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Zusammenfassung

Hintergrund: Oxidativer Stress spielt eine zentrale Rolle in der Pathologie der
multiplen  Sklerose (MS) und fihrt zu  Neurodegeneration und
Krankheitsprogression. Rezente Studien weil3en darauf hin, dass neben reaktiven
Sauerstoffspezies auch reaktive Stickstoffspezies, besonders das freie Radikal
Stickoxid (NOx), welches durch DNA Schadigung, Stérung von mitochondrialen
Funktionen, Schadigung und Durchtrennung von Axonen und Apoptose von
Neuronen die Pathogenese der MS vorantreibt. Verschiedene Studien
beschaftigen sich mit NOx im Liquor, die Rolle von NOx im Serum bei MS ist
allerdings weitgehend ungeklart. Ziel dieser Diplomarbeit war es, Serum NOx in
einer grolkeren MS-Kohorte zu untersuchen und mit gesunden Kontrollen (KG) zu
vergleichen und den Zusammenhang mit klinischen Daten zu beurteilen um somit

eine Eignung von Serum NOx als Progressionsmarker zu Uberprufen.

Methoden: Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden 214 Serumproben untersucht,
davon 29 Patientinnen mit klinisch isoliertem Syndrom (CIS) (Durchschnittsalter
36,4 SD 9,7 Jahre), 109 MS Patientinnen (Durchschnittsalter 36,6 SD 9,3 Jahre)
und 79 KG (Durchschnittsalter 36,2 SD 9,0 Jahre). 86 (62,3 %) der CIS/MS
Patientinnen erhielten verlaufsmodifizierende Therapie (Interferon-p n =53,
Glatirameracetat n =13, Natalizumab n =20). Die Serum NOx Konzentration

wurde mit dem Nitric Oxide Quantification Kit (Active Motif) bestimmt.

Ergebnisse: Es konnte ein erhohter Serum NOx Wert bei unbehandelten CIS/MS
Patientinnen (Median 9,2 IQR 7,3-14,1 pM) im Vergleich mit Personen unter
verlaufsmodifizierender Therapie (Median 6,6 IQR 4,9-10,3 yM) (p < 0,01) und der
KG (Median 7,6 IQR 5,8-10,9 uM) (p=0,05) gezeigt werden. Zwischen
verschiedenen Krankheits- und Behandlungsformen lag kein signifikanter
Unterschied des Serum NOx Wertes vor. Frauen hatten unter den CIS/MS
Patientinnen einen héheren Serum NOx Wert (Median 8,9 IQR 6,1-13,4 uyM) im
Vergleich zu Mannern (Median 6,6 IQR 4,9-9,1 uM) (p <0,05). Es gab keinen
Zusammenhang zwischen Serum NOx, Alter, Expanded Disability Status Scale,

Lebenstilfaktoren und Erkrankungsdauer.



Diskussion: Es konnten signifikant erhohte Serum NOx Werte bei unbehandelten
MS Patientinnen festgestellt werden, welche bei Patientinnen mit
verlaufsmodifizierender Therapie auf Werte gesunder Kontrollen herabgesetzt
waren. MS Patientinnen scheinen starker von erhdhten NOx Werten betroffen zu
sein. Es sind weitere Studien notig, um das Potential von Serum NOx als
Biomarker zur Uberwachung der Krankheitsaktivitdt und der Behandlungseffizienz

bei MS zu untersuchen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Rahmen des MSPARIS2017 — 7th Joint
ECTRIMS — ACTRIMS Meeting von 25-28. Oktober 2017 in Paris, Frankreich als

Poster veroffentlicht.(1)



Abstract

Background: Oxidative stress plays a central role in multiple sclerosis (MS)
pathology leading to neurodegeneration and disease progression. Recent
research indicates that apart from reactive oxygen species, reactive nitrogen
species, in particular the free radical nitric oxide (NOx) may be a driving factor in
MS pathology by promoting DNA damage, mitochondrial dysfunction, axonal
swelling and transection and neuronal apoptosis. So far there are some reports
investigating NOx in cerebrospinal fluid, but the role of serum NOx in MS remains

largely unclear.

Objective: We aimed to investigate the role of serum NOx in a larger cohort of MS

patients compared to healthy donors (KG) and assess its relation to clinical data.

Methods: The study included 214 samples from 29 clinically isolated syndrome
(CIS) (mean age 36,4 SD 9,7 years), 109 MS (mean age 36,3 SD 9,3 years)
patients and 79 KG (36,2 SD 9,0 years). Among CIS/MS patients 86 (62,3 %)
received disease modifying therapy (Interferon-pn =53, Glatiramer acetate
n =13, Natalizumab n =20). Serum NOx concentration was determined by a
spectrophotometric analysis and quantification of its metabolites nitrate and nitrite
using the nitrate reductase and Griess reaction method (Nitric Oxide Quantitation
Kit, Active Motif).

Results: We found increased serum NOx levels in untreated (median 9,2 IQR 7,3-
14,1 uM) compared to treated MS patients (median 6,6 IQR 4,9-10,3 uM)
(p <0,01) and KG (median 7,6 IQR 5,8-10,9 uM) (p = 0,05). Serum NOx levels
were comparable among different MS therapies and MS subtypes. Only in CIS/MS
we found higher serum NOx in female (median 8,9 IQR 6,1-13,4 uM) compared to
male (median 6,6 IQR 4,9-9,1 uM) patients (p < 0,05). Serum NOx was unrelated
to age, the Expanded Disability Status Scale Score, disease duration and age at

disease onset.

Conclusion: Abnormal high serum NOx levels are present in untreated MS
patients, which are reduced to levels of KG under effective immunomodulatory
\%



therapy. Female MS patients seem to be more affected by an imbalanced NOx
serum status. Future studies are needed to investigate if serum NOx may serve as

a marker to monitor disease activity and treatment efficacy in MS.

The results of this study were published as a poster at the MSPARIS2017 — 7th
Joint ECTRIMS — ACTRIMS Meeting 25-28 October in Paris, France.(1)

Vi
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1 Einleitung

Multiple Sklerose (MS) ist eine immunvermittelte chronisch entzindliche
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). Im Laufe der Erkrankung kommt
es zur Schadigung von Myelin und Axonen, dies fuhrt zur Ausbildung der
klinischen Symptome. Ein Merkmal der Erkrankung sind sogenannte Plaques in
der weil’en und grauen Substanz von Gehirn und Rickenmark, diese entstehen
durch Verlust von Myelinscheiden und Oligodendrozyten.

Das klinische Bild der MS ist sehr heterogen, es kann zu kognitiven, visuellen,
sensorischen oder motorischen Stérungen kommen aber auch zu Schmerzen und
vielen weiteren Symptomen, von denen nur wenige spezifisch fur MS sind.
Ursachlich dafur, welche Symptome sich zeigen, ist die Lokalisation der
Schadigung im ZNS.(2,3)

Neben dem klinischen Bild der MS ist auch der Verlauf heterogen. Bei etwa 85 %
der Patientinnen und Patienten verlauft die Krankheit anfanglich schubférmig-
remittierend, dies bedeutet, dass auf Phasen der Erkrankung Phasen mit teilweise
vollstandiger Ruckbildung der Symptome folgen, welche als Remissionsphasen
bezeichnet werden. Mit Fortschritt der Erkrankung nimmt die Besserung der
Symptome nach weiteren Schiben ab und es kommt zur progredienten
Verschlechterung. Bei etwa 10 % der Patientinnen und Patienten kommt es nach
dem ersten Auftreten von Symptomen zu keiner Remission, der Verlauf ist von
Beginn an progredient.(3)

Fir die Progression verantwortlich ist die Anhaufung der axonalen Schadigungen

im Verlauf der Erkrankung und die daraus folgende Neurodegeneration.(2)

MS ist eine haufige Ursache fur ernsthafte korperliche Beeintrachtigung bei jungen
Erwachsenen, das durchschnittliche Alter bei Erkrankungsbeginn liegt bei rund 30
Jahren. 25 Jahre nach Erstdiagnose bendtigen etwa 50 % der Patientinnen und
Patienten permanent einen Rollstuhl, dariber hinaus vermindert MS die

Lebenserwartung um 5-10 Jahre.(2,3)



Die genaue Ursache der MS ist noch unbekannt, epidemiologische Daten weisen
jedoch darauf hin, dass sowohl genetische Faktoren, als auch Umweltfaktoren

eine wichtige Rolle spielen.(4)

1.1 Epidemiologie

People per
100,000 with Ms

B o0

60.01-100

20.01-60

=

=

B o120
[] os

[]

Data not provided

Abbildung 1: Globale Pravalenz der multiplen Sklerose 2013. ©Multiple Sclerosis International
Federation. Aus Atlas of MS.

2013 waren weltweit etwa 2,3 Millionen Menschen an MS erkrankt. Die Pravalenz
(Anzahl der MS Patientinnen und Patienten pro 100 000 Personen zu einem
definierten Zeitpunkt) ist im Vergleich zu den Jahren davor steigend, was
vermutlich einerseits an langerer Lebenserwartung und ansteigender Inzidenz
(Anzahl der Neuerkrankungen pro 100 000 Personen pro Jahr) liegt, andererseits
kénnen auch Verbesserungen in der Diagnostik der MS ein Grund flir den Anstieg
sein.(5)

Die Inzidenz der MS hat ihren Hohepunkt bei etwa 30 Jahren, die Pravalenz ist bei

etwa 50 Jahren am hochsten.



Inzidenz und Pravalenz der MS variieren geographisch sehr stark, wie in
Abbildung 1 dargestellt wird. Ein rezenter Ubersichtsartikel untersuchte
epidemiologische Studien seit 1965, demnach liegen die hochsten Pravalenzen in
Europa und Nordamerika vor. In Zentral- und Osteuropa, Australien und
Neuseeland ist die Pravalenz niedriger, die niedrigsten Pravalenzen liegen in
Asien, dem mittleren Osten und Afrika vor.(6) Derselbe Ubersichtsartikel stellte
auch die gangige Hypothese infrage, dass das Risiko an MS zu erkranken mit den
Breitengraden von Stden nach Norden ansteigt.(6,7)

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Migration einen Einfluss auf das
Risiko an MS zu erkranken hat. So korreliert beispielsweise der Ort, an dem die
frihe Kindheit verbracht wird, mit dem Risiko an MS zu erkranken. Migration aus
einer Hochrisikoregion in eine Niedrigrisikoregion wahrend der Kindheit ist mit
einem reduzierten Risiko MS zu entwickeln assoziiert und umgekehrt.(2,8-10)

In Osterreich betragt die Pravalenz der MS 98,5 pro 100 000 Einwohner, was etwa

den Werten anderer Lander Zentraleuropas entspricht.(11)

Frauen erkranken haufiger an MS als Manner, ein systematisches Review, das 28
epidemiologische Studien untersuchte, konnte zeigen, dass die Inzidenz bei
Frauen im Vergleich zu Mannern von 1955 bis 2000 von 1,4:1 auf 2,3:1

angestiegen ist.(7)

1.2 Atiologie

MS ist eine komplexe Erkrankung, zum Ausbruch der Erkrankung kommt es durch
ein Zusammenspiel verschiedener Umweltfaktoren bei genetisch empfanglichen
Patienten. Die exakte Ursache und ob bei allen Betroffenen derselbe Ausldser

vorliegt, ist nach aktuellem Wissensstand nicht bekannt.(3,12)



1.2.1 Genetik

Das Risiko an MS zu erkranken ist mit verschiedenen Allelen auf dem Major
Histocompatibility Complex (MHC) assoziiert. Die genauen Mechanismen sind
hochkomplex, verschiedene Haplotypen sind mit einem bis zu dreifach erhdhten
Risiko an MS zu erkranken assoziiert. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass
andere MHC Haplotypen wiederum einen protektiven Effekt haben.(4,13,14) In
anderen Studien konnte auch ein maliger Einfluss von anderen Genen wie
Interleukin-7 Rezeptor a, interleukin-2 Rezeptor a, CD58 oder CD6 auf das
Erkrankungsrisiko der MS gezeigt werden.(4)

Auch die ethnische Herkunft spielt eine Rolle, die Pravalenz bei mannlichen
Afroamerikanern ist beispielsweise niedriger als jene von weillen mannlichen
Amerikanern.(4,15) Das Geschlecht hat ebenso Einfluss darauf, ob es zu einer
Erkrankung mit MS kommt. Wie bereits in Kapitel 1.1 erwahnt, tritt MS bei Frauen
haufiger auf als bei Mannern, durch verschiedene Studien konnte jedoch kein
Zusammenhang mit MS assoziierten Genen auf dem X-Chromosom festgestellt
werden.(4)

In einer grof3en danischen Studie konnte gezeigt werden, dass das Risiko an MS
zu erkranken fur Verwandte ersten Grades um das Siebenfache erhdht ist.(16) In
einer anderen landesweiten Studie in Danemark wurden Zwillinge untersucht, laut
dieser Studie liegt das Lebenszeitrisiko an MS zu erkranken fur eineiige Zwillinge,
wenn der andere Zwilling bereits erkrankt ist, bei etwa 24 %. Bei zweieiigen
Zwillingen liegt es hingegen nur bei 3 %. Diese Ergebnisse decken sich mit Daten

aus anderen Zwillingsstudien.(2,17)

1.2.2 Umweltfaktoren

Eine Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2015 befasste sich mit publizierten Studien
und Metaanalysen zum Thema Umweltfaktoren und MS. Demnach zeigten die
Risikofaktoren Epstein-Barr Virusinfektion und Rauchen die starkste Konstanz in

Bezug auf eine Assoziation mit MS.(18)



Als Einflussfaktoren werden unter anderem verschiedene Infektionen, der
Breitengrad, der Vitamin D Spiegel, Sonnenexposition, Erndhrungsverhalten, der
Geburtsmonat, das Mikrobiom des Darmes und weitere Faktoren in der Literatur
diskutiert.(4,12,18-20)

1.3 Verlaufsformen

Das International Advisory Committee on Clinical Trials of MS Uberarbeitete im
Jahr 2013 die im Jahr 1996 vom US National Multiple Sclerosis Society Advisory
Committee on Clinical Trials in Multiple Sclerosis definierten Phanotypen der MS
und stellte die vier folgenden Uberarbeiteten Verlaufsformen (Abbildung 2) zur
Verfugung (21):

o Klinisch isoliertes Syndrom (CIS)

o Schubférmig remittierende MS (RRMS)

o Sekundar progediente MS (SPMS)

o Primar progrediente MS (PPMS)

1.3.1 Klinisch isoliertes Syndrom

Der Begriff CIS wird verwendet, um eine erste klinische Episode zu beschreiben,
in der eine Person Symptome zeigt, die auf eine entzundlich demyelinisierende
Erkrankung des ZNS hindeutet. Die Episode muss mindestens 24 Stunden
andauern und es durfen keine Infektionszeichen, Fieber oder klinische Hinweise
auf eine Enzephalopathie vorliegen. Auflierdem muss ein CIS zeitlich isoliert
auftreten.

Beim Auftreten eines CIS liegt meist keine raumliche Dissemination vor
(monofokal), die Symptome deuten dabei groRtenteils auf eine Lasion im N.
opticus, Ruckenmark, Hirnstamm oder Kleinhirn hin. Allerdings kommt es bei
manchen Patientinnen und Patienten zu einer raumlichen Dissemination

(multifokal), es liegen also beispielsweise Symptome wie eine Optikusneuritis und
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eine Ataxie vor, die auf Lasionen im Bereich des N. opticus und des Kleinhirns
hinweisen.(22,23)

In der Magnetresonanztomographie (MRT) zeigen sich bei 50-70 % der
Erwachsenen mit CIS zusatzlich multiple asymptomatische Lasion in der weilden
Substanz des Gehirns, die auf Demyelinisierung hinweisen. In diesen Fallen liegt
das Langzeitrisiko an MS zu erkranken bei 60-80 %. Ist die MRT bis auf die
symptomatische Lasion unauffallig, betragt das Langzeitrisiko jedoch nur etwa
20 %.(22)

Das CIS erfullt somit die diagnostischen Kriterien eines MS Schubes, jedoch liegt
noch keine zeitliche Dissemination vor. Beim Grofdteil aller an MS erkrankten

Personen beginnt die Erkrankung mit einem CIS.(22,24)
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Abbildung 2: Verlaufsformen der MS. Blaue Balken = entziindliche Schibe, blaue strichlierte
Linie = Progression, schwarze Linie = neurologische Stérungen, rote Linie = Hirnvolumen, rote
strichlierte Linie = Axonverlust, blaue Linie = PPMS, schwarz strichlierte Linie = klinische Schwelle.

