit gefundenen Stimulation bzw. Aktivierung des
Immunsystems bei MS-Patienten, nicht aber bei gesunden Kontrollen, nach einer Zu-
gabe von nur 2000 CD4+25+ regulatorischen T-Zellen, also einer niedrigen Anzahl
an regulatorischen T-Zellen. Erst nach der Zugabe von hoheren CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellzahlen bzw. erst bei einem durch eine gestiegene CD4+25+ regulato-
rische Zellzahl verbesserten Verhaltnis zwischen PBMCs (bzw. T-Effektor-Zellen)
und den regulatorischen T-Zellen setzt die suppressive Wirkung der regulatorischen
T-Zellen bei den MS-Patienten ein. Bei nur 2000 zugegebenen CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen, um es nochmal zu betonen, ist bei den MS-Patienten also nicht
etwa eine abgeschwachte Hemmung der Proliferation gegenuber gesunden Kontrol-
len zu finden, sondern sogar eine Stimulation der Proliferation. Bei gesunden Kont-
rollen dagegen ist eine aufgrund der nur 2000 zugegebenen CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen erwartungsgemald relativ geringe Hemmung der Proliferation vor-
handen. Bei MS-Patienten kdnnte dies fur einen lokalen Entziindungsherd bedeuten,

dass die Entzindung bei einer zunachst niedrigen vorhandenen Zahl an CD4+25+
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regulatorischen T-Zellen zu einer Verstarkung der Entzindung fuhrt, bis schlief3lich
die CD4+25+ regulatorischen T-Zellen die Oberhand gewinnen (Korn et al., 2007)
und die Entzindung nun beenden bzw. die T-Effektor-Zellen hemmen konnen. Bei
gesunden Kontrollen dagegen kommt es bei einer niedrigen Anzahl an CD4+25+ re-
gulatorischen T-Zellen in einem lokalen Entzindungsherd nicht zu einer Stimulation
bzw. einer Verschlimmerung der Entzindung, sondern schon jetzt zu einer geringen
Hemmung, die aber noch nicht ausreicht, um die Entzindung zu beenden. Auch hier
kommt es erst bei einer Zunahme der CD4+25+ regulatorischen T-Zellen bzw. mit
dem Erreichen der Oberhand gegenuber den T-Effektor-Zellen (Korn et al., 2007)

zum Abklingen der Entzindung.

Mehrere Autoren verwendeten fur ihre Suppression- bzw. Proliferation-Assays zur In-
hibition hohere CD4+25+ regulatorische T-Zellzahlen als es in dieser Arbeit hier mit
der mit 2000 CD4+25+ regulatorischen T-Zellen niedrigsten Zellzahl der Fall ist,
wobei oOfters auch nach unterschiedlichen Verhaltnissen an Zellzahlen (z. B.
Responder/Suppressor Ratios 1:1, 1:0,5, 1:0,25, 1:0,125) vorgegangen wurde und
konnten dabei bei MS-Patienten eine signifikant verminderte bzw. abgeschwachte
Suppression demonstrieren (Jurgen Haas et al., 2005) (Huan et al., 2005)
(Vukmanovic-Stejic et al., 2006) (Wang et al., 2006) (U. Feger et al., 2007) (Haas et
al., 2007) (Saresella et al., 2008). Dabei wurden, soweit es zu Uberblicken war, aus-
schliel3lich CD4+25- (T-Effektor-Zellen) T-Zellen als Responderzellen eingesetzt
(Jurgen Haas et al., 2005) (Huan et al., 2005) (Vukmanovic-Stejic et al., 2006) (Wang
et al., 2006) (Venken et al., 2006) (U. Feger et al., 2007) (Haas et al., 2007)
(Saresella et al., 2008). Und andererseits konnte die Hohe der hier in dieser Arbeit
verwendeten Zellzahl von Responderzellen auch nicht Uberboten werden. Viglietta et
al., 2004 z. B. verwendete 2500 CD4+25- Zellen als Responderzellen und die nied-
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rigsten regulatorischen Suppressor-Zellzahlen in der hier verwendeten Literatur von
2500 (1:1) bis hin zu lediglich 312,5 (1:0,125) regulatorischen T-Zellen. Aul3er bei
Viglietta et al., 2004 hat sonst niemand die niedrige CD4+25+ regulatorische T-Zell-
zahl von 2000, wie sie bei dieser Arbeit hier zum Einsatz kam, verwendet bzw. sogar
unterschritten, allerdings bei einer bei Viglietta et al., 2004 gleichzeitig ebenfalls sehr
niedrigen CD4+25- T-Effektor-Zellzahl (2500). Im Gegensatz dazu wurden in dieser
Arbeit hier 2 x 10° PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) und eben nicht
CD4+25- T-Zellen als Responderzellen verwendet, was bei einer Zugabe von 2000
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen einer Ratio Responder/Suppressor von 1:0,01
entspricht. Ein solches Zusammenspiel bzw. eine solche Ratio war in der hier ver-
wendeten Literatur nicht zu finden, zumal wie gesagt auch noch die Responderzellen
in dieser Arbeit hier nicht die CD4+25- T-(Effektor-)Zellen sind, sondern die PBMCs
(inklusive der CD4+25- T-Zellen), wie es in der verwendeten Literatur nicht vorkam.
Gerade dies spiegelt aber vielleicht ein realistischeres Bild der Funktionalitat von
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen in vivo wieder, da bei der Wirkungsvermittiung der
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen in vivo die anderen im Blut vorhandenen Zellpo-
pulationen von einer Beeinflussung bzw. einer eventuell synergistischen oder ab-
schwachenden Wirkung auf die CD4+25+ regulatorischen T-Zellen und/oder auf die
CD4+25- T-Effektor-Zellen indirekt uber Cytokine oder direkt Uber Zell-Zell-Kontakt
naturlich auch nicht ausgeklammert sind. Und schlieBlich ist aus den Ergebnissen
dieser Arbeit heraus ja das Verhaltnis (Ratio) nur von den Lymphozyten (Responder),
also ohne Berucksichtigung der anderen im Blut vorkommenden Zellen (Verhaltnis
z.B. zu Leukozyten), zu den CD4+25+ regulatorischen T-Zellen (Suppressor) schon
1:0,039 bei den MS-Patienten und 1:0,028 bei den gesunden Kontrollen. Insofern
liegen die hier verwendeten Ratios mit 1:0,2 tber 1:0,1 und 1:0,05 und 1:0,04 bis hin

zu 1:0,01 zusammen mit der Verwendung der PBMCs naher an den Gegebenheiten
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des Blutes in vivo. An einem lokalen Entzindungsherd kdnnen dann naturlich wieder
andere Ratios vorherrschen. Insofern sollte man zwischen der Ratio im Blut und der
Ratio im lokalen Entzindungsherd unterscheiden. AuRerdem gibt es im lokalen Ge-
webe wahrend eines Entzindungsprozesses bis zu dessen Abklingen laut Korn et
al., 2007 gerade eine Verschiebung dieser Ratio. Insgesamt ist somit erklarbar, dass
in dieser Arbeit hier ein signifikanter Unterschied zwischen MS-Patienten und ge-
sunden Kontrollen bei verwendeten 2 x 10° PBMCs pro well und 2000 CD4+25+ re-
gulatorischen T-Zellen aufgefallen ist, der die Aussage zulasst, dass es bei der An-
wesenheit einer relativ niedrigen Zellzahl an CD4+25+ regulatorischen T-Zellen bei
den MS-Patienten nicht nur zu einer verglichen mit den gesunden Kontrollen abge-
schwachten Hemmung der Proliferation kommt, sondern sogar zu einer Stimulation
der Proliferation und auf die Situation in vivo bezogen zu einer Stimulation des Im-
munsystems. Die Proliferation der Zellen der gesunden Kontrollen wird bei nur 2000
zugegebenen CD4+25+ regulatorischen T-Zellen dagegen erwartungsgemafl nur
leicht gehemmt. Und auch bei den absoluten proliferierten Zellzahlen zeigen die Pati-
enten eine deutliche Erhohung nach Zugabe von 0, vor allem dann von 2000 und
auch noch von 4000 CD4+25+ regulatorischen T-Zellen, wobei diese Erh6hungen
bei den Patienten aber keine Signifikanz zeigen. Trotzdem zeigen die PBMCs der
Patienten auch ohne zugegebene CD4+25+ regulatorische T-Zellen eine doch deut-
lich starkere Proliferation. Letztendlich muss man daraus folgern, dass die PBMCs
der Patienten sich deutlich leichter bzw. besser stimulieren lassen, sie reagieren auf
einen Stimulus also viel empfindlicher als die PBMCs der gesunden Kontrollen. So
kann wohl eine nur niedrige Anzahl von 2000 CD4+25+ regulatorischen T-Zellen die-
se fur einen bzw. fraglich fur jeden Stimulus empfindlichen PBMCs nicht inhibitorisch,
sondern nur noch zusatzlich stimulatorisch beeinflussen. Auch dieses Resultat passt

jedenfalls zu den Ergebnissen aus 4.1 bzw. 5.1, den bei den Patienten hoch signifi-
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kant erhohten CD4+25+ regulatorischen T-Zellen anteilig der Lymphozyten, und aus
4.2 bzw. 5.2, den bei den Patienten hoch signifikant erhohten Foxp3+ Zellen in Pro-
zent der CD3+4+ Zellen, insofern, dass ein leicht erhdhter CD4+25+ regulatorischer
Zellstatus bei den MS-Patienten als zusatzlicher Reiz bzw. Stimulus fur das Immun-
system dient und dieses folglich einen leicht aktivierten Status hat. Ein solch leicht
aktiviertes Immunsystem konnte das Entstehen eines Schubes begunstigen oder
eventuell sogar das Auslosen eines Schubes uberhaupt erst ermoglichen. Eine the-
rapeutische Option konnte daher eine medikamentose Erniedrigung der erhohten
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen auf Normalniveau bzw. auf das Niveau der ge-
sunden Kontrollen sein.

Auch beim Proliferation-Assay ergeben sich bei Aufteilung der Patienten und Kontrol-
len in verschiedene Gruppen weitere Signifikanzen. Dabei ergibt sich bei 2000 zuge-
gebenen CD4+25+ regulatorischen T-Zellen ein indirekter und vor allem bei 40000
zugegebenen CD4+25+ regulatorischen T-Zellen sowohl absolut als auch in Prozent
ein direkter signifikanter Unterschied zwischen den Geschlechtern. Dabei zeigen
dann vor allem die CD4+25+ regulatorischen T-Zellen der mannl. Patienten eine ab-

geschwachte Suppressionsfahigkeit.

5.4 Stimulation der PBMCs durch Antigene

Die zum Entzindungsherd ins ZNS eingewanderten CD4+ T-Effektor-Zellen sezer-
nieren gro3e Mengen an IFN-y und IL-17, wogegen die peripheren CD4+ T-Effektor-
Zellen deutlich weniger dieser Cytokine ausschutten. Vorubergehend haben aller-
dings auch die CD4+25+ regulatorischen T-Zellen IFN-y produziert. (Korn et al.,

2007)
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Interferon-y (IFN-y), als wichtiges Cytokin der Tys-Zellen, wird in Bezug auf die Akti-
vierung von T-Zellen, die ihre Wirkung im ZNS vermitteln, und im Rahmen von ZNS-
Entzindungen eine immense Bedeutung zugesprochen. Beispielsweise konnten
Horwitz et al., 1997 und Olsson, T., 1995 zeigen, dass IFN-y den MHC-II-Komplex
hochzuregulieren vermag und damit die Migration von T-Zellen ins ZNS fordert. Das
klinische Krankheitsbild der EAE wird laut I.A. Ferber et al., 1996, Willenborg et al.,
1996 und Krakowski & Owens, 1996 durch eine Blockade des IFN-y unerwarteter-
weise nicht gebessert, sondern im Gegenteil deutlich verschlimmert. Willenborg et
al., 1999 hat eine durch IFN-y vermittelte Herunterregulation bzw. Verbesserung der
EAE unter Inanspruchnahme einer Induktion der NO-Synthase in peripheren Makro-
phagen und in Mikroglia und Astrozyten im Entzindungsherd beschrieben. Die ge-
naue Bedeutung bzw. der exakte Mechanismus einer Fehlfunktion bei der Wirkungs-
vermittlung des IFN-y im Zusammenhang mit einer erhdhten Empfanglichkeit bzw.
Anfalligkeit fur die EAE konnte jedoch bisher noch nicht ausreichend erklart werden.

(Wang et al., 2006)

CD4+25+ regulatorische T-Zellen von gesunden Kontrollen und von SP-MS-Pati-
enten konnten die IFN-y-Sekretion durch die CD4+25- T-Zellen hemmen. Die
CD4+25+ regulatorischen T-Zellen der RR-MS-Patienten konnten diesbezlglich
keine Hemmung vermitteln und zeigen somit ihre gestorte Funktionalitat auf. (Venken

et al., 2006)

Bei Menschen mit der HLA-Klasse I, genauer mit HLA-DR2, ist die Empfanglichkeit
fur die MS laut Haines et al., 1998 erhoht. Bezuglich der HLA-Klasse | wird laut
Harbo et al., 2004 und Fogdell-Hahn et al., 2000 HLA-A3 am meisten mit der MS in
Verbindung gebracht. Andere die MS betreffende HLA-Klasse |-Komplexe sind HLA-
A2, -B7, -B27 und -B44. Nach HLA-Klasse I|-Stimulation mit Myelinpeptidstrukturen
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waren weder die Monozyten, die B-Zellen, die CD4+ T-Zellen und die naiven CD8+
T-Zellen noch die von CD8+ T-Zellen befreiten PBMCs, sondern nur die CD8+ Ge-
dachtnis-T-Zellen in der Lage, IFN-y zu sezernieren. Auch die Stimulation mit APCs
(Antigenprasentierene Zellen) fuhrte bei den CD8+ Gedachtnis T-Zellen, nicht aber
bei den naiven CD8+ T-Zellen, zur IFN-y-Sekretion. Interessant ist auch, dass laut
Serafini et al., 2007 im ZNS von MS-Patienten eine Anhaufung von aktivierten CD8+
T-Zellen bei EBV-infizierten B-Zellen zu finden war. Sowohl bei MS-Patienten als
auch bei gesunden Kontrollen wurde eine vergleichbare Zahl an IFN-y sezernie-
renden Zellen nach Myelin-Antigen-Stimulation im Elispot gefunden. Allerdings war
diese IFN-y-Sekretion sowohl bei MS-Patienten als auch bei gesunden Kontrollen
signifikant erniedrigt gegenuber derjenigen nach Stimulation mit viralen Peptiden.
Interessanterweise wurden die starksten IFN-y-Sekretionen nicht bei Antigenen mit
der starksten HLA-Bindungsfahigkeit (Affinitat) gefunden, sondern bei Antigenen
bzw. Peptiden mit einem eher niedrigen Bindungs-Index. Ubrigens ist das nach Sti-
mulation der CD8+ T-Zellen meist gebildete und sezernierte Cytokin IFN-y.

(Laureline Berthelot et al., 2008)

Bereits 1991 konnte Sun et al. Uber eine MOG-induzierte Sekretion von IFN-y be-

richten. (Hellings et al., 2001)

Die Anzahl der IFN-y-Spots war nach Stimulation mit MBP und MOG zwischen MS-
Patienten und gesunden Kontrollen jeweils vergleichbar, also nicht unterschiedlich.
Ebenfalls keinen Unterschied hat der Vergleich zwischen DR2+ gegen DR2- und be-
handelte gegen unbehandelte Patienten ergeben. Fur MBP konnte eine Stimulation
der IFN-y-Sekretion (Tw+), aber keine Stimulation fiir IL-4 (Ty2), gezeigt werden. Ubri-

gens sezernieren NK-Zellen auch IFN-y. (Hellings et al., 2001)
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Im Gegensatz dazu konnte in dieser Arbeit hier im 1. Teil der Elispot-Analyse ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen Patienten bzw. weibl. Patienten und Kontrollen bzw.
weibl. Kontrollen nach Stimulation mit dem Antigen MOG ref. gezeigt werden. Aller-
dings hat sich im 2. Teil und bei der Analyse aller Daten zusammen zwischen allen

Patienten und allen gesunden Kontrollen keine weitere Signifikanz ergeben.

