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1. Abstracts
1.1 Abstract auf Deutsch

Hintergrund: Ein Klinisch isoliertes Syndrom (clinically isolated syndrome, CIS) stellt
die klinische Erstmanifestation einer entziindlich-demyelinisierenden Erkrankung dar,
welche bei manchen Patientinnen und Patienten in das Vollbild einer schubférmigen
Multiplen Sklerose (MS) tbergehen kann. Bei einem CIS und einer MS findet sich
sehr haufig eine intrathekale Synthese von Immunglobulin (Ig)G, welche einerseits
gualitativ in Form oligoklonaler IgG-Banden (OKB), andererseits quantitativ mithilfe
der sogenannten Reiberdiagramme nachgewiesen werden kann. Wéahrend
intrathekal synthetisiertes IgG neben einem jungen Alter bei Symptombeginn und
einer hohen Anzahl an Lasionen in der Magnetresonanztomographie (MRT) ein gut
untersuchter Risikofaktor fir die Konversion von CIS zu MS darstellt, ist die
Studienlage zu intrathekal synthetisiertem IgM uneindeutig. Vorangehende Studien
zeigten jedoch Hinweise auf einen aggressiveren Krankheitsverlauf und ein hoheres
Konversionsrisiko.

Ziel: Ziel dieser Untersuchung war es, eine intrathekale IgM-Synthese als
unabhangigen Risikofaktor fur die Konversion von CIS zu MS zu evaluieren.
AulRerdem sollte eine mogliche Assoziation einer intrathekalen IgM-Synthese mit
demographischen, radiologischen und Liquorbefunden untersucht werden.
Methoden: Liquorparameter, inklusive OKB und einer intrathekalen 1gG- und IgM-
Synthese im Reiberdiagramm von 150 Patientinnen und Patienten mit CIS oder mit
friher MS aus der Berliner CIS-Kohortenstudie wurden erfasst und mit
demographischen und MR-tomographischen Parametern korreliert. Des Weiteren
wurde mittels Cox-Regressionsanalysen eine intrathekale IgM-Synthese als
Risikofaktor fir die Konversion von einem CIS in eine MS im Vergleich zu bereits
bekannten Risikofaktoren fur eine Konversion untersucht.

Ergebnisse: OKB konnten bei 86.6% der Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer
nachgewiesen werden. Eine intrathekale IgG-Synthese bestand bei 46.5%, eine IgM-
Synthese bei 23.2%. Patientinnen und Patienten mit einem CIS und Nachweis einer
intrathekalen IgM-Synthese waren im Median fiinf Jahre jinger als CIS-Patientinnen
und -Patienten ohne intrathekale IgM-Synthese (27 bzw. 32 Jahre, p=0.009). Des
Weiteren hatten Patientinnen und Patienten mit einer intrathekalen IgM-Synthese
signifikant haufiger infratentorielle Lasionen in der MRT (56.3% bzw. 33.3%; OR



[95% CI] 2.58 [1.13-5.93]). Sowohl in der univariaten als auch in der multivariablen
Cox-Regressionsanalyse war eine intrathekale IgM-Synthese stark assoziiert mit der
Konversion von CIS zu MS (multivariable Regression: HR [95% CI] 3.05 [1.45-6.44],
p=0.003). In die multivariable Analyse eingeschlossen wurden unter anderem Alter
(0.96 [0.93-1.00], p=0.059), OKB (0.92 [0.33-2.61], p=0.879), intrathekale 19G-
Synthese (0.98 [0.48-1.99], p=0.947), sowie der radiologische Nachweis einer
raumlichen Dissemination (2.63 [1.11-6.22], p=0.028).

Schlussfolgerung: Eine intrathekale IgM-Synthese ist ein bedeutsamer
unabhangiger Risikofaktor fur die Konversion eines CIS in eine MS, welcher
zukUnftig in die individuelle Beratung sowie therapeutische Entscheidungen bei

Patientinnen und Patienten mit einem CIS mit einbezogen werden kénnte.

1.2 Abstract auf Englisch

Background: A clinically isolated syndrome (CIS) is the first manifestation of an
inflammatory demyelinating disease, which in some patients can progress to multiple
sclerosis (MS). An intrathecal synthesis of immunoglobulin (Ig)G is a characteristic
finding in patients with a CIS or MS. It can be detected either qualitatively by
oligoclonal bands (OCB) or quantitatively by calculating the fraction of intrathecally
synthesised IgG with formulas described by Reiber. In addition to a younger age and
a high number of intracerebral lesions, intrathecal IgG synthesis is a well-known risk
factor for conversion from CIS to MS. In contrast, the predictive role of intrathecally
synthesised IgM has been less clear. However, recent studies suggested intrathecal
IgM production to be associated with a more aggressive course of disease and a
higher risk of conversion.

Objective: To evaluate intrathecal IgM synthesis as an independent risk factor for
conversion from CIS to MS and to investigate a possible association between
intrathecal IgM production and demographic, radiologic, and cerebrospinal fluid
findings.

Methods: We recorded OCB, an intrathecal IgG and IgM production, and other CSF
parameters of 150 patients with CIS or early MS who participate in the Berlin CIS-
cohort and correlated the data with demographic and radiologic parameters. Using

Cox-regression models we evaluated intrathecal IgM production as a risk factor for



conversion from CIS to MS according to McDonald criteria 2010 compared to other
risk factors.