[Reproduced from (3) with permission from Nature Publishing Group.]



1.3.2 Schubformig remittierende multiple Sklerose

RRMS ist die haufigste Verlaufsform und betrifft 85-90 % aller Patientinnen und
Patienten mit MS. Diese Verlaufsform ist charakterisiert durch das wiederholte
Auftreten von Schiben (zeitliche Dissemination) und anschlieienden Phasen der
Remission. Ein Schub entspricht einer Episode neurologischer Stérung, die
mindestens 24 Stunden anhalt, gleichzeitig durfen keine Infektionszeichen oder
Fieber vorliegen. Ein erster Schub bei dem Verdacht auf RRMS wird als CIS
bezeichnet. Die Remissionsphasen sind variabel, es kann zu vollstandiger
Ruckbildung der klinischen Symptome eines Schubs kommen aber auch zu
unvollstandiger Ruckbildung der Symptomatik.(25)

Die Diagnose RRMS kann durch Anwendung der McDonald 2017 Kriterien auch
bereits bei Auftreten des ersten Schubes mit Hilfe von MRT und Liquor Diagnostik
gestellt werden. Dadurch ist es moglich, bereits bei einem Drittel der Patientinnen
und Patienten, die sich klinisch mit einem CIS prasentieren, eine MS zu
diagnostizieren.(25-27)

Mit Fortdauer der Erkrankung lasst die Ruickbildung der Symptome in den

Remissionsphasen nach und etwa 85 % entwickeln eine SPMS.(3)

1.3.3 Sekundar progrediente multiple Sklerose

SPMS wird in den meisten Fallen retrospektiv, durch eine progrediente
Verschlechterung eines Anfangs schubformigen Verlaufs, diagnostiziert. Bei
diesen Patientinnen und Patienten nimmt die Schubrate ab oder es kommt zum
vollstandigen Sistieren der Schiibe, wahrend es zu einer langsamen, kontinuierlich
fortschreitenden Verschlechterung der Symptomatik kommt. Derzeit gibt es noch
keine klaren Parameter, weder pathologisch, immunologisch noch radiologisch,
um den genauen Ubergang von RRMS zu SPMS zu bestimmen.(21,28) In einer
Studie die 2484 RRMS Patientinnen und Patienten einschloss, lag die Zeit bis zum
Ubergang von RRMS in SPMS im Median 18,9 Jahre.(29)



1.3.4 Primar progrediente multiple Sklerose

Diese Form betrifft etwa 10-15 % der MS Patientinnen und Patienten. Die PPMS
ist gekennzeichnet durch eine schleichende progrediente Verschlechterung der
Symptomatik, in der Regel ohne aufgesetzte Schibe. Die Erkrankung beginnt bei
dieser Form mit etwa 40 Jahren und ist somit im Vergleich zu RRMS spater.

Manner und Frauen sind gleich haufig betroffen.(21,25,30)

1.4 Pathogenese
Charakteristisch fur die Pathologie der MS (Abbildung 3) sind demyelinisierte

Areale in der weil3en und grauen Substanz in Gehirn und Rickenmark, welche als
Plagues oder Lasionen bezeichnet werden und den Verlust von Myelinscheiden
und Oligodendrozyten anzeigen. Sie stellen das Endprodukt eines Prozesses dar,
in den Entziindung, Demyelinisierung, Remyelinisierung, Oligodendrozytenverlust,
Astrogliose, sowie Axonschadigung und Neurodegeneration involviert sind.(2,3)

Inflammation ist in allen Stadien der MS vorhanden, verstarkt in akuten

Erkrankungsphasen.(3)

Die Pathogenese der MS ist aufgrund ihrer hohen Komplexitat weiterhin
Gegenstand aktueller Forschung, die genau ablaufenden Prozesse sind jedoch

noch immer unbekannt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Schadigung des ZNS bei MS. Dunkelgrau = graue
Substanz, hellgrau = weille Substanz, rot = demyelinisierte Lasionen in der weilen Substanz,
blau = demyelinisierte Lasionen in der grauen Substanz, hellblau = Ventrikel, violett = Atrophie am
Ort einer vorherigen Lasion, beige = Demyelinisierung im Bereich der Kerngebiete der grauen
Substanz. Die Box rechts zeigt die Veranderungen im Rickenmark bei RRMS (rechts) im Vergleich
mit einer gesunden Person (links) anhand eines transversalen Schnittes durch das Rickenmark
auf drei Verschiedenen Ebenen (Hals-, Brust- und Lumbalmark). Unten zeigen drei koronare
Schnitte durch das Gehirn die Verdnderungen bei MS (Mitte RRMS, rechts progredienter Verlauf)
im Vergleich mit einem gesunden Gehirn (links). [Reproduced from (3) with permission from Nature

Publishing Group.]

1.4.1 Inflammation und Autoimmunitat

Die Hypothese, dass MS eine Autoimmunerkrankung ist, stammt hauptsachlich
aus den Beobachtungen der Ahnlichkeiten von MS und der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), dem Tiermodell der MS. Wahrend die
EAE als Myelin spezifische T-Zell Antwort, die in der Peripherie ausgeldst wird und

in Folge aktivierte T-Zellen in das zentrale Nervensystem (ZNS) infiltrieren,
9



beschrieben werden kann, ist die Pathologie der MS um ein Vielfaches komplexer.
(31,32)

Derzeitige Erklarungsmodelle der MS gehen grofRteils davon aus, dass der
Erkrankungsprozess mit der vermehrten Migration von autoreaktiven Lymphozyten
durch die Blut-Hirn-Schranke (,Blood-Brain Barrier, BBB) beginnt. Der Ubergang
von physiologischer Funktion des Immunsystems zu pathologischer Schadigung
liegt in einer Kaskade von regulatorischen Defekten, die schlussendlich zu einer
Immunreaktion im zentralen Nervensystem fuhren. Das radiologische Korrelat zur
Storung der BBB zeigt sich in der Magnetresonanztomographie durch Lasionen,

welche gadoliniumhaltiges Kontrastmittel aufnehmen.(Abbildung 5).(2,33)

Die Migration der Lymphozyten Uber die BBB wird vor allem von
Adhasionsmolekulen, Chemokinen und Matrix-Metallo-Proteinasen bestimmt.
Hervorzuheben ist in Bezug auf MS das Adhasionsmolekul a41-Integrin, welches
an der Oberflache von aktivierten Lymphozyten exprimiert wird und mit dem
,vascular adhesion molecule 1“ an der Oberflache von Kapillarendothelien
interagiert. Die Wichtigkeit dieser Interaktion zeigt sich durch die Wirkungsweise
des humanisierten monoklonalen Antikérpers Natalizumab, der in der MS
Therapie eingesetzt wird. Seine Wirkung entfaltet dieser durch die therapeutische
Blockade der a4 Untereinheit des a4p1-Integrin, wodurch die Migration von
Immunzellen ins ZNS gehemmt wird und es dadurch zu einer signifikanten
Reduktion der klinischen und radiologischen Krankheitsaktivitdt kommt.(32)

Unter physiologischen Bedingungen werden autoreaktive Zellen durch periphere
Toleranzmechanismen erkannt und zerstort. Bei Patientinnen und Patienten mit
MS ist dieser Mechanismus offenbar gestoért und regulatorische T-Lymphozyten
sind nicht in der Lage Effektorzellen zu unterdriicken, diese autoreaktiven Zellen
gehen also nicht in Apoptose. Somit kdnnen gegen das ZNS gerichtete, in der
Peripherie aktivierte autoreaktive B- und T-Zellen zu aggressiven Effektorzellen

werden, durch die BBB ins ZNS gelangen und dort eine Immunreaktion auslosen.
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Einmal aktiviert, |I0sen CD8+ T-Lymphozyten, differenzierte CD4+ T-Lymphozyten,
TH-17-Lymphozyten, B-Lymphozyten und unspezifische Immunzellen wie
Makrophagen zusammen mit den im ZNS ansassigen aktivierten Mikroglia und
Astrozyten Demyelinisierung und Axonschadigung durch direkte Zellkontakt-
abhangige Mechanismen und durch die Wirkung von Ioslichen Entzindungs- und
neurotoxischen Mediatoren aus. Die durch Entzindungsreaktion im zerebralen
Interstitium ausgeschutteten Zytokine und Chemokine flihren zu einer zusatzlichen
Stoérung der BBB.(2,3,33)

Wo genau es im ZNS zu Entzindung kommt liegt vermutlich an Stérungen der
lokalen regulatorischen Mechanismen. Am Entzindungsort liegen vor allem
perivaskulare CD8+ Zell Infiltrate vor, welche Bildung von Plaques fluhren.
Typische Plaque Lokalisationen liegen im Bereich der lateralen Ventrikel, des
Corpus Callosum, im Cortex und der subkortikalen wei3en Substanz, sowie im
Bereich des N. opticus, des Hirnstamms und entlang des Riickenmarkes.(2)

Welche Antigene die Immunreaktion auslosen ist noch unbekannt, ursprunglich
gab es die Hypothese, dass bestimmte Myelin Proteine der Initiator des
Erkrankungsprozesses bei MS sind, jedoch geht man mittlerweile davon aus, dass
auch andere Antigene und Prozesse wie molekulares Mimikry eine Rolle

spielen.(2,3)

In demyelinisierten Arealen in weifler und grauer Substanz kommt es teilweise,
vor allem in frihen Stadien der Erkrankung, spontan zu Remyelinisierung, welche
jedoch mitunter insuffizient ist. Durch die Remyelinisierung entstehen sogenannte
,Shadow plaques®. Undifferenzierte Vorlauferzellen von Oligodendrozyten
umschlielen dabei die Lasion und haben vermutlich das Potential die Axone

wieder zu remyelinisieren.(2,3,34)

Zusatzlich zu den akuten inflammatorischen Schiben gibt es eine weitere

chronisch-inflammatorische Komponente im ZNS selbst, die nur marginal von der
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peripheren  Immunregulation  beeinflusst wird und zur sukzessiven
Neurodegenration und zum Abbau der Oligodendrozyten beitragt. Eine Rolle in
dieser, vor allem in spateren Stadien der Erkrankung dominierenden, chronischen
Inflammation spielen sogenannte tertiare-lymphoide Strukturen die sich im Verlauf
der Erkrankung im ZNS bilden.(3)

1.4.2 Axonschadigung und Neurodegeneration

Bei akuten Lasionen kommt es zu einer betrachtlichen Durchtrennung von Axonen
(Abbildung 4), Trapp et al. konnten etwa zeigen, dass sich in aktiven Lasionen pro
mm?3 weilRer Substanz mehr als 11 000 durchtrennte Axone befinden, wahrend
sich pro mm?® weiler Substanz bei gesunden Kontrollen weniger als ein
durchtrenntes Axon finden lasst. (35,36) In frihen Stadien der MS kann diese
Schadigung jedoch durch die Aktivierung neuer kortikaler Regionen kompensiert
werden, was erklart, warum es trotz der massiven akuten Axonschadigung zu
keinen klinischen Auswirkungen kommt. Der Ubergang von RRMS zu SPMS
durfte  erfolgen, wenn das Ausmall der Axonschadigung diese
Kompensationsfahigkeit Gbersteigt.(35)

Akute Axonschadigung wird haufig in entzindlichen Plaques bei frGhen Stadien
der RRMS gefunden, ist aber auch in chronisch aktiven Lasionen und ,normal-
appearing white matter* (NAWM) zu finden. Obwohl NAWM als makroskopisch
und mikroskopisch normal myelinisierte weille Substanz definiert ist, konnte
gezeigt werden, dass auch in diesen Regionen die Dichte der Axone signifikant
vermindert ist. Diese Verminderung der Axondichte ist nicht mit Plaques in der
weillen Substanz assoziiert, was darauf schlieRen lasst, dass dieser Prozess

zumindest teilweise unabhangig von der Demyelinisierung ablauft.(37)
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Abbildung 4: Axonschadigung und Neurodegeneration. (A) Schematische Darstellung der
Prozesse bei Durchtrennung eines Axons: (1) Normal myelinisiertes Axon. (2) Demyelinisierung
durch Immunzell-vermittelte Prozesse. (3) Der distale der Durchtrennung liegende Axonabschnitt
degeneriert rasch, der proximale Anteil der mit dem Nervenzellkrper verbunden ist Gberlebt. (B)
Schematische Darstellung der Degeneration eines chronisch demyelinisierten Axons. (1) Die
meisten Axone Uberleben die Demyelinisierung, es kommt zu Umverteilung von Natrium Kanalen
(rot umrandete graue Kreise) und kénnen ihre Funktion wiederherstellen. (2) Durch den Verlust der
Myelinscheide (blaue Umrandung entlang des Axons) kommt es zum progredienten Anschwellen
des Axons und zu zunehmender Desorganisation des Zytoskeletts. (3) Diese Axone degenerieren
letztendlich oder werden durchtrennt. (C, D) Vergleich der Axondichte im Ruckenmark eines MS

Patienten in einer Kontrollregion (C) wund in einem demyelinisierten Areal (D).
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Neurofilamentfarbung, Mal3stabsleiste = 25um. [(A, B) reproduced from (36) with permission from
Wolters Kluwer Health, Inc. and (C, D) reproduced from (38) with permission from Springer

Nature.]

Neurodegeneration ist das Endprodukt einer Kaskade verschiedener Prozesse auf
axonaler und neuronaler Ebene (Abbildung 4). Motor flr diese Prozesse ist
vermutlich die chronische Inflammation im ZNS, welche im Hintergrund der
Erkrankung ablauft. Chronische Inflammation bei MS fuhrt zur Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und reaktiver Stickstoffspezies (RNS), diese fordern
wahrscheinlich mitochondriale Schadigung als Folge einer Ansammlung von DNA
Mutationen. Dieser Zustand begulnstigt wiederum metabolischen Stress, falsche
Faltung von Proteinen und Energiemangel, was kritische Folgen auf die einzelnen
Neurone hat. Der axonale Transport von Mitochondrien, Motorproteinen und
anderen Stoffwechselprodukten aus dem Perikaryion zu distalen Anteilen der
Axone ist essentiell flr den Erhalt der Funktion der Neurone. Dieser Transport ist
hdchst energieaufwendig und die bendtigte Energie wird von den Mitochondrien in
Form von Adenosintriphosphat (ATP) bereitgestellt.(3)

Bei normal myelinisierten Neuronen sind Natrium (Na*) Kanale an den Ranvier-
Schndrringen konzentriert, dadurch kann ein Aktionspotential rasch von einem
zum nachsten Ranvier-Schnulrring springen. Das einstromende Na*® muss
anschlieBend ATP abhangig im Austausch gegen Kalium (K*) wieder aus den
Zellen transportiert werden. Bei demyelinisierten Axonen werden verschiedene
lonenkanale diffus entlang der Axone eingebaut, dadurch wird versucht die
Homoostase der lonen aufrechtzuerhalten. Dies bewirkt jedoch einen erhohten
Na* Einstrom und der Energiebedarf steigt weiter an, da das Na* mit Hilfe von ATP
abhangigen Transportern wieder aus dem Axon beférdert werden muss.
Gleichzeitig ist die Energiebereitstellung in den Mitochondrien durch die oben
genannten Mechanismen vermindert, man bezeichnet diesen Zustand als ,virtual
hypoxia“.(35) Zusammen mit der vermehrten Ansammlung von Glutamat, welches

bei neuronalen Verletzungen verstarkt ausgeschuttet wird, kommt es so zu einem
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Missverhaltnis von lonen, dieses Missverhaltnis halt den gewebsschadlichen
Zustand aufrecht. Ausgehend von der initialen Lasion kann sich dieser Prozess
retrograd Richtung Zellkorper oder anterograd Richtung Axonterminal ausbreiten
und so prasynaptische und postsynaptische Neurone beeinflussen und schlief3lich

zu Apoptose oder Nekrose dieser fuhren.(3,35)

1.4.3 Oxidativer und nitrosativer Stress

Oxidativer Stress ist ein wichtiger Faktor bei schadlichen Prozessen im ZNS wie
Inflammation oder Neurodegeneration. Induziert wird oxidativer Stress durch die
Produktion von ROS und RNS, vor allem von Mikroglia und Makrophagen. Nach
Aktivierung produzieren Mikroglia und Makrophagen Enzyme wie induzierbare
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH)-Oxydase und Myeloperoxidase und férdern somit die Bildung von ROS
und RNS.(39,40)

