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1. Einleitung

1.1. Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose' ist eine in Schiiben verlaufende, chronisch entziindliche

Erkrankung des zentralen Nervensystems®. Die MS ist gekennzeichnet durch
multifokale entziindliche Lésionen der weilen Substanz des Gehirns und
Riickenmarks, die zu einer Demyelinisierung, axonalem Schaden und daraus
folgenden neurologischen Ausfillen fithren. Da sich diese Entziindungsherde, auch
als Plaques bezeichnet, im gesamten ZNS lokalisieren konnen, ist die klinische
Symptomatik hochst variabel: Es konnen sowohl motorische, sensorische als auch
vegetative Nervenleitungsbahnen befallen sein und somit zu einem vielfaltigen
phénotypischen Krankheitsbild fithren. Meist beginnt die Erkrankung schubformig
mit fast vollstdndiger Remission zwischen den einzelnen Schiiben und geht dann
im Verlauf in eine progrediente Form tiber. Einige Patienten leiden jedoch bereits
zu Beginn an einer progredienten Form der MS, ohne dass im Verlauf Schiibe

auftreten. (Thompson, Baranzini, et al., 2018)

Mit einer Prévalenzrate von 50-300 pro 100 000 Einwohnern ist sie eine der
hiufigsten neurologischen Erkrankungen des jungen Erwachsenen (Thompson,
Baranzini, et al., 2018). Die Erkrankung manifestiert sich typischerweise im Alter
zwischen 20 und 40 Jahren (Compston & Coles, 2002). In Bayern betrug die Zahl
der Erkrankten im Jahr 2015 277 pro 100 000 Einwohnern (Daltrozzo et al., 2018).

Mit Hilfe diverser Immunsuppressiva und Immunmodulatoren kann das
Fortschreiten der Erkrankung verlangsamt werden, eine kausale Therapie gibt es

bis dato jedoch nicht.

' Multiple Sklerose, kurz: MS
? Zentrales Nervensystem, kurz ZNS



1.1.1. Pathogenese

Man vermutet eine autoimmunvermittelte Genese der MS, bei der es zu einer
peripheren Aktivierung von Entziindungszellen gegen Bestandteile des ZNS und
nach Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke zu einer ausgeprigten

Entziindungsreaktion innerhalb der myelinisierten Areale kommt.

Diese Hypothese wird durch das Tiermodell der experimentellen
autoimmunvermittelten Enzephalomyelitis unterstiitzt. Hierbei handelt es sich um
eine z.B. bei Nagern induzierte Enzephalomyelitis, die klinisch und pathologisch
der MS beim Menschen dhnelt und oft als Erkldrungsmodell verwendet wird. Die
Erkrankung kann in suszeptiblen Tierstimmen durch die Immunisierung mit
Myelinbestandteile und Freunds Adjuvans induziert werden. Hierdurch wird eine
T-Zell-Reaktion gegen Myelinantigene induziert. Die aktivierten T-Zellen wandern
in das ZNS ein und verursachen eine Entziindungsreaktion in der Folge eine

Demyelinisierung auftreten kann. (Gold et al., 2006)

Weiterhin wird die Theorie einer Dysregulation des Immunsystems durch
Laborparameter gestiitzt, die eine chronische Entziindung im ZNS zeigen. Bei 88
% aller diagnostizierten Patienten findet man oligoklonale Banden.’ Diese stellen
intrathekal gebildete Immunglobulin G*-Antikérper dar. (Dobson et al., 2013)
Auch der IgG-Index, welcher das Verhéltnis der Liquor Serum Quotienten von IgG
und Albumin angibt, ist bei mehr als der Hilfte aller Patienten erhoht. (Stangel et
al., 2013)

AuBerdem findet man eine erh6hte Anzahl von Immunzellen, u.a. auch B-Zellen
und Plasmablasten, im Liquor von Patienten mit MS (Cepok et al., 2005). Des
Weiteren sind im Liquor der Patienten proinflammatorische Zytokine und
Chemokine nachweisbar, die ebenfalls mit einer entziindlichen Genese der

Erkrankung vereinbar sind. (Cannella & Raine, 1995; Karpus et al., 1995)

Die Autoimmunhypothese der MS wird durch die bereits erwdhnte Assoziation mit
HLA-Haplotypen und fiir das Immunsystem relevanten genetischen Varianten

unterstiitzt. (International Multiple Sclerosis Genetics et al., 2011)

3 Oligoklonale Banden, kurz OKBs
¢ Immunglobulin G, kurz IgG



Es wird heute davon ausgegangen, dass die Krankheit durch autoreaktive T- und B-
Zellen vermittelt wird. Man geht davon aus, dass aktivierte T Zellen die Blut-Hirn-
Schranke tliberwinden konnen und der Kontakt mit Autoantigene dort zu einer
Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen fiihrt. Hierdurch werden weitere
Immunzellen, insbesondere B Zellen und Makrophagen, rekrutiert, die die
Entziindungsreaktion verstirken und zur Lésion fiihren. Zur eigentlichen
Demyelinisierung fiihrt eine Vielzahl von biochemischen Prozessen: Wihrend
Makrophagen und Mikrogliazellen toxische Sauerstoffradikale bilden oder das
Komplementsystem aktivieren, greifen die B-Zellen tiber die von ihnen gebildeten
Immunglobuline die Myelinscheide an. Des Weiteren konnen einige Zytokine auch

direkt oligodendrozytotoxisch wirken. (Thompson, Baranzini, et al., 2018)

Nach Phagozytose des zerstorten Myelins kommt es zu einer Gliose und teilweisen
Regeneration der Axonscheiden durch Oligodendrozyten, jedoch nimmt diese

Regenerationsfahigkeit im Laufe der Erkrankung allméhlich ab.

Man unterscheidet zwischen aktiven und inaktiven Lédsionen. Aktivitdt ist
gekennzeichnet durch eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke und einem daraus
folgenden Odem. Die Lisionen bestehen aus aktivierten Entziindungszellen und
Nachweis von Myelin phagozytierenden Makrophagen und Zeichen einer akuten
axonalen Schéddigung. In den inaktiven Lédsionen fehlen die Entziindungszellen
weitgehend und die Blut-Hirn-Schranke zeigt sich intakt. In diesen Plaques ist die
Gliose bereits weiter fortgeschritten, weshalb die inaktiven Lé&sionen als
,,sklerotisch* bezeichnet werden, was der Krankheit ihren Namen verleiht. (Prineas

et al., 2001)

Durch die Demyelinisierung wird die saltatorische Impulsweiterleitung entlang der
Axone  behindert und es kommt zu einer Minderung  der
Nervenleitungsgeschwindigkeit. Da die demyelinisierten Axone zusitzlich
empfindlicher gegen mechanische Reize sind, kommt es zu Missempfindungen und
Kribbelparisthesien (Thompson, Baranzini, et al., 2018). Zu Beginn zeigt sich im
begrenzten Malle eine Remyelinisierung (Prineas & Connell, 1979; Prineas et al.,
2001). Im Verlauf der Erkrankung nehmen diese Reparaturmechanismen jedoch

nach und nach ab. Es ldsst sich vermuten, dass der entstandene Axonschaden bereits



so grof ist, dass eine Assoziation mit neu gebildetem Myelin unmdglich ist (Chang

et al., 2002).

Doch es sind nicht nur isoliert die Myelinscheiden betroffen. Zusétzlich lésst sich
in den histologischen Préparaten eine deutliche Axondegeneration feststellen,
welche nicht nur auf die MS Plaques begrenzt ist, sondern sich global im Gewebe
zu finden ist. In Tiermodellen konnte nachgewiesen werden, dass vor allem diese

Axonschéden fiir die irreversible neurologische Behinderung verantwortlich sind.

(Wujek et al., 2002)

1.1.2. Atiologie

Trotz umfangreicher Forschung ist die Ursache der MS noch nicht ausreichend

gekldrt. Man vermutet eine multifaktorielle Genese:

Aufgrund diverser Familien- und Zwillingsstudien wird eine genetische
Pradisposition zur MS diskutiert. Eine Kanadische Untersuchung ergab ein bis zu
25-fach hoheres Risiko flir Familienmitglieder ersten Grades an MS zu erkranken
(Sadovnick et al., 1999). Weiterhin betrug die Konkordanzrate eineiiger Zwillinge
eine MS zu entwickeln in einer weiteren Studie mehr als 25% und lag damit weit
iiber der Rate dizygoter Zwillinge mit 5,4% und anderer Geschwister mit 2,0 %
(Willer et al., 2003). Um den Einfluss geteilter Haushalte und Lebensbedingungen
von genetischen Faktoren zu unterscheiden, wurden zusitzlich Studien mit
Stiefgeschwistern und Adoptivkindern durchgefiihrt, bei denen keine erhohte
Erkrankungswahrscheinlichkeit nachgewiesen werden konnte (Dyment et al., 2006;

Ebers et al., 1995).

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen bestimmten HLA Klasse I
Varianten® und einem erhohten MS-Risiko gefunden werden (Jersild et al., 1972).
Die stirkste MS Assoziation findet sich mit dem HLA-DRB1*1501 Allel. Trager
dieses Allels haben ein fast dreifach erhohtes Risiko eine MS zu entwickeln
(International Multiple Sclerosis Genetics et al., 2011). HLA- Antigene, welche auf
den HLA-Genen kodiert sind, befinden sich auf der Zellmembran und dienen der
Identifikation als korpereigen oder korperfremd. Man unterscheidet zwischen HLA

Klasse I und II Molekilen. Wiahrend die Klasse I Molekiile auf beinahe allen Zellen

> human leucocyte antigen, kurz HLA



vorkommen und endogen gebildete Peptide einer Zelle prasentieren, befinden sich
Klasse II HLA Antigene nur auf antigenprisentierenden Zellen®, wie B-Zellen,
dendritischen Zellen und Makrophagen, und dienen der Aktivierung von T-Zellen

nach Prasentation exogener Antigene. (Welsch & Deller, 2010)

Neben den HLA Allelen konnten inzwischen mehr als 200 weitere genetische
Varianten identifiziert werden, die das MS Risiko beeinflussen. Der Einfluss dieser
genetischen Faktoren ist allerdings gering und fiihrt nur zu einer Risikoerhéhung
von 5 bis 30 %. Es wird angenommen, dass die MS assoziierten genetischen
Varianten ihre Wirkung vorwiegend im Immunsystem entfalten. (International

Multiple Sclerosis Genetics et al., 2011)

Zusitzlich stehen auch Umweltfaktoren im Verdacht, einen Einfluss auf die
Krankheitsentstehung zu nehmen. Diese These unterstiitzen die unterschiedlichen
Privalenzen je nach Region. Vereinfacht betrachtet, steigt die Anzahl der
Erkrankten mit zunehmender Entfernung zum Aquator. Wihrend Nordamerika,
Nordeuropa, Neuseeland und Siidaustralien als Hoch-Inzidenzgebiete mit
Pravalenzraten von mehr als 30:100000 Einwohnern bezeichnet werden, gelten

Asien, Afrika und die Karibik als Niedrig-Inzidenzzonen mit Pravalenzraten kleiner

als 5:100000. (Kurtzke, 1980)

Dieser Gradient wird in geringerer Auspridgung auch in Regionen mit relativer
ethnischer Homogenitdt wie Amerika, Europa und Australien beobachtet. Auch
diverse Migrationsstudien untermauern diese Theorie: Es zeigte sich, dass
Migranten bei Ortswechsel im Alter von iiber 15 Jahren das Lebenszeitrisiko ihres
Geburtslandes mitnahmen und bei Ortswechsel in der Kindheit das Risiko des
jeweiligen Landes an MS zu erkranken annahmen. (Dean, 1967; McLeod et al.,
2011, 2012)

Welche Umweltfaktoren zu diesem Phanomen fiihren, ist bis dato nur unvollsténdig
verstanden. Im Gespréch steht die Dauer an Sonnenstrahlung pro Tag und der damit

verbundenen Vitamin D-Versorgung. (Munger et al., 2004)

% Antigenprisentierenden Zellen, kurz APC



Auch der Beitrag viraler Infektionen wird diskutiert, wobei hier insbesondere die
Infektion mit Epstein-Barr-Virus’ von Bedeutung zu sein scheint. Ursache hierfiir
ist einerseits eine sehr dhnliche Epidemiologie beider Erkrankungen (Correale &
Gaitan, 2015), als auch die Tatsache, dass die Durchseuchung mit EBV bei MS
Patienten hoher ist als bei Kontrollpersonen (Ascherio et al., 2001; Sumaya et al.,
1980). Weiterhin erh6ht eine Mononukleose das Risiko spéter an MS zu erkranken
(Burnard et al., 2017; Sundqvist et al., 2012; Thacker et al., 2006). Auch finden sich
bei MS Patienten deutlich erhéhte Serumtiter gegen das EBNA-1 Protein von EBV
(Ascherio & Munger, 2007; Lindsey & Hatfield, 2010). Weitere diskutierte
Kofaktoren fiir die Entwicklung einer MS stellen Nikotinabusus und Adipositas dar

(Thompson, Baranzini, et al., 2018).

