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Abstrakt

Einleitung: Die Multiple Sklerose (MS) ist eine immunvermittelte, chronisch
entziindliche Erkrankung des Zentralnervensystems deren Atiologie immer noch unklar
bleibt. Mehrere wissenschaftliche Studien zeigten, dass das mukosale Immunsystem
eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Autoimmunitat spielen kann. In der
vorliegenden Arbeit wurden Veranderungen in der Zusammensetzung der Darmflora bei

MS-Patienten untersucht.

Methodik: Stuhlproben von MS-Patienten (N=54) aus dem ambulanten MS-Zentrum
der Oberhavel Kliniken in Hennigsdorf und von Probanden (N=54) aus einer
internistischen Spezialsprechstunde der Charité in Berlin wurden mittels Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung untersucht. Es wurden Oligonukleotidsonden spezifisch fir sechs
Bakteriengruppen (Atopobium, Bacteroidaceae, Bifidobacteriae, Enterobacteriaceae,

Eubacterium rectale und Faecalibacterium prausnitzii) verwendet.

Ergebnisse:. Atopobium—Bakterien treten statistisch signifikant haufiger bei MS-
Patienten auf. Atopobium und Bifidobacteriae erreichen bei MS-Patienten statistisch
signifikant hohere und Bacteroidaceae niedrigere Konzentrationen. Die Konzentrationen
von Atopobium und Bifidobacteriae bei MS-Patienten erreichten das Niveau der Ublich
dominierenden Firmicutes- und Bacteroidetes-Gruppen. Die Zusammensetzung der
Darmflora bei MS-Patienten war unabhéangig von der klinischen Form der Erkrankung,

der Krankheitsaktivitat, des Behinderungsgrades, der Therapieform und des Wohnortes.

Schlussfolgerung: Die Struktur der fakalen Flora bei MS-Patienten entspricht den
fruheren Beobachtungen bei anderen Autoimmunerkrankungen. Die Dysbiose der
Darmflora bei MS kénnte die immunologischen und metabolischen Eigenschaften der
Patienten beeinflussen. Die neuen Erkenntnisse tber die Entwicklung der menschlichen
Darmflora und deren umweltabhangige Veranderung lassen einen Zusammenhang mit

den bisher bekannten, MS-typischen, epidemiologischen Mustern vermuten.



Abstract

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is an immune-mediated, inflammatory disease of
the central nervous system. Although its etiology remains unclear, some scientific
studies indicate, that the mucosal immune system may play an important role in the
regulation of autoimmunity. The purpose of this study was to evaluate the changes in

the composition of the intestinal flora of patients with MS

Methods: Stool samples were collected from MS outpatients (N = 54) in the MS Center
of Oberhavel Kliniken in Hennigsdorf and from control persons (N = 54) attending the
General Internal Medicine Outpatient Clinic of the Charité Hospital in Berlin. They were
investigated with fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques, with probes
specific for six bacterial groups: Atopobium, Bacteroidaceae, Bifidobacteriae,

Enterobacteriaceae, Eubacterium rectale and Faecalibacterium prausnitzii.

Results: Atopobium bacteria occured significantly more often in MS patients than in
controls. Concentrations of Atopobium and Bifidobacterium were significantly higher,
while the concentration of Bacteroidaceae laws significantly lower in MS patients. The
concentrations of Atopobium and Bifidobacteriae in MS patients reached levels, which
are typically for Firmicutes and Bacteroidetes. The composition of the intestinal flora in
patients with MS did not depend on the clinical form of the disease, disease activity,

degree of disability, type of therapy and the place of residence.

Conclusion: The structure of the fecal flora in MS patients in regards to the presence of
bacterial groups corresponded to results of previous observations in other autoimmune
diseases. The evidence suggests that bacterial dysbiosis of the intestinal flora could
affect the immunological and metabolic characteristics of MS patients. Some factors
related to the evolution of the human intestinal flora and its environmentally induced

changes may suggest a connection to the known MS-typical epidemiological patterns.
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1. Einleitung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine immunvermittelte, chronisch entziindliche
Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS), die histopathologisch in unterschiedlicher
Auspragung zu Demyelinisierung und axonalem Schaden fihrt. Es ist die haufigste
neurologische Erkrankung, die im jungen Erwachsenenalter zu bleibender Behinderung

und vorzeitiger Verrentung fuhrt (1).

1.1 Geschichte der Multiplen Sklerose

Vielleicht ist die friheste Beschreibung der MS die von der heiligen Lidwina von
Schiedham. Sie lebte im spaten 14. Jahrhundert in Holland. Die Vatikanarchive
enthalten eine sehr vollstandige zeitgendssische Dokumentation ihrer Lebensqualitat
und Symptome, welche bei der Vorbereitung auf ihre Heiligsprechung gesammelt
wurden. Im Alter von 16 Jahren fiel sie wegen einer Beinschwdche beim
Schlittschuhlaufen auf. Sie erholte sich teilweise von diesem kleinen Unfall, erlebte aber
danach wiederkehrende Symptome wie den Verlust des Gleichgewichts, Schwache des
linken Armes und Sehstdérungen, welche durch Remissionen nachlie3en. Ihr Beichtvater
bezeichnete die Krankheit als Prifung Gottes und sie nahm es als ihre Mission, fur die

Sinden anderer zu leiden. Sie verstarb mit 53 Jahren wéhrend einer Pestepidemie (2).