ROS und RNS kénnen mitochondriale Schadigungen verursachen, dies konnte
durch verschiedene in vitro und EAE Studien belegt werden. Darlber hinaus sind
die Mitochondrien selbst eine potentielle Quelle fur ROS, da Stérungen in der
oxidativen Phosphorylierung von Sauerstoff zur einer verstarken Bildung von ROS
fuhren.(40—44)

Durch ROS und RNS ausgeloste Schaden in MS Lasionen konnten in
verschiedenen Studien nachgewiesen werden.(40,45-49) In einer Studie von
Haider et al. wurde Beispielsweise die Oxidierung von DNA in Oligodendrozyten,
sowie oxidierte Lipide in Myelin, Oligodendrozyten und Axonen und deren
Assoziation mit aktiver Demyelinisierung und Neurodegeneration gezeigt.(49)
Fischer et al. konnten die These, dass oxidativer und nitrosativer Stress eine
wichtige Rolle in der Pathogenese von Demyelinisierung und Gewebsschadigung
bei MS spielen, untermauern und schlugen folgendes Erklarungsmodell vor: Durch

den Entzindungsprozess kommt es zur Aktivierung von Mikroglia und
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Makrophagen, dies hat die Freisetzung von ROS und RNS zur Folge, wodurch
schliellich Gewebsschadigung initiiert wird. Es kommt auRerdem zur Schadigung
von Mitochondrien und zur Stérung der mitochondrialen Atmungskette, was neben

einem Energiemangel zu einer weiteren Bildung von ROS flhrt.(40,50,51)

1.4.4 Die Rolle von Stickoxid in der Pathogenese vom MS

Die enzymatische Synthese von Stickoxid (NO) aus der Aminosaure Arginin
erfolgt im gesunden ZNS durch zwei Isoformen des Proteins Stickstoffmonoxid-
Synthase (NOS), endothelialer und neuronaler NOS (eNOS und nNOS). Diese
produzieren niedrige Konzentrationen von NO fur die Regulation des Blutflusses
und fur neuronale Ubertragung. Infolge von Inflammation kommt es jedoch zur
Bildung von weitaus héheren Konzentrationen von NO durch die induzierbare
Form der NOS (iNOS), iINOS kommt physiologisch nicht im ZNS vor und
verursacht eine permanente NO Produktion. In pathologischen Studien konnte
INOS in aktiven MS Lasionen nachgewiesen werden und ebenso in verminderter
Form in chronischen Lasionen.(46,52,53) Aufgrund der Reaktionsfreudigkeit von
NO kommt es im Gewebe nicht nur als freies Radikal vor, sondern verursacht
auch die Bildung von verschiedenen anderen potentiell gewebsschadlichen
Verbindungen wie Peroxinitrit (ONOO"), Stickstoffdioxid (NO2), salpetrige Saure
(HNO2) und andere, welche in Summe als RNS bezeichnet werden. Aufgrund der
Komplexitat und Reaktionsfreudigkeit von NO ist es daher wichtig, all diese
Prozesse zu berlcksichtigen, wenn man die Rolle von NO im Organismus
betrachtet.(34,46,54)

Wie bereits in den Kapiteln 1.4.2 und 1.4.3 beschrieben, ist Stickoxid in der Form
von RNS vermutlich in eine Vielzahl von Prozessen involviert, die in der
Pathogenese der MS eine Rolle spielen. Durch Einfluss von NO kommt es
beispielsweise sowohl bei physiologischen, wie auch bei pathologischen
Bedingungen zur Vasodilatation der zerebralen GefalRe, was durch eine

Verminderung der Blutflussgeschwindigkeit Inflammation vorantreiben kann und
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zur Storung der BBB beitragen kann. Zusatzlich kommt es bei pathologisch
erhohten NO Konzentrationen zu einer Storung der Permeabilitat der BBB, dies
erleichtert den Durchtritt von inflammatorischen Zellen und Mediatoren durch die
BBB in das ZNS Parenchym. Eine gestorte BBB ist ein Merkmal der Pathogenese
der MS, welches durch die Aufnahme von Gadolinium in der MRT bei aktiven
Lasionen dargestellt werden kann (Abbildung 5).(34,55)

Bei der Schadigung der Oligodendrozyten spielt NO vermutlich ebenfalls eine
Rolle. Diese reagieren bei einem gleichen Mal® an Schadigung der DNA und der
Mitochondrien sensibler auf ROS und RNS induzierte Verletzungen als andere
Zellarten im ZNS, wie Astrozyten oder Mikroglia. Des Weiteren kann NO durch
direkte Stérung von lonenkanalen oder durch die bereits erlauterte Stérung des
mitochondrialen Stoffwechsels in Axonen zur reversiblen Blockade der
Reizweiterleitung flhren.

NO ist auBerdem in die synaptische Ubertragung involviert. Bei Personen mit MS
kann das sensible Gleichgewicht an Neurotransmittern durch hohe NO
Konzentrationen in der Nahe von Synapsen gestort werden und so die

synaptische Ubertragung beeinflussen.(34,39,56)

Die ohnehin komplexe Rolle von NO in der Pathophysiologie der MS wird dadurch
verkompliziert, dass NO, neben all den erwahnten schadlichen Effekten, auch
positive antiinflammatorische und immunmodulatorische Eigenschaften besitzt. So
kann NO beispielsweise Antigenprasentation und die Proliferation von T-Zellen
hemmen, wodurch es potentiell die Aktivierung von autoreaktiven Zellen und
deren Migration ins ZNS stéren kann. Daruber hinaus kann NO die Expression
von Adhasionsmolekilen vermindern und somit das Eindringen von Immunzellen
in das ZNS erschweren. Auch in der Induktion der Apoptose von T-Zellen ist NO
involviert, somit wirkt NO vermutlich auch beim Abbau von bereits etablierter
Inflammation mit. Die positiven Effekte von NO konnten durch Ergebnisse von
Studien, in welchen die Wirkung von NOS Blockern in der Therapie der EAE

untersucht wurde, gezeigt werden. Die Behandlung von an EAE erkrankten Tieren
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mit NOS Blockern fuhrte dabei bei einem Teil der Tiere zu einer Besserung der
Symptome, bei anderen jedoch zu einer Verschlechterung der
Symptomatik.(34,54,57)

1.5 Diagnostik

Eine frihe und genaue Diagnose der MS ist essentiell, da effektive Therapien fur
RRMS vorhanden sind. Der Kern der MS Diagnostik ist, neben der neurologischen
Symptomatik, der Nachweis ortlicher und zeitlicher Dissemination. Die sicherste
Diagnose lasst sich nach wie vor klinisch stellen, mit dem Nachweis der zeitlichen
Dissemination durch mindestens zwei unabhangig auftretende Schibe und mit
dem Nachweis der ortlichen Dissemination durch Symptome, die fur Lasionen an
mindestens zwei verschiedenen Arealen im ZNS sprechen. Besteht der Verdacht
auf MS aber es kann keine Diagnose durch klinische Symptome und Anamnese
allein gestellt werden, gibt es verschiedene in der Diagnostik unterstitzende

Verfahren wie MRT, Liquordiagnostik und evozierte Potentiale.(25,27)

1.5.1 Klinische Symptomatik
Beispiele fur das klinische Bild der MS sind in Tabelle 1 aufgeflhrt. Abhangig von

der Lokalisation der Lasionen im ZNS, sind die moglichen Symptome vielfaltig und
nur wenige sind spezifisch fur die Erkrankung. Beim ersten Auftreten von MS
kommt es am haufigsten zu sensorischen Ausfallen (54,3 %), gefolgt von
optischen (21,5 %), den Hirnstamm betreffenden (20,7 %) und motorischen
(17,9 %) Symptomen. Cerebellare Symptome (6,3 %), sowie Blasen- und
Mastdarmstorungen (3,1 %) sind beim Auftreten des ersten Schubes am

seltensten.(58)

Weitere Charakteristika fur MS sind beispielsweise das Lhermitte-Zeichen,

welches sich durch eine elektrische Missempfindung entlang der Wirbelsaule oder
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der Extremitaten bei Nackenbeugung &ufRert. Beim sogenannten Uhthoff
Phanomen kommt es zur voribergehenden Verschlechterung von vorliegenden
neurologischen Symptomen oder zum Wiederauftreten von bereits aufgetretenen
Symptomen bei Erhéhung der Koérperkerntemperatur, Ausléser kénnen zum
Beispiel Fieber, korperliche Aktivitat oder ein heiRes Bad sein. Ursache dafur sind
Veranderungen in der Reizweiterleitung von teilweise demyelinisierten Axonen,
welche bei Erhéhung der Temperatur auftreten und vermutlich durch eine
Veranderung auf Ebene der axonalen lonenkanale nach Demyelinisierung
ausgelost werden.(2,22,59-61)

Tabelle 1: Ausgewahlte klinische Symptome nach Lasionsort. (2,22,62)

Symptomatik

N. opticus Unilaterale Optikusneuritis
Schmerzen bei Augenbewegung
Skotome

Cerebellum Tremor
Gleichgewichtsprobleme
Gangstoérung

Hirnstamm Schwindel
Schluckprobleme
Sprachprobleme
Sensorische Stérungen im Gesicht

Riickenmark Schwache einzelner Extremitaten
Sensorische Stérungen
Spasmen
Blasenfunktionsstérungen
Erektile Dysfunktion
Obstipation
Lhermitte-Zeichen

Cerebrum Kognitive Stérungen
Sensorische Stérungen

Hemiparese

19



1.5.2 Neurologische Untersuchung

Bei der Untersuchung von Personen mit dem Verdacht der Erkrankung an MS, ist
es wichtig eine detaillierte Anamnese zu erheben, um den Beginn und Verlauf der
Symptomatik genau zu bestimmen. Dadurch kdnnen eventuelle bereits
aufgetretene Schibe erkannt werden und somit zu einer Diagnose fuhren.
Daruber hinaus kann eine Aussage Uber die Verlaufsform getatigt werden.(25)

AulRerdem ist es fundamental fur die Diagnostik, dass vorliegende Symptome
richtig interpretiert werden, um einen Schub als solchen zu erkennen. Ein Schub
ist definiert als vom Patienten berichtete oder objektiv betrachtete typische
Zeichen eines akuten inflammatorischen demyelinisierenden Ereignisses im ZNS,
mit einer Dauer von mindestens 24 Stunden, wobei keine Zeichen von Fieber und
Infektion vorliegen durfen.(25,27) Ein neu auftretender Schub sollte durch eine
genaue neurologische Untersuchung dokumentiert werden, allerdings kann unter
den richtigen Umstanden ein in der Vorgeschichte aufgetretenes Ereignis mit far
MS typischen Symptomen und Verlauf, auch ohne neurologisch objektivierte und
dokumentierte Symptome beweisend flur ein stattgefundenes demyelinisierendes
Ereignis sein. Paroxysmal auftretende Symptome sollten in multiplen Episoden
Uber mindestens 24 Stunden auftreten, um als Hinweis fir einen Schub gewertet
zu werden. Um zwei Schube differenzieren und als separate Schube werten zu
konnen, miussen mindestens 30 Tage zwischen Beginn der Symptome des ersten

Schubes und Beginn der Symptome des zweiten Schubes liegen.(27,63)

Es gibt verschiedene Instrumente um die Progression und die Beeintrachtigung
die sich bei MS entwickelt zu quantifizieren. Diese werden ebenfalls als Endpunkte
fur klinische Studien verwendet, um die Effektivitdt von therapeutischen
Interventionen zu messen.(64)

Die am haufigsten verwendete Methode ist hierbei der Expanded Disability Status
Scale nach Kurtzke (EDSS). Beim EDSS kommt es zu einer Beurteilung
verschiedener Funktionssysteme des ZNS (Pyramidenbahn, Kleinhirn, Hirnstamm,
Sensorik, Blasen- und Mastdarmfunktion, Visus, zerebrale Funktionen) von 0
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(keine Beeintrachtigung) bis 5 bzw. 6 (maximale Beeintrachtigung in diesem
System). Abhangig von den Werten in den einzelnen Funktionssystemen ergibt
sich ein Gesamtscore im Bereich von 0-10, welcher ab dem Wert 1 in 0,5 Punkte
Schritte gegliedert ist. Ein EDSS von 0 entspricht dabei einem unauffalligen
neurologischen Status, ein EDSS von 10 entspricht dem Tod durch MS. Werte ab
5 aufsteigend stellen eine verstarkte Einschrankung im Alltagsleben und in der
Gehfahigkeit dar. Ein Wert von 9,5 entspricht Bettlagerigkeit mit einem Verlust der
Fahigkeit effektiv zu schlucken und zu kommunizieren. Ein Nachteil des EDSS ist,
das die Abstufung im Bereich von 4-6 sehr stark von der Gehfahigkeit
abhangt.(64,65)

Eine weiteres vor allem in den letzten Jahren haufig verwendetes Instrument ist
der Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC), bei dem die Funktion der

oberen und unteren Extremitat sowie die kognitive Funktion untersucht wird.(66)

1.5.3 McDonald Kriterien

McDonald et al. verdffentlichen im Jahr 2001 diagnostische Kriterien, mithilfe derer
man durch die Kombination von klinischer Symptomatik, MRT und Labordiagnostik
MS diagnostizieren kann.(63) Die Kriterien wurden im Jahr 2005 einer ersten
Revision unterzogen, eine zweite folgte im Jahr 2010 und die aktuellste
Uberarbeitung wurde Ende 2017 verdffentlicht (Tabelle 2). Eine der wichtigsten
Auswirkungen der Uberarbeitung von 2010 war, dass Patientinnen und Patienten,
welche in der friheren Version noch mit CIS diagnostiziert wurden, nun bereits als
MS erkannt werden und dies Einfluss auf die Behandlung haben kann.(62,63,67)
Aufgrund der gut erprobten Anwendbarkeit der McDonald 2010 Kriterien lag der
primare Fokus bei der Erstellung der McDonald 2017 Kriterien, die Kriterien von
2010 zu vereinfachen und einzelne Komponenten zu verdeutlichen, um so bei
wahrscheinlicher MS eine frihere Diagnose zu ermdéglichen und gleichzeitig die
Spezifitat zu erhalten, um die Frequenz der Fehldiagnosen zu
vermindern.(27,67,68)

21



Im Vergleich zu den McDonald Kriterien von 2010 wurden folgende

Veranderungen durchgeflhrt:

©)

Bei Personen mit einem typischen CIS und dem klinischen oder
radiologischen Nachweis einer raumlichen Dissemination kann beim
Vorliegen von Liquor (,cerebrospinal fluid“; CSF)-spezifischen oligoklonalen
Banden die Diagnose MS gestellt werden.

Symptomatische und asymptomatische Lasionen kénnen zum Nachweis
von raumlicher oder zeitlicher Dissemination herangezogen werden.
Ausnahme sind Lasionen im N. opticus bei Personen mit einer
Optikusneuritis.

Kortikale und juxtakortikale Lasionen kénnen zum Nachweis flr raumliche
Dissemination in der MRT verwendet werden.

Bei den Kriterien fur die Diagnose einer PPMS muss nicht mehr zwischen
symptomatischen und asymptomatischen Lasionen in der MRT
unterschieden werden, auflerdem konnen kortikale Lasionen fur die
Diagnosestellung herangezogen werden

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung soll eine vorlaufige Verlaufsform
angegeben werden, darlber hinaus soll angegeben werden ob der Verlauf
aktiv ist und ob der Verlauf basierend auf der Vorgeschichte des letzten
Jahres progredient ist. Die Verlaufsform soll regelmafdig durch Gewinnung

weiterer Informationen neu beurteilt werden.
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Tabelle 2: McDonald Kriterien 2017 fir die Diagnostik der MS bei Personen mit einem Schub bei
Ausbruch der Erkrankung.

