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1. Einleitung

1.1 Die Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose ist heute bekannt als haufigste entziindliche Erkrankung des ZNS und
wichtigste  nicht-traumatische  Ursache korperlicher Behinderung des  jungen
Erwachsenenalters.

Als Erstbeschreiber der Multiplen Sklerose gilt Jean-Martin Charcot mit seinem Werk
,Histologie de la sclérose en plaques* von 1868, man findet in diesem Zusammenhang aber
auch andere Namen, wie zum Beispiel Cruveilhier oder Carlswell, welche in ihren Werken
der MS sehr dhnliche Krankheitsbilder beschrieben (Charcot 1868).

An der Universitit Gottingen wurde schon 1849 von Frerichs iiber die Hirnsklerose
unterrichtet, welche aber erst post mortem diagnostiziert werden konnte, nachdem man in
den Gehirnpriparaten verstorbener Patienten verhirtete Plaques finden konnte. Diese
Beobachtungen gaben dann auch den Namen ,,Sklerose®. Auch hat sich der beschreibende
Terminus Encephalomyelitis disseminata etabliert, im Folgenden wird der Begriff MS

verwendet.

So wie die entziindlichen Herde bei der MS im gesamten Zentralen Nervensystem auftreten
konnen, umfasst die Symptomatik ebenfalls ein umfangreiches neurologisches Spektrum.
Als typisch gelten Parésthesien, Paresen, Ataxien sowie Doppelbilder oder Visusminderung.
Auch Miktions- und Sexualfunktionsstorungen werden beschrieben, seltener psychische
oder kognitive Stérungen wie z.B. depressive Episoden oder Konzentrationsschwéche. Als
Charcot-Trias wurde der Symptomkomplex aus Intentionstremor, Nystagmus und
skandierender Sprache bekannt, das Lhermitte-Syndrom ist ein bei etwa 1/3 aller MS-
Patienten vorkommendes begleitendes Schmerzsyndrom. Das Krankheitsbild der MS ist
folglich mannigfaltig und kann einen hdchst malignen oder auch einen sehr benignen
Charakter aufweisen. Variable Muster der Krankheitsaktivitidt geben auch unterschiedliche
klinische Verlaufsformen vor. Am héufigsten ist die schubformige Variante, welche durch
klare Abgrenzung der Schiibe und vollstindige oder teilweise Remission zwischen den
Krankheitsattacken gekennzeichnet ist. Oft erfolgt in einer spiteren Phase der Krankheit ein

Ubergang der schubformigen in eine progrediente Verschlechterung, also in einen sekundér



chronisch progredienten Verlauf. Dies ist in einem Zeitraum von 10-15 Jahren bei 30-50%
der Patienten der Fall. Seltener ist der primar chronisch progrediente Verlauf, bei dem von
Anfang an eine kontinuierliche und meist schnelle Progression der Krankheitssymptome
erfolgt (Gold und Rieckmann 2004; Schmidt und Hoffmann 2006).

Der Grundsatz der Diagnosestellung einer MS ist der Nachweis entziindlicher Herde im
ZNS, die sowohl in zeitlicher als auch in Ortlicher Dissemination auftreten miissen.

Aktuell gelten die 2001 entwickelten und 2005 sowie erneut 2012 revidierten und dem
Forschungsstand angepassten Diagnosekriterien nach McDonald, welche ein System aus
Klinik, Liquoruntersuchung und MRT-Befunden bilden, wobei mit der MRT heutzutage

sowohl die zeitliche als auch die ortliche Dissemination dargestellt werden kann.

Das Geschlechtsverhiltnis der Erkrankten w:m liegt heute bei 2-3:1, wobei fiir den Beginn
der Erkrankung ein deutlicher Altersgipfel zwischen 20 und 40 Jahren besteht (Wingerchuk
und Weinshenker 2000). Die Inzidenz der MS zeigte liber die letzten Jahre eine deutliche
Zunahme, wobei insbesondere die weiblichen Patienten zahlreicher werden (Maghzi et al.
2010, Alonso und Hernan 2008). In Deutschland wird ein Vorkommen von 30-60/100 000
geschitzt (Orton et al. 2010, Kurtzke 2000 a; Hein und Hopfenmiiller 2000). Eine steigende
Privalenz mit der Entfernung vom Aquator wurde schon friih beschrieben, allerdings ist
dieser Effekt, wie auch der Anstieg der Inzidenz der MS im letzten Jahrhundert, womoglich
zum Teil auch auf eine verbesserte Diagnostik und Therapie in den Industrielindern
zuriickzufiihren. Insgesamt bestehen geographische Schwankungen von 1:100 000 in Japan
bis 309:100 000 auf den Orkney- Inseln (Compston 1998, Sadovnick et al. 1998). Insgesamt
sind die Ursachen, die zur Entmarkung der Nerven im ZNS fithren, nach heutigem
Forschungsstand multifaktoriell; verschiedene Hypothesen zur Pathogenese sind bislang

durch zahlreiche Forschungsreihen unterstiitzt worden.

Erste Hinweise auf eine genetische Ursache wurden bei der Beobachtung von Familien
gefunden. So nimmt die Wahrscheinlichkeit, an MS zu erkranken mit steigendem
Verwandtschaftsgrad zu einem Patienten von 0,88% bei Verwandten 3. Grades bis 38% bei
monozygoten Zwillingen deutlich zu (Sadovnick et al. 1999). Besteht eine Verwandtschaft

zu mehreren und ménnlichen MS-Patienten, steigt die Wahrscheinlichkeit zu erkranken,



signifikant (Prokopenko et al. 2003). Das Risiko der Normalbevolkerung wurde auf 0,66%
errechnet. Auf molekularbiologischer Ebene konnten bislang bereits mehrere
krankheitsassoziierte Gene und insbesondere Genkombinationen gefunden werden. Die
Genregion fiir Proteine der HLA-Familie auf dem Chromosom 6 stellt einen Fokus dar. Eine
Assoziation mit MS ist fiir HLA-DR2, HLA-A3, -B7 beschrieben. Mittlerweile wurde auch
fiir nicht-HLA-Gene ein Zusammenhang mit der Erkrankung gezeigt, hierbei sind vor allem
IL2RA und IL7RA, CLEC16A und ACCNI1 zu nennen (Hafler et al. 2007, Weber et al.
2008, Hoe et al. 2010, Bernardinelli et al. 2007, Nischwitz et al. 2010, Sawcer et al. 2011).
Auch zahlreiche andere immunrelevante Gene scheinen eine Rolle bei der
Krankheitsentstehung zu besitzen. Eine unvollstindige Penetranz sowie variable
Expressivitit erscheinen dabei gesichert.

Auch die geographischen Unterschiede in der Pridvalenz deuten auf eine genetische
Komponente hin. Allerdings haben diverse Migrationsstudien gezeigt, dal sich das
Erkrankungsrisiko bei Einwanderung in sehr jungem Alter an das der Bevolkerung im neuen
Heimatland angleicht (Wallin et al. 2004; Kurtzke 2000 b). Folglich muss auch von einer
nicht unerheblichen Beteiligung von Umweltfaktoren ausgegangen werden.

Als Umweltfaktoren zihlt neben Erndhrung, Lebensweise, der Jahreszeit der Geburt und der
Art des Metabolismus auch der Kontakt mit Krankheitserregern, insbesondere in der
Kindheit. Verschiedene Hypothesen zur Krankheitsgenese der MS setzen eine virale
Beteiligung voraus. Im Verdacht einer Assoziation mit der MS stehen vor allem Herpesviren
wie Epstein-Barr-Virus, HBV, HSV, VZV sowie Paramyxomaviren, Coronaviren und
Papovaviren. Eine These geht von einer Persistenz und rezidivierender Reaktivierung eines
Erregers in Zellen des ZNS aus; eine andere geht von einer peripheren Infektion aus, welche
die Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen und deren Migration ins ZNS auslésen. Auch
molekulare Mimikry bestimmter Viren und daraus folgend die Forderung autoreaktiver
Zellen und Antikdrper ist ein theoretischer Ansatz.

Insgesamt betrachtet kann bei der MS von einer genetischen Disposition in Kombination

mit auslosenden Umweltfaktoren ausgegangen werden.

Die mikroskopische Betrachtung der ZNS-Lisionen bei Patienten mit aktiv

demyelinisierender MS 148t die Einteilung in 4 verschiedene Kategorien zu, welche auf



ebenfalls unterschiedliche Pathogenese hindeuten:

I.  Makrophagen-assoziierte Entmarkung

II.  Antikorper-vermittelte Entmarkung mit aktivierten Komplementfaktoren
Neben der priméren Demyelinisierung kommt auch die Apoptose als primédrer Prozess der
Lisionen vor:

III.  Oligodendrozytenapoptose und Oligodendrogliopathie

IV. Primére Oligodendrozytendegeneration der weilen Substanz
(Lucchinetti et al. 2000; Lassmann et al. 2001; Keegan et al. 2005)
Die unterschiedlichen Muster wurden bei verschiedenen Patienten gefunden; bei jedem
einzelnen Patienten dhneln sich die Lisionen.
Diese Unterteilung der MS in Subgruppen wird unterstiitzt durch das heterogene
Ansprechen der einzelnen Patienten auf unterschiedliche Therapieansdtze. Eine friihe
Methode zur Unterscheidung von Subtypen konnte eine gezielte und effektive Therapie

ermoglichen.

Die Pathogenese der MS ist in erster Linie gekennzeichnet durch die Entstehung und
Aktivierung autoreaktiver T-Zellen in der Peripherie, deren Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke und schlielich die lokale Aktivierung durch ein dort prisentiertes Antigen mit
folgender Immunkaskade und somit Demyelinisierung und axonaler Schiadigung im ZNS.
Das sogenannte epitope spreading bezeichnet die spontane Aktivierung von T-Zellen auf
verschiedene weitere Epitope des Myelins nach Beginn der Immunreaktion.