In der Literatur wird als Erstbeschreiber der MS Jean Cruveilhier (1793-1873) genannt.
In seinem Anatomieatlas beschreibt er eine Paraplegie und weist gleichzeitig auf die
harte Konsistenz der Entziindungsherde hin. Die erste klinische Beschreibung erfolgte
durch Friedrich Theodor von Frerichs in Goéttingen, der 1849 von einer Hirnsklerose
sprach (2). 1868 bezeichnete Jean-Martin Charcot bei seinen Vorlesungen die
Erkrankung als ,sclerose en plaques® und wies auf Markscheidenverlust,
Gliaproliferation und erhaltene Achsenzylinder hin. Zudem beschrieb er die typischen
Symptome Nystagmus, Intentionstremor und skandierende Sprache (3). In den
folgenden Jahren brachten die Arbeiten von Babinski, Quinke, Marburg und anderen
nicht nur ein besseres Verstandnis fur die Histopathologie der Erkrankung mit sich,

sondern auch neue atiologische und therapeutische ldeen (4).



1.2 Epidemiologie

Schéatzungsweise sind weltweit ca. 2 Mio. Menschen an MS erkrankt. Die Krankheit
erreicht die hochste Pravalenz bei der Bevolkerung des kaukasischen Ursprungs (5)
und variiert zwischen 60-200/100.000 in Gebieten mit hoher Inzidenz wie dem
nordlichen Europa, den USA und Neuseeland, bzw. 6-20/100.000 in Gebieten niedrigen
Erkrankungsrisikos (6). Die Krankheit manifestiert sich bei der Mehrzahl der Betroffenen
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, wobei die MS immer haufiger bei Kindern und
Jugendlichen diagnostiziert wird (7) und die Ersterkrankung jenseits des 45.
Lebensjahres zunehmend haufiger auftritt. In Deutschland wird die Zahl der Erkrankten
auf mindestens 120.000 geschatzt, was einer Pravalenz von ca. 150 pro 100.000
Einwohner entspricht (8). Die jahrliche Inzidenz der MS wird auf ca. 3,5-5 pro 100.000
Einwohner geschatzt (9). An der schubformig-remittierenden Verlaufsform erkranken
Frauen etwa doppelt so haufig wie Manner (Inzidenz von 3,6 bei Frauen und 2,0 bei
Manner), wahrend das Verhéltnis bei der primar chronisch-progredienten Verlaufsform

in etwa gleich ist (6).

1.3 Histopathologie

Als Plaques werden Herde einer entziindlichen Demyelinisierung im Bereich des ZNS
bezeichnet. Sie sind ein typisches pathologisches Merkmal einer MS-Lasion (10), (11)
und die entzuindliche Infiltration ist oft um ein Gefal? herum lokalisiert. Der Verlust, der
von Oligodendrozyten gebildeten, Myelinscheiden von Axonen in diesem Bereich ist
das Hauptelement der Pathophysiologie der Erkrankung und verantwortlich fur die
klinische Symptomatik. Zu den typischen Bestandteilen einer akuten Plaque z&hlen
Lymphozyten (vorwiegend T-Zellen), Monozyten und Makrophagen sowie
Haupthistokompatibilititskomplex Klasse II (MHCII)-exprimierende Zellen (11). Ein
weiteres charakteristisches Merkmal der Plague in dieser Phase ist die
Oligodendrozytenapoptose (12). In der zeitlichen Entwicklung der Entziindung kommt
es zentral zur Ausbildung eines zellarmen Raumes mit dem Verlust von Myelin und der
Bildung von Narben durch Gliazellen. Die Grenzen der chronisch-aktiven Plaques
werden mit aktivierten Mikroglia-Zellen und Makrophagen sowie reaktiven Astrozyten
besiedelt. Die Aktivitat von Antikdrpern und Komplement ist in diesem Bereich sehr
prasent (11). Neben den destruktiven Prozessen finden auch Reparationsmechanismen

statt, welche flr die spontane Ruckbildung der klinischen Symptomatik verantwortlich
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sind. Eine Remyelinisierung von Axonen wird zwar am haufigsten am Rand der
Lasionen beobachtet, insgesamt betrifft es aber die gesamte Plague (13). Chronische,
stille Lasionen sind einerseits durch den Verlust der entzindlichen Eigenschaften
gekennzeichnet, anderseits sind die Remyelinisierung und die

Oligodendrozytenregeneration hier sehr selten (14).

Obwohl eine umfangreiche axonale Lasion nicht zu dem typischen Bild einer akuten
MS-Plaque gehdrt, kénnen axonale Verletzungen auch im Akutstadium einer Lasion
durchaus gefunden werden (15), (16). Die diffuse Schadigung der so genannten normal
erscheinenden weil3en Substanz und die kortikale Demyelinisierung sind vor allem fur
die primar und sekundar progrediente MS charakteristisch (17), (18), (19), (20), (21).
Interessanterweise enthalten die Hirnhaute, die Uber den kortikalen Lasionen liegen, oft
Ansammlungen von B-Lymphozyten, die in ihrer Struktur ektopischen B-Zell-Follikel
ahneln (22), (18), (23).

