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Abkiirzungsverzeichnis

CED = chronisch-entziindliche Darmerkrankungen
CIS = klinisch isoliertes Syndrom

EDSS = expanded disability status scale

Fab = Antigen-bindendes-Fragment von IgG

Fc = Fragment crystallisable von IgG

FcyRs = Fey-Rezeptoren

GO-IgG = agalaktosyliertes und asialyliertes IgG
i.L./1.S. =1im Liquor / im Serum

Ig = Immunglobuline

IgG, IgA, IgM = Immunglobulin G, A, M

IVIG = intravendse Immunglobuline

LPZP = Zeitpunkt der Entnahme von Liquor und Serum
MS = Multiple Sklerose

MSSS = multiple sclerosis severity score

OKB = oligoklonale Banden

PPMS = primér chronisch-progrediente M'S
RRMS = schubférmig-remittierende MS

Sial-IgG = sialyliertes IgG

SPMS = sekundir chronisch-progrediente MS

Term gal-IgG = terminal galaktosyliertes Ig



1 Einleitung

1.1 Definition und Epidemiologie der Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische entziindlich-degenerative ZNS-Erkrankung, bei der es
an verschiedenen Lokalisationen des gesamten ZNS zu Entziindung und einer folgenden Vernarbung
kommt. Sie ist eine der héufigsten Ursachen fiir eine nichttraumatisch bedingte Behinderung junger
Menschen. Das Hauptmanifestationsalter liegt zwischen dem 20.-40. Lebensjahr. Frauen erkranken 2-3
mal haufiger als Méanner. Die Zahl der Betroffenen weltweit wird auf 2,3 Millionen geschétzt und ist
am hochsten in Nordamerika (140 pro 100.000 Einwohner) und Europa (108 pro 100.000 Einwohner).
(Multiple Sclerosis International Federation 2013). Die Anzahl MS-Erkrankter in Deutschland lag im
Jahr 2014 bei 200.000, was einer Pravalenz von 289 pro 100.000 entspricht (Petersen et al. 2014, S.995).
Neben hohen direkten und indirekten Kosten fiir Krankenkassen und Gesellschaft, bedeutet die
Diagnose MS fiir die Betroffenen starke korperliche, psychische und soziale Beeintrichtigungen, eine

verminderte Lebenserwartung und dadurch eine starke Verminderung der Lebensqualitét.

1.2 Atiologie der Multiplen Sklerose

Die Ursachen fiir die Entstehung der MS sind bis heute nicht genau bekannt. Sie gilt als multifaktoriell
bedingt. Eine hohere Privalenz unter Weilen gegeniiber Farbigen und ein um 20-40-fach gesteigertes
Erkrankungsrisiko unter Verwandten MS-Erkrankter weisen auf einen genetischen Einfluss auf die
Krankheitsentstehung hin. Es konnten mehr als 100 assoziierte Genregionen identifiziert werden, die
groBtenteils dem Immunsystem zugeordnet werden. Auf der anderen Seite scheinen Umweltfaktoren zu
der Pathogenese der MS beizutragen. Wichtige Umweltfaktoren, die mit einem erhohten
Erkrankungsrisiko assoziiert sind, sind ein Vitamin-D-Mangel, Rauchen und Virusinfektionen,

besonders Epstein-Barr-Virus-Infektionen. (Belbasis et al. 2015, S.270)

1.3 Klassifikation und Klinik

Den Erkrankungsverlauf betreffend gilt, dass bei etwa einem Drittel der Betroffenen lebenslang keine
wesentlichen Behinderungen auftreten. Ein Drittel kann trotz neurologischer Defizite, die das alltdgliche
Leben beeintrichtigen, ein normales Leben mit Berufstitigkeit und Familie fiihren. Ein Drittel leidet
unter starken Behinderungen, die zu Berufsunfdhigkeit, Verlust der Gehféhigkeit und bis zur
vollstindigen Pflegebediirftigkeit filhren. Haufige Todesursachen sind Sekundéirkomplikationen wie
eine Aspirationspneumonie, Dekubitus, Harnwegsinfektionen oder Stiirze. (Wiendl et al. 2012, S. 633)
Abhidngig von der Krankheitsprogredienz und — Aktivitdt werden unterschiedliche Verlaufsformen
voneinander abgegrenzt (Abb. 1): das klinisch isolierte Syndrom (CIS), die schubférmig-remittierende
MS (RRMS), die sekundir chronisch-progrediente MS (SPMS) und die primér chronisch-progrediente
MS (PPMS). Als CIS wird die erste klinische Prasentation eines demyelinisierenden ZNS-Ereignisses



bezeichnet. Die Symptome und Befunde sind charakteristisch fiir eine entziindlich-demyelinisierende
Erkrankung und deuten auf eine MS hin. Die fiir die Diagnosestellung erforderlichen Kriterien der
zeitlichen Dissemination (sieche Abschnitt 2.4) werden noch nicht erfiillt. Wenn im weiteren Verlauf die
Diagnose MS gestellt wird, kann das CIS riickblickend als Erstereignis der MS verstanden werden. Die
RRMS, die bei 85% der Patienten auftritt, wird definiert durch das Auftreten klinisch klar abgrenzbarer
Erkrankungsschiibe mit klinischer Verschlechterung, auf die eine Phase der Erholung mit oder ohne
komplette Remission folgt. Eine Krankheitsprogression findet im Intervall zwischen den Schiiben nicht
statt. (Wiendl et al. 2012, S. 631-632) Ein Schub ist definiert als abgrenzbar neu aufgetretene oder sich
deutlich verschlechternde klinische Symptomatik, die mindestens 24 Stunden bestehet und nicht im
Rahmen eines Infektes auftritt. Als separate Schiibe werden 2 Schiibe bezeichnet, zwischen denen
mindestens 30 Tage liegen. (McDonald et al. 2001, S.122) Ein Schub dauert meistens 1-3 Wochen,
wobei Symptome auch residuell zuriickbleiben konnen. Die Schubrate liegt vor allem in der Frithphase
bei 0,5-1,3/Jahr. (Wiendl et al. 2012, S. 632) SPMS und PPMS sind chronische Verlaufsformen, bei
denen die neurologischen Defizite fortlaufend zunehmen. Die SPMS entwickelt sich bei etwa 50% der
Patienten mit zunéchst schubformig-remittierendem Verlauf nach 15-20 Jahren. Die Schubsymptomatik
bildet sich hdufig nur noch inkomplett zuriick und es kommt zu einer schleichenden Progression der
Behinderung. Bei 15% der Patienten tritt von Beginn an eine stetige Progredienz neurologischer Defizite
mit unterschiedlich starker Ausprédgung und mit oder ohne aufgelagerte Schiibe auf, was als PPMS

bezeichnet wird. (Wiendl et al. 2012, S. 632)

Maégliche Krankheitsverliufe bei Multipler Sklerose
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Abb. 1: Unterschiedliche Erkrankungsverldufe bei MS. Darstellung der Dynamik des Behinderungsgrads iiber
die Zeit. (Limmroth, V. und Sindern, E. 2004, S.17)

Aus einem weiten Spektrum an unterschiedlichen klinischen Verldufen heben sich Patienten mit
besonders mildem oder selten besonders schwerem klinischem Verlauf hervor. Es werden Verldufe bei
Patienten beobachtet, die nach 15 Jahren volle Funktionalitit in allen neurologischen Systemen
aufweisen, oder aber Erkrankungsverldufe mit rascher Progression, die zu starken Behinderungen in
multiplen neurologischen Systemen und teilweise sogar zum Tod innerhalb kurzer Zeit fithren. (Lublin

und Reingold 1996, S. 909) Die klinische Manifestation, der FErkrankungsverlauf, die



zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen und das therapeutische Ansprechen sind nicht
nur zwischen RRMS-, SPMS- und PPMS-Patienten, sondern auch innerhalb dieser Gruppen sehr
heterogen. Das ,,Krankheitssyndrom MS* beinhaltet vermutlich verschiedene Erkrankungssubtypen,
welche bisher klinisch nicht differenzierbar sind. Moglicherweise gibt es innerhalb dieser Subtypen
eigene charakteristische pathophysiologische Mechanismen, eine dhnliche Prognose und ein dhnliches
Therapieansprechen. (Comabella und Montalban 2014, S. 122)

Haufige Erstmanifestationen sind die Opticusneuritis und Sensibilitdtsstorungen mit Parésthesien,
Hypisthesien und aufgehobenem Lage- und Vibrationssinn. Motorische Stérungen treten in Form
spastischer Paresen auf. Typisch sind eine asymmetrische spastische Paraparese und in spéteren Stadien
oft eine progrediente Gehverschlechterung. Typisch ist aulerdem das Auftreten zerebelldrer Storungen,
sowie vegetativer Stérungen in Form von Blasenentleerungsstorungen, Stuhlinkontinenz und sexuellen
Funktionsstorungen. Auch die Kognition kann mit Konzentrations- und Aufmerksamkeitsstorungen,
Verlangsamung und seltener demenzieller Entwicklung betroffen sein. Viele Patienten leiden unter
verminderter Leistungsfahigkeit, rascher Erschopfbarkeit und ausgeprégter Miidigkeit, der sogenannten
Fatigue. (Wiendl et al. 2012, S. 625, S.632) Wichtige Determinanten des Krankheitsverlaufs sind die
Haufigkeit, Schwere und Dauer der Schiibe und die Akkumulation von Funktionsstérungen zu einem
immer weiter steigenden Behinderungsgrad. Dieser wird anhand der expanded disability status scale
(EDSS), eines Skalensystems zur systemischen Erfassung der Behinderung von MS-Patienten,
gemessen. (Kurtzke 1983). Eine weitere Methode zur Erfassung des individuellen Schweregrades ist der
multiple sclerosis severity score (MSSS), der sich aus dem Verhéltnis des vorliegenden EDSS-Wertes

zu der Erkrankungsdauer ergibt. (Roxburgh et al. 2005)

1.4 Diagnosekriterien bei der Multiplen Sklerose

Anamnestische Hinweise auf zuriickliegende Schiibe und die klinische Objektivierung zentraler
neurologischer Defizite filhren zu der Verdachtsdiagnose einer entziindlich-demyelinisierenden ZNS-
Erkrankung. Darauthin werden ein kranielles und spinales MRT und Liquordiagnostik durchgefiihrt. Es
zeigen sich typischerweise multilokuldre Schiadigungen der weiBlen und grauen Substanz supra- und
infratentoriell und spinal. Die Lésionen sind hyperintens in der T2/FLAIR-Sequenz und iso- bis leicht
hypointens in der T1-Wichtung, wobei die akut entziindlichen Lésionen ein Kontrastmittelenhancement
aufweisen. (Wiendl et al. 2012, S. 626-629) FEin typischer Liquorbefund zeigt eine leichte
lymphomonozytére Pleozytose mit 5-30 Zellen/pl, ein normwertiges oder leicht erhohtes
Gesamtprotein, einen  normwertigen  Glucose- und  Laktatgehalt, eine intrathekale
Immunglobulinsynthese in Form von oligoklonalen Banden oder dem Nachweis einer quantitativen
IgG-Synthese im Reiber-Diagramm (siehe Abschnitt 2.6) und eine positive MRZ-Reaktion. (Wiendl et
al. 2012, S. 629-631)



Die McDonald-Kriterien ermoglichen die Diagnosestellung der MS nach Ausschluss von
Differenzialdiagnosen. Nach den Revisionen der McDonald-Kriterien von 2010 und den MAGNIMS-
Leitlinien von 2016 miissen fiir die Diagnosestellung einer RRMS Kriterien der drtlichen und zeitlichen
Dissemination auf der Basis von Anamnese, klinischem Befund und MRT-Bildgebung erfiillt sein. Eine
ortliche Dissemination bedeutet die Entwicklung von MS-Léasionen in unterschiedlichen ZNS-
Regionen, was sich entweder klinisch oder bildgebend durch die Verteilung der Lasionen im MRT zeigt.
Es miissen mindestens 1 Lésion in 2 typischen Bereichen vorkommen: periventrikulér (hier mindestens
3 Lésionen), kortikal bzw. juxtakortikal, infratentoriell, spinal oder in den Nn.optici. Eine zeitliche
Dissemination zeigt sich klinisch durch einen 2. Schub oder im MRT entweder durch den gleichzeitigen
Nachweis von Kontrastmittel-anreichernden und nicht-anreichernden Léasionen oder durch ein Verlaufs-
MRT mit einer neu aufgetretenen Lésion. (Filippi et al. 2016, S. 292-295) Positive oligoklonale Banden
(OKB) und ein erhohter IgG-Index (siche Abschnitt 2.6) unterstiitzen die Diagnose. Fiir die Diagnose
PPMS gelten andere Kriterien als fiir RRMS. Es muss ein Krankheitsverlauf von mindestens 1 Jahr
vorliegen und 2 von 3 weiteren Kriterien erfiillt sein: Nachweis einer zerebralen ortlichen Dissemination
mit mindestens 1 Lésion infratentoriell, kortikal bzw. juxtakortikal oder periventrikulér, der Nachweis
einer spinalen ortlichen Dissemination mit mindestens 2 spinalen Lésionen und ein Liquorbefund mit

Nachweis liquorspezifischer OKB. (Thompson et al. 2018, S. 166)

1.5 Pathogenese der Multiplen Sklerose

Die Pathogenese der MS ist bis heute noch nicht génzlich verstanden. Nach dem heutigen Stand der
Forschung setzen bei der MS autoimmunologische Prozesse im systemischen Immunkompartiment eine
Entziindungskaskade in Gang. Potenziell autoreaktive T-Zellen werden in der Peripherie aktiviert, die
nach dem Prinzip des molekularen Mimikry spezifisch fiir Myelinantigene im ZNS sind. Vorhanden
sind diese auch bei Gesunden, und werden normalerweise von peripheren Toleranzmechanismen
kontrolliert. Mdglicherweise fithrt die Kombination aus genetischen Verdnderungen, wie HLA-
Varianten, und dem Kontakt zu Umweltfaktoren zu einer Umstellung des Immunsystems von einem
Zustand der Selbsttoleranz in einen Entziindungsmodus. (Dendrou et al. 2015, S. 548)
Entziindungszellen- und mediatoren migrieren tiber die Blut-Hirn-Schranke in das ZNS und verursachen
innerhalb von herdférmigen Lasionen (MS-Lésionen, Plaques) Entziindung, Demyelinisierung und
axonale Degeneration mit folgender Atrophie. (Gran et al. 1999) Je nach Grée und Lokalisation
verursachen die Lésionen unterschiedliche neurologische Ausfallerscheinungen. Im frithen Verlauf der
Erkrankung fiihren entziindliche Prozesse zu der meist schubférmigen neurologischen Symptomatik,
wihrend im spéteren Krankheitsverlauf und bei der PPMS bereits von Beginn an neurodegenerative
Prozesse im Vordergrund stehen. (Dendrou et al. 2015, S. 554)

Die vor allem perivaskulér gelegenen MS-Lésionen werden makroskopisch und im MRT sichtbar. Die

Art und das AusmaB der entziindlichen Prozesse und die Grofle, Verteilung und Pathologie der Plaques



variieren. Lucchinetti et al. untersuchten im Jahr 2000 eine groBe Zahl an Autopsien und Biopsien von
aktiven Lasionen bei MS-Patienten histopathologisch. Die Lasionen konnten in 4 verschiedene Muster
der Gewebeschadigung eingeteilt werden. Die pathologischen Muster der Lasionen unterschieden sich
zwischen den Patienten, aber bei einzelnen Patienten waren alle aktiven Lésionen einem
Schadigungsmuster zuzuordnen. (Lucchinetti et al. 2000, S.709-712) Die Autoren vertreten daher die
Auffassung, dass bei MS Subgruppen mit unterschiedlichen pathophysiologischen Mechanismen der
Demyelinisierung und moglicherweise mit unterschiedlichem Ansprechen auf medikamentdse
Therapien bestehen. (Lucchinetti et al. 2000, S. 715) Das Patientenkollektiv dieser Studie ist
moglicherweise nicht ausreichend reprédsentativ, da Autopsien bei MS-Patienten nicht regelhaft
durchgefiihrt werden. Die Theorie der pathophysiologischen Heterogenitét unterstlitzt aber neben der
Heterogenitét der klinischen Symptomatik und des klinischen Verlaufs die Auffassung der MS als
Uberbegriff fiir verschiedene Erkrankungssubtypen. Fiir diese Studie besonders interessant ist der
Subtyp mit Muster 2. Bei diesem Schéidigungsmuster, das bei 58% der Patienten auftrat, lag eine
Immunglobulin  (Ig)-Ablagerung und Komplementaktivierung in Bereichen mit aktiver
Myelinschiadigung vor. (Lucchinetti et al. 2000, S.710-712) Bei einem groBlen Teil der Patienten
scheinen Demyelinisierung und Gewebeschéddigung also durch Antikorper und das Komplementsystem

vermittelt zu sein. (Popescu und Lucchinetti 2012, S.190)

1.6 Die Rolle von Autoantikorpern bei der Multiplen Sklerose

Nicht nur Forschungsergebnisse wie die histopathologischen Untersuchungen von Lucchinetti et al.
weisen auf eine Beteiligung von B-Lymphozyten, Antikoérpern und Komplement bei der
Krankheitsentstehung hin. Elliot et al. konnten 2012 nachweisen, dass Antikdrper aus dem Serum von
MS-Patienten in vitro Demyelinisierung und axonale Schiden verursachen. B-Zell-depletierende
Medikamente zeigten bei der MS therapeutische Erfolge wie die monoklonalen CD-20-Antikérper
Rituximab (in Studien) und das seit 2017 zur PPMS-Therapie zugelassene Ocrelizumab. (Montalban et
al. 2017, S. 218) Auch die fiir MS charakteristischen Liquormarker weisen auf die Bedeutung von
Antikorpern fiir die Krankheitsentstehung hin. Liquormarker, die fiir eine lokale B-Zell-Antwort und
eine polyklonale B-Zell-Proliferation im ZNS sprechen, sind ein erhohter IgG-Index (>0,6), der
quantitative Nachweis einer intrathekalen IgG-Synthese im Reiber-Diagramm und der qualitative
Nachweis einer intrathekalen IgG-Synthese in Form von OKB. (Link und Huang, 2006, S.20-22)
Entziindliche ZNS-Erkrankungen gehen oft mit einer Stérung der BHS einher. Dadurch diffundieren
Antikorper aus dem Serum ins ZNS. Aulerdem migrieren Plasmazellen ins ZNS, die dort Antikorper
produzieren. Eine ZNS-Entziindung fiihrt nicht nur zu einer mengenmifBigen Zunahme der im ZNS
gebildeten Antikorper, sondern auch zu einer klonalen Expansion von B-Zellen. Durch eine
praferentielle Zunahme einzelner Zellklone werden oligoklonale Ig gebildet. Um zwischen den

systemisch produzierten, ins ZNS diffundierten, und den intrathekal produzierten Ig zu unterscheiden,



und somit die oligoklonale Ig-Produktion nachzuweisen, gibt es den qualitativen Nachweis von
oligoklonalen Ig und den quantitativen Nachweis der intrathekalen Antikérpersynthese. Qualitativ wird
die oligoklonale Ig-Produktion durch OKB in der isoelektrischen Fokussierung und mit nachfolgendem
Immunoblot im Liquor (i.L.) nachgewiesen. Distinkte Banden i.L., die nicht im Serum (i.S.) auftreten,
sprechen fiir ein entziindliches Liquorsyndrom mit lokaler B-Zell-Antwort. OKB sind auch bei anderen
neuroimmunologischen Erkrankungen nachweisbar. Nach Ausschluss von Differenzialdiagnosen hat
der Nachweis von isolierten OKB i.L. aber eine hohe Sensitivitdt und Spezifitét fiir MS. Sie treten bei

iiber 95% der MS-Patienten auf. (Reiber 2006, S. 148-150) (Abb. 2)
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Abb. 2: Qualitativer Nachweis einer intrathekalen IgG-Synthese in Form von oligoklonalen Banden:
Charakterisierung nach Typ 1-5: Typ 1: Keine Banden i.L. und i.S. Typ 2: Oligoklonale IgG-Banden i.L., nicht
1.S. Interpretation: Intrathekale IgG-Synthese. Typ 3: Oligoklonale Banden i.L. und zusitzlich identische
oligoklonale Banden i.L. und i.S. Interpretation: Intrathekale IgG-Synthese. Typ 4: Ubereinstimmende
oligoklonale Bandenmuster i.L. und i.S. Interpretation: Keine intrathekale IgG-Synthese, systemische
Immunreaktion. Typ 5: Monoklonale Bandenmuster i.L. und i.S. Interpretation: Systemische Paraproteindmie.

(Reiber 2006, S. 149)

Quantitativ kann eine intrathekale Ig-Synthese anhand der Auswertung mit dem Reiber-Felgenhauer-
Diagramm nachgewiesen werden. Es gibt den Anteil des intrathekal gebildeten IgGs, [gAs oder IgMs
am Gesamt-IgG-, [gA- oder IgM i.L. an. Bei der MS ist vor allem die intrathekale [gG-Fraktion erhoht,
die IgM und IgA-Synthese seltener und immer begleitet durch eine IgG-Synthese. Der IgG-Index,
(Liquor/Serum IgG)/(Liquor/Serum Albumin), ist bei 70% der MS-Patienten erhdht. Aufgrund seiner
relativ geringen Sensitivitét wird er nur zur Unterstiitzung der Diagnosestellung verwendet. (Link und
Huang 2006, S. 22) In anderen Studien wurde sogar i.L. von MS-Patienten eine auf das ZNS-
Kompartiment begrenzte B-Zell-Antwort mit B-Zellen aller Reifungsstufen und Chemokinen der
lymphoiden Neogenese, die normalerweise in lymphatischen Organen auftreten, festgestellt. Diese
Beobachtungen deuten auf die Etablierung einer humoralen Immunantwort innerhalb des ZNS-

Kompartiments hin. (Corcione et al. 2004)



1.7 Therapie der Multiplen Sklerose

Die Therapie der MS gliedert sich in die Therapie eines akuten Schubes, verlaufsmodifizierende
Therapie und symptomatische Therapie. Das Ziel der Schubtherapie ist die schnelle
Symptomriickbildung. Aufgrund der antiinflammatorischen und antiddematosen Wirkung von
Glukokortikoiden wird im akuten Schub als 1. Wahl eine Hochdosistherapie mit 500-1000 mg/Tag
Methylprednisolon i.v. fiir 3-5 Tage mit oralem Ausschleichschema eingesetzt. Plasmapherese oder
Immunadsorption werden als 2. Wahl bei Nichtansprechen auf eine erhdhte Glukokortikoiddosis und
nach Verldngerung der Therapiedauer angewendet. Mit einer verlaufsmodifizierenden Therapie soll eine
Verringerung der Krankheitsaktivitit mit Reduktion der Schubfrequenz und eine Verzégerung der
Krankheitsprogression erreicht werden. Eingesetzt werden verschiedene Immunmodulatoren und
Immunsuppressiva in Monotherapie. (Anhang 1) In den letzten Jahren sind viele teils hochwirksame
immunmodulatorische und —suppressive Therapien international und in Deutschland zugelassen
worden. Nicht jedes Therapeutikum ist fiir jede Verlaufsform einsetzbar, die Therapeutika sind
unterschiedlich stark wirksam, und greifen in unterschiedliche wichtige pathophysiologische Prozesse
ein. Bislang erfolgt die Auswahl eines Medikaments anhand der klinisch beobachteten Verlaufsform
(CIS, RRMS, SPMS, PPMS, mit oder ohne aufgesetzten Schiiben) und der Krankheitsaktivitit, die
anhand der Schubfrequenz, der Behinderungsprogression und der Lésionslast im MRT als moderat oder
hochaktiv eingestuft wird. Um die Vielzahl an hochwirksamen Medikamenten individuell sinnvoll
einsetzen zu kdnnen, miissen Erkrankungssubtypen identifiziert und néher charakterisiert werden..
Dafiir werden Biomarker bendtigt, die verldsslich und reproduzierbar zwischen verschiedenen MS-
Phénotypen differenzieren konnen. (Lublin et al. 2013, S. 281-282) Weiterhin bedarf es an Biomarkern,
durch die die bei einem Patienten vordergriindigen pathophysiologischen Mechanismen identifiziert
werden konnen. Es gibt bislang auBBerdem keine Biomarker, die die Krankheitsaktivitit eines Patienten
sensitiver abbilden kdnnen als die klinische Krankheitsaktivitdt und die Lasionslast im MRT. Durch die
Identifikation solcher Biomarker koénnte der Patient zu dem frithestmdglichen Zeitpunkt und
zielgerichteter therapiert werden, und die Wirkung der Medikamente konnte besser reflektiert werden.