Bei der MS wird u. a. eine Verschiebung der Immunantwort zugunsten Ty¢ proinfam-
matorischer Cytokine wie IL-2, IL-12, IFN-y und TNF-a angenommen. Dabei scheint
IFN-y eine besonders wichtige Rolle zuzukommen, da laut Beck et al., 1988 und Lu
et al., 1993 klinischen Schuben eine erhdhte IFN-y-Produktion vorausgeht, eine Be-
handlung von MS-Patienten mit rekombinantem IFN-y (rIFN-y) laut Panitch et al.,
1987 eine Exazerbation auslost und der Entzindungsprozess im ZNS laut
Woodroofe & Cuzner, 1993 durch eine gesteigerte Expression von IFN-y charakteri-
siert ist. Th2 Cytokine konnen laut Bettelli et al., 1998, Cua et al., 1999 und Racke et
al., 1994 eine Herunterregulation von Ty Cytokinen vermitteln. Beim Elispot zeigen
weibl. Patienten eine starke Sekretion von IFN-y nach Stimulation mit PLP 40-60. Da-
bei war diese signifikant starker gegenuber mannl. Patienten und weibl. bzw. mannl.
Kontrollen. Bei den Mannern dagegen zeigte sich eine signifikante Erhohung der Se-
kretion von IFN-y bei den mannl. Kontrollen und nicht bei den mannl. Patienten ge-
genuber den weibl. Patienten. Allerdings konnte die Sekretion von IFN-y auf PLP in-
sofern nicht bestatigt werden, dass es nach Stimulation mit PLP nicht auch zu einer
Sekretion von IL-10 und TNF-a gekommen ist. Innerhalb der MS-Patienten zeigen
Frauen eine vermehrte IFN-y-Sekretion und Manner eine vermehrte Sekretion von IL-
5. Keine erhohte IFN-y-Sekretion hat sich dagegen bei den weibl. Kontrollen im Ver-

gleich zu den mannl. Kontrollen gezeigt. Schlief3lich sei noch erwahnt, dass HLA-DR
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nicht fur die Unterschiede zwischen den Geschlechtern bei der Produktion bzw. Se-
kretion von IFN-y verantwortlich gemacht werden kann. (Moldovan et al., 2008)

Wie oben bereits erwahnt gibt es hier in dieser Arbeit auch einen hochst signifikanten
Unterschied im 1. Teil der Elispot-Analyse zwischen den weibl. Patienten und den
weibl. Kontrollen, bei welchem die weibl. Kontrollen nach Stimulation mit MOG ref.
eine wesentlich starkere Sekretion von IFN-y zeigen. Insofern konnte eventuell, auf
das mannl. Geschlecht bezogen, die bei den mannl. Kontrollen starkere Sekretion
von IFN-y (Moldovan et al., 2008) bestatigt werden. Die signifikant erhohte Sekretion
von IFN-y bei den weibl. Patienten nach Stimulation mit PLP 40-60 (Moldovan et al.,
2008) konnte dagegen fur MOG ref. hier so nicht bestatigt werden. Eine Ge-
schlechterdifferenz im 2. Teil der Elispot-Analyse gibt es hier nach Stimulation mit
pp65 (CMV), nach welcher die mannl. Patienten signifikant mehr IFN-y sezernieren
als die weibl. Patienten. Und auch nach Stimulation mit MOG PBS zeigen nur die
mannl. nicht therapierten Patienten eine signifikant vermehrte Sekretion von IFN-y
gegenuber allen Kontrollen. Allerdings zeigen nach Stimulation mit MOG ref. sowohl
die weibl. nicht therapierten Patienten als auch die mannl. nicht therapierten Pati-
enten gegenuber allen Kontrollen eine signifikant starkere Sekretion des IFN-y, so
dass dies auch fur die nicht therapierten Patienten insgesamt gilt. Zum HLA-DR ist zu
sagen, dass hier bei der quantitativen Bestimmung des CDDR zwischen allen Pati-
enten und allen Kontrollen und auch zwischen den Geschlechtern keine signifikanten
Unterschiede zu finden waren. Lediglich beim Vergleich der Gruppe Glatiramer-
acetat, Avonex und Interferon B-1a gesamt mit allen Kontrollen haben sich signifi-
kante Unterschiede gezeigt. Insofern konnte man daraus schlieRen, dass eine The-
rapie mit Glatirameracetat oder Avonex die Expression des CDDR auf der Zellober-

flache beeinflusst. Dabei kommt es bei der Gruppe Glatirameracetat zu einer signi-
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fikanten Erniedrigung und bei der Gruppe Avonex zu einer signifikanten Erhdhung

der Expression des CDDR gegenuber allen Kontrollen.

Interessanterweise fur die Praferenz der MS fur das weibliche Geschlecht konnte
Ostrogen die IFN-y-Sekretion spezifisch bei Makrophagen, jedoch nicht bei T-Zellen,
fast vollstandig reduzieren und scheint aul3erdem Einfluss auf die dendritischen Zel-

len zu haben. (Offner & Polanczyk, 2006)

Gegen Ende der Schwangerschaft sind die IFN-y sezernierenden Zellen im Blut von
MS-Patientinnen signifikant reduziert gegenuber nachgeburtlichen Untersuchungen.
Bei gesunden Schwangeren war dies nicht der Fall. Bei den gesunden Schwangeren
allerdings zeigte sich IL-4 wahrend der Schwangerschaft signifikant erhoht gegen-
uber nachgeburtlich. Insgesamt war bei schwangeren MS-Patientinnen das Ver-
haltnis von Ty2:Th1 sezernierter Cytokine gegen Ende der Schwangerschaft erhoht
gegenuber nachgeburtlich. Bei gesunden Schwangeren verhalt es sich aber ahnlich.

(L. Airas et al., 2007)

Bei prophylaktisch mit Immunglobulinen (IV Ig) behandelten Mausen kommt es zu

einer signifikanten Reduktion der IFN-y-Sekretion. (Ephrem et al., 2008)

Bei mit Glatirameracetat behandelten Mausen sind die IFN-y und IL-2 sezernie-
renden Zellen in ihrer Zellzahl signifikant vermindert. Aul3erdem hat sich herausge-
stellt, dass nicht etwa die CD4+ T-Zellen, sondern die CD8+ T-Zellen die Hauptzell-
linie bilden, die IFN-y produziert bzw. sezerniert. (Y. Jee et al., 2007)

Da in dieser Arbeit hier 4 x 10° PBMCs pro well fiir den Elispot verwendet wurden,
kann keine Aussage daruber gemacht werden, welche Zellfraktion der PBMCs letzt-
lich fur die IFN-y-Sekretion verantwortich ist. Sowohl im 2. Teil der Elispot-Analyse

als auch bei der Beurteilung aller im Elispot erhobenen Daten zeigt sich, dass die
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Gruppe Natalizumab durch eine besonders starke Sekretion von IFN-y auffallt und
sich bei mehreren Antigenen, vor allem aber nach Stimulation durch die unterschied-
lichen Variationen von MOG, multiple Signifikanzen ergeben, wobei Natalizumab
stets signifikant erhoht gegenuber allen anderen Gruppen ist. Dies wird hier so er-
klart, dass es durch die Therapie von Natalizumab und der damit verbundenen feh-
lenden bzw. reduzierten Migration von T-Zellen vom Blut ins ZNS zu einer Zunahme
der Lymphozytenzellzahl im Blut kommt (Stenner et al., 2008), was auch in dieser
Arbeit hier zu erkennen war, und folglich auch die IFN-y sezernierenden Zellen im
Blut vermehrt vorhanden sind. Bestatigt wird dies auRerdem dadurch, dass laut
Stenner et al., 2008 Natalizumab starker an die CD8+ Zellen bindet, die laut Y. Jee et
al., 2007 wiederum die Zelllinie mit der starkeren IFN-y-Sekretion bildet, verglichen
mit CD4+ Zellen, so dass diese starke IFN-y-Sekretion wahrscheinlich vor allem
durch die CD8+ Zellen vermittelt wird. Dabei zeigten sich als Gegenpol zu der erho6-
hten Sekretion von IFN-y bei der Gruppe Natalizumab vor allem die Interferone und
hier vor allem Betaferon (Interferon -1b), aber auch Glatirameracetat. Insofern kann
bestatigt werden, dass neben den Interferonen auch Glatirameracetat eine Reduktion
der IFN-y sezernierenden Zellen vermitteln kann. Dabei waren die Unterschiede zwi-
schen der Gruppe Natalizumab und den anderen Medikamentengruppen mit hoch
und hochst signifikant so deutlich, dass durchaus von Pol und Gegenpol, wobei sich

am Gegenpol mehrere Medikamentengruppen aufhalten, gesprochen werden darf.

Zuletzt sei noch erwahnt, dass die Antigenspezifitat, also der Uberhaupt erst zur Se-
kretion von IFN-y fuhrende spezifische Stimulus, tber den MHC II- bzw. HLA |I-Kom-
plex vermittelt wird (Janeway/Travers & Walport/Shlomchik, 2002, S. 25-31). Nun gibt
es laut C. Cassan & R. S. Liblau, 2006 Zellen wie die Astrozyten und Mikroglia, die

sowohl MHC | als auch MHC Il exprimieren. Andererseits hat Baecher-Allan et al.,
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2006 gezeigt, dass es z. B. bei der Zellpopulation der CD4+25+ regulatorischen T-
Zellen funktionell unterschiedliche Zellen mit und ohne MHC II-Komplex gibt, die zu-
dem die Expression des MHC Il steuern kdnnen, also konnen beispielsweise Zellen
ohne MHC II-Komplex auf der Zelloberflache diesen dann auf die Zelloberfache
setzen. Dies zeigt, dass die MHC-Komplexe nicht starr bzw. konstant nur exprimiert
werden, sondern dass sie in ihrer Expression flexibel sind. Die Reaktivitat der Zellen
beim Elispot und in vivo auf ein Antigen hangt dann naturlich auch davon ab, ob die
Zellen den MHC II- bzw. HLA II-Komplex gerade exprimieren oder nicht und kdnnen
somit auch den Status des Immunsystems beeinflussen. Dabei darf man sich meiner
Meinung nach auch nicht scheuen so weit zu denken, dass die Zelle hier durch ent-
prechende Reize vielleicht sogar dazu befahigt ist, einen, bezogen auf die Spezifitat
der MHC- bzw. HLA-Komplexe, Spezifitdtswechsel vorzunehmen. Dabei konnte die-
selbe Zelle zuerst einen MHC-Komplex gegen ein spezifisches Antigen exprimieren
und nach einem solchen Spezifitatswechsel (Spezifitats-Switch) ein dann ganz
anderes spezifisches Antigen exprimieren. Im Extremfall konnte zuerst ein Nicht-
Auto-Antigen und spater dann ein Auto-Antigen von derselben Zelle exprimiert wer-
den. Vielleicht konnten so sogar Zellen zur Unterstutzung einer Immunantwort gegen

ein Antigen, egal ob pathogener oder autogener Natur, rekrutiert werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden zunachst anhand der FACS-Analyse verschiedene Zellpopu-
lationen quantitativ bestimmt. Dabei galt ein besonderes Augenmerk den CD4+25+
regulatorischen T-Zellen. Sowohl beim Vergleich aller MS-Patienten mit allen ge-
sunden Kontrollen als auch beim Vergleich weiterer nach Aufteilung der Patienten
und der Kontrollen gebildeter Gruppen kam es nicht nur bei den CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen, sondern auch bei anderen Zellpopulationen zu multiplen signifi-
kanten Unterschieden. Dabei haben sich innerhalb einzelner Zellpopulationen auch
Muster aufzeigen lassen, so dass aufgrund der Deutlichkeit des sich ergebenden
signifikanten Musters sogar an die Entwicklung eines eventuell sogar geschlechts-
spezifischen Labortests zur Diagnostik der MS bzw. von Autoimmunerkrankungen
allgemein gedacht werden kann, sofern sich diese Unterschiede nicht nur bei MS-
Patienten, sondern auch bei Patienten mit der Diagnose anderer Autoimmun-
krankheiten finden lassen. Aufgeteilt wurden die Patienten und Kontrollen u. a. nach
dem Geschlecht und die Patienten zudem nach einerseits einer Therapie Uberhaupt
und andererseits noch genauer nach einzelnen Therapien. Hierbei kam es bei der
Betrachtung der Geschlechter zu diversen Unterschieden. Dabei konnten nicht nur
signifikante Unterschiede zwischen weibl. Patienten und mannl. Patienten, sondern,
was noch viel interessanter erscheint, auch signifikante Unterschiede zwischen ge-
sunden weibl. Kontrollen und gesunden mannl. Kontrollen aufgezeigt werden. Wenn
dieser signifikante Unterschied der Zellzahlen von einzelnen Zellpopulationen, hier
der CD4+ Zellen in Prozent der Lymphozyten, zwischen den gesunden Ge-
schlechtern bestatigt wird, so konnte dies die Ursache fur eine bei manchen Krank-

heiten, hier der MS, bestehende Praferenz fir ein Geschlecht sein oder zumindest zu
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einer solchen beitragen. Und auch bei den therapierten bzw. nicht therapierten Pati-
enten und bei den einzelnen Medikamentengruppen haben sich schlieBlich signifi-
kante Unterschiede gezeigt. Hierbei ist vor allem die Gruppe Glatirameracetat aufge-
fallen. Ebenfalls sehr umfangreiche signifikante Unterschiede haben sich entspre-
chend auch bei der Bestimmung der Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen
finden lassen. Zwischen allen Patienten und allen Kontrollen beispielsweise war die
Zahl der Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen bei den Patienten hoch signifi-
kant erhoht gegenuber den Kontrollen, was sehr gut zu den bei den Patienten eben-
falls hoch signifikant erhohten CD4+25+ regulatorischen T-Zellen passt. Aber auch
bei den anderen gebildeten Gruppen gibt es hier noch weitere interessante Signifi-
kanzen, u. a. auch wieder zwischen gesunden weibl. Kontrollen und gesunden
mannl. Kontrollen, wobei die weibl. Kontrollen hoch signifikant weniger Foxp3+ Zellen
in Prozent der CD3+4+ Zellen aufweisen als die mannl. Patienten, was zu einer Be-
vorzugung des weibl. Geschlechts bei der MS beitragen konnte. Beim Proliferation-
Assay sind bei einer zugegebenen Anzahl von 2000 und 40000 CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen ebenfalls interessante signifikante Ergebnisse aufgefallen, die
wiederum passend waren zu den Ergebnissen der FACS-Analyse und der Bestim-
mung der Foxp3+ Zellen in Prozent der CD3+4+ Zellen. Vor allem bei 2000 zugege-
benen CD4+25+ regulatorischen T-Zellen hat sich bei verwendeten PBMCs als
Responderzellen und der hier verwendeten Ratio zwischen Responder- und Sup-
pressorzellen eine Stimulation statt einer erwarteten Inhibition bei den MS-Patienten
gezeigt. Dieses Zellverhaltnis beschreibt vielleicht besser die Gegebenheiten im Blut,
konnte aber bezogen auf den Ablauf eines Entzindungsprozesses auch zu der Situ-
ation im lokalen Gewebe herangezogen werden und zu einer dort eventuell bei MS-
Patienten initialen Verstarkung einer Entzundungsreaktion beitragen. Dabei konnte

eine im Blut nur leicht erhdhte CD4+25+ regulatorische T-Zellzahl, wie sie sich hier
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bei den Patienten ja zeigt, nicht wie bei den gesunden Kontrollen zu einer Hemmung
der Proliferation bzw. des Immunsystems, sondern stattdessen zu einer Sti-
mulation der Proliferation bzw. des Immunsystems fuhren. Diese Stimulation der Pro-
liferation bzw. dieses auf die Situation in vivo bezogene leicht aktivierte Immunsys-
tem konnte die Entstehung eines Schubes begunstigen bzw. diesen Uberhaupt erst
ermoglichen. AulRerdem zeigen sich auch beim Proliferation-Assay vor allem nach
Zugabe von 40000 CD4+25+ regulatorischen T-Zellen signifikante Unterschiede zwi-
schen den Geschlechtern, wobei die Suppressionsfahigkeit der CD4+25+ regulato-
rischen T-Zellen vor allem bei den mannl. Patienten abgeschwacht war. Zuletzt
haben sich auch noch beim Elispot mehrere interessante signifikante Resultate ge-
zeigt. Hierbei gibt es einen hochst signifikanten Unterschied nach Stimulation mit
MOG ref. bei dem weibl. Geschlecht und aufierdem zeigt sich beim Elispot vor allem
bei der Gruppe Natalizumab eine hohe Zahl an IFN-y sezernierenden Zellen mit
vielen signifikanten Unterschieden, was sich Uber den genauen Wirkmechanismus
der Therapie (Stenner et al., 2008) erklaren Iasst und vor allem den CD8+ T-Zellen
(Y. Jee et al., 2007) zugeschrieben werden kann.