Anzahl der Lasionen mit klinisch Weitere Daten die fiir die Diagnose

objektivierbarem Nachweis von MS notwendig sind
22 Kklinische =2 KeineP
Schiibe?
=22 klinische 1 (sowie eindeutige Hinweise auf einen  KeineP
Schiibe? Schub in einer anderen anatomischen
Region in der Vorgeschichtec)
22 klinische 1 Nachweis raumlicher Dissemination
Schiibe? durch einen weiteren klinischen Schub
welcher eine Lasion in einer anderen
ZNS Region impliziert oder durch eine
MRT¢
Ein klinischer =2 Nachweis zeitlicher Dissemination
Schub? durch einen weiteren klinischen Schub
oder durch eine MRT¢ ODER
Nachweis CSF spezifischer
oligoklonaler Bandenf
Ein klinischer 1 Nachweis raumlicher Dissemination
Schuba durch einen weiteren klinischen Schub

welcher eine Lasion in einer anderen
Region des ZNS impliziert oder durch
eine MRT¢

UND

Nachweis zeitlicher Dissemination
durch einen weiteren klinischen Schub
oder durch eine MRT¢ ODER
Nachweis CSF spezifischer
oligoklonaler Banden’

Sind die McDonald Kriterien 2017 erfiillt und es gibt keine bessere Erklarung fiir die
klinische Symptomatik lautet die Diagnose ,,MS“. Besteht der Verdacht, aber die Kriterien
sind nicht volistiandig erfiillt lautet die Diagnose ,,mogliche MS“. Gibt es eine Diagnose
welche die klinischen Symptome besser erklart laut die Diagnose ,,keine MS*.

a Schubdefinition siehe Kapitel 1.5.2

b Keine weiteren Untersuchungen sind notwendig um zeitliche und raumliche Dissemination
nachzuweisen. Trotzdem sollte, wenn mdglich, bei allen Personen mit dem Verdacht auf MS eine
MRT des Gehirns durchgefihrt werden. Zusatzlich sollte bei Personen mit unzureichenden
klinischen und radiologischen Hinweisen fiir eine MS Diagnose, welche Symptome zeigen die
nicht typisch fir ein CIS sind oder eine atypische Prasentation zeigen, eine MRT des RM oder
Liquordiagnostik in Betracht gezogen werden. Sind durchgefihrte Untersuchungen wie MRT oder
Liquordiagnostik negativ, ist bei der Diagnosestellung einer MS duferste Vorsicht geboten und
alternative Diagnosen mussen in Betracht gezogen werden.

¢ Die klinische Diagnostik basierend auf zwei objektivierten klinischen Schiben am sichersten.
Nachweise auf einen Schub mit typischer Symptomatik und typischem Verlauf fir einen
entzundlichen demyelinisierenden Schub in der Vorgeschichte ohne Dokumentation kénnen fir
die Diagnostik ausreichend sein, jedoch muss zumindest ein Schub objektiv nachgewiesen sein.

d Raumliche Dissemination kann in der MRT durch das Vorhandensein von einer oder mehr T2-
hyperintensen Lasionen in zumindest zwei von vier MS typischen Regionen des ZNS
(periventrikular, kortikal oder juxtakortikal, infratentoriell, Riickenmark) nachgewiesen werden.

e Zeitliche Dissemination kann in der MRT durch gleichzeitiges Vorliegen von Gadolinium
aufnehmenden und nicht Gadolinium aufnehmenden Lasionen zu jedem Zeitpunkt oder durch
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eine neue T2 hyperintense und/oder Gadolinium aufnehmende L&sion bei einer Follow-Up MRT
im Vergleich zu einer Baseline MRT, unabhangig vom Zeitpunkt der Baseline MRT,
nachgewiesen werden.

fDas Vorliegen von CSF spezifischen oligoklonalen Banden ist kein Nachweis von zeitlicher
Dissemination per se aber kann die Notwendigkeit des Nachweises dieses Kriteriums ersetzen.

Die McDonald Kriterien wurden zu Anwendung bei Personen entwickelt, die sich
mit einem typischen CIS mit Verdacht auf MS oder mit Symptomen die fir eine
demyelinisierende inflammatorische Erkrankung des ZNS sprechen prasentieren.
Bei Anwendung der McDonald Kriterien ist es wichtig, alternative Diagnosen in
Betracht zu ziehen und Differentialdiagnosen auszuschlieRen. Die McDonald
Kriterien sollten nicht verwendet werden um MS von anderen neurologischen
Erkrankungen zu differenzieren, da die MRT Bilder von Patientinnen und
Patienten mit zerebrovaskularen Erkrankungen der kleinen Gefalte, anderen
inflammatorischen aber auch nicht inflammatorischen Erkrankungen der weil3en
Substanz und sogar von gesunden Personen Lasionen zeigen kdnnen, welche die
McDonald Kriterien erflllen.(25,27)

Etwa 10-15% der Patientinnen und Patienten mit MS haben eine Verlaufsform
welche durch progrediente Verschlechterung von Erkrankungsbeginn an
charakterisiert ist (PPMS). Die fur CIS Patientinnen und Patienten entwickelten
McDonald Kriterien wurden deshalb modifiziert, um sie bei Personen mit
progredientem Verlauf anwenden zu kénnen. Die McDonald Kriterien 2017 flr

Personen mit progredientem Verlauf sind in Tabelle 3 dargestellt.(21,25,27,30)

Tabelle 3: McDonald 2017 Kriterien fir die Diagnostik von MS bei Personen mit progredientem

Verlauf ab Ausbruch der Erkrankung

Die Diagnose PPMS kann gestellt werden bei:
o Einem Jahr Krankheitsprogression (retrospektiv/prospektiv) unabhangig von klinischen
Schiben
Und erfiillen von zwei der drei folgenden Kriterien:
o 21 fur MS charakteristische T2-hyperintense Lasionen in einer oder mehr der folgenden
Regionen des Gehirns: periventrikular, kortikal oder juxtakortikal, infratentoriell
o 22 T2-hyperintense Lasionen im Rickenmark
o Vorliegen von CSF-spezifischen oligoklonalen Banden

24



1.5.4 Magnetresonanztomographie

Aufgrund der hohen Sensitivitat in der Darstellung von Plaques im ZNS ist die
MRT Untersuchung das wichtigste Hilfsmittel in der Diagnostik von MS. Typische
MS Plaques im Gehirn sind ovoid und befinden in asymmetrischer, zufalliger
Anordnung in periventrikularen, juxtakortikalen, kortikalen oder infratentoriellen
Arealen. Lasionen im Ruckenmark sind typischerweise zigarrenformig, in ihrer
Langsausdehnung kleiner als die Hohe zweier Wirbelkorper, der Durchmesser
betragt weniger als den halben Durchmesser des Rickenmarkes und die Lage ist
dezentral. Bevorzugte Regionen sind das Halsmark und der Hinterstrang.(69,70)
Neben der Darstellung der Lokalisation der Lasionen, dient die MRT durch
kontinuierliche Untersuchungen auch zur Darstellung neuer Plaques und so kann
aufgrund aktueller diagnostischer Kriterien die Diagnose MS auch in Abwesenheit
einer weiteren klinischen Episode gestellt werden.(2,27)

Die Interpretation der MRT Bilder hangt stark von der Durchfuhrung der
Untersuchung und dem Wissen der befundenen Person Uber MS ab. Um
Fehldiagnosen zu vermeiden, hat die Magnetic Resonance Imaging in MS Gruppe
(MAGNIMS) Guidelines fur die Durchfihrung und Interpretation von MRT
Untersuchungen bei Patientinnen und Patienten mit Verdacht auf MS
veroffentlicht. Neben einem Protokoll welche Areale untersucht werden sollen und
welche Sequenzen verwendet werden sollen, enthalt dieses auch Richtlinien fur
die Befundung. Etablierte Sequenzen in der MS Diagnostik sind Fluid-attenuated
inversion recovery (FLAIR), T1- und T2-gewichtete Sequenzen sowie T1-

gewichtete Sequenzen mit Gabe von gadoliniumhaltigem Kontrastmittel.(69-71)

T2-hyperintense, also helle, Lasionen kdnnen Inflammation, Odeme, Stérungen in

der Myelinscheide, Gliose oder axonale Schadigung darstellen und sind in 90-

95% der MS Patientinnen und Patienten vorhanden. Zwischen T2-

Lasionsvolumen, Anzahl der T2-Lasionen und klinischer Symptomatik besteht nur

eine schwache Korrelation. Ein Grund fir dieses ,klinisch-radiologische

Paradoxon® kdnnte darin liegen, dass die T2-Lasionen klinisch unspezifisch sind
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und sowohl fir Odeme und reversible Gewebsschadigung stehen kénnen, als
auch fur irreversible Demyelinisierung und Axonschadigung. Eine andere
Erklarung fur diese schwache Korrelation konnte darin liegen, dass eine Vielzahl
der T2-Lasionen klinisch stumme Lasionen sind.(70,72)

Der Vorteil der FLAIR Sequenz gegenuber der T2-gewichteten Sequenz ist eine
kurzere Aufnahmezeit bei ahnlicher Sensitivitat, zusatzlich lasst sich bei der FLAIR
Sequenz das Signal des Liquors unterdricken, wodurch vor allem in
juxtakortikalen Arealen das Erkennen der Plaques erleichtert wird.(72)

Ein Teil der in der T2-Sequenz hyperintens abgebildeten Lasionen erscheint auf
T1-gewichteten Bildern hypointens, also dunkel. Diese T1-hypointensen Lasionen
bezeichnet man als ,Black Holes* (Abbildung 5). Der Grofteil dieser Black Holes
verschwindet innerhalb von sechs Monaten, man bezeichnet sie als ,Acute Black
Holes“. Auf MRT Bildern von Follow-Up Untersuchungen sind sie nicht mehr
sichtbar, ihr Ursprung liegt darin, dass sich alle akuten Lasionen mit Storung der
BBB in T1-gewichteten Sequenzen hypointens prasentieren. Jene Black Holes,
die auch auf Follow-Up MRT Bildern bestehen bleiben, bezeichnet man als
.Persistent Black Holes®, sie deuten auf stark vorangeschrittene Demyelinisierung
und starke Axonschadigung hin und sind am haufigsten bei Patientinnen und
Patienten mit langer Krankheitsdauer oder progredienten Verlaufsformen zu
sehen.(69,70,72)

Neue, aktive Lasionen konnen aufgrund der akuten inflammationsbedingten
Storung der BBB dargestellt werden (Abbildung 5). Nach der intravendsen
Verabreichung von gadoliniumhaltigem Kontrastmittel kommt es durch die gestorte
BBB zu einer Aufnahme des Kontrastmittels in die akuten Lasionen im ZNS, diese
Kontrastmittelaufnahme stellt sich in T1-gewichteten Sequenzen hyperintens
dar.(70,72)
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Abbildung 5: Evolution einer MS Lasion. Im Abstand von je zwei Monaten aufgenommene T1-
gewichtete MRT Aufnahmen zeigen die Entwicklung einer neuen kontrastmittelaufnehmenden
Lasion (hell, aulen links) zu einem hypointensen Black Hole (dunkel, auRen rechts). Die
Kontrastmittelaufnahme ist das Korrelat zu einem akuten inflammatorischen Prozess mit Stérung
der BBB. Das Black Hole ist das Korrelat zur voranschreitenden Neurodegeneration. [Reproduced

from (37) with permission from Nature Publishing Group.]

Wie in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, kommt es bei einem
Groliteil der MS Patientinnen und Patienten zu einer in MRT Scans darstellbaren
Atrophie des Gehirns, welche in der Regel auf T1-gewichteten Bildern beurteilt
wird. Diese Atrophie kann zum Teil auch bereits bei CIS und friihen Stadien von
RRMS erkennbar sein. Die Atrophie-Rate ist allerdings bei den verschiedenen MS
Subtypen sehr heterogen. Die Korrelation zwischen Atrophie und kérperlicher bzw.
kognitiver Beeintrachtigung von MS Patientinnen und Patienten ist starker als die
Korrelation zwischen anderen MRT Zeichen und diesen klinischen Parametern.
Darlber hinaus ist die Atrophie ein starkerer Pradiktor fir zukUnftige
Beeintrachtigung als T1- oder T2-Lasionslast. Allerdings ist die Atrophiemessung
von vielen Variablen abhangig und einigen Storfaktoren ausgesetzt. Diese
Methode wird nicht routinemafRig im klinischen Alltag verwendet und derzeit im
Bereich der Forschung eingesetzt.(22,70,73,74)

Neben diesen etablierten Sequenzen gibt es auch eine Vielzahl von neuen MRT
Techniken, die in der MS Forschung bereits eingesetzt werden, welche

beispielsweile eine bessere Darstellung von Plaques in der NAWM oder im
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Cortex ermoglichen oder Perfusionsunterschiede im Gehirn zeigen und somit zum
besseren Verstandnis der Pathophysiologie der MS beitragen. Bei diesen MRT
Techniken bedarf es jedoch noch weiteren Studien wund besserer
Standardisierung, um sie in den Kklinischen Alltag der MS Diagnostik

miteinbeziehen zu kénnen.(70)

1.5.5 Liquor Diagnostik

Aus dem CSF gewonnene Parameter wie Immunglobulin G (IgG)-Index oder IgG
oligoklonale Banden (OCB) sind unterstitzende Kriterien bei der Diagnosestellung
von MS. Die Liquordiagnostik ist ein etablierter Teil der Routine Diagnostik bei
Verdacht auf MS, vor allem auch zur Abgrenzung von Differentialdiagnosen und
ist weiterhin ein wichtiger Bestandteil bei der Diagnosefindung, vor allem bei
klinisch oder radiologisch unklaren Fallen. (75,76) In den McDonald Kriterien 2017
hat die Liquor Diagnostik im Vergleich zu den friiheren Uberarbeitungen wieder an
Wichtigkeit gewonnen. So kann bei Patientinnen und Patienten mit einem
typischen CIS, welche die MRT Kriterien fur raumliche Dissemination erflllen und
bei denen keine bessere Erklarung flr die Symptomatik vorliegt, mit dem
Nachweis von OCB im CSF die Diagnose MS gestellt werden. Die Diagnose kann
dabei selbst ohne den Nachweis von zeitlicher Dissemination in der MRT oder in
Abwesenheit eines zweiten klinischen Schubes erfolgen und somit konnen OCB
im CSF in dieser Situation den Nachweis von zeitlicher Dissemination

ersetzen.(27)

Bei gesunden Personen gelangen IgG durch Diffusion aus dem peripheren Blut in
den Liquor, diese sind ausschliel3lich polyklonal. Der Nachweis von IgG mit OCB
im CSF, welche im Blut nicht vorkommen, ist demnach beweisend flir eine
intrathekale Antikorperproduktion und ist ein Hinweis fir im ZNS stattfindende
pathologische Prozesse (Abbildung 6). Jene Plasmazellen, die das IgG im ZNS
produzieren, liegen vermutlich an den Meningen und im Parenchym.(77) Die
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Sensitivitat der Untersuchung auf das Vorliegen von OCB im CSF hangt von der
angewandten Methode ab, in den McDonald 2017 Kriterien wird empfohlen
Agarosegel Elektrophorese mit isoelektrischer Fokussierung und Immunoblotting
oder Immunofixierung zu verwenden. Ebenso ist es notwendig immer gleichzeitig
Serum und CSF Proben zu untersuchen, um feststellen zu kdnnen, ob die OCB

ausschlieBlich im CSF vorkommen.(27)
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Abbildung 6: Klassifizierung von OCB Mustern.(76-79) (A) Typ 1: Normal; keine OCB in CSF
oder Serum. (B) Typ 2: lokale Synthese; OCB im CSF aber nicht im Serum, dies zeigt isolierte
intrathekale oligoklonale 1IgG Synthese an. Dieses Muster kann bei MS beobachtet werden. (C) Typ
3: ,mirror plus pattern®; zusatzlich zu identen OCB in Serum und CSF auch CSF spezifische OCB.
Dies zeigt lokale Synthese und zuséatzliche systemische Synthese an. Dieses Muster kann bei MS
beobachtet werden. (D) Typ 4: ,mirror pattern®; identische OCB in Serum und CSF, dies zeigt eine
systemische Immunreaktion an. (E) Typ 5: ,mirror steps“; monoklonale Banden in Serum und CSF,
dies zeigt das Vorliegen eines Paraproteins an. [Reproduced from (77) with permission from

Springer Nature.]