Die Wichtigkeit einer gestdrten humoralen Immunantwort mit B-Zellen und Antikdrpern ist
mittlerweile vielfach belegt, zum Beispiel durch die hiufig erhohten Immunglobuline im
Liquor von MS-Patienten, was anfangs eher als Epiphdnomen einer aktiven MS betrachtet
wurde. Auch ist die Wirksamkeit von Therapien wie der Plasmapherese zu nennen (Gold
und Rieckmann 2004; Schilling et al. 2006; Linker et al. 2007) sowie die mikroskopischen
Lisionen der Kategorie II. Wie oben beschrieben bestehen diese aus Antikdrper-vermittelter
Entmarkung mit aktivierten Komplementfaktoren. Eine Bedeutung von Antikorpern in der
Pathogenese konnte bereits auch fiir die Neuromyelitis optica, eine ebenfalls
demyelinisierende Erkrankung, nachgewiesen werden (Lucchinetti et al. 2002; Gold und

Linington 2002). Sowohl im Liquor von MS-Patienten als auch im ZNS-Gewebe wurden



Anti-Myelin-Antikorper wie auch andere spezifische Antikorper, wie zum Beispiel der
KIR4.1-AK, gefunden (Srivastava et al. 2012). Eine tatsidchliche Beteiligung des humoralen
Immunsystems an der Pathogenese der MS gilt somit heutzutage als bewiesen (Hafler et al.
2005). Daher wird in Bezug auf eine verbesserte und frithere Diagnostik der Erkrankung

nach relativ einfach nachzuweisenden assoziierten Antikorpern gesucht.

1.2 Myelin und Anti-Myelin-Antik6rper

Der der progressiven Symptomatik zugrunde liegende Prozess ist in erster Linie eine
fortschreitende Entmarkung sowie eine direkte axonale Schidigung der Nervenfasern des
ZNS. Zur schnelleren Erregungsiiberleitung sind die Nervenfasern ummantelt von einer
mehrschichtigen fettreichen Substanz, dem Myelin, und somit von der Erregung isoliert.
Unterbrochen wird diese Umscheidung von den sog. Ranvier'schen Schniirringen, Zonen
ohne Ummantelung, iiber welche die Erregung saltatorisch iibergeleitet wird. Dadurch kann
im ZNS eine Uberleitungsgeschwindigkeit von iiber 300m/s erreicht werden.

Den Namen "Myelin", vom griechischen myelds (Mark) abgeleitet, pragte schon 1856
Virchow, welcher dieses allerdings fiir eine Art Bindegewebe hielt. Hierfiir bilden die
Oligodendrozyten lange Ausldufer, die sich mehrfach spiralférmig um eine Nervenfaser
wickeln und bis zu 50 Schichten bilden (Webster und Astrom 2009; Kaplan et al. 1997).
Dabei werden die inneren Schichten als kompaktes Myelin bezeichnet, da der
Zwischenraum nur 2 nm dick ist, in den duBleren, nicht-kompakten Schichten betrdgt der
Extrazellularraum 12-14 nm (Kursula 2008).

Die Myelinscheide besteht zu etwa 15 — 30 % aus Proteinen, die Hauptmasse bilden Lipide,
deren Zusammensetzung sich nicht wesentlich von der der Schwannzellen im peripheren
Nervensystem unterscheidet. Einen grof3en Proteinanteil bildet mit 30 — 40 % das Myelin-
basische Protein (MBP), wovon 6 Isoformen in den GroBBen 14 — 21,5 kDa bekannt sind,
wobei die Isoform 18,5 kDa die héufigste ist (Takahashi et al. 1985, Newman et al. 1987).
Durch seine basischen Komponenten kann dieses Protein durch Wechselwirkung mit sauren
Proteingruppen die lamelldre Struktur der Myelinscheide aufrechterhalten (Hauraz et al.
2009, Omlin et al. 1982). MBP kommt auch im PNS vor, jedoch zu geringerem Anteil.
Spezifisch im ZNS weist das dicht gepackte Myelin sog. Okklusionsleisten auf, auch radiale



Komponenten genannt. Diese Verbindung der einzelnen Membranen besteht ebenfalls aus
dem Myelin- assoziierten Oligodendrozyten- basischen Protein (MOBP), welches insgesamt
ca. 4% Anteil am Gesamteiweil des Myelins hat. Weitere Proteinkomponenten sind das
Proteolipidprotein (PLP), ein Membranprotein, das etwa 50% der Myelinproteine ausmacht
und auch im PNS vorkommt. Das 100 kDa grofle Myelin-assoziierte Glykoprotein (MAG)
ist ebenfalls ein auch im PNS vorkommendes Transmembranprotein mit einer
zytoplasmatischen Komponente. Oligodendrozyten-Myelin-Glykoprotein (OMGP) ist ein
120 kDa grofles, spezifisch im ZNS lokalisiertes Glykoprotein. Desweiteren kommen vor
die 2°,3’-zyklische Nukleotid-3-Phosphodiesterase  mit 4%, das Oligodendrozyten-
spezifische Protein und das Myelin- Oligodendrozyten- Glykoprotein (MOG). MOG macht
zwar nur etwa 0,1% des Gesamtproteinanteils im Myelin aus, ist aber hochspezifisch fiir das
ZNS und tridgt einen extrazelluliren Anteil auf der &uBlersten Myelinmembran, welcher
durch seine Lage als bevorzugtes Ziel einer Immunreaktion in Frage kommt (Klawiter et al.
2010, Della Gaspera et al. 1998). So kann zum Beispiel die Demyelinisierung bei EAE,
einer der MS entsprechenden Erkrankung am Tiermodell, bei Méusen durch die Injektion
eines Anti-MOG-AK gesteigert werden (Lyons et al. 2002). Des weiteren wurden
Antikorper gegen dieses Myelinprotein in aktiven Lésionen nachgewiesen (Genain et al.
1999, Raine et al. 1999). MOG ist ein Dimer aus einem 24- und einem 28 kDa grofen
Fragment, als dessen Funktion die eines Adhésions- oder Rezeptormolekiils angenommen
wird (Linington et al. 1988, Amiguet 1992, Clements et al. 2003).

Antikorper gegen MOG mit seiner anteilig extrazelluldren Lage und gegen MBP mit seinem

hohen Gesamtanteil am Myelin sind Inhalt der hier vorgestellten Arbeit.

1.3 Die friihe Multiple Sklerose

Im Zuge der Erstmanifestation, in den meisten Fillen als sogenanntes klinisch isoliertes
Syndrom (CIS), werden als hdufigste Ausfallerscheinungen Sensibilitdtsstorungen, Paresen,
Ataxie oder Storungen der Sehfunktion angegeben (Gold und Rieckmann 2004).

In den letzten Jahren ist aufgrund der immer besser werdenden bildmorphologischen
Darstellungen mittels MRT die radiologische Diagnostik immer mehr in den Fokus gertickt.

Eine neue mogliche Erstmanifestation der MS im noch subklinischen Stadium wurde als



radiologisch isoliertes Syndrom (RIS) definiert, wobei genaue Kriterien beziiglich der Form
und Intensitét zerebraler oder zervikaler Herde, der Wichtung des pathologischen MRTs, des
Fehlens entsprechender klinischer Neurologie und des Ausschlusses anderer Ursachen fiir
die Lasionen wie zum Beispiel Drogenabusus oder andere Erkrankungen erfiillt sein miissen
(Okuda et al. 2009, Sellner et al. 2010). Als pradiktive Faktoren fiir die Entwicklung einer
MS nach RIS haben sich neben jungem Alter des Patienten die Gadoliniumaufnahme der
Lisionen, eine Thalamusatrophie, das Vorliegen zervikaler Herde und eine VergroBerung der
Ventrikel herausgestellt (Zivadinov et al. 2013, Okuda et al. 2009). Ausserdem kommen
pathologische Untersuchungsergebnisse visuell evozierter Potentiale sowie der Nachweis
oligoklonaler Banden im Liquor bei spiteren MS-Patienten hdufiger vor als bei RIS ohne
nachfolgende Symptomatik (Lebrun et al. 2009). Nach inzidentellem Auftreten eines RIS
entwickelt sich innerhalb von 2 Jahren bei etwas tiber einem Drittel der Patienten ein CIS,
womit mittels radiologischem Nachweis Ortlicher und zeitlicher Dissemination oft bereits
die Diagnose MS gestellt werden kann (Lebrun et al. 2009, Okuda et al. 2009, Siva et al.
2009). Im Vergleich wird nach einem CIS bei circa 70% der Patienten im Verlauf eine
Multiple Sklerose diagnostiziert.

Unsicher ist jedoch noch immer eine individuelle Voraussage iiber die Entwicklung einer
manifesten MS nach Auftreten eines CIS. Hierbei gilt ein pathologisches MRT als relativ
sicherer pridiktiver Faktor fiir den Ubergang in eine manifeste Erkrankung. Weniger sicher
sind dagegen auffillige Liquorbefunde und abnormale evozierte Potentiale (Marcus und
Waubant 2013, Rieckmann 2005).

Das Vorkommen der Anti-Myelin-Antikorper gegen MOG und gegen MBP im Serum von
CIS-Patienten wurde als positiver pradiktiver Faktor postuliert. Bis heute sind zu diesem

Thema zahlreiche, z.T. widerspriichliche Studien veroffentlicht worden (s. Kapitel 2.4).

Moderne Studien fokussieren hdufig auf CIS-Patienten, um immer sicherere und frithere
Moglichkeiten zur Diagnose einer MS und damit zur Indikation einer Therapie zu finden
(z.B. Kappos et al. 2006 und 2007, Jacobs et al. 2000). Es werden hierbei vor allem weitere
pradestinierende Faktoren wie pathologische Befunde im MRT, in der Elektrophysiologie,
im Liquor oder, wie in der vorliegenden Studie, im Blut gesucht. Das Vorkommen von

Antikorpern gegen MOG und MBP in Liquor oder Serum gilt bisher noch nicht als Faktor



fiir die Stellung einer Prognose nach einem CIS, der Beweis gegen deren préidiktive
Bedeutung konnte bisher jedoch ebenfalls nicht gefiihrt werden. (Xu et al. 2012, Klawiter et
al. 2010).