Generell wurde bei der Betrachtung der einzelnen Medikamentengruppen bzw. derer
Mittelwerte eine Annaherung bzw. ein Erreichen des Mittelwertes aller Kontrollen als
Therapieerfolg und ein Entfernen von diesem bzw. eine Annaherung oder ein
Erreichen des Mittelwertes aller Patienten als ein Versagen der Therapie gewertet.
Dies lasst sich nach Aufteilung der Kontrollen und Patienten in weitere Gruppen auch
beim Vergleich der Mittelwerte zu Untergruppen, z. B. der therapierten und nicht
therapierten Patienten oder auch zwischen den Geschlechtern, weiterfUhren. So
konnte nicht nur anhand des klinischen Bildes bzw. des Auftretens von Schiben oder
kernspintomographischer Aufnahmen, sondern auch schon alleine anhand eines

solchen gewonnenen Mittelwertes ein individuelles Ansprechen des Medikamentes
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bei dem Patienten Uberpruft und eventuell beim Versagen der Therapie auf ein
anderes Medikament umgestellt werden, bevor ein klinisches Ereignis eintritt bzw.
neue kernspintomographische Lasionen erkennbar werden.

Im Rahmen der Diskussion dieser Arbeit Iasst sich auflerdem vermuten, dass das
Vorhandensein von autoreaktiven T-Zellen eine normale Gegebenheit ist, diese also
auch bei gesunden Individuen vorkommen (Hellings et al., 2001) und die Suppres-
sion der T-Effektor-Zellen durch die regulatorischen T-Zellen nicht nur gegen
autoreaktive T-Zellen, sondern auch gegen nicht autoreaktive T-Zellen gerichtet ist
(Vukmanovic-Stejic et al., 2006). Diese Suppressionsfahigkeit scheint also zum
Umfang der physiologischen Fahigkeiten des Immunsystems zu gehéren, um eine
Immunreaktion wieder einzudammen bzw. zu beenden und eine uberschielende
Immunreaktion zu verhindern. Eine fehlerhafte Up- und Downregulation der IFN-y-
Rezeptoren konnte dabei zu einer fehlerhaften Funktionalitdt der CD4+25+ regu-
latorischen T-Zellen fuhren, nachdem Wang et al., 2006 bereits eine bei Individuen
differierende IFN-y-Rezeptorenzellzahl vermutet hat.

Aullerdem wird spekuliert, dass nach entsprechendem Reiz nicht autoreaktive T-Zel-
len durch Expression eines gegen Autoantigensequenzen gerichteten MHC-II-Kom-
plexes auf ihrer Zelloberflache zu autoreaktiven T-Zellen rekrutiert werden konnten.
Schlie3lich wird bezuglich unterschiedlicher Zellzahlen zwischen den gesunden Ge-
schlechtern auch noch Uber einen Zusammenhang mit dem Hormonstatus und sogar

Uber einen Zusammenhang mit der Alterung des Menschen spekuliert.

Insgesamt ergibt sich nicht nur aus der Betrachtung der Ergebnisse der einzelnen
Untersuchungen heraus, sondern auch im Uberblick tber alle hier in dieser Arbeit er-
arbeiteten Ergebnisse und nach Analyse der hier verwendeten Literatur ein stim-

miges Gesamtbild.
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Rohdaten zu 4.1

Gesamt
12.04.2006

Therapien

Pat. 1 (w)
Pat. 2 (w)
Pat. 3 (m)
Pat. 4 (m)
19.04.2006
Pat. 1 (w)
Pat. 2 (w)
Pat. 3 (m)
04.05.2006
Pat. 1 (w)
Pat. 2 (m)
Kontr. 3 (w)
Kontr. 4 (w)
18.05.2006
Pat. 1 (w)
Pat. 2 (m)
Pat. 3 (w)
Pat. 4 (w)
16.08.2006
Kontr. 1 (w)

08.09.2006
Pat. 1 (m)
Pat. 2 (w)

13.09.2006
Pat. 1 (w)
Pat. 2 (m)

29.09.2006
Pat. 1 (m)
Pat. 2 (w)
Pat. 3 (w)
Pat. 4 (w)
Pat. 5 (m)

06.10.2006
Pat. 1 (w)
Pat. 2 (w)
Pat. 3 (w)
Pat. 4 (w)

20.08.2007
Kontr. 1 (w)
Kontr. 2 (w)
Kontr. 3 (w)
Kontr. 4 (w)
Kontr. 5 (m)

22.08.2007
Kontr. 1 (w)
Kontr. 2 (m)
Kontr. 3 (m)
Kontr. 4 (w)
Kontr. 5 (m)

24.08.2007
Pat. 1 (w)
Pat. 2 (m)
Pat. 3 (w)
Pat. 4 (w)
Kontr. 5 (w)
Kontr. 6 (w)

Rebif
fragl. im Schub

Imurek wegen M. Crohn

Avonex

Glatirameracetat

Glatirameracetat

Glatirameracetat
Avonex
Natalizumab
fragl. im Schub

Avonex
Rebif

Avonex
Avonex
Avonex

Avonex

Anhang

Lymphos Davon: CD3+

100%
2250
1449
1047
1435

2005
922
1361

1337
1284
2160
1329

706
1945
3084
1785

647

1536
904

1899
2014

1636
1775
1102
1440
1127

1864
960

1949
1794

2641
2722
1821
2241
1509

1599
1729
1945
2239
1806

1291
1454
1725
1366
1326
2921

234

CD4+
%  Absolut % Absolut
64,19 1444 48,64 1094
66,95 970 39,27 569
51,37 538 29,22 306
58,86 845 40,48 581
70,37 1411 53,75 1078
72,66 670 51,85 478
70,53 960 51,42 700
63,59 850 43,74 585
56,06 720 36,25 465
60,92 1316 43,85 947
68,69 913 43,67 580
36,98 261 39,97 282
77,21 1501 49,65 966
52,03 1605 45,61 1407
63,36 1131 49,81 889
38,28 248 37,06 240
50,21 232 4363 202
50,21 771 45,80 704
49,64 449 42,77 387
68,41 1299 48,83 928
65,62 1322 37,22 750
60,05 982 47,35 775
54,10 960 4421 785
62,80 692 32,17 354
65,12 937 52,54 756
55,40 624 48,48 546
57,08 1064 43,32 807
62,56 600 54,97 528
5448 1062 51,74 1008
64,52 1157 50,44 905
4403 1163 40,72 1076
56,78 1546 45,90 1249
53,95 982 40,31 734
60,82 1363 49,40 1107
48,61 734 33,62 507
58,16 930 38,85 621
57,86 1000 38,38 663
43,73 851 33,04 643
59,27 1327 43,77 980
38,09 688 30,64 554
38,74 500 33,84 437
39,80 579 35,05 510
51,78 893 44.81 773
54,71 748 42,08 575
46,77 620 28,47 378
62,54 1827 45,93 1341



CD4+25+ CD8+ CD19+ CD16/56+

% Absolut % Absolut % Absolut % Absolut
3,63 82 15,24 343 11,78 265 9,96 224
1,91 28 23,81 345 15,72 228 8,43 122
3,38 35 21,30 223 18,67 195 12,39 130
3,47 50 15,61 224 10,10 145 17,85 256
4.84 97 20,02 401 6,38 128 12,28 246
6,37 59 17,57 162 13,37 123 1,46 13
5,19 71 21,72 296 8,42 115 10,77 147
3,00 40 22,10 295 9,89 132 12,09 162
4,39 56 26,91 346 9,34 120 19,11 245
4,79 103 28,53 616 3,57 77 26,93 582
3,79 50 26,93 358 6,57 87 13,24 176
3,82 27 22,55 159 4,02 28 32,24 228
5,28 103 31,97 622 9,79 190 7,44 145
4.44 137 17,45 538 21,34 658 11,11 343
4.68 84 17,84 319 9,72 174 15,59 278
2,93 19 16,35 106 10,71 69 19,82 128

272 13 2645 = 122 58 27 1291 60
4,46 69 23,71 364 6,03 93 27,13 417
5,13 46 18,08 163 9,45 85 22,87 207
412 78 26,62 506 8,46 161 12,11 230
3,04 61 32,31 651 11,15 225 11,11 224
3,45 56 19,99 327 7,90 129 20,54 336
2,52 45 15,88 282 6,96 124 29,94 531
1,84 20 28,76 317 9,02 99 13,59 150
2,26 33 19,38 279 5,56 80 18,81 271
3,57 40 18,28 206 7,97 90 13,10 148
2,00 37 25,77 480 10,62 198 23,75 443
4,05 39 19,24 185 8,56 82 8,13 78
4.47 87 10,54 205 19,23 375 7,06 138
5,23 94 19,59 351 10,22 183 11,36 204
2,21 58 23,02 608 4.51 119 16,80 444
2,02 55 21,35 581 11,41 311 8,25 225
1,91 35 20,70 377 11,61 211 11,40 208
2,06 46 17,91 401 7,55 169 8,02 180
2,13 32 19,43 293 10,73 162 13,41 202
2,92 47 24,10 385 6,80 109 9,41 150
2,12 37 25,46 440 12,24 212 7,45 129
1,95 38 22,34 435 11,38 221 19,67 383
3,07 69 20,88 467 8,61 193 8,91 199
3,09 56 15,96 288 9,48 171 18,40 332
3,46 45 11,96 154 4.41 57 12,55 162
2,53 37 16,18 235 13,04 190 20,54 299
4,38 76 10,40 179 10,59 183 6,00 104
5,35 73 15,39 210 3,80 52 10,82 148
2,99 40 21,17 281 10,43 138 15,33 203
4.14 121 21,57 630 8,74 255 6,71 196
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In % der CD3 CD3+ Davon: CD4+ CD4+25+ CD8+

100% % Absolut % Absolut % Absolut
1444 75,76 1094 5,68 82 23,75 343
970 58,66 569 2,89 28 35,57 345
538 56,88 306 6,51 35 41,45 223
845 68,76 581 5,92 50 26,51 224
1411 76,40 1078 6,87 97 28,42 401
670 71,34 478 8,81 59 24,18 162
960 72,92 700 7,40 71 30,83 296
850 68,78 585 4,72 40 34,75 295
720 64,66 465 7,83 56 48,00 346
1316 71,98 947 7,86 103 46,83 616
913 63,58 580 5,52 50 39,21 358
261 108,08 282 10,33 27 60,98 159
1501 64,31 966 6,84 103 41,41 622
1605 87,66 1407 8,53 137 33,54 538
1131 78,61 889 7,39 84 28,16 319
248 96,81 240 7,65 19 42,71 106
o232 8690 202 542 13 5268 122
771 91,22 704 8,88 69 47,22 364
449 86,16 387 10,34 46 36,42 163
1299 71,38 928 6,02 78 38,91 506
1322 56,72 750 4,63 61 49,24 651
982 78,85 775 5,74 56 33,29 327
960 81,72 785 4,66 45 29,35 282
692 51,23 354 2,93 20 45,80 317
937 80,68 756 3,47 33 29,76 279
624 87,51 546 6,44 40 33,00 206
1064 75,89 807 3,50 37 4515 480
600 87,87 528 6,47 39 30,75 185
1062 94,97 1008 8,21 87 19,35 205
1157 78,18 905 8,11 94 30,36 351
1163 92,48 1076 5,02 58 52,28 608
1546 80,84 1249 3,56 55 37,60 581
982 74,72 734 3,54 35 38,37 377
1363 81,22 1107 3,39 46 29,45 401
734 69,16 507 4,38 32 39,97 293
930 66,80 621 5,02 47 41,44 385
1000 66,33 663 3,66 37 44,00 440
851 75,55 643 4,46 38 51,09 435
1327 73,85 980 5,18 69 35,23 467
688 80,44 554 8,11 56 41,90 288
500 87,35 437 8,93 45 30,87 154
579 88,06 510 6,36 37 40,65 235
893 86,54 773 8,46 76 20,08 179
748 76,92 575 9,78 73 28,13 210
620 60,87 378 6,39 40 45,26 281
1827 73,44 1341 6,62 121 34,49 630
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In % der CD4+CD25+ CD4+25+ Davon: CD69+ DR+

100% % Absolut % Absolut
40 6,04 2 17,48 7
56 2,70 2 34,03 19
103 2,43 3 31,61 33
50 1,64 1 34,27 17
27 0,72 0 13,14 4
103 1,56 2 20,76 21
137 1,07 1 23,94 33
84 0,52 0 26,47 22
19 0,00 0 24,05 5

[ 000 0 325 4
69 1,72 1 15,79 11
46 0,00 0 11,89 6
78 0,57 0 20,68 16
61 0,78 0 19,44 12
56 2,06 1 19,58 11
45 0,86 0 28,23 13
20 0,66 0 42,68 9
33 1,36 0 27,45 9
40 0,00 0 25,93 10
37 2,07 1 32,76 12
39 0,00 0 37,37 15
87 1,55 1 43,37 38
94 2,20 2 58,93 55
58 3,61 2 21,21 12
55 1,83 1 26,22 14
35 1,07 0 35,04 12
46 0,68 0 17,56 8
32 2,63 1 35,71 11
47 1,77 1 27,07 13
37 1,52 1 24,38 9
38 2,04 1 27,85 11
69 0,00 0 25,00 17
56 0,99 1 25,14 14
45 1,10 0 33,08 15
37 5,98 2 38,21 14
76 0,68 1 27,41 21
73 1,86 1 20,33 15
40 1,64 1 20,51 8
121 3,23 4 19,77 24
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Berechnungen zu den Daten der Abb. 3

Die Leukozytenzellzahl wurde durch Bestimmung des Blutbildes mithilfe des

Blutanalysegerates ADVIA 120 erhalten.