Results: OCB were detected in 86.6%, an intrathecal IgG production was observed
in 46.5% and an intrathecal IgM synthesis in 23.2% of all patients. Patients with a
CIS and an intrathecal IgM synthesis were on average five years younger at
symptom onset than patients without an intrathecal IgM production (27 vs. 32 years,
p=0.009). Furthermore, patients with an intrathecal IgM production had more
frequently infratentorial lesions on MRI (56.3% vs. 33.3%; OR [95% CI] 2.58 [1.13—
5.93]). In univariate and in multivariable Cox regression analyses intrathecal IgM
production was strongly associated with conversion to MS (multivariable analysis: HR
[95% CI] 3.05 [1.45-6.44], p=0.003). Among the variables included in the
multivariable model were age (0.96 [0.93-1.00], p=0.059), OCB (0.92 [0.33-2.61],
p=0.879), calculated IgG production (0.98 [0.48-1.99], p=0.947) and radiologic
evidence of dissemination in space (2.63 [1.11-6.22], p=0.028).

Conclusion: Intrathecal IgM production is a meaningful, independent risk factor for
conversion from CIS to MS. Thus, it could be taken into account for individualised
counselling and therapeutic decision in patients with a CIS.

(vgl. Abstract Publikation: S. 31)



2. Einleitung
2.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entzundliche, neurodegenerative
Erkrankung, die im jungeren Erwachsenenalter auftritt. In einer Analyse der
Abrechnungsdaten der gesetzlichen Krankenversicherungen in Deutschland betrug
im Jahr 2010 die Pravalenz der MS 289/100.000 Versicherte,! wobei in den letzten
Jahrzehnten eine Zunahme der Haufigkeit beobachtet werden konnte.? Die exakte
Pathogenese der MS ist bis heute nicht vollstandig verstanden. Etablierte
Risikofaktoren fir die Entwicklung einer MS sind unter anderem eine genetische
Pradisposition, weibliches Geschlecht, eine durchgemachte Epstein-Barr Virus-
Infektion, niedrige Vitamin D-Spiegel und Rauchen.? Die MS geht mit zerebralen und
spinalen entzundlichen Lasionen einher, die sich mittels der
Magnetresonanztomographie (MRT) bildgebend darstellen lassen. Der wichtigste
Laborbefund bei der MS ist eine intrathekale, also eine im Liquorraum stattfindende,
Synthese von Immunglobulin (Ig)G, welche sich bei >95% der Patientinnen und
Patienten mit MS findet.*

Typischerweise verlauft die MS initial schubférmig. Das erstmalige Auftreten von
Symptomen, die auf eine mdgliche MS hinweisen (z.B. einer Optikusneuritis, einer
Hemiparese oder Hemihypéasthesie), bezeichnet man als klinisch isoliertes Syndrom
(engl. clinically isolated syndrome, CIS). Ein CIS ist somit ein erstes Schubereignis,
das die mogliche spatere Entwicklung einer MS ankiindigen kann. Die Diagnose
einer klinisch definitiven MS (engl. clinically definitive MS, CDMS) lasst sich jedoch
erst stellen, wenn im Anschluss an ein CIS zu einem spateren Zeitpunkt ein zweites
Schubereignis auftritt. Bei Patientinnen und Patienten mit einem CIS stellt sich also
die wichtige Frage, ob, und wenn ja, wann es nach einem CIS zukinftig zu einem
zweiten Schubereignis kommt. Die Beantwortung dieser Frage ist auch insofern
hochrelevant, als die Empfehlung zu einer Immuntherapie auf dieser individuellen
prognostischen Einschatzung des weiteren Krankheitsverlaufes beruht. Vor diesem
Hintergrund haben verschiedene Studien Risikofaktoren identifiziert, welche die
Wabhrscheinlichkeit einer sogenannten Konversion von einem CIS in eine MS
vorhersagen kdnnen. Etablierte Risikofaktoren flir eine Konversion von einem CIS in

eine MS sind die Anzahl und unterschiedliche Lokalisation von L&sionen in der



kranialen MRT, eine intrathekale 1gG-Synthese, sowie ein jingeres

Patientenalter.>67

Interessanterweise weist ein Teil der Patientinnen und Patienten mit MS neben einer
intrathekalen IgG- auch eine intrathekale IgM-Synthese auf. Die mégliche Rolle einer
intrathekalen IgM-Synthese als prognostischer Marker flr eine Konversion in eine
MS bei Patientinnen und Patienten mit einem CIS war bislang in prospektiven
Studien jedoch nicht ausreichend untersucht. Vor diesem Hintergrund stellen sich
folgende Fragen: Stellt eine intrathekale IgM-Synthese einen Risikofaktor fur eine
Konversion dar? Falls dies der Fall sein sollte, wie stark ist der Einfluss einer
intrathekalen IgM-Synthese als Risikofaktor fiir eine Konversion im Vergleich zu
bereits bekannten Risikofaktoren? Unterscheiden sich Patientinnen und Patienten
mit einer intrathekalen IgM-Synthese hinsichtlich klinischer und
kernspintomographischer Charakteristika von Patientinnen und Patienten, die diesen

Liquorbefund nicht aufweisen?

In der vorliegenden Studie untersuchten wir in einer prospektiven Kohorte von
Patientinnen und Patienten mit einem CIS eine intrathekale IgM-Synthese im
Vergleich zu bereits etablierten Risikofaktoren als potentiellen prognostischen
Parameter fur die Konversion von einem CIS in eine MS. Hiermit wollten wir einen fur
die klinische Praxis relevanten Beitrag zur Verbesserung der Einschatzung des

Konversionsrisikos von CIS in eine MS leisten.

3. Material und Methoden

3.1 Diagnostik

Ein Kklinisch isoliertes Syndrom stellt ein erstmaliges Schubereignis mit akutem oder
subakutem Beginn und einer Dauer von mindestens 24 Stunden dar, das typisch fir
eine entzundlich-demyelinisierende Erkrankung ist (z.B. eine Optikusneuritis oder
eine transverse Myelitis). In der Labordiagnostik sowie in der MRT durften sich
hierbei keine Hinweise auf anderweitige Differentialdiagnosen finden.