(Bielekova und Martin 2004, S. 1466-1467; Housley et al. 2015, S. 56)

1.8 Welche Bedeutung haben Biomarker bei der Multiplen Sklerose?

Biomarker bei MS werden zur Prognosestellung, Diagnostik, Abgrenzung zu Differenzialdiagnosen,
Beurteilung des Schweregrades und der Krankheitsaktivitit und zur Uberpriifung des therapeutischen
Ansprechens herangezogen. (Comabella und Montalban 2014, S. 113) Ein groBer Bereich der MS-
Forschung beschéftigt sich mit der Identifizierung geeigneter Biomarker. Die Zahl der Biomarker, deren
Zusammenhang mit der Erkrankung in Studien entdeckt wurde, ist sehr gro8. Viele Biomarker sind
generelle Marker entziindlicher Aktivitét jedoch nicht spezifisch fiir MS. Wenige wurden bisher in

weiteren klinischen Studien validiert und sehr wenige sind integrierter Bestandteil der klinischen Praxis.



(Katsavos und Anagnostouli 2013, S.7) Zu den Biomarkern, die am héufigsten in der klinischen Praxis
sowie in Studien verwendet werden, zdhlen die OKB als diagnostischer und prognostischer humoraler
Biomarker, der IgG-Index als diagnostischer humoraler Biomarker und die Anzahl und Art der Lasionen
im MRT. Diese dienen als diagnostischer und prognostischer Biomarker sowie zur Beurteilung des
Krankheitsverlaufs. (Housley et al. 2015, S. 52) Klinische Biomarker als Verlaufsparameter sind die
Verlaufsform (RRMS, SPMS, PPMS), die Schubrate, die Dynamik der Riickbildung der Schiibe und
der Behinderungsgrad, gemessen anhand des EDSS.

1.9 Definition und physiologische Funktion der IgG-Fc-Glykosylierung

In dieser Studie wurde die IgG-Fc-Glykosylierung i.L. und i.S. von MS-Patienten untersucht. Sie ist ein
Biomarker, dessen Zusammenhang mit systemischen Autoimmunsyndromen bereits in mehreren
Studien festgestellt wurde.

Ig sind ein wichtiger Teil der Abwehrunktion des adaptiven Immunsystems. Plasmazellen produzieren
verschiedene Ig-Klassen (IgM, IgG, IgD, IgA, IgE) und Subklassen (IgG1-4). Diese zeigen eine grof3e
Variabilitéit in der Antigenerkennung, -spezifitit und -affinitét. IgG bildet den GroBteil der Ig i.S. und
ist verantwortlich fiir die Erkennung, Neutralisierung und Eliminierung von pathogenen und toxischen
Antigenen. IgG besteht aus 2 schweren und 2 leichten Ketten, die eine konstante und eine variable
Region bilden. Die variable Region (Fab-Fragment) ist fiir die Antigenerkennung zustéindig. (Russell et
al. 2018, S.3) Uber die konstante Domine (Fc-Fragment) werden die inflammatorischen
Effektorfunktionen vermittelt. Dazu zéhlen die Aktivierung der Komplementkaskade und die
Aktivierung von Effektorzellen des angeborenen Immunsystems iiber die Bindung von IgG an deren
Fc-Rezeptoren (Fcy-Rezeptoren, FcyRs). Dabei gibt es inhibitorisch und aktivierend wirkende Fcy-
Rezeptoren. (Russell et al. 2018, S.6-10) Durch die Bindung werden Phagozytose, Freisetzung von
Zytokinen, die Regulierung der Antikorperproduktion und die antikorperabhéngige zelluldre
Zytotoxizitdt beeinflusst. An beiden schweren Ketten ist der Fe-Teil des IgGs an einem konservierten
Aminoséurerest, einer Asparaginsdure an Position 297, glykosyliert. Jedes IgG triagt 2 N-Glykane,
jeweils eines an jeder schweren Kette. Diese kdnnen verschieden aufgebaut und verzweigt sein, was die
Variabilitét der [gG-Fc-Glykosylierung erhoht. (Abb. 3, 4) Bis jetzt wurden iiber 30 unterschiedliche
Varianten des IgG-Fc-N-Glykans identifiziert. Bei der Antikorperproduktion im endoplasmatischen
Retikulum und wihrend der posttranslationalen Modifikation im Golgiapparat der B-Zellen wird ein
Glykan auf die Aminosdurekette iibertragen. Dieses besitzt ein festes Grundgeriist aus 4 N-
Acetylglukosaminen und 3 Mannose-Molekiilen. Als weitere variable Bestandteile treten Fukose, ein
vom Kern abzweigendes N-Acetylglukosamin, Galaktose und Sialinséure auf. (Collin und Ehlers 2013,
S.211-212) Die verantwortlichen Enzyme befinden sich auch im Kreislaufsystem, wodurch das IgG-Fc-
Glykan auch nach Austritt des IgG-Molekiils aus der B-Zelle weiter verdndert werden kann. (Jones et

al. 2016)
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Abb. 3: Aufbau des IgG-Fc-N-Glykans an der Asparaginsdure an Position 297: Grundgeriist aus 4 N-
Acetylglucosaminen (blau) und 3 Mannosemolekiilen (griin). Variable Bestandteile: Fukose (rot), abzweigendes
N-Acetylglucosamin (hellblau), Galaktose (gelb), Sialinséure (violett). Durch enzymatische Behandlung mit
Endoglycosidase aus Streptococcus pyogenes (EndoS) kann das Fc-N-Glykan bis auf das Kernmolekiil N-
Acetylglukosamin und eine Fukose abgespalten werden. GO = agalaktosyliert+asialyliert, G1+G2 = terminal
galaktosyliert, G1S1, G2S1, G2S2 = sialyliert. (Epp et al. 2018, S. 400)
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Abb. 4: Assoziation der verschiedenen IgG-Fc-Glykoformen zu pro-bzw. antiinflammatorischen
Immunreaktionen. Rechte Spalte: Rezeptorkomplexe, iiber die IgG durch seine variable IgG-Fc-Glykosylierung
pro- oder antiinflammatorisch wirkt. Fcy-R2B = inhibitorisch wirksam, SIGN-R1/DC-SIGN = CD209, Typ2-
FcyR der C-Typ-Lektin-Rezeptorfamilie. (Collin und Ehlers 2013, S. 512)

Die IgG-Fc-Glykosylierung iibernimmt eine physiologische Funktion bei der Regulation von
Entziindungsreaktionen. Nach Kontakt zu Antigenen reagiert das Immunsystem entweder mit einer
proinflammatorischen Immunantwort im Sinne einer Entzlindungsreaktion oder antiinflammatorisch im
Sinne einer Toleranzreaktion. Der variierende Aufbau des IgG-Fc-Glykans ist ein Weg des
Immunsystems, Entziindungsreaktionen zu modulieren. Die Art der Reaktion auf den Kontakt zu
Antigenen und damit auch das Muster der IgG-Fc-Glykosylierung hingen von der Art der

Antigenprésentation, von dem umgebenden entziindlichen Milieu und dem genetischen Aufbau der IgG-



produzierenden B-Zellen ab. (Abb. 5) Die zellulire Umgebung beeinflusst das Expressionsniveau von
Enzymen wie Glykosyltransferasen, Glykosylhydrolasen und zuckerbereitstellenden Enzymen und
dadurch den Aufbau des IgG-Fc-Glykans. Beispielsweise werden unter proinflammatorischen
Bedingungen hauptsidchlich B-Zellen mit einem niedrigen Expressionsgrad der alpha-2,6-
Sialyltransferase aktiviert, die profinflammatorisch wirksames agalaktosyliertes, asialyliertes IgG
produzieren. Unter Toleranzbedingungen des umgebenden Entziindungsmilieus wird die Expression der
alpha-2,6-Sialyltransferase hochreguliert, und es werden B-Zellen aktiviert, die das Enzym zu einem
dhnlich hohen Grad wie unter Normalbedingungen exprimieren. Durch die Produktion von sialyliertem
IgG resultiert eine antiinflammatorische Immunreaktion. (Oefner et al. 2012) Moglicherweise ist die
Sialylierung von IgG ein Mechanismus des Immunsystems, eine antiinflammatorische Aktivitit im
Grundzustand aufrechtzuerhalten. Andererseits ermdglicht die Umstellung der Produktion auf
proinflammatorische asialylierte IgGs eine adaptive proinflammatorische Immunantwort. (Kaneko et al.

2006, S.672-673)
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Abb. 5: Das pro-/antiinflammatorische Umgebungsmilieu beeinflusst die IgG-Fc-Glykosylierung
durch Plasmazellen (PC), APC = Antigen-présentierende Zelle. (Collin und Ehlers 2013, S. 513)

Die Effektorfunktionen des IgGs werden malBigeblich durch den Aufbau des IgG-Fc-N-Glykans
beeinflusst. Dieser beeinflusst die Aktivierung des Komplementsystems, die Komplement-abhéngige
Zytotoxizitét, die antikorper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitét, die Expression und die Spezifitit zu
aktivierenden oder inhibitorischen FcyRs und weitere komplexe inflammatorische Mechanismen. Die
Einteilung von IgG in verschiedene Wirkungstypen anhand ihres Fc-N-Glykosylierungsmusters stammt
aus der Rheumatologie und aus Tiermodellen. Agalaktosylierte und asialylierte [gG-Formen (GO-IgG)
und das Vorhandensein von abzweigendem N-Acetylglucosamin sind mit proinflammatorischen
Immunreaktionen assoziiert. IgG-Molekiile, deren Fc-N-Glykan Galaktose, Sialinsdure und ein
Fukosekernmolekiil beinhalten, wirken antiinflammatorisch. Unterschiede in den Effektorfunktionen
der Glykoformen G1, G2, G1S1, G2S1, G2S2 sind noch nicht niher erforscht. (Collin und Ehlers 2013,
Russell et al. 2018) (Abb. 3, 4)
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1.10 Die Bedeutung der IeG-Fc-Glykosylierung bei systemischen

Autoimmunsyndromen und bei der Multiplen Sklerose

Eine verdnderte IgG-Fc-Glykosylierung ist jedoch auch mit Krankheiten, insbesondere mit
systemischen Autoimmunsyndromen, assoziiert. Die Assoziation einer verdnderten IgG-Fc-
Glykosylierung mit der Krankheitsentstehung und dem Krankheitsverlauf wurde in klinischen Studien
und teilweise in Tiermodellen iiber die rheumatoide Arthritis, (Pasek et al. 2006; van de Geijn et al.
2009; Goulabchand et al. 2014) das Lambert-Eaton-Myasthenie-Syndrom und Myasthenia gravis,
(Selman et al. 2011), das Guillain-Barré-Syndrom (Fokkink et al. 2014), den systemischen Lupus
erythematodes (Vuckovi¢ et al. 2015) und chronisch-entziindliche Darmerkrankungen (CED),
(Simurina et al. 2018) festgestellt. (Anhang 10) Die Verinderungen zeigen sich in Form eines
verminderten Anteils an term gal- und sial-IgG und eines erhohten Anteils an GO-IgG i.S. Bei der
rheumatoiden Arthritis, dem systemischen Lupus erythematodes und den CED wurde eine Assoziation
der IgG-Fc-Glykosylierung mit der Erkrankungsschwere und dem Erkrankungsverlauf festgestellt. Ein
hoher Anteil an term gal- und sial-IgG am Gesamt-IgG gingen mit einer klinischen Verbesserung einher.
Ein hoher Anteil an GO-IgG war mit schwereren und komplizierteren Verléufen assoziiert.

Die IgG-Fc-Glykosylierung i.L. und i.S. von MS-Patienten wurde bereits in 2 vorhergehenden Studien
von Wuhrer et al. 2015 und von Decker et al. 2016 in kleinen Kohorten untersucht. Beide Studien
zeigten, dass das IgG-Fc-Glykosylierungsmuster i.L.. von MS-Patienten im Gegensatz zu Kontrollen

proinflammatorisch verdndert war.

1.11 Fragestellung dieser Studie

Bei Patienten mit systemischen Autoimmunsyndromen und im Tiermodell wurden Verdnderungen der
IgG-Fc-Glykosylierung festgestellt, die mit der Krankheitsaktivitdt korrelieren. Agalaktosylierte IgG-
Formen gehen mit proinflammatorischen Immunreaktionen einher. Galaktosylierte und sialylierte IgG-
Formen gelten als immunprotektiv. Fiir eine sinnvolle individuelle Therapieplanung- und Uberwachung
und zur Vorhersage des individuellen Krankheitsverlaufs vor dem Hintergrund einer groflen
Heterogenitit werden bei der MS humorale Biomarker dringend benétigt. (Bielekova und Martin 2004,
S.1466-1467, Lublin et al. 2013, S281-282) Klinische Beobachtungen wie OKB, die Wirksamkeit von
Anti-B-Zell-Therapien und histopathologische Befunde bei MS weisen auf eine Beteiligung von
Antikorpern und Komplement bei der Krankheitsentstehung hin. Daher ist es moglich, dass — wie in
zwei kleineren Studien (Wuhrer et al. 2015; Decker et al. 2016) erwogen — eine verdnderte [gG-Fc-
Glykosylierung auch bei der MS einen prognostischen Biomarker darstellt.

Ziele dieser Arbeit sind (1) die Untersuchung der Unterschiede der IgG-Fc-Glykosylierung im Liquor
und im Serum von MS-Patienten und Kontrollen in zwei groBeren, unabhéngigen Patientenkollektiven
und (2) die Analyse der Assoziation der IgG-Fc-Glykosylierung im Liquor und im Serum von MS-

Patienten mit Verlaufsform, Befunden und Prognose in diesen Kohorten.
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2 Methoden

2.1 Einschlusskriterien und Patientenauswahl der Kieler Kohorte (Discovery

Kohorte)

Das Studienvorhaben wurde der Ethik-Kommission der medizinischen Fakultdt der Christian-

Albrechts-Universitit zu Kiel zur ethischen Uberpriifung vorgelegt.

Die Patientenauswahl erfolgte retrospektiv mithilfe einer ICD-10-Code basierten Diagnosesuche (ICD
10 G35.-,G35.0,G35.1, G35.10, G35.11, G35.2, G35.20, G35.21, G35.3, G35.30, G35.31, G35.9) unter
den Patienten der neurologischen Klinik des UKSH, Campus Kiel, zwischen dem 01.01.2006 und
01.04.2016. Einschlusskriterien waren 1. eine laut Arztbriefen und MRT-Befunden anhand der
McDonald-Kriterien 2010/MAGNIMS-Kriterien 2016 gesicherte MS zum Zeitpunkt der
Liquorpunktion (LPZP) und 2. mindestens eine asservierte und verfiigbare Serum-/Liquor-Probe mit
einem ausreichenden Volumen in dem seit 1998 gefiihrten Liquorarchiv des Instituts fiir klinische
Chemie des UKSH, Campus Kiel. Anhand der vorliegenden Befunde und Arztbriefe wurde die
Klassifikation des vorliegenden Erkrankungsverlaufs zum LPZP iiberpriift. Es wurden folgende
Patientenkohorten zusammengestellt: (1) Patienten mit Erstmanifestation: Patienten mit CIS, bei denen
die Kriterien der zeitlichen Dissemination entweder durch ein MRT mit KM- anreichernden- und nicht
anreichernden Lésionen oder durch vorliegende Informationen iiber einen weiteren Schub zu einem
spateren Zeitpunkt erfiillt waren; (2) Patienten mit RRMS; (3) Patienten mit SPMS; (4) Patienten mit
PPMS: Patienten, die entweder bereits zum LPZP oder zu einem spiteren Zeitpunkt nach der Punktion
die Kriterien fiir eine PPMS erfiillten.

Eine Kontrollkohorte mit Patienten mit nicht-entziindlichen neurologischen Erkrankungen wurde
zusammengestellt, die sich zwischen dem 28.12.2012 und dem 08.03.2016 in der neurologischen Klinik
des UKSH, Campus Kiel, vorstellten, und von denen eine Serum-/Liquor-Probe im Liquorarchiv
asserviert und verfiigbar war. Die Diagnosen dieser Patienten beinhalteten Kopfschmerzsyndrome,
idiopathische intrakranielle Hypertension, Normaldruckhydrocephalus, benigner paroxysmaler
Lagerungsschwindel, Morbus Menicre, radikuldre Syndrome bei Diskusprolaps und funktionelle
Storungen. Die Auswahl der Kontrollpatienten erfolgte Alters- und Geschlechts-gematcht bezogen auf
die Alters- und Geschlechtsverteilung der MS-Gesamtkohorte und der Untergruppen. Von allen
Patienten wurden retrospektiv mittels Aktenanalyse demographische und klinische Daten und
Verlaufsparameter sowie Laborparameter erfasst. (Anhang 2) Die Analyse der IgG-Fc-Glykosylierung
von Liquor- und Serumproben von 8 MS- Patienten und 8 Kontrollpatienten erfolgte bereits fiir eine
Pilotstudie im Vorfeld dieser Studie. Die Ergebnisse dieser Analysen wurden fiir diese Studie

ubernommen.
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2.2  Patientenauswahl der Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte)

Nach Messung und Auswertung der IgG-Fc-Glykosylierung der Kieler Patienten- und Kontrollkohorte
erfolgten die Zusammenstellung einer 2. Patienten- und Kontrollkohorte, die Messung der IgG-Fc-
Glykosylierung i.S. und Auswertung der Daten. Die Patienten wurden durch die Mitarbeiter des Instituts
fiir Neuroimmunologie und Multiple Sklerose (INIMS) des UKE Hamburg anhand ihrer MS-
Verlaufsform (RRMS, PPMS) und orientierend an der Altersverteilung der Kieler Kohorte rekrutiert.
Die Serumproben stammen aus den Jahren 2010-2018. AnschlieBend wurde eine beziiglich Alter und
Geschlecht mit der Patientenkohorte gematchte Kontrollkohorte mit nicht-entziindlichen
neurologischen Erkrankungen zusammengestellt. Aufgrund der Ergebnisse der Kieler Kohorte, die
Verdnderungen der IgG-Fc-Glykosylierung nicht nur i.L., sondern auch i.S. zeigten, wurde die [gG-Fc-
Glykosylierung bei der Hamburger Kohorte nur i.S. gemessen. Die Patientendaten wurden durch das

INIMS und die Serumproben durch dessen Biobank zur Verfiigung gestellt.

2.3 Analyse der IeG-Fc-Glykosylierung mittels High Performance Liquid

Chromatography

Die Liquor- und Serumproben wurden nach Gewinnung in der Biobank des Instituts fiir klinische
Chemie des UKSH Kiel bzw. des INIMS des UKE Hamburgs bei -80°C tiefgefroren gelagert. Die fiir
diese Studie erforderlichen Proben wurden aufgetaut, und das jeweils notwendige Volumen entnommen.
Von den Serumproben wurden jeweils 30ul, von den Liquorproben ein Volumen, das entsprechend der
im Liquorbefund festgehaltenen Liquor-IgG-Konzentration eine Menge von 30-50ug IgG enthielt,
entnommen. Die Proben wurden erneut bei -80°C tiefgefroren und auf Trockeneis in das Labor der
Arbeitsgruppe fiir Immunologie und Glykoanalytik des Instituts fiir Erndhrungsmedizin des UKSH,
Campus Liibeck, transportiert. Dort wurden die Proben emneut aufgetaut. IgG aus Serum- und
Liquorproben wurde mittels Protein-G-Sepharose-Affinitdtschromatographie isoliert. N-Glykane
wurden aus gereinigten IgG-Proben mittels Hydrolyse mit rekombinanter Endoglykosidase S aus
Streptococcus pyogenes isoliert. Das Enzym spaltet spezifisch [gG-Fc-N-Glykane zwischen dem 1. und
2. N-Acetylglucosaminmolekiil, sodass Glykane des IgG-Fab-Fragments nicht mitgemessen werden.
(Abb. 3) Die resultierenden N-Glykane wurden unter Verwendung einer Festphasenextraktion mit
carbographitisierten Kohlenstoffsdulen (Fisher Scientific, Hampton, NH) gereinigt, und mit
Anthranilamid (Sigma-Aldrich) fluoreszenzmarkiert. Die High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) mit den markierten Glykanen wurde an einem Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Mass) unter Verwendung einer Xbridge XP BEH Glykan-Saule (2,5mm, 100 3 4,6
mm ID; Waters, Milford, Mass) durchgefiihrt. Dabei wurden die markierten N-Glykane nach ihrer
Hydrophobizitit in der HPLC-Sdule aufgetrennt. Je grofer ein Glykan ist und je mehr hydrophobe
Gruppen es besitzt, desto langer sind seine Retentionszeiten in der HPLC-Séule. Nach der Passage durch

die Sdule wurden die gesammelten Peak-Fraktionen einer Glykangruppe mittels matrixunterstiitzter
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Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie durch einen Fluoreszenzdetektor liber die
Zeit aufgezeichnet, was graphisch als Chromatogramm dargestellt wurde. Anhand der unterschiedlichen
Retentionszeiten konnte ein Fluoreszenzpeak einer Glykangruppe zugeordnet werden. (Abb. 6)
Basierend auf der terminalen Zuckereinheit wurden die Peaks einer der folgenden Glykangruppen
zugeordnet: GO, G1, G2, G1S1, G2S1. Die Glykoform G2S2 konnte aufgrund des zu geringen Anteils
am Gesamt-IgG nicht gemessen werden. Die Anteile der Glykoformen am Gesamt-IgG konnten durch
Berechnung der Fldche der einzelnen Peak-Fraktionen als Anteil an der Gesamtfléche berechnet werden,
sodass in dieser Studie verwendete Glykosylierungswerte immer als Anteil am Gesamt-IgG zu

betrachten sind. (Epp et al. 2018, S. 402, e2)

: 72 20170228 (MS Plate 1) #2 [manually integrated)

counts

Emission_1 330 nm /420 nm

12-G1-11,240
13-G2-13,643
)

I 1§ - G251 - 17,060

‘ i :.
M‘L 15,220

min
-2 ‘Dea T T T T T T T T T T T 1
0.0 50 10,0 150 200 230
Peak Results
No. |Peak Name Retention Time (Width (50%) Type Resolution (EP) | Asymmetry (EP) Area Height Rel.Area (IDENTIFIED) |
min min counts*min counts %

1 GO 8,823 0,096 M 14,58 1,12 244 443 2.355.305 13.90501914
2 G1 11,240 0,100 MB* 13.91 1.74 660.076 4.864.086 3754813578
3 G2 13,643 0,104 M 9.21 107 462.695 4.076.191 26,32020798
4 G181 15,220 0,098 BMB* 10,31 1,01 43414 423.075 2469570245
5 G281 17.060 0.113 M n.a. 1.21 347.318 2.813.333 19,75706686

Abb. 6: Aufzeichnung der mittels matrixunterstiitzter Laser-Desorptions/Ionisations-Flugzeit-

Massenspektrometrie gesammelten Peak-Fraktionen der einzelnen Glykan-Gruppen iiber die Zeit als

Chromatogramm. Tabellarische Auffithrung der Retentionszeiten und der Flachenanteile der einzelnen IgG-Fc-

Glykoformen an der Gesamtflache im Chromatogramm. GO = agalaktosyliertes IgG, G1/G2 = terminal

galaktosyliertes IgG, G1S1/G2S1 = sialyliertes IgG.
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2.4  Statistische Auswertung

Die Daten wurden graphisch durch das Programm Graphpad PRISM Version 7.0 fiir Microsoft
Windows und tabellarisch durch das Programm Microsoft Excel Version 2016 veranschaulicht. Die
statistische Auswertung erfolgte ebenfalls mit Graphpad PRISM Version 7.0. Die deskriptiven Daten
wurden mit Mittelwert/Standardabweichung und Median/95%-Konfidenzintervall dargestellt. Eine
Normalverteilung der gemessenen IgG-Fc-Glykosylierungswerte wurde aufgrund der graphischen
Verteilung mit Angabe von Mittelwerten und Standardabweichung angenommen. Normalverteilte,
metrische Daten wurden mit dem Student-t-Test fiir 2 unabhéngige Stichproben und mit dem one-way-
ANOVA-Test mit post-hoc-Analyse fiir mehr als 2 unabhéngige Stichproben verglichen. Alle Tests
waren zweiseitig mit einem 95%-Konfidenzintervall. Zur Analyse des Zusammenhangs der 1gG-Fc-
Glykosylierung mit qualitativen nominalskalierten Variablen wurde die Patienten-bzw. Kontrollkohorte
anhand des Geschlechts, dem Vorhandensein von OKB i.L., dem Vorhandensein von Kontrastmittel-
anreichernden Lisionen oder der T2-Léasionslast im MRT in 2 (bzw. 3: T2-Léasionslast) Gruppen
aufgeteilt und der Unterschied zwischen diesen Gruppen mittels Student t-Test (bzw. One-way-ANOVA
mit post-hoc-Analyse) ermittelt. Zur Analyse der Korrelation der IgG-Fc-Glykosylierung mit
ordinalskalierten Variablen wie dem EDSS oder MSSS wurde der Spearman-Rang-
Korrelationskoeffizient berechnet. Zur Analyse der Korrelation von metrischen nicht normalverteilten
Variablen wie dem Alter, der Erkrankungsdauer und Liquorparametern und der IgG-Fc-Glykosylierung
wurden die Variablen einer logarithmischen Transformation unterzogen und anschlieend der Pearson-