Kontrolle 4 (w) % Absolut In % der CD3+ % Absolut
Leukos 100,00 5570 CD3+ 100,00 913
Lymphos 23,86 1329 CD4+ 63,58 580

CD8+ 39,21 358
In % der Lymphos CD4+25+ 5,52 50
CD3+ 68,69 913
CD19+ 6,57 87 In % der CD4+25+
CD16/56+ 13,24 176 CD4+25+ 100,00 50
CD4+ 43,67 580 CD69+ 1,64 1
CD8+ 26,93 358 DR+ 34,27 17
CD4+25+ 3,79 50

Statistik zu Signifikanzen bei 4.1

Alle Patienten gegen alle Kontrollen Lymphozyten Absolut

Table Analyzed Data 1
Column A
VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0356

P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=2.170 df=43

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B

1548 + 88.45 N=30
1909 + 155.5 N=15

Difference between means -360.8 £ 166.3
95% confidence interval -696.3 to -25.30
R squared 0,09870
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.546, 14, 29
P value 0,3127
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Alle Patienten gegen alle Kontrollen CD4+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 4
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0226
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.365 df=43
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 44.51 £ 1.246 N=30
Mean £ SEM of column B 39.57 £ 1.575 N=15
Difference between means 4,935 £ 2.087
95% confidence interval 0.7245 t0 9.146
R squared 0,1151
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.252, 29, 14
P value 0,6729
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Alle Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 6
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0031
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.138 df=43
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.875 £ 0.2114 N=30
Mean £ SEM of column B 2.808 £ 0.2277 N=15
Difference between means 1.067 £ 0.3402
95% confidence interval 0.3809 to 1.754
R squared 0,1863
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.723, 29, 14
P value 0,2832
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Alle Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Absolut

Table Analyzed Data 9
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0209
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.397 df=43
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 312.2 £ 24.63 N=30
Mean £ SEM of column B 417.7 £ 38.13 N=15
Difference between means -105.5 +44.01
95% confidence interval -194.3 to -16.69
R squared 0,1179
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.198, 14, 29
P value 0,6555
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Alle Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 15
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0293
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.255 df=43
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 6.755 £ 0.3837 N=30
Mean £ SEM of column B 5.357 £ 0.4202 N=15
Difference between means 1.398 + 0.6198
95% confidence interval 0.1471 t0 2.648
R squared 0,1058
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.667, 29, 14
P value 0,3139
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Alle Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 16
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0212

Yes
Two-tailed
t=2.392 df=43

34.86 + 1.732 N=30
41.32 £ 1.580 N=15
-6.459 + 2.700
-11.91 to -1.011
0,1175

2.403, 29, 14
0,0861

ns

No

Weibl. Patienten gegen weibl. Kontrollen CD8+ Absolut

Table Analyzed Data 30
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0090

Yes
Two-tailed
t=2.802 df=29

293.7 £26.79 N=20
437.3 £49.35 N=11
-143.6 + 51.26
-248.4 to -38.80
0,2131

1.866, 10, 19
0,2323

ns

No



Weibl. Patienten gegen weibl. Kontrollen CD8+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 37
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0277
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.318 df=29
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 32.71 £ 2.161 N=20
Mean £ SEM of column B 40.26 £ 1.924 N=11
Difference between means -7.547 £ 3.256
95% confidence interval -14.21 to -0.8887
R squared 0,1563
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.293, 19,10
P value 0,1796
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Mannl. Patienten gegen mannl. Kontrollen CD4+25+ Prozent der Lym-
phos

Table Analyzed Data 48
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0083
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.156 df=12
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.876 £ 0.2887 N=10
Mean £ SEM of column B 2.323 £ 0.2591 N=4
Difference between means 1.554 + 0.4922
95% confidence interval 0.4810 to0 2.626
R squared 0,4536
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.102,9, 3
P value 0,3815
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Alle Frauen (P+K) gegen alle Manner (P+K) CD4+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 67
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0420
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.096 df=43
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 44.27 £ 1.134 N=31
Mean £ SEM of column B 39.76 £ 1.995 N=14
Difference between means 4510 £ 2.152
95% confidence interval 0.1687 to 8.852
R squared 0,09272
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.398, 13, 30
P value 0,4343
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen CD4+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 88
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0068
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.885 df=33
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 45,72 £ 1.416 N=20
Mean £ SEM of column B 39.57 £ 1.575 N=15
Difference between means 6.144 £ 2.130
95% confidence interval 1.809 to 10.48
R squared 0,2014
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.077,19, 14
P value 0,9033
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 90
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0094
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.760 df=33
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.875 £ 0.2873 N=20
Mean £ SEM of column B 2.808 £ 0.2277 N=15
Difference between means 1.067 + 0.3865
95% confidence interval 0.2801 to 1.854
R squared 0,1876
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.123, 19, 14
P value 0,1556
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Absolut

Table Analyzed Data 93
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0097
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.745 df=33
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 293.7 £ 26.79 N=20
Mean + SEM of column B 417.7 £ 38.13 N=15
Difference between means -124.1 £45.21
95% confidence interval -216.1 to -32.05
R squared 0,1859
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.519, 14,19
P value 0,3912
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 100
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0049
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.020 df=33
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 32.71 £ 2.161 N=20
Mean £ SEM of column B 41.32 £ 1.580 N=15
Difference between means -8.608 + 2.851
95% confidence interval -14.41 to -2.805
R squared 0,2165
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.493,19, 14
P value 0,0865
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 111
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0076
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.926 df=23
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.876 £ 0.2887 N=10
Mean £ SEM of column B 2.808 £ 0.2277 N=15
Difference between means 1.068 + 0.3650
95% confidence interval 0.3127 to0 1.823
R squared 0,2712
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.071,9, 14
P value 0,8759
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 120
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0411
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.164 df=23
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 6.655 £ 0.3735 N=10
Mean + SEM of column B 5.357 £ 0.4202 N=15
Difference between means 1.298 + 0.5998
95% confidence interval 0.05676 to 2.539
R squared 0,1691
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.899, 14,9
P value 0,3354
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Weibl. Kontrollen gegen mannl. Kontrollen CD4+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 4
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0239
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.557 df=13
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 41.63 £ 1.693 N=11
Mean £ SEM of column B 33.92 £ 1.621 N=4
Difference between means 7.710 £ 3.015
95% confidence interval 1.198 to 14.22
R squared 0,3347
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.000, 10, 3
P value 0,3968
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten Lymphozyten Absolut

Table Analyzed Data 1
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0355
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.179 df=39
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 1968 = 209.7 N=11
Mean £ SEM of column B 1548 + 88.45 N=30
Difference between means 419.6 + 192.6
95% confidence interval 29.96 to 809.3
R squared 0,1085
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.061, 10, 29
P value 0,1258
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten CD4+25+ Prozent der Lympho-
zyten

Table Analyzed Data 6
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0278
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.286 df=39
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 2.985 £ 0.2828 N=11
Mean £ SEM of column B 3.875 £ 0.2114 N=30
Difference between means -0.8908 £ 0.3897
95% confidence interval -1.679 to -0.1024
R squared 0,1181
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.524, 29, 10
P value 0,4920
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten CD8+ Absolut

Table Analyzed Data 9
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0174
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.484 df=39
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 437.3 £49.35 N=11
Mean £ SEM of column B 312.2 £ 24.63 N=30
Difference between means 125.0 £ 50.34
95% confidence interval 23.19 10 226.9
R squared 0,1366
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.472,10, 29
P value 0,3999
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten CD3+ Prozent der Lymphozyten

Table Analyzed Data 23
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0324
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.236 df=32
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 47.07 £4.189 N=4
Mean £ SEM of column B 58.64 £ 1.798 N=30
Difference between means -11.57 £5.173
95% confidence interval -22.11 to -1.026
R squared 0,1351
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.381, 29, 3
P value 0,9084
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten CD4+ Prozent der Lymphozyten

Table Analyzed Data 25
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0049
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.026 df=32
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 33.92 £ 1.621 N=4
Mean £ SEM of column B 44.51 £ 1.246 N=30
Difference between means -10.59 £ 3.499
95% confidence interval -17.72 to -3.458
R squared 0,2225
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 4.436, 29, 3
P value 0,2441
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten CD4+25+ Prozent der Lympho-
zyten

Table Analyzed Data 27
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0133
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.620 df=32
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 2.323 £ 0.2591 N=4
Mean £ SEM of column B 3.875 £ 0.2114 N=30
Difference between means -1.553 £ 0.5927
95% confidence interval -2.761 to -0.3450
R squared 0,1766
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 4.990, 29, 3
P value 0,2095
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der Lym-
phos

Table Analyzed Data 174
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0163
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.568 df=26
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.802 £ 0.3224 N=13
Mean £ SEM of column B 2.808 £ 0.2277 N=15
Difference between means 0.9935 + 0.3869
95% confidence interval 0.1980 to 1.789
R squared 0,2023
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.738, 12, 14
P value 0,3225
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+ Prozent der Lym-
phos

Table Analyzed Data 36
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0176
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.528 df=27
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 45.24 £ 1.589 N=14
Mean £ SEM of column B 39.57 £ 1.575 N=15
Difference between means 5.662 + 2.239
95% confidence interval 1.067 to 10.26
R squared 0,1914
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.053, 14,13
P value 0,9309
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der
Lymphos

Table Analyzed Data 38
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0101
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.764 df=27
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.831 £ 0.2956 N=14
Mean £ SEM of column B 2.808 £ 0.2277 N=15
Difference between means 1.023 £ 0.3702
95% confidence interval 0.2638 t0 1.783
R squared 0,2206
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.573, 13, 14
P value 0,4110
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent der
CD3+

Table Analyzed Data 48
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0011
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.643 df=27
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 32.85+£1.711 N=14
Mean + SEM of column B 41.32 + 1.580 N=15
Difference between means -8.473 +2.325
95% confidence interval -13.24 to -3.701
R squared 0,3296
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.094, 13, 14
P value 0,8654
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. therapierte Patienten gegen mannl. therapierte Patienten CD8+
Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 281
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0324
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.447 df=11
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 18.98 £ 1.765 N=10
Mean £ SEM of column B 27.64 £ 2.510 N=3
Difference between means -8.663 = 3.540
95% confidence interval -16.451t0 -0.8718
R squared 0,3525
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.649, 9, 2
P value 0,8679
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Mannl. therapierte Patienten gegen mannl. nicht therapierte Patienten
CD8+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 247
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0121
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.547 df=6
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 34.48 £ 2.873 N=5
Mean £ SEM of column B 48.15 £ 0.5881 N=3
Difference between means -13.67 £ 3.855
95% confidence interval -23.11 to -4.240
R squared 0,6771
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 39.78,4, 2
P value 0,0493
P value summary *
Are variances significantly different? Yes
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Weibl. therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+ Prozent der
Lymphos

Table Analyzed Data 67
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0382
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.199 df=23
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 45.43 £ 2.255 N=10
Mean £ SEM of column B 39.57 £ 1.575 N=15
Difference between means 5.855 £ 2.663
95% confidence interval 0.3454 t0 11.36
R squared 0,1737
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.366, 9, 14
P value 0,5796
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Weibl. therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der
Lymphos

Table Analyzed Data 69
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0390
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.189 df=23
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.753 £ 0.4060 N=10
Mean £ SEM of column B 2.808 £ 0.2277 N=15
Difference between means 0.9450 £ 0.4317
95% confidence interval 0.05171 to 1.838
R squared 0,1724
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.119,9, 14
P value 0,2008
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Absolut

Table Analyzed Data 72
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0162
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.594 df=23
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 272.1 £ 37.97 N=10
Mean £ SEM of column B 417.7 £ 38.13 N=15
Difference between means -145.6 £ 56.15
95% confidence interval -261.8 to -29.47
R squared 0,2263
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.512,14,9
P value 0,5395
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Weibl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+ Prozent
der Lymphos

Table Analyzed Data 52
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0316
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.296 df=22
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 45.36 £ 1.917 N=9
Mean £ SEM of column B 39.57 £ 1.575 N=15
Difference between means 5.784 + 2.520
95% confidence interval 0.5582 to 11.01
R squared 0,1932
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.125,14,8
P value 0,9003
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Pro-

zent der Lymphos

Table Analyzed Data 54
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

Weibl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent

0,0346

Yes
Two-tailed
t=2.253 df=22

3.733 £ 0.3724 N=9
2.808 £0.2277 N=15
0.9253 + 0.4107
0.07355to 1.777
0,1875

1.604, 8, 14
0,4195

ns

No

der CD3+

Table Analyzed Data 64
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0019

Yes
Two-tailed
t=3.534 df=22

31.94 £ 2.196 N=9
41.32 £ 1.580 N=15
-9.379 + 2.654
-14.88 to -3.875
0,3621

1.158, 8, 14
0,7731

ns

No



Mannl. therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent der

Lymphos

Table Analyzed Data 92
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0216

Yes
Two-tailed
t=2.546 df=16

27.64 £2.510 N=3
21.71 £0.9238 N=15
5.930 £ 2.329
0.9920 to 10.87
0,2883

1.476, 2, 14
0,5241

ns

No

Mannl. therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der

Lymphos

Table Analyzed Data 90
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0525

ns

No

Two-tailed
t=2.095 df=16

3.963 + 0.4621 N=3
2.808 £0.2277 N=15
1.155 £ 0.5516
-0.01406 to 2.325
0,2152

1.214, 14, 2
1,0820

ns

No



Mannl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD4+25+ Pro-

zent der Lymphos

Table Analyzed Data 48
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

Mannl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent

0,0262

Yes
Two-tailed
t=2.422 df=18

4.008 £ 0.5330 N=5
2.808 £0.2277 N=15
1.200 + 0.4955
0.1590 to 2.241
0,2458

1.826, 4, 14
0,3599

ns

No

der CD3+

Table Analyzed Data 58
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0462

Yes
Two-tailed
t=2.141 df=18

34.48 + 2.873 N=5
41.32 £ 1.580 N=15
-6.842 + 3.196
-13.56 to -0.1271
0,2029

1.102, 4, 14
0,7876

ns

No



Glatirameracetat gegen Rebif CD3+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 297
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0499
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.186 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 46.41 £ 4.743 N=3
Mean £ SEM of column B 66.04 £ 0.9150 N=2
Difference between means -19.63 £ 6.160
95% confidence interval -39.23 to -0.02582
R squared 0,7719
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 40.30, 2, 1
P value 0,2214
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen Rebif CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 301
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0056
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=7.161 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 4.240 £ 0.2101 N=3
Mean £ SEM of column B 2.085 £ 0.1750 N=2
Difference between means 2.155 + 0.3009
95% confidence interval 1.197 t0 3.113
R squared 0,9447
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.162, 2,1
P value 0,8668
P value summary ns
Are variances significantly different? No

258



Glatirameracetat gegen Rebif CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 310
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0038
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.160 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 9.247 £ 0.5510 N=3
Mean £ SEM of column B 3.180 £ 0.2900 N=2
Difference between means 6.067 £ 0.7435
95% confidence interval 3.701 to0 8.432
R squared 0,9569
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 5.415, 2, 1
P value 0,5815
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen Avonex CD3+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 2
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0411
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.432 df=8
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 46.41 £ 4.743 N=3
Mean £ SEM of column B 57.41 £ 2.229 N=7
Difference between means -11.00 £ 4.522
95% confidence interval -21.43t0 -0.5710
R squared 0,4251
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.941,2,6
P value 0,4477
P value summary ns
Are variances significantly different? No

259



Glatirameracetat gegen Avonex CD16/56+ Absolut

Table Analyzed Data 13
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0086
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.455 df=8
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 329.3 £ 54.99 N=3
Mean £ SEM of column B 160.9 £ 22.79 N=7
Difference between means 168.5 £ 48.76
95% confidence interval 56.03 to 280.9
R squared 0,5987
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.495,2,6
P value 0,3254
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen Interferon B-1a gesamt CD3+ Prozent der
Lymphos

Table Analyzed Data 23
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0171
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.853 df=10
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 46.41 £ 4.743 N=3
Mean £ SEM of column B 59.32 £ 2.128 N=9
Difference between means -12.92 £ 4.527
95% confidence interval -23.00 to -2.831
R squared 0,4488
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.655, 2, 8
P value 0,5006
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Glatirameracetat gegen Interferon B-1a gesamt CD16/56+ Absolut