1.1.3. Klinik und Verlauf

Der klinische Verlauf der Erkrankung ist nicht vorhersehbar und variiert stark
zwischen einzelnen Individuen. Das Ausmal3 kann von einem gutartigen Verlauf,
ohne Einschrinkung der Lebenserwartung und mit keiner oder nur geringer
klinischer Symptomatik nach 10-15 Jahren, bis zu einem malignen Verlauf reichen,

bei dem innerhalb weniger Jahre eine schwere Behinderung auftritt.

Allgemein unterscheidet man zwischen vier verschiedenen phinotypischen

Auspriagungen
e Klinisch isoliertes Syndrom (,,Clinically Isolated Syndrome “)*:

Hierbei handelt es sich um eine einmalige Funktionsstérung, die auf einen
entziindlich-demyelinisierenden Prozess im ZNS zuriickzufiihren ist. Obwohl hier
die diagnostischen Kriterien fiir eine MS nicht erfiillt sind, gehort das CIS bereits
seit 2013 zur phinotypischen Klasse der MS-Erkrankungen und wird als Vorstufe

zur schubformig verlaufenden MS gesehen.

7 Epstein-Barr-Virus, kurz EBV
¥ Klinisch isoliertes Syndrom, Englisch: Clinically Isolated Syndrome kurz CIS



e Schubformig remittierend verlaufende MS (,,Relapsing remitting
MS“)’:

85% der Patienten erleben primér einen schubformigen Verlauf. Zu Beginn der
Erkrankung bilden sich die entstehenden Symptome jeweils zuriick, im Verlauf
konnen sie allerdings durch unvollstindige Riickbildung zu einer kumulativen

Behinderung fiihren.
e Sekundir progrediente MS (,,Secondary progressive MS*)'’:

In etwa 30% der Fille geht die RRMS in einem Zeitraum von 20-30 Jahren in einen
chronisch progredienten Verlauf iiber, bei der die Verschlechterung oft in
Abwesenheit eines Schubes auftritt. Teilweise haben die Patienten auch in dieser

Phase zusitzlich noch aufgelagerte Schiibe.
e Primir progrediente MS (,,Primary progressive MS“)"':

Bei ca. 15% der Patienten verlduft die Krankheit von Beginn an progredient, ohne
Phasen der Remission. Im Krankheitsverlauf lassen sich keine einzelnen Schiibe
abgrenzen. Der primér progrediente Verlauf tritt gehduft auf, wenn sich die
Krankheit im hoheren Lebensalter manifestiert und wird bei Kindern und

Jugendlichen praktisch nicht beobachtet. (Thompson, Baranzini, et al., 2018)

Als Schub gelten Symptome, die durch eine Reaktivierung einer bereits
vorhandenen Lésion oder durch eine neue Lésion im ZNS zu erkliren sind. Diese
miissen per Definition iiber 24 Stunden anhalten und seit dem letzten Schub miissen
mindesten 30 Tage vergangen sein. Des Weiteren diirfen diese Symptome nicht
durch eine Erhéhung der Korpertemperatur (Uthoff-Phdnomen) oder einem Infekt

entstanden sein. (Diener et al., 2005)

Hierbei ist vor allem die Definition eines Schubes bedeutsam, um von einem
Pseudoschub abzugrenzen, der sich klinisch als solcher darstellt, jedoch durch

dullere Umstdnde oder physiologische Schwankungen zu erkldren ist.

? Schubformig remittierend verlaufende MS, Englisch: Relapsing remitting MS, kurz RRMS
' Sekundir progressive MS, Englisch: Secondary progressive MS, kurz SPMS
" Primir progrediente MS, Englisch: Primary progressive MS, kurz PPMS



Die Art des Erstsymptoms ist abhéngig vom Erkrankungsalter: Wéhrend bei unter
30-Jahrigen vor allem Sensibilitdtsstorungen beobachtet werden, nimmt bei {iber
30-Jahrigen der Anteil mit motorischen Ausfillen deutlich zu. Im Verlauf kommt
es weiterhin zu zerebelldren, autonomen und psychischen Symptomen wie

Blasenstorungen, Depression oder vermehrter Erschopfbarkeit (,,Fatigue®).

1.1.4. Diagnostik

Die Diagnose der MS wird mittels klinischer und paraklinischer Befunde gestellt.
Bei bestechendem Verdacht sind vor allem Anamnese und eine griindliche
neurologische Untersuchung unverzichtbar. Sollte sich dieser Verdacht klinisch
erhirten, kann durch weiterfithrende Diagnostik die Diagnose gemil3 der aktuellen

McDonald Kriterien gestellt werden. (Thompson, Banwell, et al., 2018)

Seit 2017 beruft man sich auf die revidierten Diagnosekriterien nach McDonald et
al. (s. Tabelle 1.1.). Diese wurden erstmalig 2001 formuliert und unterlagen drei
Revisionen. Der Schwerpunkt liegt hier auf der Verwendung des MRT'’s zur
Diagnosesicherung. Wihrend in der Revision von 2010 zundchst die
Liquordiagnostik in den Hintergrund riickte, ist diese 2017 erneut in die

Diagnosekriterien in Form von OKBs aufgenommen worden. (Polman et al., 2011)

Es gilt das Prinzip der rdumlichen und zeitlichen Dissemination, welches mittels
entsprechender klinischer Prasentation, Nachweis entsprechender Lisionen in der

MRT, und typischem Liquorbefund erfiillt werden kann.

Ortliche Dissemination ist bei >2 T2 Lisionen im MRT in 2 von 4 Regionen
(juxtakortikal, infratentoriell, periventrikulér, spinal) oder durch zwei Syndrome,
welche klinisch zwei verschiedenen Lokalisationen im ZNS zuzuordnen sind,
erflillt. Die zeitliche Dissemination ist entweder durch den Nachweis mindestens
einer neuen MS typischen Lésion in einem Follow-up-MRT, das gleichzeitige
Vorhandensein von kontrastmittelaufnehmenden und nicht-
kontrastmittelaufnehmenden Lisionen in der spinalen oder zerebralen MRT, zwei

klinische Schiibe, oder neuerdings mittels Nachweis von OKBs im Liquor erfiillt.

"2 Magnetresonanztomographie, kurz MRT



Essenziell flir die Diagnose ist weiterhin, dass zumindest einmalig eine MS typische
klinische Symptomatik aufgetreten ist und jegliche Differentialdiagnosen beachtet

und ausgeschlossen werden miissen.

Zur Diagnose der PPMS gehort zusdtzlich zum Vorliegen einer schub-
unabhingigen klinischen Krankheitsprogression iiber ein Jahr das Erfiillen zwei der
nachfolgenden drei Bedingungen: der Nachweis mindestens einer T2-
hyperintensen Lésion periventrikuldr, juxtakortikal oder infratentoriell, der
Nachweis von mindestens zwei Lésionen in der sSMRT und das Vorliegen von

OKBs im Liquor (s. Tabelle 1.1.). (Thompson, Banwell, et al., 2018)



Tabelle 1.1: Diagnosekriterien der Multiplen Sklerose (Thompson, Banwell, et al., 2018)

Klinische Priasentation

Zusitzlich benotigte Daten

RRMS

> 2 Schiibe +

> 2 Léasionen

klinisch objektivierbarer Nachweis von Keine

> 2 Schiibe +

1 klinisch objektivierbare Lision

Riumliche Dissemination im MRT
oder Nachweis eines Schubes, welcher
klinisch einer weiteren Lokalisation

zuzuordnen ist.

1 Schub +

> 2 klinisch objektivierbare Lasionen

Zeitliche Dissemination im MRT,

ein weiteres klinisches Ereignis oder

durch liquorspezifische OKBs.

I Schub + Réumliche und zeitliche Dissemination
1 klinisch objektivierbare Lision mittels MRT, Klinik oder
Liquorbefund.
PPMS

Klinische Progression tiber 1 Jahr

Plus 2/3 Kriterien:

- Rdumliche Dissemination in der

cMRT
- >2 Lisionen in der sMRT

- Positiver Liquorbefund (OKBs)
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1.1.4.1. Magnetresonanztomographie

Die  Magnetresonanztomographie  nimmt zur  Diagnosestellung  und
Verlaufskontrolle der MS eine entscheidende Rolle ein. Die MRT ist deutlich
sensitiver entzlindliche Lisionen nachzuweisen als die klinische Untersuchung, da
nur ca. jede 10. MS Lédsion mit einer klinischen Symptomatik oder einem
nachweisbaren Defizit einhergeht. In der T2 gewichteten Aufnahme stellen sich die
Entziindungsherde aufgrund einer erhhten Wasserakkumulation hyperintens dar.
Mittels der sogenannten FLAIR-Technik'’, die zu einer Kontrasterhdhung der
Entziindungsareale gegeniiber dem gesunden Mark fiihrt, kdnnen bereits kleinste
Liasionen dargestellt werden. Durch die intravendse Gabe von gadoliniumhaltigen
Kontrastmitteln kann zwischen aktiven und inaktiven Lidsionen unterschieden
werden. Die Kontrastmittelaufnahme ist bedingt durch eine Stérung der Blut-Hirn-
Schranke, welche bei neuen Lisionen initial oft homogen erscheint, im weiteren
Verlauf randstéindig betont bleibt und schlieBlich nach 3-5 Wochen verschwindet
(Gaitan et al., 2011).

1.1.4.2. Liquordiagnostik

Die Liquordiagnostik gehort seit der neuesten Revision von 2017 wieder zu den im
Rahmen der Diagnosesicherung empfohlenen Untersuchungen bei MS. Sie spielt
insbesondere eine Rolle Differentialdiagnosen auszuschlieBen und die zeitliche

Dissemination der Erkrankung nachzuweisen.

In der MS Diagnostik wird im Liquor meist qualitativ und quantitativ abnormales
IgG meist im Routinelabor gemessen: Qualitativ {iber den Nachweis von OKBs,

quantitativ z.B. mit Hilfe des IgG-Index oder dem Schema nach Reiber.