Korrelationskoeffizient berechnet. Als statistisches Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt.
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3  Ergebnisse: Deskriptive Beschreibung des Patienten- und

Kontrollkollektivs

Die ICD-10-Code-basierte Diagnosesuche fiir die Kieler Kohorte ergab 1073 Patienten. Von diesen
Patienten erfiillten 222 zum LPZP die Einschlusskriterien. Von diesen hatten nur 5% (n=12) eine SPMS,
so dass bei diesen Patienten kein sinnvoller statistischer Gruppenvergleich moglich war. Die Kieler
Gesamtpatientenkohorte (Discovery-Kohorte) ohne SPMS-Patienten umfasst 210 Patienten. Das
mittlere Alter betrdgt 38,5 Jahre, der Frauenanteil 70%. (Tab. la) Zum LPZP hatten 42% eine
Erstmanifestation der MS, 45% eine RRMS und 12% eine PPMS. Die Gesamtkontrollkohorte umfasst
86 Personen mit einem mittleren Alter von 36,2 Jahren und einem Frauenanteil von 69%. Die
Gesamtpatientenkohorte und die Gesamtkontrollkohorte, sowie die Patientensubgruppen und ihre
jeweiligen Kontrollsubgruppen unterscheiden sich in ihrer Alters- und Geschlechtsverteilung nicht
signifikant. Es konnten bei 200/210 Patientenserumproben, bei 153/210 Patientenliquorproben, bei
80/86 Kontrollserumproben und 79/86 Kontrollliquorproben IgG-Glykosylierungsanteile bestimmt
werden. (Abb.7a) Die Hamburger Patientenkohorte (Validationskohorte) umfasst 80 PPMS- und 118
RRMS-Patienten. (Abb. 7b) In der PPMS-Kohorte lag das mittlere Alter bei 53 Jahren und der
Frauenanteil bei 30%. In der RRMS-Kohorte lag das mittlere Alter bei 41 Jahren und der Frauenanteil
bei 69,5%. Die PPMS-Kontrollkohorte umfasst 33 Patienten mit einem mittleren Alter von 52 Jahren
und einem Frauenanteil von 39%. In der RRMS-Kontrollkohorte (n=71) lag das mittlere Alter bei 35
Jahren und der Frauenanteil bei 73%. Die PPMS- und die RRMS-Patientenkohorten unterscheiden sich
in ihrer Alters- und Geschlechtsverteilung nicht signifikant von ihren jeweiligen Kontrollkohorten. Fasst
man die RRMS- und PPMS-Kohorte sowie ihre jeweiligen Kontrollkohorten zu einer Gesamt-
Patientenkohorte bzw. zu einer Gesamt-Kontrollkohorte zusammen, besteht ein signifikanter
Unterschied in der Altersverteilung bei hdherem Alter in der Patienten- als in der Kontrollkohorte. (Tab.
1b) Die Kieler und Hamburger Patientenkohorten unterscheiden sich beziiglich ihrer Alters- und
Geschlechtsverteilung, in der Erkrankungsdauer zum LPZP und teilweise ihres EDSS-Scores. Die
Hamburger RRMS- und PPMS-Kohorten zeigen ein hoheres Alter und eine langere Erkrankungsdauer
als die Kieler RRMS- und PPMS-Kohorten. Die Hamburger PPMS-Patientenkohorte hat einen
niedrigeren Frauenanteil und die Hamburger RRMS-Patientenkohorte einen niedrigeren EDSS-Score

als die entsprechende Kieler Kohorte. (Tab. 1¢)
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MS-Patienten Kontrollen

gesamt n=210 gesamt n=86

Liquor n=153 Liquor n=79

Serum n=200 Serum n=80

Erstmanifestation | | RRMS | | PPMS
Patienten Kontrollen Patienten Kontrollen Patienten Kontrollen

n=89 (42%) n=82 n=95 (45%) n=03 n=26 (12%) n=24
Liquor n=64 | | Liquor n=75 Liquor n=74 | | Liquor n=86 Liquor n=15 | | Liquor n=20
Serum n=88 | | Serum n=74 Serum n=87 || Serum n=85 Serum n=25 Serum n=24

Patienten
n=12
Liquor n=5
Serum n=11

Abb.7a: Kieler Kohorte (Discovery Kohorte): Anzahl der Kontrollen und Patienten mit jeweiliger Anzahl der

Liquor- und Serumwerte. Die SPMS-Kohorte wurde nicht zur MS-Gesamtkohorte gezahlt. (Pat.= Patienten,

Kont.= Kontrollen, n = Anzahl, MS = Multiple Sklerose, RRMS = schubférmig-remittierende MS, PPMS =

primér chronisch-progrediente MS, SPMS = sekundér chronisch-progrediente MS)

MS-Patienten Kontrollen
gesamt gesamt
Serum n=198 Serum n=104
RRMS | | PPMS
Patient: tient;
atienten Kontrollen Patienten Kontrollen
Serum Serum
Serum Serum

n=118 -1 n=80 -33
(60%) o= (40%) o=

Abb.7b: Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte): Anzahl Kontrollen und Patienten mit jeweiliger Anzahl der

Serumwerte. n=Anzahl, MS=Multiple Sklerose, RRMS=schubférmig-remittierende MS, PPMS=primér

chronisch-progrediente MS
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Tabelle 1a: Demographische und klinische Charakterisierung der Kieler Patienten- und Kontrollkohorte
(Discovery Kohorte), Angabe mit Median (Interquartilsabstand), n = Anzahl, EDSS = expanded disability status
scale, MSSS = multiple sclerosis severity score, MS = Multiple Sklerose, EM = Erstmanifestation, RRMS =

schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS

36,2 69% (n=59)
(26,8-45,8)
38,5 70% 0,4 n=207: n=204: 343
(28,9-46,9) (n=145) (0,04-3,8) 2,5 6,5 (27,3-43,6)
(2-3,9) (4,2-8,3)
p=0,15 p=0,94
35,05 72%
(24,2-44,1) (n=59)
35,3 73% 0,03 2,5 7,8 (6,5- 35,07 (27,7-
(27,8-43,9) (n=65) (0,02-0,09) (2-3) 8.,3) 43,8)
p=0,32 p=0,87
35,1 66%
(24,3-44,6) (n=62)
37,5 68% 2,7 n=92: n=91: 32,57
(28-45,3) (n=65) (0,5-7,2) 3 5,7 (24,5-38,1)
(2-3,9) (2,9-7,8)
p=0,24 p=0,8
47,6 63%
(45,8-52,56) (n=15)
52,3 60% 3,7 3,5 8,3 47,8
(46,5-63,6) (n=15) (1,1-8,6) (3-78) (5,3-9,6) (40,2-51,7)
p=0,06 p=0,73

18



Tabelle 1b: Demographische und klinische Charakterisierung der Hamburger Patienten- und Kontrollkohorte

(Validationskohorte), Angabe mit Median (Interquartilsabstand), n = Anzahl, EDSS = expanded disability status

scale, RRMS = schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS

44 62,5%
(32-52) (n=65)
45 53.5% 5 3
(38-53) (n=106) (3-11) (2-4)
p=0,015 p=0.,14
35 73,2%
(29-48) (n=52)
41 (34-47) 69,5% (n=82) 4 (2-9) 2 (1-3)
p=0,08 p=0,58
52 (47-58) 39,4% (n=13)
53 (46-58) 30% (n=24) 9 (4-15) 3,5(3-5)
p=0,45 p=0,33

Tabelle 1c: Vergleich der Kieler und Hamburger Patientenkohorte beziiglich demographischer und klinischer
Daten, Angabe mit Median (Interquartilsabstand), n=Anzahl, EDSS = expanded disability status scale, RRMS =
schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS

38,5

0,4

n=207:

(28,9-46,9) (n=145) (0,04-3,8) 2,5 (2-3,5)
45 53.5% 5 n=197:
(38-53) (n=106) (3-11) 3 (2-4)
p<0,0001 p=0,0013 p<0,0001 p=n.s.
37,5 68% 27 n=92:
(28-45,3) (n=65) (0,5-7,2) 3 (2-3,5)
41 69,5% 4 2
(34-47) (n=82) 2-9) 1-3)
p=0,0005 p=n.s. p<0,0001 p=0,0005
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PPMS 52,3 60% 3,7 3,5
Kiel, n=26 (46,5-63,6) (n=15) (1,1-8,6) 3-7

PPMS Hamburg 53 30% 9 3,5
n=80 (46-58) (n=24) (4-15) (3-5)
Signifikanz p=0,0029 p=0,01 p=0,0072 p=n.s.

4  Ergebnisse der Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte)

4.1 Unterschiede der IeG-Fc-Glykosylierung i.L. und i.S. zwischen Patienten und

Kontrollen

Sowohl im Vergleich der Gesamt-MS-Kohorte mit der Gesamtkontrollkohorte und im Vergleich der
Subkohorten der MS (Erstmanifestation, RRMS, PPMS) mit den jeweiligen Einzelkontrollkohorten
ergaben sich signifikante Verdnderungen. Sdmtliche Mittelwerte und Standardabweichungen sind in
Tabelle 2a dargestellt und graphisch in den Abbildungen 8 und 9. Bei allen Gruppen waren i.L. und i.S.
agalaktosylierte IgG-Anteile (GO-IgG) signifikant gegeniiber den Kontrollen erhdht, term gal-IgG-
Anteile signifikant vermindert und sial-IgG-Anteile kaum veréndert bis leicht erhoht. Die

Verdnderungen zeigten sich dabei nicht nur i.L., sondern auch i.S. (Abb. 8)

Tabelle 2a: Anteile der einzelnen Glykoformen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.) und im Liquor
(i.L.) der Kieler Patienten- und Kontrollkohorte (Discovery-Kohorte) in %. Angabe mit Mittelwert
(Standardabweichung), n = Anzahl, MS = Multiple Sklerose, EM = Erstmanifestation, RRMS = schubférmig-
remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS, i.S.= im Serum, i.L= im Liquor, GO =
agalaktosylated IgG, term gal = terminal galaktosylated IgG, sial = sialylated IgG

Kohorte GO0 i.S. term gal. i.S. sial i.S. GO i.L. term gal i.L. sial i.L.
Kontrollen MS 21,6% 66,7% 11,6% 22,3% 64,1% 13,7%
gesamt (SD 5,3) 4,7 (353 (5,6) 3,9 3,7
n=80 Seren,
n=79 Liquores
MS gesamt 27,9% 59,1% 12,9% 24,7% 60,4% 15,0%
n=200 Seren, (8,5) 6.,1) 4,1) 8.1) 4.,9) 4.,8)
n=153 Liquores
Signifikanz p<0,0001 p<0,0001 p=0,02 p=0,02 p<0,0001 p=0,04
Kontrollen EM 21,4% 67,1% 11,4% 22% 64% 14%
n=74 Seren, (5.4) 4,6) 3.1 (5.,5) 3.9 3,3)
n=75 Liquores
EM 27,3% 60,1% 12,6% 23,2% 61,2% 15,7%
n=88 Seren, (8.4) (5,8) 3,9 (7,3) 4.,5) 4.,5)
n=64 Liquores
Signifikanz p<0,0001 p<0,0001 p=0,046 p=0,3 p<0,0001 p=0,01
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Kontrollen 21,5% 66,8% 11,7% 22,2% 64,2% 13,8%
(RRMS) 5,3) (4,6) (3,3) 5,5) 3,8) (3,6)
n=85 Seren,
n=86 Liquores
RRMS 27,2% 59,3% 13,5% 24,6% 60,6% 14,8%
n=87 Seren, 8,3) a7 4,1) 8,3) 4.,8) 5,D
n=74 Liquores
Signifikanz p>0,0001 p<0,0001 p=0,002 p=0,03 p<0,0001 p=0,1
Kontrollen 22,6% 66,1% 11,4% 22.8% 64,2% 13%
(PPMS) 3,1 3,7) (3.,7) 4,9) (3,4) (3.9)
n=24 Seren,
n=2(0 Liquores
PPMS 33,5% 54,9% 11,7% 31,7% 55,9% 12,4%
n=25 Seren, 9.4) @) 4,2) 6,7) 4,9)
—15 14 (3,7
n=15 Liquores
Signifikanz p<0,0001 p<0,0001 p=0,8 p<0,0001 p<0,0001 p=0,6
Liquor Serum
agalaktosyliertes IgG agalaktosyliertes IgG
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Abb. 8: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Vergleich der Glykoformen-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan
im Liquor (i.L.) (links) und im Serum (i.S.) (rechts) zwischen MS-Gesamtkohorte und Gesamtkontrollkohorte
bzw. zwischen Gruppe mit MS-Verlaufsform und jeweiliger Kontrollkohorte. Angabe der Grundgesamtheit in

Tab.2a. Darstellung: Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: One-way-ANOVA, post-hoc-Analyse, nicht

signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, MS = Multiple Sklerose, RRMS =

schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS, Erstman.=Erstmanifestation

4.2  Vergleich des 1gG-Fc-Glykosylierungsmusters zwischen den MS-
Verlaufsformen: Erstmanifestation, RRMS, PPMS

PPMS-Patienten zeigten gegeniiber RRMS-Patienten und Patienten mit Erstmanifestation einen
signifikant erhohten G0-IgG-Anteil und einen signifikant verminderten term gal-IgG-Anteil i.L. und i.S.
I.L. war der sial-IgG-Anteil gegeniiber den Patienten mit Erstmanifestation signifikant erh6ht. Zwischen
Patienten mit Erstmanifestation und RRMS-Patienten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
(Abb. 9) Die einzelnen Kontrollkohorten (Erstmanifestation, RRMS, PPMS) unterschieden sich nicht

signifikant in ihren Glykoformenanteilen i.L. oder i.S. (Anhang 3)
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Abb. 9: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Vergleich der Glykoformen-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan

im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten) zwischen Patienten mit Erstmanifestation, RRMS =

schubformig-remittierender MS und PPMS = primér chronisch-progredienter MS. Beschreibung der

Grundgesamtheit in Tab. 2a. Darstellung: Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: One-way-ANOVA mit

post-hoc-Analyse, nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001

4.3  Geschlechtsabhingige Veridnderungen des [gG-Fc-Glykosylierungsmusters

Es zeigten sich starke geschlechtsabhingige Verdnderungen des IgG-Fc-Glykosylierungsmusters bei

Kontrollen und Patienten i.L. und i.S. Sowohl bei Kontrollen als auch bei Patienten zeigten Méanner

einen signifikant gegeniiber Frauen erhohten GO-IgG-Anteil und einen signifikant verminderten term
gal-IgG-Anteil. (Abb. 10 links, Mitte) Dabei war der GO-IgG-Anteil der Patientinnen i.S. signifikant
héher als der der weiblichen Kontrollen (p<0,0001) und der term gal-IgG-Anteil i.L. (p<0,0001) und
1.S. (p<0,0001) signifikant niedriger. Der GO-IgG-Anteil der Patienten war i.L. (p=0,0078) und 1i.S.

(p<0,0001) signifikant hoher als der der minnlichen Kontrollen und der term gal-IgG-Anteil i.L.

(p=0,0008) und i.S. (p<0,0001) signifikant niedriger. Es zeigte sich kein Unterschied des sial-IgG-

Anteils zwischen minnlichen und weiblichen Kontrollen. Allerdings war der sial-IgG-Anteil der

Patientinnen signifikant gegeniiber dem der Patienten erhdht. (Abb. 10 rechts)
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Abb. 10: Kieler Kohorte (Discovery Kohorte): Vergleich der Glykoformen-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-
Glykan im Serum (i.S.) (unten) und im Liquor (i.L.) (oben) zwischen weiblichen (w) und ménnlichen (m)
Patienten bzw. weiblichen und méinnlichen Kontrollen. GO, term gal, sial i.L. und i.S. Kontrollen weiblich: n=55;
Kontrollen ménnlich: n=25. GO, term gal, sial Patienten weiblich: i.S. n=139, i.L. n=106; GO0, term gal, sial
Patienten méannlich: i.S. n=61, i.L. n=47. Darstellung: Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik:
zweiseitiger t-Test, nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, MS= Multiple
Sklerose, GO = agalaktosylated IgG, term gal = terminal galaktosylated IgG, sial = sialylated IgG

4.4  Altersabhingige Veridnderungen des IgG-Fc-Glykosylierungsmusters

Bei Kontrollen und Patienten zeigte sich ein Anstieg des G0O-IgG-Anteils und ein Absinken des term
gal-IgG-Anteils i.S. und i.L. mit steigendem Alter. Bei Patienten sank der sial-IgG-Anteil i.S. mit
steigendem Alter. (Abb. 11a, b) Verdnderungen des IgG-Fc-Glykosylierungsmusters mit steigendem
Alter verliefen bei Patienten und Kontrollen gleichformig (p1>0,05). Diese Verdnderungen liefen bei
Patienten aber auf einem unterschiedlichen Anteilsniveau der einzelnen Glykoformen ab (p2<0,05). Die
Patienten hatten in jedem Alter signifikant hohere GO-IgG-Anteile i.S., niedrigere term gal-IgG-Anteile
i.L. und i.S. und hohere sial-IgG-Anteile i.L. und i.S. als Kontrollen. Die Veridnderung des GO-IgG-
Anteils i.L.. von Patienten und Kontrollen unterschied sich nicht signifikant. (Abb. 12)
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Abb. 11 a: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Korrelation von Alter zum Zeitpunkt der Liquorpunktion und

Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten) bei Patienten.

Beschreibung der Grundgesamtheit in Tab. 1a, 2a. Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-

Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische Transformation des klinischen Parameters Alter zum LPZP,

Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r), nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,
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Abb. 11 b: Kieler Kontrollkohorte (Discovery-Kohorte): Korrelation von Alter zum Zeitpunkt der

Liquorpunktion und Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.)

(unten) bei Kontrollen. Beschreibung der Grundgesamtheit in Tab. 1a, 2a. Darstellung mit linearer

Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische Transformation des klinischen

Parameters Alter zum LPZP, Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r), nicht signifikant = n.s., *

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
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Abb. 12: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Vergleich der altersabhéngigen Verédnderung der Glykananteile

am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan von Patienten und Kontrollen im Liquor (i.L.) und im Serum (i.S.). Darstellung

mit linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Beschreibung der Grundgesamtheit in Tab. 1a, 2a.

Statistik: Vergleich der Steigung und Y-Achsenabschnitte der linearen Regressionsgeraden von Kontrollen und

Patienten. MS = Multiple Sklerose, nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001;
pl =n.s. und p2 = signifikant bedeutet, Geraden unterscheiden sich nicht in der Steigung aber im y-

Achsenabschnitt

4.5 Verdanderungen des 1gG-Fc-Glykosylierungsmusters in Abhédngigkeit von

Erkrankungsdauer und Behinderungsgrad

Der Behinderungsgrad zum LPZP gemessen anhand des EDSS-Scores korrelierte signifikant mit einem
steigenden GO-IgG-Anteil und sinkenden term gal- und sial-IgG-Anteilen i.L. und i.S. (Abb.13). Mit
steigendem MSSS — einer Erkrankungsdauer-korrigierten MS Schwereskala - stieg der GO-IgG-Anteil
i.L. und i.S. und sank der term gal- und sial-IgG-Anteil i.S. signifikant. (Abb.14) Bei 129/210 MS-
Patienten lagen follow-up-Daten vor. Es zeigte sich jedoch keine Korrelation mit der Progressionsrate
des Behinderungsgrades gemessen anhand (delta)EDSS/(delta)Zeit zwischen LPZP und follow-up.

Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des GO-IgG-Anteils i.L. und ein signifikanter Abfall des term
gal-IgG-Anteils i.L. und i.S. mit zunehmender Erkrankungsdauer (Abb. 15). So hatten Patienten mit
einer Erkrankungsdauer >10 Jahren einen signifikant hoheren G0-IgG-Anteil i.L. und niedrigeren term
gal-IgG-Anteil i.L. und i.S. als Patienten mit einer Erkrankungsdauer <10 Jahren. Patienten mit einer
Erkrankungsdauer >10 Jahren zeigten einen signifikant niedrigeren sial-IgG-Anteil als Patienten mit

einer Erkrankungsdauer <10 Jahren. (Abb.16)
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Abb. 13: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Korrelation von EDSS = expanded disability status scale zum

Zeitpunkt der Liquorpunktion und Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im

Serum (i.S.) (unten). Grundgesamtheit: i.L. Anzahl: n=150; i.S. n=197. Darstellung mit lin. Regressionsgeraden

+ 95%-Konfidenzintervall. Statistik: Korrelation mit Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient (r). * p<0,05, **

p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, MS = Multiple Sklerose
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Konfidenzintervall. Statistik: Korrelation mit Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient (r). nicht signifikant =
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n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, MS = Multiple Sklerose
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Abb. 15: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Korrelation der Erkrankungsdauer (in Jahren) zum Zeitpunkt der

Liquorpunktion mit den Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum

(i.S.) (unten) Grundgesamtheit: i.L. Anzahl: n=148; i.S. n=192. Darstellung mit linearer Regressionsgeraden +

95%-Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische Transformation des klinischen Parameters Erkrankungsdauer,

Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r). nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,
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Abb. 16: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im
Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten) von Patienten <10 Jahren und >10 Jahren Erkrankungsdauer
zum Zeitpunkt der Liquorpunktion. n = Anzahl, i.L. <10 Jahre n=153, >10 Jahre n=15; i.S. <10 Jahre n=186,
>10 Jahre n=16. Darstellung mit Mittelwert + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. nicht
signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, MS = Multiple Sklerose

4.6 Verdanderungen der IeG-Fc-Glykosylierung i.L. in Zusammenhang mit

weiteren Liquorparametern

Ein Anstieg des Gesamteiweif3es i.L., ein Anstieg der [gG-Konzentration i.L. und ein Anstieg des IgG-
Quotienten ging mit einem signifikanten Anstieg des G0-IgG-Anteils und einem signifikanten Abfall
des term gal- und sial-IgG-Anteils am Gesamt-IgG-Fc-Glykan i.L. einher. Bei den Kontrollen zeigten
sich diese Zusammenhinge nicht. Es bestand keine Korrelation mit der Zellzahl i.L. und dem

Vorhandensein von oligoklonalen Banden i.L. (Anhang 4 a-g).

4.7 Zusammenhang der IeG-Fc-Glykosylierung mit Schubereignissen

Es zeigte sich keine Korrelation der I[gG-Fc-Glykosylierung i.L. und i.S. mit der Schubanzahl vor LPZP.
(Anhang 5) Ein Patient galt als wihrend eines akuten Schubes punktiert, wenn der letzte Schubbeginn
innerhalb der letzten 6 Wochen vor LPZP lag und die klinische Symptomatik zum LPZP anhielt. Diese
Patienten zeigten einen signifikant niedrigeren G0-IgG-Anteil (p=0,0131) und einen hoheren term gal-
IgG-Anteil (p=0,0121) i.L. als Patienten, die auBerhalb eines akuten Schubes punktiert wurden. (Abb.
17) Um die zeitlichen Veridnderungen genauer zu untersuchen, wurde die Glykosylierung von Patienten
verglichen, deren letzter Schubbeginn innerhalb der letzten 2, 3 bzw. 9 Wochen vor LPZP lag und
Patienten, deren letzter Schubbeginn auflerhalb der letzten 2, 3 bzw. 9 Wochen vor LPZP lag. Bei diesen
zeitlichen Grenzen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-
N-Glykan i.L. oder i.S. (Anhang 6a-c) Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des G0-IgG-Anteils,
sowie ein signifikanter Abfall des term gal-IgG- und sial-IgG-Anteils am Gesamt-IgG-Fc-Glykan i.L.
aber nicht i.S. mit zunehmender Zeit seit dem letzten Schubbeginn. (Abb.18)
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17: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Unterschied der IgG-Fc-Glykosylierung im Liquor (i.L.) (oben)

und im Serum (i.S.) (unten) von Patienten, die wihrend, und Patienten, die auBerhalb eines akuten Schubes

liquorpunktiert wurden. n = Anzahl, i.L. <6 Wochen n=97, >6 Wochen n=60; i.S. <6 Wochen n=118; >6

Wochen n=92. Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. nicht
signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, MS = Multiple Sklerose, LP =

Liquorpunktion, GO = agalaktosyated IgG, term gal = terminal galaktosylated IgG, sial = sialylated IgG
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Abb. 18: Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Korrelation der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im

Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten) mit der Zeit seit dem letzten Schubbeginn bis zum LPZP. n =

Anzahl: i.L. n=107; i.S. n=136. Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall.

30



Statistik: logarithmische Transformation des klinischen Parameters Zeit seit dem letzten Schubbeginn,
Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r). nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001,

*akk p<0,0001, MS = Multiple Sklerose, LPZP = Zeitpunkt der Liquorpunktion

4.8 Zusammenhang der IeG-Fc-Glykosylierung mit MRT-Léasionen

Es zeigte sich keine Assoziation von Verdnderungen der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan
i.L. mit der Anzahl an T2-Lésionen im MRT (Anhang 7a), mit dem Vorhandensein von akut
entzlindlichen Gadolinium-aufnehmenden T1-Lésionen im MRT im Zeitraum von 2 Wochen vor und 2
Wochen nach LPZP (Anhang 7c), oder dem Vorhandensein hypointenser T1-Lésionen (black holes).
Nur bei 112 von 222 Patienten waren MRT-Daten aus diesem Zeitraum um den LPZP verfiigbar. Von
110 Patienten waren MRT-Daten von einem spéteren Zeitpunkt verfligbar, deren Analyse im
Zusammenhang mit der IgG-Fc-Glykosylierung i.L. jedoch auch keine signifikante Assoziation zeigte.