Table Analyzed Data 34
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0079
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.307 df=10
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 329.3 £ 54.99 N=3
Mean £ SEM of column B 168.8 £ 22.01 N=9
Difference between means 160.6 + 48.55
95% confidence interval 52.39 to 268.7
R squared 0,5224
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.080, 2,8
P value 0,3747
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen nicht therapierte Patienten CD4+ Prozent der
CD3+

Table Analyzed Data 14
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0020
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.736 df=15
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 76.74 £ 1.977 N=14
Mean £ SEM of column B 95.65 £ 6.298 N=3
Difference between means -18.91 £ 5.062
95% confidence interval -29.70 to -8.125
R squared 0,4820
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.173,2,13
P value 0,3067
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Glatirameracetat gegen nicht therapierte Patienten CD4+25+ Prozent
der CD3+

Table Analyzed Data 15
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0141
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.779 df=15
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 6.465 £ 0.4405 N=14
Mean + SEM of column B 9.247 £ 0.5510 N=3
Difference between means -2.782 + 1.001
95% confidence interval -4.915t0 -0.6484
R squared 0,3398
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.983, 13,2
P value 0,5577
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen nicht therapierte Patienten CD8+ Prozent der
CD3+

Table Analyzed Data 16
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0109
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.906 df=15
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 32.85+£1.711 N=14
Mean £ SEM of column B 47.25 £7.921 N=3
Difference between means -14.40 £ 4.954
95% confidence interval -24.95 to -3.841
R squared 0,3603
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 4592, 2,13
P value 0,0620
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Glatirameracetat gegen alle Patienten CD3+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 2
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0466
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.072 df=31
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 46.41 £ 4.743 N=3
Mean £ SEM of column B 58.64 £ 1.798 N=30
Difference between means -12.23 £5.903
95% confidence interval -24.27 to -0.1909
R squared 0,1217
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.437, 29, 2
P value 0,9866
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen alle Patienten CD4+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 14
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0206
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.441 df=31
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 95.65 £ 6.298 N=3
Mean £ SEM of column B 77.14 £ 2.307 N=30
Difference between means 18.52 + 7.587
95% confidence interval 3.040 to 34.00
R squared 0,1612
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.342, 29, 2
P value 1,0332
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Glatirameracetat gegen alle Patienten CD8+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 16
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0455
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.083 df=31
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 47.25 £7.921 N=3
Mean £ SEM of column B 34.86 £ 1.732 N=30
Difference between means 12.38 £ 5.944
95% confidence interval 0.2591 to 24.51
R squared 0,1228
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.091, 2, 29
P value 0,2836
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 101
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0154
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.712 df=16
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 4.240 £ 0.2101 N=3
Mean £ SEM of column B 2.808 £ 0.2277 N=15
Difference between means 1.432 + 0.5281
95% confidence interval 0.3125 to 2.551
R squared 0,3149
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 5.875, 14,2
P value 0,3096
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Glatirameracetat gegen alle Kontrollen CD16/56+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 107
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0331
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.332 df=16
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 23.49 + 6.365 N=3
Mean £ SEM of column B 13.58 £ 1.510 N=15
Difference between means 9.910 £ 4.249
95% confidence interval 0.9020 to 18.92
R squared 0,2537
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.552, 2, 14
P value 0,1131
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen alle Kontrollen CD4+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 109
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0057
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.193 df=16
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 95.65 £ 6.298 N=3
Mean £ SEM of column B 75.20 £ 2.585 N=15
Difference between means 20.45 £ 6.405
95% confidence interval 6.871 to 34.03
R squared 0,3892
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.187, 2, 14
P value 0,6678
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Glatirameracetat gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 110
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0012
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.943 df=16
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 9.247 £ 0.5510 N=3
Mean £ SEM of column B 5.357 £ 0.4202 N=15
Difference between means 3.889 £+ 0.9863
95% confidence interval 1.798 to 5.980
R squared 0,4929
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.908, 14, 2
P value 0,5702
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Glatirameracetat gegen alle Kontrollen CDDR+ Prozent der CD4+25+

Table Analyzed Data 115
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0268
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.439 df=16
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 17.62 £ 3.250 N=3
Mean £ SEM of column B 26.36 £ 1.464 N=15
Difference between means -8.736 + 3.582
95% confidence interval -16.33 to -1.142
R squared 0,2710
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.014, 14,2
P value 1,2049
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Rebif gegen Avonex CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 48
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0394
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.527 df=7
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 2.085 £ 0.1750 N=2
Mean £ SEM of column B 4.213 £ 0.4270 N=7
Difference between means -2.128 +0.8420
95% confidence interval -4.119t0 -0.1366
R squared 0,4771
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 20.84, 6, 1
P value 0,3323
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Rebif gegen Avonex CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 57
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0407
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.504 df=7
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.180 £ 0.2900 N=2
Mean £ SEM of column B 7.479 £ 0.8717 N=7
Difference between means -4.299 £ 1.717
95% confidence interval -8.358 t0 -0.2390
R squared 0,4725
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 31.62, 6, 1
P value 0,2706
P value summary ns
Are variances significantly different? No

267



Rebif gegen nicht therapierte Patienten CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 27
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0483
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.163 df=14
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.831 £ 0.2956 N=14
Mean £ SEM of column B 2.085 £ 0.1750 N=2
Difference between means 1.746 £ 0.8073
95% confidence interval 0.01472 t0 3.478
R squared 0,2505
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 19.98, 13, 1
P value 0,3471
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Rebif gegen nicht therapierte Patienten CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 36
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0163
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.730 df=14
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 6.465 £ 0.4405 N=14
Mean £ SEM of column B 3.180 £ 0.2900 N=2
Difference between means 3.285 £ 1.203
95% confidence interval 0.7035 to 5.866
R squared 0,3473
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 16.15, 13, 1
P value 0,3852
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Rebif gegen alle Patienten CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 27
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0396

Yes
Two-tailed
t=2.152 df=30

2.085 £ 0.1750 N=2
3.875 £ 0.2114 N=30
-1.790 + 0.8320
-3.489 to -0.09147
0,1337

21.88, 29, 1
0,3355

ns

No

Rebif gegen alle Patienten CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 36
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0245

Yes
Two-tailed
t=2.368 df=30

3.180 + 0.2900 N=2
6.755 + 0.3837 N=30
-3.575 +1.510
-6.658 to -0.4917
0,1574

26.26, 29, 1
0,3067

ns

No



Avonex gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der Lymphos

Table Analyzed Data 138
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

Avonex gegen alle Kontrollen CD8+ Absolut

Table Analyzed Data 141
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0046

Yes
Two-tailed
t=3.187 df=20

4.213 £ 0.4270 N=7
2.808 £0.2277 N=15
1.405 + 0.4408
0.4853 t0 2.324
0,3368

1.641, 6, 14
0,4166

ns

No

0,0114

Yes
Two-tailed
t=2.787 df=20

2494 £ 31.91 N=7
417.7 £ 38.13 N=15
-168.3 +60.38
-294.3 to -42.34
0,2798

3.060, 14, 6
0,1763

ns

No



Avonex gegen alle Kontrollen CD4+25+ Prozent der CD3+

Table Analyzed
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval

R squared

F test to compare variances

F,DFn, Dfd
P value
P value summary

Are variances significantly different?

0,0215

Yes
Two-tailed
t=2.495 df=20

7.479 £ 0.8717 N=7
5.357 £ 0.4202 N=15
2.121 £ 0.8502
0.3477 to 3.895
0,2374

2.008, 6, 14
0,2651

ns

No

Avonex gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent der CD3+

Table Analyzed
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?

t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval

R squared

F test to compare variances

F,DFn, Dfd
P value
P value summary

Are variances significantly different?

0,0342

Yes
Two-tailed
t=2.273 df=20

32.97 +4.270 N=7
41.32 £ 1.580 N=15
-8.356 + 3.676
-16.03 to -0.6872
0,2053

3.408, 6, 14
0,0550

ns

No



Avonex gegen alle Kontrollen CDDR+ Prozent der CD4+25+

Table Analyzed Data 152
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

Interferon 3-1a gesamt gegen alle Kontrollen Lymphozyten Absolut

0,0271

Yes
Two-tailed
t=2.386 df=20

36.53 + 5.528 N=7
26.36 £ 1.464 N=15
10.17 = 4.261

1.277 to 19.06
0,2215

6.658, 6, 14
0,0034

Yes

Table Analyzed Data 1
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0332

Yes
Two-tailed
t=2.273 df=22

1401 +124.1 N=9
1909 + 155.5 N=15
-508.2 + 223.6
-972.0 to -44.43
0,1901

2.620, 14, 8
0,1739

ns

No



Interferon 3-1a gesamt gegen alle Kontrollen CD8+ Absolut

Table Analyzed Data 9
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0087
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.877 df=22
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 263.3 £ 26.62 N=9
Mean £ SEM of column B 417.7 £ 38.13 N=15
Difference between means -154.4 £ 53.66
95% confidence interval -265.7 to -43.11
R squared 0,2734
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.418, 14, 8
P value 0,0861
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Interferon 3-1a gesamt gegen alle Kontrollen CD8+ Prozent der CD3+

Table Analyzed Data 16
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0167
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.592 df=22
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 32.90 £ 3.297 N=9
Mean £ SEM of column B 41.32 £ 1.580 N=15
Difference between means -8.423 £ 3.250
95% confidence interval -15.16 to -1.682
R squared 0,2339
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.613,8, 14
P value 0,1112
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Interferon B-1a gesamt gegen alle Kontrollen CDDR+ Prozent der
CD4+25+

Table Analyzed Data 20
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0372
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.225 df=21
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 35.39 £ 4.920 N=8
Mean £ SEM of column B 26.36 £ 1.464 N=15
Difference between means 9.032 £ 4.059
95% confidence interval 0.5882 t0 17.48
R squared 0,1908
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 6.027,7, 14
P value 0,0044
P value summary **
Are variances significantly different? Yes
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Rohdaten zu 4.2

Gesamt

Patienten (17)

Therapien CD3+4+ Foxp3-positive Zellen
% Absolut in % der CD3+4+  Absolut
08.09.2006 Patient 1(m) Glatirameracetat 100 704 6,66 47
Patient 2(w) Avonex 100 387 5,70 22
13.09.2006 Patient 1(w) 100 928 6,50 60
Patient 2(m) Natalizumab 100 750 6,80 51
29.09.2006 Patient 1(m) fragl. im Schub 100 775 5,60 43
Patient 2(w) 100 785 6,86 54
Patient 3(w) Avonex 100 354 5,69 20
Patient 4(w) Rebif 100 756 571 43
Patient 5(m) 100 546 6,83 37
06.10.2006 Patient 1(w) 100 807 7,20 58
Patient 2(w) Avonex 100 528 7,82 41
Patient 3(w) Avonex 100 1008 10,05 101
Patient 4(w) Avonex 100 905 14,17 128
24.08.2007 Patient 1(w) 100 437 5,07 22
Patient 2(m) 100 510 4,03 21
Patient 3(w) Avonex 100 773 3,67 28
Patient 4(w) 100 575 6,01 35
Kontrollen (12)
CD3+4+ Foxp3-positive Zellen
% Absolut in % der CD3+4+  Absolut
20.08.2007 Kontr. 1 (w) 100 1076 3,77 41
Kontr. 2 (w) 100 1249 3,75 47
Kontr. 3 (w) 100 734 4,79 35
Kontr. 4 (w) 100 1107 2,38 26
Kontr. 5 (m) 100 507 5,25 27
22.08.2007 Kontr. 1 (w) 100 621 2,96 18
Kontr. 2 (m) 100 663 4,46 30
Kontr. 3 (m) 100 643 5,43 35
Kontr. 4 (w) 100 980 3,54 35
Kontr. 5 (m) 100 554 5,63 31
24.08.2007 Kontr. 5 (w) 100 378 3,39 13
Kontr. 6 (w) 100 1341 4,25 57
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Statistik zu Signifikanzen bei 4.2

Alle Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 2
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0016
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.512 df=27
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 6.728 £ 0.5824 N=17
Mean £ SEM of column B 4,133 £ 0.2933 N=12
Difference between means 2.594 + 0.7386
95% confidence interval 1.079 to 4.110
R squared 0,3136
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 5.586, 16, 11
P value 0,0063
P value summary **
Are variances significantly different? Yes

Weibl. Patienten gegen weibl. Kontrollen Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 5
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0030
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.434 df=18
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 7.038 £ 0.7908 N=12
Mean £ SEM of column B 3.604 £ 0.2617 N=8
Difference between means 3.434 £ 0.9999
95% confidence interval 1.333 to 5.534
R squared 0,3958
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 13.69, 11,7
P value 0,0021
P value summary **
Are variances significantly different? Yes
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Weibl. Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 14
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0023
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.443 df=22
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 7.038 £ 0.7908 N=12
Mean £ SEM of column B 4,133 £ 0.2933 N=12
Difference between means 2.904 £ 0.8434
95% confidence interval 1.155 t0 4.653
R squared 0,3502
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 7.270, 11, 11
P value 0,0027
P value summary *
Are variances significantly different? Yes

Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 17
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0054
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.251 df=15
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 5.984 + 0.5387 N=5
Mean £ SEM of column B 4,133 £ 0.2933 N=12
Difference between means 1.851 + 0.5693
95% confidence interval 0.6375 to 3.064
R squared 0,4133
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.406, 4, 11
P value 0,5905
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. Kontrollen gegen mannl. Kontrollen Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 2
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0034
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.816 df=10
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 3.604 £ 0.2617 N=8
Mean + SEM of column B 5.193 £ 0.2562 N=4
Difference between means -1.589 + 0.4164
95% confidence interval -2.516 to -0.6611
R squared 0,5928
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.087,7,3
P value 0,5862
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten CD3+4+ Absolut

Table Analyzed Data 2
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0218
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.460 df=23
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 935.8 £ 116.8 N=8
Mean £ SEM of column B 678.1 £47.27 N=17
Difference between means 257.6 £ 104.7
95% confidence interval 40.97 t0 474.3
R squared 0,2083
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.873,7,16
P value 0,0762
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. Kontrollen gegen alle Patienten Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 1
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0016

Yes
Two-tailed
t=3.565 df=23

3.604 £ 0.2617 N=8
6.728 + 0.5824 N=17
-3.124 + 0.8764
-4.937 to -1.311
0,3559

10.52, 16,7
0,0041

Yes

Therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 26
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0030

Yes
Two-tailed
t=3.406 df=19

7.363 £ 1.031 N=9
4.133 £ 0.2933 N=12
3.230 £ 0.9483
1.245 10 5.215
0,3791

9.265, 8, 11
0,0013

%%

Yes



Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der
CD3+4+

Table Analyzed Data 29
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0013
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.836 df=17
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 6.071 £ 0.4317 N=7
Mean £ SEM of column B 4,133 £ 0.2933 N=12
Difference between means 1.938 + 0.5052
95% confidence interval 0.8721 to 3.004
R squared 0,4640
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.264, 6, 11
P value 0,6955
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Mannl. therapierte Patienten gegen mannl. nicht therapierte Patienten
CD3+4+ Absolut

Table Analyzed Data 40
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0209
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=6.814 df=2
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 727.0 £ 23.00 N=2
Mean + SEM of column B 528.0 £ 18.00 N=2
Difference between means 199.0 £ 29.21
95% confidence interval 73.33t0 324.7
R squared 0,9587
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.633, 1, 1
P value 0,8455
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Weibl. therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der
CD3+4+

Table Analyzed Data 44
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0056
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.174 df=17
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 7.544 £ 1.340 N=7
Mean £ SEM of column B 4,133 £ 0.2933 N=12
Difference between means 3.411 £1.075
95% confidence interval 1.143 t0 5.679
R squared 0,3720
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 12.19, 6, 11
P value 0,0005
P value summary o
Are variances significantly different? Yes

Weibl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent
der CD3+4+

Table Analyzed Data 47
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0007
P value summary o
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=4.251 df=15
How big is the difference?
Mean + SEM of column A 6.328 £ 0.3713 N=5
Mean + SEM of column B 4.133 £ 0.2933 N=12
Difference between means 2.195 + 0.5163
95% confidence interval 1.094 to 3.295
R squared 0,5464
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.498, 11,4
P value 0,7447
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Mannl. therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der

CD3+4+

Table Analyzed Data 50

Column A
VS
Column B

Unpaired t test
P value
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary

Are variances significantly different?