Unumstritten ist der Nutzen eines mdglichst frithzeitigen Therapiebeginns (Comi 2003,
Tintoré 2008, Sellner et al. 2010). Da die MS ein Fortschreiten und letztendlich eine
Akkumulation neurologischer Schdden darstellt, ist eine frilhe Einddmmung der
Immunreaktion vor dem Auftreten irreversibler Storungen von hochster Wichtigkeit. Grof3e
prospektive Studien wie die CHAMPS/CHAMPIONS-, die ETOMS-, die BENEFIT- und
die PRECISE-Studie haben in den letzten Jahren einen positiven Effekt frither Therapien
herausgearbeitet (Kinkel et al. 2012, Filippi et al. 2004, Kappos et al. 2007, Comi et al.
2009). Nach einer klinischen Studie konnte durch Friihtherapie sogar eine Risikoreduktion
fiir eine CDMS nach CIS von 38-68% auf 44-50% erreicht werden (Kohriyama 2011).
Umso wichtiger wird die Erforschung moglicher Parameter zur Frithdiagnostik, so dass das
therapeutische Vorgehen in Zukunft moglicherweise schon nach Auftreten eines CIS oder

sogar bereits nach einem RIS festgesetzt werden kann.

1.4 Aktuelle Studienlage

In den letzten Jahren wurden die Forschungsergebnisse der Gruppe um Berger, in der ein
pradiktiver Wert fiir die Entwicklung einer MS der Antikérper gegen MBP und MOG
gezeigt wurde, durch zahlreiche verschiedene Gruppen, unter anderem auch von der Berger-
Gruppe selbst, mit unterschiedlichen Methoden sowohl bestitigt als auch widerlegt.

Im Jahr 2003 wurde von Berger et al. die bereits erwéhnte Studie iiber den pradiktiven Wert
von Anti-MOG-AK fiir die Entwicklung einer sicheren MS nach Auftreten eines CIS
publiziert. In dieser Studie konnte belegt werden, dass die Patienten, bei denen zum
Zeitpunkt des CIS diese AK nachweisbar waren, signifikant 6fter eine MS entwickelten als
die Patienten ohne AK. Die AK wurden mittels Western Blot detektiert, die Methodik sowie
die Materialien wurden zur optimalen Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiir die vorliegende
Arbeit iibernommen.

2004 bestitigten Gaertner et al. mittels ELISA das erhéhte Vorkommen von Anti-MOG-AK

in Patienten mit MS. Zahlreiche Arbeitsgruppen kamen mit verschiedenen Methoden zu



dhnlichen Ergebnissen (Greeve et al. 2007; Lalive et al. 2006; Tomassini et al. 2007).
Ebenfalls im Jahr 2004 wurde von Lampasona et al. im Vergleich mit gesunden
Kontrollpersonen iiber einen Radioimmunassay kein hoherer AK-Titer von Anti-MOG-AK
bei MS-Patienten gefunden. Auch diese Widerlegung wurde durch mehrere Arbeitsgruppen
mit unterschiedlichen Methoden sowohl fiir MS- als auch fiir CIS-Patienten bestétigt (Kuhle
et al. 2007, Lim et al. 2005).

Eine Zusammenschau der verschiedenen Ergebnisse ldsst einen Zusammenhang mit der
verwandten AK-Detektionsmethode vermuten, daneben spielen unterschiedliche

Patientenpopulationen vermutlich ebenfalls eine Rolle.

In anderen Studien stand die Frage nach der Spezifitit der pathologischen Antikorper fiir
spezielle Doménen des Proteins bzw. flir die natiirliche Tertidrstruktur des Proteins MOG im
Mittelpunkt (Chan et al. 2010; Khalil et al. 2006, Menge et al. 2005). Uber FACS-Analysen
wurde bei péadiatrischen MS-Patienten ein signifikant erhohter Titer von Anti-MOG-AK
gefunden (McLaughlin et al. 2009). Auch fiir die der MS &hnliche Erkrankung, die NMO,
wurde ein Zusammenhang mit Anti-MOG-Antikérpern innerhalb einer Subgruppe gezeigt
(Mader et al. 2012). Auch hier wurde mittels FACS-Analysen gearbeitet.

Es wurde postuliert, dass lediglich die Antikorper gegen das Protein in seiner natiirlichen
Konformation pathologisches Potential besitzen. Auch diese These wurde im Verlauf
widerlegt wie auch bestétigt. Ein Studiendesign von Menge et al. 2011 sah die
Untersuchung von Seren gesunder Spender, CIS-Patienten und CDMS-Patienten mit 3
verschiedenen rekombinanten Varianten des Proteins MOG vor. Dabei wurden auch die
Reaktionen mit dem natiirlich konformierten, einem zum Teil denaturierten und einem
vollstindig denaturierten Protein verglichen. Hier zeigte sich zum einen eine abnehmende
Antikorperkonzentration mit der Denaturierung und zum anderen eine Konkordanz des
Antikorpervorkommens mit der Krankheitsaktivitdt (Menge et al. 2011).

Beziiglich des MBP wurden Antikdrper gegen bestimmte Fragmente des Proteins bei MS-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden in deutlich hdheren Konzentrationen
gefunden (Belogurov et al. 2008). Ein sicherer und reproduzierbarer Beweis fiir den
pradiktiven Wert der Antikdrper gegen MOG und MBP beziiglich der Krankheits-

entwicklung steht bis heute aus.



1.5 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich nicht nur mit der Rolle, sondern auch mit dem
Zeitpunkt des Auftretens von Antikorpern gegen Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
(MOG) und basisches Myelinprotein (MBP).

Das langfristige Ziel ist die Auffindung von sicheren und mdglichst frith erfassbaren
paraklinischen Markern zur Frithdiagnostik der MS. Dies wird immer wichtiger, nachdem
der Nutzen einer friihen Therapieeinleitung in mehreren Studien bewiesen wurde. Auch eine
von Beginn an bessere Einschidtzung der Prognose und somit eine nicht nur schnellere,
sondern auch gezieltere und damit effizientere Therapieeinleitung konnte hiermit ermdglicht
werden. Antikorper im Serum wéren als einfach nachzuweisender Parameter ein idealer
Marker zur Einordnung eines Patienten in die Kategorie "therapiebediirftig" oder eher hin
zu einer abwartenden Haltung (Coyle 2008, Comi 2003, Tintoré 2008, Sellner et al. 2010).
Durch die Untersuchung von Serumproben, welche noch vor dem Auftreten eines CIS
abgenommen wurden und spiter auch die Auswertung derselben Patienten nach Diagnose
einer CDMS, sollte nicht nur ein spezifischer Antikorper detektiert, sondern auch dessen
zeitlicher Zusammenhang mit der MS herausgearbeitet werden. Dieses friihe Stadium noch
vor Auftreten der ersten Krankheitssymptome ist bisher noch nicht eingehend untersucht
worden. So ist der Anfangszeitpunkt der pathogenetischen Kaskade vor Ausbruch der

Krankheit bisher noch unklar.



2. Material und Methoden

2.1 Material

Gerite

Elektrophoresekammer Protean 3 Cell
Trans-Blot SD

Spannungsgeber
Gel-Blotting-Papier
Nitrocellulose Transfermembran
Sterilbank Hera Safe
Stickstofftank

"Mr Frosty" Freezing Container
Kryotubes

Mikroskop

Weitere Laborartikel

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA
Schleicher + Schuell, Dassel, BRD
Whatman GmbH, Dassel, BRD
Heraeus, Hanau, BRD

Taylor Wharton, Mildstedt, BRD
Nalgene Labware, Roskilde, DEN
Nunc, Langenselbold, BRD

Zeiss, Oberkochen, BRD

Eppendorf, Hamburg und Hartenstein, BRD

Antikorper und Sekundirantikorper

Anti-MOG 8-18-C5

Anti-MBP MAB381

Mouse-anti-human-IgG, AP-gekoppelt

(Sekundirantikorper)
Mouse-anti-human-IgM, AP-gekoppelt

(Sekundarantikorper)

Reagenzien

Zur Verfiigung gestellt von Prof.

Berger, Innsbruck, AU
Zur Verfiigung gestellt von Prof.

Berger, Innsbruck, AU
Zur Verfiigung gestellt von Prof.
Berger, Innsbruck, AU
Zur Verfiigung gestellt von Prof.
Berger, Innsbruck, AU

Dr.

Dr.

Dr.

Dr.

Molekulargewichtsstandard
Férbe-Kit mit alkalischer Phosphatase

Acrylamidmix

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)

Bio-Rad, Hercules, USA
Bio-Rad, Hercules, USA
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD



Molekulargewichtsstandard Bio-Rad, Hercules, USA
Féarbe-Kit mit alkalischer Phosphatase Bio-Rad, Hercules, USA
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe, BRD

Ammoniumpersulfat (APS)
Glycerin
Beta-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Glycin

Polysorbate 20 (TWEEN)
Methanol

Trypanblau

FCS

Dimethylsulfoxid

Trypsin EDTA

L-Glutamin

Na-Pyuvat
Dinatriumhydrogenphosphat
Na-Dihydrogenphosphat
Natriumazid
Kaliumchlorid

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Merck, Daredtadt, BRD
PAA, Colbe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Gibco, Karlsruhe, BRD
Gibco, Karlsruhe, BRD
Gibco, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD
Roth, Karlsruhe, BRD




Medien, Puffer und Losungen, Gele

Tris 0,IM pH 9,5
6,057g TRIS
500ml NaCl

Tris 1,5M pH 8,8
18,53g TRIS
100ml NaCl

APS 10%
0,5g APS
Sml Aqua dest.

Laufpuffer
100g Glycin
15g TRIS

5g SDS

11 Aqua dest.

Probenpuffer

6,25ml Tris 1M

8g SDS

15ml Glycerin

3ml beta-Mercaptoethanol
75,75ml Aqua dest.

1 Spatelspitze Bromphenolblau

Trenngel (15%)
3,4ml Aqua dest.
7,5ml Acrylamidmix
3,8ml Tris 1,5M
150ul SDS 10%
150ul APS 10%

6ul TEMED

Sammelgel (5%)
5,5ml Aqua dest.
1,2ml Acrylamidmix
Iml Tris IM

80ul SDS 10%

80ul APS 10%

8ul TEMED

Tris IM pH6,9
12,114g TRIS
100ml NaCl

Tris 2M pH 6,8
24,228g TRIS
100ml NaCl

SDS 10%
10g SDS
10ml Aqua dest.

Western-Blot-Puffer
14,4g Glycin

3g TRIS

100ml Aqua dest.

Blot-Puffer

20ml Western-Blot-Puffer
40ml Methanol

140ml Aqua dest.