(Anhang 7b, d)

4.9 Zusammenhang der IgG-Fc-Glykosylierung mit einer Therapie vor dem

Zeitpunkt der Liquorpunktion

33/210 Patienten hatten vor LPZP bereits eine Therapie erhalten, davon 24 eine Cortisontherapie, 6 eine
Cortisontherapie und eine Immuntherapie und 3 ausschlielich eine Immuntherapie. Bei 3 Patienten war
die Medikamentenanamnese unbekannt. Therapierte Patienten zeigten einen signifikant hoheren GO-
IgG-Anteil, niedrigeren term gal-IgG-Anteil und niedrigeren sial-IgG-Anteil i.L. als nicht therapierte
Patienten. (Abb.19) Diese Unterschiede zeigten sich nicht i.S. (Anhang 8)

19/210 Patienten erhielten zum LPZP eine Therapie. 15/20 Patienten erhielten im Zeitraum von 6
Wochen vor LPZP eine Cortisontherapie. 4/20 Patienten eine Intervalltherapie, davon einer Interferon-
beta, einer Glatirameracetat, einer Fingolimod und einer Natalizumab. Der Vergleich der Glykananteile
am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan i.L. und i.S. von Patienten mit und ohne Therapie zum LPZP ergab keinen
signifikanten Unterschied. Der Vergleich von Patienten mit Intervalltherapie und mit Cortisontherapie
zum LPZP ist wegen der geringen Anzahl an Patienten mit Intervalltherapie nicht aussagekriftig.

(Anhang 9)
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Abb.19: Kieler Kohorte (Discovery Kohorte): Unterschied der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im
Liquor (i.L.) von Patienten, die vor dem Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP) keine Therapie erhalten haben
(n=174) und Patienten, die bereits therapiert wurden (Cortisontherapie, Intervalltherapie) (n=33) (bezogen auf

Zeit >6Wochen vor LPZP), Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-
Test.nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001, , MS = Multiple Sklerose

5 Ergebnisse der Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte)

Zur Bestitigung oder Widerlegung der beobachteten Daten in der monozentrischen ,,Kieler Kohorte*

wurde eine unabhéngige Kohorte (Hamburger Kohorte) als Bestitigungs-Kohorte rekrutiert.

5.1 Unterschiede der IeG-Fc-Glykosylierung zwischen Patienten und

Kontrollen
In der Hamburger Validatios-Kohorte bestanden im Gegensatz zu der Kieler Discovery-Kohorte keine
signifikanten Unterschiede der Glykananteile i.S. von Patienten und Kontrollen, weder bei der PPMS-,
noch bei der RRMS-Gruppe. Séamtliche Mittelwerte und Standardabweichungen sind in Tabelle 2b
dargestellt und graphisch in den Abbildungen 20 und 21. (Vgl. Kieler Kohorte: Abb. 8)

Tabelle 2b: Anteile der einzelnen Glykoformen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.) und im Liquor
(i.L.) der Hamburger Patienten- und Kontrollkohorte in %. Angabe mit Mittelwert (Standardabweichung), n =
Anzahl, RRMS = schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS, G0 =
agalactosylated IgG, term gal = terminal galaktosylated IgG, sial = sialylated IgG

Kohorte GOi.S. term gal. i.S. sial i.S.
Kontrollen (RRMS) 21,8% 64,3% 14%
n=71 Seren (6,8) 4 4,2)
RRMS 21,2% 64,4% 14,4%
n=118 Seren (5,9 (3,6) @)
Signifikanz, p=0,5 p=08 p=05
Kontrollen (PPMS) 24,7% 62,9% 12,4%
n=33 Seren (7,6) 5,D @)
PPMS 24,3% 63,2% 12,4%
n=80 Seren (6,2) (4,73) (2,74)
Signifikanz p=0,8 p=0,7 p=0,95
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Abb.20: Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte): Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-Glykan
im Serum (i.S.) von PPMS- bzw. RRMS- Patienten- und Kontrollkohorten (PPMS vs. Kontrollen PPMS, RRMS

vs. Kontrollen RRMS). Grundgesamtheit siehe Tab. 2b. Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall.

Zweiseitiger t-Test, n.s.=nicht signifikant, PPMS = primér chronisch-progrediente MS, RRMS = schubformig-

remittierende MS

5.2 Vergleich der IgeG-Fe-Glykosylierung zwischen RRMS- und PPMS-

Patienten

Wie in der Kieler Kohorte zeigte sich ein signifikant erhohter GO-IgG-Anteil und ein signifikant

verminderter term gal- und sial-IgG-Anteil am Gesamt-IgG-Fc-Glykan i.S. bei PPMS- gegeniiber

RRMS-Patienten. Zwischen den beiden jeweiligen Kontrollkohorten ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede der [gG-Fc-Glykosylierung i.S. (Abb. 21, Vgl. Kieler Kohorte: Abb. 9)
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Abb. 21: Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte): Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-Glykan
im Serum (i.S.) von PPMS und RRMS-Patienten bzw. von Kontrollen (PPMS) und Kontrollen (RRMS).
Grundgesamtheit siehe Tab. 2b. Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall, Statistik: zweiseitiger T-

Test, nicht signifikant = n.s., ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; PPMS = primir chronisch-progrediente
MS, RRMS = schubférmig-remittierende MS
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5.3 Vergleich der Kieler Discovery- und der Hamburger Validationskohorte

Die Kieler PPMS- bzw. RRMS-Patienten zeigten signifikant erhohte G0-IgG-Anteile gegeniiber den
Hamburger PPMS- bzw. RRMS-Patienten. (Abb. 22 oben links) Diese Unterschiede lagen zwischen
den Kontrollkohorten nicht vor. (Abb. 22 unten links) Wahrend der GO-IgG-Anteil bei den Kieler
Patienten besonders erhoht war, lagen die G0-IgG-Anteile der Hamburger Patienten, Hamburger
Kontrollen und Kieler Kontrollen bei &hnlich niedrigeren Werten. Die Kieler PPMS- bzw. RRMS-
Patienten zeigten aulerdem signifikant verminderte term gal-IgG-Anteile gegeniiber den Hamburger
PPMS- bzw. RRMS-Patienten. (Abb. 22 oben mittig) Die term gal-IgG-Anteile der Kieler PPMS- bzw.
RRMS-Kontrollen waren signifikant gegeniiber den Hamburger Kontrollen erhoht. (Abb. 22, unten
mittig) Die sial-IgG-Anteile der Hamburger RRMS-Patienten, Hamburger RRMS-Kontrollen und

Kieler RRMS-Patienten zeigten dhnliche Werte. (Abb.22 rechts)
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Abb.22: Vergleich Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-Glykan im Serum (i.S.) von Kieler versus Hamburger

Patienten (oben) und Kieler versus Hamburger Kontrollen (unten) Grundgesamtheit siche Tab. 2a,b. Darstellung

mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. nicht signifikant = n.s., *** p<0,001,

*A%** p<0,0001, Kont. = Kontrollen, PPMS = primér chronisch-progrediente MS, RRMS = schubformig-

remittierende MS, H = Hamburger Kohorte, K = Kieler Kohorte
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5.4 Altersabhingige Veridnderungen des lgG-Fc-Glykosylierungsmusters

Die Hamburger Kohorte zeigte mit steigendem Alter einen signifikanten Anstieg des G0-IgG-Anteiles

und Abfall des term gal-und sial-IgG-Anteils bei Patienten und Kontrollen. Die altersabhéingige

Verianderung der IgG-Fc-Glykosylierung unterschied sich zwischen Patienten und Kontrollen nicht

signifikant. (Abb. 23, Vgl. Kieler Kohorte: Abb. 12)
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Abb. 23: Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte): Vergleich der altersabhéngigen Verédnderung der IgG-Fc-

Glykosylierung von Patienten und Kontrollen im Serum (i.S.). n = Anzahl: Patienten n=198, Kontrollen n=104.

Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: Vergleich der Steigung und Y-

Achsenabschnitte der lin. Regressionsgeraden von Kontrollen und Patienten, MS = Multiple Sklerose, n.s.=nicht

signifikant, pl = n.s. und p2 = n.s. bedeutet, Geraden unterscheiden sich nicht in der Steigung und nicht im y-

Achsenabschnitt

5.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede des IgG-Fc-Glykosylierungsmusters

In der Hamburger Kohorte zeigten die Kontrollen keine signifikanten geschlechtsspezifischen

Unterschiede des IgG-Fc-Glykosylierungsmusters. Bei den Patienten war der G0-IgG-Anteil von

Mainnern gegeniiber Frauen signifikant erh6ht und der sial-IgG-Anteil signifikant vermindert. (Abb. 24,

Vgl. Kieler Kohorte: Abb. 10)
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Abb. 24: Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte): Vergleich der Glykan-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-

Glykan im Serum (i.S.) zwischen weiblichen und ménnlichen Patienten bzw. Kontrollen. n = Anzahl: Kontrollen

weiblich n=65; Kontrollen méannlich n=39; Patientinnen n=106, Patienten n=92. Darstellung mit
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Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. nicht signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01,
*H% p<0,001, **** p<0,0001, GO = agalaktosylated IgG, term gal = terminal galaktosylated IgG, sial = sialylated
IgG

5.6 Verinderungen des [gG-Fc-Glykosylierungsmusters im Zusammenhang mit

Erkrankungsdauer und Behinderungsgrad

Mit steigendem Behinderungsgrad gemessen anhand des EDSS stieg der GO-IgG-Anteil i.S. der
Hamburger Kohorte signifikant an und der sial-IgG-Anteil fiel signifikant ab. (Abb. 26, Vgl. Kieler
Kohorte: Abb.13) Der GO-IgG-Anteil stieg ebenfalls mit steigender Erkrankungsdauer signifikant an,
der sial-IgG-Anteil fiel signifikant ab. (Abb. 25, Vgl. Kieler Kohorte: Abb. 15)
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Abb. 25: Hamburger Kohorte (Validationskohorte): Korrelation von Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der
Liquorpunktion und Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.) n=198. Darstellung mit
linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische Transformation des klinischen
Parameters Erkrankungsdauer, Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient=r, nicht signifikant = n.s., *

p<0,05, MS = Multiple Sklerose
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Abb. 26: Hamburger Kohorte (Validations-Kohorte): Korrelation von expanded disability status scale (EDSS)
zum Zeitpunkt der Liquorpunktion und Glykananteilen am Gesamt-lgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.), n=198.

Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: Korrelation mit Spearman-

Rang-Korrelationskoeffizient (r). n.s.=nicht signifikant, *** p<0,001, MS = Multiple Sklerose
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6 Diskussion

6.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Zusammenfassend zeigten sich in unseren Untersuchungen der Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte)
sieben Hauptbefunde. (1) Die IgG-Fc-Glykosylierung verdnderte sich bei Patienten und Kontrollen
alters- und geschlechtsabhédngig. (2) MS-Patienten zeigten signifikante proinflammatorische
Verdanderungen der IgG-Fc-Glykosylierung im Vergleich zu gesunden Kontrollen. (3) Diese
Veranderungen zeigten sich nicht nur i.L., sondern auch i.S. (4) Sie waren bei PPMS-Patienten deutlich
starker ausgeprégt als bei RRMS-Patienten und Patienten mit Erstmanifestation. (5) Sie korrelierten mit
steigender Erkrankungsdauer, steigendem Behinderungsgrad und Liquorparametern (Gesamteiweif3
i.L., Gesamt-IgG i.L., I[gG-Quotient). (6) Die proinflammatorischen Verdnderungen zeigten sich in einer
Zunahme des G0-IgG-Anteils und in einer Abnahme des term gal-IgG-Anteils. Der sial-IgG-Anteil war
fast bei allen untersuchten Parametern nicht signifikant aber mit &hnlicher Tendenz wie der term gal-
IgG-Anteil verdndert. (7) Es zeigten sich keine signifikanten Zusammenhdnge der IgG-Fc-
Glykosylierung mit der Anzahl der Erkrankungsschiibe vor LPZP, mit dem Vorliegen eines akuten
Schubes zum LPZP, mit der Zeit zwischen letztem Schubbeginn und LPZP, mit der Lésionslast und dem
Vorhandensein akuter kontrastmittelanreichernder Lasionen im MRT oder mit der Therapieform zum
LPZP oder mit einer vorherigen Therapie.

Die Ergebnisse der Kieler Kohorte konnten in der Hamburger Validationskohorte teilweise bestétigt
werden. Die Unterschiede im IgG-Fc-Glykosylierungsmuster zwischen PPMS- und RRMS-Patienten
(ad 4) und die Korrelation proinflammatorischer Glykoformen mit der Erkrankungsdauer und dem
Behinderungsgrad (ad 5) zeigten sich auch in der Validationskohorte. Die proinflammatorischen
Verdnderungen zeigten sich wie in der Kieler Kohorte in einer signifikanten Zunahme des GO-IgG-
Anteils, allerdings begleitet durch eine signifikante Abnahme des sial- und nicht des term gal-IgG-
Anteils. Der term gal-IgG-Anteil war fast bei allen untersuchten Parametern nicht signifikant aber mit
dhnlicher Tendenz wie der sial-IgG-Anteil veréndert. (ad 6)

Es zeigten sich allerdings auch bedeutende Unterschiede. Die IgG-Fc-Glykosylierung i.S. unterschied
sich nicht signifikant zwischen Patienten und Kontrollen. (ad 2 bzw. 3) Die geschlechtsabhingigen

Verianderungen zeigten sich nur bei Patienten, nicht bei Kontrollen. (ad 1)

6.2  Wodurch konnen die unterschiedlichen Beobachtungen zwischen der Kieler und

der Hamburger Kohorte bedingt sein?

Es ergaben sich deutliche Unterschiede in den IgG-Fc-Glykosylierungswerten zwischen der Kieler
Discovery-Kohorte und der Hamburger Validationskohorte. Das deutlich proinflammatorisch
verdanderte IgG-Fc-Glykosylierungsmuster bei Patienten im Vergleich zu Kontrollen zeigte nur die
Kieler Kohorte. (Abb. 8) In der Hamburger Kohorte zeigten sich solche signifikanten Unterschiede
zwischen Patienten und Kontrollen nicht. (Abb. 20) Das [1gG-Fc-Glykosylierungsmuster der Patienten
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der Kieler Kohorte war nicht nur im Vergleich zu Kieler Kontrollen, sondern auch im Vergleich zu den

Hamburger Patienten deutlich proinflammatorisch verdndert. (Abb. 22)

Konnen die beobachteten Unterschiede durch die Art der Patientenrekrutierung bedingt sein?

Die Patientenrekrutierung der Kieler Discovery-Kohorte erfolgte anhand einer ICD-Code-basierten
Diagnosesuche in den Jahren von 2006-2016. Jeder Patient, der die Einschlusskriterien erfiillte, wurde
in die Studie eingeschlossen. Die Liquor- und Serumproben stammen aus den Jahren 1998-2016. Fiir
die Hamburger Validationskohorte wurden Patienten mit PPMS und RRMS zwischen 2010 und 2018
mit dem Ziel rekrutiert, eine in Alter und Geschlecht mit der Kieler Kohorte gematchte Kohorte
zusammenzustellen. Die Hamburger Validationskohorte insgesamt sowie jeweils die RRMS- und
PPMS-Kohorte zeigen jedoch ein signifikant hoheres Alter als die Kieler Discovery-Kohorte. Der
Frauenanteil unterscheidet sich zwischen der Hamburger und der Kieler RRMS-Kohorte nicht
signifikant, ist aber in der Hamburger PPMS-Kohorte signifikant niedriger als in der Kieler PPMS-
Kohorte. Bei der Rekrutierung der Hamburger Patientenkohorten erfolgte keine Selektion beziiglich
weiterer Parameter wie Erkrankungsdauer und Erkrankungsschwere. Die Hamburger PPMS- und
RRMS-Patienten zeigen eine signifikant ldngere Erkrankungsdauer als die Kieler Patienten. Der EDSS
der Kieler RRMS-Kohorte ist signifikant hoher als der der Hamburger RRMS-Kohorte. (s. Abschnitt
4.1, Tab. 1c)

Welche Rolle konnten Umweltfaktoren beziiglich der Unterschiede spielen?

Es ist bekannt, dass die IgG-Fc-Glykosylierung stark mit Umweltfaktoren assoziiert ist, darunter
besonders mit Alter und Geschlecht. (Russell et al. 2018, S.402) In dieser Studie konnte dieser
Zusammenhang bestétigt werden. Es zeigte sich ein proinflammatorischeres Glykosylierungsmuster mit
steigendem Alter (s. Abschnitt 5.4) und bei Ménnern im Vergleich zu Frauen (s.Abschnitt 5.3) bei MS-
Patienten und Kontrollpatienten der Kieler Kohorte und bei MS-Patienten der Hamburger Kohorte. Um
starke Verdnderungen dieses Biomarkers im Zusammenhang mit Umweltfaktoren als Storfaktor
auszuschlieBen wurden die Kontrollkohorten mit Anpassung an die Alters- und Geschlechtsverteilung
der MS-Kohorten zusammengestellt, sodass sie sich in diesen Punkten nicht signifikant unterscheiden.
Allerdings unterscheiden sich die Kieler und die Hamburger Patientenkohorten signifikant in diesen
Punkten. (Tab. 1c) Weiterhin ist die IgG-Fc-Glykosylierung mit dem Raucherstatus, Alkoholkonsum,
Eméhrung, sportlicher ~ Betitigung, Body-Mass-Index, Plasmalipidprofil, Blutdruck,
Niichternblutzucker, Medikamenten, Hormonhaushalt und Schwangerschaft und weiteren Faktoren
assoziiert. (Russell et al. 2018, S.12-13) Die Unterschiede in der Alters- und Geschlechtsverteilung,
sowie weitere Unterschiede in relevanten Umweltfaktoren, die in dieser Studie nicht erhoben wurden,
sind sicherlich eine Ursache fiir die unterschiedlichen Beobachtungen zwischen der Kieler Discovery-

und der Hamburger Validationskohorte, konnen aber nicht allein durch sie erklirt werden. Denn
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aufgrund der Ergebnisse dieser Studie, dass bei hoherem Alter und bei mannlichem Geschlecht ein
proinflammatorischeres IgG-Fc-Glykosylierungsmuster vorliegt, wire ein proinflammatorischeres IgG-
Fc-Glykosylierungsmuster bei der Hamburger Patientenkohorte im Vergleich zu der Kieler

Patientenkohorte zu erwarten gewesen.

Welche Rolle konnten Unterschiede im Umgang mit dem Biomaterial spielen?

Die Liquor- und Serumproben, die in dieser Studie verwendet wurden, wurden den Patienten zu
diagnostischen Zwecken entnommen und Teile davon zu Studienzwecken in den Biobanken des Instituts
fiir klinische Chemie des UKSH Kiel und des INIMS des UKE Hamburg bei -80°C tiefgefroren gelagert.
Das Biomaterial der Hamburger Kohorte stammt aus den Jahren 2010-2016. Das Biomaterial der Kieler
Kohorte stammt aus den Jahren 1998-2016. Viele Liquor- und Serumproben waren also bis zu 12 Jahre
langer als andere Proben tiefgefroren gelagert. Weiterhin ist Biomaterial solcher Biobanken auch fiir
andere Studien zugénglich und wird zu der Entnahme von Probenanteilen aufgetaut und danach wieder
eingefroren. Es ist nicht bekannt, inwieweit sich die IgG-Fc-Glykosylierung in Abhéngigkeit von
Aufbewahrungszeit und Temperaturschwankungen durch mehrfaches Einfrieren und Auftauen
verdndert. Diese Faktoren retrospektiv in die Auswertung mit einzubeziehen ist nicht moglich. Diese
potenziellen Storfaktoren kdnnen in dieser Studie zu den unterschiedlichen Beobachtungen zwischen

der Kieler und der Hamburger Kohorte beigetragen haben.

Kann eine unterschiedliche Krankheitsaktivitit in der Hamburger gegeniiber der Kieler Kohorte fiir die

unterschiedlichen Beobachtungen urséchlich sein?

Die Krankheitsaktivitit wird in dieser Studie anhand des Behinderungsgrades (gemessen anhand der
EDSS), eines Progressionsindex des Behinderungsgrades bei Patienten mit follow-up, der Schubanzahl
und der Lésionslast im MRT gemessen. Ein steigender Behinderungsgrad ging dabei in der Kieler
Discovery- und der Hamburger Validationskohorte mit einem proinflammatorischen IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster einher. Auch eine steigende Erkrankungsdauer war in beiden Kohorten mit
einem proinflammatorischen Glykosylierungsmuster assoziiert. (Abschnitt 5.5, Abb. 13-16, Abschnitt
6.6, Abb. 25, 26) Die Schubanzahl, die Lasionslast im MRT und die Progression des
Behinderungsgrades gingen nicht mit proinflammatorischen Verédnderungen einher und wurden daher
in der Hamburger Kohorte nicht erneut erhoben und ausgewertet. Die Hamburger Kohorte zeigte eine
langere Erkrankungsdauer als die Kieler Kohorte. Der Behinderungsgrad unterschied sich zwischen den
beiden PPMS-Kohorten nicht signifikant und war in der Hamburger RRMS-Kohorte sogar niedriger als
in der Kieler Kohorte. (Tab. 1c) Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns konnte - abgesehen von
dem Progressionsindex des Behinderungsgrades bei 129/210 Kieler Patienten - nur eine
,Momentaufnahme* der Krankheitsaktivitit eines Patienten bestimmt werden. Der EDSS-Score und

die Erkrankungsdauer sind die einzigen Parameter, die uns Auskunft {iber die Krankheitsaktivitét der
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Patienten der Hamburger Kohorte geben. Dadurch ist es schwierig, eine klare Aussage dariiber zu
treffen, in welcher Kohorte eine hohere Krankheitsaktivitit vorlag. Eine niedrigere Krankheitsaktivitét
in der Hamburger Kohorte kann Ursache fiir die unterschiedlichen Beobachtungen zwischen Kieler und
Hamburger Kohorte sein. Insbesondere ist es moglich, dass sich aufgrund einer niedrigeren
Krankheitsaktivitdt in der Hamburger Validationskohorte kein signifikanter Unterschied im IgG-Fc-

Glykosylierungsmuster zwischen Patienten und Kontrollen ergab.

6.3 Wie sind die krankheitsunabhingigen Verinderungen der 1gG-Fc-

Glykosylierung in Zusammenhang mit Alter und Geschlecht zu bewerten?

In vielen Studien wurde bestétigt, dass die [gG-Fc-Glykosylierung stark alters- und geschlechtsabhéngig
ist. (Russell et al. 2018, S.402) Der Anteil der Fc-galaktosylierten IgG steigt von der Geburt bis zum
Ende der 3. Lebensdekade an und sinkt dann bis zum Ende des Lebens auf unter 50% der Werte in
jungem Alter, wobei agalaktosylierte Glykane immer weiter ansteigen. Dabei gibt es starke
Unterschiede zwischen Ménnern und Frauen. Bei Minnern sinkt der Anteil galaktosylierter
Glykoformen stetig ab. Junge Frauen unter 30 Jahren haben zunichst einen hdéheren Anteil
galaktosylierter IgG als Ménner. Dieser sinkt mit dem Alter aber auch schneller wieder ab. Am stéirksten
verindert sich die Glykosylierung bei Frauen mit dem Ubergang in die Menopause, zwischen einem
Alter von 45 bis 55 Jahren, sodass der Anteil galaktosylierter [gG danach auf unterhalb der Werte von
gleichaltrigen Méannern absinkt. Dementsprechend ist der GO-IgG-Anteil bei Frauen unter 30 Jahren
niedriger, ab einem Alter von 60 Jahren aber hoher als bei Ménnern. Die Ursachen und molekularen
Mechanismen, die solch starken Verdnderungen der IgG-Fc-Glykosylierung zu Grunde liegen, sind
nicht bekannt. Auch ist nicht klar, ob das steigende Alter sich auf die Glykosylierung auswirkt, oder ob
diese Verdnderungen durch ein Vorantreiben entziindlicher Prozesse zum Altern beitragen. (Kristic et
al. 2014, S. 781-785) Die alters- und geschlechtsabhingigen Verinderungen der IgG-Fc-
Glykosylierung, die wir in dieser Studie feststellen konnten, stimmen mit den in der Literatur berichteten
Verdnderungen iiberein. Das mittlere Alter lag bei Kieler MS-Patienten bei 38,5 Jahren und das der
Kieler Kontrollen bei 36,2 Jahren. Wie oben beschrieben ist ein verstarkt proinflammatorisches
Glykosylierungsmuster bei Ménnern im Vergleich zu Frauen in diesem Alter hdufig. Dass der
Unterschied zwischen Méannern und Frauen nicht krankheitsbedingt ist, 14sst sich auch daraus schlief3en,
dass die Kieler Kontrollkohorte die gleichen geschlechtsspezifischen Unterschiede zeigte. Die
Hamburger Kontrollen zeigten diese jedoch nicht, was den bisherigen Feststellungen in der Literatur
widerspricht.