0,0044

Yes
Two-tailed
t=3.494 df=12

6.730 £ 0.07000 N=2
4.133 £ 0.2933 N=12
2.597 £ 0.7432
0.9771t04.216
0,5042

105.3, 11, 1
0,1517

ns

No

Avonex gegen alle Kontrollen Foxp3+ Prozent der CD3+4+

Table Analyzed Data 59

Column A
VS
Column B

Unpaired t test
P value
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary

Are variances significantly different?

0,0049

Yes
Two-tailed
t=3.266 df=16

7.850 + 1.544 N=6
4.133 £ 0.2933 N=12

3.717 £1.138
1.304 t0 6.129
0,4000

13.86, 5, 11
0,0004

Yes



Interferon B-1a gesamt geqgen alle

Kontrollen Foxp3+ Prozent der

CD3+4+

Table Analyzed Data 62
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0056

Yes
Two-tailed
t=3.174 df=17

7.544 + 1.340 N=7
4.133 £ 0.2933 N=12

3.411 £1.075
1.143 to 5.679
0,3720

12.19, 6, 11
0,0005

Yes



Rohdaten zu 4.3

Proliferation-Assay nach Sorting von CD 4+/25+ Zellen in ansteigender Zellzahl

Patienten

1(w)
2 (w)
3 (m)
4 (w)
5 (m)
6 (w)
7 (m)
8 (m)
9 (w)
10 (m)
11 (m)
12 (m)
13 (w)
14 (w)
15 (w)

1 (w)
2(w)
3 (m)
4 (w)
5 (m)
6 (w)
7 (m)
8 (m)
9 (w)
10 (m)
11 (m)
12 (m)
13 (w)
14 (w)
15 (w)

Gesamt (15

%
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

10000
%
52,77
47,81
66,60
57,01
108,15
47,47
2,58
15,18
30,09
34,48
64,55
23,86
19,25
39,46
76,00

2000
4000
10000
20000
40000

0
Absolut
104674
75321
93087
196778
228468
207885,50
166262
157611,50
135480,67
81586
135620,50
47519
71801
47972
49690,33

10000
Absolut
55241
36013
61994
112179
247089
98680,50
4295
23922,50
40771,33
28134
87538
11340
13819
18929,50
37765
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%
100
118,62
88,12
45,68
21,90
10,12

2000
%
117,37
103,79
157,76
112,16
113,63

107,00

20000
%
31,68
42,19
53,19
7,51
16,10
6,64
3,38
9,40
30,07
36,26
28,27
6,19
3,39
16,91
37,37

Absolut
119983,77
146894,08
103383,96
58514,06
22730,79
11262,51
2000 4000
Absolut %
122857 112,59
78176 112,80
146855 106,90
220706 74,52
259602 112,98
69,72
73,27
59,36
72,97
126,04
95,68
146,30
18,81
37,31

53168,50 102,59

20000 40000
Absolut %
33164 1,27
31780 6,25
49513 44,91
14769 1,14
36784 0,39
13798,50 0,81
5618 1,86
14813 39,28
40736,33 2,84
29583
38343 16,07
2943 12,27
2436 6,23
8112 3,47
18569 4,85

4000
Absolut
117851
84963
99507
146647
258113
144943
121826
93559
98857,67
102835
129755
69521
13505
17897,50
50979,25

40000
Absolut
1331
4709
41806
2250
888
1677,50
3085
61908
3845

21800
5829
4471
1665

2410,67



Proliferation-Assay nach Sorting von CD 4+/25+ Zellen in ansteigender Zellzahl

Kontrollen

160806

100807

140807

030908

160806

100807

140807

030908

1(m)
2 (w)
3 (w)
4 (m)
5 (w)
6 (W)
7 (m)
8 (w)
9 (w)

1(m)
2 (w)
3 (w)
4 (m)
5 (w)
6 (W)
7 (m)
8 (w)
9 (w)

Gesamt (9)

%
100
100
100
100
100
100
100
100
100

10000
%
133,02
67,78
11,88
12,52
27,02
18,10
37,12
64,14
53,49

2000
4000
10000
20000
40000

0
Absolut
206426
333531
30102,33
15468
14375,67
18689
12350,67
39737,33
40702,33

10000
Absolut
274590
226064
3575,67
1937,33
3884,67
3383,33
4584
25487,33
21773,67
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%
100
88,82
92,64
47,23
15,74
5,83

2000
%
95,03
99,27
56,70
49,40
100,62
93,78
80,15
108,52
115,91

20000
%
74,22
29,53
0,36
3,65
0,81
0,35
7,40
9,24
16,13

Absolut

79042,48
76015,59
72309,67
62808,89
29301,04
2295,07

2000
Absolut
196160
331082
17068,33
7641
14465
17527
9898,67
43122
47176,33

20000
Absolut
153206
98498
108
564
117
65
914
3670,33
6567

4000
%
116,59
77,51
36,31
46,33
131,14
139,62
94,90
109,09
82,31

40000
%
1,30
0,85
0,78
9,66
0,43
0,31
8,86
11,31
18,96

4000
Absolut
240665
258510
10929
7166
18852,67
26092,67
11721
43349
33501,67

40000
Absolut
2679
2820
234,33
1494,67
61,33
58
1094,67
4496
7717,67



Erlauterung zu den Therapien der Patienten von 4.3

Therapien der

Patienten
Patienten = Therapien

1(w) 09.08.2006 Patient1(w) Glatirameracetat (Copaxone)
2 (w) Patient2(w) Glatirameracetat (Copaxone)
3 (m) Patient3(m)
4 (w) 16.08.2006 Patient1(w) Rebif (Interferon B-1a)
5 (m) Patient2(m) Zwischen 2 Therapien, unklarer Status
6 (w) 20.09.2006 Patient1(w)
7 (m) Patient2(m)
8 (m) Patient3(m)
9 (w) Patientd4(w)
10 (m) 27.09.2006 Patient1(m)
11 (m) Patient2(m)
12 (m) 05.10.2006 Patient1(m)
13 (w) Patient2(w)
14 (w) Patient3(w) Betaferon (Interferon B-1b)
15 (w) 03.09.2008 Patient1(w)

Patient 2(m) vom 16.08.2006 geht dabei wegen des unklaren Status nicht in die
Beurteilung der mannl. therapierten bzw. mannl. nicht therapierten Patienten und der
einzelnen Therapien mit ein.

Statistik zu Signifikanzen bei 4.3
Alle Patienten gegen alle Kontrollen 2000 CD4+25+ Prozent

Table Analyzed Data 2
Column A
VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0211

P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=2.621 df=13

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B

118.6 £ 8.073 N=6
88.82 + 7.541 N=9

Difference between means 29.80 £ 11.37
95% confidence interval 5.241 to 54.36
R squared 0,3457
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.309, 8, 5
P value 0,7993
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Alle Frauen (P+K) gegen alle Manner (P+K) 40000 CD4+25+ Prozent

Table Analyzed Data 43
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0318

Yes
Two-tailed
t=2.299 df=21

4.250 £ 1.409 N=14
14.96 * 5.443 N=9
-10.71 + 4.656
-20.39 to -1.021
0,2011

9.595, 8, 13
0,0005

*kk

Yes

Alle Frauen (P+K) gegen alle Manner (P+K) 40000 CD4+25+ Absolut

Table Analyzed Data 44
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0393

Yes
Two-tailed
t=2.199 df=21

2696 + 579.9 N=14
15620 £ 7373 N=9
-12920 + 5879
-25150 to -696.8
0,1871

103.9, 8, 13
P<0.0001

*kk

Yes



Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen 2000 CD4+25+ Prozent

Table Analyzed Data 57
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0324

Yes
Two-tailed
t=2.527 df=9

135.7 £22.07 N=2
88.82 + 7.541 N=9
46.87 £ 18.55
4.913 to 88.84
0,4150

1.903, 1, 8
0,4102

ns

No

Mannl. Patienten gegen alle Kontrollen 40000 CD4+25+ Absolut

Table Analyzed Data 66
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0271

Yes
Two-tailed
t=2.489 df=13

22550 £ 10080 N=6
2295 +841.6 N=9
20260 + 8138

2680 to 37830
0,3228

95.64, 5,8
P<0.0001

*kk

Yes



Weibl. Patienten gegen mannl. Patienten 40000 CD4+25+ Prozent

Table Analyzed Data 76
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0349
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.377 df=12
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 3.358 £ 0.7893 N=8
Mean £ SEM of column B 19.13 £ 7.695 N=6
Difference between means -15.77 £ 6.635
95% confidence interval -30.23t0 -1.314
R squared 0,3201
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 71.28,5,7
P value P<0.0001
P value summary e
Are variances significantly different? Yes

Weibl. Patienten gegen mannl. Patienten 40000 CD4+25+ Absolut

Table Analyzed Data 77
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0409

P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=2.291 df=12

How big is the difference?

Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B

Difference between means

95% confidence interval

2795 +476.0 N=8
22550 £ 10080 N=6
-19760 * 8625
-38550 to -963.4

R squared 0,3042

F test to compare variances
F,DFn, Dfd 336.3,5,7
P value P<0.0001
P value summary o
Are variances significantly different? Yes
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Mannl. Kontrollen gegen alle Patienten 2000 CD4+25+ Prozent

Table Analyzed Data 24
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0208

Yes
Two-tailed
t=2.970 df=7

74.86 + 13.44 N=3
118.6 £ 8.073 N=6
-43.76 £ 14.73
-78.60 to -8.919
0,5576

1.385, 2,5
0,6644

ns

No

Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen 2000 CD4+25+ Prozent

Table Analyzed Data 101
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0487

Yes
Two-tailed
t=2.279 df=9

132.4 £ 25.38 N=2
88.82 + 7.541 N=9
43.56 £ 19.12
0.3156 to 86.80
0,3658

2.517,1,8
0,3025

ns

No



Mannl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen 40000 CD4+25+

Prozent

Table Analyzed Data 19
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0250

Yes
Two-tailed
t=2.559 df=12

22.88 £8.231 N=5
5.829 + 2.226 N=9
17.05 £ 6.662
2.533 to 31.57
0,3531

7.597,4,8
0,0157

Yes

Mannl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen 40000 CD4+25+

Absolut

Table Analyzed Data 20
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0104

Yes
Two-tailed
t=3.033 df=12

26890 + 11150 N=5
2295 +841.6 N=9
24590 + 8108

6922 to 42260
0,4339

97.46,4, 8
P<0.0001

*kk

Yes



Rohdaten zu 4.4

Patienten (4)
0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. CEF Hexon (ADV) Glas (ADV)

221106 Patient1(w) 0,33 12,00 98,00 60,67
Patient 2(w) 5,33 21,67 27,67 219,67

140307 Patient 1(w) 1,33 37,33 109,00 87,00 13,67 108,67 34,00
Patient 2(w) 0,67 0,33 0,33 31,67 229,00 2,67 5,00

Kontrollen (5)
0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. CEF Hexon (ADV) Glas (ADV)

070307 Kontrolle1(w) 13,67 28,33 48,00 311,67 75,67 86,00 85,33
Kontrolle2(w) 7,00 7,67 28,00 277,67 47,33 29,33 19,33
Kontrolle3(w) 2,33 12,00 15,00 188,67 15,00 14,00 12,33

140307 Kontrolle1(w) 0,33 133,33 181,00 213,67 321,00 33,00 22,67
Kontrolle2(w) 0,33 11,67 8,33 325,67 48,00 22,33 26,33

PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA

221106 Patient 1(w) 405,00
Patient 2(w) 384,33
140307 Patient 1(w) 58,33 94,33 189,00
Patient 2(w) 313,00 3,67 197,33

PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA

070307 Kontrolle1(w) 67,67 4,67 281,67
Kontrolle2(w) 56,67 12,00 261,33
Kontrolle3(w) 16,00 8,33 419,67

140307 Kontrolle1(w) 297,00 31,67 59,00
Kontrolle2(w) 160,67 11,67 342,33

Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass Patient 2(w) vom 22.11.06 zum
Zeitpunkt der Blutentnahme eine Therapie mit Glatirameracetat erhalten und sich

gleichzeitig im Schub befunden hat.
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Statistik zu Signifikanzen bei 4.4

Alle Patienten gegen alle Kontrollen Elispot MOG ref.

Dies entspricht gleichzeitiqg:

Weibl. Patienten gegen weibl. Kontrollen Elispot MOG ref.

Table Analyzed Data 4
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0006

Yes
Two-tailed
t=5.871 df=7

61.09 + 18.29 N=4
263.5 £ 26.90 N=5
-202.4 + 34.47
-283.9t0-120.9
0,8312

2.702,4,3
0,4403

ns

No



Rohdaten zu 4.5

Patienten (20)
0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF Hexon (ADV)

210307 Patient 1(m) 3,00 111,00 81,33 339,00 43,00 114,00
Patient 3(w) 6,00 7,67 8,00 154,00 19,67 19,00
230307 Patient 1(m) 0,67 186,33 154,67 104,33 3,67 28,00
Patient 2(w) 1,00 9,00 4,67 2,00 1,67 53,67
40407 Patient 2(m) 0,00 3,67 4,00 1,33 5,67 39,00 6,00
130407 Patient 1(m) 1,00 13,33 14,00 4,00 13,33 194,00 16,00
200407 Patient 2(m) 2,67 36,00 36,00 6,00 10,67 28,33 86,00
210307 Patient 2(w) 2,00 7,67 4,67 95,67 7,00 9,67
230307 Patient 3(w) 1,33 5,67 9,00 1,00 18,00 5,00
300307 Patient 1(w) 3,67 7,33 6,67 4,33 193,00 16,00
40407 Patient 1(m) 6,33 97,00 150,33 26,33 56,67 41,00 150,33
Patient 3(w) 1,67 86,33 147,33 29,67 50,33 30,67 20,67
180407 Patient 1(w) 3,67 40,00 44,67 7,33 34,00 29,33 129,67
Patient 2(m) 4,00 1,67 3,67 3,67 3,00 79,67 23,33
200407 Patient 1(w) 12,67 22,67 11,00 10,00 26,67 55,33 113,33
250407 Patient 1(w) 3,33 6,00 4,00 2,67 3,33 84,00 25,67
Patient 2(w) 1,00 40,00 36,00 5,67 14,33 35,00 141,33
270407 Patient 1(m) 2,67 6,00 20,67 12,00 3,00 17,67 48,67
180507 Patient 1(m) 5,33 31,00 55,67 10,67 1,67 252,33 25,00
200407 Patient 3(w) 7,33 11,33 12,33 5,67 4,67 165,00 45,33

Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA

210307 Patient 1(m) 38,33 87,67 21,33 264,00

Patient 3(w) 2,00 10,67 9,33 343,33
230307 Patient 1(m) 5,67 212,33 1,33 336,67

Patient 2(w) 2,00 35,67 2,67 361,67
40407 Patient 2(m) 4,33 206,67 0,33 385,00
130407 Patient 1(m) 11,00 167,33 14,00 135,67
200407 Patient 2(m) 37,33 18,67 7,67 421,33
210307 Patient 2(w) 3,00 6,33 6,67 327,67
230307 Patient 3(w) 0,67 29,67 0,00 329,00
300307 Patient 1(w) 16,67 151,67 23,33 380,00
40407 Patient 1(m) 143,67 145,67 9,00 259,00