Der Nachweis von sogenannten oligoklonalen IgG Banden im Liquor erfolgt
mithilfe der isoelektrischen Fokussierung. Im direkten Vergleich der OKBs im
Serum und Liquor spricht man von einem positiven Befund, wenn zwei oder mehr
IgG Banden im Liquor aber nicht im Serum finden (Link & Huang, 2006). Da

OKBs jedoch auch bei einer Vielzahl weiterer neurologischer Erkrankungen

1 Fluid attenuate inversion recovery
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gefunden werden, besitzen sie trotz einer sehr guten Sensitivitit eine nur geringe

Spezifitit (Awad et al., 2010; Reiber et al., 1998).

In 50-60% der Fille ist bei MS-Patienten auch der IgG-Index erh6ht. Dieser wird
definiert durch den Liquor-Serum-Quotienten von IgG geteilt durch den Liquor-
Serum-Quotienten des Albumins und gilt als Marker fiir eine intrathekale Bildung
der Immunglobuline. Die Konzentration der Immunglobuline wird hierbei mittels
Nephelometrie gemessen. Ab einem Wert von 0,7 gilt der IgG Index als
pathologisch.

Die intrathekale Immunglobulin-Synthese kann auch nach dem Reiber Schema
ermittelt werden, welches einer graphischen Gegeniiberstellung der Liquor-Serum-

Quotienten der Immunglobuline und des Albumins entspricht (Reiber et al., 1998).

Auch der Nachweis einer IgA'*- und IgM"*-Synthese im Liquor und die Bildung

der dazugehorigen Indices gehort in den meisten Kliniken zum Routinelabor.

Standardparameter wie Albumingehalt und Zellzahl sind normal bis geringfiigig

erhoht und dienen in erster Linie dem Ausschluss anderer Diagnosen

'* Immunglobulin A, kurz IgA
' Immunglobulin M, kurz IgM
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1.1.5. Therapie

Bis dato gibt es keine kausale Therapie der Multiplen Sklerose. Dennoch stehen
dem behandelnden Arzt eine Bandbreite an Medikamenten zur Verfiigung, um den
Schilbben und einer im MRT nachweisbaren entziindlichen Aktivitit
entgegenzuwirken. Dank der intensiven Forschung nimmt die Anzahl zugelassener

Medikamente stindig zu.

Das Therapieschema eines Patienten mit Multipler Sklerose setzt sich aus drei

Teilbereichen zusammen:
e Schubtherapie

Ziel der Schubtherapie ist die rasche und moglichst komplette Riickbildung des
Krankheitsschubs. In der Akuttherapie des Schubes stehen vor allem
Glukokortikoide im Vordergrund. Die Therapie sollte innerhalb von vier, bis
maximal sechs Wochen nach Schubbeginn eingeleitet werden. Obwohl ihr
Wirkmechanismus nicht vollends geklért ist, weil man, dass sie sich auf die
Bildung von Entziindungsmediatoren, der Aktivierung von Immunzellen und die
damit verbundene Odembildung in der Lision auswirken. Hierbei ist die
Durchfiihrung einer intravendsen oder oralen Hochdosis-Stof3therapie von tdglich
500-1000 mg Methylprednisolon iiber einen Zeitraum von 3-5 Tagen Standard.
Kommt es nach Beendigung der Therapie zu keiner Besserung der Symptomatik,
kann zunichst eine Erhohung der Dosis auf 2000 mg und eine Verldngerung der
Therapie, anschlieBend nach erneuter Therapierefraktaritit eine Plasmapherese in

Erwédgung gezogen werden. (Thompson, Baranzini, et al., 2018)
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e Immunmodulatorische Therapie16

Um die Schubrate und einer damit potentiell einhergehenden Behinderung
entgegen zu wirken, konnen eine Reihe von immunmodulatorischen und
immunsuppressiven Medikamenten verwendet werden. Neuere Studien haben
ergeben, dass sich ein frithzeitiger Therapiebeginn auch positiv auf die
Wabhrscheinlichkeit des Ubergangs in die sekundire Progredienz ausiiben kann.

(Brown et al., 2019)

Hier gibt es in der Regel zwei Gruppen an Medikamenten: Basis- und
Eskalationstherapeutika. In einigen Kliniken wird zunéchst mit einer Basistherapie
begonnen und im Verlauf bei unzureichender Krankheitsprogression eskaliert. In
anderen Kliniken wird mit einer hochwirksamen Therapie begonnen und bei

Krankheitsstabilitdt die Medikation auf die schwéchere Basistherapie herabgestuft.
- Basistherapie

Fiir die Basistherapie stehen dem behandelnden Arzt vier immunmodulatorische
Therapeutika zur Verfligung: Beta-Interferone, Glatirameracetat, Teriflunomid und

Dimethylfumarat.
- Eskalationstherapie:

Kommt es unter der Basistherapie zu keiner hinreichenden Krankheitssuppression
bieten sich  folgende Immunsuppressiva und Immunspezifika als
Eskalationstherapeutika: Cladribin, Fingolimod, Natalizumab, Alemtuzumab und
Ocrelizumab. Eine weitere Option ist die off-label Verwendung von Rituximab.

(Thompson, Baranzini, et al., 2018)

'® Immunmodulatorische Therapie, kurz IMT
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1.2. Zielsetzung der Dissertation

1.2.1. Die Suche nach préadiktiven Biomarkern

Da der Verlauf dieser chronischen Erkrankung hochst variabel ist und der
behandelnde Arzt zundchst keine genaue Angabe iiber den individuellen
Krankheitsverlauf geben kann, stellen sich einem MS-Patienten nach Erstdiagnose
viele Fragen hinsichtlich der Prognose. Diese Ungewissheit fiihrt nicht nur beim
Patienten zu einer enormen psychischen Belastung, sondern auch der Arzt steht vor
der schwierigen Entscheidung, ob sich ein abwartendes Verhalten, eine friihzeitige
immunmodulatorische Therapie, oder gar eine hochaktive Immuntherapie

empfiehlt.

Aus diesem Grund wire es hochst erstrebenswert, Biomarker zu identifizieren,
welche den behandelnden Arzt bei der Einschidtzung der Prognose des Patienten bei
Erstdiagnose und bei der Entscheidungsfindung der adéquaten Therapie

unterstiitzen.

Viele Liquor- und MRT-Parameter stehen in Diskussion mit einer fritheren
Krankheitsprogression assoziiert zu sein: OKBs im Liquor, ein erhohter [gG-Index
und eine hohe Lésionslast im initialen MRT scheinen mit einem hdheren
Konversionsrisiko zu MS bei klinisch isoliertem Syndrom einherzugehen. (Dobson

et al., 2013; Kuhle et al., 2015; Tintore et al., 2015; Tintore et al., 2008)

Des Weiteren wurde in einer Studie gezeigt, dass ein erhohter Albuminquotient bei
Erstmanifestation einer MS mit einer rapideren zerebralen Atrophie und einem

daraus folgenden Anstieg des Behinderungsgrades einhergeht (Uher et al., 2015).

Auch eine Immunglobulin M Synthese kdnnte prognostischen Wert besitzen. IgM
oligoklonale Banden scheinen mit einem fritheren zweiten Schub assoziiert zu sein
(Ferraro et al., 2013) und auch zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
intrathekalem IgM und MRT-Progress (Durante et al., 2012). In einer zweiten
Studie wurde dies jedoch widerlegt. Hier erkannte man keine Assoziation zwischen

intrathekalem IgM und einem friitheren zweiten Schub (Schneider et al., 2007).
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Weitere Liquorparameter wie z.B. sCD27, neurofilament light chain'’ oder IgG
Subklassen scheinen auch prognostischen Wert hinsichtlich einer potentiellen
Krankheitsprogression zu besitzen (Disanto et al., 2015; Hakansson et al., 2017;
Kuhle et al., 2016; Norgren et al., 2004; van der Vuurst de Vries et al., 2017).

Bisherigen Studien mangelte es jedoch einerseits an festen Rahmenbedingungen,
wie streng definierten Follow-up-Zeitraumen oder einer moglichst geringen
Zeitspanne zwischen Erstmanifestation und Liquorpunktion, andererseits wurde

der Therapiestatus der Patienten als moglicher Confounder nicht explizit beachtet.

Aus diesem Grund widmet sich diese Arbeit der Suche nach potentiellen
pradiktiven Biomarkern in Blut oder Liquor von Patienten mit Erstmanifestation
einer MS oder einem klinisch isolierten Syndrom, unter Berilicksichtigung des
jeweiligen Therapiestatus. Ein solcher Marker konnte somit bei eventuellen
Therapieentscheidungen adjuvant genutzt werden und dem Arzt dazu dienen, dem
Patienten eine prognostische Aussage iiber den individuellen Krankheitsverlauf zu

geben.

Hierbei sind sowohl immunologische als auch neurodegenerative Parameter

miteinbezogen worden.

Die Verwendung der Magnetresonanztomographie als Verlaufsparameter

gewihrleistet im Vergleich zu klinisch ermittelten Variablen eine hohe Objektivitit.

'7 Zu Deutsch: Neurofilament leichte Kette, kurz NFL
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1.2.2. Intrathekale Bildung von Immunglobulinen

Immunglobuline sind globuldre Proteine, welche von ausdifferenzierten B-Zellen,
den sogenannten Plasmazellen, als Reaktion auf Antigenkontakt hergestellt werden
und somit dem adaptiven humoralen Immunsystem zuzuordnen sind. Man
unterscheidet zwischen fiinf verschiedenen Isotypen: IgG, IgA, IgM, IgE'® und
IgD."

Diese Proteine liegen in der beta-Faltblattstrukturform vor und bestehen aus kurzen
L-Ketten und langen H-Ketten, die iiber Disulfidbriicken miteinander in
Verbindung stehen. Sie besitzen einen konstanten Teil (Fc) und zwei variable

Regionen (Fab). (Rassow et al., 2008)

Fiir diese Studie waren vor allem IgG, IgM und IgA von Bedeutung: IgG bildet den
grofiten Anteil der Immunglobuline und dient der Abwehr von bakteriellen, viralen
und parasitidren Erregern. 10-15 % der Immunglobuline sind IgA. Dieses wird
primir in Sekreten gebildet und dient der Abwehr von Bakterien, Viren und der
Neutralisation von Toxinen. IgM interagiert vor allem mit dem Komplementsystem

und dient der Toxin-Neutralisation. (Guder & Nolte, 2009)

1.2.3. Distribution der Immunglobulin G Subklassen im Liquor

Immunglobulin G ist mit einem Anteil von 75 % an allen Antikérpern im Blut der
héufigste Vertreter und ldsst sich aufgrund von Unterschieden im Aufbau der
schweren Kette in 4 Subklassen unterteilen. IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4. (Rassow
et al., 2008)

Da die vier Subklassen sich vor allem in den Regionen unterscheiden, die fiir eine
Bindung an den Komplementfaktor Clq und den Fc-Rezeptor relevant sind,
unterscheiden sie sich primir in ihrer Fahigkeit Fc-Rezeptor tragende Zellen und
das Komplementsystem zu aktivieren und in ihrer Fc-Rezeptor-abhingigen
Plazentagéingigkeit. Aus diesem Grund fiihrt eine unterschiedliche Verteilung
dieser Subklassen zu einer unterschiedlichen Suszeptibilitit gegeniiber bestimmten

Erkrankungen. (Vidarsson et al., 2014)

18 Immunglobulin E, kurz IgE
19 Immunglobulin D, kurz IgD
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IgG1 macht den groBten Anteil unter den vier Klassen aus und wird vor allem als

Reaktion auf l6sliche und membrangebundene Proteine gebildet (Ferrante et al.,

1990).