Eine rezente Metaanalyse die 12 253 MS- und 2 685 CIS Patientinnen und
Patienten einschloss, untersuchte die Pravalenz von OCB im CSF. Demnach sind
87,7 % der MS- und 68,6 % der CIS betroffenen OCB positiv, aullerdem konnte

gezeigt werden, dass OCB positive CIS Patientinnen und Patienten ein beinahe
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zehnfach erhohtes Risiko haben im weiteren Verlauf MS zu erkranken als OCB
negative. (76)

Laut einer anderen Metaanalyse aus dem Jahr 2013, die 49 Studien untersuchte
und 13 467 Personen einbezog, hat der Nachweis von OCB eine Sensitivitat von
93 % und Spezifitat von 94 %, allerdings sank die Spezifitat auf 61 % beim
Vergleich von MS Erkrankten mit Patientinnen und Patienten mit anderen

entzindlichen Erkrankungen.(77)

Eine weitere Moglichkeit um eine 1gG Produktion im ZNS nachzuweisen ist der
IgG Index. Dabei wird das Verhaltnis des Quotienten von IgG im CSF und im
Serum zum Quotienten des Albumins in CSF und Serum angegeben (CSF-
IgG/Serum-IgG : CSF-Albumin/Serum-Albumin). Liegt dieser Gber 0,7 spricht dies
fur eine IgG Produktion im ZNS. Die Nachteile des I1gG Index liegen in einer
signifikant geringeren Sensitivitat im Vergleich zum Nachweis von OCG im CSF,
darlber hinaus kommt es selten zu einer alleinigen Erhéhung des IgG Index ohne
das Vorliegen von OCB im CSF.(80)

Andere Charakteristika des Liquors bei MS Patientinnen und Patienten sind eine
normale bis leicht erhohte Zellzahl (<25 Zellen pro cm3, vorwiegend

Lymphozyten) und normal bis leicht erhdhtes Protein (< 1g/L).(79)

1.5.6 Evozierte Potenziale

Evozierte Potentiale (EP) werden verwendet um Veranderungen der
Nervenleitgeschwindigkeit darzustellen. Setzt man einen bestimmten externen
Stimulus, kommt es zu einer Reizantwort mit einer spezifischen Latenz und
Amplitude. Anomalien dieser evozierten Potenziale haben eine gute
Ubereinstimmung mit der klinischen Symptomatik, die durch die betroffenen

afferenten Bahnen ausgeldst wird. So kdnnen EP Informationen Uber die zugrunde
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liegende Storung, wie im Falle von MS Demyelinisierung und axonale Schadigung
liefern.

In der MS Diagnostik kann die Untersuchung von visuellen, sensorischen,
auditiven und motorischen EP hilfreich fir die Diagnostik sein, dartber hinaus
konnen durch EP diffuse Symptome objektiviert werden. Durch Demyelinisierung
und axonale Schadigung kommt es zu verlangsamter Reizweiterleitung, Storung
der Weiterleitung von Impulsen mit hoher Frequenz bis hin zur kompletten
Reizleitungsblockade. Diese  Stérungen fuhren zu  charakteristischen
Veranderungen der EP, wie einer bestimmten Wellenmorphologie zusammen mit
einer Latenzverzogerung, welche hinweisend fur eine demyelinisierende
Erkrankung sind, allerdings nicht spezifisch fir MS.

Die Bedeutung von EP fir die MS Diagnostik hat durch die MRT stark an
Bedeutung verloren, da durch MRT Untersuchungen Lasionen mit einer hoheren
Sensitivitat erkannt werden konnen. In den McDonald 2017 Kriterien wird weitere
Forschung auf diesem Gebiet empfohlen, um das Potential der EP fir die

Diagnostik weiter zu explorieren.(25,27,81,82)

1.5.7 Differentialdiagnosen

Bei Personen, die sich mit einer klinischen Symptomatik prasentieren, welche far
raumliche und zeitliche Dissemination typisch ist, verbunden mit fur MS
charakteristischen MRT Zeichen, ist die Diagnose MS sehr wahrscheinlich.
Allerdings gibt es viele atypische Symptome, sogenannte ,Red Flags®, bei deren
Vorkommen beim Verdacht auf eine demyelinisierende Erkrankung an die
Moglichkeit einer alternativen Diagnose gedacht werden muss. Miller et al. liefern
in einem Ubersichtsartikel eine Ubersicht Uber klinische, demografische,
paraklinische und radiologische Red Flags und geben auch eine Wertung Uber die
Gewichtung der einzelnen Red Flags in Bezug auf die Wahrscheinlichkeit einer

anderen Diagnose an.(23)
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Zusatzlich konnen sich eine Reihe von neoplastischen, angeborenen,
metabolischen, vaskularen oder idiopathischen inflammatorisch-
demyelinisierenden Erkrankungen ahnlich wie MS prasentieren (eine Auswahl an
Differentialdiagnosen findet sich in Tabelle 4). Fir ein optimales Management der
Patientinnen und Patienten und deren Therapie ist eine frihe Diagnose
essentiell.(23,25,62)

Zwei der haufigsten Differentialdiagnosen aus der Gruppe der idiopathisch
inflammatorisch-demyelinisierenden Erkrankungen sind die akut disseminierte
Enzephalomyelitis (ADEM) und die Neuromyelitis optica (NMO).

Die ADEM ist bei Erwachsenen selten und tritt vor allem bei Kindern auf. Klinisch
prasentiert sich die ADEM beinahe immer monophasisch, beinhaltet multifokale
neurologische Ausfalle und Enzephalopathie, teilweise liegt eine vorangegangene
Infektion oder Impfung vor. In der MRT zeigen sich symmetrische multifokale oder
diffuse Lasionen, die Liquoranalyse zeigt eine lymphatische Pleozytose und OCB
konnen vorubergehend vorliegen. Da sich sowohl klinische-, radiologische- und
Liquorparameter von ADEM und MS Uberschneiden, sollte bei der Diagnostik der
ADEM vor allem auf das Vorliegen von Enzephalopathie geachtet werden Diese
aulRert sich durch Veranderungen des Bewusstseinszustandes,
Verhaltensanderungen oder veranderte kognitive Funktion und hat typischerweise

einen monophasischen Verlauf. (23,25)

Die NMO ist eine idiopathisch inflammatorisch-demyelinisierende Erkrankung des
ZNS die typischerweise den Nervus opticus und das Rickenmark befallt. Die
klinische Symptomatik und radiologische Charakteristika Uberschneiden sich mit
denen der MS. Erst durch die Entdeckung des Biomarkers IgG Antikorper gegen
Aquaporin 4 (AQP4-IgG) im Serum im Jahr 2004, konnte die NMO als eigene
Erkrankung von MS differenziert werden, diese Differenzierung hat wichtige
Folgen fur Behandlung und Verlauf der Erkrankung. Der Test auf AQP4-IgG im

Serum ist hochspezifisch, allerdings sollte er aufgrund der niedrigen Inzidenz der
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NMO in Europa nicht routinemafRig bei allen Personen mit Verdacht auf eine

demyelinisierende Erkrankung durchgefuhrt werden, sondern nur bei jenen

Patientinnen und Patienten,

die sich mit einem ersten Krankheitsschub

prasentieren, welcher den klinischen Charakteristika einer NMO entspricht.

Tabelle 4: Ausgewahlte Differentialdiagnosen mit schubhaft-remittierenden Verlauf.(25)

Symptomatik

Paraklinische Parameter

NMOSD

Neurosarkoidose

ZNS Vaskulitis

CADASIL

Bindegewebs-
erkrankungen
(SLE, Sjogren
Syndrom, Anti-
phospholipid
Syndrom)
Morbus Behget

Optikusneuritis (vor allem
beidseits)

Transverse Myelitis, starke
Ubelkeit und Erbrechen,
paroxysmale tonische Spasmen

Hirnnervenausfalle,
Myelopathie, rasche
Verschlechterung nach
Absetzen von
Glukokortikosteroiden,
systemische Beteiligung
maoglich

Kopfschmerz, akute ZNS
Syndrome wie Hemiparese oder
Ataxie, systemische Beteiligung
maoglich

Migrane, wiederkehrende akute
Hemiparese oder andere
vaskulare Syndrome,
Neuropsychiatrische Stérungen,
Demenz

Optikusneuritis, transverse
Myelitis, systemische
Beteiligung moglich

Hirnstammsyndrom,
Myelopathie, orale und genitale
Ulzera, intraokulare Entziindung

MRT: ausgedehnte Lasionen im N.
Opticus, weitere Lasionen im Gehirn,
Lasionen mit einer Ausdehnung von = 3
Wirbelkérper im RM

CSF: in 20 % OCB vorhanden

IgG gegen Aquaporin-4 im Serum
MRT: KM Aufnahme der Meningen und
nodular innerhalb der Lasionen,
vergrofRerte Tranendriisen

CSF: OCB teilweise vorhanden
Charakteristisches Lungenréntgen

MRT: Punkitférmige oder grofiere
Lasionen in weiflder und grauer Substanz,
haufig KM aufnehmend

CSF: OCB teilweise vorhanden

Serum ANCA

MRT: Ausgedehnte Veranderungen in der
weillen Substanz

CSF: keine OCB

Test auf NOTCH3 Genmutation

CSFE: OCB meist nicht vorhanden
Test auf ANA, Antiphospholipid AK, IgG
gegen Aquaporin 4

MRT: KM aufnehmende Lasionen, v.A. in
Mittelhirn, Thalami, Capsula Interna
CSEF: Pleozytose (> 50 Zellen/cm?), OCB
meist nicht vorhanden

NMOSD = Neuromyelitis optica Spektrum Erkrankungen, RM = Ruckenmark, KM = Kontrastmittel,
ANCA = Anti-Neutrophile  zytoplasmatische Antikorper, CADASIL = Zerebrale autosomal-
dominante  Arteriopathie mit  subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie,
SLE = Systemischer Lupus Erythematodes, ANA = Antinukledre Antikorper

Typische klinische Symptomatik der NMO beinhaltet eine Optikusneuritis, die im
Gegensatz zu MS haufig bilateral auftritt, transverse Myelitis, ein Area postrema
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Syndrom, gekennzeichnet durch anderweitig nicht erklarbare Episoden von
Schluckauf, Ubelkeit und Erbrechen oder ein Hirnstamm Syndrom. Charakteristika
der NMO in der MRT sind ausgedehnte longitudinale Lasionen im Rickenmark,
die sich Uber mindestens 3 Wirbelsegmente erstrecken und im Vergleich zu MS
eher zentral liegen, sowie ausgedehnte Lasionen im N. opticus, welche sich
beispielsweise Uber die halbe Strecke von Orbita zu Chiasma Optimum
ausbreiten. Im Gegensatz zur MS sind OCB bei NMO nur selten
vorhanden.(23,25,83-85)

Es gibt Hinweise das Antikorper gegen das Myelin-Oligodendrozyten-
Glykoprotein, ein Protein das ausschliellich im ZNS an der Oberflache der
Myelinscheiden und an der Plasmamembran von Oligodendrozyten exprimiert
wird, eine Rolle in der Pathogenese der ADEM und bei AQP4-IgG seronegativer
NMO spielt. Die genaue Rolle dieses Antikorpers ist derzeit jedoch unklar und es
bedarf weiterer Studien um die Kklinische Relevanz dieses Antikorpers flr

Diagnostik, Prognose und Behandlung zu ergriinden.(86,87)

1.6 Therapie

Trotz intensiver Forschung im Bereich neuer MS Medikationen gibt es aktuell noch
keine kausale Therapie. Die Behandlung der MS kann in Schubtherapie, also
Behandlung der Symptome einer Verschlechterung im Rahmen eines Schubes
und eine verlaufsmodifizierende Therapie, deren Ziel es ist, das Auftreten neuer
Schube zu verhindern, unterteilt werden. Zusatzlich werden symptomatische
Medikamente eingesetzt um Beeintrachtigungen zu behandeln die im Laufe der
Erkrankung auftreten, wie beispielsweise Muskelspasmen, Inkontinenz oder
sexuelle Dysfunktion.

Der Nachteil der aktuellen verlaufsmodifizierenden Therapie liegt darin, dass ihre
Wirkungsweise grofltenteils auf die schubhaft inflammatorische Phase der MS
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limitiert ist und sie zwar die Beeintrachtigung, welche sich im Rahmen von
Schuben akkumuliert mindert, jedoch wenige Therapien zu Verfugung stehen, die
die Progression und die damit assoziierte Beeintrachtigung
aufhalten.(2,30,31,88,89)

In einer rezenten Phase Il Studie konnte eine signifikant niedrigere Rate an
klinischer und MRT Progression bei PPMS Patientinnen und Patienten unter
Ocrelizumab Therapie im Vergleich mit Placebo gezeigt werden.(90)

Bei Ocrelizumab handelt es sich um einen humanisierten monoklonalen
Antikorper, der seine Wirkung durch selektive Depletion von CD20 exprimierenden
B-Zellen entfaltet. Bei Personen mit einer primar progredienten Verlaufsform wird
eine Ocrelizumab Therapie empfohlen, die Marktzulassung der European

Medicines Agency erfolgte im Janner 2018.(91-94)

Das aktuelle Therapieschema der Deutschen Gesellschaft flir Neurologie aus dem
Jahr 2014 findet sich in Tabelle 5 . Auch das European Committee for Treatment
and Research in Multiple Sclerosis (ECTRIMS) und die European Academy of
Neurology haben aktuell gemeinsam Guidelines fur die MS Therapie, welche
Anfang 2018 veréffentlicht wurden.(88,95,96)
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Tabelle 5: Therapieschema der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie. ©DGN/Prof. Ralf Gold.
Aus: Leitlinien fiir Diagnostik und Therapie in der Neurologie, www.dgn.org

cis’ RRMS' SPMS'
1. Wahl 2. Wahl 3. Wahl

Qe eAlemtuzumab | eMitoxantron | eExperimen-
g .:g eFingolimod *(Cyclopho- telle Mit Ohne
o eNatalizumab | sphamid) Verfahren aufgesetzten aufgesetzte
8 5 Schiiben Schibe
>

eGlatirameracetat eDimethylfumarat einterferon-B 1as.c. | eMitoxantron

eInterferon-B 1ai.m. | eGlatirameracetat eInterferon-g 1b s.c. ¢(Cyclopho-

eInterferon-B 1a s.c. eInterferon-B 1a i.m. sphamid)*

eInterferon-B 1b s.c. eInterferon-p 1a s.c.
eInterferon-B 1b s.c.

Verlaufsmodifizierende Therapie

Q
g g oPEG-Interferon-g 1a s.c.
3o eTeriflunomid
EZ o(Azathioprin)?
O = 3
T o(IVig)
g >
&2 2. wahl ePlasmapherese
2 ®©
55
» £| 1. Wahl eMethylprednisolonpuls

Die Wirkstoffe Ocrelizumab und Cladribin sind bereits zur MS Behandlung zugelassen aber noch
nicht im Therapieschema der DGN verankert.

Bei Versagen der verlaufsmodifizierenden Therapie bei milder/moderater Verlaufsform einer MS
werden diese Patientinnen und Patienten wie eine aktive MS behandelt.

"Substanzen in alphabetischer Reihenfolge; die hier gewahlte Darstellung impliziert keine
Uberlegenheit einer Substanz gegeniiber einer anderen innerhalb einer Indikationsgruppe.

2 Azathioprin; zugelassen wenn Interferon-B nicht moglich oder unter Azathioprin Therapie stabiler
Verlauf erreicht.

3IVIlg; Einsatz nur postpartal im Einzelfall gerechtfertigt, insbesondere vor dem Hintergrund
fehlender Behandlungsalternativen.

4 Cyclophosphamid; zuglassen fiir bedrohlich verlaufende Autoimmunkrankheiten, somit lediglich
nur fur fulminante Falle als Ausweichtherapie vorzusehen, idealerweise nur an ausgewiesenen
MS-Zentren.