Die Diagnose einer MS wird anhand klinischer Parameter und mit Hilfe der MRT
nach den sogenannten McDonald-Kriterien gestellt. Erstmals 2001 etabliert, haben
die Diagnosekriterien mehrfache Revisionen erfahren, zuletzt 2017. Wir wandten in
unsere Studie die Kriterien von 2010 an, da die Erfassung der Diagnosen vor 2017
erfolgte. Die McDonald-Kriterien von 2010 sind der Abbildung zu entnehmen.

Clinical Presentation Additional Data Needed for MS Diagnosis

>2 artacks™; objective clinical None*
evidence of >2 lesions or objective

clinical evidence of 1 lesion with

reasonable historical

evidence of a prior attack

>2 arracks”; objecrive clinical Disseminartion in space, demonstrared by:

evidence of 1 lesion =1 T2 lesion in ar least 2 of 4 MS-rypical regions of the ( NS
(periventricular, juxtacortical, infratentorial, or spinal cord)®;
Await a further clinical attack® implicating a different CNS site

I artack®; objective clinical Dissemination in time, demonstrated by:

evidence of =2 lesions Simultaneous presence of asympromaric gadolinium-enhancing
and nonenhancing lesions at any time; or
A new T2 and/or gadolinium-¢nhancing lesion(s) on follow-up
MR, irrespective of its timing with reference to a bascline scan; or
Await a second clinical arrack™

1 attack®; objective clinical Dissemination in space and time, demonstrated by:
evidence of 1 lesion For DIS:
(clinically isolated syndrome) >1 T2 lesion in at least 2 of 4 MS-typical regions of the C\S

(periventricular, juxtacortical, infratentorial, or spinal Lﬂl’d)

Awair a second clinical attack® implicating a different CNS sitg; |nd

For DIT:

Simultancous presence of asympromatic gadolinium-enhancing

and nonenhancing lesions at any time; or

A new T2 and/or gadolinium-enhancing lesion(s) on follow-up MRI,

irrespective of its timing with reference to a baseline scan; or

Await a second clinical atrack®
Insidious neurological progression 1 year of disease progression (retrospectively or prospectively
suggestive of MS (PPMS) determined) plus 2 of 3 of the following criteria®;

1. Evidence for DIS in the brain based on >1 T2 lesions in the

MS-characreristic (periventricular, juxtacortical, or infratentorial) regions

2. Evidence for DIS in the spinal cord based on >2 T2

lesions in the cord

3. Positive CSF (isoclectric focusing evidence of oligoclonal bands

and/or elevared 1gG index)
If the Criteria are fulfilled and there is no better explanation for the clinical presentation, the diagnosis is *MS”; if suspicious, but
the Criteria are not completely mee, the diagnosis is “possible MS™; if another diagnosis arises during the evaluation that better
explains the clinical presentation, then the diagnosis is “not MS.”
*An attack (relapse; exacerbation) is defined as patient-reported or objectively observed events typical of an acute inflammatory
demyelinating event in the CNS, current or historical, with duration of at least 24 hours, in the absence of fever or infection. It
should be documented by contemporancous neurological examination, but some historical events with symptoms and evolution
characteristic for MS, but for which no objective logical findings are doct d, can prowdc reasonable evidence of a prior
dcmyclm:mng event. Reports of paroxysmal symproms (historical or “current) should, however, consist of multple episodes occur-
ring aver not less than 24 hours, Before a definite diagnosis of MS can be made, at least 1 attack must be corroborated by findings
on neurological examination, visual evoked potential response in patients reporting prior visual disturbance, or MRI consistent
with demyelination in the area of the CNS implicated in the historical report of neurological symptoms.
"Clinical diagnosis based on objective clinical findings for 2 attacks is most secure. Reasonable historical evidence for 1 past actack,
in the absence of documented objective neurological findings, can include historical events with symproms and evolution characer-
istics for a prior inflammatory demyelinating event; at least 1 artack, however, must be supported by objective findings.
“No additional tests are required. However, it is desirable that any diagnosis of MS be made with access to imaging based on these
Criteria. If imaging or other tests (for instance, CSF) are undertaken and are negative, extreme caution needs to be taken before
making a diagnosis of MS, and alternative diag must be considered. There must be no better explanation for the clinical pre-
sentation, and objective evidence must be present to support a diagnosis of MS.
Gadolinium-enhancing lesions are not required; symptomatic lesions are excluded from consideration in subjects with brainstem
or spinal cord syndromes.
MS = multiple ‘sclerosis; CNS = cenural nervous system; MRI = j e i DIS = dissemination in space; DIT =
dissemination in time; PPMS = primary progressive multiple sclerosis; CSF oenebmspmal fluid; IgG = immunoglobulin G.

McDonald-Kriterien von 2010.8

Vereinfacht formuliert kann eine CDMS nach zwei aufgetretenen Schiben

diagnostiziert werden. Ist erst ein Schub aufgetreten, missen weitere Kriterien erfullt
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sein um die Diagnose MS zu stellen. Dies ist einerseits der Nachweis der
Dissemination im Raum (das heif3t es sind Lasionen in verschiedenen Regionen des
zentralen Nervensystems vorhanden), als auch der Nachweis fur die zeitliche
Dissemination (Vorhandensein von unterschiedlich alten Lasionen. Diese lassen sich
durch Kontrastmittelgabe unterscheiden. Erst kiirzlich aufgetretene Lasionen weisen,

eine Kontrastmittelaufnahme auf im Gegensatz zu alteren Lasionen).