Bakterielle Kapselantigene triggern die Bildung von IgG2, folglich fiihrt ein
Mangel an IgG2 zu wiederkehrenden und chronischen Infekten mit bekapselten

Erregern (Kuijpers et al., 1992).

Virale Infekte hingegen fithren vor allem zu einer IgG3 vermittelten Reaktion

(Ferrante et al., 1990).

IgG4 scheinen gemeinsam mit IgE bei allergischen Reaktionen eine gro3e Relevanz
zu besitzen: Bei langerer Exposition wird diese Subklasse gebildet und fiihrt meist

zu einer Minderung allergischer Symptome (Aalberse et al., 2009).

Wie bereits erwéhnt, findet sich bei der Mehrzahl der MS Patienten eine
intrathekale IgG Synthese. Auch in ihrer Subklassendistribution scheinen sich diese
von gesunden Kontrollen zu unterscheiden: In Studien konnte man nachweisen,
dass an MS Erkrankte einen hoheren Anteil an IgG1 und IgG3 am gesamt IgG im
Liquor besitzen. (Di Pauli et al., 2010; Greve et al., 2001)

1.2.4. Losliche Variante des CD27-Oberflachenmolekiils

CD27 ist ein Oberflaichenmolekiil, welches zur TNF Rezeptorfamilie gehort und
auf B- und T-Zellen zu finden ist (Goodwin et al., 1993).

CD27 spielt eine Rolle in der Differenzierung von B-Zellen. Nach Bindung an
seinen Liganden wird die Entwicklung der B-Zellen zu Plasmazellen gestoppt und

zu Memoryzellen initiiert (Raman et al., 2003).

Nach Aktivierung von T-Zellen via dem TCR/CD3 Signalweg, kommt es sowohl
zu einer deutlich erhdhten Oberflichenexpression von CD27, als auch zu einer
Zunahme seiner loslichen 32 kD Form (sCD27) (Hintzen, de Jong, et al., 1991).
Der Marker sCD27 kann in Korperfliissigkeiten wie Urin, Plasma und Liquor
nachgewiesen werden. Bei Patienten mit MS wurden hohere Konzentrationen der
16slichen Variante entdeckt (Hintzen, van Lier, et al., 1991). Studien zeigten eine
Assoziation zwischen hohen Spiegeln des Molekiils und einer Konversion von CIS

zu MS (van der Vuurst de Vries et al., 2017). Aullerdem wurde bei PPMS-Patienten

18



eine deutliche Assoziation zwischen Menge an sCD27 und intrathekaler

Entziindungsaktivitit nachgewiesen (Komori et al., 2015).

1.2.5. Die leichte Kette des Neurofilaments

Neurofilamente bilden die Intermedidrfilamente der Neurone und sind somit ein
wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts. Sie setzten sich aus drei Untereinheiten
zusammen: NE-L*° (leichte Kette), NF-M?>' (mittlere Kette) und NF-H** (schwere
Kette). (Lee & Cleveland, 1996)

Sowohl fiir NF-H als auch fiir NF-L wurden bei MS Patienten, als Zeichen fiir
Axonschdden und Neurodegeneration, erhohte Werte gemessen, wobei NF-L als

besserer Biomarker gewertet wird. (Disanto et al., 2015; Hakansson et al., 2017,

Kuhle et al., 2016; Kuhle et al., 2013; Norgren et al., 2004)

In einer aktuellen Studie zeigte sich auBlerdem eine Assoziation zwischen erhdhten
NF-L-Konzentrationen im Liquor und Krankheitsaktivitit bei Patienten mit CIS
und RRMS (Hakansson et al., 2017). Weiterhin erkannte man eine hohere
Konversionsrate zu einer MS nach einem klinisch-isoliertem Syndrom bei
Patienten mit hohen NF-L Werten (Martinez et al., 2015). Auch bereits erhohte
Werte von NF-L im Serum scheinen laut einer schwedischen Studie mit dem
Schweregrad der Erkrankung im MRT zu korrelieren. Hierbei wurde eine starke
Korrelation zwischen den Werten von Liquor und Serum nachgewiesen (Kuhle et

al., 2016).

% Neurofilament light chain, {ibersetzt Neurofilament leichte Kette, kurz NF-L
! Neurofilament medium chain, {ibersetzt Neurofilament mittlere Kette, kurz NF-M
?2 Neurofilament heavy chain, iibersetzt Neurofilament schwere Kette, kurz NF-H
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Daten aus Liquor und Serum von 149 Patienten mit Erstmanifestation einer
Multiplen Sklerose oder eines Klinisch isolierten Syndroms wurden nach
potentiellen Biomarkern, die mit einer frithen Krankheitsaktivitit im Verlauf
assoziiert sind, erhoben. Hierfiir wurden kraniale MRT-Datenséitze des
Patientenkollektivs retrospektiv auf eine eventuelle Krankheitsaktivitit innerhalb
des ersten Jahres nach Liquorpunktion ausgewertet, wobei eine Krankheitsaktivitit
durch eine neue T2 hyperintense und/oder eine Gadolinium-aufnehmende® Lésion
definiert wurde. Als Baseline MRT diente ein cMRT mit standardisierten
Sequenzen, welche innerhalb der ersten drei Monate nach Liquorpunktion
durchgefiihrt wurde. Zu diesen Sequenzen zihlen: T2 FLAIR transversal, DIR**
sagittal, MPR* sagittal, T2 ISO*® axial und MPR mit Kontrastmittel sagittal. Diese
sind alle in 3D durchgefiihrt. Die Follow-up-MRTs erfolgten jeweils nach 12 +/- 3
Monaten mit selbigen Sequenzen. Alle MRT Untersuchungen wurden am selben 3-

Tesla MRT Philips Scanner durchgefiihrt.

Liquorpunktion [EYSSREEY IS . 12 +/- 3 Monate .
und Baseline Follow-up
Blutentnahme [y ovxr )

Abbildung. 2.1: Studiendesign

# Gadolinium, kurz Gd

** DIR = Double inversion recovery sequence
> MPR= multiplanar reconstruction

% ISO= isointens
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Zwischen Erstmanifestation und initialer Liquorpunktion und Blutabnahme lagen
hochstens 12 Monate. Der hierbei gewonnene Liquor wurde teilweise mittels
Nephelometrie und Durchflusszytometrie direkt untersucht und teilweise

eingefroren, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Retrospektiv ausgewertet wurden Liquordaten zu oligoklonalen Banden, IgG/M/A-
Indices und der Nachweis von intrathekal gebildeten Immunglobulinen. Von 13
Patienten wurden hierbei extern erhobene Daten aus Arztbriefen entnommen, da

diese nicht am Klinikum rechts der Isar gemessen wurden.

Bei diesen extern erhobenen Liquordaten fehlten bei 2 Patienten Informationen zu
IgA- und IgM- Konzentrationen im Liquor. Bei weiteren 4 fehlten nur die IgA-

Werte.

Aus zum Zeitpunkt der Erstmanifestation gewonnenem und bei -80 °C asserviertem
Liquor, wurde von 84 Patienten jeweils ein Aliquot mit insgesamt 600 p1*’ fiir diese
Studie erneut aufgetaut und mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay”® und

Immunnephelometrie untersucht.

Bei 61 dieser 84 Patienten waren ausreichende Mengen an asservierten
Serumproben  vorhanden, sodass eine nephelometrische Untersuchung
durchgefiihrt werden konnte. Somit konnten anschlieBend Liquor-Serum-

Quotienten gebildet werden.

Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Technischen Universitit

Miinchen gepriift und genehmigt.

" nl= Mikroliter
28 Enzyme-linked Immunosorbent Assay, kurz ELISA
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2.2. Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasst insgesamt 149 Patienten, welche nach den

folgenden Einschlusskriterien ausgewéhlt wurden:

e Erstes klinisches Event mit Hinweis auf Multiple Sklerose innerhalb 12
Monate vor Liquorpunktion.

e Keine immunmodulatorische Therapie vor Liquorpunktion.

e Mindestens ein cMRT mit oben genannten Sequenzen 1-3 Monate nach
Liquorpunktion (Baseline cMRT).

e Mindestens ein Follow-up-MRT mit selbigen Sequenzen 12 +/- 3 Monate
nach Baseline cMRT.

Von den 149 Patienten erhielten 52 keine immunmodulatorische Therapie
innerhalb der ersten 12 Monate nach Baseline cMRT bzw. dauerte diese nicht
linger als 6 Monate und bildeten somit die IMT- Gruppe. Von den 97 IMT+
Patienten erhielten 63 Betainterferone, 28 Glatirameracetat, 3 Natalizumab, 2
Dimethylfumarat und einer Teriflunomid. IMT- und IMT+ Patienten waren
vergleichbar hinsichtlich Alter, Geschlechtsverteilung und Zeit zwischen

Erstmanifestation und baseline cMRT (s. Tabelle 2.1.).

109 der 149 Patienten erhielten keine Glucokortikoid Therapie innerhalb von 30

Tagen vor Liquorentnahme.

Bei insgesamt 81 Patienten waren innerhalb des Beobachtungszeitraums neue

Liasionen im cMRT nachweisbar, 68 zeigten einen stabilen Befund.

Weitere Informationen zu der Patientenkohorte ist der Tabelle 2.1. zu entnehmen.
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Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die untersuchte Patientenkohorte (Klein et al., 2019)

Gesamtkohorte IMT- IMT +
Demographische Daten
Patienten 149 59 97
[n]
Frauen o 0 0
[n (%)] 101 (68%) 32 (62%) 69 (71%)
Alter
[Median (Range)] 33 (18-55) 33.5 (19-52) 33 (18-55)
Zeit EM - cMRT
[d (Rangc)] 67 (1-345) 64,5 (1-230) 67 (1-345)
cMRT Progression o o o
[n (%)] 81 (54%) 37 (71%) 44 (45%)
cMRT Daten
Lasionsvolumen 2,106 1,489 2,383

[Median (ml) (Range)]

(0,093-35,872)

(0,093-26,762)

(0,140-35,872)

Léasionszahl >9

0] 93 (62%) 26 (50%) 67 (69%)
[Slfl(ﬁf/i‘;‘]kensmmng 40 (27%) 12 (23%) 28 (29%)
Neue T2 Léisionen 1 1 0
[Median (Range)] (0-15) (0-8) (1-15)
Liquor Daten

31%5;] 116 (78%) 38 (67%) 78 (80%)
Etzf;f)‘]ekales 1gG 75 (50%) 25 (48%) 50 (52%)
Etzﬁ‘/f)’]ekales 1eM 20 (14%) 9 (17%) 11 (12%)
Etzﬁ‘/f)‘]ekale leA 11 (8%) 7 (14%) 4 (4%)
IgG Index 0,74 0,74 0,74
[Median (Range)] (0,25-3,20) (0,41-2,69) (0,25-3,20)
IgM Index 0,08 0,08 0,08
[Median (Range)] (0,00-0,67) (0,00-0,67) (0,00-0,51)
IgA Index 0,27 0,28 0,26
[Median (Range)] (0,00-0,80) (0,19-0,65) (0,00-0,80)
Zellzahl

TMedian (/1) (Rango)] 7 (0-126) 10 (0-126) 6 (0-46)

Abkiirzungen: IMT = Immunmodulatorische Therapie; n = Anzahl; EM = Erstmanifestation
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2.3. Retrospektiv ausgewertete Liquordaten

Bei allen Patienten wurde sowohl eine Lumbalpunktion, als auch eine
Blutentnahme durchgefiihrt. Die Proben wurden zum Teil direkt untersucht und

zum Teil bei -80 °C eingefroren und gelagert.