Waschpuffer
11 TBS
Iml Tween

TBS (Ix)

Ein Liter Losung:
50mmol/l TRIS
150mmol/l NaCl

PBS (10x)
Ein Liter Losung:
1,369mol/l NaCl

100mmol/l Dinatriumhydrogenphosphat

100mmol/l Na-Dihydrogenphosphat
27mmol/l Kaliumchlorid




2.2 Probensammlung

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der
Georg-August-Universitit Gottingen genehmigt.

Zur Realisierung einer retrospektiven Untersuchung von Serumparametern wurde die im
deutschen  Transfusionsgesetz  (Vierter = Abschnitt, Paragraph 19) geforderte
Riickverfolgbarkeit von Blutspenden genutzt. Dieses verlangt zur Moglichkeit einer
Riickverfolgung bei Infektionsnachweis die Aufbewahrung von Proben jedes Spenders fiir
einen angemessenen Zeitraum, welcher von den jeweiligen Instituten selbst bestimmt und in
den von uns kontaktierten zwischen 3 und 15 Jahren liegt.

Zur Patientenrekrutierung wurde auf der Internetseite der Deutschen Multiple Sklerose
Gesellschaft ein Aufruf an alle Patienten gestartet, die vor Ausbruch ihrer Erkrankung Blut
gespendet hatten. Die jeweiligen Transfusionsmedizinischen Institute stellten uns die
Riickstellproben nach Ablauf der Aufbewahrungsfrist zur Verfligung.

Anschliefend wurden nach Erhalt einer Einverstdndniserkldrung der Patienten von den
behandelnden Arzten oder Kliniken die jeweiligen Arztbriefe aus der Zeit der Erstdiagnose
angefordert.

Zuletzt wurden die Patienten gebeten, zur Verlaufsbeobachtung erneut eine Serumprobe

abzugeben.

Insgesamt standen uns 81 Proben von 37 Patienten zur Verfligung. Ausschlusskriterien
stellten ein nachgewiesenes CIS vor der Blutspende und eine nicht sicher zu
diagnostizierende MS dar. Hierdurch wurden nach Erhalt der klinischen Daten 8 Patienten
nachtriglich ausgeschlossen. Zur Auswertung standen 61 Proben verschiedenen
Spendedatums von 25 Patienten im Alter von 18 bis 45 Jahren (bei Abnahme der
Blutspende), davon 5 ménnlich und 20 weiblich. Die Spenden erfolgten zwischen 2
Monaten und 7 Jahren vor Auftreten der Erstsymptome. Eine aktuelle Blutprobe von 2007
konnten uns 19 Patienten zukommen lassen.

Alle Proben wurden bei -80°C aliquotiert in 100ul gelagert, die Versendung erfolgte, wenn
moglich, gefroren auf Trockeneis, dabei erhielten wir 43 der erhaltenen Proben von 15

Patienten nach dem Versand in aufgetautem und die librigen 18 Proben von 10 Patienten in



gefrorenem Zustand. 35 Proben von 12 Patienten lagen als Plasma vor, 26 Proben von 13
Patienten als Serum. (s. Tab.1)

Die Kontrollseren stammen mit freundlicher Unterstiitzung von PD Dr. Riggert aus der
Abteilung Transfusionsmedizin der Universititsmedizin Gottingen und mit dem
Einverstindnis der Blutspender aus den an einem Tag gespendeten Proben des
Blutspendedienstes der Universitdt Gottingen. Die Auswahl aus dem Gesamtkollektiv

erfolgte unter Berticksichtigung von Alter und Geschlecht. (s.Tab.1)

Patienten n=25 Kontrollen n=25
Alter (Median) 18-44 (30) 18-44 (30)
Geschlecht m/w 5/20 5/20
Serum/Plasma 13/12 25/0
Volumen 100p-1,2ml 300-500ul

Tab.1: Patienten- und Kontrollkollektiv

2.3 Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von immobilisierten, im allgemeinen
denaturierten Proteinen unter Verwendung spezifischer Antikorper. Im folgenden
Versuchsaufbau wurde unter Verwendung spezieller bekannter Antigene (MOG und MBP)

das Auftreten von Antikdrpern in Serumproben nachgewiesen.

Diskoninuierliche SDS-Gelelektrophorese

Vor dem Zusammenbau der GieBkammer wurden alle mit den Gelen in Kontakt
kommenden Teile mit einem ethanolgetrinkten, fusselfreien Tuch entfettet. Es wurden
gleichzeitig ein 15%iges Trenn- und ein 5%iges Sammelgel fiir das Volumen von zwei
Kammern angesetzt. Hierbei wurde die Porengrofle des Sammelgels groBer als die des
Trenngels gewihlt, so dass die Proteine im Trenngel als scharfe Bande aufliegen und gemal3
threr Grofe das Trenngel durchlaufen. Das Trenngel wurde luftblasenfrei bis 7mm unter den
Rand der kleineren Platten gegossen, danach wurde bis zu den Oberkanten mit dem
Sammelgel aufgefiillt. Noch in fliissigem Gelzustand wurden vorsichtig die Taschenformer

eingesetzt. Nach vollstdndiger Polymerisation innerhalb von 1h konnten die Glasplatten in



die Lauftkammer eingespannt und die Taschenformer entfernt werden. Die Laufkammer
wurde bis zum oberen Rand der Platten mit alkalischem Laufpuffer gefiillt, um die negative
Ladung der Proteine zu gewéhrleisten.

Die verwandten Antigene MBP (human) und MOG (aal-125) lagerten aliquotiert zu 2ug
und 1pg in einer Konzentration von 1,5mg/ml fiir MBP und 1,4mg/ml fiir MOG bei -80°C,
wobei MBP in Aqua dest. und MOG in Séure (pH 3,3) gelost vorlagen (Berger et al. 2003).
Kurz vor dem Start der Elektrophorese wurden 100ul Aqua dest. und 40ul Probenpuffer
zugefiigt. Dieser enthidlt zur Denaturierung der Proteine beta-Mercaptoethanol. Zum pH-
Ausgleich der MOG-Lo6sung wurden hier 5ul 2M Tris mit einem pH von 6,8 zugegeben.
Anschliessend wurden die Gemische zentrifugiert (90sec, 125rpm) und 5min bei 98°C
gekocht. Die groflen Taschen der beiden Gele wurden mit je einem Antigen beladen, in die
kleinen  Taschen wurden zur Identifizierung der Banden je 5Sul des
Molekulargewichtsstandards gegeben. Mit dem Anschluf3 des Systems an eine Stromstérke
von 40mA und einer Spannung von 140V wurde die Elektrophorese gestartet. 10 min nach
dem Herauslaufen der mit Bromphenolblau sichtbar gemachten Proteinbanden wurde der
Lauf beendet, in der Regel nach 65-75min. So konnte eine exakte Bestimmung sowie die
bendtigte Reinheit der 15 und 18,5 kDa groflen Antigene gewéhrleistet werden. Die Gele
wurden von den Glasplatten genommen und zum Schutz vor Aushirtung voriibergehend in

Blot-Puffer gelegt.

Anode
}rotein—
— bande
— / (MOG/MP)
P
Molekulargewichts- +  Kathode +

standard

Abb.1 Gelelektrophorese schematisch



Western Blot im semi-dry Verfahren

Fiir den Transfer der Antigene auf die Membran per Sandwichverfahren wurden zunéichst
vier 18x8,5 cm grofle Filterpapiere und die gleich groe Nitrozellulosemembran mit einer
Porengrofle von 0,2um fiir 10-20min in Blot-Puffer eingeweicht. Die Blottingapparatur
wurde ebenfalls mit dem Puffer angefeuchtet. Die untere Platte wurde spéter als Anode
geschaltet, die obere als Kathode. Auf die Anodenplatte wurden zwei der Filterpapiere und
die Membran gelegt, die beiden Gele wurden auf der Membran spiegelverkehrt gegentiber
plaziert und mit den beiden restlichen Filterpapieren abgedeckt (Abb.2).

Zur klaren Kennzeichnung der mit unterschiedlichen Proteinen versetzten Gele wurde die
Membran immer an der linken oberen Ecke angeschnitten. Nachdem Luftblasen und
tiberschiissiger Puffer entfernt waren, erfolgte der Transfer iiber 43min bei einer Stromstarke
von 200mA. Der Puffer enthielt hierbei Methanol, um die SDS-Bindung der Antigene zu
16sen und somit deren Bindung an die Membran zu verbessern.

Zur Kontrolle wurden die Proteinbanden durch 5-miniitige Inkubation mit PonceauS
sichtbar gemacht. Der Molekulargewichtsstandard wurde mit einem Skalpell abgetrennt und

zwischen zwei Filterpapieren getrocknet.

| —|— Kathode

Filterpapier —————

Gel
Membran
| _|_ Anode

Abb.2 Proteintransfer auf eine Membran mittels Elektrophorese

Aus der Nitrozellulose wurden mit dem Skalpell 3mm grof3e Streifen so geschnitten, dass
auf einer Seite das MOG, auf der anderen Seite das MBP gebunden waren und diese 3 x 5
min mit je 3 ml Waschpuffer gewaschen. Anschliessend wurden unspezifische
Bindungsstellen mit der Blocklosung geblockt. Nach 1,5 h wurde die Blocklosung
abgeschiittet, die Schalen mit den einzelnen Seren bestiickt und iiber Nacht bei 4°C

inkubiert.



Vorbereitung der Seren und der Kontrollantikorper

Zur Versuchskontrolle dienten der von Prof. Th. Berger aus Innsbruck zur Verfligung
gestellte monoklonale Maus-Antikorper 8-18-C5 gegen MOG (Berger et al. 2003) und
MAB381, Isotyp IgGl, gegen MBP (Chemicon). Beide Antikorper lagen in einer
Vorverdiinnung von 1:100 vor und wurden in den Titrationsstufen 1:32 000, 1:64 000, 1:128
000, 1:256 000 und 1:512 000 mit der Blocklosung vermischt (Abb.3).

12,5ul aMOG 2ml 2ml 2ml 2ml
12,5ul aMBP
Blocklosung 4ml 2ml 2ml 2ml 2ml

Abb.3 Verdiinnung der Mause- Kontrollseren

Als humane Kontrolle wurde ein von PD Dr. A. Weishaupt, Neurologische
Universitdtsklinik Wiirzburg, fiir beide Antikdrper positiv getestetes Patientenserum
verwendet. Beruhend auf vorangegangene Untersuchungen wurden fiir den IgG-Nachweis
die Konzentrationen 1:1000 und 1:500 gewéhlt, fiir die [gM-Kontrolle 1:2000 und 1:500.