Durch diese Studie lésst sich nicht beantworten, ob ein kausaler Zusammenhang zwischen IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster und MS besteht. Dennoch fallt auf, dass Manner im Hauptmanifestationsalter
der MS ein stérker proinflammatorisches IgG-Fc-Glykosylierungsmuster aufweisen als Frauen und dass

die MS bei Ménnern mit einer schnelleren Krankheitsprogression und einer schlechteren Prognose
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einhergeht als bei Frauen. (Weinshenker et al. 1991, S. 1049) Frauen zeigen etwa doppelt so héufig
benigne Verldufe als Ménner. (Hawkins und Mc Donnell 1999, S. 151) Das hiufigere Auftreten von
MS bei Frauen deutet allerdings daraufhin, dass ihr hoherer Anteil an protektiven IgG-Fc-Glykoformen

i.L. und i.S. nicht vor einer Krankheitsaktivierung bewahrt.

6.4 Wie sind die beobachteten Unterschiede zwischen MS-Patienten und Kontrollen

zu bewerten?

Die Studie ergab in der Kieler Kohorte signifikante proinflammatorische Verdnderungen der IgG-Fc-
Glykosylierung i.L. und i.S. bei MS-Patienten im Vergleich zu Kontrollen. Damit konnten die
Ergebnisse von Wuhrer et al. 2015 und Decker et al. 2016, die ein proinflammatorisch veridndertes IgG-
Fc-Glykosylierungsmuster i.L. feststellten, erneut bestétigt werden. Das IgG-Fc-Glykosylierungsmuster
von MS-Patienten dieser Studie &dhnelt dem von Patienten mit systemischen Autoimmunerkrankungen
1.S. Auch bei Patienten mit rheumatoider Arthritis, (Goulabchand et al. 2014, Pasek et al. 2006, van de
Geijn et al. 2009), Lambert-Eaton-Myasthenie-Syndrom, Myasthenia gravis, (Selman et al. 2011),
systemischem Lupus erythematodes (Vuckovi¢ et al. 2015), CED, (Simurina et al. 2018, S. 1330), und
Guillain-Barré-Syndrom (Fokkink et al. 2014) war insbesondere der G0-IgG-Anteil i.S. im Vergleich
zu Kontrollen deutlich erh6ht, sowie der term gal- und sial-IgG-Anteil (nicht bei Lambert-Eaton-
Myasthenie-Syndrom, Myasthenia gravis) vermindert. (Anhang 10)

Wie in beiden vorhergehenden Studien zeigten sich beim Vergleich des [gG-Fc-Glykosylierungsmusters
von Patienten und Kontrollen groBe Uberlappungen der Werte. (Abb. 8) (Wuhrer et al. 2015, S.9; Decker
et al. 2016, S.1798) Mittelwert und Verteilung der Anteile der einzelnen Glykoformen unterscheiden
sich zwar deutlich zwischen Kontrollen und Patienten, die IgG-Fc-Glykosylierung bietet aber keine
ausreichende Trennschérfe zwischen MS-Patienten und Gesunden, was aber eine wichtige Eigenschaft
eines humoralen Biomarkers ist. Es féllt auf, dass der signifikante Unterschied besonders durch eine
MS-Subgruppe mit besonders auffilligen Werten getragen wird. Innerhalb dieser Subgruppe lie sich
jedoch kein {iberwiegender Verlaufstyp, kein besonders hohes Alter, kein iiberwiegender
Geschlechtsanteil, keine besonders lange Erkrankungsdauer und kein besonders hoher
Behinderungsgrad feststellen. In zukiinftigen Untersuchungen sollten Faktoren identifiziert werden, die

diese Subgruppe charakterisieren.

6.5 Welche Relevanz haben die beobachteten Unterschiede zwischen

verschiedenen MS-Verlaufsformen, insbesondere zwischen RRMS und

PPMS?

Diese Studie ergab sowohl in der Discovery- als auch in der Validationskohorte, dass das IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster bei PPMS-Patienten proinflammatorischer ausgeprégt ist als das von Patienten

mit RRMS oder Erstmanifestation. Dass Patienten mit RRMS und mit Erstmanifestation ein dhnliches
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Glykosylierungsmuster i.L. und i.S. zeigten, passt zu der Feststellung, dass es keinen Zusammenhang
mit der Schubanzahl vor LPZP gab. Der Unterschied zwischen der Subgruppe mit Erstmanifestation
und der mit RRMS besteht in einer hdufigeren Schubanzahl, einer ldngeren Erkrankungsdauer und
einem leicht hoheren Behinderungsgrad bei RRMS-Patienten zum LPZP. Decker et. al konnten keine
unterschiedliche IgG-Fc-Glykosylierung zwischen den verschiedenen MS-Subtypen feststellen.
(Decker et al. 2016, S.1800) Allerdings beinhaltet ihre Auswertung nur Werte von 2 PPMS-Patienten,
was zu gering ist, um einen Unterschied tatséchlich beurteilen zu konnen. Bis jetzt gibt es noch keine
genaue Erklarung, was bei MS genau die Entwicklung einer Verlaufsform verursacht. Zwischen der
PPMS und RRMS bestehen klinische, epidemiologische, é&tiologische und histopathologische

Unterschiede und ein unterschiedliches Therapieansprechen:

Klinische, epidemiologische und itiologische Unterschiede:

Die RRMS verléduft schubformig und beginnt héufig mit Optikusneuritis, Sensibilitdtsstorungen und
Fatigue mit einem Héufigkeitsgipfel um das 30. Lebensjahr und einem Verhéltnis von Méannern zu
Frauen von 1:3. Die PPMS verlduft typischerweise ohne Schiibe mit einer kontinuierlichen Zunahme
neurologischer Symptome, wobei sich hiufig iiber Jahre eine zunehmende spastische Gangstérung oder
ein zerebelldres Syndrom entwickeln. Von der PPMS sind Ménner und Frauen etwa gleich héufig
betroffen. Der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 40.-50. Lebensjahr. (Deutsche Gesellschaft fiir
Neurologie, S2e-Leitlinie 2014, S.3-4) Es besteht ein unterschiedliches Risiko in Zusammenhang mit
Umweltfaktoren wie dem Vitamin-D-Spiegel. Ein niedriger Vitamin-D-Spiegel ist bei der RRMS stark
mit der Krankheitsentstehung assoziiert, bei der PPMS nicht. (Abdelhak et al. 2017, S.2) Betrachtet man
die unterschiedlichen MS-Verlaufsformen, geht eine PPMS mit einer schlechteren Prognose als die

anderen MS-Verlaufsformen einher. (Hawkins und Mc Donnell 1999, S. 148)

Unterschiede des Therapieansprechens, der Histopathologie und MRT-Morphologie:

Unterschiede der Histopathologie zeigen sich in Art und Verteilung der ZNS-Léasionen und in der
Beteiligung unterschiedlicher Immunzellen. Bei der RRMS treten haufig akute entziindliche Lésionen
auf. Diese zeigen eine hyperzelluldre entziindliche Demyelinisierung mit relativem Erhalt der Axone.
Es gibt eine massive Infiltration von myelinbeladenen Makrophagen, eine perivaskuldre und
parenchymale Infiltration hauptsidchlich von T-Lymphozyten aber auch von B-Lymphozyten, eine
reaktive Astrozytose und einen variablen Verlust an Oligodendrozyten. Mit Oligodendrozyten-
Vorlduferzellen und diinn myelinisierten Axonen sind auch Zeichen einer frilhen Remyelinisierung
sichtbar. Bei der PPMS finden sich héufiger chronische inaktive Plaques. Diese sind komplett
demyelinisierte hypozelluldre Lisionen mit geschéddigten und substanziell verminderten Axonen,
Verlust von Oligodendrozyten, Astrogliose und einer geringen Infiltration von Makrophagen, Mikroglia

und Lymphozyten. Diese zeigen kaum Remyelinisierungspotenzial. (Popescu und Lucchinetti 2012,
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S.186-187) Die RRMS prisentiert sich im MRT mit einer hohen Zahl an fokalen entmarkenden
Lésionen und héufig Gadolinium-anreichernden Léisionen. Bei der SPMS sind grof3e konfluierende
hyperintense T2-Lésionen typisch, die sich teilweise im Sinne von "black holes" in der T1-Wichtung
hypointens darstellen. Die PPMS zeigt im MRT dahingegen eine relativ geringe Anzahl kleiner
Hirnldsionen. Bei der SPMS und PPMS sind eine diffuse Schédigung der weilen Substanz von Hirn
und Riickenmark und deren Atrophie, die bei PPMS ausgepragter ist, typisch. {Lycklama a" Nijeholt,
G.J et al. 1998, S. 688), (Abdelhak et al. 2017, S.234) PPMS spricht nicht auf die bei RRMS stark
wirksamen Medikamente an. Diese konnen zwar die Schubrate vermindern, wirken aber nicht der

chronischen Progression neuroaxonaler Schiden bei der PPMS entgegen. (Dendrou et al. 2015, S. 554)

Diese Unterschiede legen nahe, dass diesen beiden Verlaufsformen auch unterschiedliche
pathophysiologische Prozesse zugrunde liegen. (Abdelhak et al. 2017) Unser Ergebnis, dass sich die
IgG-Fc-Glykosylierung i.L. und i.S. von PPMS- und RRMS-Patienten unterscheidet, konnte ein
weiterer Hinweis dafiir sein, dass bei PPMS andere pathophysiologische Prozesse im Vordergrund
stehen. AuBlerdem ist es passend zu vorherigen Studien iiber die IgG-Fc-Glykosylierung bei
systemischen Autoimmunsyndromen, bei denen sich ein proinflammatorischeres IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster bei Patienten mit schwererem Erkrankungsverlauf zeigte. (Vuckovi¢ et al. 2015,
Fokkink et al. 2014, Simurina et al. 2018) Erkenntnisse iiber pathophysiologische Unterschiede
zwischen MS-Verlaufsformen und zwischen MS-Patienten mit unterschiedlich schwerem
Erkrankungsverlauf sind wichtig, um in Zukunft Medikamente aus einem grof3er werdenden Repertoire

sinnvoll individuell einzusetzen.

6.6 Welche Schlussfolgerungen lassen die beobachteten Zusammenhinge der

1gG-Fc-Glykosylierung mit klinischen Parametern zu?

Durch vorhergehende Studien werden eine Zunahme des G0-IgG-Anteils, bzw. die Abnahme des sial-
und term gal-IgG-Anteils mit proinflammatorischen Entziindungsreaktionen assoziiert, die sich klinisch
in einer schwereren Symptomatik &duBern. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis zeigte sich das
proinflammatorische I1gG-Fc-Glykosylierungsmuster bereits 3 Monate vor Erkrankungsbeginn
(Goulabchand et al. 2014, S. 745), und es wurde eine Assoziation mit dem Erkrankungsverlauf
festgestellt. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis fallt der GO-IgG-Anteil, bzw. steigt der Anteil
galaktosylierten und sialylierten IgGs wihrend einer klinischen Remission und wéhrend einer
Remission, die bei rtheumatoider Arthritis hdufig im Rahmen einer Schwangerschaft auftritt. (van de
Geijn et al. 2009, S. 8) Auch bei CED war ein steigender Anteil an GO-IgG mit schwereren
Krankheitsverldufen assoziiert. Entsprechend dem unterschiedlichen Krankheitsverlauf stieg der GO-
IgG-Anteil bei Morbus Crohn kontinuierlich an. Bei Colitis ulcerosa treten im Erkrankungsverlauf

Remissionen und Phasen der Verbesserung auf. Entsprechend blieb der GO-IgG-Anteil teilweise
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konstant oder war absinkend. (Simurina et al. 2018, S. 1330) Daher bestand die Hypothese, dass bei der
MS klinische Parameter, die mit einer schlechten Prognose bzw. mit einer erhdhten Krankheitsaktivitat
assoziiert sind, ebenfalls mit einem proinflammatorisch verdnderten IgG-Fc-Glykosylierungsmuster
einhergehen. Diese Hypothese konnte zum Teil bestitigt werden.

Einige klinische Parameter werden im klinischen Alltag verwendet, um den Grad der Krankheitsaktivitat
und die Prognose einzuschétzen. Faktoren, die mit einem prognostisch eher unglinstigen spontanen
Krankheitsverlauf assoziiert sind, sind ein polysymptomatischer Beginn, Erkrankungsbeginn nach dem
35. Lebensjahr, das frilhe Auftreten motorischer und zerebellirer Symptomatik, eine hohe
Schubfrequenz von Erkrankungsbeginn an, lang andauernde Schiibe und schlechte Riickbildung der
Schiibe. Prognostisch giinstige Faktoren sind ein monosymptomatischer Beginn der Erkrankung mit
Sensibilititsstorungen vor dem 35. Lebensjahr, eine gute Remission nach dem ersten Schub, wenige

Tage andauernde Schiibe mit vollstdndiger Riickbildung und erhaltene Gehféhigkeit.

Erkrankungsdauer

In dieser Studie wurde eine zunechmend proinflammatorische Verdnderung des IgG-Fc-
Glykosylierungsmusters i.L. und i.S. mit steigender Erkrankungsdauer festgestellt. Dieses Ergebnis ldsst
interessante Interpretationen iiber den Zusammenhang mit pathophysiologischen Prozessen bei der MS
Zu.

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich pathophysiologische Vorginge im Verlauf einer MS-
Erkrankung verdndern. Unter dem groBBen Spektrum an pathophysiologischen Prozessen, die bei der MS
ablaufen, konnen grob 2 Arme unterschieden werden. Beide laufen in unterschiedlicher Auspriagung
abhéngig von Erkrankungssubtyp und frither oder spéter Erkrankungsphase ab. (Dendrou et al. 2015, S.
556) In frithen Stadien der RRMS gelangen Immunzellen des peripheren angeborenen und adaptiven
Immunsystems iiber die Blut-Hirn-Schranke und die Blut-Liquor-Schranke, akkumulieren im
perivaskuldren Raum und treten ins ZNS-Parenchym tiber. Sie fithren zu einer Demyelinisierung und
zur Schidigung von Neuronen. Eine verlangsamte oder blockierte Nervenleitung wird ausgeldst, die
sich klinisch durch eine Schubsymptomatik &uBert. Die Remission geht mit dem Riickgang des
entziindlichen Odems und einer partiellen Remyelinisierung einher. Therapeutisch wirksam sind in
dieser Phase immunologisch wirksame Medikamente, die die Aktivierung der Immunzellen in der
Peripherie oder deren Passage liber die Blut-Hirn-Schranke oder Blut-Liquor-Schranke hemmen. Im
spéteren Erkrankungsverlauf schwindet die Immunzellinfiltration des ZNS moglicherweise durch eine
erschopfte Reproduktion von Zellen des adaptiven Immunsystems durch chronische Antigenexposition.
Trotzdem schreiten chronische ZNS-Entziindung und Neurodegeneration weiter fort. Es gibt mehrere
Hinweise darauf, dass in den chronischen Erkrankungsphasen intrathekal entziindliche Prozesse
ablaufen, die sich selbst unterhalten. Dafiir sprechen eine verstirkte Aktivierung von Mikroglia und

Astrozyten in spiteren Erkrankungsphasen (Dendrou et al. 2015, S. 554) und der Nachweis von B-Zellen
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aller Reifungsstufen zusammen mit Chemokinen der lymphoiden Neogenese. (Corcione et al. 2004,
S.11067-11068) AuBerdem wurden in den zerebralen Meningen von SPMS-Patienten lymphoide
follikeldhnliche Strukturen entdeckt. Sie waren mit einer Aktivierung von Mikroglia, lokaler
Entziindung und neuronalem Verlust im nahegelegenen Kortex verbunden. (Magliozzi et al. 2007, S.
1090) Dass das proinflammatorische IgG-Fc-Glykosylierungsmuster besonders i.L.. mit der
Erkrankungsdauer korreliert, stirker als i.S., kdnnte mit diesen histopathologischen Verdnderungen
zusammenhéngen. (Abb. 15) Die histopathologischen Verdnderungen werden durch eine verénderte
Dynamik und klinische Prisentation mit steigender Erkrankungsdauer begleitet. Trotz der Heterogenitit
des klinischen Erkrankungsverlaufs verlduft die Erkrankung in den meisten Féllen in spéten
Erkrankungsphasen weniger schubférmig, sondern mehr chronisch-progredient. (Deutsche Gesellschaft
fiir Neurologie, S2e-Leitlinie 2014, S. 3—4) Vor diesem Hintergrund lasst sich interpretieren, dass eine
verstarkt proinflammatorisch ~verdnderte IgG-Fc-Glykosylierung eher dem 2. Arm der
pathophysiologischen Prozesse, die in spiteren Erkrankungsphasen oder bei der PPMS schon von
Erkrankungsbeginn an ablaufen, zuzuordnen ist. Diese Annahme wird unterstiitzt durch das vermehrt
proinflammatorische IgG-Fc-Glykosylierungsmuster bei PPMS- gegeniiber RRMS-Patienten und durch
den fehlenden Zusammenhang mit akuten Schubereignissen und Entziindungsmarkern im MRT.

Die Beurteilung des Zusammenhangs der Erkrankungsdauer ist in dieser Studie erschwert, da Patienten
mit langer Erkrankungsdauer nur selten punktiert werden und daher wenige Werte von Patienten mit
langer Erkrankungsdauer in diese Auswertung mit einflieBen konnten. Auflerdem geht eine liangere
Erkrankungsdauer auch mit steigendem Alter und oft auch mit einem steigenden Behinderungsgrad
einher. Beide Parameter sind ebenfalls mit einem proinflammatorischen IgG-Fc-Glykosylierungsmuster
assoziiert, wodurch der festgestellte Effekt beeinflusst sein kdnnte. (Russell et al. 2018, S.402) Dass
eine steigende Erkrankungsdauer mit einem steigenden Behinderungsgrad einhergeht, ist jedoch nicht
immer der Fall. Der Verlauf einer benignen MS ist sogar dadurch definiert, dass nach 15 Jahren nach
Erkrankungsbeginn noch keine beeintrachtigenden neurologischen Defizite vorliegen. (Hawkins und

Mc Donnell 1999, S. 148-149)

Behinderungsgrad:

Der Behinderungsgrad wird bei der MS iiblicherweise mit dem EDSS-Score angegeben. Mit Punkten
von 0-10 wird durch ein Skalensystem die Gehféhigkeit des Patienten und Beeintréchtigungen in 7
funktionellen Systemen bewertet: Pyramidenbahn, Kleinhirn, Hirnstamm, Sensorium, Blasen- und
Mastdarmfunktion, Sehfunktion und zerebrale Funktionen. Ein Punktwert von 0 bedeutet keine
funktionellen Einschrinkungen, ab einem Punktwert von 6 werden Gehhilfen zur Fortbewegung
benotigt, 9 bedeutet Bettlidgerigkeit und vollstindige Pflegebediirftigkeit, 10 bedeutet Tod infolge einer
MS. Anhand des EDSS-Wertes kann der Erkrankungsverlauf dokumentiert werden. (Kurtzke 1983) Der
MSSS ergibt sich aus dem Verhéltnis des vorliegenden EDSS-Wertes zu der Erkrankungsdauer. Da die
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Entwicklung der Behinderung bei MS nicht linear verlduft, sondern sich im Verlauf der Jahre und mit
Schiiben verdndert, wurde mit dem MSSS ein Algorithmus entwickelt, der die individuelle Behinderung
mit der Verteilung von Scores in Féllen mit gleicher Krankheitsdauer vergleicht. Er kann Werte
zwischen 0 und 10 annehmen, wobei 5 eine durchschnittliche Krankheitsprogression darstellt: 50% der
Patienten mit der gleichen Krankheitsdauer haben einen hoheren Behinderungsgrad, 50% einen
geringeren Behinderungsgrad. (Roxburgh et al. 2005)

Der EDSS wird in klinischen Studien und im klinischen Alltag als einheitlicher Messparameter der
Krankheitsschwere, der Krankheitsprogression, als Marker fiir Therapieentscheidungen und zur
Beurteilung des Therapieansprechens verwendet. Er dient in Kombination mit der Erkrankungsdauer als
prognostischer Parameter, wobei der EDSS nach 5-10 Jahren prognostisch aussagekriftig wird.
Patienten, die nach 5-10 Jahren einen niedrigen EDSS haben, haben eine hohe Wahrscheinlichkeit im
weiteren Verlauf keine einschrdnkenden Behinderungen zu erleiden. (Hawkins und Mc Donnell 1999,
S. 148-149) In dieser Studie zeigte sich in beiden Kohorten ein signifikanter Anstieg
proinflammatorischer IgG-Fc-Glykoformen mit steigendem Behinderungsgrad zum LPZP gemessen
anhand des EDSS und MSSS i.L. und i.S. Decker et al. stellten auerdem eine Korrelation mit der
Krankheitsprogression im Anschluss an den LPZP fest, was der IgG-Fc-Glykosylierung die Qualitit
eines Prognosemarkers verleihen wiirde. (Decker et al. 2016, S.1798) Eine Korrelation mit der
Krankheitsprogression, gemessen durch die Verdnderung des EDSS pro Zeit im Anschluss an den LPZP
((EDSS bei follow-up — EDSS zum LPZP) / Zeitintervall LPZP bis follow-up) zeigte sich in dieser
Studie allerdings nicht. Dafiir korrelierte die IgG-Fc-Glykosylierung in Deckers Studie im Gegensatz
zu unserer Studie nicht mit dem EDSS zum LPZP. (Decker et al. 2016, S.1796, 1798)

Insgesamt besteht also ein Zusammenhang der IgG-Fc-Glykosylierung mit dem Behinderungsgrad, auch
wenn sich zu diesem Zeitpunkt nicht genau feststellen ldsst, in welcher Form dieser besteht, da sich die
Ergebnisse der Vorstudie von Decker et al. nicht genau reproduzieren lieBen. Prospektive Studien
konnten an dieser Stelle aussagekriftigere Ergebnisse liefern.

Die Bewertung ist dadurch eingeschrinkt, dass ein steigender EDSS ebenfalls mit einer steigenden
Erkrankungsdaver und dadurch einem zunehmenden Alter einhergeht, wodurch die
proinflammatorischen Verédnderungen ebenfalls bedingt sein konnten. (Anhang 11: Korrelation Alter
mit EDSS zum LPZP: p<0,0001) Allerdings war auch der MSSS, der durch seinen Algorithmus fiir eine
gleichzeitig steigende Erkrankungsdauer berichtigt ist, mit proinflammatorischen Verédnderungen

signifikant korreliert.