In 13 Féllen wurde die Liquorpunktion bereits an einer externen Klinik
durchgefiihrt. Die Daten dieser Patienten wurden aus den jeweiligen Arztbriefen
extrahiert. Bei 2 Patienten fehlten Daten zur IgM, bei 6 zur IgA Konzentration in

Liquor und Serum.

Von den zum Entnahmezeitpunkt ermittelten Daten wurden zum Zweck dieser

Studie folgende Parameter verwendet:

Konzentrationen von Albumin, IgG, IgA und IgM sowohl im Liquor, als auch im
Serum (nephelometrisch bestimmt) sowie der Nachweis von oligoklonalen Banden

mittels isoelektrischer Fokussierung.

2.3.1. Berechnung der Immunglobulin Indices

IgG-, IgM- und IgA-Indices wurden mit Hilfe folgender Formel berechnet (Link &
Tibbling, 1977):

IgX-Index _ (IgX(Liquor))/(Albumin(Liquor))

IgX(Serum) Albumin(Serum)

Hierbei werden die Liquor-Serum-Quotienten des jeweiligen Immunglobulins und
des Albumins miteinander in Relation gesetzt, um den Einfluss einer eventuellen
Storung der Blut-Hirn-Schranke auf die intrathekale Konzentration des

Immunglobulins zu eliminieren.

Die jeweiligen Konzentrationen im Liquor und Serum wurden bei den im Klinikum
rechts der Isar gewonnenen Proben mit einem Nephelometer der Firma BN prospec

Siemens ermittelt.
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2.3.2. Nachweis intrathekal produzierter Immunglobuline

Die intrathekale Immunglobulin-Synthese wurde mit Hilfe des Reiberschemas
ermittelt. Hierbei werden die Quotienten von Liquor zu Serum der Immunglobuline
in Bezug auf den altersabhidngigen Albuminquotienten graphisch dargestellt (s.
Abbildung 2.2.). Der Albuminquotient dient auch hier als Indikator fiir den Zustand
der Blut-Hirn-Schranke. Bei einer intrathekalen Synthese liegen die Liquor-
/Serum-Quotienten der Immunglobuline {iberproportional iiber dem des Albumins.

(Reiber & Peter, 2001)
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Abbildung. 2.2: Reiber Diagramm zur Darstellung einer intrathekalen IgG-Synthese
(Klingelhoefer & Berthele, 2015)
I Normbereich

II Qa Erhdhung (z.B. Guillain Barré)

III IgG-Synthese + Qajp Erhdhung (z.B. Neuroborreliose)
IV Intrathekale IgG-Synthese (z.B. bei MS)

V Starke Qa1p Erhdhung
Der entscheidende Unterschied liegt darin, dass der IgG-Index einer linearen

Darstellung der intrathekalen IgG-Produktion entspricht, das Reiberschema
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wiederum einer Hyperbelfunktion. Ein  wesentlicher Vorteil dieses
Quotendiagrammes ist die Mdglichkeit zwischen einer reinen Schrankenstérung,

einer intrathekalen Ig-Synthese oder beidem zu unterscheiden. (Guder & Nolte,
2009)

2.3.3. Isoelektrische Fokussierung der oligoklonalen Banden

Liquor

Serum

Liquor

Serum

Abbildung 2.3: Oligoklonale Banden (Guder & Nolte, 2009)

A: Normalbefund: Weder im Serum noch im Liquor OKBs.

B: Befundkonstellation bei einem Patienten mit MS: OKBs im Liquor.
C: Unspezifischer Befund: OKBs im Liquor und Serum

Oligoklonale Banden wurden durch isoelektrische Fokussierung detektiert. Hierbei
werden Proteine nach einem pH-Gradienten aufgetrennt, anschliefend werden die
aufgetrennten Banden in Agarose detektiert. Wichtig ist die gleichzeitige Analyse
von Serum und Liquor, um nachzuweisen, dass die Banden spezifisch intrathekal
vorkommen. Die Banden bestehen aus Immunglobulinen, die von B-Zellen
intrathekal produziert werden. Diese treten nicht nur bei MS-Patienten sehr haufig
auf, sondern zeigen sich auch bei einer Vielzahl anderer entziindlicher
Erkrankungen, wodurch ihre hohe Sensitivitit bei gleichzeitig niedriger Spezifitit
bedingt ist. (Guder & Nolte, 2009) In Abbildung 2.3. kann man ein typisches

Befundmuster bei Patienten mit MS im Vergleich zum Normalbefund erkennen.
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2.4. Versuche

2.4.1. Gerate und Material

Gerite:

e Wascher: Tecan 96 PW Wascher TECAN, Méannedorf, Schweiz

e ELISA Microplate-Reader: Infinite® 200 PRO multimode reader; TECAN,
Minnedorf, Schweiz

e Plattformschiittler: VxR electronic Vibrax®; IKA, Staufen im Breisgau,
Deutschland

e Nephelometer: BN Prospec. Siemens, Erlangen. Deutschland

e Vortexer: Analog Vortex Mixer; VWR international, Radnor,

Pennsylvania, Vereinigte Staaten.

ELISA Kits:

e sCD27: Human sCD27 Instant ELISA®; eBioscience, San Diego, CA, USA
e NF-L: NF-light® ELISA; UmanDiagnostics, Umea, Sweden

Antiseren fiir die Nephelometrie:

e IgGl: Siemens, Erlangen, Deutschland

e IgG3: Siemens, Erlangen, Deutschland
Weitere Losungen (teilweise in den Kits enthalten):

e  Waschpuffer: 1x PBS* Tween 20 (0,05%)

e Markerenzym: mit Streptavidin konjugierte Meerrettich-Peroxidase
e Chromogenes Substrat: 3,3” 5,5’ -Tetramethylbenzidin

e Stopplosung: 2N Schwefelsidure

e Verdiinnungsmedium fiir die Nephelometrie: Kochsalzlosung

2.4.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Der folgende Abschnitt bezieht sich auf das Buch ,der Experimentator

Immunologie* (Luttmann et al., 2006):

* PBS = Phosphate buffered saline
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Der ELISA dient dem quantitativen Nachweis von Biomolekiilen auf der Basis
einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Die Verwendung eines Enzyms als Marker
dient dazu, die Antigenkonzentration anhand des kolorimetrisch gemessenen

Substratumsatzes zu bestimmen.
Man unterscheidet zwischen kompetitivem, Sandwich- und direktem ELISA.

Bei dem kompetitiven ELISA konkurrieren zwei Antigene um dieselbe
Bindungsstelle eines immobilisierten Antikdrpers. Das eine Antigen stellt die zu
messende Grofle dar, das zweite Antigen ist eine markierte Konstante. Die
Konzentration des Antikdrpers, des markierten Antigens und das
Fliissigkeitsvolumen sind bekannt, wodurch die Menge an unmarkiertem Antigen
bestimmt werden kann. Je hoher diese ist, desto mehr markiertes Antigen wird vom

Antikorper verdrangt und desto geringer ist das gemessene Signal.

Bei dem Sandwich-ELISA verwendet man zwei Antikorper. Der eine Antikdrper
(= Féangerantikorper) ist an einer festen Phase gekoppelt, der zweite mit einem
Enzym markiert (= Detektionsantikorper), welche jeweils unterschiedliche Epitope
desselben Antigens binden. Je hoher die Konzentration des zu messenden Antigens,

desto stirker ist das entsprechende Markersignal.

Bei dem direkten ELISA stellt ein Antikorper die zu messende Grofe dar, wihrend
eine konstante Menge an Antigen an die feste Phase gekoppelt ist. Weiterhin
benoétigt wird ein markierter Antikorper, der an den zu detektierenden Antikorper
bindet. Auch hier fallt das Signal umso stérker aus, je hoher die Konzentration der

Messgrofe ist.

Da jeweils eine Komponente an eine feste Phase gebunden ist, kann ungebundenes
Material durch Waschen leicht entfernt werden. Hierfiir kann, wie auch in unserem

Fall, ein automatischer Wascher verwendet werden, um die Arbeitszeit zu

verkiirzen.

Nach erfolgter Antigen-Antikorper-Reaktion erfolgt die Zugabe eines
chromogenen Substrats, wodurch die gekoppelte Enzymreaktion gestartet und ein

farbiges Endprodukt gebildet wird. Nach Zugabe einer Stopplosung wird diese
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Reaktion beendet und anschlieBend eine photometrische Messung der optischen

Dichte, mit Hilfe eines Microplate-Readers, durchgefiihrt.

Mittels einer Standardkurve kann die Konzentration der einzelnen Proben
berechnet werden. Eine solche Standardkurve erhdlt man, indem man eine
Verdiinnungsreihe aus einem Standard ansetzt. Dieser Standard ist im jeweiligen
ELISA-Kit in bekannter Konzentration enthalten. Anschliefend trigt man die

Konzentrationen gegen die ermittelte optische Dichte im Diagramm auf.

Die hier verwendeten ELISAs gehoren alle zur Klasse der Sandwich-Assays. Bei
allen wurde einmal PBS-Tween 20 (0,05 %) als Waschpuffer, mit Streptavidin
konjugiertes Meerrettich-Peroxidase’’-Enzym plus das chromogene 3,3°,5,5 -
Tetramethylbenzidin®' zur Farbreaktion und 2N Schwefelsiure als Stopplosung
verwendet. Die Kopplung mit Streptavidin dient, in Kombination mit einer
Biotinylierung des Detektionsantikorpers, einer Signalverstirkung. Die
anschlieBende Absorptionsmessung der Wells wurde bei allen drei ELISAs bei

450nm>* abgelesen.

Da bei diesen Versuchen Mikrotiter-Platten mit 96 Wells verwendet wurden, die
Probenanzahl jedoch mit 84 Patientenproben und mehreren Verdiinnungsproben
der Standardreihe (diese wurden jeweils doppelt bestimmt) {iber 96 lag, wurden die

Proben auf zwei Platten mit jeweils eigener Standardreihe aufgeteilt.

% Meerrettich-Peroxidase, English fiir horseradish peroxidase, kurz HRP
133" 5,5 —Tetramethylbenzidin, kurz TMB
> Nm = Nanometer
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2.4.2.1. sCD27 Instant ELISA® der Firma eBioscience

Zur Messung des 16slichen CD27 Rezeptors wurde der sCD27 Instant ELISA® von

eBioscience fiir humanes Serum mit einer Sensitivitit von 0,2 U/ml verwendet.

Da in diesem Kit die mitgelieferte Mikrotiterplatte bereits mit einem monoklonalen
sCD27 Antikorper, einem biotinylierten Detektionsantikdrper und Streptavidin-
HRP beschichtet ist, fallen hier einige Schritte weg. Des Weiteren sind auch die

Standardverdiinnungen der Platte zugefiigt worden.

Nach Anleitung des Herstellers wurden zundchst 100 pL destilliertes Wasser zu
den Wells gegeben und jeweils 50 pL der Probe hinzu pipettiert. Da dieser ELISA
fiir Serum konzipiert wurde, in der die Konzentration deutlich hoher als im Liquor
ist, wurden die Liquor Proben unverdiinnt eingesetzt, obwohl in der Hersteller-
Anleitung von einer 1:25 Verdlinnung gesprochen wird. Nach dreistiindiger
Inkubationszeit bei Raumtemperatur auf einem Orbitalschiittler wurden sechs
Waschschritte mit 400 pul Waschpuffer pro Well durchgefiihrt. Hierbei sollte der
Puffer zwischen den Schritten fiir ca. 10-15 Sekunden vor Aspiration ruhen. Im
Anschluss wurden 100 uL TMB zu den Wells gegeben und die darauffolgende
Farbreaktion nach ca. 10 Minuten durch Zugabe von 100 pL Stopplosung in die

Proben beendet.