Patient 3(w) 14,00 81,67 0,33 398,00
180407 Patient 1(w) 134,67 24,33 11,33 421,00

Patient 2(m) 31,67 10,67 1,00 414,33
200407 Patient 1(w) 79,67 27,67 27,67 397,67
250407 Patient 1(w) 28,67 8,00 364,00

Patient 2(w) 30,67 62,67 415,33
270407 Patient 1(m) 62,33 12,33 398,67
180507 Patient 1(m) 6,00 318,00 308,67
200407 Patient 3(w) 17,67 8,00 24,00 418,00
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Kontrollen (18)
0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF Hexon (ADV)

280307 Kontr. 1(w) 0,67 34,33 44,33 19,00 1,67 161,33
Kontr. 2(w) 4,33 16,33 27,67 20,33 5,00 99,67
300307 Kontr. 1(w) 1,00 11,00 8,67 5,67 45,33 41,33
210307 Kontr. 1(m) 1,00 12,00 11,33 90,00 7,33 24,00
Kontr. 2(m) 1,33 3,00 1,33 13,67 0,00 5,33
230307 Kontr. 1(m) 2,00 20,67 20,00 5,00 51,33 10,67
Kontr. 2(m) 1,33 81,00 99,67 2,33 12,33 107,33
130407 Kontr. 1(w) 5,00 70,00 47,67 23,33 10,67 8,00 131,00
180407 Kontr. 1(w) 3,67 9,33 22,67 6,33 5,67 10,67 28,67
Kontr. 2(m) 2,33 56,00 71,67 23,67 29,67 73,33 52,33
200407 Kontr. 1(m) 2,33 25,33 39,33 6,33 11,00 17,33 37,33
Kontr. 2(w) 1,67 14,67 15,67 3,33 18,33 21,33 122,33
250407 Kontr. 1(m) 2,00 22,67 26,33 8,67 17,33 16,33 76,00
Kontr. 2(w) 1,33 28,00 17,00 2,67 25,33 2,33 2,67
270407 Kontr. 1(w) 5,00 24,67 32,00 4,33 28,00 87,33 99,67
Kontr. 2(w) 1,00 3,00 5,33 8,67 26,00 9,00 97,67
180507 Kontr. 1(w) 11,33 7,67 9,00 6,67 6,67 79,67 30,33
Kontr. 2(w) 2,67 7,00 13,33 7,67 1,67 2,00 112,67

Glas (ADV) PP65(CMV) EBNA-1 (EBV) PHA

280307 Kontr. 1(w) 406,00
Kontr. 2(w) 349,33
300307 Kontr. 1(w) 24,00 171,00 33,00 321,00
210307 Kontr. 1(m) 9,00 10,33 1,67 325,67
Kontr. 2(m) 0,33 2,67 0,33 289,67
230307 Kontr. 1(m) 2,67 14,67 0,67 346,00
Kontr. 2(m) 11,67 48,67 1,67 353,67
130407 Kontr. 1(w) 123,67 57,33 4,33 391,33
180407 Kontr. 1(w) 41,00 419,00 15,00 198,67
Kontr. 2(m) 76,33 194,33 29,33 365,67
200407 Kontr. 1(m) 20,33 82,33 4,67 410,67
Kontr. 2(w) 80,33 13,67 2,67 202,33
250407 Kontr. 1(m) 62,33 26,00 399,00
Kontr. 2(w) 13,33 23,00 375,67
270407 Kontr. 1(w) 85,67 286,33 310,33
Kontr. 2(w) 60,00 7,67 414,00
180507 Kontr. 1(w) 12,00 89,33 281,00
Kontr. 2(w) 51,33 5,67 308,33
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Erlauterung zu den Therapien der Patienten von 4.5

Therapien der Patienten

Patienten Therapien
Nicht therapierte Patienten: 210307 Patient 1(m)
Patient 3(w)
230307 Patient 1(m)
Patient 2(w)

040407 Patient 2(m)
130407 Patient 1(m)
200407 Patient 2(m)

Therapierte Patienten: 210307 Patient 2(w) Glatirameracetat (Copaxone)
230307 Patient 3(w) Betaferon (Interferon B-1b)
300307 Patient 1(w) Glatirameracetat (Copaxone)
040407 Patient 1(m) Natalizumab (Tysabri)

Patient 3(w) Natalizumab (Tysabri)
180407 Patient 2(m) Betaferon (Interferon B-1b)
200407 Patient 1(w) Betaferon (Interferon B-1b)
250407 Patient 1(w) Avonex (Interferon -1a)

Patient 2(w) Rebif (Interferon B-1a)
270407 Patient 1(m) Rebif (Interferon B-1a)
180507 Patient 1(m) Rebif (Interferon B-1a)

Schubpatienten: 180407 Patient 1(w)  Rebif
200407 Patient 3(w) Rebif, Cortison

Statistik zu Signifikanzen bei 4.5

Weibl. Patienten gegen mannl. Patienten Elispot pp65 (CMV)

Table Analyzed Data 75
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0197
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.561 df=18
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 40.58 £ 13.24 N=11
Mean £ SEM of column B 131.0 £ 35.73 N=9
Difference between means -90.46 + 35.32
95% confidence interval -164.7 to -16.24
R squared 0,2670
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 5.958, 8, 10
P value 0,0110
P value summary *
Are variances significantly different? Yes
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Nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Elispot MOG ref.

Table Analyzed Data 103
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0226
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.444 df=23
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 87.24 £ 47.89 N=7
Mean £ SEM of column B 14.32 £ 4.752 N=18
Difference between means 72.92 £ 29.84
95% confidence interval 11.18 to 134.7
R squared 0,2061
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 39.49, 6, 17
P value P<0.0001
P value summary e
Are variances significantly different? Yes

Weibl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Elispot MOG ref.

Table Analyzed Data 68
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0157
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.668 df=18
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 78.00 £ 76.00 N=2
Mean £ SEM of column B 14.32 £ 4.752 N=18
Difference between means 63.69 + 23.87
95% confidence interval 13.53t0 113.8
R squared 0,2834
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 28.42,1,17
P value 0,0001
P value summary o
Are variances significantly different? Yes
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Mannl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Elispot MOG
PBS

Table Analyzed Data 76
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0337
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.272 df=21
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 24.82 £ 5.310 N=18
Mean + SEM of column B 70.07 £ 34.63 N=5
Difference between means -45.25 +19.92
95% confidence interval -86.68 to -3.817
R squared 0,1973
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 11.81, 4,17
P value 0,0002
P value summary o
Are variances significantly different? Yes

Mannl. nicht therapierte Patienten gegen alle Kontrollen Elispot MOG ref.

Table Analyzed Data 78
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0320
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.297 df=21
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 14.32 £ 4.752 N=18
Mean £ SEM of column B 90.93 £ 65.01 N=5
Difference between means -76.62 + 33.36
95% confidence interval -146.0 to -7.237
R squared 0,2008
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 51.98, 4, 17
P value P<0.0001
P value summary o
Are variances significantly different? Yes
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Patienten im Schub gegen Natalizumab Elispot MOG PBS

Table Analyzed Data 97
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0497

Yes
Two-tailed
t=4.315 df=2

25.67 £ 14.34 N=2
91.67 £ 5.335 N=2
-66.00 + 15.30
-131.8 t0 -0.1832
0,9030

7.220,1, 1
0,4536

ns

No

Patienten im Schub gegen Natalizumab Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 98
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0177

Yes
Two-tailed
t=7.410 df=2

28.50 £ 16.17 N=2
148.8 £ 1.500 N=2
-120.3 £ 16.24
-190.2 to -50.45
0,9649

116.2, 1, 1
0,1178
ns

No



Patienten im Schub gegen Natalizumab Elispot MOG ref.

Table Analyzed Data 99
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0074

Yes
Two-tailed
t=11.53 df=2

6.500 + 0.8300 N=2
28.00 £ 1.670 N=2
-21.50 + 1.865
-29.52t0 -13.48
0,9852

4.048, 1, 1
0,5873

ns

No

Glatirameracetat gegen Natalizumab Elispot MOG PBS

Table Analyzed Data 68
Column A
VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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(4.5 und 4.6)

0,0040

Yes
Two-tailed
t=15.77 df=2

7.500 £ 0.1700 N=2
91.67 + 5.335 N=2
-84.17 +5.338
-107.1 to -61.20
0,9920

984.9,1, 1
0,0406

Yes



Glatirameracetat gegen Natalizumab Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 69
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

Natalizumab gegen Rebif Elispot MOG PBS

Table Analyzed Data 61
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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(4.5 und 4.6)

0,0002

Yes
Two-tailed
t=79.41 df=2

5.670 + 1.000 N=2
148.8 £ 1.500 N=2
-143.2 +1.803
-150.9t0 -135.4
0,9997

2.250, 1,1
0,7487

ns

No

(4.5 und 4.6)

0,0171

Yes
Two-tailed
t=4.811 df=3

25.67 £10.17 N=3
91.67 + 5.335 N=2
-66.00 + 13.72
-109.7 to -22.34
0,8852

5.452, 2, 1
0,5797

ns

No



Natalizumab gegen Rebif Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 62
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

Natalizumab gegen Rebif Elispot MOG ref.

Table Analyzed Data 63
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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(4.5 und 4.6)

0,0034

Yes
Two-tailed
t=8.486 df=3

37.45 £ 10.13 N=3
148.8 £ 1.500 N=2
-111.4 £13.12
-153.1 to -69.62
0,9600

68.40, 2, 1
0,1704

ns

No

(4.5 und 4.6)

0,0069

Yes
Two-tailed
t=6.670 df=3

9.447 + 1.927 N=3
28.00 £ 1.670 N=2
-18.55 +2.782
-27.40 to -9.702
0,9368

1.997, 2, 1
0,8949

ns

No



Natalizumab gegen Rebif Elispot New MOG ref.

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 64
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0037
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.277 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 6.333 £4.017 N=3
Mean £ SEM of column B 53.50 £ 3.170 N=2
Difference between means -47.17 £ 5.698
95% confidence interval -65.30 to -29.03
R squared 0,9580
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.408, 2, 1
P value 0,8293
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen Interferon B-1a gesamt Elispot MOG PBS

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 107
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0062
P value summary >
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=5.265 df=4
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 91.67 £ 5.335 N=2
Mean £ SEM of column B 20.75 £ 8.712 N=4
Difference between means 70.92 + 13.47
95% confidence interval 33.52t0108.3
R squared 0,8739
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 5.333, 3, 1
P value 0,6115
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen Interferon B-1a gesamt Elispot MOG Acetat

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 108
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0019
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=7.239 df=4
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 148.8 £ 1.500 N=2
Mean £ SEM of column B 29.09 £ 11.01 N=4
Difference between means 119.7 £ 16.54
95% confidence interval 73.83 t0 165.7
R squared 0,9291
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 107.8, 3, 1
P value 0,1413
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen Interferon B-1a gesamt Elispot MOG ref.

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 109
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0041
P value summary >
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=5.924 df=4
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 28.00 £ 1.670 N=2
Mean £ SEM of column B 7.753 £ 2.174 N=4
Difference between means 20.25 + 3.418
95% confidence interval 10.76 to0 29.74
R squared 0,8977
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.390, 3, 1
P value 0,7504
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen Interferon B-1a gesamt Elispot New MOG ref.

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 110
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0006
P value summary o
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=9.951 df=4
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 53.50 £ 3.170 N=2
Mean £ SEM of column B 5.583 + 2.938 N=4
Difference between means 47.92 +4.815
95% confidence interval 34.55 t0 61.28
R squared 0,9612
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.718, 3, 1
P value 0,9980
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen Interferon B-1b Elispot MOG PBS

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 117
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0030
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.863 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 91.67 £ 5.335 N=2
Mean £ SEM of column B 10.00 £ 6.438 N=3
Difference between means 81.66 £ 9.213
95% confidence interval 52.34 to 111.0
R squared 0,9632
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.184, 2,1
P value 0,8632
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen Interferon B-1b Elispot MOG Acetat

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 1
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value P<0.0001
P value summary o
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=46.40 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 148.8 £ 1.500 N=2
Mean £ SEM of column B 7.890 £ 2.188 N=3
Difference between means 140.9 + 3.037
95% confidence interval 131.3 to 150.6
R squared 0,9986
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.190, 2, 1
P value 0,7362
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen Interferon B-1b Elispot MOG ref.

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 2
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0080
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=6.309 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 28.00 £ 1.670 N=2
Mean £ SEM of column B 4.890 £ 2.669 N=3
Difference between means 23.11 £ 3.663
95% confidence interval 11.45t0 34.77
R squared 0,9299
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.831, 2, 1
P value 0,6796
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen Interferon B-1b Elispot pp65 (CMV)

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 7
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0361
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.627 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 113.7 £ 32.00 N=2
Mean £ SEM of column B 22.67 £6.028 N=3
Difference between means 91.00 £ 25.09
95% confidence interval 11.17 t0 170.8
R squared 0,8143
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 18.79,1, 2
P value 0,0986
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen Interferon 8 gesamt Elispot MOG PBS

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 11
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0003
P value summary b
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=6.626 df=7
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 91.67 £ 5.335 N=2
Mean £ SEM of column B 16.14 £ 5.685 N=7
Difference between means 75.52 £ 11.40
95% confidence interval 48.57 to 102.5
R squared 0,8625
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.974, 6, 1
P value 0,7324
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen Interferon B gesamt Elispot MOG Acetat

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 12
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value P<0.0001
P value summary b
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=8.946 df=7
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 148.8 £ 1.500 N=2
Mean £ SEM of column B 20.00 £ 7.325 N=7
Difference between means 128.8 + 14.40
95% confidence interval 94.77 to 162.9
R squared 0,9196
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 83.46, 6, 1
P value 0,1672
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen Interferon B gesamt Elispot MOG ref.

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 13
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0003
P value summary b
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=6.494 df=7
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 28.00 £ 1.670 N=2
Mean £ SEM of column B 6.526 £ 1.644 N=7
Difference between means 21.47 + 3.307
95% confidence interval 13.65 t0 29.30
R squared 0,8576
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.391, 6, 1
P value 0,7866
P value summary ns
Are variances significantly different? No

308



Natalizumab gegen Interferon B gesamt Elispot New MOG ref.

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 14
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0010
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=5.910 df=6
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 53.50 £ 3.170 N=2
Mean £ SEM of column B 8.667 £ 4.074 N=6
Difference between means 44.83 £ 7.586
95% confidence interval 26.27 to 63.40
R squared 0,8534
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 4.954, 5, 1
P value 0,6559
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen therapierte Patienten Elispot MOG PBS

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 12
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0265
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.560 df=11
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 91.67 £ 5.335 N=2
Mean £ SEM of column B 28.30 £ 10.16 N=11
Difference between means 63.36 £ 24.75
95% confidence interval 8.891t0 117.8
R squared 0,3734
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 19.93, 10, 1
P value 0,3455
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen therapierte Patienten Elispot MOG Acetat

(4.5 und 4.6)
Table Analyzed Data 13
Column A
VS
Column B
Unpaired t test
P value 0,0229
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.642 df=11
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 148.8 £ 1.500 N=2
Mean £ SEM of column B 40.82 £ 16.81 N=11
Difference between means 108.0 £ 40.87
95% confidence interval 18.05 to 198.0
R squared 0,3883
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 691.0, 10, 1
P value 0,0592
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen nicht therapierte Patienten Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 24
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0395
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.525 df=7
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 148.8 £ 1.500 N=2
Mean £ SEM of column B 43.24 £ 21.29 N=7
Difference between means 105.6 £ 41.83
95% confidence interval 6.674 to 204.5
R squared 0,4766
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 705.3, 6, 1
P value 0,0576
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen nicht therapierte Patienten Elispot New MOG ref.