Schubanzahl

Patienten, deren letztes Schubereignis zum LPZP lidnger als 6 Wochen zuriicklag, zeigten ein stérker
proinflammatorisches IgG-Fc-Glykosylierungsmuster als Patienten, deren letztes Schubereignis

innerhalb der letzten 6 Wochen vor LPZP lag. Weiterhin zeigte sich eine signifikante Zunahme
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proinflammatorischer Glykoformen in Korrelation mit der Zeit seit dem letzten Schubbeginn. Durch das
retrospektive Studiendesign konnen die Verdnderungen der IgG-Fc-Glykosylierung mit akuten
Schubereignissen trotz dieser Ergebnisse nicht genau beurteilt werden. Es zeigte sich zwar ein
signifikanter Unterschied bei 6 Wochen, nicht aber zwischen Patienten, deren letztes Schubereignis bei
LPZP langer oder kiirzer als 2, 3 oder 9 Wochen zuriicklag. Das wiirde bedeuten, dass IgG-Molekiile
mit proinflammatorischem IgG-Fc-Glykosylierungsmuster in einer Zeitspanne zwischen der 6. und 9.
Woche nach Schubbeginn gebildet werden und sich darauthin bis zur 9. Woche wieder
zuriickentwickeln. Dies wire generell mit der Halbwertszeit von IgG vereinbar. Sie ist fiir IgG i.L. nicht
genau bekannt, betrdgt aber i.S. 23 Tage. (Pingoud und Urbanke, 1997, S. 211) Auch Wuhrer et al.
stellten in ihrer Studie eine zu einem akuten Schubereignis zeitversetzte Verdnderung der IgG-Fc-
Glykosylierung fest. Hier stiegen die Anteile an afucosyliertem IgG-Fc-Glykan und an Glykanen,
welche abzweigendes N-Acetylglucosamin beinhalten 8-12 Wochen nach einem Schubereignis auf
Hochstwerte an. Verdnderungen der Galaktosylierung und Sialylierung im Zusammenhang mit
Schubereignissen zeigten sich in ihrer Studie aber nicht. (Wuhrer et al. 2015) Die signifikante
Korrelation der IgG-Fc-Glykosylierungswerte mit der Zeit seit dem letzten Schubbeginn scheint durch
Patienten getragen zu werden, deren Zeitspanne zwischen letztem Schubbeginn und LPZP linger als 1
Jahr betrigt. (n=5) Schliefit man die Werte dieser 5 Patienten aus der Analyse aus, ergibt sich keine
signifikante Korrelation mit der [gG-Fc-Glykosylierung i.L. mehr. Es ldsst sich also festhalten, dass eine
Verianderung der IgG-Fc-Glykosylierung zeitversetzt zu einem akuten Schub stattfindet. In unserer
Studie lag diese Zeitspanne zwischen der 3.-9. Woche nach dem letzten Schubbeginn, mit signifikanten
Verdnderungen um die 6. Woche. In Wuhrers Studie lag sie bei 8-12 Wochen nach einem akuten
Schubereignis. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass ein proinflammatorisches IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster weniger kausal zu der Entstehung eines akuten Schubes beitrdgt, sondern das
proinflammatorische Milieu wéhrend eines akuten Schubes zu einer vermehrten Produktion
proinflammatorisch glykosylierter [gG-Molekiile fiihrt. (Oefner et al. 2012, S. 1651)

In dieser Studie zeigte sich kein Zusammenhang der IgG-Fc-Glykosylierung i.L. oder i.S. mit der Anzahl
der Schubereignisse vor LPZP. Es wird angenommen, dass die Anzahl der Schiibe mit der
Krankheitsaktivitdt korreliert und damit die Progression von bleibenden neurologischen Defiziten
mitbestimmt. (Wiendl et al. 2012, S. 633) Weinshenker et al. stellten 1991 fest, dass die Schubanzahl
vor allem in der frithen/schubformigen Phase der RRMS einen starken prognostischen Wert hat. Eine
hohe Schubanzahl korrelierte mit einer rascheren Krankheitsprogression. (Weinshenker et al. 1991, S.
1054) Schiibe in der progredienten Phase scheinen weder bei PPMS noch bei SPMS einen wesentlichen
Einfluss auf die Krankheitsprogression zu haben. (Wiendl et al. 2012, S. 633) Die IgG-Fc-
Glykosylierung veridnderte sich in vorhergehenden Studien iiber systemische Autoimmunsyndrome,
z.B. bei der RA, auch in Abhéngigkeit von Krankheitsschiiben. (van de Geijn et al. 2009, S. 8) Simurina
et al. zeigten, dass sich auch der schubformige Verlauf der Colitis ulcerosa in einem Ansteigen und

Absinken des G0-IgG-Anteils wiederspiegelte. (Simurina et al. 2018, S. 1330) Vor diesem Hintergrund
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bestand vor Durchfithrung dieser Studie die Hypothese eines Anstiegs proinflammatorischer 1gG-Fc-
Glykoformen im Zusammenhang mit akuten Erkrankungsschiiben. Aufgrund des retrospektiven
Studiendesigns ergaben sich unklare Ergebnisse, die diese Hypothese nicht eindeutig bestétigen
konnten. Um die Verdnderungen der IgG-Fc-Glykosylierung mit akuten Schubereignissen besser
beurteilen zu konnen, wiren prospektive Untersuchungen iiber eine lingere Zeitspanne vorteilhaft.
Sollte sich dabei bestétigen, dass eine verdnderte IgG-Fc-Glykosylierung nicht unmittelbar zum
Zeitpunkt eines akuten Schubes, sondern erst einige Wochen danach vorliegt, wiirden sich die
Annahmen, die wir aufgrund unserer Ergebnisse bisher treffen konnten, bestétigen. Nédmlich die, dass
die IgG-Fc-Glykosylierung stdrker mit pathophysiologischen Verdnderungen wihrend spéterer
Erkrankungsphasen und chronischen Erkrankungssubtypen zusammenhingt, als mit akuter

Krankheitsaktivitit, die sich bei RRMS z.B. in Form von Krankheitsschiiben zeigt.

MRT-Morphologie

Bei der Bildgebung mittels MRT bei MS wird auf die T2-Lasionszahl, auf das Vorhandensein von
Gadolinium-aufnehmenden und hypointensen T1-Lésionen (black holes) und Hirnatrophie geachtet.
Diese Marker werden in Studien und im klinischen Alltag zur Diagnosestellung, als Biomarker der
Krankheitsaktivitit, zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs und als Progressions- und Prognosemarker
verwendet. MR-typische Zeichen fiir Krankheitsaktivitdt konnen subklinisch bleiben, korrelieren aber
meistens mit dem klinischen Bild. Zeichen fiir einen aggressiven Krankheitsverlauf sind eine
radiologisch sichtbare Hirnatrophie, eine hohe Anzahl an T2-Lésionen oder eine starke
Entziindungsaktivitdt in Form von neu aufgetretenen T2-Lésionen oder Gadolinium-anreichernden T1-
Lésionen. (Comabella und Montalban 2014, S. 113-114)

Diese Studie ergab keine Verdnderung der IgG-Fc-Glykosylierung im Zusammenhang mit dem
Vorhandensein von Gadolinium-anreichernden T1-Lésionen in einem Zeitraum von 2 Wochen um den
LPZP. Diese sind ein Biomarker fiir akute entziindliche Aktivitit im ZNS, da Gadolinium nur dann die
Blut-Hirn-Schranke tibertritt. Thr Nachweis im Rahmen von neu aufgetretenen neurologischen Defiziten
spricht fiir einen erneuten Schub als Ursache. Thre Anzahl und GroBe erbringen Informationen iiber den
Beginn und die Schwere des erneuten Schubes. (Housley et al. 2015, S. 52) Auch Decker et al. konnten
in ihrer Studie keine unterschiedliche IgG-Fc-Glykosylierung zwischen Patienten mit und Patienten
ohne Gd-anreichernde Lisionen im MRT feststellen. (Decker et al. 2016, S. 1796) Die uneindeutigen
Ergebnisse in Bezug auf den Zusammenhang mit akuten Schubereignissen deuten zusammen mit diesem
Ergebnis daraufhin, dass eine proinflammatorisch verdnderte IgG-Fc-Glykosylierung nicht unmittelbar
bei der Entstehung eines akuten Schubereignisses mitwirkt.

T2-Lésionen im MRT spiegeln Entziindung, Demyelinisierung, axonalen Schaden und Odem wieder
und haben einen hohen diagnostischen Wert. Die T2-Lésionslast bei Patienten mit CIS gilt auerdem

als prognostischer Biomarker. Patienten mit Lasionen im MRT zum Zeitpunkt der ersten klinischen
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Manifestation haben ein hoheres Risiko, innerhalb der ndchsten 5 Jahre an einer MS zu erkranken (60%)
als Patienten mit unauffalligem MRT (8%). Je hoher die Zahl der MRT-Lésionen zum Zeitpunkt der
ersten klinischen Manifestation, desto kiirzer ist die Zeit bis zum nédchsten Schub und desto stirker ist
der Behinderungsgrad nach 5 Jahren. (Tintoré et al. 2006, S. 971-972) Die T2-Léasionslast korreliert
positiv mit dem Behinderungsgrad. (Housley et al. 2015, S. 52) Hypointense T1-Lasionen, sogenannte
black holes, sind ein Biomarker fiir einen prognostisch ungiinstigen fortgeschrittenen axonalen Schaden
und Verlust. Es zeigten sich allerdings keine Unterschiede in der IgG-Fc-Glykosylierung in
Abhingigkeit davon, ob black holes vorhanden waren oder nicht.

Dass die IgG-Fc-Glykosylierung in dieser Studie nicht mit der T2-Lasionszahl und nicht mit dem
Vorhandensein von black holes korrelierte, zeigt, dass sie weder den aktuellen klinischen Status genau
darstellt, noch prognostische Aussagekraft besitzt. Sie korreliert zwar mit dem Behinderungsgrad, mit
dem auch die T2-Léasionslast korreliert, aber nicht mit anderen Markern der Krankheitsaktivitét (T2-

Lisionslast, Schubereignisse).

Liguorparameter:

Ein entziindliches Liquorsyndrom (intrathekale IgG-Synthese, lymphomonozytére Pleozytose mit 5-30
Zellen/pl) ist charakteristisch flir die MS und ist Zeichen fiir die entziindlichen Prozesse im ZNS. OKB
gelten fiir die MS aufgrund ihres Auftretens bei >95% der Patienten als wichtiger diagnostischer
Biomarker. OKB und IgG-Index werden bei Verdacht auf MS routinemiBig bestimmt. Trotzdem zeigt
eine Minderheit der Patienten einen unauffilligen Liquorbefund ohne OKB im Liquor. Der Nachweis
von oligoklonalem IgG i.L. durch OKB wird bei langanhaltenden chronischen Prozessen erreicht, bei
denen fiir lange Zeitrdume oligoklonales IgG im Gehirn produziert wird. Bei CIS-Patienten ohne
isolierte OKB 1i.L. kdnnen so bei wiederholter Messung nach '4 bis 1 Jahr neu aufgetretene OKBs
festgestellt werden. Héufiger ist es aber so, dass OKB-negative Patienten OKB-negativ bleiben, was
aber nicht bedeutet, dass keine humorale Immunreaktion vorliegt. (Reiber 2006, S. 149), (Link und
Huang 2006, S. 24) Es wurde ein Zusammenhang von OKB i.L. mit einer stirkeren intrathekalen
entziindlichen  Aktivitdt, stirkerer kortikaler =~ Demyelinisierung und einer  stdrkeren
Krankheitsprogression nachgewiesen. OKB-positive Patienten zeigten i.L. hohere Werte von
inflammatorischen Molekiilen der B-Zell-Immunantwort und von Neurofilament light chain, einem
Biomarker, der mit neuronaler Degeneration einhergeht. (Farina et al. 2017, S. 5) OKB haben als
Biomarker auch einen prognostischen Wert. Patienten mit CIS haben bei positiven OKB im Liquor ein
erhohtes Risiko fiir das Auftreten eines erneuten Schubes und somit fiir die Konversion in eine definitive
MS, und zwar auch bei gleichzeitig unauffilligem MRT. Gerade bei Patienten mit CIS kann der
Nachweis von isolierten OKB im Liquor maBigeblich zur Stellung der richtigen Diagnose beitragen, da
viele Patienten bereits positive OKB im Liquor haben, wenn das MRT noch einen Normalbefund zeigt.

(Tintoré et al. 2008, S. 1082)
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In dieser Studie zeigte sich bei MS-Patienten eine signifikante Korrelation des IgG-Gehalts i.L. und des
Liquorgesamteiweiles mit einer Zunahme proinflammatorischer IgG-Fc-Glykoformen. Diese
Korrelation gab es bei Kontrollen nicht, was fiir das proinflammatorische Milieu bei MS als Ursache
spricht. Es zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied der IgG-Fc-Glykosylierung zwischen
Patienten mit (n=127) und Patienten ohne OKB i.L. (n=26). Dahingegen stellten Decker et al. bei MS-
Patienten mit isolierten OKB i.L. einen erhdhten Anteil an agalaktosylierten Glykoformen im Gegensatz
zu OKB-negativen Patienten fest. Hieraus und daraus, dass sie die verdanderte IgG-Fc-Glykosylierung
nur i.L., nicht i.S. feststellten, zogen sie den Schluss, dass diese im Rahmen der vermehrten intrathekalen
klonalen IgG-Produktion entsteht. (Decker et al. 2016, S. 1796) Das proinflammatorische 1gG-Fc-
Glykosylierungsmuster i.S. und der fehlende Zusammenhang mit dem Auftreten von OKB i.L. in dieser
Studie widerspricht dieser Schlussfolgerung dennoch nicht, da bei MS-Patienten auch bei fehlendem
Nachweis von OKB i.L. eine humorale Immunreaktion vorliegt. (Reiber 2006, S.149). Dass das
proinflammatorische IgG aus dem systemischen Immunkompartiment stammt, ist unwahrscheinlich, da
ihr Anteil am Gesamt-IgG i.L. nur 0,2% des Blutwertes betrdgt. (Reiber 2006, S.147) Der fehlende
Zusammenhang der IgG-Fc-Glykosylierung mit dem Vorhandensein von OKB i.L. ist ein weiterer
Punkt, der gegen die IgG-Fc-Glykosylierung als praktikabler Biomarker im Alltag spricht. Da diese
Studie in diesem Punkt Decker et al. widerspricht, sollte der Zusammenhang zukiinftig erneut untersucht

werden.

Therapie:

Zurzeit gibt es noch keinen allgemeingiiltigen humoralen Biomarker, der das Therapieansprechen
wiedergeben kann. (Housley et al. 2015, S.56) Unter einer Therapie mit den antiinflammatorisch
wirksamen Medikamenten, die bei MS verwendet werden, wire eine Abnahme proinflammatorischer
IgG-Fc-Glykoformen anzunehmen. Unter der Therapie von Patienten mit rheumatoider Arthritis mit
Methotrexat ging eine verbesserte klinische Symptomatik mit einem Anstieg galaktosylierter IgG-Fc-
Glykoformen einher. (Pasek et al. 2006, S. 463) Wuhrer et al. konnten 2015 allerdings keinen Effekt
einer Therapie auf die IgG-Fc-Glykosylierung bei MS-Patienten feststellen. In dieser Studie zeigten
Patienten, die vor LPZP eine Therapie erhalten hatten, sogar hohere Anteile an proinflammatorisch
wirksamen IgG-Fc-Glykoformen als Patienten, die keine Therapie erhalten hatten. Patienten, die eine
Therapie erhalten hatten, hatten moglicherweise einen schwereren Krankheitsverlauf, mit dem auch die
IgG-Fc-Glykosylierung korrelierte. Eine Auswirkung von Cortison- und Intervalltherapie innerhalb der
letzten 6 Wochen vor LPZP hatte ebenfalls keine Auswirkung auf die IgG-Fc-Glykosylierung. Man
weill bisher nicht, wie schnell sich dufere Umstéinde auf die IgG-Fc-Glykosylierung auswirken.

Moglicherweise zeigte sich ein Effekt auch erst zu einem spéteren Zeitpunkt als nach 6 Wochen.
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6.7 Welche Relevanz haben die beobachteten Verdnderungen des IgG-Fc-

Glykosylierungsmusters im Serum fiir das Verstindnis der MS-

Pathophysiologie und die Planung weiterer Studien?

Bei der rheumatoiden Arthritis gibt es verschiedene Hinweise darauf, dass die verdnderte 1gG-Fc-
Glykosylierung direkt zur Pathogenese der Krankheitsentstehung und -aufrechterhaltung beitrdgt. Im
Mausmodell wurde eine Arthritis durch den passiven Transfer von Anti-Kollagen-2-Ak ausgelost. Dabei
erhohte die enzymatische Abspaltung der Galaktosereste von IgG vor Transfer deren pathogenes
Potenzial. (Rademacher et al. 1994, S. 6127) In Mausmodellen der rheumatoiden Arthritis,
Immunthrombozytopenie und des systemischen Lupus erythematodes zeigte sich, dass ein
enzymatisches Abspalten des IgG-Fc-Glykans bis auf die Kernmolekiile N-Acetylglukosamin und
Fukose das pathogene Potenzial der krankheitsverursachenden Auto-Ak so stark reduzierte, dass die
Krankheitsentstehung verzogert und teilweise sogar verhindert werden konnte. Wahrscheinlich entsteht
dieser Effekt durch eine verminderte Affinitit zu Fcy-Rezeptoren. (Albert et al. 2008, S. 15005-15006)
Bei fast allen bereits genannten Erkrankungen, bei denen ein verdndertes IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster festgestellt wurde, ist eine Therapie mit intravendsen Immunglobulinen (IVIG)
wirksam. IVIG enthalten einen hohen Anteil an protektivem sialyliertem IgG und wirken
moglicherweise durch eine Aufstockung des korpereigenen Anteils an sialyliertem IgG
antiinflammatorisch. Auch diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass das proinflammatorisch
verdanderte IgG-Fc-Glykosylierungsmuster bei diesen Erkrankungen direkt zur Krankheitsentstehung
beitriagt. (Fokkink et al. 2014, Kronimus et al. 2019, S. 19-20)

Bei der Pathophysiologie der MS sind B-Zellen und Antikorper beteiligt. (Abschnitt 2.6) Die
proinflammatorisch verdnderte IgG-Fc-Glykosylierung bei MS und ihre Korrelation mit dem
Behinderungsgrad und der Erkrankungsdauer, sowie mit den bei MS veridnderten Liquorparametern,
deutet auf eine Rolle bei der Krankheitsentstehung hin. Die Veranderungen kdnnten aber auch nur eine
Folge des proinflammatorischen Milieus sein, das bei MS besteht, ohne kausal an der
Krankheitsentstehung beteiligt zu sein. (Wuhrer et al. 2015, S. 12) IgG mit einem proinflammatorischen
Fc-Glykosylierungsmuster bewirkt und unterhélt Entziindungsreaktionen. (Abb.4) Proinflammatorische
Verdnderungen der IgG-Fc-Glykosylierung entstehen aber auch als Folge eines entziindlichen
Umgebungsmilieus, da B-Lymphozyten in einem proinflammatorischen Milieu vermehrt GO-IgG
produzieren. (Abb. 5) (Oefner et al. 2012, S. 1651) Welche Mechanismen dabei im Vordergrund stehen
ist fiir die Bewertung der IgG-Fc-Glykosylierung als Biomarker nachrangig, solange eine Korrelation
festgestellt werden kann.

Waubhrer et al. und Decker et al. interpretierten, dass die Verédnderungen der IgG-Fc-Glykosylierung im
Rahmen der intrathekalen IgG-Synthese entstehen, da sie die Verdnderungen nur i.L. feststellen
konnten. (Decker et al. 2016, S. 1796), (Wuhrer et al. 2015, S.10) Diese Studie zeigte im Gegensatz

dazu die gleichen Verdnderungen auch i.S. Dies bedeutet, dass die proinflammatorischen
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Verdnderungen, die mit einem verdnderten IgG-Fc-Glykosylierungsmusters einhergehen nicht nur
intrathekal, sondern auch peripher vorliegen. Bei der MS treten Schidden durch entziindliche
Verdnderungen nur im ZNS auf. Die verdnderte IgG-Fc-Glykosylierung tritt also sowohl im
systemischen, als auch im intrathekalen Immunkompartiment, auf, wirkt aber nur zentral schadlich.
Diese Vermutung wird durch Beobachtungen von Elliot et al. unterstiitzt. Sie beobachteten 2012, dass
Antikorper aus dem Serum von MS-Patienten in vitro Demyelinisierung und in geringerem Ausmaf}
auch axonale Schiaden verursachen. (Elliott et al. 2012, S. 1827) Es bleibt zu bedenken, dass die Kieler
Kohorte bisher die einzige Kohorte ist, bei der sich Verdnderungen der I[gG-Fc-Glykosylierung i.S. von
MS-Patienten nachweisen lieBen. Die Untersuchung der Hamburger Kohorte bestétigte die Ergebnisse
von Wubhrer et al. und Decker et al., dass die Verdnderungen i.S. nicht vorliegen. Verdnderungen der
IgG-Fc-Glykosylierung i.S. sind relevant fiir die Planung zukiinftiger prospektiver Studien und fiir
weitere Erkenntnisse {iber die Pathophysiologie der MS. Eine hiufige Entnahme von Liquorproben, die
bei prospektiven Studien notwendig wéren, ist aufgrund der Invasivitat der Liquorpunktion ethisch nicht
vertretbar. Wenn sich die gleichen Verdnderungen i.S. zeigten, wéren Serumuntersuchungen in
zukiinftigen Studien ausreichend und es konnte auf eine Liquoruntersuchung verzichtet werden. Daher

sollten zur Bestdtigung weitere Kohorten untersucht werden.

6.8 Limitationen: Welche Limitationen birgt die Art der Patientenrekrutierung?

Zu geringe Patientenzahlen in den Kohorten fiir einzelne MS-Verlaufsformen:

Die Studienpopulation der Kieler Discovery-Kohorte wurde retrospektiv durch eine ICD-10-Code-
basierte Diagnosesuche iiber einen Zeitraum von 10 Jahren zusammengestellt. Innerhalb von 10 Jahren
erfilllten 222 Patienten die Einschlusskriterien. Viele Patienten konnten aufgrund mangelnder
Verlaufsinformationen nicht eingeschlossen werden. Es ist problematisch bei Studien iiber MS die
verschiedenen Verlaufsformen in gleich groBen Gruppen abzubilden. Eine PPMS tritt seltener auf als
eine RRMS. (Lublin und Reingold 1996, S. 908) Zum anderen werden MS-Patienten haufig bei
Auftreten der ersten Symptome, die zum MS-Verdacht fiihren, liquorpunktiert. Danach wird die
Liquorpunktion selten ein 2. Mal durchgefiihrt, da sie als invasiver Eingriff gilt, und bisher keine
Biomarker i.L.. bekannt sind, deren Bestimmung im Verlauf fiir den Umgang mit der Erkrankung
hilfreich wiren. Somit werden SPMS-Patienten nur selten liquorpunktiert. Das fiihrte in dieser Studie
zu ungleichen Patientenzahlen in den einzelnen Untergruppen mit geringeren Patientenzahlen in den
SPMS- und PPMS-Untergruppen, sodass die SPMS-Kohorte nicht sinnvoll in die Auswertungen mit
einbezogen werden konnte. Weiterhin fiihrte es dazu, dass eine geringe Spannweite der
Erkrankungsdauer und des Behinderungsgrads vorliegen. Fiir eine bessere Beurteilbarkeit des
Zusammenhangs der IgG-Fc-Glykosylierung mit diesen Faktoren wiirden mehr Liquorproben von
PPMS- und SPMS-Patienten, sowie Punktionen nach liangerer Erkrankungsdauer benétigt. In dieser

Studie war eine getrennte Auswertung des Zusammenhangs der [gG-Fc-Glykosylierung mit klinischen
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Parametern in den MS-Untergruppen aufgrund geringer Patientenzahlen nicht sinnvoll und sie wurde
innerhalb der gesamten MS-Kohorte durchgefiihrt. In weiteren Studien konnte durch groBere
Patientenzahlen in den MS-Subgruppen eine getrennte Auswertung des Zusammenhangs der 1gG-Fc-

Glykosylierung mit klinischen Parametern fiir RRMS-, PPMS- und SPMS-Patienten erfolgen.

Moglicherweise ist der Unterschied zwischen PPMS- und RRMS-Patienten durch hoheres Alter, ldngere

Erkrankungsdauer und héheren Behinderungsgrad der PPMS-Patienten beeinflusst:

Limitationen des Vergleichs der unterschiedlichen Erkrankungssubtypen in dieser Studie entstehen
dadurch, dass die PPMS-Kohorten aufgrund ihrer unterschiedlichen epidemiologischen und klinischen
Charakteristika ein deutlich hoheres mittleres Alter, eine langere Erkrankungsdauer und einen héheren
Behinderungsgrad aufweisen als die RRMS-Kohorten. Das beobachtete proinflammatorischere IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster bei PPMS-Patienten konnte teilweise durch diese Faktoren bedingt sein. Dass
das Alter der einzelnen Kontrollkohorten nicht signifikant von der entsprechenden Patientensubgruppe
abweicht und dass die Kontrollkohorten sich gleichzeitig untereinander nicht signifikant in ihrem IgG-
Fc-Glykosylierungsmuster unterscheiden, spricht aber dafiir, dass tatsdchlich die Verlaufsform und

nicht das hohere Durchschnittsalter der PPMS-Kohorte ursdchlich ist.