SchlieBlich wurde die Absorption abgelesen und die daraus folgende Konzentration
bestimmt. Da die Proben auf der Platte bereits 1:2 vorverdiinnt waren, wurden die

abgelesenen Konzentrationen zusitzlich mit dem Faktor zwei multipliziert.
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2.4.2.2. NF-light® ELISA der Firma UmanDiagnostics

Zur Messung der leichten Kette des Neurofilaments wurde der NF-light® ELISA

der Firma UmanDiagnostics, mit einer Sensitivitit von 32 pg/ml*®, verwendet.

Nach Herstellerprotokoll wurden im ersten Schritt die Liquorproben 1:1, mit einem
Probenverdiinnungspuffer zu einem Volumen von 210 pul, verdiinnt. AnschlieBend
wurde die mit einem Anti NF-light chain monoklonalen Antikdrper beschichtete
Mikrotiterplatte drei Mal mit 300 pl Waschpuffer pro Well gewaschen. Nach
Aspiration des Waschpuffers wurden je 100 pl Standardverdiinnungen und Proben
in jedes Well pipettiert und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem
Orbitalschiittler inkubiert. Nun erfolgten drei weitere Waschschritte und eine
Zugabe von 100 pl des biotinylierten Detectionsantikorpers zu jeder Probe. Nach
weiteren 45 Minuten Inkubationszeit und dreimaligem Waschen wurden 100 pl
HRP pro Vertiefung hinzugegeben und fiir weitere 30 Minuten inkubiert. Darauthin
erfolgten erneut drei Waschgidnge und durch Zugabe von 100 pl TMB pro Probe
startete die Enzymreaktion, die nach 15 Minuten durch 50 pl Stopplosung beendet

wurde.

SchlieBlich wurde die Absorption abgelesen und die daraus folgende Konzentration

bestimmt.

3 Pg/ml = Picogramm pro Milliliter
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2.4.3. IgG-Subklassen Nephelometrie

Die Nephelometrie dient dem quantitativen Nachweis von Proteinen in
Fliissigkeiten. Hierbei wird zu einer antigenhaltigen Probe ein passendes Antiserum
gegeben, wodurch Antigen-Antikorperkomplexe entstehen. Durch eine Laserdiode
wird ein Lichtstrahl gebildet, der teilweise an diesen Komplexen gebrochen wird.
Dieses Streulicht ist proportional zur Anzahl der Komplexe und folglich auch zur
Menge des Antigens in der Probe. Durch eine Kopplung der Antikdrper an
Latexpartikel wird das Streulichtsignal verstarkt. Mittels verschiedener
Verdiinnungen eines Standards mit bekannter Antigenkonzentration wird eine
Kalibrationskurve erstellt, anhand derer man die Konzentration der unbekannten

Proben ermitteln kann. (Luttmann et al., 2006)

Um die fiir die Studie relevanten IgG-Subklassen 1 und 3 zu messen, wurden
entsprechende Antiseren der Firma Siemens verwendet. Die verwendeten Kits
enthielten zusdtzlich die Standardproben, mit der die Kalibrationskurve erstellt

wurde.

Insgesamt 84 Liquorproben wurden fiir diese Studie nephelometrisch analysiert.
Jede Probe enthielt 300 ul Liquor. Da die Konzentration der Subklassen im Liquor
unterhalb der Nachweisgrenze des Nephelometers lag, musste eine Verdiinnung
von 1:20 angegeben werden, welche nachtriglich herausgerechnet wurde.
Tatséchlich verdiinnt wurden die Proben 1:2 mit 300 pl Kochsalzlosung, um ein
Gesamtvolumen von 600 pl zu erzielen. Folglich mussten die gemessenen Werte

durch 10 dividiert werden, um die korrekte Konzentration zu erhalten.

Von diesen 84 Patienten gab es bei insgesamt 61 Patienten ausreichend asserviertes

Serum, welches zum Zwecke dieser Studie verwendet werden konnte.

Jede Probe enthielt 50 pul Serum und wurde mit 950 pl Kochsalzlosung verdiinnt,

wodurch eine Verdiinnung von 1:20 erreicht wurde.

Da eine isolierte Betrachtung der Konzentration der Immunglobulin-Subklassen im
Liquor keinen Riickschluss auf den Ursprung dieser Proteine zuldsst, mussten auch
hier die jeweiligen IgG-Indices berechnet werden, um eine sinnvolle Analyse zu
gewihrleisten. Auch hier erfolgte die Berechnung mit Hilfe der Formel nach Link

und Tibbling (s.o0.).
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2.5. Statistische Auswertungen

Alle Analysen wurden mit Hilfe von R 3.5.0 (The R Foundation for statistical
Computing, Wien, Osterreich) durchgefiihrt. Der Signifikanzlevel wurde bei 5 %
festgelegt.

Die Verteilung der quantitativen Daten wurde durch Median und Range, die der

qualitativen Daten durch absolute und relative Wahrscheinlichkeit, beschrieben.

Die Assoziation der Biomarker mit einer cMRT-Aktivitit wurden mittels
univariable und multivariable logistische Regression bestimmt und per Odds

Ratios®* und 95 % Konfidenzintervalle>® beschrieben.

Die multivariable Analyse beinhaltete Geschlecht, IMT, OKBs, IgG, IgM, IgA (als
intrathekale Synthese und die jeweiligen Indices), Lésionsvolumen und
Lasionszahl. Die Variablenselektion basierte auf dem Informationskriterium nach

Aikake. Die daraus folgende prognostische Giite wurde aus der Flache unterhalb

der ROC-Kurve®® (AUC?") ermittelt.

Zwei weitere multivariable Modelle wurden erstellt, um den zuséitzlichen Nutzen
der CSF*® Parameter, im Vergleich zu demographischen und MRT-Parametern,
allein darzustellen: Wir erstellten ein Modell mit Geschlecht, IMT,
Lisionsvolumen und Lésionszahl und verglichen dieses mit einem weiteren
Modell, in dem weitere CSF-Parameter (OKBs, IgG, IgA und IgM Synthese und
Indices) inkludiert wurden. Auch hier wurde die diagnostische Stirke der Modelle
mittels AUC quantifiziert. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels

Likelihood-Quotienten-Test bestimmt.

Zur Darstellung der Korrelation zwischen sCD27 und IgG Index nutzten wir den

Korrelationskoeffizienten nach Pearson.

Da es sich hier um eine exploratorische Studie handelte, wurde hier nicht fiir eine

Alphafehler-Kumulierung durch multiples Testen korrigiert.

** 0dds Ratio, kurz OR

*% Konfidenzintervall, kurz CI

*® ROC = Receiving Operator Characteristic
7 AUC = Area under the curve

*¥ CSF = Liquor
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3. Ergebnisse

Der gesamte folgende Abschnitt bezieht sich auf die von mir verfasste Publikation
der beschriebenen Daten im Journal Neurology - Neuroimmunology and

Neuroinflammation (Klein et al., 2019).

3.1. Intrathekale 1gG, IgM und IgA Synthese
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Abbildung 3.1: Intrathekale Immunglobulin Synthese und OKBs im Liquor (Klein et al.,
2019)

Die Anzahl der Patienten mit IgG, IgM, IgA und OKBs im Liquor wurden hier prisentiert und
hinsichtlich ihrer cMRT-Aktivitit nach 12 Monaten verglichen.

A) Gesamtkohorte, B) IMT-, C) IMT+

Weisse Balken= cMRT-Progression. Schwarze Balken= keine cMRT-Progression
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Das Ausma@ einer intrathekalen IgG Synthese wurde mittels IgG Index bestimmt.

Der IgG Index war mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit der cMRT Progression

assoziiert (OR 3,441, CI 1,482 bis 9,206; p=0,008) (Tabelle 3.1).

Die Unterteilung der Patientenkohorte nach Therapiestatus fithrte zu einer
Akzentuierung dieses Effektes bei IMT- Patienten (OR 32,021, CI 1,574 bis
651,251; p=0,024). Auch bei IMT+ Patienten fiihrte ein hoher IgG Index zu einem
erhohten Risiko der MRT-Progression, wenn auch dieser Trend weniger ausgepragt
war und keine Signifikanz erreicht wurde (OR 2,090 CI 0,787 bis 5,553, p=0,139)
(s. Tabelle 3.1).

Eine Analyse der intrathekalen IgG-Synthese, bestimmt nach Reiber, bestitigte
diese Assoziation. Insgesamt wurde bei 75 Patienten (~50 %) eine intrathekale

Synthese festgestellt (s. Abbildung 3.1).

Patienten, bei denen eine solche intrathekale Synthese nachgewiesen wurde, hatten
ein erhohtes Risiko eine cMRT-Progression zu erleiden (OR 1,517, CI 0,776 bis
2,995, p=0,225). In der Gruppe der IMT-Patienten war dieser Effekt noch
deutlicher zu erkennen, mit einem OR von 11,528 (CI 2,237 bis 59,399, p=0,003).
(s. Tabelle 3.2).

Von den 25 nicht therapierten Patienten, die eine intrathekale IgG-Synthese
aufwiesen, zeigten 23 (92%) eine cMRT-Aktivitit im Follow-up ¢cMRT (s.
Abbildung 3.1).

Bei den therapierten Patienten war eine intrathekale IgG-Synthese allerdings nicht
mit einer erhohten cMRT-Aktivitat assoziiert (OR 0,742, CI 0,332 bis 1,661,
p=0,468).

35



Auch ein erhohter IgM-Index fiihrte zu einer hoheren Wahrscheinlichkeit der
cMRT-Progression nach 12 Monaten (OR 43,370, CI 1,177 bis 2914,982;
p=0,056). Die Stratifizierung der Patienten nach IMT-Status zeigte hier erneut eine
stiarkere Risikoerhohung bei IMT- (OR korrigiert nach Firth: 5970,034, CI 0,508
bis 70098464,401; p=0,069), als bei IMT+ Patienten (OR 5,092, CI 0,065 bis
396,140; p=0,464) (s. Tabelle 3.1).

Wiederum verglichen wir auch das Risiko eines MRT Progresses zwischen
Patienten mit und ohne IgM Synthese. Eine intrathekale IgM-Synthese nach Reiber
wurde bei insgesamt 20 Patienten festgestellt (ca. 14 %) und war mit einer héheren
Chance fiir eine MRT-Progression nach 12 Monaten assoziiert (OR 2,861, CI 0,993
bis 9,572; p=0,064). 75 % der Patienten mit einer solchen IgM-Synthese zeigten

eine kernspintomographische Progression.

Jeder der 9 IMT-Patienten mit einer intrathekalen IgM Synthese zeigte eine cMRT-
Progression (OR korrigiert nach Firth 11,630, CI 0,544 bis 248,843; p=0,116) im
Vergleich zu nur 6 der 11 IMT+ Patienten (OR 1,533, CI1 0,428 bis 5,489, p=0,511)
(s. Abbildung 3.1 und Tabelle 3.2).

Es zeigte sich eine negative Assoziation des IgA-Indexes mit einer cMRT-
Progression bei den IMT+ Patienten (OR 0,662, CI 0,010 bis 44,463, p=0,847) und
kein Effekt bei den IMT- Patienten (OR 1,035, CI 0,004 bis 254,431, p=0,99). Auch
in der Gesamtkohorte zeigte sich eher eine negative Assoziation (OR 0,781, CI

0,027 bis 23,249, p=0,884) (s. Tabelle 3.1).