Neu in den Kriterien von 2017 ist die Wiederaufnahme von oligoklonalen Banden
(OKB) als Nachweis einer intrathekalen Immunglobulinsynthese, was die wieder
zunehmende Bedeutung der Liquordiagnostik unterstreicht. So lasst sich neuerdings
bereits nach einem klinisch nachgewiesenen Schub sowie =22 Lasionen in der MRT in
fur eine MS typischen Regionen und bei Vorhandensein von OKB eine MS
diagnostizieren. Ein Nachweis fir die zeitliche Dissemination ist in diesem Falle nicht

mehr erforderlich.®

3.2 Die Berliner CIS-Kohorte

Samtliche Patientinnen und Patienten, die in dieser Arbeit analysiert wurden,
entstammen der ,Berliner CIS-Kohorte* (NCT01371071), einer prospektiven,
longitudinalen Beobachtungsstudie mit Beginn im Jahr 2011. Die Berliner CIS-
Kohorte ist ein Kooperationsprojekt des NeuroCure Clinical Research Center Berlin
und der Klinik fir Neurologie der Charité Universitatsmedizin Berlin. Ziel dieser
Beobachtungsstudie ist unter anderem die Identifizierung und Evaluation von
maoglichen Faktoren, die das Konversionsrisiko bzw. den frithen Verlauf einer MS
beeinflussen. Fir die Studie liegt ein positives Votum der Ethikkommission Charité
Campus Mitte vor. Im Rahmen mehrerer Projekte wurden (unter Beteiligung der
Verfasserin dieser Arbeit) bereits einzelne Datensatze analysiert und verdoffentlicht,
z.B. zur Rolle von Antikdrpern gegen Epstein-Barr-Virus (EBV) als mogliche
Krankheitsaktivitats- und prognostische Parameter bei friither MS,1° zum
Zusammenhang einer intrathekalen 1gG-Synthese mit der H6he von
Antikorperspiegeln gegen EBV,!! zur Rolle von Vitamin D bei friiher MS,'? zu

Veranderungen der retinalen Ganglienschicht bei Patientinnen und Patienten mit
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friiher MS,'2 sowie zur Rolle von microRNAs'* und Gamma-H2AX*® als mogliche

Biomarker bei Patientinnen und Patienten mit CIS und MS.

Einschlusskriterien fur die aktuelle Studie waren Volljahrigkeit, die Diagnose eines
CIS (Diagnosezeitpunkt maximal 6 Monate zurtickliegend) oder die Diagnose einer
schubférmig remittierenden MS (engl. relapsing remitting MS,RRMS) nach den
McDonald-Kriterien von 2010 (Diagnosezeitpunkt maximal 24 Monate

zurtuckliegend). Ausschlusskriterien umfassten die Verweigerung des schriftlichen
Einverstandnisses in die Studie, einen Substanzabusus in der Vergangenheit und
Umstande, die die Durchfiihrung einer MRT oder eine Untersuchung mittels optischer

Koharenztomographie (OCT) nicht zulassen.

Mindestens einmal jahrlich stattfindende Studienvisiten bestanden unter anderem
aus einer cerebralen und spinalen Bildgebung mittels 3-Tesla-MRT (ausfuhrliche
technische Informationen zur Bildgenerierung siehe Publikation, S. 33) einer
ausfuhrlichen neurologischen Untersuchung inklusive Erhebung des Grades der
Behinderung mittels der Expanded Disability Status Scale (EDSS), visuellen
Prifungen (mittels Visustestung, visuell evozierten Potentialen (VEP) und der OCT)

sowie der Gewinnung von Blut- und Speichelproben.

3.3 Liquoranalysen

Die in dieser Arbeit analysierten Liquordaten entstammen in der Regel von dem
ersten stationdren Aufenthalt bei Symptombeginn (vor Einschluss der Patientinnen
und Patienten in die Berliner CIS-Kohorte). Die Lumbalpunktionen wurden somit nicht
zu Studienzwecken, sondern ausschlie3lich im Rahmen der Routinediagnostik

durchgefuhrt. Alle Liquoranalysen wurden von akkreditierten Laboren durchgefihrt.

Eine intrathekale Ig-Synthese kann mit unterschiedlichen Verfahren qualitativ oder

guantitativ ermittelt werden.

Der qualitative Nachweis erfolgt durch den Nachweis sogenannter oligoklonaler
Banden (OKB), welche im Liquor, jedoch nicht im Serum nachweisbar sind. Die
Auftrennung der Proteine erfolgt mittels isoelektrischer Fokussierung durch Auftragen

von Serum und Liquor des Patienten auf ein Gel, in dem zuvor ein pH-Gradient
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etabliert wurde. Nachdem eine elektrische Spannung angelegt wurde, bewegen sich
die Proteine je nach Eigenladung im Gel unterschiedlich weit und kdnnen somit
voneinander diskriminiert werden. Hierbei konnen funf Banden-Typen unterschieden

werden.
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Typ 1: Keine Banden in Liquor und Serum. Typ 2: Oligoklonale IgG-Banden im Liquor, nicht im Serum.
Interpretation: Intrathekale 1IgG-Synthese. Typ 3: Oligoklonale Banden im Liquor (wie Typ 2) und zusatzlich
identische oligoklonale Banden im Liquor und Serum (wie Typ 4). Interpretation: Intrathekale 1I9G-Synthese.
Typ 4: Ubereinstimmende oligoklonale Bandenmuster in Liquor und Serum. Interpretation: Keine
intrathekale IgG-Synthese aber Immunreaktion im Blut. Typ 5: Monoklonales Bandenmuster in Liquor und
Serum. Interpretation: Systemische Paraproteindmie.*®

Der quantitative Nachweis einer intrathekalen lg-Synthese erfolgt mittels der
sogenannten Reiber-Diagramme und deren Formeln.16 Hierbei wird der prozentuale
Anteil an intrathekal synthetisiertem Immunglobulin am Gesamt-Immunglobulin im
Liquor errechnet aus Liquor/Serum-Quotienten von Albumin und dem
entsprechenden Immunglobulin sowie Qlim. Eine hyperbolische Funktion beschreibt

den Referenzbereich fur Immunglobulin im Liquor, das aus dem Blut stammt. Werte
12



oberhalb des Referenzbereichs signalisieren damit eine intrathekale 1g-Synthese.
QLim stellt die obere Grenze des Referenzbereichs fur den jeweiligen Ig-Quotienten

in Bezug zum Albuminquotienten dar.’