CIS = klinisch isoliertes Syndrom, RRMS = Schubférmig remittierende MS, SPMS = Sekundar

progrediente MS, i.m. = intramuskular, s.c. = subkutan, IVlg = intravendse Immunglobuline.
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1.6.1 Schubtherapie

Die Standardtherapie eines akuten Schubes besteht in der Gabe von
Glukokortikosteroiden (GKS). Ziel dieser Behandlung liegt in der rascheren
Ruckbildung der Symptomatik des aktuellen Schubes, auf die Langzeitprognose
und das zuklnftige Auftreten neuer Schibe hat die Gabe von
Glukokortikosteroiden allerdings keinen Effekt.(88,97)

Im deutschsprachigen Raum hat sich die Gabe eines Methylprednisolonpulses
etabliert, hierbei wird eine tagliche Dosis von 500-1000mg Methylprednisolon
intravenos fur drei bis finf Tage in Form einer Kurzinfusion verabreicht. Kommt es
in diesem Zeitraum zu keiner Besserung, kann die GKS Therapie auf maximal 10
Tage verlangert werden. Vorzugsweise erfolgt die Verabreichung morgens, da
dies eher dem physiologischen Hormonverlauf entspricht und fir bessere
Vertraglichkeit sorgt. Der Vorteil von Methylprednisolon oder auch Dexamethason
gegenuber anderen Glukokortikosteroiden liegt in einer besseren Liquorgangigkeit
und linearen Dosiskinetik, bei gleichzeitig schwacherer mineralkortikoider
Wirkung.(88,98)

Bei Patientinnen und Patienten, die auf die GKS Therapie nicht ansprechen, kann
zwei Wochen nach Gabe der ersten GKS Dosis eine ultrahochdosierte Therapie
mit bis zum 2000mg GKS erfolgen. Bleiben die Symptome weiter bestehen, sollte
als Alternative eine Plasmapherese durchgefihrt werden. Eine rezente Studie
untersuchte das Ansprechen von CIS und MS Patientinnen und Patienten auf eine
Plasmapherese, demnach kam es in 72 % der Falle zu einer Besserung der
klinischen Symptomatik.(88,99)

1.6.2 Verlaufsmodifizierende Therapie

Aktuell sind laut der European Medicines Agency 14 verschiedene Medikamente
zur krankheitsmodifizierenden Therapie in der Europaischen Union zugelassen.
Diese haben verschiedene Wirkungs- und Nebenwirkungsprofile, aul3erdem ist die

Verabreichungsform und —frequenz unterschiedlich. Die Entscheidung, welche
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Behandlung fiur individuelle Patientinnen und Patienten am besten geeignet ist
gestaltet sich auRerst komplex. Die Wahl der Medikation hangt nicht nur von der
Wirkung der einzelnen Praparate ab, sondern ist aufgrund der verschiedenen
Darreichungsformen und Therapieschemata auch stark von der Adherence der
behandelten  Personen abhangig. Daruber hinaus muss in der
verlaufsmodifizierenden Therapie beachtet werden, dass aufgrund der
verschiedenen Wirkmechanismen der verfligbaren MS Therapeutika und deren
Auswirkungen auf das Immunsystem ein Wechsel der Therapie sorgfaltig geplant
werden muss, da Auswaschphasen und Karenzzeiten von bis zu sechs Monaten
eingehalten werden mussen.

Das Ziel der Therapie ist die Reduktion der Schubrate und die Verminderung der
Ansammlung von Lasionen im ZNS, um so eine Beeintrachtigung, die durch
unvollstandige Remission von Schiben entsteht, zu verhindern (Abbildung 7). Um
den Ausbruch von MS hinauszuzdgern, sollte bereits bei CIS Patienten eine
krankheitsmodifizierende Therapie mit Interferon- oder Glatirameracetat
eingeleitet werden.(88,100,101)

Laut den aktuellen DGN Leitlinien sollte die Fruhtherapie der RRMS mit den
parenteral zu verabreichenden Interferon- Praparaten oder Glatirameracetat
erfolgen. Zusatzlich stehen zur Behandlung von milden oder moderaten
Verlaufsformen die taglich oral zu verabreichenden Optionen Dimethylfumarat
oder Teriflunomid zur Verfugung. In Summe werden diese Therapeutika auch als
Jfirst-line“ Therapien bezeichnet.

Interferon-B ist das bereits am langsten in der MS Therapie eingesetzte
Therapeutikum und besitzt ein gunstiges Nutzen-Risiko Profil, dies konnte in
vielen Studien belegt werden.(102,103) Das von Fibroblasten produzierte
Polypeptid hat eine entzindungshemmende und immunmodulatorische Wirkung,
die genauen Wirkmechanismen sind jedoch nicht bekannt. Potentielle
Angriffsmechanismen von Interferon-B sind die Regulation der T-Zell Aktivierung

und Proliferation, Induktion antiinflammatorischer Zytokine oder Hemmung der
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Migration von Immunzellen durch die BBB und die Hemmung der iNOS
Expression auf Gliazellen. In der MS Therapie stehen die rekombinanten Formen
Interferon-B 1a oder 1b zur Verfligung. Die verschiedenen Interferone
unterscheiden sich sowohl in der Applikationsfrequenz als auch in der
Applikationsform, welche entweder intramuskular oder subkutan erfolgt.

Typische Nebenwirkungen sind grippeahnliche Symptome wie Fieber, Kopf- und
Muskelschmerzen oder Schuttelfrost nach der Injektion, welche sich durch die
prophylaktische Gabe von Ibuprofen oder Paracetamol lindern lassen. Uberdies
konnen bei den subkutan verabreichten Praparaten lokale Hautreaktionen
auftreten. AuBRerdem kann es zur Bildung von neutralisierenden Antikorpern

kommen, welche die Wirkung der Therapie vermindern.(88,100,102—-104)

Liegt trotz Einsatz eines ,first-line® Therapeutikums eine hohe Krankheitsaktivitat
vor oder besteht von Krankheitsbeginn an ein schwerer, schnell voranschreitender
Verlauf, sollte eine Therapie mit einem sogenannten ,second-line“ Therapeutikum
erfolgen.

Von der DGN empfohlene Wirkstoffe sind Fingolimod, sowie die monoklonalen
Antikdrper Natalizumab und Alemtuzumab. Fingolimod und Natalizumab entfalten
ihre Wirkung durch eine Hemmung der Migration von Immunzellen ins ZNS,
Alemtuzumab erkennt das Oberflachenantigen CD52, das vom Groliteil aller
immunkompetenten Zellen im peripheren Blut exprimiert wird und sorgt fur eine
Zerstorung dieser. Allerdings gilt zu beachten, dass diese Medikamente neben der
guten Wirksamkeit bei MS aufgrund ihrer Wirkmechanismen zum Teil schwere
Nebenwirkungen auslésen kdnnen, etwa im Falle von Natalizumab das Auftreten

der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie.(88,100,103)
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Abbildung 7: Vergleich verschiedener krankheitsmodifizierender MS-Therapien mit Placebo: (a) in
Bezug auf Schubrate, (b) in Bezug auf EDSS Reduktion. IM = intramuskular, SC = subkutan.
[Reproduced from (100) with permission from Wolters Kluwer Health, Inc.]
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1.7 Biomarker bei Multipler Sklerose

Ein Biomarker ist definiert als ein Merkmal, das objektiv gemessen und
ausgewertet wird und als Indikator flr normale biologische Prozesse,
pathologische Prozesse oder das pharmakologische Ansprechen auf eine
therapeutische Intervention dient.(105)

MS ist eine sehr komplexe Erkrankung mit einem hohen Mal} an Heterogenitat in
klinischer, radiologischer, pathologischer sowie auch in therapeutischer Hinsicht.
Da MS Lasionen kaum biopsiert werden, werden Biomarker bendétigt, welche die
verschiedenen Aspekte der Krankheit objektivierbar darstellen. Biomarker haben
das Potential zu einem besseren Verstandnis von Atiologie und Pathogenese
beizutragen, die Diagnostik zu verbessern, den Effekt von Therapien zu
bestimmen oder bei der Entdeckung neuer Therapieformen hilfreich zu sein.

Nach einem rezenten Ubersichtsartikel kdnnen molekulare Biomarker bei MS in
vier Kategorien unterteilt werden: pradiktive Biomarker, diagnostische Biomarker,
Biomarker die die Krankheitsaktivitat anzeigen und Biomarker, die das
Ansprechen auf Therapie quantifizieren. Verschiedene Biomarker konnen

allerdings auch in mehreren Kategorien inkludiert werden.(106,107)

Pradiktive Biomarker kdnnen eingesetzt werden um Personen zu erkennen, die
zwar asymptomatisch sind aber ein erhéhtes Risiko haben an MS zu erkranken.
Beispielsweise konnten so Verwandte von MS Patientinnen und Patienten
untersucht werden, um das individuelle Erkrankungsrisiko zu bestimmen.
Diagnostische Biomarker konnen verwendet werden um bei Personen, die sich mit
einer neurologischen Symptomatik prasentieren, die flr eine demyelinisierende
Erkrankung spricht, zu unterscheiden, ob es sich um MS, eine andere Erkrankung
oder um gesunde Personen handelt. Ein Beispiel fur einen diagnostischen
Biomarker ware das Auftreten von AQP4-IgG im Serum, ein Biomarker der
hochspezifisch fir NMO Patienten und Patientinnen ist und auch in den
diagnostischen Kriterien fur diese Erkrankung verankert ist.(83,106)
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Biomarker welche die Krankheitsaktivitat anzeigen konnen von den zugrunde
liegenden pathophysiologischen Prozessen der MS beeinflusst sein. So spielen
vermutlich Biomarker, welche fir Inflammation, Demyelinisierung und oxidativen
Stress stehen, eine starkere Rolle wahrend der schubhaft-remittierenden Phase,
Biomarker fur axonale Schadigung und Neurodegeneration hingegen eher fur das
progrediente Voranschreiten der Erkrankung. Diese Form der Biomarker konnte,
zusammen mit radiologischen und klinischen Methoden, hilfreich sein um
Patientinnen und Patienten mit aktivem Verlauf von solchen mit milden Verlaufen
zu unterscheiden und somit helfen, die Therapie je nach Krankheitsaktivitat zu
adaptieren.

Trotz intensivster Forschung stehen aktuell praktisch nur eine Handvoll Biomarker
fur den klinischen Alltag zur Verfigung. Beispiele hierflr sind die Untersuchung
auf Antikorper gegen den JC-Virus bei Natalizumab Therapie, der eine
progressive multifokale Leukenzephalopathie auslosen kann oder der Nachweis
von neutralisierenden Antikdrpern unter Interferon-3 Therapie, die die Wirksamkeit
der Therapie hemmen. Somit kdénnen Biomarker entscheidend flr
Therapieplanung und Sicherheit der MS Therapie sein.(102,103,106)

1.7.1 Biomarker in verschiedenen Korperflissigkeiten

Biomarker kdonnen in verschiedenen Korperflissigkeiten bestimmt werden, im Fall
von MS werden vor allem CSF und peripheres Blut verwendet. Biomarkeranalysen
aus anderen Korperflissigkeiten, wie Urin, Speichel und Tranenflissigkeit, werden
bei MS seltener als bei anderen Erkrankungen durchgefihrt und es bedarf
weiterer Forschung in diesem Bereich.

Der Vorteil von Liquor liegt in seiner engen Beziehung zum ZNS. Er wird im ZNS
gebildet und umsplilt dieses, somit liegt der Liquor direkt an dem Ort, an dem sich
die pathologischen Prozesse bei MS abspielen. Allerdings ist Liquor schwer
zuganglich, die Gewinnung von Liquor durch eine Lumbalpunktion ist eine invasive

Methode, welche die Mdglichkeit wiederholter Messungen einschrankt und somit
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die Eingliederung in den Kklinischen Alltag im Rahmen von regelmafligen
Verlaufskontrollen erschwert.

Im Gegensatz dazu ist die Abnahme von peripherem Blut aus einer Vene weniger
invasiv und somit flr wiederholte Messungen im klinischen Alltag besser geeignet.
Auch wenn das periphere Blut mehr Einflussfaktoren wie beispielsweise
systemischen Inflammationen ausgesetzt ist und verschiedene Komponenten
durch Verdunnung in geringeren Konzentrationen als im CSF vorliegen, ist die
Gewinnung von Biomarkern aus dem peripheren Blut aufgrund der leichteren

Zuganglichkeit zu bevorzugen.(106)

1.7.2 Notwendigkeit der Erforschung neuer Biomarker

Trotz Fortschritten in der MS Therapie und neuen Erkenntnissen in Hinsicht auf
die Pathophysiologie der MS, ist das Wissen uUber diese Erkrankung bei weitem
nicht vollstandig. Es besteht ein Bedarf an neuen Biomarkern fur MS, um das
Verstandnis Uber die Grundlagen der MS zu erweitern, den Verlauf genauer
objektivieren und prognostizieren zu kénnen, Therapiestrategien zu verfeinern,
und um die Diagnostik zu prazisieren. Trotz intensiver Forschung auf diesem
Gebiet haben die meisten Biomarker allerdings noch keine Relevanz fir den
klinischen Alltag.

Neue diagnostische Biomarker konnen hilfreich sein um Personen in frihen
Erkrankungsphasen, welche die diagnostischen Kriterien fur eine MS Diagnose
noch nicht erflillen, zu erkennen und somit frihzeitig eine spezifische Therapie zu
starten oder um, wie im Falle der NMO, durch erkennen spezifischer Biomarker
andere Differentialdiagnosen zu erkennen und eine Fehlbehandlung mit potentiell
negativen Auswirkungen zu verhindern. Ein weiterer Grund fir die Notwendigkeit
neuer Biomarker liegt darin, dass Diagnostik und Verlaufsbestimmung stark von
der Erfahrung der behandelnden Arztinnen und Arzte mit MS abhangt, dadurch
gibt es einen Bedarf an objektiven Biomarkern um die klinische

Entscheidungsfindung zu unterstitzen und zu objektivieren.(75,106)
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1.7.3 Biomarker fir Neurodegeneration und Axonschadigung

Fortschreitende = Axonschadigung und  Neurodegeneration sind das
morphologische Korrelat zur von Erkrankungsbeginn an kontinuierlich im
Hintergrund ablaufenden Krankheitsprogression im ZNS bei MS. Dariber hinaus
ist der Verlust von Axonen ein irreversibler Prozess, welcher ursachlich flr das
Voranschreiten der Erkrankung ist und die Hauptursache der dauerhaften
neurologischen Beeintrachtigungen bei MS Patientinnen und Patienten. Aktuell
gibt es keine im klinischen Alltag einsetzbaren Biomarker, welche die Progression
bestimmen oder voraussagen kdnnen. Da es bereits frih im Verlauf der MS zu
Axonschadigung kommt, haben Biomarker, welche diese Anderungen erfassen,
das Potential eine objektive Prognose zu ermdglichen und frihzeitig Informationen
bezlglich der Wirksamkeit einer Therapie darzustellen.(108—110)
Vielversprechende Biomarker flr Progression sind Untereinheiten von
Neurofilamenten, die nach ihrer molekularen Masse benannten Neurofilament
light- (NfL), Neurofilament intermediate (NfM) und Neurofilament heavy chains
(NfH). Neurofilamente sind wichtige Bestandteile des axonalen Zytoskeletts,
kommt es zur Schadigung von Axonen werden Neurofilamente in den
Extrazellularraum freigesetzt. Am besten erforscht sind die NfL, welche eher mit
inflammatorischer axonaler Schadigung assoziiert sind und NfH, welche starker
mit chronischer axonaler Schadigung korrelieren. In einem rezenten
Ubersichtsartikel beschreiben Teunissen und Khalil die Rolle von Neurofilamenten
als Biomarker bei MS. Demnach sind erhéhte NfL Werte im CSF assoziiert mit
Schuben, gadoliniumaufnehmenden Lasionen, Auftreten von OCB und der
Zellzahl im CSF. AuRerdem traten erhdohte NfL Werte bei Patientinnen und
Patienten auf, bei denen es zur Konversion von CIS zu MS kam, allerdings gab es
keinen starken Zusammenhang mit der Progression. Im Gegensatz dazu sind
erhohte CSF NfH Werte, welche bei RRMS und SPMS auftraten, laut diesem
Artikel assoziiert mit Progression in Bezug auf den EDSS, wodurch der NfH Wert
potentiell prognostischen Wert haben kénnte.(106,108)
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Durch technische Limitationen war es bis vor kurzem nicht moglich, NfL im Serum
zu messen, da bisherige Methoden eine zu geringe Sensitivitat aufwiesen. Disanto
et al. konnten durch Anwendung eines technisch weiterentwickelten Verfahrens,
des Single Molecule Array (Simoa), die Sensitivitat stark erhdhen und somit in
einer kurzlich publizierten Studie zeigen, dass Serum NfL Werte die NfL
Konzentrationen im CSF widerspiegeln und Serum NfL Werte bei MS Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant erhoht sind. Uberdies zeigte die
Studie erhdhte Serum NfL Werte bei MS Erkrankten, welche kirzlich einen Schub
erlitten hatten und bei Personen mit einem hoheren EDSS Wert, sowie eine
Assoziation von Serum NfL mit der Anzahl von T2- und gadoliniumaufnehmenden
Lasionen. Aulierdem ergab die Studie, dass es zu einer Abnahme des Serum NfL
Wertes mit zunehmender Dauer einer verlaufsmodifizierenden Therapie kommt.
Dementsprechend konnte Serum NfL eine Rolle in der Quantifizierung der
Schwere der Erkrankung spielen, klinische Verschlechterungen anzeigen oder zur

Uberwachung verlaufsmodifizierender Therapien dienen.(111,112)

1.7.3.1 Stickoxid als Biomarker

NO ist sehr reaktionsfreudiges Molekll und hat eine sehr kurze Halbwertszeit,
deshalb kann es in vivo nur schwer gemessen werden. Die Messung der
stabileren Endprodukte Nitrit (NO2-) und Nitrat (NOs-) bietet allerdings eine
Madglichkeit einen Rickschluss auf die NO Produktion in vivo zu ziehen, die
Summe dieser beiden Werte wird als NOx bezeichnet.(34,113)

Verschiedene Studien haben die NOx Werte bei MS Patientinnen und Patienten im
CSF untersucht. Im Grofteil dieser Studien konnte ein signifikant erhdhter NOx
Wert im CSF bei an MS erkrankten Personen festgestellt werden.(114-119) In
zwei Studien konnte gezeigt werden, dass die CSF NOx bzw. Nitrit Werte bei
aktivem Verlauf und in frihen Phasen im Vergleich mit Personen mit stabilem
Verlauf signifikant erhdht waren, folglich CSF NOx ein Marker fur inflammatorische
Krankheitsaktivitdt sein kdnnte (116,119). Auch bei PPMS Patientinnen und
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Patienten konnten erhdhte CSF NOx Werte werden.(115,116). Des Weiteren
konnten Rejdak et al. in einer longitudinalen Studie eine Assoziation zwischen
erhohten Baseline CSF NOx Werten und EDSS Progression nachweisen, ebenso
wie eine Korrelation zwischen Baseline CSF NOx Werten und T2-Lasionslast in
MRT Untersuchungen.(116) Zusammenfassend hat CSF NOx somit Potential als
diagnostischer Marker und es gibt Ergebnisse, die auch ein Potential als
Progressionsmarker erkennen lassen, allerdings sind CSF Werte aufgrund der
notwendigen Lumbalpunktion nicht optimal fur eine klinische Anwendung als
Progressionsmarker.