Eine intrathekale IgA-Synthese nach Reiber wurde nur in 11 Patienten (8 %)
nachgewiesen (s. Abbildung 3.1) und war unabhéngig vom Therapiestatus negativ

mit dem cMRT-Progressionsrisiko assoziiert, (s. Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.1: Vergleich verschiedener Liquorparameter hinsichtlich ihres c¢MRT-

Progressionsrisikos (Klein et al., 2019)

MS/CIS Gesamtkohorte IMT- IMT+
MRT+/MRT- MRT+/MRT- MRT+/MRT-

IgG Index* 0,81/0,69 0,81/0,53 0,74/0,73

p-Wert 0,008 0,024 0,139

OR 3,441 32,021 2,090

CI 1,482 - 9,206 1,574 - 651,251 0,787 - 5,553

IgM Index* 0,09/0,07 0,1/0,05 0,08/0,08

p-Wert 0,056 0,069*' 0,464*!

OR 43,370 5970,034* 5,092+

CI 1,177 - 2914,982 0508 - 70098464.,40*' 0,065 -396,14*'

IgA Index* 0,27/0,26 0,28/0,25 0,26/0,26

p-Wert 0,884 0,990 0,847

OR 0,781 1,035 0,662

CI 0,027 - 23,249 0,004 - 254,431 0,010 - 44,463

IgG1 Index* 0,63/0,62 0,72/0,58 0,6/0,66

p-Wert 0,416 0,132 0,636

OR 1,391 9,876 0,780

CI 0,645 -3.314 0,503 - 194,019 0,279 - 2,179

IgG1 (mg/l)* 27,85/23,2 35/19,55 25,3/24,4

p-Wert 0,039 0,052 0,338

OR 1,023 1,059 1,012

CI 1,003 - 1,048 1,000 - 1,122 0,988 - 1,036

IgG3 Index* 0,34/0,34 0,39/0,33 0,34/0,39

p-Wert 0,999 0,581 0,385

OR 1,001 2,558 0,141

CI 0,086 - 13,063 0,091 - 71,672 0,002 - 11,719

IgG3 (mg/l)* 0,77/0,68 0,68/0,65 0,8/0,7

p-Wert 0,683 0,397 0,673

OR 1,130 1,601 0,826

CI 0,643 - 2,193 0,539 - 4,758 0,339 -2,012

sCD27 (U/ml)** 11,72/9,26 14,55/5,36 11,5/10,12

p-Wert 0,030 0,085 0,200

OR 1,552 2,619 1,335

CI 1,087 - 2,430 0,875 - 7,842 0,858 - 2,075

NFL pg/mD™ o0 eaieaa 12 1959.55/676.52  1524.98/634.4

p-Wert 0,324 0,425 0,541

OR 1,033 1,047 1,025

CI 0,971 - 1,107 0,936 - 1,170 0,947 - 1,109

* Median, *' Korrigiert nach Firth, **Korrigiert nach Firth um 10 Einheiten, ** Korrigiert nach Firth

um 500 Einheiten

Abkiirzungen: IMT = Immunmodulatorische Therapie; MRT = Magnetresonanztomographie; OR =
QOdds Ratio; CI = Konfidenzintervall; NFL = Neurofilament leichte Kette
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In einem weiteren Schritt wurden die IgG-Subklassen 1 und 3 im Liquor einiger

Patienten gemessen und die zugehdrigen Indices gebildet (s. Tabelle 3.1).

Erhohte IgG1 Indices gingen mit einer tendenziell erhohten Wahrscheinlichkeit fiir
eine cMRT-Progression nach 12 Monaten einher (OR 1,391, CI 0,645 bis 3,314,
p=0,416). Auch hier war dieser Trend deutlicher bei den IMT- Patienten zu
erkennen (OR 9,876, CI 0,503 bis 194,019, p=0,132). Bei den IMT+ Patienten
zeigte sich eher eine negative Assoziation zwischen IgGl-Index und ¢cMRT-

Aktivitét (0,780, CI 0,279 bis 2,179, p=0,636).

Erhohte IgG1 Gesamtkonzentrationen im Liquor gingen mit einem signifikant
erhohten Risiko fiir eine ¢cMRT-Progression (OR 1,023, CI 1,003 bis 1,048;
p=0,039) einher. Sowohl bei den IMT- als auch bei den IMT+ Patienten wurde hier

keine statistische Signifikanz erreicht.

In der Gesamtkohorte zeigte sich keine Assoziation der IgG3-Indices mit einer
cMRT-Progression (OR 1,001, CI 0,086 bis 13,063, p=0,999). Eine isolierte
Betrachtung der untherapierten Patienten zeigte jedoch eine tendenziell erhohte
Wabhrscheinlichkeit einer cMRT-Aktivitdt nach 12 Monaten bei erhohten IgG3-
Indices (OR 2,558, CI 0,091 bis 71,672, p=0,581). Im Vergleich hierzu war bei
IMT+ Patienten eher eine negative Assoziation zu verzeichnen (OR 0,141, C1 0,002
bis 11,719, p=0,385).

Weiterhin zeigte sich auch eine tendenziell positive Assoziation zwischen 1gG3-
Konzentrationen der untherapierten Patienten und einer friihen cMRT-Aktivitét
(OR 1,601, CI 0,539 bis 4,758, p=0,397), welche erneut in der Gesamtkohorte
weniger stark ausgeprigt war (OR 1,130, CI 0,643 bis 2,193, p=0,683) als bei IMT+
Patienten (OR 0,826, CI 0,339 bis 2,012, p=0,673).
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3.2. Oligoklonale Banden

Tabelle 3.2: Intrathekale Immunglobulin Synthese und OKBs im Liquor (Klein et al., 2019)

MS/CIS Gesamtkohorte IMT- IMT+

MRT +/- MRT +/- MRT +/-
Patienten mit IgG o o 0 0 o o
Synthese [n (%)] 44(54%) /31(46%)  23(62%)/2(13%) 21(48%) /29(55%)
p-Wert 0,225 0,003 0,468
OR 1,517 11,528 0,742
CI 0,776 — 2,995 2,237 -59,399 0,332 -1,661
p-Wert der
Interaktion 0,003

MRT +/- MRT +/- MRT +/-
Patienten mit IgM o o 0 0 o o
Synthese [n (%)] 15(19%) / 5(8%) 9(24%) / 0(0%) 6(14%) / 5(10%)
p-Wert 0,064 0,116%* 0,511%*
OR 2,861 11,630%* 1,533*
CI 0,993 - 9,572 0,544 — 248,843 * 0,428 — 5,489*
p-Wert der
Interaktion 0,135

MRT +/- MRT +/- MRT +/-
Patienten mit IgA o o o o o o
Synthese [n (%)] 6(7%) / 5(8%) 5(14%) / 2(14%) 1(2%) / 3(6%)
p-Wert 0,516 0,937 0,390
OR 0,648 0,931 0,364
CI 0,171 — 2,496 0,159 -5,471 0,036 — 3,649
p-Wert der
Interaktion 0,527

MRT +/- MRT +/- MRT +/-
Patienten mit o o 0 0 o o
OKBs [n (%)] 66(82%) / 50(74%)  32(86%) / 6(40%)  34(77%) / 44(83%)
p-Wert 0,139 0,002 0,513
OR 1,855 9,327 0,714
CI 0,824 — 4,279 2,296 — 37,890 0,260 — 1,960
p-Wert der
Interaktion 0,004

*Korrigiert nach Firth

Abkiirzungen: IMT = Immunmodulatorische Therapie; MRT = Magnetresonanztomographie; OR =
0Odds Ratio; CI = Konfidenzintervall; OKBs = Oligoklonale Banden
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Insgesamt wurden bei 116 Patienten (78 %) OKBs festgestellt (s. Abbildung 3.1).

Das Vorhandensein von liquorspezifischen OKBs scheint mit einer hoheren Chance
einer frilheren cMRT-Aktivitdt einherzugehen (OR 1,855; CI 0,824 bis 4,279;
p=0,139) (s. Tabelle 3.2).

In der Gruppe der IMT- Patienten war diese Tendenz noch deutlicher zu erkennen
und erreichte statistische Signifikanz (9,327, CI 2,296 bis 37,890; p=0,002). Von
den 38 Patienten mit positiven OKBs zeigten 32 (84 %) eine cMRT-Progression
nach 12 Monaten, im Vergleich zu nur 5 der 14 Patienten (36 %) ohne OKBs (s.
Abbildung 3.1).

In der IMT+ Gruppe zeigte sich eine leicht negative Assoziation zwischen
Vorliegen von OKBs und cMRT-Aktivitdt, ohne dass das Signifikanzniveau
erreicht wurde (OR 0,714, CI 0,260 bis 1,960, p=0,513) (s. Tabelle 3.2).

3.3. NFL und sCD27 im Liquor

Der direkte Vergleich von Patienten mit und ohne cMRT-Aktivitdt in Hinblick auf

deren sCD27-Konzentration im Liquor zeigte, dass erhdhte sCD27-
Konzentrationen mit einer signifikant hoheren Wahrscheinlichkeit einer cMRT-
Progression einhergehen (OR 1,552, CI 1,087 bis 2,430; p=0,030). Derselbe Trend
zeigte sich auch in IMT- Patienten (OR 2,619, CI 0,875 bis 7,842; p=0,085) und zu
einem geringeren Ausmal auch bei IMT+ Patienten (OR1,335, CI 0,858 bis 2,075;
p=0,200).

Interessanterweise korrelierte sCD27 stark mit dem IgG-Index (r=0,884,
p=1,916x10"°)

NFL-Spiegel waren unabhédngig von der jeweiligen Subgruppe nur marginal positiv

mit einer frithen cMRT-Aktivitét assoziiert (s. Tabelle 3.1).
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3.4. Multivariable Analyse der Liquorparameter

Im zweiten Schritt filhrten wir eine multivariable logistische Regression der
Liquorvariablen durch, um Parameter zu identifizieren, welche mit einer MRT-
Progression assoziiert sind. Aufgrund der geringen Patientenzahlen fokussierten
wir uns zunidchst auf die Gesamtkohorte und verzichteten auf eine weitere
Unterteilung nach Therapiestatus. Weiterhin schlossen wir einige Variablen aus,
bei denen zu geringe Probenzahlen vorlagen (sCD27, NFL und IgG-Subklassen).
Selektiert wurden IgG-Index, IMT, weibliches Geschlecht, IgM-Index und
intrathekale IgA-Synthese (s. Tabelle 3.3).

Hohere IgG-Indices waren mit einer signifikant hoheren Wahrscheinlichkeit fiir
eine MRT-Progression assoziiert (OR 3,144, CI 1,156 bis 8,554; p=0,025). Wie zu
erwarten, war auch eine IMT mit einem geringeren Risiko der cMRT-Progression

assoziiert (OR 0,249, CI 0,105 bis 0,594; p=0,002).

Auch ein erhohter IgM-Index filihrte zu einer hoheren Wahrscheinlichkeit einer
fritheren cMRT-Aktivitdt (OR 115,834, CI 0,923 bis 14531,160, p=0,054). Die
intrathekale IgA-Synthese war tendenziell mit geringerer cMRT-Aktivitét
assoziiert (OR 0,274, CI 0,058 bis 1,292; p=0,102).