Diese Liquor-Serum-Quotienten kbnnen auch graphisch miteinander in Beziehung
gesetzt werden. In einem Diagramm aufgezeichnet (siehe Abb.), gelingt schnell die
Beurteilung ob ein Normalbefund, eine intrathekale Ig-Synthese, eine gestorte Blut-
Hirn-Schrankenfunktion oder Mischformen bestehen.
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Liguor/Serum-Quotienten-Diagramm fir IgG. Qlim, markiert den oberen Referenzbereich. Anhand der
diagonalen gestrichelten Linien tberhalb Qlim, kann der Anteil einer intrathekal synthetisierten 1g-Synthese
abgelesen werden. Es kdnnen verschiedene Bereiche voneinander diskriminiert werden. Bereich 1:
Normalbefund. Bereich 2: Gestorte Blut-Hirn-Schranken-Funktion. Bereich 3: Intrathekale IgG-Synthese
und gestorte Blut-Hirn-Schranken-Funktion. Bereich 4: Intrathekale 1IgG-Synthese. Bereich 5: analytische

Fehler (da Werte unterhalb des Referenzbreichs).”

Zur exakten rechnerischen Herangehensweise von Qlim fur die jeweiligen
Immunglobuline sowie die Errechnung der intrathekal synthetisierten Ig-Fraktion
verweise ich auf die Publikation (S. 32-33).

Eine dritte, jedoch veraltete, Messmethode ist die Erhebung des Ig-Index. Hierbei
werden ebenfalls die Liquor-Serum-Quotienten von Albumin und des jeweiligen Ig
zueinander in Beziehung gesetzt. Da jedoch physiologisch keine lineare Beziehung
zwischen den beiden Quotienten herrscht, fihrt dies bei hohen Albuminquotienten zu

falsch positiven Befunden.t’
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Sowohl die qualitative Erfassung einer intrathekalen IgG-Synthese in Form von OKB
als auch die quantitative Methode zum Nachweis einer intrathekalen lg-Synthese ist
im Rahmen der Routine-Liquordiagnostik in Deutschland etabliert. Hierbei ist die
Sensitivitat des Nachweises von OKB hoher als die des Nachweises einer
intrathekalen 1gG-Synthese im Reiber-Diagramm.

3.4 Intrathekal synthetisiertes Immunglobulin M

Wie bereits erwahnt wurde eine intrathekale 1gG-Synthese bei Patientinnen und
Patienten mit friher MS bereits haufig untersucht und stellt einen etablierten
Risikofaktor fur die Konversion eines CIS in eine MS dar. Dahingegen besteht fur
intrathekal synthetisiertes IgM eine widerspruchliche Datenlage.

Zum einen gibt es bisher keinen Goldstandard zur Messung von intrathekal
synthetisiertem IgM. Aufgrund der pentameren Struktur und des hdheren
Molekulargewichts, ist die Methode fir oligoklonale IgM-Banden deutlich
anspruchsvoller und stéranfalliger als die Bestimmung von oligoklonalen 1gG-
Banden. Kritiker beméangeln daher eine héhere Anzahl falsch positiver

Bandeninterpretationen.18

Die quantitative Berechnung einer intrathekalen IgM-Synthese erfolgt analog zur
Berechnung von IgG mithilfe der Reiber Formeln und scheint keine methodischen
Einschrankungen aufzuweisen. Es ist jedoch vorstellbar, dass - in Analogie zur
Messung von intrathekal synthetisiertem IgG - die quantitative Messung

moglicherweise weniger sensitiv ist als eine qualitative Messung.*®

Aufgrund der unsicheren Messmethoden fir IgM-Banden sowie die bereits in
Deutschland als Routineparameter gut verfigbaren Daten zur kalkulierten Synthese,
analysierten wir in dieser Arbeit die mittels der Reiber-Formeln berechnete

guantitative intrathekale IgM-Synthese.

Zum anderen ist die bisherige Studienlage zu intrathekal synthetisiertem IgM als
prognostischer Parameter widersprichlich. Eine Studie mit 500 sardinischen
Patientinnen und Patienten konnte keine Assoziation von intrathekal synthetisiertem

IgM (gemessen als oligoklonale IgM Banden) mit erhdhter Behinderungsprogression
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bei MS feststellen.?° Zu ahnlichen Ergebnissen, allerdings durch quantitativ
gemessenes IgM, kam eine Studie mit 70 padiatrischen MS-Patientinnen und
Patienten.® Kontrar hierzu zeigten Huss et al. in einer retrospektiven Studie mit 126
CIS-Patientinnen und Patienten, dass das Vorhandensein von intrathekal
synthetisiertem IgM das Risiko fiir die Konversion in eine MS erhoht.?! Die
Arbeitsgruppe um Villar et al. konnte ebenfalls ein erhéhtes Konversionsrisiko sowie
einen aggressiveren Krankheitsverlauf bei Patientinnen und Patienten mit

oligoklonalen IgM-Banden darstellen.??

Die zitierten Studien unterscheiden sich in der angewandten Methodik der IgM

Messung und der Studienendpunkte. Dies erschwert die Vergleichbarkeit.

Die insgesamt begrenzte und kontroverse Datenlage zu intrathekal synthetisiertem
IgM war ein Grund Daten zur intrathekalen IgM-Synthese in einer grol3en

Patientenkohorte systematisch zu erheben und auszuwerten.