Bisherige Studien zu NOx Werten im peripheren Blut lieferten diametrale
Ergebnisse. Es wurden sowohl signifikant erhéhte Werte bei MS Patientinnen und
Patienten (114,117,120-126), als auch signifikant erniedrigte Werte (127—-129) im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen berichtet, ebenso gab es Studien, die
keinen signifikanten Unterschied zwischen MS Patientinnen und Patienten und
gesunden Kontrollgruppen feststellen konnten (115,118,130). Die Aussagekraft
und Qualitat der durchgefihrten Studien ist sehr unterschiedlich, da teils geringe
KohortengroRen untersucht wurden, MS Verlaufsformen, Krankheitsdauer und
weitere Faktoren variierten. AuRerdem wurden die NOx Werte sowohl im Serum
als auch Plasma ermittelt, ein weiterer Faktor der den Vergleich der Studien

potentiell erschwert.

1.8 Fragestellung

Oxidativer Stress spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese der MS und fuhrt
zu Neurodegeneration und zum Voranschreiten der Erkrankung. Aktuelle
Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass neben ROS auch RNS, im
speziellen NOx, ein entscheidender Faktor in der MS Pathogenese ist. Es gibt
mehrere Studien die sich mit NOx im CSF befassten (114-119), die Datenlage
bezlglich NOx im Serum ist jedoch weitgehend unklar.(114,115,117,118,120-130)
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Ziel dieser Diplomarbeit ist es, durch Bestimmung der Serum NOx Werte an einer
grolReren Kohorte im Vergleich mit gesunden Kontrollen, zu untersuchen inwiefern
sich Serum NOx als Biomarker fur Krankheitsprogression eignet. Auferdem soll
geklart werden, welchen Einfluss verschiedene MS Verlaufsformen, Therapie,
ausgewabhlte klinische Parameter, sowie Lebensstilfaktoren auf den NOx Wert im
Serum haben. Der Grund, warum die Bestimmung des NOx Wertes aus Serum
gegenuber CSF flur diese Diplomarbeit gewahlt wurde, trotz der potentiellen
Schwierigkeit von vermehrter Verdinnung von NOx im peripheren Blut und der
Maglichkeit von Stérung durch systemische Einflisse, liegt in der geringeren
Invasivitat einer Blutabnahme gegenuber einer Lumbalpunktion, wodurch sich

Serum Biomarker besser zur klinischen Verlaufskontrolle eignen.(34,75,106)
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2 Material und Methoden

2.1 Patientinnen, Patienten und Kontrollen

Im Rahmen dieser Studie wurden 138 Patientinnen und Patienten untersucht die
in der Ambulanz fur multiple Sklerose am Institut fur Neurologie der Medizinischen
Universitat Graz behandelt werden. Einschlusskriterien waren die Diagnose CIS

oder MS bei zu Probeentnahme gultigen diagnostischen Kriterien.(23,63,67,68)

Die Kontrollgruppe besteht aus 76 gesunden Erwachsenen und wurde anhand der
demographischen Daten an die Studienkohorte angepasst. Es wurden folgende
Ausschlusskriterien definiert: keine chronischen oder akuten Erkrankungen wie
Diabetes mellitus, kardiovaskulare Erkrankungen, Leber- oder
Nierenerkrankungen oder Schilddrisenfunktionsstorungen sowie keine dauerhafte
Einnahme von Medikamenten. Schwangere und stillende Frauen wurden ebenso

ausgeschlossen.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitat Graz
genehmigt. Alle Teilnehmerinnen und Teilnehmer waren volljahrig und gaben nach
ausfuhrlicher Aufklarung ihr schriftiches Einverstandnis an der Studie

teilzunehmen.

2.2 Blutabnahme und Bestimmung des Serum NOy Wertes

Blut wurde durch die Punktion einer peripheren Vene gewonnen, sofort bei
Raumtemperatur zentrifugiert und anschliefend bei -80 °C nach aktuellen
Biobanking Richtlinien bis zur Analyse aufbewahrt.(131) Die verwendeten Aliquote
wurden fur die Analysen dieser Studie erstmals aufgetaut. Die Lagerung und
Handhabung der Blutproben erfolgte durch geschulte Analytikerinnen und
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Analytiker, welche keine klinischen Informationen Uber die Studienteilnehmerinnen

und Studienteilnehmer hatten.

Die Serum NOx Konzentration wurde mittels Quantifizierung der Metaboliten Nitrit
und Nitrat mithilfe des NO Quantification Kit der Firma Active Motif (Rixensart,
Belgien) und spektralphotometrischer Analyse bei 540nm wie vom Hersteller

empfohlen durchgefuhrt und die Ergebnisse in Mikromolar dargestellit.

2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit den Programmen SPSS 23.0 der Firma
SPSS Inc. (Chicago, lllinois, USA) und GraphPad Prism 5 der Firma Graph Pad
(San Diego, USA) durchgefihrt.

Zur Untersuchung auf Unterschiede bezuglich der Geschlechterverteilung von
Kontrollgruppe und Patientinnen und Patienten wurde der Chi-Quadrat Test
angewandt. Die Daten wurden mithilfe des Kolmogorov-Smirnov Tests auf
Normalverteilung gepruft. Fur die Analyse von Gruppenunterschieden zwischen
zwei Gruppen wurde der t-Test bzw. der Mann-Whitney U Test verwendet. Zum
Vergleich von mehr als zwei Gruppen diente der Kruskall-Wallis Test. Bei der
Analyse des Einflusses des taglichen Zigarettenkonsums auf den Serum NOxWert
wurden die p-Werte mit der Bonferroni Korrektur flr multiples Testen korrigiert. Zur
Berechnung der Korrelationskoeffizienten zwischen den Serum NOx Werten,
klinischen und demographischen Daten sowie Lebensstilfaktoren wurde der

Spearman Rangkorrelationskoeffizient verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische Daten

Im Rahmen dieser Studie wurden die Serum NOx Werte von insgesamt 214
Personen untersucht, zwischen Studienkohorte und Kontrollgruppe gab es keinen
signifikanten Unterschied bezlglich Alter und Geschlecht.

Fir die Sammlung der demografischen Daten (Tabelle 6) wurden Geschlecht und
Alter bei Probeentnahme ermittelt, dariber hinaus zu einem spateren Zeitpunkt
retrospektiv Daten bezlglich Raucherstatus, KorpergroRe und Koérpergewicht bei
Probeentnahme. Die retrospektiven Daten konnten von 111 der 138 Patientinnen
und Patienten ermittelt werden. Aus den Daten zu Korpergrofie und Korpergewicht
wurde der Body Mass Index (BMI) berechnet. Personen die Angaben zu rauchen

wurden in die Kategorien < 10 und = 10 konsumierte Zigaretten pro Tag eingeteilt.

AuBerdem wurden klinische Verlaufsform nach zum Zeitpunkt der Blutabnahme
gultigen McDonald Kriterien, Vorliegen einer MS Therapie zum Zeitpunkt der
Probeentnahme, sowie die Erkrankungsdauer festgestellt. Zur Beurteilung der
Beeintrachtigung wurde der aktuellste schubfreie EDSS Wert herangezogen, der
vor der Probeentnahme in der Ambulanz durch eine Neurologin oder einen
Neurologen festgestellt wurde.(67,68)

Patientinnen und Patienten, welche bei Probeentnahme eine
verlaufsmodifizierende Therapie erhielten, wurden mit einem der folgenden
Wirkstoffe behandelt: Interferon-B (n =53), Glatirameracetat (n=13) oder
Natalizumab (n = 20).
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Tabelle 6: Demographische und klinische Daten

CIS/MS* KG p Wert
Anzahl 138 76 NA
Anzahl weiblich (%) 86 (62,3) 48 (63,2) NS
Alter bei PE, Mittelwert (SD) 36,3 (9,3) 36,1 (9,0) NSP
KD bei PE in Jahren, Median (IQR) 4,7 (2,3-9,2) NA NA
Anzahl Pat. Mit MS Therapie bei PE (%) 86 (62,3) NA NA
EDSS vor PE, Median (IQR) 1,5 (0,0-2,0) NA NA
BMI bei PE, Median (IQR), n = 1114 23,7 (21,3-27,0) 22,7 (20,0-25,2) 0,017¢
Anzahl Raucher bei PE (%), n = 111¢ 39 (35,1) NA NA
Anzahl akuter Schub® (%) 6 (4,3) NA NA
Serum NOyin pM, Median (IQR) 7,6 (5,4-11,2) 7,6 (5,8-10,9) NS¢

CIS = klinisch isoliertes Syndrom, MS = Multiple Sklerose, KG = Kontrollen, NA = nicht
anwendbar, NS = nicht signifikant, KD = Krankheitsdauer, PE = Probeentnahme,
SD = Standardabweichung, IQR = Interquartilsabstand, Pat. = Patientinnen und Patienten,
RRMS = schubhaft remittierende MS, SPMS = sekundar progrediente MS.

* Die CIS/MS Gruppe setzt sich zusammen aus: CIS (n = 29), RRMS (n = 97), SPMS (n = 12).
aChi-Quadrat Test, Pt-Test fiir unabhangige Stichproben, ¢ Mann-Whitney U Test fir unabhangige
Stichproben. 4Die Lebensstildaten (Raucherstatus, BMI) konnten nur bei 111 Personen ermittelt

werden. ¢ Akuter Schub im Zeitraum von 30 Tagen vor Probeentnahme

Patientinnen und Patienten bei denen es in einem Zeitraum von 30 Tagen vor
Probeentnahme zum Auftreten von Symptomen kam, die den 2017 McDonald
Kriterien eines Schubes entsprechen, wurden als ,Person mit akutem Schub®
kategorisiert (n = 6).(27,63)

3.2 Serum NOx Werte

3.2.1 Gruppenvergleiche

Beim Vergleich der Serum NOx Werte zwischen der gesamten Studienkohorte
(CIS und MS) und der Kontrollgruppe konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den CIS/MS Patientinnen und Patienten und der gesunden

Kontrollgruppe festgestellt werden.
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Betrachtet man die Serum NOx Werte innerhalb der Gruppe von CIS und MS
Patientinnen und Patienten, so zeigt sich, dass Frauen innerhalb dieser Gruppe
einen signifikant héheren Serum NOx Wert im Vergleich zu Mannern innerhalb der
Gruppe haben (p = 0,018 Mann-Whitney U Test), wie in Abbildung 8 dargestellt ist.
Innerhalb der Kontrollgruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezlglich

des Geschlechtes.
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Abbildung 8: Serum NOx Werte bei Mannern und Frauen innerhalb der CIS/MS Gruppe. Die

horizontalen Linien reprasentieren den Median und den Interquartilsabstand.

Auch beim Vergleich zwischen an CIS erkrankten Personen und MS Patientinnen
und Patienten zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Serum NOx Werte.

Beim Vergleich der verschiedenen MS Verlaufsformen untereinander konnten
keine signifikanten Unterschiede des Serum NOx Wertes zwischen den

verschiedenen Gruppen festgestellt werden.

3.2.2 Einfluss von verlaufsmodifizierender Therapie auf Serum NOy

Vergleicht man, innerhalb der Gruppe der CIS und MS Patientinnen und

Patienten, jene die zum Zeitpunkt der Probeentnahme eine verlaufsmodifizierende
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Therapie erhielten mit den Personen die keine Therapie erhielten, so zeigt sich ein
signifikant erhohter Serum NOx Wert bei Personen ohne verlaufsmodifizierende
MS Therapie (p = 0,003, Mann-Whitney U Test). Bei Patientinnen und Patienten
ohne verlaufsmodifizierende Therapie zeigt sich ein erhéhter Serum NOx Wert im
Vergleich mit der Kontrollgruppe (p = 0,05, Mann-Whitney U Test). Dargestellt wird
dies in Abbildung 9.

Bei der Untersuchung zwischen den einzelnen Therapieformen (Interferon,
Glatirameracetat, Tysabri) konnte kein signifikanter Unterschied der Serum NOx

Werte festgestellt werden.
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Abbildung 9: Serum NOx Werte bei Personen mit CIS/MS die eine Therapie erhalten und bei
Personen ohne Therapie. Rechts die Kontrollgruppe. Die Linien reprasentieren den Median und

den Interquartilsabstand.

3.2.3 Einfluss von Lebensstilfaktoren auf Serum NOy

Bei der Betrachtung des Raucherstatus und dessen Einfluss auf den NOx Wert im
Serum zeigt sich ein signifikant niedrigerer Wert bei Personen, die zum Zeitpunkt

der Probeentnahme geraucht haben im Vergleich zu Nichtraucherinnen und
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Nichtrauchern (Mann-Whitney U Test, p = 0,039), dargestellt in Abbildung 10.
Durch genauere Betrachtung der Daten zeigt sich, dass der NOx Wert erst ab
einer Menge von =10 Zigaretten pro Tag erniedrigt ist (Kruskal Wallis Test,
p = 0,029), wie sich in Abbildung 11 zeigt.
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Abbildung 10: Serum NOx Werte bei Personen mit CIS/MS die zum Zeitpunkt der Probeentnahme
geraucht haben im Vergleich mit Personen die zum Zeitpunkt der Probeentnahme nicht geraucht

haben. Die Linien reprasentieren den Median und den Interquartilsabstand.
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Abbildung 11: Anzahl der gerauchten Zigaretten pro Tag und deren Einfluss auf den Serum NOx

Wert. Bonferroni-korrigiert fur multiples Testen.
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Nach Einteilung der Studienkohorte in Personen mit Normalgewicht (BMI 18,5 bis
< 25) und Personen mit Praadipositas und Adipositas (BMI > 25) zeigte sich im
Gruppenvergleich kein signifikanter Unterschied der Serum NOx Werte zwischen
den beiden Gruppen. Auch bei der Kontrollgruppe konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden.

3.3 Korrelationen

Bei der Untersuchung der Daten der CIS/MS Patientinnen und Patienten auf das
Vorliegen von Korrelationen des Serum NOx Wertes mit Erkrankungsdauer,
Rauchen, BMI, EDSS bei Probeentnahme und jahrlicher Schubrate konnten keine
signifikanten Korrelationen festgestellt werden. Auch in der Kontrollgruppe konnte
keine signifikante Korrelation zwischen Serum NOxWert und BMI gezeigt werden.
Des Weiteren wurden Korrelationen zwischen dem Baseline Serum NOx und
verschiedenen klinischen Progressionsmarkern nach mindestens zwei Jahren
Follow-Up Zeit untersucht. Bei der Analyse der Daten jener Patientinnen und
Patienten, welche bei der Follow-Up Untersuchung einen schubhaften Verlauf
aufwiesen (n = 97) zeigte sich keine Korrelation zwischen jahrlicher Schubrate und
Serum NOx. Bezuglich der Veranderung des EDSS vom Zeitpunkt der
Probeentnahme bis zum Zeitpunkt der letzten Follow-Up Untersuchung, konnte
keine Korrelation mit dem Serum NOx Wert festgestellt werden. Ebenso konnte
kein Zusammenhang zwischen Personen die von CIS zu MS konvertierten

(n =12) und Serum NOx gezeigt werden.
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit Serum NOx als potentiellen Biomarker
fur Krankheitsaktivitat und Progression bei CIS und MS Patientinnen und
Patienten. Nach Auswertung der Studiendaten konnte ein signifikant erhohter
Serum NOxWert bei Personen ohne verlaufsmodifizierende Therapie im Vergleich
zu CIS oder MS Patientinnen und Patienten, welche eine verlaufsmodifizierende
Therapie erhielten, festgestellt werden. Auflerdem zeigte sich innerhalb der
Gruppe der an CIS oder MS erkrankten Personen ein signifikanter Einfluss des
Geschlechtes und des Raucherstatus auf den Serum NOx Wert. Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied des Serum NOx Wertes zwischen an CIS oder MS
erkrankten Personen sind den gesunden Personen der Kontrollgruppe festgestellt

werden.