Die Patientenseren wurden fiir IgG in der Konzentration 1:1000 und fiir IgM in der

Konzentration 1:500 mit der Blocklosung gemischt.

Visualisierung der Antikorper

Nach mehrmaligem Waschen mit TBS-Tween (1 x Imin; 3 x 12min) wurden die AP-
gekoppelten Sekundérantikorper Anti-Maus-, Anti-IgG- und Anti-IgM in einer
Endverdiinnung von 1:5000 auf die entsprechenden Streifen aufgebracht. Es folgte eine
Inkubation iiber 1h und erneutes Waschen mit Waschpuffer sowie mit 0,1M Tris zum pH-
Ausgleich. Der Entwicklungspuffer wurde im Verhéltnis 1:25 mit Aqua dest. gemischt und
die Féarbereagenzien A und B in der Konzentration 100u1/10ml hinzugefiigt. Es folgte die



Inkubation {iber 20min. Die Farbreaktion entsteht bei der verwendeten Technik durch die
katalytische Aktivitdit der Alkalischen Phosphatase, welche das im Farbereagenz B
enthaltene BCIP dephosphoryliert und so den Farbumschlag von schwach gelb zu blau
induziert. Das im Reagenz A geloste NBT wird gleichzeitig reduziert und zeigt in dieser
Form eine violette Farbung. Alle Proteinbanden mit gebundenem Sekundirantikérper
erhielten nach der Farbung eine blau-violette Tonung.

Nach abschliessender Waschung mit Aqua dest. fir 3 x Smin wurden die

Nitrozellulosestreifen zwischen Whatmanpapier getrocknet und zur Auswertung auf Papier

geklebt.

2.4 Statistische Auswertung

Im Programm Graph pad prism wurde die Signifikanz mittels Students-t-Test errechnet. Fiir
die Ergebnisse des Western Blot wurde das Vorkommen von Antikorpern in Prozent

ermittelt.

2.5 Klinische Auswertung

Zur klinischen Auswertung des Patientenkollektivs wurden Alter, Geschlecht, Zeitpunkt der
Blutspende in Bezug auf das CIS, die Erstsymptomatik und der EDSS nach dem CIS
herangezogen.

EDSS bezeichnet den durch die MS hervorgerufenen Behinderungsgrad und bezieht sich auf
die Anzahl und Auspriagung der Schidigung der betroffenen Funktionssysteme (Kurtzke
1983) (s. Tab.2). Im Gegensatz zur veralteten Version, der DSS, werden hier Behinderungen

im Alltag und Einschrinkungen der Mobilitit mit beriicksichtigt.



EDSS Befund
0 normaler neurologischer Untersuchungsbefund
1 keine Behinderung, milde Symptomatik in einem funktionellen System
1,5 keine Behinderung, milde Symptomatik in mehr als einem funktionellen System
2 leichte Behinderung in einem funktionellen System
25 leichte Behinderung in mehr als einem funktionellen System
deutliche Behinderung in einem funktionellen Systemoder leichte Behinderung in drei oder vier funktionellen Systemen,
3 Gehfihigkeit erhalten
deutliche Behinderung in zwei funktionellen Systemen oder in einem funktionellen Systemmit leichter Symptomatik in einem oder
3,5 zwei funktionellen Systemen oder leichte Behinderung in fiinf funktionellen Systemen, Gehféhigkeit erhalten
4 Gehfahigkeit ohne Hilfe und Ruhepause mind. 500 my; tégliche Aktivitdt von 12h mglich, relativ schwere Behinderung
Gehfahigkeit ohne Hilfe und Ruhepause mind. 300 m; ganztigig arbeits fahig, Aktivitatseinschrinkungen, relativ schwere
45 Behinderung
5 Gehféahigkeit ohne Hilfe und Ruhepause fiir etwa 200 m; tégliche Aktivititen von schwerer Behinderung beeintrichtigt
55 Gehféahigkeit ohne Hilfe und Ruhepause fiir etwa 100 m; keine normale tégliche Aktivitdtmehr moglich bei schwerer Behinderung
6 Gehfahigkeit mit einseitiger oder zeitweiliger Unterstiitzung (Gehhilfe) ohne Ruhepause fiir etwa 100 m
6,5 Gehfahigkeit mit andauernder, beidseitiger Unterstiitzung (Gehhilfe) ohne Ruhepause fiir etwa 20 m
unfihig, selbst mit Hilfe, mehr als 5 mzu gehen; weitgehend rollstuhlbediirftig, dabei aber selbsténdig und aktiv, Transfer ohne
7 Hilfe
75 unfihig, mehr als ein paar Schritte zu gehen; rollstuhlbediirftig, Hilfe bei Benutzung und Transfer benotigt, evtl. E-Rollstuhl
8 weitgehend auf das Bett beschrinkt, fihig im Rollstuhl zu sitzen selbstindige Korperpflege mit meist gutem Gebrauch der Arme
8,5 weitgehend auf das Bett beschréinkt, fihig im Rollstuhl zu sitzen, teilweise selbsténdige Pflege mit teilweisem Gebrauch der Arme
9 hilflose Bettligerigkeit, Nahrungsaufnahme und Kommunikationsvermogen erhalten
9,5 vobllige Hilflosigkeit mit gestorter Nahrungsaufnahme (Schluckstérungen) und Kommunikation
10 Tod durch MS

Tab.2: Extended Disability Status Scale




3. Ergebnisse

Die Proben wurden jeweils auf IgG- und IgM-Antikoérper gegen die Myelinproteine MOG
und MBP getestet. Bei der Auswertung wurde zwischen diesen 4 Antikorpern, dem volligen
Fehlen der getesteten Antikérper und dem Vorkommen von sowohl Anti-MOG als auch
Anti-MBP unterschieden.

Insgesamt wurde ein Lauf zur Auswertung gegeben, wenn sowohl die Banden der
Mauskontrollen sowie die der humanen Positivkontrolle scharf zu erkennen waren.

Die Proben wurden im Vergleich zu den in absteigenden Konzentrationen verwandten
Maus-Kontrollseren betrachtet. In die Kategorie "positiv"' wurden Banden eingestuft, deren

Farbintensitit den Konzentrationen 1: 32 000 und 1: 64 000 entsprachen. (Abb.4)

Kontrolle 1:32 000

Kontrolle 1:64 000

Kontrolle 1:128 000

Kontrolle 1:256 000

Kontrolle 1:512 000

Patientenserum positiv

Patientenserum negativ

MOG MBP

Abb.4: Beispiel nach Firbung: Absteigende Maus-Kontroll- und Patientenseren (links
MOG, rechts MBP)

3.1 Patienten

Nach Auswertung aller Daten ergab sich eine Probandenzahl von 25 der urspriinglich 37

Patienten. Fiir intraindividuelle Verlaufsbeobachtungen lagen von 10 verschiedenen



Patienten mindestens 2 bis maximal 13 Proben aus unterschiedlichen Zeitpunkten vor
Diagnose der MS vor. 4 Patienten hatten zweimal Blut gespendet, 2 Patienten dreimal, ein
Patient fiinfmal, 2 Patienten siebenmal und von einem Patienten lagen 13 verschiedene
Proben vor. 33 der behandelnden Arzte und Kliniken konnten uns Arztbriefe aus der Zeit der
Erstdiagnose zur Verfiigung stellen. 4 der teilnehmenden Patienten lehnten die Auswertung
ithrer klinischen Daten ab. Weitere 4 Patienen konnten fiir die zweite Blutabnahme nicht
mehr kontaktiert werden und wurden daher ebenfalls nicht in die Auswertung
miteinbezogen. Die Arztbriefe wurden im Hinblick auf den Zeitpunkt des CIS in Bezug auf
die Spende der Blutprobe, die Symptomatik und den EDSS der Patienten nach CIS
ausgewertet. Einen Uberblick hierzu gibt Tab.3.



Gesamtanzahl Patienten 25
Gesamtanzahl Proben 61
Alter (Median) 30 Jahre
Geschlecht m/w 5/20
Zeit vor CIS in Monaten
1-6 Mo 5 Proben von 4 Patienten
7-12 Mo 7 Proben von 6 Patienten
13-18 Mo 9 Proben von 9 Patienten
19-24 Mo 6 Proben von 5 Patieten
25-30 Mo 5 Proben von 4 Patienten
31-36 Mo 6 Proben von 6 Patienten
37-42 Mo 6 Proben von 5 Patienten
43-48 Mo 4 Proben von 3 Patienten
>48 Mo 13 Proben von 4 Patienten
Erstsymptomatik
- Sensorium 15
- Sehfunktion 5
- Pyramidenbahn 5
- Zerebellum 3
- Hirmstamm 2
- Cerebrum 1
Multifokale Erstsymptomatik 4
Myelitische Lasion bei CIS 9
EDSS bei Erstsymptomatik
-0 9
-1 8
-1,5 4
-2 2
-2,5 2
Probe von 2007 19

Tab.3.: Charakteristika Patientenkollektiv

Die Abstinde der Blutspenden zum Zeitpunkt des CIS wurden in 9 Gruppen von jeweils
einem halben Jahr eingeteilt. Hatte ein Patient vor Auftreten des CIS haufiger als einmal
Blut gespendet, wurden die Proben einzeln getestet und auf die verschiedenen Gruppen
verteilt.

Insgesamt zeigten 15 Patienten Storungen im sensorischen System, 5 Patienten Storungen



der Pyramidenbahn, 4 Patienten hatten Storungen der Sehfunktion. Bei 3 Patienten konnte
eine  Kleinhirnsymptomatik ~ beobachtet =~ werden, bei 3  Patienten  eine
Hirnstammsymptomatik, kognitive Defizite zeigte 1 Patient. Das Auftreten disseminierter
Symptomatiken bei Erstmanifestation der MS wird gemeinhin als multifokal bezeichnet,
dieses war bei 4 Patienten der Fall.

Nach CIS zeigten 9 Patienten einen EDSS von 0, bei weiteren 8 betrug er 1, bei 4 Patienten
1,5. Ein EDSS von 2 trat bei 2 Patienten auf, ein EDSS von 2,5 bei ebenfalls 2 Patienten.

Ein hoherer Behinderungsgrad konnte nach einem CIS in dieser Kohorte nicht beobachtet

werden.