3.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten wurde mittels der Programme GraphPad
Prism sowie SPSS durchgefihrt. Zur Beschreibung der verschiedenen statistischen
Tests verweise ich auf die Publikation (S. 33). Im Hinblick auf die teils komplexe
statistische Auswertung, insbesondere sind hier die im Folgenden erlauterten
Regressionsanalysen zu nennen, arbeiteten wir eng mit der Biostatistikerin Frau PD
Dr. Ulrike Grittner vom Institut fir Biometrie und Klinische Epidemiologie der Charité

Universitatsmedizin Berlin zusammen.

Zunachst nutzten wir lineare und binéare logistische Regressionsanalysen um die
Beziehung von einer intrathekalen Ig-Synthese (differenziert in Vorhandensein von
OKB, im Anschluss zusétzlich Vorhandensein einer kalkulierten intrathekalen 1gG-
oder IgM-Synthese) mit definierten abh&ngigen Variablen (Alter bei Symptombeginn,
Anzahl und Lokalisation von MRT-Lasionen, Zellzahl im Liguor) einzeln zu
modellieren. Als MaR der Effektstarke dienten das partielle Eta-Quadrat (partial n?).
AulRerdem berechneten wir Odd Ratios (OR) um die Starke des Zusammenhangs

der Variablen zu quantifizieren sowie Konfidenzintervalle (CI) von 95%. Um eine
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maogliche gegenseitige Abhéngigkeit der intrathekalen 1gG- und IgM-Synthese
sichtbar zu machen, wurde ein zusatzlicher Interaktionseffekt berechnet, welcher sich

als nicht signifikant erwies.

Mittelpunkt unserer Untersuchung bildeten im Anschluss die Cox-
Regressionsanalysen. Univariate Analysen berechnen zunéchst den Einfluss
einzelner Variablen (in unserem Fall Alter, Geschlecht, Immuntherapie, Anzahl an
MRT-Lasionen, Nachweis einer raumlichen Dissemination im MRT, OKB und
intrathekal synthetisiertes IgG oder IgM) auf das Eintreten eines Ereignisses
(Konversion CIS in eine MS). Im Anschluss erfolgt eine multivariable Analyse. Um
mdogliche Einfliisse von Variablen weitestgehend auszuschlieRen, wurden zunachst
die oben genannten Variablen dem Modell hinzugefuigt und bei statistisch
ausbleibendem Einfluss mit einer schrittweisen Rickwartsselektion wieder aus dem
Modell entfernt. Das radiologisch definierte Kriterium der Dissemination im Raum,
OKB, intrathekal synthetisiertes IgG und IgM wurden von dieser Ruckwartsselektion,

auch ,stepwise backward selection“ genannt, ausgenommen.

4. Ergebnisse

Ausgewahlte Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt. Fur eine detaillierte
Darstellung der Ergebnisse verweise ich auf unsere Publikation (S. 34-37).

Mithilfe der oben genannten Reiber-Formeln berechneten wir den prozentualen
Anteil von intrathekal synthetisiertem Immunglobulin G, M und A am Gesamt-
Immunglobulin im Liquor bei 150 Patientinnen und Patienten mit CIS oder RRMS.
Insgesamt wiesen 46.5% (n=144) der Studienteilnehmerinnen und -teilnehmer eine
intrathekale 1gG-Synthese >0% auf, wahrend der Nachweis von oligoklonalen
Banden als sensitivere Methode bei 86.6% (n=149) deutlich haufiger gelang. Bei
23.2% (n=142) der Studienpatientinnen und -patienten konnte eine intrathekale IgM-
Synthese detektiert werden und nur bei 3.7% (n=136) der Patientinnen und Patienten

bestand eine IgA-Synthese.
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Des Weiteren analysierten wir Variablen wie Alter, Geschlecht, weitere
Liguorparameter sowie Lasionsanzahl und -lokalisation in Gruppenvergleichen unter
anderem mithilfe von logistischen Regressionsanalysen. Wir definierten funf
Gruppen, die sich anhand der intrathekalen 1g-Synthese unterschieden, je nach dem
ob OKB, eine kalkulierte IgG- oder IgM-Synthese bestanden (siehe Tabelle). Eine
weitere Subgruppenanalyse erfolgte nur unter allen OKB-positiven Patienten. Hier
erfolgte die Einteilung in zwei Gruppen in Patientinnen und Patienten mit oder ohne

eine intrathekale IgM-Synthese.

OKB [I1gG | IgM

Gruppe 1 - - -
Gruppe 2 + - -
Gruppe 3 + - +
Gruppe 4 + + -
Gruppe 5 + + +

Einteilung der Gruppen.

Patienten und Patientinnen mit einer intrathekalen IgM-Synthese waren im Median
bei erstem klinischen Schubereignis finf Jahre jinger als Patienten und Patientinnen
ohne IgM-Synthese (27 vs. 32 Jahre, p=0.013). Selbiges Ergebnis konnte auch
erzielt werden, wenn nur OCB-positive Patienten und Patientinnen in die Berechnung
mit einbezogen wurden (27 vs. 32 Jahre, partielles n? fur IgM-Synthese: 0.056,
p=0.009). Im Gegensatz dazu waren OKB oder eine kalkulierte intrathekale 1gG-
Synthese nicht assoziiert mit dem Alter bei Symptombeginn (n? fir OKB+ vs. OKB-:
0.001, p=0.663; partielles n? fur kalkulierte IgG-Synthese: 0.015, p=0.180).