Beeinflussung der Ergebnisse durch Umweltfaktoren:

Eine Beriicksichtigung der bisher bekannten relevanten Umweltfaktoren bei der Zusammenstellung von
Studienkohorten und in der Beurteilung der Ergebnisse wird besonders durch eine retrospektive
Patientenauswahl erschwert. Ein prospektives Studiendesign konnte eine bessere Kontrolle von
Storfaktoren und zusétzlich eine bessere Beurteilung der Verdnderung des Biomarkers im Verlauf
ermoglichen. Da prospektive Studien sehr aufwendig sind, sollten sie aber erst dann durchgefiihrt
werden, wenn ein Zusammenhang des Biomarkers mit einer Erkrankung in retrospektiven Studien wie
dieser Studie bereits nachgewiesen wurde. Zum Beispiel konnte der zeitliche Zusammenhang mit akuten
Schiiben bei der MS oder Verdnderungen der [gG-Fc-Glykosylierung bei der Umwandlung einer RRMS
in eine SPMS genauer untersucht werden. Auflerdem ist es sinnvoll, in zukiinftigen Studien weitere
genetische und Umweltfaktoren in Bezug auf die IgG-Fc-Glykosylierung zu untersuchen. Nur so wird
es in Biomarkerstudien moglich sein, eine verdnderte IgG-Fc-Glykosylierung auf den Zusammenhang

mit einer Erkrankung zuriickzufiihren. (Russell et al. 2018, S.403)

6.9 Limitationen: Welche Limitationen bergen die technischen Messmethoden?

Unterschiedliche Methoden bei der Messung der 1gG-Fc-Glykosylierungsanteile erschweren

den Vergleich mit bisherigen Studien:

Die Glykoanalytik mit HPLC-Methode wurde im Labor der Arbeitsgruppe Immunologie und
Glykoanalytik des Instituts fiir Erndhrungsmedizin des UKSH, Campus Liibeck, etabliert und in vielen
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Studien iiber die IgG-Fc-Glykosylierung bei systemischen Autoimmunsyndromen und
Krebserkrankungen angewendet. N-Glykane werden dabei mittels Hydrolyse mit Endo S isoliert. Endo
S spaltet spezifisch 1gG-Fc-N-Glykane zwischen dem 1. und 2. N-Acetylglucosaminmolekiil. In 15-
25% ist IgG auch an seinem variablen Teil des Fab-Teils glykosyliert. (Kronimus et al. 2019, S. 15) Der
Vorteil der in dieser Studie verwendeten Methode gegeniiber der Methode, die Decker et al. 2016 in
ihrer Studie iiber die IgG-Fc-Glykosylierung bei MS verwendeten, liegt darin, dass Glykane des IgG-
Fab-Fragments nicht mitgemessen werden. Die Ergebnisse konnen dadurch ausschlieBlich auf das IgG-
Fc-Fragment zuriickgefiihrt werden. Thr Nachteil ist, dass die Kernfukosylierung nicht gemessen werden
kann. (Epp et al. 2018, S.402.e2, e4) Die Fukosylierung des Glykankerns nimmt starken Einfluss auf
die IgG-Affinitit fiir FcRs. Das Fehlen des Fukosemolekiils bewirkt eine vier- bis hundertfache
Verstérkung der antikdrperabhédngigen zelluldren Zytotoxizitét durch eine erhohte Bindungsaffinitit fiir
FcyR3A-und B. Sie wirkt also proinflammatorisch. (Russell et al. 2018, S.396) In dieser Studie wurde
aullerdem der Anteil an Glykanen mit abzweigendem N-Acetylglucosamin nicht gemessen. Ein Fehlen
dieses Molekiils geht mit einer verminderten Kernfukosylierung einher und bewirkt dadurch eine
verstirkte Bindung an FcyR3A, welches die antikorperabhéngige zelluldre Zytotoxizitit verstérkt.
(Russell et al. 2018, S.395-396) Durch eine ergédnzende Bestimmung dieser Glykoformen in weiteren
Studien konnte das [gG-Fc-Glykosylierungsmuster bei MS-Patienten noch besser beurteilt werden. Die
Verwendung verschiedener Methoden zur Messung der IgG-Fc-Glykosylierung kann als Ursache fiir
die unterschiedlichen Ergebnisse dieser und der beiden vorhergehenden Studien nicht ausgeschlossen
werden. (Wuhrer et al. 2015), (Yann Decker et al. 2016)

Weitere technische Limitationen sind die unterschiedlichen Aufbewahrungszeiten und die
unterschiedlichen Temperaturschwankungen, denen das Biomaterial ausgesetzt war. Es ist nicht
bekannt, ob und in welcher Weise die IgG-Fc-Glykosylierung durch diese Faktoren beeinflusst wird.
Ein Vergleich zwischen der Kieler und Hamburger Kohorte, sowie zwischen unserer Studie und den
Vorstudien wird durch diesen unsicheren Faktor erschwert. Eine Entnahme von Liquor- und
Serumproben zu Studienzwecken im Rahmen von prospektiven Studien konnte diese potenziellen

Storfaktoren ausschlieBen.

7  Ausblick

Ist die IeG-Fc-Glykosylierung als Biomarker fiir MS geeignet?

Zur Bewertung eines Biomarkers konnen die biologische und die klinische Rationale sowie die
Praktikabilitdt der Messmethode herangezogen werden. Ein Biomarker sollte erkrankte Personen
sensitiv und spezifisch erkennen, im Hinblick auf MS zwischen verschiedenen Verlaufsformen
differenzieren und den aktuellen klinischen Status bzw. die aktuelle Krankheitsaktivitit darstellen.
Weiterhin sollte er mdglichst mit pathophysiologischen Prozessen und mit therapeutischen Effekten

korrelieren. (Katsavos und Anagnostouli 2013)
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Die signifikanten Unterschiede zwischen MS und Kontrollen zeigen, dass der Biomarker bei MS
krankheitsbedingt verdndert ist. Die auffdlligen Werte bei PPMS-Patienten zeigen, dass es auch
Verlaufsform-bedingte Veriinderungen gibt. Durch groBe Uberlappungen der Werte zwischen MS-
Patienten und Kontrollen, sowie zwischen den einzelnen MS-Verlaufsformen ist das IgG-Fc-
Glykosylierungsmuster gegenwértig aber nicht als diagnostischer Test geeignet. Mit seiner starken
Korrelation mit dem Behinderungsgrad ist das IgG-Fc-Glykosylierungsmuster ein Biomarker, der die
anhaltende Krankheitsaktivitdt und den klinischen Ausprigungsgrad wiedergibt. Die schwachen bzw.
fehlenden Verdnderungen im Zusammenhang mit akuten Krankheitsschiiben und MRT-Auffalligkeiten
zeigen aber, dass er akute Krankheitsaktivitdt nicht ausreichend abbildet, um im klinischen Alltag

sinnvoll verwendet zu werden.

Untersuchungsaspekte fiir zukiinftige Studien

Fir zukiinftige Studien generelle interessante Aspekte sind die Verdnderungen der IgG-Fc-
Glykosylierung i.S., die bei der hier untersuchten Kieler Kohorte zum ersten Mal festgestellt werden
konnten. Weiterhin konnten Verédnderungen im Zusammenhang mit MS-Therapien untersucht werden.
Aspekte fiir prospektive Studien sind die Verdnderungen im zeitlichen Zusammenhang mit akuten
Schubereignissen. In funktionellen Studien kdnnte untersucht werden, ob die pathologische IgG-Fc-
Glykosylierung lediglich einen Biomarker einer anhaltenden Krankheitsaktivitét bei MS darstellt oder
auch kausal zur Krankheitsprogression beitragt.

In Bezug auf das in dieser Studie untersuchte Patientenkollektiv sollte ndher untersucht werden, welche
Faktoren genau die Unterschiede zwischen Kieler und Hamburger Kohorte bedingt haben konnten.
Moglicherweise sind dies epidemiologische Faktoren wie die Alters- und Geschlechtsverteilung,
klinische Faktoren wie die Krankheitsaktivitdt, die in dieser Studie nicht beriicksichtigt wurden oder
technische Faktoren, wie unterschiedliche Lagerungszeiten und Temperaturschwankungen, denen die
Proben ausgesetzt waren. AuBerdem sollte die Subgruppe innerhalb der Kieler Kohorte ndher
charakterisiert werden, durch deren besonders auffillige Werte der signifikante Unterschied zu der

Kontrollkohorte anscheinend mafigeblich bedingt wurde.
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8  Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Bei systemischen Autoimmunsyndromen wie der theumatoiden Arthritis (Pasek et al. 2006, van de
Geijn et al. 2009, Goulabchand et al. 2014) und im Tiermodell (Rademacher et al. 1994, Albert et al.
2008) korreliert die Glykosylierung konservierter Aminosdurereste am Fc-Terminus von IgG-
Molekiilen im Serum mit der Krankheitsaktivitdt. Dabei gelten IgG-Molekiile mit Galaktose oder
Sialinsdure als protektiv, wihrend gering glykosylierte Antikorpertypen mit proinflammatorischen
Immunreaktionen in Verbindung gebracht werden. Bei der Multiplen Sklerose (MS) ist die Fc-
Glykosylierung der IgG-Molekiile im Serum und im Liquor bisher nur wenig untersucht. (Wuhrer et al.
2015, Decker et al. 2016) Fragestellung dieser Studie ist, ob sich bei MS-Patienten im Vergleich zu
Kontrollpatienten eine differente IgG-Fc-Glykosylierung im Liquor und/oder im Serum findet, und ob
sie mit Krankheitsverlauf, Krankheitsaktivitit oder Prognose korreliert.

Hierfiir erfolgte eine retrospektive monozentrische Kohortenanalyse von MS-Patienten (Kiel)
(McDonald 2010, MAGNIMS 2016) und Kontrollen (nicht-inflammatorische neurologische
Erkrankungen) mit mindestens einer asservierten Serum-/Liquorprobe zwischen 2006 und 2016.
Epidemiologische, klinische, laborchemische und Verlaufsparameter wurden erfasst. Das Gesamt-IgG
wurde aus Serum- und Liquorproben mittels Affinititschromatographie isoliert, und die jeweilige
Zusammensetzung der Fc-Glykosylierung mittels High-Density-Liquid-Chromatography analysiert.
Nach Auswertung der ersten Kohorte erfolgte zur Bestétigung der Ergebnisse eine weitere unabhéngige
retrospektive monozentrische Kohortenanalyse (Hamburg) mit Analyse der [gG-Fc-Glykosylierung im
Serum.

Von den Kieler MS-Patienten (n=222, ausschlieBlich SPMS n=210: 70% weiblich, mittleres Alter 38,5
Jahre) hatten zum Zeitpunkt der Liquorpunktion 42% eine Erstmanifestation (n=89), 45% RRMS
(n=95), 5% eine SPMS (n=12) und 12 % eine PPMS (n=26). Insgesamt waren bei den Patienten
(Kontrollen, n=86) Messungen von 153/210 (79/86) Liquor- und 200/210 (80/86) Serumproben
moglich. In der Hamburger Kohorte (n=198) hatten 40% eine PPMS (n=80, 30% weiblich, mittleres
Alter 53 Jahre) und 60% eine RRMS (n=118, 69% weiblich, mittleres Alter 41 Jahre). Bei Patienten und
Kontrollen zeigte sich eine Zunahme des GO-IgG-Anteils mit dem Alter (Patienten: i.L. p=0,0157, i.S.
p<0,0001; Kontrollen: i.L. p=0,0012, i.S. p=0,0082), sowie ein hherer GO-IgG-Anteil bei Ménnern als
bei Frauen (Patienten: i.L. p<0,0001, i.S. p<0,0001; Kontrollen: i.L. p=0,0053, i.S. p=0,0104). MS-
Patienten (Kiel) hatten i.L. (p=0,0213) und i.S. (p<0,0001) einen signifikant héheren Anteil an
proinflammatorischen GO-IgG als Kontrollen. Diese Unterschiede waren in der PPMS-Gruppe stirker
ausgepragt als bei der RRMS-Gruppe und bei Patienten mit Erstmanifestation. Eine positive Korrelation
des GO-IgG-Anteils mit klinischen Parametern zeigte sich bei der Erkrankungsdauer (i.L.: p=0,0267,
i.S.: p=n.s.), dem Behinderungsgrad (i.L.: p=0,0002, i.S.: p=0,0004) und Liquorparametern
(Gesamteiweil} i.L., Gesamt-IgG i.L., IgG-Quotient). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen Patienten mit oder ohne Schub, mit oder ohne Therapie zum Zeitpunkt der Liquorpunktion
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und keine Korrelation mit MRT-Parametern. Die Analyse der Hamburger Kohorte konnte diese
Ergebnisse bestitigen mit Ausnahme der Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen im Serum.
MS-Patienten zeigen nicht nur im Liquor, sondern mdglicherweise auch im Serum ein
proinflammatorisches IgG-Fc-Glykosylierungsmuster, das dem von Rheumapatienten éhnelt. Bei den
Kieler Patienten zeigten sich die Verédnderungen im Gegensatz zu der Hamburger Kohorte und den
Patienten der beiden Vorstudien zu diesem Thema auch i.S. Dies sollte in weiteren Studien aufgrund
der pathophysiologischen Bedeutung und Relevanz fiir zukiinftige Studien erneut untersucht werden.
Der ausgeprigteste Effekt war bei PPMS-Patienten nachweisbar, was mit klinischen und
pathophysiologischen Besonderheiten dieser Verlaufsform einhergeht. (Popescu und Lucchinetti 2012,
Dendrou et al. 2015, Abdelhak et al. 2017) Die Auftilligkeiten nahmen mit der Erkrankungsdauer und
dem Behinderungsgrad zu, zeigten aber keinen deutlichen Zusammenhang mit anderen MS-Biomarkern
der Krankheitsaktivitit und Prognose wie oligoklonalen Banden im Liquor und MRT-Auffélligkeiten.
(Housley et al. 2015) Geschlechts- und altersabhéingige Verdnderungen stehen in Einklang mit
bisherigen Ergebnissen in der Literatur. (Russel et al. 2018)

Unsere Ergebnisse sprechen fiir eine Erkrankungsdauer-abhingige, persistierende Dysregulation der
LImmunologischen Homdostase™ in Richtung proinflammatorisches Milieu nicht nur intrathekal,
sondern mdglicherweise auch im systemischen Immunkompartiment bei MS. Ob die pathologische IgG-
Fc-Glykosylierung lediglich einen Biomarker einer anhaltenden Krankheitsaktivitdt bei MS darstellt
oder auch kausal zur Krankheitsprogression beitrdagt, muss in weiteren funktionellen Studien untersucht
werden. Aufgrund der groBen Uberlappung der Werte zwischen MS-Patienten und Kontrollen, sowie
zwischen den einzelnen MS-Verlaufsformen ist das [gG-Fc-Glykosylierungsmuster gegenwiértig nicht
als diagnostischer Test geeignet. Die schwachen bzw. fehlenden Verdnderungen im Zusammenhang mit
akuten Krankheitsschiilben und MRT-Auffilligkeiten zeigen, dass dieser Biomarker eine akute
Krankheitsaktivitdt fiir den klinischen Alltag nicht ausreichend abbildet.
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10 Abbildungsverzeichnis

1. Unterschiedliche Erkrankungsverldufe bei MS. Darstellung der Dynamik des Behinderungsgrads iiber
die Zeit. (Limmroth, V. und Sindern, E. 2004, S.17)

2. Qualitativer Nachweis einer intrathekalen IgG-Synthese in Form von oligoklonalen Banden:
Charakterisierung nach Typ 1-5: Typ 1: Keine Banden im Liquor und im Serum. Typ 2: Oligoklonale
IgG-Banden im Liquor, nicht im Serum. Interpretation: Intrathekale IgG-Synthese. Typ 3: Oligoklonale
Banden im Liquor. und zusétzlich identische oligoklonale Banden im Liquor und im Serum.
Interpretation: Intrathekale IgG-Synthese. Typ 4: Ubereinstimmende oligoklonale Bandenmuster im
Liquor und im Serum. Interpretation: Keine intrathekale IgG-Synthese, systemische Immunreaktion.
Typ 5: Monoklonale Bandenmuster im Liquor und im Serum. Interpretation: Systemische
Paraproteindmie. (Reiber 2006, S. 149)

3. Aufbau des IgG-Fc-N-Glykans an der Asparaginsdure an Position 297: Grundgeriist aus 4 N-
Acetylglucosaminen (blau) und 3 Mannosemolekiilen (griin). Variable Bestandteile: Fukose (rot),
abzweigendes N-Acetylglucosamin (hellblau), Galaktose (gelb), Sialinsdure (pink). Durch
enzymatische Behandlung mit Endoglycosidase aus Streptococcus pyogenes kann das Fc-N-Glykan bis
auf das Kernmolekiil N-Acetylglukosamin und eine Fukose abgespalten werden. GO =
agalaktosyliert+asialyliert, G1+G2 = terminal galaktosyliert, G151, G2S1, G2S2 = sialyliert. (Epp et al.
2018, S. 400)

4. Assoziation der verschiedenen IgG-Fc-Glykoformen zu pro-bzw. antiinflammatorischen
Immunreaktionen. Rechte Spalte: Rezeptorkomplexe, tiber die IgG durch seine variable IgG-Fc-
Glykosylierung pro- oder antiinflammatorisch wirkt. Fcy-R2B = inhibitorisch wirksam, SIGN-R1/DC-
SIGN = CD209, Typ2-FcyR der C-Typ-Lektin-Rezeptorfamilie. (Collin und Ehlers 2013, S. 512)

5. Das pro-/antiinflammatorische Umgebungsmilieu beeinflusst die IgG-Fc-Glykosylierung durch
Plasmazellen (PC), APC = Antigen-prasentierende Zelle. (Collin und Ehlers 2013, S. 513)

6. Aufzeichnung der mittels matrixunterstiitzter Laser-Desorptions/lonisations-Flugzeit-
Massenspektrometrie gesammelten Peak-Fraktionen einer Glykan-Gruppe iber die Zeit als
Chromatogramm.

7. a) Kieler Kohorte: Anzahl der Kontrollen und Patienten mit jeweiliger Anzahl der Liquor- und
Serumwerte. Die SPMS-Kohorte wurde nicht zur MS-Gesamtkohorte gezéhlt. (Pat.= Patienten, Kont.=
Kontrollen, n = Anzahl, MS = Multiple Sklerose, RRMS = schubformig-remittierende MS, PPMS =
primér chronisch-progrediente MS, SPMS = sekundér chronisch-progrediente MS)

b) Hamburger Kohorte: Anzahl Kontrollen und Patienten mit jeweiliger Anzahl der Serumwerte.
n=Anzahl, MS=Multiple Sklerose, RRMS=schubformig-remittierende MS, PPMS=primér chronisch-
progrediente MS
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10.

11.

12.

Vergleich der GO-, term gal-sial-IgG-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan zwischen MS-
Gesamtkohorte und Gesamtkontrollkohorte bzw. zwischen Gruppe mit MS-Verlaufsform und jeweiliger
Kontrollkohorte der Kieler Kohorte

Kieler Kohorte: Vergleich der Glykoformen-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.)
(links) und im Serum (i.S.) (rechts) zwischen MS-Gesamtkohorte und Gesamtkontrollkohorte bzw.
zwischen Gruppe mit MS-Verlaufsform und jeweiliger Kontrollkohorte. Angabe der Grundgesamtheit
in Tab.3a. Darstellung: Mittelwert + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test, Angabe der
p-Werte, MS = Multiple Sklerose, RRMS = schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-
progrediente MS

Kieler Kohorte: Vergleich der Glykoformen-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.)
(oben) und im Serum (i.S.) (unten) zwischen Patienten mit Erstmanifestation, RRMS = schubformig-
remittierender MS und PPMS = primir chronisch-progredienter MS. Beschreibung der
Grundgesamtheit in Tab. 3a. Darstellung: Mittelwert+95% -Konfidenzintervall. Statistik: One-way-
ANOVA mit post-hoc-Analyse, Angabe der p-Werte

Kieler Kohorte: Vergleich der Glykoformen-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.)
(unten) und im Liquor (i.L.) (oben) zwischen weiblichen und ménnlichen Patienten bzw. weiblichen
und minnlichen Kontrollen. N= Anzahl, w=weiblich, m=méinnlich. GO, term gal, sial i.L. und i.S.
Kontrollen w n=55; Kontrollen m n=25. G0, term gal, sial i.S. Pat. w n=139, i.L. n=106; GO0, term gal,
sial 1.S. m n=61, i.L. n=47. Darstellung: Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-
Test, Angabe der p-Werte, MS= Multiple Sklerose, GO = agalaktosyliertes IgG, term gal = terminal
galaktosyliertes IgG, sial = sialyliertes IgG

a) Kieler Kohorte: Korrelation von Alter zum Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP) und Glykananteilen
am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten) bei Patienten.
Beschreibung der Grundgesamtheit in Tab. 2a, 3a. Darstellung mit linerarer Regressionsgeraden + 95%-
Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische Transformation des klinischen Parameters Alter zum
LPZP, Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r), Angabe der p-Werte

b) Kieler Kohorte: Korrelation von Alter zum Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP) und Glykananteilen
am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten) bei Kontrollen.
Beschreibung der Grundgesamtheit in Tab. 2a, 3a. Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-
Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische Transformation des klinischen Parameters Alter zum
LPZP, Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r), Angabe der p-Werte

Kieler Kohorte: Vergleich der altersabhéngigen Verdnderung der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-
Glykan von Patienten und Kontrollen im Liquor (i.L.) und im Serum (i.S.). Darstellung mit linearer
Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Beschreibung der Grundgesamtheit in Tab. 2a, 3a.
Statistik: Vergleich der Steigung und Y-Achsenabschnitte der linearen Regressionsgeraden von

Kontrollen und Patienten. Angabe der p-Werte, MS = Multiple Sklerose, n.s.=nicht signifikant, pl =n.s.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

und p2 = signifikant bedeutet, Geraden unterscheiden sich nicht in der Steigung aber im y-
Achsenabschnitt

Kieler Kohorte: Korrelation von EDSS = expanded disybility status scale zum Zeitpunkt der
Liquorpunktion und Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im
Serum (i.S.) (unten). Grundgesamtheit: i.L. Anzahl: n=150; i.S. n=197. Darstellung mit lin.
Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. — Statistik: Korrelation mit Spearman-Rang-
Korrelationskoeffizient (r). Angabe der p-Werte, MS = Multiple Sklerose

Kieler Kohorte: Korrelation von multiple sclerosis severity score = MSSS zum Zeitpunkt der
Liquorpunktion und Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im
Serum (i.S.) (unten): i.L.. Anzahl: n=149; i.S. n=196. Darstellung mit lin. Regressionsgeraden + 95%-
Konfidenzintervall. Statistik: Korrelation mit Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient (r). Angabe der
p-Werte, MS = Multiple Sklerose

Kieler Kohorte: Korrelation der Erkrankungsdauer (in Jahren) zum Zeitpunkt der Liquorpunktion mit
den Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten)
Grundgesamtheit: i.L. Anzahl: n=148; i.S. n=192. Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-
Konfidenzintervall.  Statistik: logarithmische Transformation des klinischen Parameters
Erkrankungsdauer, Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r). Angabe der p-Werte, n.s. =
nicht signifikant, MS = Multiple Sklerose

Kieler Kohorte: Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fe-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und
im Serum (i.S.) (unten) von Patienten <10 Jahren und >10 Jahren Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der
Liquorpunktion. n = Anzahl, i.L. <10 Jahre n=153, >10 Jahre n=15; i.S. <10 Jahre n=186, >10 Jahre
n=16. Darstellung mit Mittelwert + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. Angabe der
p-Werte, MS = Multiple Sklerose

Kieler Kohorte: Unterschied der IgG-Fc-Glykosylierung im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.)
(unten) von Patienten, die wahrend, und Patienten, die auBBerhalb eines akuten Schubes liquorpunktiert
wurden. n = Anzahl, 1.L. <6 Wochen n=97, >6 Wochen n=60; 1.S. <6 Wochen n=118; >6 Wochen n=92.
Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. Angabe der p-Werte,
MS = Multiple Sklerose, LP = Liquorpunktion, GO = agalaktosyliertes IgG, term gal = terminal
galaktosyliertes IgG, sial = sialyliertes IgG

Kieler Kohorte: Korrelation der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben)
und im Serum (i.S.) (unten) mit der Zeit seit dem letzten Schubbeginn bis zum LPZP. n = Anzahl: i.L.
n=107; i.S. n=136. Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Statistik:
logarithmische Transformation des klinischen Parameters Zeit seit dem letzten Schubbeginn,
Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r). Angabe der p-Werte, MS = Multiple Sklerose,
LPZP = Zeitpunkt der Liquorpunktion, n.s. = nicht signifikant

Unterschied der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) von Patienten, die vor
dem Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP) keine Therapie erhalten haben (n=174) und Patienten, die
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

bereits therapiert wurden (Cortisontherapie, Intervalltherapie) (n=33) (bezogen auf Zeit >6Wochen vor
LPZP), Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. Angabe der
p-Werte, MS = Multiple Sklerose

Hamburger Kohorte: Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-Glykan im Serum (i.S.) von
PPMS- bzw. RRMS- Pat. und Kontrollkohorten (PPMS vs. Kont. PPMS, RRMS vs. Kont. RRMS).
Grundgesamtheit siche Tab. 3b. Darstellung mit Mittelwert + 95%-Konfidenzintervall. Zweiseitiger t-
Test: p=nicht signifikant, PPMS = priméir chronisch-progrediente MS, RRMS = schubformig-
remittierende MS

Hamburger Kohorte: Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-Glykan im Serum (i.S.) von
PPMS und RRMS-Patienten bzw. von Kontrollen (PPMS) und Kontrollen (RRMS). Grundgesamtheit
siche Tab. 3b. Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall, Statistik: Zweiseitiger T-Test,
Angabe der p-Werte, PPMS = primér chronisch-progrediente MS, RRMS = schubférmig-remittierende
MS

Vergleich Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-Glykan im Serum (i.S.) von Kieler versus Hamburger
Patienten (oben) und Kieler versus Hamburger Kontrollen (unten) Grundgesamtheit siche Tab. 3b.
Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: Zweiseitiger t-Test. Angabe der p-
Werte, Kont. = Kontrollen, PPMS = primér chronisch-progrediente MS, RRMS = schubformig-
remittierende MS, H = Hamburger Kohorte, K = Kieler Kohorte

Vergleich der altersabhéingigen Verdnderung der IgG-Fc-Glykosylierung von Patienten und Kontrollen
1.S. bei der Hamburger Kohorte