3.2 Qualitédt der Proben

Etwas tliber die Hélfe der uns von den Blutspendediensten zur Verfiigung gestellten Proben
stand als Plasma, die Ubrigen als Serum =zur Verfiigung. Ein Vergleich der

Antikorpervorkommen der beiden Gruppen im Western Blot zeigt jedoch ein anndhernd

gleiches Bild. (Abb.5)
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Abb.5: Antikdrpervorkommen in Serumproben und Plasmaproben

Desweiteren waren zwei Drittel der verwandten Proben in aufgetautem Zustand in unserem
Labor angekommen, die iibrigen waren auf Trockeneis in gefrorenem Zustand versandt
worden. Um die Vergleichbarkeit aller Proben sicherzustellen, wurde in einem
Zusatzversuch der Vorbereitungsphase eine einzelne Probe dreimal aufgetaut und wieder

eingefroren und nach jedem Tauvorgang auf die Antikérper getestet. Hierbei konnte keine



relevante Verminderung der Farbintensitdt im Western Blot festgestellt werden. (Abb.6)

Serum 1x aufgetaut IgG

Serum 1x aufgetaut IgM

Serum 2x aufgetaut IgG

Serum 2x aufgetaut IgM

Serum 3x aufgetaut IgG

Serum 3x aufgetaut IgM

MOG MBP

Abb.6: Versuch zur Vergleichbarkeit aufgetauter und gefrorener Serumproben (links MOG,
rechts MBP)

3.3 Vorkommen von Anti-MOG und Anti-MBP-Antikérpern im Western Blot

3.3.1 Patienten- und Kontrollkollektiv

Insgesamt konnte zwar eine Tendenz zu gehduftem Vorkommen von Antikérpern im
Patientenkollektiv und 1m Gegensatz dazu dem Fehlen jeglicher Antikérper im
Kontrollkollektiv festgestellt werden, die Zahlen waren jedoch nicht signifikant (Abb.7).

Im einzelnen waren im Kontrollkollektiv 8% positiv fiir Anti-MOG-IgG, 28% positiv fiir
Anti-MOG IgM, 32% fiir Anti-MBP-IgG und 24% fiir Anti-MBP-IgM. Ein Vorkommen
beider Antikorper wurde bei 12% nachgewiesen, keine der getesteten Antikorper fanden
sich bei 40%.

Da von mehreren Patienten Proben von verschiedenen Zeitpunkten vorhanden waren, wurde
die Analyse sowohl unter Einbezug nur der &ltesten Probe als auch nur der jiingsten Probe
durchgefiihrt. Hierbei fand sich kein signifikanter Unterschied.

Die Auswertung mit den &ltesten Proben zeigten MOG-Antikorper bei 16% fiir IgG und
44% fiir IgM. Anti-MBP-IgG traten hier bei 64% auf, Anti-MBP-IgM bei 44%. AK sowohl



gegen MOG als auch gegen MBP hatten 36%, keine AK dagegen nur 16% der Proben.
Unter Einbezug der jlingsten Probe ergab sich nur ein minimaler Unterschied mit 24% Anti-
MOG-IgG, 44% Anti-MOG-IgM, 64% Anti-MBP-IgG und 48% Anti-MBP-IgM. Beide AK
traten hier bei 44% auf, keine der getesteten AK bei 16% der Proben. (Abb.7)
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Abb.7: Anti-MOG- und Anti-MBP-AK im Patienten- und im Kontrollkollektiv. Mit den

dltesten Blutspenden der Patienten (oben links) und den jiingsten (oben rechts) sowie alle

Gruppen mit dem Gesamtpool im Vergleich (unten)



3.3.2 Inter- und intraindividueller Verlauf

Um eine Verlaufsbeobachtung iiber die Zeit vor Ausbruch der Krankheit zu ermdglichen,
wurden die Proben je nach dem Zeitpunkt der Blutspende in Bezug auf das CIS in Gruppen
eingeteilt, die jeweils 6 Monate umfassen. Tabelle 4 zeigt die Einteilung der Zeitspannen

vor CIS.

Gruppe a | Gruppe b | Gruppe ¢ | Gruppe d | Gruppe e | Gruppe f | Gruppe g | Gruppe h | Gruppe i
n=5 n= n=9 n=6 n=5 n=6 n=6 n=4 n=13
Zeitraum | 1-6 7-12 13-18 19-24 25-30 31-36 37-42 43 -48|>49
bis CIS in|Monate |Monate |Monate |Monate |Monate |Monate |Monate |Monate |Monate
Monaten

Tab.4.: Einteilung der Proben in Gruppen nach dem Zeitraum bis zum CIS

Von 19 der 25 Patienten lag eine Serumprobe von 2007, also nach Manifestation der MS,
VOr.

In der interindividuellen Auswertung konnte insgesamt keine Zunahme der MOG- oder
MBP-AK iiber die Zeit beobachtet werden. Anti-MOG-IgG konnten bei den Proben der
ersten fiinf Gruppen (a-e) in 20%, 14%, 11%, 0% und 0% nachgewiesen werden, also
zundchst ein Anstieg der Antikdrpervorkommen iiber die Zeit. Dagegen zeigten die Gruppe f
wieder 17% Positivitit, die Gruppe g und h 50% und 75% und die Gruppe 1 39%, so dass
keine Kontinuitdt beobachtet werden konnte.

Ahnliche Schwankungen ergab die Auswertung fiir Anti-MOG-IgM (Abb.8).

Fir MBP-AK konnte ebenfalls kein Anstieg der AntikGrpervorkommen iiber die Zeit
abgeleitet werden.

Auch die Bestimmung der gleichzeitig vorkommenden Antikérper gegen beide
Myelinbestandteile zeigte keine eindeutige Tendenz, sondern starke Schwankungen iiber die

Zeit.
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Abb.8 Anti-MOG- und Anti-MBP-AK im Verlauf links in griin: MOG:; rechts in rot: MBP;

unten in blau: beide/keine AK

Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf des Antikdrpervorkommens von links nach
rechts im Zeitraum von mehr als 4 Jahren bis zu einem Monat vor Ausbruch der
Erkrankung. Ganz rechts sind die nach Diagnosestellung abgenommenen Proben dargestellt.
Bei allen getesteten Antikorpern wie auch im Nachweis beider oder keiner der Antikorper

wird das Fehlen einer linearen Entwicklung iiber die Zeit deutlich.

Die Betrachtung der einzelnen Individuen zeigt ebenfalls keine Entwicklung von MOG-
oder MBP-AK iiber die Zeit, auch ist bei den einzelnen Individuen kein zuverléssig
gleichbleibend messbarer AK-Titer nachzuweisen (Tab. 5a und b).

Waren mehrere Proben eines Patienten fiir einen Zeitabschnitt vorhanden, wurde die jeweils

jiingste Probe einbezogen.



MOG | Patient 1 Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient 5 | Patient 6 | Patient 7 | Patient 8 | Patient 9 | Patient 10
IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM || IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM || IgG | IgM
>42 Mo + + - + - -
43-48 Mo + + + +
37-42 Mo + + - + - - + - - -
31-36 Mo - - - - + R
25-30 Mo - + - +
19-24 Mo} - + - - - +
13-18 Mo} - - - + - + - - - +
7-12Mo] - | + Y
1-6 Mo - + - - + +
MS - + - - - - - + 1 + - - - - - - - + -

Tab.5a: Intraindividuelle Verlaufsbeobachtung der Anti-MOG-AK

MBP | Patient 1 | Patient 2 | Patient 3 | Patient 4 | Patient 5 | Patient 6 | Patient 7 | Patient 8 | Patient 9 | Patient 10
IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM || IgG | IgM | IgG | IgM | IgG | IgM
>42 Mo + | -+ + 1+ ]+
43-48 Mo + + - -
37-42 Mo + + + + - - - - - -
31-36 Mo - - - - + -
25-30 Mo + + + -
19-24 Mo| - - - - + +
13-18 Mo] + | - + |+ 1+ + 1+ -+ ]+
7-12Mo | - - + + - - - + - +
1-6 Mo + + - - + +
MS - - -] - + 0+ -0 --1 -1+ -0-1-01-1- -

Tab.5b: Intraindividuelle Verlaufsbeobachtung der Anti-MBP-AK

3.3.3 Korrelation mit der Symptomatik des CIS

Das am hédufigsten vorkommende Erstsymptom in diesem Patientenkollektiv war eine
Storung der Sensibilitidt im Sinne von Dys- oder Hypésthesien. Auch die in der Literatur als
Kardinalssymptom einer beginnenden MS beschriebene Sehstérung, meist in Form einer
Optikusneuritis, sowie die Affektion der motorischen Bahnen stellten hier eine hiufige
Klinik des CIS dar. Seltener fanden sich Stérungen der Kleinhirn- und
Hirnstammfunktionen. Nur ein Patient zeigte eine zerebrale Symptomatik mit kognitiven
EinbuBBen. Disseminierte L&sionen mit konsekutiven Stérungen verschiedener

Funktionssysteme (multifokal) kamen nur bei einem Fiinftel der Patienten vor, eine




Schéidigung der Bahnen im Riickenmark (myelitischer Schaden) konnte bei mehr als einem

Drittel ausgemacht werden.

Ein Zusammenhang bestimmter Antikorper mit der initial auftretenden Symptomatik wurde
nicht beobachtet.

In der Gruppe mit den sensiblen Ausfillen wiesen 20% Anti-MOG-IgG auf, 53% Anti-
MOG-IgM, 60% Anti-MBP-IgG und 40% Anti-MBP-IgM. Beide Arten von AK zeigten sich
bei 47%, bei 20% konnten keine AK gefunden werden.

Eine Pyramidenbahnlésion ging bei keinem der Patienten mit Anti-MOG-IgG einher, bei
40% mit Anti-MOG-IgM. Alle Patienten zeigten aber Anti-MBP-IgG und 80% Anti-MBP-
IgM. Bei 40% konnten beide AK und bei keiner Probe gar keine AK nachgewiesen werden.
Bei den Patienten mit Sehstorungen konnten bei 40% Anti-MOG-IgG gefunden werden, bei
keinem Anti-MOG-IgM, bei 40% Anti-MBP-IgG und bei 20% Anti-MBP-IgM. Beide AK
zeigten in dieser Gruppe 20% der Proben, 40% gar keine AK.