Wahrend eine intrathekale IgM-Synthese keine Korrelation mit der Lasionsanzahl in
der MRT aufwies, zeigten sich Unterschiede der Gruppen hinsichtlich der
Lasionslokalisation. 56.3% (18/32) der IgM-positiven Patientinnen und Patienten
wiesen infratentorielle Lasionen auf, wéahrend in der Gruppe mit negativem IgM-
Status nur 31.7% der Patienten und Patientinnen Lasionen in dieser ZNS-Region
zeigten (p=0.021). Dieses Ergebnis bestéatigte sich auch, wenn nur OKB-positive
Patienten und Patientinnen analysiert wurden (56.3% vs. 33.3%, OR [95% CI] 2.58
[1.13-5.93]). Der IgM-Status war jedoch nicht mit anderen L&sionslokalisationen
(periventrikular oder juxtacortical) assoziiert.
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Mittels der Cox-Regressionsanalyse berechneten wir den Einfluss von einer
intrathekalen Ig-Synthese und anderer Variablen (Alter, Geschlecht, Immuntherapie,
raumliche Dissemination und Lasionszahl) auf das Konversionsrisiko. Der
Beobachtungszeitraum betrug im Median 619 Tage von erster bis letzter MRT-
Untersuchung, bzw. 727 Tage vom ersten Schubereignis bis zur letzten
Studienvisite. In diesem Zeitraum trat bei 42 von 96 Patienten mit einem CIS eine
Konversion in eine MS auf. Dies geschah entweder klinisch in Form eines zweiten
Schubereignisses oder radiologisch durch den Nachweis einer neu aufgetretenen
Lasion und damit einer kernspintomographisch nachweisbaren zeitlichen
Dissemination (siehe Abb. McDonald-Kriterien 2010 S. 9). Bei 31/42 Patienten lag

eine radiologische und bei 11/42 Patienten eine klinische Konversion vor.

Patientinnen und Patienten, die eine intrathekale IgM-Synthese aufwiesen, hatten
sowohl in der univariaten (hazard ratio [95% CI] 3.42 [1.75-6.67], p<0.001] als auch
in der multivariablen Analyse (HR [95% CI] 3.05 [1.45-6.44], p=0.003) ein mehr als
dreifach erhohtes Konversionsrisiko im Vergleich zu Patientinnen und Patienten ohne
eine intrathekale IgM-Synthese. Im Gegensatz dazu waren OKB oder eine kalkulierte
intrathekale IgG-Synthese nicht assoziiert mit der Konversion in eine MS. In einer
Subgruppenanalyse von ausschlie3lich OKB-positiven Patientinnen und Patienten
konnte der Einfluss einer intrathekalen IgM-Synthese auf das Konversionsrisiko
ebenfalls gezeigt werden (prozentualer Anteil an konvertierten Patientinnen und
Patienten innerhalb eines Jahres [95% CI]: OKB+/IgM- 17.6% [7.0-27.0] vs.
OKB+/IgM+ 57.1% [23.3-76.1]). Dieser Effekt wurde nicht maRRgeblich beeinflusst
durch eine zusatzlich vorhandene kalkulierte IgG-Synthese (OKB+/IgG-/IgM+ 55.0%
[0-80.2] vs. OKB+/IgG+/IgM+ 58.3% [6.0-81.5]).

Unter den anderen untersuchten Variablen wies die raumliche Dissemination sowie
die absolute Anzahl an Lasionen einen signifikanten Einfluss auf das
Konversionsrisiko auf. Diese Ergebnisse konnten jedoch in der Analyse von
ausschlief3lich OKB -positiven Patienten und Patientinnen nicht bestétigt werden. Die
Ubrigen Variablen beeinflussten das Risiko nicht. Damit ist intrathekal synthetisiertes

IgM in unseren Analysen der starkste Einflussfaktor fur die Konversion in eine MS.

18



5. Diskussion

Im Folgenden werden exemplarisch verschiedene Aspekte unserer Arbeit diskutiert.

Detailliertere Ausfiihrungen sind der Publikation zu entnehmen (S. 37-42).

Die drei wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind, dass intrathekal synthetisiertes
IgM a) ein starker Pradiktor fur die Konversion von CIS in eine MS ist, b) mit dem
Auftreten von infratentoriellen Lasionen und c) mit jingerem Erstmanifestationsalter

einer MS assoziiert ist.

Unsere Ergebnisse sind damit konsistent mit einigen anderen Studien, die ebenfalls
gezeigt haben, dass eine intrathekale IgM-Synthese ein Marker fir einen
ungunstigeren Verlauf einer MS bzw. ein Risikofaktor fur die Konversion von CIS zu
MS ist.2122.2324 Dje Studien unterschieden sich jedoch oft in der Messung der IgM-
Synthese. Unserer Meinung nach ist die Berechnung der intrathekal synthetisierten
Fraktion von IgM am Gesamt-IgM im Liquor nach Reiber die aktuell zu favorisierende
Methode zur Erfassung einer intrathekalen IgM-Synthese. Zum einen ist die
Berechnung weniger stéranfallig und erfordert keine gleichermaf3en aufwandigen
laborexperimentellen Arbeitsschritte wie die Messung von oligoklonalen IgM-Banden.
Des Weiteren ist sie der Messung des IgM-Indexes Uberlegen, da sie der
nichtlinearen Beziehung zwischen Liquor-Serum-Quotienten von Immunglobulin und
Albumin Rechnung tragt. Und nicht zuletzt wird die Berechnung der intrathekalen Ig-
Synthese nach Reiber in Deutschland und in Europa im Rahmen der Standard-

Liquordiagnostik bereits seit Jahren breitflachig erhoben und ist daher gut etabliert.