Tabelle 3.3: Multivariable Liquoranalyse (Klein et al., 2019)

p-Wert OR CI
TgG Index 0.025 3.144 1.156 —8.554
IMT 0.002 0.249 0.105 0,594
Geschlecht 0.028 2.506 1.107-5.672
TgM Index 0.054 115834 0,923 — 1453116
Intrathekale 0.102 0.274 0,058 — 1,292

IgA-Synthese

Abkiirzungen: OR = Odds Ratio; CI = Konfidenzintervall; IMT = Immunmodulatorische Therapie
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Die ROC Analyse fiihrte zu einer AUC von 0,734 (p<0,001), welche den

prognostischen Vorteil dieser Parameter unterstreicht (s. Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: ROC-Analyse der multivariablen Liquoranalyse (Klein et al., 2019)
Multivariable Analyse potentieller Biomarker in MS/CIS-Patienten fiihrte zu einer Selektion von
IgG-Index, IMT, Geschlecht, IgM-Index und intrathekale IgA-Synthese. Die ROC-Analyse fiihrte
zu einer AUC von 0,734 (p<0,001).

AUC = Area under the curve
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3.5. Prognostischer Nutzen des Liquors versus MRT

Um den zusidtzlichen Nutzen der Liquorparameter im Vergleich zu cMRT-

Parameter zu verdeutlichen, erstellten wir zwei weitere multivariable Modelle.

Das erste Modell beinhaltete Geschlecht, IMT, Lasionsvolumen und Lésionszahl
und fihrte zu einer AUC von 0,679. Das zweite Modell beinhaltete zusétzlich
Liquorparameter wie OKBs, intrathekale 1gG-, IgM- und IgA-Synthese, sowie
deren Indices und fiihrte zu einem deutlich erhéhten prognostischen Wert der

Analyse mit einer AUC von 0,751 (p=0,025) (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: ROC-Analyse Liquorparameter versus cMRT-Parameter (Klein et al., 2019)
Wir fiihrten zwei multivariable Analysen durch. Das erste Modell stellte eine isolierte Betrachtung
von cMRT- und Baseline-Parametern dar, das zweite von cMRT-, Baseline- und Liquorparametern.
Die ROC-Analyse fiihrte in der ersten Analyse zu einer AUC von 0,679, in der zweiten zu einer
AUC von 0,751 (p-Wert = 0,03)

MRI =cMRT

CSF = Liquor

AUC = Area under the curve
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3.6. Risikoskala fiir c MRT Aktivitat

Um das individuelle cMRT Progressionsrisiko eines Patienten zu quantifizieren,

erstellten wir eine numerische Risikoskala mit Hilfe der Parameter unseres

multivariablen Modells.

Werte eines jeden Faktors wurden Punkte zugeordnet, deren Addition einen

kumulativen Wert bildet. Dieser kann dann in die Wahrscheinlichkeit einer cMRT-

Progression iibersetzt werden (s. Abbildung 3.4.)
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Abbildung 3.4: Risikoskala fiir cMRT-Aktivitit in MS/CIS-Patienten (Klein et al., 2019)

Wir erstellten eine Skala zur Quantifizierung des individuellen Risikos eines Patienten fiir cMRT-
Aktivitdt im Follow-up-cMRT. Die Addition der einzelnen Punkte (A) ergibt eine Gesamtscore,
welcher in die Wahrscheinlichkeit des Progresses libersetzt werden kann (B).

DMT = IMT = Immunmodulatorische Therapie
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4. Diskussion

Wie bereits in 1.2. erldutert, ist eine Vorhersage iiber den individuellen
Krankheitsverlauf neu diagnostizierter MS-Patienten bisher nur begrenzt mdglich.
Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Suche nach potentiellen Biomarkern, auf die
sich der behandelnde Arzt bei der Frage nach einem eventuellen Therapiebeginn

oder der individuellen Prognose des Patienten beziehen kann.

In dieser Studie analysieren wir den pradiktiven Wert verschiedener
Liquorparameter in Hinblick auf die cMRT-Aktivitit 12 Monate nach

Diagnosestellung.

Unsere Analysen zeigten, dass erhohte Werte von sCD27, IgG1, des IgG-Indexes
und potentiell auch des I[gM-Indexes bei Diagnosestellung mit einer friithen cMRT-

Aktivitat innerhalb der nidchsten 12 Monate assoziiert sind.

Bei Patienten ohne Immuntherapie sind vor allem sCD27-, IgG1-Konzentrationen
im Liquor, OKBs, IgG-Indices und potentiell IgM-Indices mit einer cMRT-

Progression assoziiert.

Unsere multivariable Analyse ergab, dass IgG- und IgM-Indices, wie auch eine
intrathekale IgA-Synthese, den grofiten prognostischen Wert der hier untersuchten

Liquorparameter besitzen.

Aktuell besitzt die Liquordiagnostik einen nur geringen Stellenwert bei der
Multiplen Sklerose und dient primédr der Diagnosestellung. Griinde hierfiir sind
sicher vielfidltig, wobei das Fehlen systematischer Studien, welche sich mit dem
prognostischen Wert der Liquorparameter auseinandersetzen, sicherlich eine grof3e

Rolle spielt.

Bisherige Studien unterschieden nicht zwischen immuntherapierten und nicht
immuntherapierten Patienten. In unserer Studie ist ein Einfluss der Therapie auf die
cMRT-Aktivitdt auch in der nur kurzen Follow-up-Periode von 12 Monaten
deutlich zu erkennen, was auch mit vielen anderen Studien iibereinstimmt. (Comi
et al., 2001; Comi et al., 2013; Miller et al., 2007; Wolinsky et al., 2013) Die
Stratifizierung der Patienten in Gruppen mit und ohne Therapie dient dazu, den

Einfluss dieses Confounders zu minimieren.
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Weiterhin wiahlten wir im Gegensatz zu vielen anderen Studien, in denen vor allem
klinische Parameter wie der EDSS*’ verwendet wurden, die ¢cMRT als
Verlaufsparameter. Der EDSS allerdings ist in den unteren Bereichen bis zu einem
EDSS von 4 deutlich untersucherabhéngig und deshalb starken Schwankungen
unterlegen (Goodkin et al., 1992; Meyer-Moock et al., 2014). Weiterhin verdndert
sich der EDSS Wert eines Patienten in den ersten Jahren meist nur geringfiigig.
Diese Einschriankungen gelten auch filir die Schubaktivitit, die bei heute
diagnostizierten Patienten mit 0,3 pro Jahr niedrig ist (Inusah et al., 2010). Da im
Durchschnitt zehn neue Entziindungsherde pro klinischem Schub beobachtet
werden, ist sie wenig sensitiv zur Erfassung der tatsdchlichen entziindlichen
Aktivitdt im Gehirn (Barkhof et al., 1992). Wir nutzten deshalb die cMRT, die eine
objektivere ~ und  sensitivere  Einschitzung  der  inflammatorischen
Krankheitsaktivitdit — ermdglicht. Auch die konsequente  Verwendung
standardisierter Sequenzen soll die Objektivitit der Verlaufsbeurteilung

maximieren.

Zur diagnostischen Liquoranalyse bei Verdacht auf MS gehdren standardmifBig die
Bestimmung von IgG, entweder in Form von OKBs, des IgG-Indexes oder der
intrathekalen Synthese nach Reiber. Einige Labore messen zuséitzlich noch IgM
und IgA im Liquor. Aufgrund der bereits in der Literatur beschriebenen Assoziation
von einer Immunglobulin-Synthese mit einer rascheren Krankheitsprogression,

entschieden wir uns diese in unsere Analyse aufzunehmen.

Das Vorhandensein von OKBs oder einer intrathekalen 1gG- und IgM-Synthese
sind bekannte Risikofaktoren fiir die Konversion eines klinisch isolierten Syndroms
in eine klinisch manifeste MS (Dobson et al., 2013; Huss et al., 2018; Kuhle et al.,
2015; Tintore et al., 2015).

Hinsichtlich des prognostischen Wertes der Immunglobulin Subklassen ist bisher
nur wenig bekannt. Im Liquor von CIS- und MS-Patienten sind erhohte 1gG1-

Konzentrationen gemessen worden (Di Pauli et al., 2010; Greve et al., 2001).

Auch wir entdeckten eine Assoziation zwischen IgG-Konzentrationen im Liquor

und einer erhohten cMRT-Aktivitit. Der IgG1l-Index zeigte zwar eine positive

¥ EDSS = Expanded Disability Status Scale
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Assoziation zur Krankheitsprogression, konnte allerdings keine statistische

Signifikanz erreichen.

Eine aktuelle Studie zeigte einen Zusammenhang zwischen erhdhten Serum IgG3-
Spiegeln und einer fritheren Konversion von einem CIS in eine MS (Trend et al.,
2018).

Auch hier war in unserer Kohorte ein dhnlicher Trend ohne statistische Signifikanz

zu erkennen.

Bei den nephelometrisch untersuchten Liquor-/Serum-Paaren handelte es sich
jedoch in unserer Studie um eine kleine Subgruppe mit insgesamt nur geringen
Fallzahlen, weshalb eine Bestitigung, mit Hilfe einer groBeren Kohorte, von Noten

wadre.

sCD27 und NFL wurden ebenfalls als Biomarker bei der MS beschrieben. Hohere
Werte in Liquor und Serum wurden in Vorstudien mit einem rascheren
Krankheitsverlauf beschriecben, weshalb wir auch diese in unsere Studie
einbezogen. (Arrambide et al., 2016; Sellebjerg et al., 2018; van der Vuurst de Vries
et al., 2017; Wong et al., 2018)

Unsere Ergebnisse zu sCD27 bestdtigen diese Erkenntnisse mit einem signifikanten
Zusammenhang der Konzentrationen mit der cMRT-Aktivitit. Die starke
Korrelation dieses Biomarkers mit dem IgG-Index implizieren allerdings, dass es
sich hier nicht um einen unabhédngigen Parameter handelt, sondern Ausdruck der

inflammatorischen Aktivitidt im ZNS ist.

Diese Theorie wurde bereits in der oben erwdhnten Studie von Komori et al.
thematisiert. Diese Arbeit kam zu der Erkenntnis, dass sCD27 ein guter Marker fiir

intrathekale T-Zell bedingte entziindliche Aktivitét sei (Komori et al., 2015).

In unserer Studie zeigte sich zwar ein leicht positiver Trend in der NFL-Analyse,
allerdings war dieser nur marginal und erreichte keine Signifikanz. Auch hier

konnte die Ursache in den geringen Fallzahlen zu finden sein.
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5. Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigten wir, dass einige Liquorparameter wie sCD27, IgG1 und
der IgG Index sinnvolle Biomarker zur Krankheitseinschétzung darstellen konnen,
insbesondere wenn diese mit anderen Variablen wie Immuntherapie Status und

Geschlecht kombiniert werden.

Allerdings muss hier einschrinkend angemerkt werden, dass es sich um eine
explorative Studie handelte und die Daten in einer auf die identifizierten Parameter

fokussierten Folgestudie mit entsprechender Grofe validiert werden miissen.

Nach entsprechender Validierung konnte die zukiinftige Verwendung eines
Risikoscores, wie in Abbildung 3.4., den Arzt in seiner Therapieentscheidung
unterstiitzen. Hohere Scores konnten z.B. eine frithere Therapieeskalation

rechtfertigen.

Da einige dieser Parameter wie der IgG- und IgM-Index oftmals standardmiBig
untersucht werden, wire es ein Leichtes, diese auch in kleineren Hausern mit
begrenzten finanziellen und diagnostischen Moglichkeiten im klinischen Alltag zu

verwenden.
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