Mit Kleinhirnsymptomatik einhergehend waren bei einem Drittel der Patienten Anti-MOG-
IgG, bei zwei Dritteln Anti-MOG-IgM, insgesamt keine MBP-Antikorper. Auch bei jeweils
einem Drittel der Proben wurden beide oder keine AK nachgewiesen. (Diese Gruppe weist
allerdings, ebenso wie die beiden folgenden mit Hirnstamm- oder zerebralen Lisionen, eine
Patientenzahl kleiner 4 auf, wird der Vollstandigkeit halber aber dennoch aufgefiihrt.)

Bei keinem Patienten mit Hirnstammsymptomatik wurden Anti-MOG-IgG, bei jeweils
einem Anti-MOG-IgM und Anti-MBP-IgG nachgewiesen. Beide wiesen Anti-MBP-IgM, je
ein Patient beide AK und keiner gar keine AK auf.

Der einzelne Patient mit den kognitiven Storungen wies lediglich Anti-MBP-1gG auf.

In der Gruppe mit multifokalen Stérungen wurden bei keinem Anti-MOG-IgG gefunden und
bei jeweils einem Viertel der Proben Anti-MOG-IgM, Anti-MBP-IgG und Anti-MBP-IgM.
Beide AK fanden sich hier bei keinem und keine AK bei der Hélfte der Patienten.

Bei der Betrachtung der Gruppe mit myelitischen Schidigungen zeigte sich bei 11% Anti-
MOG-IgG, bei 33% Anti-MOG-IgM, bei 78% Anti-MBP-IgG und bei 44% Anti-MBP-IgM.
Beide AK zeigten sich bei 33% und keine der AK bei 11%. (Abb.9)
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Abb.9: Verteilung der Antikorper auf die nach Erstsymptomatik aufgeteilten Gruppen
(Zu besseren Vergleichbarkeit Auffiihrung des einzelnen Patienten mit zerebraler

Symptomatik als Gruppe mit der Fallzahl n=1)

3.3.4 Korrelation mit dem EDSS bei CIS

Bei Erstmanifestation einer MS war im vorliegenden Kollektiv am hiufigsten ein EDSS von
0 und 1. Eine schwerere Symptomatik zeigten weniger Patienten, die hochste hier
vorkommende EDSS mit der Einstufung auf 2,5 erhielten 2 Patienten, von denen beide
myelitische Léasionen aufwiesen.

Auch bei dieser Auswertung wurden die Angaben in Prozent der Gruppe umgerechnet und
die jeweils jlinsten Proben verwandt.

Beim EDSS von 0 zeigten sich 33% positiv fiir Anti-MOG-IgG, 44% fiir Anti-MOG IgM,
56% fiir Anti-MBP-IgG und 22% fiir Anti-MBP-IgM. Beide Antikorper kamen bei 33% und
keine Antikorper bei 22% vor.



In der Gruppe mit einem EDSS von 1 traten bei 14% Anti-MOG-IgG, bei 63% Anti-MOG-
IgM, bei je 75% Anti-MBP-I1gG und Anti-MBP-IgM auf. Beide Antikorper fanden sich hier
bei 63%, das Fehlen beider AK kam nicht vor.

Bei den Patienten mit der Einstufung auf den EDSS von 1,5 traten sowohl Anti-MOG-IgG
als auch Anti-MOG-IgM nicht auf. Die Hélfte der Proben waren positiv fiir Anti-MBP-IgG
und ein Viertel fiir Anti-MBP-IgM, somit waren beide Antikorper nicht und keine
Antikorper in der Hélfte der Proben vorhanden.

Von den Proben der beiden Patienten mit EDSS 2 war je eine, also 50%, positiv fiir Anti-
MOG-IgG, Anti-MBP-IgG und Anti-MBP-IgM, dabei waren beide positiv fiir Anti-MOG-
IgG. Es waren in einer Probe beide und in keiner Probe kein Antikdrper zu finden.

Ebenso zeigten sich bei den beiden Patienten mit EDSS 2,5 bei je einer Probe beide oder
keine Antikorper. Beide wiesen hier Anti-MBP-IgG und -IgM auf, einer Anti-MOG-IgM
und keine der Proben Anti-MOG-IgG. (Abb.10)
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Abb.10: Verteilung der Antikorper auf die nach EDSS aufgeteilten Gruppen



4. Diskussion

4.1 Anti-MOG- und Anti-MBP-Antikérper als préddiktive Marker

In der vorliegenden Arbeit konnte im Vergleich zu der in Geschlecht und Alter angepassten
Kontrollgruppe gesunder Blutspender weder fiir Anti-MOG-IgG und Anti-MOG-IgM, noch
fiir Anti-MBP-IgG und Anti-MBP-IgM ein signifikant hoheres Vorkommen bei MS-
Patienten gefunden werden. Der Nachweis von Antikorpern gegen sowohl MOG als auch
MBP war zwar in der Patientengruppe mit iiber 30% hoher als in der Kontrollgruppe mit
13%, jedoch auch dies ohne statistische Signifikanz. Trotz erkennbarer Tendenzen ebenfalls
nicht signifikant war das vollige Fehlen der getesteten Antikorper von 42% in der

Kontrollgruppe gegen 13% bei den Patienten.

In der anfangs bereits erwdhnten Arbeit von Berger et al. (2003) wurde ein erhdhtes Risiko
zur Entwicklung einer MS nach CIS fiir antikdrperpositive Patienten bescheinigt. Dabei
wurden Patienten nach CIS sowie nach dem zweiten klinischen Schub auf MOG- und MBP-
Antikorper untersucht. Trotz der Nutzung des gleichen Western-Blot-Protokolls sowie der
selben Kontroll-Antikorper konnte der postulierte pradiktive Nutzen fiir unsere Kohorte in
diesem noch fritheren Stadium nicht nachvollzogen werden. Es muss jedoch diesbeziiglich
auf die Unterschiede in Fragestellung und Patientenkollektiv hingewiesen werden.
SchlieBlich wurden bei Berger et al. (2003) die Patienten erst nach der klinischen
Erstsymptomatik untersucht. Des weiteren wurden Patienten ohne auffilliges MRT sowie
auch die Patienten ohne pathologische Liquorbefunde aus deren Studie ausgeschlossen. In
unserer Studie waren als Vorraussetzung lediglich eine drztlich diagnostizierte MS und die
zeitlich davor abgegebene Blutspende gefordert. Man konnte hier von einer moglichen
Vorselektion ausgehen. Zu erwéhnen ist hier sicherlich auch die visuelle Auswertung des
Western Blots, welche trotz geblindeter und wiederholter Auswertung immer
untersucherabhingig bleibt.

Ahnlich kontrir waren die Ergebnisse beider Studien zur Korrelation des Antikdrperstatus
mit Symptomatik oder Schwere der Erkrankung.

Eine gesunde Kontroll-Kohorte lag bei Berger et al. (2003) nicht vor. Diese zeigte bei uns
eine Haufigkeit beider Antikdrper von immerhin 13%. IgM- Antikorper alleine gegen MOG



wiesen wir bei 28% und gegen MBP bei 24% nach. Positiv fiir IgG gegen MBP waren sogar
32% der Kontrollen. Diese relativ grole Hiufigkeit von Anti-Myelin-AK bei Gesunden
wurde auch schon zuvor und auch mit variabler Methodik (Western Blot, ELISA,
radiobinding assay) von anderen Arbeitsgruppen nachgewiesen und schlie8t einen rein
diagnostischen Wert der Antikorper bei fehlender Spezifitat aus (Rauer et al. 2006, Gaertner
et al. 2004). Auch in der Folgestudie zur vorliegenden Arbeit, in welcher die Antikorper
mittels Durchflusszytometrie detektiert wurden, wurden in der Kontrollkohorte hohe Titer
gefunden (Chan et al. 2010).

Ebenfalls eine Bestitigung der hier vorliegenden Ergebnisse beziiglich der préadiktiven
Bedeutung von Anti-MOG- und Anti-MBP-AK mit etwa gleich hohen Antikérpertitern
gesunder Spender und MS-Patienten erbrachten Lampasona et al. (2004) mittels
radiobinding assay, einer Methode zur quantitativen Detektion von Antikorpern, bei der die

Antigene wie beim Western Blot in denaturierter Form vorliegen.

Eine 2006 veroffentlichte Studie von Lalive et al. (2006) postulierte erneut, entgegen der
vorliegenden Arbeit, die These der Spezifitit von Anti-MOG- und Anti-MBP-AK fiir MS-
Patienten. Als Methodik wurden dort ELISA und FACS gegeniibergestellt, wobei die
erwidhnte hohe Spezifitit lediglich mittels FACS gefunden wurde, mit welchem die
Antikorper gegen das membrangebundene, nativ gefaltete Antigen detektiert werden.

Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Zhou et al. (2006) in einem Vergleich von MS-Patienten
mit Patienten anderer entziindlicher ZNS-Erkrankungen und gesunden Spendern. Als
Detektionsmethode wurde dort ebenfalls die Durchflusszytometrie gewihlt. Dem gegeniiber
stehen allerdings die Ergebnisse der Anschlussstudie von Chan et al. (2010), in welcher sich
bei gleicher Methodik gegenteilige Ergebnisse zeigten. Die dortigen Tendenzen entsprachen

bei gleichem Patientenkollektiv den hier beschriebenen Ergebnissen nach Western Blot.

4.2 Antikérper in Verlauf und Klinik

Ein erhohter Spiegel der getesteten AntikOrper deutet in der hier vorliegenden Arbeit nicht
auf baldiges Auftreten klinischer Symptome hin, auch ein Anstieg bis zur Manifestation der

Erkrankung konnte nicht gezeigt werden. Ebenso ist ein Hinweis auf eine Korrelation zur



Krankheitsaktivitdt, wie in der Studie von Gaertner et al. (2004) vermutet, in diesem
Kollektiv nicht zu finden. Allerdings wurden von Gaertner et al. keine Seren vor Ausbruch
der Erkrankung, sondern ausschlielich MS- und CIS-Patienten in verschiedenen
Krankheitsstadien mittels ELISA untersucht.