Table Analyzed Data 26
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0014
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=11.66 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 53.50 £ 3.170 N=2
Mean £ SEM of column B 9.890 £ 2.245 N=3
Difference between means 43.61 + 3.740
95% confidence interval 31.71 to 55.51
R squared 0,9784
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.329,1, 2
P value 0,7364
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen alle Patienten Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 86
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0090
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.894 df=20
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 148.8 £ 1.500 N=2
Mean £ SEM of column B 40.43 £ 11.59 N=20
Difference between means 108.4 + 37.45
95% confidence interval 30.27 t0 186.5
R squared 0,2952
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 596.6, 19, 1
P value 0,0645
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen alle Patienten Elispot New MOG ref.

Table Analyzed Data 88
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0210

Yes
Two-tailed
t=2.626 df=13

53.50 + 3.170 N=2
17.49 £ 5.200 N=13
36.01 £ 13.72
6.386 to 65.64
0,3465

17.49, 12, 1
0,3699

ns

No

Natalizumab gegen alle Kontrollen Elispot MOG PBS

Table Analyzed Data 73
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0007

Yes
Two-tailed
t=4.083 df=18

24.82 £ 5.310 N=18
91.67 + 5.335 N=2
-66.85 + 16.37
-101.2to -32.45
0,4809

8.914, 17, 1
0,5165

ns

No



Natalizumab gegen alle Kontrollen Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 74
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

P<0.0001

*kk

Yes

Two-tailed
t=6.633 df=18

148.8 £ 1.500 N=2
28.50 £ 5.902 N=18
120.3 £ 18.14
82.22 to 158.4
0,7097

139.3, 17, 1
0,1331

ns

No

Natalizumab gegen alle Kontrollen Elispot New MOG ref.

Table Analyzed Data 76
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0002

Yes
Two-tailed
t=5.169 df=13

53.50 + 3.170 N=2
14.39 + 2.853 N=13
39.11 £ 7.567
22.77 to 55.46
0,6727

5.266, 12, 1
0,6585

ns

No



Rebif gegen Interferon B-1b Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 82
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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(4.5 und 4.6)

0,0463

Yes
Two-tailed
t=2.852 df=4

37.45 £ 10.13 N=3
7.890 + 2.188 N=3
29.56 £ 10.36
0.7890 to 58.32
0,6704

21.44,2, 2
0,0891

ns

No



Rohdaten zu 4.6

Patienten (24)
0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF Hexon (ADV)

211106 Patient 1(w) 0,33 12,00 98,00 60,67
Patient 2(w) 5,33 21,67 27,67 219,67
140307 Patient 1(w) 1,33 37,33 109,00 87,00 13,67 108,67
Patient 2(w) 0,67 0,33 0,33 31,67 229,00 2,67
210307 Patient 1(m) 3,00 111,00 81,33 339,00 43,00 114,00
Patient 3(w) 6,00 7,67 8,00 154,00 19,67 19,00
230307 Patient 1(m) 0,67 186,33 154,67 104,33 3,67 28,00
Patient 2(w) 1,00 9,00 4,67 2,00 1,67 53,67
40407 Patient 2(m) 0,00 3,67 4,00 1,33 5,67 39,00 6,00
130407 Patient 1(m) 1,00 13,33 14,00 4,00 13,33 194,00 16,00
200407 Patient 2(m) 2,67 36,00 36,00 6,00 10,67 28,33 86,00
210307 Patient 2(w) 2,00 7,67 4,67 95,67 7,00 9,67
230307 Patient 3(w) 1,33 5,67 9,00 1,00 18,00 5,00
300307 Patient 1(w) 3,67 7,33 6,67 4,33 193,00 16,00
40407 Patient 1(m) 6,33 97,00 150,33 26,33 56,67 41,00 150,33
Patient 3(w) 1,67 86,33 147,33 29,67 50,33 30,67 20,67
180407 Patient 1(w) 3,67 40,00 44,67 7,33 34,00 29,33 129,67
Patient 2(m) 4,00 1,67 3,67 3,67 3,00 79,67 23,33
200407 Patient 1(w) 12,67 22,67 11,00 10,00 26,67 55,33 113,33
250407 Patient 1(w) 3,33 6,00 4,00 2,67 3,33 84,00 25,67
Patient 2(w) 1,00 40,00 36,00 5,67 14,33 35,00 141,33
270407 Patient 1(m) 2,67 6,00 20,67 12,00 3,00 17,67 48,67
180507 Patient 1(m) 5,33 31,00 55,67 10,67 1,67 252,33 25,00
200407 Patient 3(w) 7,33 11,33 12,33 5,67 4,67 165,00 45,33

Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA

211106 Patient 1(w) 405,00

Patient 2(w) 384,33
140307 Patient 1(w) 34,00 58,33 94,33 189,00

Patient 2(w) 5,00 313,00 3,67 197,33
210307 Patient 1(m) 38,33 87,67 21,33 264,00

Patient 3(w) 2,00 10,67 9,33 343,33
230307 Patient 1(m) 5,67 212,33 1,33 336,67

Patient 2(w) 2,00 35,67 2,67 361,67
40407 Patient 2(m) 4,33 206,67 0,33 385,00
130407 Patient 1(m) 11,00 167,33 14,00 135,67
200407 Patient 2(m) 37,33 18,67 7,67 421,33
210307 Patient 2(w) 3,00 6,33 6,67 327,67
230307 Patient 3(w) 0,67 29,67 0,00 329,00
300307 Patient 1(w) 16,67 151,67 23,33 380,00
40407 Patient 1(m) 143,67 145,67 9,00 259,00

Patient 3(w) 14,00 81,67 0,33 398,00
180407 Patient 1(w) 134,67 24,33 11,33 421,00

Patient 2(m) 31,67 10,67 1,00 414,33
200407 Patient 1(w) 79,67 27,67 27,67 397,67
250407 Patient 1(w) 28,67 8,00 364,00

Patient 2(w) 30,67 62,67 415,33
270407 Patient 1(m) 62,33 12,33 398,67
180507 Patient 1(m) 6,00 318,00 308,67
200407 Patient 3(w) 17,67 8,00 24,00 418,00
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Kontrollen (20)
0 Ag MOG PBS MOG Acetat MOG ref. New MOG ref. CEF Hexon (ADV)

70307 Kontr. 1(w) 13,67 28,33 48,00 311,67 75,67 86,00
Kontr. 2(w) 7,00 7,67 28,00 277,67 47,33 29,33
Kontr. 3(w) 2,33 12,00 15,00 188,67 15,00 14,00
140307 Kontr. 1(w) 0,33 133,33 181,00 213,67 321,00 33,00
Kontr. 2(w) 0,33 11,67 8,33 325,67 48,00 22,33
210307 Kontr. 1(m) 1,00 12,00 11,33 90,00 7,33 24,00
Kontr. 2(m) 1,33 3,00 1,33 13,67 0,00 5,33
230307 Kontr. 1(m) 2,00 20,67 20,00 5,00 51,33 10,67
Kontr. 2(m) 1,33 81,00 99,67 2,33 12,33 107,33
130407 Kontr. 1(w) 5,00 70,00 47,67 23,33 10,67 8,00 131,00
180407 Kontr. 1(w) 3,67 9,33 22,67 6,33 5,67 10,67 28,67
Kontr. 2(m) 2,33 56,00 71,67 23,67 29,67 73,33 52,33
200407 Kontr. 1(m) 2,33 25,33 39,33 6,33 11,00 17,33 37,33
Kontr. 2(w) 1,67 14,67 15,67 3,33 18,33 21,33 122,33
250407 Kontr. 1(m) 2,00 22,67 26,33 8,67 17,33 16,33 76,00
Kontr. 2(w) 1,33 28,00 17,00 2,67 25,33 2,33 2,67
270407 Kontr. 1(w) 5,00 24,67 32,00 4,33 28,00 87,33 99,67
Kontr. 2(w) 1,00 3,00 5,33 8,67 26,00 9,00 97,67
180507 Kontr. 1(w) 11,33 7,67 9,00 6,67 6,67 79,67 30,33
Kontr. 2(w) 2,67 7,00 13,33 7,67 1,67 2,00 112,67

Glas (ADV) PP65 (CMV) EBNA-1 (EBV) PHA

70307 Kontr. 1(w) 85,33 67,67 4,67 281,67
Kontr. 2(w) 19,33 56,67 12,00 261,33
Kontr. 3(w) 12,33 16,00 8,33 419,67
140307 Kontr. 1(w) 22,67 297,00 31,67 59,00
Kontr. 2(w) 26,33 160,67 11,67 342,33
210307 Kontr. 1(m) 9,00 10,33 1,67 325,67
Kontr. 2(m) 0,33 2,67 0,33 289,67
230307 Kontr. 1(m) 2,67 14,67 0,67 346,00
Kontr. 2(m) 11,67 48,67 1,67 353,67
130407 Kontr. 1(w) 123,67 57,33 4,33 391,33
180407 Kontr. 1(w) 41,00 419,00 15,00 198,67
Kontr. 2(m) 76,33 194,33 29,33 365,67
200407 Kontr. 1(m) 20,33 82,33 4,67 410,67
Kontr. 2(w) 80,33 13,67 2,67 202,33
250407 Kontr. 1(m) 62,33 26,00 399,00
Kontr. 2(w) 13,33 23,00 375,67
270407 Kontr. 1(w) 85,67 286,33 310,33
Kontr. 2(w) 60,00 7,67 414,00
180507 Kontr. 1(w) 12,00 89,33 281,00
Kontr. 2(w) 51,33 5,67 308,33
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Erlauterung zu den Therapien der Patienten von 4.6

Therapien der Patienten

Nicht therapierte Patienten:

Therapierte Patienten:

Schubpatienten:

211106
140307

210307

230307

040407
130407
200407
210307
230307
300307
040407

180407
200407
250407

270407
180507

211106
180407
200407

Patienten

Therapien

Patient 1(w)
Patient 1(w)
Patient 2(w)
Patient 1(m)
Patient 3(w)
Patient 1(m)
Patient 2(w)
Patient 2(m)
Patient 1(m)
Patient 2(m)
Patient 2(w)
Patient 3(w)
Patient 1(w)
Patient 1(m)
Patient 3(w)
Patient 2(m)
Patient 1(w)
Patient 1(w)
Patient 2(w)
Patient 1(m)
Patient 1(m)

Patient 2(w)
Patient 1(w)
Patient 3(w)
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Glatirameracetat (Copaxone)
Betaferon (Interferon B-1b)
Glatirameracetat (Copaxone)
Natalizumab (Tysabri)
Natalizumab (Tysabri)
Betaferon (Interferon g-1b)
Betaferon (Interferon g-1b)
Avonex (Interferon B-1a)
Rebif (Interferon B-1a)

Rebif (Interferon B-1a)

Rebif (Interferon B-1a)

Glatirameracetat (Copaxone)
Rebif (Interferon B-1a)
Rebif, Cortison



Statistik zu Signifikanzen bei 4.6

Patienten im Schub gegen Natalizumab Elispot MOG PBS

Table Analyzed Data 86
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0100
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=5.840 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 24.33 £ 8.383 N=3
Mean £ SEM of column B 91.67 £ 5.335 N=2
Difference between means -67.33 £ 11.53
95% confidence interval -104.0 to -30.64
R squared 0,9191
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.703, 2, 1
P value 0,6898
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Patienten im Schub gegen Natalizumab Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 87
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0177
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=7.410 df=2
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 28.50 £ 16.17 N=2
Mean £ SEM of column B 148.8 £ 1.500 N=2
Difference between means -120.3 £ 16.24
95% confidence interval -190.2 to -50.45
R squared 0,9649
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 116.2,1, 1
P value 0,1178
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Patienten im Schub gegen nicht therapierte Patienten Elispot Glas (ADV)

Table Analyzed Data 51
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0357
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.467 df=9
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 15.52 £ 5.344 N=9
Mean £ SEM of column B 76.17 £ 58.50 N=2
Difference between means -60.65 £ 24.58
95% confidence interval -116.3 to -5.043
R squared 0,4034
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 26.63,1,8
P value 0,0017
P value summary *
Are variances significantly different? Yes

Natalizumab gegen nicht therapierte Patienten Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 13
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0342
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.493 df=9
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 148.8 £ 1.500 N=2
Mean £ SEM of column B 45,78 £ 18.69 N=9
Difference between means 103.1 £ 41.33
95% confidence interval 9.564 t0 196.5
R squared 0,4086
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 698.7, 8, 1
P value 0,0585
P value summary ns
Are variances significantly different? No
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Natalizumab gegen nicht therapierte Patienten Elispot New MOG ref.

Table Analyzed Data 15
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0014
P value summary **
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=11.66 df=3
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 53.50 £ 3.170 N=2
Mean £ SEM of column B 9.890 £ 2.245 N=3
Difference between means 43.61 + 3.740
95% confidence interval 31.71 to 55.51
R squared 0,9784
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.329,1, 2
P value 0,7364
P value summary ns
Are variances significantly different? No

Natalizumab gegen nicht therapierte Patienten Elispot Glas (ADV)

Table Analyzed Data 19
Column A

VS

Column B

Unpaired t test

P value 0,0415
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.375 df=9
How big is the difference?
Mean £ SEM of column A 78.84 £ 64.84 N=2
Mean £ SEM of column B 15.52 £ 5.344 N=9
Difference between means 63.32 £ 26.65
95% confidence interval 3.024 to 123.6
R squared 0,3854
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 32.71,1,8
P value 0,0009
P value summary o
Are variances significantly different? Yes
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Natalizumab gegen alle Patienten Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 3
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0095

Yes

Two-tailed
t=2.842 df=22

148.8 £ 1.500 N=2
41.73 £ 11.13 N=22
107.1 £ 37.69
28.94 to 185.3
0,2685

606.1, 21, 1
0,0640

ns

No

Natalizumab gegen alle Patienten Elispot New MOG ref.

Table Analyzed Data 5
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?
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0,0210

Yes
Two-tailed
t=2.626 df=13

53.50 + 3.170 N=2
17.49 £ 5.200 N=13
36.01 £ 13.72
6.386 to 65.64
0,3465

17.49, 12, 1
0,3699

ns

No



Natalizumab gegen alle Kontrollen Elispot MOG PBS

Table Analyzed Data 66
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

0,0154

Yes
Two-tailed
t=2.649 df=20

28.90 £7.319 N=20
91.67 £ 5.335 N=2
-62.76 + 23.69
-112.2t0 -13.34
0,2597

18.82, 19, 1
0,3597

ns

No

Natalizumab gegen alle Kontrollen Elispot MOG Acetat

Table Analyzed Data 67
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

322

0,0013

Yes
Two-tailed
t=3.745 df=20

148.8 £ 1.500 N=2
35.63 + 9.350 N=20
113.2 £ 30.23
50.14 t0 176.3
0,4122

388.6, 19, 1
0,0799

ns

No



Natalizumab gegen alle Kontrollen Elispot New MOG ref.

Table Analyzed Data 69
Column A

VS

Column B

Unpaired t test
P value
P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
One- or two-tailed P value?
t, df

How big is the difference?
Mean + SEM of column A
Mean + SEM of column B
Difference between means
95% confidence interval
R squared

F test to compare variances
F,DFn, Dfd
P value
P value summary
Are variances significantly different?

323

0,0004

Yes
Two-tailed
t=5.073 df=11

53.50 + 3.170 N=2
16.39 £ 2.979 N=11
37.11 £7.315
21.01 to 53.21
0,7005

4.856, 10, 1
0,6807

ns

No
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