NO spielt eine wichtige Rolle im ZNS, so ist es bei physiologischen Verhaltnissen
in niedrigen Konzentrationen vorliegend etwa an der Regulation des Blutflusses
und an der synaptischen Ubertragung beteiligt. Bei Inflammation liegt NO jedoch
in weitaus hoherer Konzentration vor und ist an einer Vielzahl von pathologischen
Prozessen beteiligt, die in der Pathophysiologie der MS involviert sind. So kdnnen
erhdohte Konzentrationen von NO etwa die BBB storen, Oligodendrozyten und
Mitochondrien schadigen, lonenkanale und die synaptische Ubertragung stéren
und sind somit Teil einer Kaskade von Prozessen, an deren Ende axonale
Schadigung und Neurodegeneration steht. NO hat allerdings auch
antiinflammatorische und immunmodulatorische Eigenschaften, was die Funktion
von NO in der Pathogenese der MS aulRerst komplex gestaltet und es schwierig
macht, einen genauen Nettoeffekt von NO in der Pathophysiologie zu
bestimmen.(3,34,54,57)

MS ist in Bezug auf klinische Symptomatik, Verlauf, Pathologie und deren Einfluss

auf die Therapie eine sehr komplexe und heterogene Erkrankung. Dadurch ergibt
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sich die Notwendigkeit der Erforschung neuer Biomarker fiur MS um die
verschiedenen Prozesse quantifizierbar darzustellen und so objektive
Entscheidungen im Management von Betroffenen Patientinnen und Patienten
treffen zu kénnen. Zugleich sind Atiologie und die Prozesse der Pathophysiologie
der MS bis dato noch nicht vollstandig ergrindet und die Erforschung neuer
Biomarker hat das Potential mehr Klarheit in die Vorgange der

Krankheitsentstehung und des Verlaufes zu bringen.

In dieser Studie wurde die Untersuchung von NOxim Serum vollzogen, da sich die
Blutabnahme aus einer peripheren Vene sehr viel besser fur wiederholte
Messungen im Rahmen von klinischen Kontrolluntersuchungen eignet als
wiederholte Lumbalpunktionen, auch wenn Biomarker im Serum einer Vielzahl von
potentiellen Storfaktoren im systemischen Kreislauf ausgesetzt sind und es im
Vergleich zum CSF zu einer starkeren Verdinnung der einzelnen Komponenten
kommt. Aufgrund der Nahe zu den pathologischen Prozessen bei MS wiirde sich
zwar CSF als Medium auf der Suche nach Biomarkern bei MS anbieten, allerdings
mit dem Nachteil, dass angesichts der Invasivitat einer Lumbalpunktion sich CSF
fur Marker bezuglich der Aktivitat und Progression der Erkrankung nur bedingt im
klinischen Alltag umsetzen lasst.(106)

Der Grofteil der Studien, die NOx Werte im CSF untersuchten, zeigten erhdhte
Werte im Vergleich zu Kontrollen (114—119), jedoch lieferten bisherige Studien die
sich mit der Thematik von NOx als Biomarker im peripheren Blut beschaftigten
variable Ergebnisse. Bei diesen wurden sowohl signifikant erhdhte, als auch
signifikant erniedrigte Serum NOx Werte im Vergleich mit Kontrollgruppen
festgestellt und in anderen Studien konnte kein signifikanter Unterschied des
Serum NOx Wertes festgestellt werden.(114,115,117,118,120-130) Da die
Methodik in diesen Studien variierte und teils nur kleine Studienkohorten und
Kontrollgruppen vorlagen, war es das Ziel dieser Studie, durch den Vergleich einer
gréReren Studienkohorte mit einer grolkeren Kontrollgruppe und durch hohe

qualitative Standards der Proben, welche fur die Analysen dieser Studie erstmals
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aufgetaut wurden, den Einfluss von praanalytischen Faktoren moglichst gering zu

halten und somit moglichst valide Ergebnisse zu erhalten.(131)

Wahrend die destruktive Rolle von oxidativem Stress in der Pathogenese der MS
schon besser erforscht ist, verbleibt die Rolle von nitrosativem Stress grofteils
unklar. NO ist in eine Vielzahl von Prozessen in der Pathophysiologie im Verlauf
der MS involviert, die Art der Schadigung im ZNS durch NO ist in den
verschiedenen Erkrankungsstadien jedoch unterschiedlich und hangt stark davon
ab, in welchem Stadium sich eine Lasion befindet.(39,40)

Beim Vorherrschen von inflammatorischen  Bedingungen produzieren
Makrophagen und Mikroglia durch die Aktivierung von iNOS grof3e Mengen an
NO. Aufgrund der Reaktion mit anderen Verbindungen kommt es zur Entstehung
von Metaboliten welche ein Milieu von oxidativem und nitrosativem Stress
induzieren, dies fuhrt zu Schadigung von verschiedenen Zelltypen, beispielsweise
durch Oxidierung von DNA. Oligodendrozyten reagieren besonders sensibel auf
durch NO verursachte Schadigung. Die Hochregulation von iINOS in akuten
inflammatorischen MS Lasionen konnte in verschiedenen pathologischen Studien
nachgewiesen werden.(34,46,52,132,133)

Neben der direkten Schadigung in akut inflammatorischen Lasionen ist NO auch in
den Prozess der axonalen Degeneration involviert, der wiederum in zwei Stadien
unterteilt werden kann. Einerseits akute axonale Schadigung bei akut
inflammatorischen Lasionen und andererseits langsame, kontinuierliche axonale
Degeneration im Rahmen der chronisch inflammatorischen Lasionen. Die
genauen Mechanismen dieser beiden Prozesse sind noch nicht bekannt, jedoch
ist NO vermutlich in beide dieser Phasen involviert. In den akut inflammatorischen
Lasionen kommt es zu inflammationsbedingter Ausschittung von verschiedenen
Molekulen, unter anderem RNS und ROS, dies fuhrt zur Durchtrennung von
Axonen in aktiven Lasionen.(36,132,133)

Die Ursache fur die langsame, chronische Neurodegeneration ist vermutlich eine

Folge von Veranderungen innerhalb der demyelinisierten Axone. So kommt es, als
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Reaktion auf die Demyelinisierung, zu einem Missverhaltnis der Menge an Energie
die in den Mitochondrien produziert wird und dem Energiebedarf, der fur den
axonalen Transport benotigt wird, ein Prozess, der schlussendlich zur irreversiblen
Zerstorung des Axons fuhrt. NO greift in mehrere Schritte dieser Kaskade ein und
ist somit ein wichtiger Faktor der axonalen Schadigung in chronisch
inflammatorischen Lasionen. Beispielsweise schadigt NO die Mitochondrien direkt,
indem es die mitochondriale Atmungskette stort und somit den Energiemangel
verstarkt. DarUber hinaus kann die Schadigung von Mitochondrien durch ROS und
RNS in der inflammatorischen Phase zu einer verstarkten ROS Produktion der
geschadigten Mitochondrien in der spateren Erkrankungsphase fuhren. Aul3erdem
hat NO das Potential, die axonale Reizweiterleitung direkt zu stéren und kann
ebenso die Funktion der axonalen Na* Kanale stéren.(34,35,133)

Da NO sowohl in die frihen, als auch in die spateren Erkrankungsphasen, in
denen Inflammation in den Hintergrund tritt, involviert ist, ergibt sich die Annahme,
dass sich NO als Progressionsmarker Uber den gesamten Krankheitsverlauf

eignen konnte.

In der hiesigen Studie konnte gezeigt werden, dass an CIS oder MS erkrankte
Personen, welche eine verlaufsmodifizierende Behandlung erhielten, signifikant
niedrigere  Serum NOx Werte hatten, als Erkrankte die keine
verlaufsmodifizierende Therapie erhielten. Stepien et al. konnten in einer
longitudinalen Studie Uber 3 Jahre die RRMS Patientinnen und Patienten
einschloss, welche erstmals mit Interferon-B 1a oder 1b therapiert wurden, einen
ahnlichen Effekt zeigen. Dabei konnte eine signifikante Reduktion des Serum Nitrit
Wertes zum Endpunkt der Studie festgestellt werden.(134) Ein Grund fur diese
Reduktion kdnnte die selektive Hemmung der iNOS Expression auf Gliazellen
durch Interferon-f3 sein.(104)

In den letzten Jahren hat sich die Therapielandschaft dahin gehend verandert,
dass sogenannte ,second-line” Therapeutika zu Verfligung stehen, welche in ihrer

Wirksamkeit um vieles potenter sind als die alteren ,first-line“ Medikamente. Dies
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konnte eine Ursache flur die in dieser Studie gezeigte Reduktion des Serum NOx
Wertes sein und somit konnte Serum NOx ein potentieller Marker fir die Effektivitat

einer verlaufsmodifizierenden Therapie sein.

Gegenteilige Ergebnisse zeigte eine Studie bei welche den Einfluss verschiedener
verlaufsmodifizierender Therapien auf den Serum NOx Wert bei RRMS
Patientinnen und Patienten untersucht wurde. Hierbei wurden erhéhte Serum NOx
Werte bei an RRMS erkrankten Personen unter Interferon-g 1a, Interferon-g 1b
oder Glatirameracetat Therapie im Vergleich zu gesunden Kontrollen festgestellt.
Allerdings bestand die Kontrollgruppe aus nur zehn Personen und es wurde keine

Lagerungstemperatur der Proben angegeben.(135)

Der Vergleich mit anderen Studien, die sich mit NOx im peripheren Blut
beschaftigen, erschwert sich durch die Variabilitat in Methodik und Durchfuhrung
der Studien. In zwei rezenten groReren Studien wurde etwa ein signifikant
niedrigerer NOx Wert im Plasma von an MS erkrankten Personen im Vergleich zu
gesunden Kontrollen festgestellt (127,128). Da allerdings Plasma untersucht
wurde, ist die Vergleichbarkeit mit den aus Serum ermittelten Ergebnissen der
vorliegenden Studie nur eingeschrankt moglich, wie ein Ubersichtsartikel zeigt in
den Konzentrationen von Nitrit und Nitrat in Plasma und Serum untersucht
wurden. Als mdgliche Ursachen fur die unterschiedlichen Konzentrationen werden
praanalytische Faktoren wie die Auswahl der Monovetten und verschiedene
Stoffwechselvorgange im Blut diskutiert.(136)

Der Vergleich mit Studien die eine signifikante Erhdhung des Serum NOx Wertes
bei MS Patientinnen und Patienten berichten ist nur eingeschrankt maoglich, da in
vier Studien (114,121,124,125) die Proben bei -20 °C gelagert wurden, bei vier
anderen Studien (117,120,122,135) wurde keine Lagerungstemperatur
angegeben, eine Studie (123) flhrte die Lagerung der Proben bei -35 °C durch
und eine weitere lagerte die Proben zunachst bei -20 °C und anschlieRend bei
-70 °C (126). Die Problematik hierbei ergibt sich dadurch, dass die Stabilitat der
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Proteine in den Proben bei -20 °C Uber langere Zeit nicht gegeben ist, wie
Teunissen et al. in den 2009 erstellten Standards fur Biobanking darstellen. Eine
Problematik, die natlurlich auch dadurch zustande kommt, dass ein Teil dieser
Studien vor Erstellung dieser Richtlinien durchgefuhrt
wurde.(114,117,122,123,125)

Auch bei jenen Studien, die keinen signifikanten Unterschied von NOx im
peripheren Blut zwischen MS Patientinnen und Patienten und gesunden
Kontrollen feststellen konnten (116,118,130,135), ist die Vergleichbarkeit aufgrund
verschiedener Methodiken und teils kleiner Studienkohorten und Kontrollgruppen

begrenzt.

Eine Ursache daflr, dass die erhohten Konzentrationen an NO, welche im ZNS in
pathologischen Studien und im CSF gezeigt werden konnten, im Serum nicht
festgestellt werden konnten, konnte darin liegen, dass sich in der Studienkohorte
nur sechs Personen befinden, die in den letzten 30 Tagen einen akuten Schub
erlitten hatten. Ein weiterer Grund fir den fehlenden Unterschied des Serum NOx
Wertes konnte sich dadurch ergeben, dass es im systemischen Kreislauf
vermutlich zu einer starkeren Verdinnung von NOx aus dem ZNS kommt.
Aulerdem sind systemische Produktion von NO und Aufnahme von NO durch
Erndahrung weitere potentielle Quellen und Storfaktoren fir NOxim Serum, welche

sowohl auf Kontrollen, als auch die Studienkohorte Einfluss haben kdnnten.(34)

Bezlglich des Einflusses des Geschlechts auf den Serum NOx Wert konnte bei
den gesunden Kontrollen kein signifikanter Unterschied zwischen Frauen und
Mannern festgestellt werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen verschiedener
Studien, die diese Fragestellung untersuchten, allerdings gibt es nur wenige
Studien die sich mit dieser Thematik befassen.(137-139)

Innerhalb der Gruppe der Erkrankten wurde ein signifikant erhdhter Serum NOx
Wert bei Frauen im Vergleich zu Mannern festgestellt. Ein Vergleich zu anderen

Studien fallt hierbei schwer, da in Studien welche sich mit NOx im Serum bei MS
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Patientinnen und Patienten beschaftigten, bisher Geschlechtsunterschiede nicht
untersucht wurden. Es gibt Studien aus anderen Forschungsgebieten in denen ein
Einfluss von Ostrogenen auf verschiedene NOS Isoformen und den NOx Haushalt
diskutiert wird.(140-143)

Es konnte in dieser Diplomarbeit aullerdem eine Auswirkung von
Zigarettenkonsum auf die Konzentration von NOx im Serum gezeigt werden. Auch
wenn es keine in der Methodik vergleichbaren Studien gibt, so bestatigen diese
Ergebnisse Studien aus anderen Forschungsgebieten, wie aus dem Bereich der
Kardiologie. Diese konnten zeigen, dass die Expression und Aktivitat von NOS
durch Zigarettenrauch vermindert wird.(144—147) Jedoch bleibt die Bedeutung der

verminderten Serum NOxWerte bei starken Rauchern vorerst unklar.

Der Umstand, dass zum Zeitpunkt der Probeentnahme kein Routinelabor
abgenommen wurde um subklinische Infektionen auszuschlie®en, muss als
Limitation genannt werden. Des Weiteren schmalert die retrospektive Erhebung
der Lebensstilfaktoren bei der Studienkohorte die Genauigkeit der Aussagekraft
der Ergebnisse bezuglich BMI und Rauchen. Allerdings wurden die untersuchten
Serumproben nach aktuellen Standards fur Biobanking gelagert und verarbeitet,
um den Einfluss von praanalytischen Faktoren mdglichst gering zu halten und eine
hohe Qualitdt der Proben zu gewahrleisten, Uberdies wurden die Proben im

Rahmen dieser Studie erstmals verwendet.(131)

Zusammengefasst konnten die Ergebnisse dieser Studie das Potential von Serum
NOx als Biomarker fur die Wirksamkeit von verlaufsmodifizierender Therapie
aufzeigen. Bezuglich der Eignung von Serum NOx als Progressionsmarker und
dessen Implementierung in klinischen Alltag konnte keine Klarheit geschaffen
werden, allerdings kénnen die Ergebnisse kinftigen Forschungsarbeiten auf dem
Gebiet der Biomarkerforschung bei multipler Sklerose als valider Vergleich mit

einer grofden Studien- und Kontrollkohorte dienen. Ein Ansatz fur zuklnftige
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Studien ware etwa die longitudinale Untersuchung des Serum NOx Wertes von
Personen unter verlaufsmodifizierender Therapie und ob es Korrelationen

bezuglich paraklinischen MRT Parametern gibt.
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