Sowohl aufgrund des signifikant jiingeren Alters bei Symptombeginn als auch
aufgrund der hoheren Konversionsrate kbnnen wir aus unseren Daten
schlussfolgern, dass eine intrathekale IgM-Synthese ein Zeichen erhohter
Krankheitsaktivitat bei Patientinnen und Patienten mit einem CIS darstellt. Eine
kalkulierte intrathekale IgM-Synthese ist laut unseren Ergebnissen sogar ein
starkerer Risikofaktor fur die Konversion als bereits bekannte Risikofaktoren wie zum
Beispiel OKB, jiingeres Alter, die Zahl der Lasionen oder die Erfullung der MRT-
Kriterien fir die Dissemination im Raum. Huss et al.?! konnten ebenfalls einen
starkeren Einfluss von intrathekal synthetisiertem IgM als OKB auf das

Konversionsrisiko feststellen.
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Einige bisher veroffentlichte Studien, die OKB als Risikofaktor fur die Konversion
eines CIS in eine MS untersuchten, berlcksichtigten nicht intrathekal synthetisiertes
IgM.®" Inunserer Arbeit hatten alle Patientinnen und Patienten, die eine intrathekale
IgM-Synthese aufwiesen, ebenfalls den Nachweis von OKB im Liquor. Aufgrund
dessen ist es vorstellbar, dass das Konversionsrisiko, welches in den voran
gegangenen Studien OKB zugeschrieben wurde, bei einem Teil der vormals
untersuchten Patientinnen und Patienten auf eine mdgliche IgM-Synthese

zurickzufiuhren ist.

Starken unserer Arbeit sind die Erhebung eines umfassenden Datensatzes an
Liguorparametern von Patientinnen und Patienten mit CIS und friher MS. Diese
Daten konnten gemeinsam mit standardisierten klinischen sowie MRT-Daten, welche
bei Studieneinschluss sowie bei mehrfachen Folgevisiten erhoben wurden, analysiert

werden.

Limitationen unserer Arbeit sind ein noch zu geringer Beobachtungszeitraum um den
langerfristigen Einfluss von einer intrathekalen IgM-Synthese zu beurteilen. Des
Weiteren wurden MR-tomographisch keine volumetrischen Daten erfasst wie zum
Beispiel Daten zu Atrophie oder dem Verhéltnis von weil3er zu grauer Substanz. Eine
Untersuchung dieser Parameter in Abhangigkeit von einer intrathekalen IgM-

Synthese konnte Ziel zukinftiger Studien sein.

Insgesamt konnten wir in unserer Arbeit zeigen, dass eine intrathekale IgM-Synthese
einen wichtigen Risikofaktor fiir eine friihe Konversion von CIS in eine MS darstellt
und somit bei der individuellen Beratung von Patientinnen und Patienten mit einem

CIS und bei Therapieentscheidungen mit einbezogen werden kénnte.

5.1 Resonanz auf die Publikation

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden nach der Publikation in der Fachoffentlichkeit
bereits weiter diskutiert. Unsere Arbeit wurde unter anderem in der Rubrik ,research

highlight“ im Journal Nature Reviews Neurology zusammengefasst.?®

Des Weiteren berichteten Alcala et al. in Form eines Kommentars2® zu unserer

Veroffentlichung von ihren Ergebnissen mit oligoklonalen IgM-Banden, welche
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ebenfalls einen Risikofaktor fiir die Konversion in eine MS darstellen.?” Daruber
hinaus konnte diese Arbeitsgruppe feststellen, dass Patientinnen und Patienten mit
oligoklonalen IgM-Banden unterschiedlich auf Immuntherapien reagieren. So sprach
die Patientengruppe mit IgM-Banden im Hinblick auf weitere Schiibe schlechter auf
Interferon-B an als auf Glatirameracetat.?® Ihre Schlussfolgerung war, dass
intrathekal synthetisiertes IgM einen Einfluss auf die Wirksamkeit von
Immuntherapien hat (speziell auf die Wirksamkeit von Interferon-3) und der IgM-

Status in Therapieentscheidungen mit einbezogen werden sollte.

Da in unserer Probandengruppe bei Studieneinschluss nur etwa ein Drittel der
Patientinnen und Patienten Gberhaupt MS-Therapeutika erhielt (Kortikosteroide
ausgenommen) und die CIS-Kohorten-Studie primar keine Therapiestudie darstellt,
verzichteten wir aufgrund der kleinen Fallzahlen auf eine Subgruppenanalyse
hinsichtlich der verschiedenen Immuntherapien. Die Immuntherapie fand als
dichotome Variable Eingang in unsere Berechnungen ob die Patientinnen und

Patienten eine Medikation erhielten oder nicht.

Eine klrzlich veroffentliche Metaanalyse untersuchte unter anderem den Einfluss von
IgM auf das Konversionsrisiko, in der auch unsere Arbeit als eine von 12 Studien mit
einbezogen wurde.?® Die Autorinnen Mailand und Frederiksen kamen in ihrer
Bewertung zu den gleichen Schliissen wie wir, was die Validitat unserer Daten
unterstreichen kénnte. Gleichfalls sahen die Autorinnen weiteren Forschungsbedarf
hinsichtlich einer intrathekalen IgM-Synthese. Sie beméangelten die Heterogenitat der
eingeschlossenen Studien, was eine mogliche Verallgemeinerung der Ergebnisse

mindert.

In Zukunft sind weitere langfristig angelegte, prospektive multizentrische Studien mit
einer standardisierten Erhebung einer intrathekalen IgM-Synthese nétig um unsere
Ergebnisse und die anderer Studien zu bestatigen und diese spezielle

Patientengruppe weiter zu charakterisieren.

Ein weiterer Aspekt mit Forschungsbedarf ist unter anderem die Wirksamkeit von
verschiedenen immunmodulierenden Therapien in Abhangigkeit von einer
intrathekalen IgM-Synthese. Dies erfolgt mit dem primaren Ziel individualisierte
Therapieentscheidungen treffen zu kbnnen. Vorstellbar ware diesbeziglich

aulRerdem, dass Patientinnen und Patienten mit einer intrathekalen IgM-Synthese
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aufgrund der hoheren Krankheitsaktivitat mehr von einer frihen, hoch effizienten

Therapie profitieren kénnten.

Intrathekal synthetisiertes IgM ist somit ein vielversprechender Parameter, der bei
Patientinnen und Patienten mit CIS bzw. friiher MS in die individuelle

Prognoseabschéatzung und Therapieentscheidungen mit einbezogen werden konnte.
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