Ein Wechsel der Hiufung von IgM-AK in friihen Krankheitsstadien zu IgG bei manifester
Erkrankung konnte ebenfalls nicht beobachtet werden. Auch konnte keine Korrelation zur
Symptomatik oder der Schwere des CIS herausgearbeitet werden. Erneut steht dem
gegeniiber eine andere Studie von Menge et al. (2011), in welcher sich fiir Anti-MOG eine
Korrelation mit der Krankheitsaktivitdt fand. Auch dort wurde mittels ELISA gearbeitet.
Insgesamt sind die differenten Ergebnisse wohl auf die verschiedenen Detektionsmethoden

zurickzufiihren.

4.3 Wertigkeit des Western Blot in dieser Fragestellung

Kritisch betrachtet werden muss sicherlich die hier angewandte Methode des Western Blots
fiir die vorliegende Fragestellung.

Bei der Auswertung eines Western Blots ist eine gewisse Ungenauigkeit der Ergebnisse
durch die unterschiedlich behandelten Proben sicherlich nicht auszuschlieBen, da die
Serumproben von insgesamt 15 verschiedenen Blutspendeinstituten zur Verfligung gestellt
worden waren. Letztendlich ist auch die Auswertung eines Western Blots, wie oben bereits
erwdhnt, immer untersucherabhingig. Diese Problematik versuchten wir durch eine
unabhingige zweifache Bewertung und durch einen geblindeten und in dieser Auswertung
erfahrenen Untersucher zu minimieren.

Insgesamt scheinen die unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrten Methoden, zu
denen auch der Western Blot gehort, die realistische Situation in vivo moglicherweise nur
unzureichend widerzuspiegeln. Sie zeigen schlieBlich lediglich die Antikérper auf, welche
gegen lineare Proteine, die nur zu geringem Anteil an der Myelinoberfldche positioniert
sind, gerichtet sind. Die tatsidchliche Pathogenitit dieser AK ist noch immer fraglich. Thr
Potential, demyelinisierende Erkrankungen auszuldsen, wurde in der Vergangenheit durch
zahlreiche Studien sowohl bewiesen wie auch widerlegt (Lyons et al. 2002, Brehm et al.

1999).



Desweiteren kann bei der Detektion von Antikdrpern gegen MOG mittels Western Blot im
Allgemeinen nicht unterschieden werden, gegen welche Aminosduresequenzen die AK
gerichtet sind. Dass die gegen unterschiedliche Sequenzen des MOG gerichteten AK sowohl
unterschiedliche Pathogenitit wie auch Héufigkeitsverteilungen besitzen, wurde bereits
mehrfach herausgearbeitet (Khalil et al. 2006, Menge et al. 2011). Wahrscheinlich kénnen
aber vor allem die AK, die gegen ein in seiner Tertidrstruktur natiirlich gefaltetes Protein
gerichtet sind, tatsidchlich eine Demyelinisierung verursachen. Moglicherweise besitzen die
AK gegen einzelne Peptide des MOG lediglich einen verstirkenden Effekt bei schon
initialisierter Entziindungsreaktion (Khalil et al. 2006, Marta et al. 2005, von Biidingen et al.
2002).

4.4 Beurteilung und Ausblick

Obwohl Anti-MOG- und Anti-MBP-AK in der hier vorliegenden Studie kein diagnostischer
oder pradiktiver Wert zugeschrieben werden kann, ist eine Relevanz dieser Antikorper fiir
die Pathogenese der MS sehr wahrscheinlich.

Ein weiterer Ansatz zu Klarung der Rolle der Serum-AK in der MS ist in einer Studie von O
"Connor et al. 2005 gegeben worden, in der ein Vergleich von Serum- und Liquor-AK mit
aus ZNS-Liasionsgewebe isolierten AK angestellt wurde. Dieser ergab eine deutlich hohere
Affinitat der Gewebe-AK zu MOG, woraus sich eine mdglicherweise geringere Pathogenitét

der Serum-AK ableiten 1af3t.

Die Heterogenitéit des Auftretens von Anti-Myelin-AK bei MS-Patienten konnte durchaus
auch durch verschiedene der Erkrankung zugrundeliegende Pathomechanismen zu erkldren
sein. Wie einleitend beschrieben, lassen sich die zerebralen Lisionen von MS-Patienten in 4
Kategorien einteilen. Da hieraus auch auf unterschiedliche Pathomechanismen
riickgeschlossen werden kann, konnte darin eine physiologische Heterogenitit in der
Haufigkeit von Anti-Myelin-AK bei MS-Patienten gesehen werden. Es gibt bereits Studien,
in denen Zusammenhinge der Pathogenesegruppe mit der Wirksamkeit bestimmter
Behandlungen herausgestellt wurden. So profitieren die Patienten der Gruppe II, welche in

den Lisionen vor allem eine Aktivitdt von Antikorpern und aktivierten Komplementfaktoren



aufweisen, mehr als andere Patienten von einer Akutbehandlung mit Plasmapherese. (Linker
et al. 2007, Lucchinetti et al. 2000, Lassmann et al. 2001) Weitere Korrelationen sind
vorstellbar, wonach eine serologische Untersuchung, mdoglicherweise mit Serum- oder
Liquorantikorpern eine schnelle und giinstige Moglichkeit der Unterscheidung der 4
Gruppen darstellen wiirde. Diesbeziiglich sind allerdings die in der vorliegenden Arbeit

betrachteten Antikorper Anti-MOG und Anti-MBP eher nicht relevant.

Auch eine Relevanz zumindest fiir Anti-MOG-AK ist in der Untergruppe der pédiatrischen
MS- wie auch ADEM-Patienten postuliert worden (McLaughlin et al. 2009, Brilot et al.
2009). Wie in den bereits erwidhnten Arbeiten wurden dabei sowohl die
Durchflusszytometrie wie auch der radiobinding assay benutzt. Auch bei Erwachsenen
konnte in anderem Zusammenhang ein prospektiver Wert von Anti-MOG-AK belegt
werden, ndmlich fiir die in der Krankheitsentstehung der MS &hnlichen Neuromyelitis
optica (Mader et al. 2011, Kitley et al. 2012). Dies deutet erneut auf eine Abhingigkeit der

Relevanz der Antikorper von der spezifischen Pathogenese hin.

Eine prospektive Studie von Wang et al. 2008, in der mehr als 7 Millionen US-Soldaten auf
Anti-MOG-AK untersucht wurden, zeigte ein erhohtes Risio fiir die Entwicklung einer MS
bei Personen mit Anti-MOG-IgG. Allerdings wurde bei den betreffenden Personen auch
eine Korrelation mit dem Ebstein-Barr-Virus beobachtet, was auf eine Kreuzreaktivitit
hindeutet und den pradiktiven Wert des AK relativiert. Jedoch konnte die Zusammenschau
von Anti-Myelin-, antiviralen (wie dem Anti-EBV-AK) und weiteren fiir sich genommen
nicht MS-spezifischen Antikérpern kiinftig eine Rolle im Hinblick auf die Prognose der
Entwicklung einer MS nach CIS wie auch im Hinblick auf den Verlauf der Erkrankung
zukommen.

Wichtig erscheint in der Zukunft nicht zuletzt die Beobachtung intraindividueller
Antikorpervorkommen in verschiedenen Krankheitsstadien, um ggf. Riickschliisse auf die
Krankheitsaktivitit ziechen zu konnen.

Ebenfalls in prospektiven Studien kénnte eine mdgliche intraindividuelle Anderung des
Antikorpervorkommens mit oder ohne immunmodulatorische Therapie zum Beispiel als

spaterer Marker fiir den Therapieerfolg ein interessantes Thema darstellen.



Einen weiteren Fortschritt beziiglich der Aufklirung der Pathogenese der MS und damit
moglicherweise auch neue Behandlungsmethoden erhofft man sich aktuell mit der
Proteomik. Dabei wird das Proteom und damit die Zusammensetzung und die
Proteinexpression einer Zelle detektiert, wobei im Vergleich von MS-Patienten mit
Kontrollgruppen Riickschliisse auf die Pathogenese der Erkrankung gezogen werden sollen
(De Masi et al. 2013, Ayoglu et al. 2013). Diese Methodik wurde bereits erfolgreich bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis angewandt (Dotzlaw et al. 2004, Schulz et al. 2007).

5. Zusammenfassung

Die Erkrankung MS ist die wichtigste nicht traumatische Ursache von Behinderungen und
die hédufigste entziindliche ZNS-Erkrankung. Durch die Einfilhrung der Mc-Donald-
Kriterien kann die MS im Vergleich zu frither relativ schnell und sicher in der
Zusammenschau klinischer und bildmorphologischer Befunde diagnostiziert werden.

Die Pathogenese der Erkrankung ist jedoch weiterhin noch nicht vollig geklart, ebenso
unbewiesen ist die Rolle von Antikdrpern gegen Myelinstrukturen in der
Krankheitsentstehung und daraus folgend in der Diagnostik und Prognosestellung der MS.
In den letzten Jahren stellte sich in der Forschung ein unumstritten positiver Effekt
moglichst frithzeitigen Therapiebeginns heraus. Umso wichtiger wird eine moglichst
frithzeitige Diagnosestellung und hierfiir das Auffinden sicherer diagnostischer Parameter in

der frithen Krankheitsphase.

In der vorliegenden Studie wurde retrospektiv das Vorkommen von Anti-MOG- und Anti-
MBP-Antikorpern in den Blutproben noch gesunder Blutspender untersucht, welche in den
Folgejahren an MS erkrankten. Hierfiir wurden von einigen Blutspendediensten
konservierte Riickstellproben der Studienteilnehmer bereitgestellt. Die Plasma- und
Serumproben wurden mittels Western Blot auf das Vorliegen der genannten Antikorper
getestet und einem gesunden Kontrollkollektiv gegeniibergestellt. Zur Verlaufskontrolle
wurden auch aktuelle Proben der Patienten ausgewertet.

Hier konnte kein hoheres AK-Vorkommen in den Proben der kiinftigen Patienten festgestellt



werden. Es ergab sich keine Korrelation der AK mit der Art und Schwere des CIS, auch eine
Entwicklung im zeitlichen Verlauf konnte nicht herausgearbeitet werden.

Weitere Studien bleiben abzuwarten. Im Hinblick auf die gilinstige Auswirkung einer frithen
immunmodulatorischen Therapie wire die Herausarbeitung eines einfachen und sicheren

prognostischen Markers wie eines Antikorpers sehr wiinschenswert.
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