Hamburger Kohorte: Vergleich der Glykan-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.)
zwischen weiblichen und minnlichen Patienten bzw. Kontrollen. n = Anzahl: Kontrollen weiblich n=65;
Kontrollen ménnlich n=39; Patientinnen n=106, Patienten n=92. Darstellung mit Mittelwert+95%-
Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test. Angabe der p-Werte, GO = agalaktosyliertes IgG, term
gal = terminal galaktosyliertes IgG, sial = sialyliertes IgG

Hamburger Kohorte: Korrelation von Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der Liquorpunktion und
Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.) n=198. Darstellung mit linearer
Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. — Statistik: Korrelation mit Spearman-Rang-
Korrelationskoeffizient, Angabe der p-Werte, MS = Multiple Sklerose, R*2 = Bestimmtheitsmaf}
Hamburger Kohorte: Korrelation von expanded disability status scale (EDSS) zum Zeitpunkt der
Liquorpunktion und Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.), n = Anzahl: n=198.
Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: Korrelation mit

Spearman-Rang-Korrelationskoeftizient (r). Angabe der p-Werte, MS = Multiple Sklerose
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11 Tabellenverzeichnis

a) Demographische und klinische Charakterisierung der Kieler Patienten- und Kontrollkohorte, Angabe

mit Median (Interquartilsabstand), n = Anzahl, EDSS = expanded disability status scale, MSSS

multiple sclerosis severity score, MS = Multiple Sklerose, EM = Erstmanifestation, RRMS
schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS

b) Demographische und klinische Charakterisierung der Hamburger Patienten- und Kontrollkohorte,
Angabe mit Median (Interquartilsabstand), n = Anzahl, EDSS = expanded disability status scale, RRMS
= schubformig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS

c¢) Vergleich der Kieler und Hamburger Patientenkohorte beziiglich demographischer und klinischer
Daten, Angabe mit Median (Interquartilsabstand), n=Anzahl, EDSS = expanded disability status scale,
RRMS = schubférmig-remittierende MS, PPMS = primér chronisch-progrediente MS

a) Anteile der einzelnen Glykoformen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.) und im Liquor
(i.L.) der Kieler Patienten- und Kontrollkohorte in %. Angabe mit Mittelwert (Standardabweichung), n
= Anzahl, MS = Multiple Sklerose, EM = Erstmanifestation, RRMS = schubférmig-remittierende MS,
PPMS = primér chronisch-progrediente MS, i.S.= im Serum, i.L=im Liquor, GO = agalakosyliertes
IgG, term gal = terminal galaktosyliertes 1gG, sial = sialyliertes IgG

b) Anteile der einzelnen Glykoformen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.) und im Liquor
(i.L.) der Hamburger Patienten- und Kontrollkohorte in %. Angabe mit Mittelwert
(Standardabweichung), n = Anzahl, RRMS = schubférmig-remittierende MS, PPMS = primir
chronisch-progrediente MS, GO = agalaktosyliertes IgG, term gal = terminal galaktosyliertes IgG, sial
= sialyliertes IgG
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12 Anhang

Anhang 1:
Therapie-Stufenschema der schubformigen Multiplen Sklerose, S2e-Leitlinie Multiple Sklerose der deutschen

Gesellschaft fiir Neurologie (Deutsche Gesellschaft fiir Neurologie, S2e-Leitlinie 2014, S. 7)

Indikation cis? RRMS! SPMS!
o v mit ohne
aufgesetzten Schiiben aufgesetzte Schiibe
_g_ '%_ 1. Wahl 2. Wahl ulg o HI9SS :
=]
-8 - Fingolimod* - Mitoxantron
g s - Natalizumab? | (~ Cyclophosphamid)>
- Clatirameracetat - Glatirameracetat - Interferon- 1as.c. | - Mitoxantron
3 - Interferon-B 1ai.m. | - Interferon-B 1ai.m - Interferon-B 1b s.c. | (- Cyclophosphamid)®
§ - Interferon-B 1a s.c. - Interferon-B 1a s.c. - Mitoxantron
2 - Interferon-B 1bs.c. | - Interferon-p 1bs.c. (- Cyclophosphamid)®
v (- Azathioprin)?
‘@ (- Vig)?
&
B -“E’_ 2. Wahl - Plasmaseparation
S ®
S
a - 1. Wahl - Methylprednisolonpuls

! = Substanzen in alphabetischer Reihenfolge. Die hier gewahlte Darstellung impliziert KEINE Uberlegenheit einer Substanz gegeniiber einer anderen innerhalb
einer Indikationsgruppe (dargestellt innerhalb eines Kastens).

?=Zugelassen, wenn IFN-B nicht méglich ist oder unter Azathioprin-Therapie ein stabiler Verlauf erreicht wird.

3 = Einsatz nur postpartal im Einzelfall gerechtfertigt, insbesondere vor dem Hintergrund fehlender Behandlungsalterativen.

4=Fingolimod und Natalizumab haben neben der Zulassung zur Eskalationstherapie auch eine Zulassung zur Behandlung Therapie-naiver Patienten bei
mindestens 2 behindernden Schiiben mit Krankheitsprogression binnen der letzten 12 Monate und mindestens einer Gd+-Lasion bzw. einer signifikanten
Zunahme der T2-Lasionen in der MRT.

2 =Zugelassen fiir bedrohlich verlaufende Autoimmunkrankheiten, somit lediglich nur fiir fulminante Félle als Ausweichtherapie vorzusehen, idealerweise
nur an ausgewiesenen MS-Zentren.

Anhang 2:

Folgende demographische und klinische Daten, Verlaufs- und Laborparameter der Patientenkohorte wurden

erhoben:
(LPZP = Zeitpunkt der Liquorpunktion, EDSS = expanded disability status scale, MSSS = multiple sclerosis

severity score, OKB = oligoklonale Banden.)

1. Geschlecht
2. Alter bei Erstmanifestation
3. Symptome bei Erstmanifestation
4. Zeitintervall vom letzten Schubbeginn bis LPZP
5. Zeitintervall LPZP bis zum néchsten Schubbeginn
6. Daten zum LPZP:
- Alter
- Erkrankungsdauer
- Vorliegen eines akuten Schubes
- Klinischer Untersuchungsbefund * Da selten dokumentiert, wurden EDSS-Werte
- EDSS* hdufig basierend auf der in den Arztbriefen
- MSSS dokumentierten Anamnese und
- Medikation Untersuchungsbefunde retrospektiv eingeschétzt.
7. Medikation:
- Steroidtherapie im Zeitraum von 6 Wochen vor | ** Interferon-beta, Glatirameracetat,
LPZP Dimethylfumarat, Natalizumab, Mitoxantron,
- Intervalltherapie vor LPZP ** Azathioprin, Fingolimod, Teriflunomid
8. Liquor- und Blutwerte:
- Liquorzellzahl/pl
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- Glucose in mg/dl i.L.
- Laktat in mg/dl i.L.
- Albumin in mg/l i.L. bzw. in g/ i.S.

- Albumin in mg/l i.L. bzw. in g/ i.S.
- Albuminquotient

- IgG-Quotient

- OKB

- Schrankenstérung

- Gesamteiweif3 in mg/l i.L. bzw. in mg/dl i.S.

- IgG, IgA, IgM in mg/l i.L. bzw. in g/11.S.

9. MRT-Befund:
- Anzahl hypertensiver Lésionen in T2

- Anzahl Gadolinium-anreichernder Lésionen in T1
- Anzahl hypointenser Lasionen in T1(black holes)

10. Verlaufsbeobachtung: letztes follow-up:
- Alter
- EDSS
- Klassifikation der MS
- EDSS-Verschlechterung seit LPZP ***

*** Um die Progression der Erkrankung zwischen
LPZP (ZP1) und letztem follow-up (ZP2)
festzustellen, wurde ein Progressionsindex
berechnet: (EDSS ZP2 EDSS ZP1) /
Zeitintervall zwischen ZP1 und ZP2.)

Anhang 3:

Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte): Vergleich der Glykananteile-Anteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im
Serum (i.S.) (unten) und im Liquor (i.L.) (oben) der EM-/RRMS-/PPMS-Kontrollgruppe. n = Anzahl: Liquor: EM
n=64, RRMS n=74, PPMS n=15; Serum: EM n=88, RRMS n=87, PPMS n=25. Darstellung mit Mittelwert+95%-
Konfidenzintervall. Statistik: One-way-ANOVA mit post-hoc-Analyse, EM/Erstman. = Erstmanifestation, PPMS

= primér chronisch-progrediente Multiple Sklerose, RRMS = schubformig-remittierende Multiple Sklerose, nicht
signifikant = n.s., * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001,

Liquor Liquor
Liquor terminal galaktosyliertes IgG sialyliertes IgG
agalaktosyliertes IgG Kontrollen . 30- Kontrollen
. Kontrollen _j 807 =
= 50 ns = ns. ‘o .S
z = 275 ‘ :
S 404 n.s. ] x .| o
£ 40 A_><‘ 70 T: 20 §:‘
D 504 2 £ $333ai*
£ £ 654 H T :
2 20 2 2 10 13344
E ) - T setees
o o 60 o eels
2 10- 8 554 g
3 3 3
=0 : : , = 50 . . . = 0 . . ;
. . o <
& P ® R & ST
& & & & & < & & Q
< & & X~ Q& 3 N
& 9 o & ﬁ‘ ) v N 9
N = N o & N =
& Ay & + NS Ay
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% des Gesamtglykans i.S.

Serum
terminal galaktosyliertes IgG

Seru_m Kontrollen
agalaktosyliertes IgG
Kontrollen o 807 n.s.
50 n.s. - . R n.s.
2 754 I cored
333143 13343 .
404 n.s. ] i i34 53
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Anhang 4:

Korrelation der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) mit weiteren Liquorparametern bei

Serum
sialyliertes IgG
o 307 Kontrollen
= n.s.
7]
g ns.
i 20 o o, .t
) N “d -
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Patienten der Kieler Kohorte (Discovery-Kohorte), MS = Multiple Sklerose, nicht signifikant = n.s., * p<0,05, **

p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001,

a) Korrelation des Gesamteiweifligehalts i.L. (mg/l) mit den Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan i.L..

n = Anzahl:

MS-Patienten n

153 (oben), Kontrollen n =

79 (unten), Darstellung mit linearer

Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische Transformation, Korrelation mit

Pearson-Korrelationskoeffizient (r)

Liquor Liquor
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b) Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan i.L. von Patienten mit pathologisch erhdhtem
Gesamteiweil i.L. (>450mg/l) (n=58) und Patienten mit normalem Gesamteiweif3 i.L. (<450mg/l) (n=95).

Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test

Liquor Liquor
. terminal galaktosyliertes IgG sialyliertes IgG
Liquor MS gesamt
agalaktosyliertes IgG 9 MS gesamt
MS gesamt 757 * 30 .
- - .ge
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- 45 3 2 o:‘¢ i’ 2 . b
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£ 35 . RSN .E’ 60 s s G £ 154 Liit, s errbini
2 30 LG 34 33T E33 & X S
E : 4k g 554 i i 2 it
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¢) Korrelation des IgG-Gehalts i.L. (mg/l) mit den Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan i.L., MS-
Patienten n = 153 (oben), Kontrollen n = 79 (unten), Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-
Konfidenzintervall. Statistik: logarithmische =~ Transformation,  Korrelation = mit  Pearson-

Korrelationskoeffizient (r)

Liquor Liquor
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d) Korrelation des IgG-Quotienten mit den Glykananteilen am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan i.L.. Patienten n=153

e)

% des Gesamtglykans i.L.

(oben), Kontrollen n=79 (unten), Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-Konfidenzintervall.

Statistik: logarithmische Transformation, Korrelation mit Pearson-Korrelationskoeffizient (r)

Liquor
terminal galaktosyliertes IgG
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Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan i.L. von Patienten mit (n=127) und Patienten ohne
(n=26) oligoklonale Banden i.L.. Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger

t-Test.
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f) Vergleich der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan i.L. von Patienten mit Liquorpleozytose (Zellzahl

% des Gesamtglykans i.L.

i.L. >5/ul) (n=79) und Patienten mit normaler Liquorzellzahl (n=74). Darstellung mit Mittelwert+95%-

Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test.
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Anhang 5:

Kieler Kohorte: Korrelation der Schubanzahl bis zum Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP) mit Glykananteilen
am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten). n = Anzahl i.L. n=154; i.S.
n=207. Darstellung mit linearer Regressionsgeradent95%-Konfidenzintervall. Statistik: Korrelation mit

Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient (r), MS=Multiple Sklerose, n.s.=nicht signifikant, *=p<0,05
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Anhang 6:

Kieler Kohorte: Unterschied der IgG-Fc-Glykosylierung im Liquor (i.L.) (oben) und im Serum (i.S.) (unten) von
Patienten, deren letzter Schubbeginn innerhalb der letzten a) 2, b) 3, ¢) 9 Wochen vor dem Zeitpunkt der
Liquorpunktion lag. Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test, MS =
Multiple Sklerose, LP = Liquorpunktion, GO = agalaktosyliertes IgG, term gal = terminal galaktosyliertes IgG, sial
= sialyliertes IgG, n.s.=nicht signifikant
a) Letzter Schubbeginn innerhalb der letzten 2 Wochen. i.L. <2 Wochen n=99; >2 Wochen n=58. i.S. <2
Wochen n=131; >2 Wochen n=80.
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Anhang 7:

% des Gesamtglykans i.S.
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Kieler Kohorte: Zusammenhang der IgG-Fc-Glykosylierung im Liquor (i.L.) mit MRT-Befunden, n = Anzahl, MS

= Multiple Sklerose, LPZP = Zeitpunkt der Liquorpunktion, n.s.=nicht signifikant

a) Zusammenhang der IgG-Fc-Glykosylierung i.L. mit der T2-L&sionslast im MRT zum LPZP (LPZP+2

Wochen). Lasionszahl <5 n=8, 5-10 n=14, >10 n=51 Darstellung mit Mittelwert + 95%-Konfidenzintervall.

Statistik: Vergleich der IgG-Fc-Glykosylierungswerte von Patienten mit <5, 5-10 und >10 T2-Léisionen im

MRT zum LPZP mittels One-way-ANOV A-Test mit post-hoc-Analyse.
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b) Zusammenhang der IgG-Fc-Glykosylierung i.L. mit der T2-Lésionslast im MRT (Zeitraum LPZP + 2 Wochen

und auBerhalb dieses Zeitraums) i.L. Lasionszahl <5 n=13, 5-10 n=24, >10 n=121. Darstellung: MW+95%-

KI. Statistik: Vergleich der Glykosylierungswerte von Patienten mit <5, 5-10 und >10 T2-Lésionen im MRT

zum LPZP mittels One-way-ANOVA-Test mit post-hoc-Analyse
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Lasionen zum LPZP (LPZP+2 Wochen). i.L. Gadolinium-aufnehmende Lasionen vorhanden n=55, nicht

vorhanden n=18. Darstellung mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test.
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aufnehmenden T1-Lasionen zum LPZP (LPZP+2 Wochen und auerhalb dieses Zeitraums). i.L. Gadolinium-

aufnehmende Léasionen vorhanden n=95, nicht vorhanden n=62. Darstellung mit Mittelwert+95%-

Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test.
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Anhang 8:

Liquor Liquor
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Kieler Kohorte: Unterschied der Glykananteile am Gesamt-IgG-Fc-N-Glykan im Serum (i.S.) von Patienten, die

vor dem Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP) keine Therapie (n=174) erhalten haben und Patienten, die bereits

therapiert wurden (Cortisontherapie, Intervalltherapie) (n=33) (bezogen auf Zeit >6Wochen vor LPZP),
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Darstellung mit Mittelwert + 95%-Konfidenzintervall, Statistik: zweiseitiger t-Test, MS =

n.s.=nicht signifikant
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Anhang 9:
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(unten) von Patienten mit Intervalltherapie (n=4) und mit Steoridtherapie (n=15) innerhalb der letzten 6 Wochen

vor dem Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP). Rechts: Vergleich der Glykananteile i.L. und i.S. von Patienten

mit (Cortisontherapie und Intervalltherapie) (n=19) und Patienten ohne (n=188) Therapie zum LPZP. Darstellung

mit Mittelwert+95%-Konfidenzintervall. Statistik: zweiseitiger t-Test, n.s.=nicht signifikant, *=p<0,01, **p<0,01,
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Anhang 10:
Zusammenfassung  der  aktuellen  Studienlage,  Quellenangabe  rechts:  Systemische

Autoimmunerkrankungen mit Assoziation zu einer veranderten [gG-Fc-Glykosylierung im Serum
GO = agalaktosyliertes IgG, term gal = terminal galaktosyliertes IgG, sial = sialyliertes IgG, Anti-CCP-
Ak = Antikdrper gegen das zyklische citrullinierte Peptid, MC = Morbus Crohn, CU = Colitis ulcerosa,

IVIG = intravendse Immunglobuline

GO0-IgG-Anteil am Gesamt-IgG 1

- Rheumafaktoren haben stirkere Affinitdt zu GO-IgG

- Anti-CCP-Ak sind vermindert galaktosyliert und sialyliert

- Assoziation mit Erkrankungsverlauf: GO-IgG-Anteil fallt
wihrend Remission und wihrend Remission im Rahmen
einer Schwangerschaft

- hoher Anteil an sial-IgG und term gal-IgG mit klinischer
Verbesserung assoziiert

- klinische Verbesserung unter Methotrexat-Therapie geht
mit einer Erhhung des term gal- und sial-IgG-Anteils
einher

- GO-IgG-Anteil am Gesamt-IgG 1
- Sial- und term gal-IgG-Anteil am Gesamt-IgG |

Pasek et al. 2006

van de Geijn et
al. 2009

Goulabchand et
al. 2014

Vuckovi¢ et al.

- Assoziation mit Erkrankungsschwere: niedriger Anteil an 2015
sial- und term gal-IgG mit schwereren und
komplizierteren Verldufen assoziiert

- Assoziiert mit vermindertem Anteil an term gal- und sial- | Selman et al
IeG 2011

Assoziiert mit vermindertem Anteil an sial und term gal-
IgG, bei MC niedriger als bei CU

Assoziiert mit erhohtem Anteil an GO-IgG, MC zusitzlich
assoziiert mit vermindertem Anteil an sial-IgG

Simurina et al.

2018
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Morbus Crohn, Colitis | -

ulcerosa

Assoziation mit Erkrankungsverlauf: Steigender Anteil an
GO0-IgG bei MC und CU mit schweren
Krankheitsverldufen assoziiert

Entsprechend dem unterschiedlichen Krankheitsverlauf
steigt der GO-IgG-Anteil bei MC kontinuierlich an, bei
CU teilweise konstant oder absinkend

Guillain-Barré- - Assoziation mit der Erkrankungsschwere: bei hohem term | Fokkink et al.
gal- und sial-IgG-Anteil schnellere Erholung
Syndrom - Wenn Erhéhung des gal- und sial-IgG-Anteils durch 2014
IVIG-Therapie erfolgreich: besserer klinischer Verlauf
ohne weitere Krankheitsprogression, Ateminsuffizienz
oder langfristiger Behinderung
Anhang 11:

Links: Kieler Kohorte, rechts: Hamburger Kohorte: Signifikante Korrelation von Alter und expanded disability

status scale (EDSS) zum Zeitpunkt der Liquorpunktion (LPZP) bei Patienten mit Multipler Sklerose, Anzahl Kieler

Kohorte: n=205, Hamburger Kohorte:

n=198. Darstellung mit linearer Regressionsgeraden + 95%-

Konfidenzintervall. Statistik: Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient (r), ****=p<0,0001

Korrelation
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p<0,0001
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r=0,4209
p<0,0001

Alter Zeitpunkt LP
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Patienten mit Multipler Sklerose zeigen ein distinktes, proinflammatorisches IeG-

Glykosylierungsmuster im Serum und Liquor: eine retrospektive Kohortenanalyse

Julia Kreipe', Yannic Bartsch?, Marc Ehlers?, Klaus-Peter Wandinger'~*, Frank Leypoldt'*”
! Neuroimmunologie, Institut fiir Klinische Chemie, UKSH Schleswig-Holstein

? Immunologie und Glykoanalytik, Institut fiir Ernihrungsmedizin, UKSH Schleswig-Holstein,
Liibeck

3 Klinik fiir Neurologie, UKSH Schleswig-Holstein, Liibeck
*Klinik fiir Neurologie, UKSH Schleswig-Holstein, Kiel

* Gleichermalen beitragend

Hintergrund:

Bei systemischen Autoimmunsyndromen wie der rheumatoiden Arthritis und im Tiermodell korreliert
die Glykosylierung konservierter Aminoséurereste am Fc-Terminus von IgG-Molekiilen im Serum mit
der Krankheitsaktivitdt. Dabei gelten IgG-Molekiile mit Galaktose oder Sialinsdure als protektiv,
wihrend gering glykosylierte Antikorpertypen (G0-IgG) mit proinflammatorischen Immunreaktionen
in Verbindung gebracht werden. Bei der Multiplen Sklerose (MS) ist die Glykosylierung der IgG-

Molekiile im Serum und Liquor kaum untersucht.

Ziele und Fragestellung:

Findet sich bei Patienten mit einer MS im Vergleich zu Kontrollpatienten eine differente IgG-
Glykosylierung im Serum und/oder Liquor? Zeigt sich bei Patienten mit einer MS eine Korrelation
zwischen Serum/Liquor-IgG-Fc-Glykosylierung und Krankheitsverlauf, Krankheitsaktivitdt oder

Prognose?
Methoden:

Retrospektive, monozentrische Kohortenanalyse von Patienten mit MS (McDonald 2010, MAGNIMS

2016) und Kontrollen (nicht-inflammatorische neurologische Erkrankungen) mit mindestens einer
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Liquor-/Serumprobe zwischen 2006 und 2016. Erfassung epidemiologischer, klinischer und
laborchemischer sowie Verlaufsparameter. Isolierung des Gesamt-IgG aus Liquor- und Serumproben
mittels Affinitdtschromatographie, Analyse der jeweiligen Zusammensetzung der Fc-Glykosylierung

mittels High-density-Liquid-Chromatography.

Ergebnisse

Von den MS-Patienten (n=210, 70% weiblich, mittleres Alter 38,5 Jahre) hatten zum Zeitpunkt der
Liquorpunktion 42% eine Erstmanifestation (n=89), 45% eine schubformig-remittierende MS (RRMS)
(n=95), 12% eine primér chronisch-progrediente MS (PPMS) (n=26). Eine Kohorte mit SPMS-Patienten
war umfasste nur 12 Patienten und wurde nicht beriicksichtigt. Die Kontrollkohorte umfasst 86 gesunde
Personen (69% weiblich, mittleres Alter 36,2 Jahre). Insgesamt waren bei den Patienten (Kontrollen)

Messungen von 153/200 (79/86) Liquor- und 200/210 (80/86) Serumproben moglich.

MS-Patienten hatten im Liquor (p<0,05) und im Serum (p<0,0001) einen signifikant hdheren Anteil an
proinflammatorischen GO-IgG als Kontrollen. Diese Unterschiede waren in der Gruppe der PPMS-
Patienten am stirksten ausgeprigt (i.L. und i.S. p=0,0001). Alter (i.L.: p<0,05, i.S.: p<0,05),
Erkrankungsdauer (i.L.: p<0,05, i.S.: p=n.s.) und Behinderungsgrad (gemessen anhand EDSS-Score)
(i.L.: p<0,001, i.S.: p<0,001) waren mit einer Zunahme des Anteils an GO-IgG korreliert.
Geschlechtsspezifische Unterschiede zeigten sich bei Patienten (i.L.: p<0,0001; i.S. p<0,0001) und
Kontrollen (i.L. p<0,01; i.S. p<0,05): Ménner hatten einen hoheren Anteil an proinflammatorischem
GO-IgG als Frauen. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit oder ohne

Schub, Kortisontherapie zum Zeitpunkt der LP und keine Korrelation mit MRT-Parametern.

Schlussfolgerung

MS-Patienten (PPMS>RRMS>CIS) zeigen nicht nur im Liquor sondern auch im Serum ein
proinflammatorisches IgG-Glykosylierungsmuster, das dem von Rheumapatienten &hnelt. Diese
Auffilligkeiten nahmen mit der Dauer der Erkrankung zu. Unsere Ergebnisse sprechen fiir eine
erkrankungsdauer-abhéngige, persistierende Dysregulation der ,Immunologischen Homoostase* in
Richtung proinflammatorisches Milieu nicht nur intrathekal sondern auch im systemischen
Immunkompartiment bei Patienten mit MS. Uberraschenderweise ist der ausgeprigteste Effekt bei
Patienten mit einer PPMS nachweisbar. Diese Ergebnisse werden derzeit in einer unabhingigen Kohorte
iiberpriift. Ob die pathologische IgG-Glykosylierung lediglich einen Biomarker einer anhaltenden
Krankheitsaktivitit bei Patienten mit MS darstellt oder auch kausal zur Krankheitsprogression beitragt,
muss in weiteren funktionellen Studien untersucht werden. Aufgrund der groen Uberlappung zwischen
MS-Patienten und Kontrollen ist das IgG-Glykosylierungsmuster gegenwartig nicht als diagnostischer

Test geeignet.
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