Basierend auf dem Muster der Lymphozytenmarker, der Myelinproteine und dem Anteil
von Immunglobulinen und Komplementproteinen in L&sionen, lassen sich vier
verschiedene Muster der Plaques identifizieren (24). Muster | ist durch die Dominanz
von T-Lymphozyten und Makrophagen gekennzeichnet. Muster Il ist erkennbar durch
eine T-Zellen und Makrophagen Infiltrationen zusammen mit
Immunglobulinablagerungen und der Anwesenheit von Myelinabbauprodukten in
Makrophagen. Muster Il weist einen ausgepragten Oligodendrozytenverlust und einen
deutlichen Verlust von Myelin-assoziiertem Glycoprotein auf. Muster IV zeichnet sich
aus durch eine Oligodendrozytendystrophie und das Fehlen der Remyelinisierung.
Diese unterschiedlichen Muster zeigen dabei eine viel grél3ere intraindividuelle
Konstanz im Vergleich zu einer interindividuellen, was moglicherweise fir eine
unterschiedliche Atiologie bei einzelnen Individuen oder unterschiedliche

Pathomechanismen in verschiedenen Phasen der Erkrankung sprechen kdnnte (25).

1.4 Immunpathogenese
Die multiple Sklerose wurde weitgehend unter Verwendung eines Tiermodells - der
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) untersucht. Die EAE wird durch

Immunisierung mit Myelin-Antigenen unter Beteiligung von Adjuvantien oder durch den

3



Transfer von aktivierten Myelin-spezifischen T-Zellen induziert (26), (27). Seit 1947, als
die histopathologischen Veranderungen der EAE mit denen der MS zum ersten Mal als
vergleichbar  anerkannt wurden (28), wurden die autoimmunologischen

Pathogenesemodelle der MS entwickelt.

Nach diesem Modell werden die autoreaktiven "Cluster of differentiation 4 positive"
(CD4+) T-Helfer-Zellen Typ 1 (Thl) in der Peripherie des Immunsystems aktiviert.
Dadurch gewinnen sie die Fahigkeit in das ZNS mit Hilfe von Adhasionsmolekilen zu
migrieren (29), (30). Nach der Restimulation der T-Zellen im perivaskularen Raum
kommt es zu einem Zusammenspiel mit den hirneigenen Zellen und der Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen und dadurch zur Offnung der Blut-Hirn-Schranke

und Migration von weiteren Immunzellen ins Hirnparenchym (31).

1.4.1 Toleranzmechanismen

Autoimmunitat bei der MS erfordert nicht nur die Expression eines MHC-Klasse-II-
Molekils, das mindestens ein Peptid von Myelin binden kann, sondern auch die
Fahigkeit einiger Myelin-spezifischen T-Zellen der zentralen Toleranz zu entweichen,
sodass diese fir die Aktivierung in der Peripherie des Immunsystems zur Verfigung
stehen. Zentrale Toleranz ist ein Prozess, bei dem die T-Lymphozyten, die eine hohe
Aviditat far einen Selbst-Antigen-MHC-Komplex im Thymus aufweisen, geléscht
werden. Die T-Lymphozyten, welche nur eine sehr geringe Aviditat aufweisen, kénnen
den Mechanismen einer zentralen Toleranz entweichen (32). Die verédnderten
Eigenschaften des T-Zell-Rezeptors (TCR) bei den selbstreaktiven T-Lymphozyten
fuhren wahrscheinlich zur Stérung im Prozess der zentralen Toleranz und ermdglichen
die Autoreaktivitat (33). So fanden sich z. B. bei MS-Patienten gehauft T-Zellen, die
degenerierte TCR aufweisen (34). Die Anwesenheit solcher degenerierter TCR erhoht
die Wahrscheinlichkeit, dass T-Zellen in Reaktion auf ein bestimmtes Umweltpathogen
eine Autoimmunantwort gegen ein Myelin-Antigen initiieren. Das wiederum ist die
Grundlage fir die Hypothese der molekularen Mimikry, wo die Kreuzreaktivitat mit
einem viralen oder bakteriellen Antigen die Kaskaden der Autoimmunitat initiieren
konnte (35). Die Kreuzreaktivitat mit den Myelin-Antigenen konnte in den EAE-Modellen

z. B. fir Chlamydia pneumoniae (36) oder Haemophilus influenzae (37) gezeigt werden.



1.4.2 Zielantigene

Die CD4+ der MS-Patienten erkennen als spezifische Ziele im ZNS eine ganze Reihe
von Antigenen. Als eines der Hauptziele konnte das Myelin-basische Protein (MBP)
identifiziert werden (38) (39). Bei MS-Patienten konnte im Blut und Liquor eine erhdhte
Anzahl von T-Zellen gefunden werden, die in einer in vitro Stimulation mit Myelinprotein-
Antigenen Interferon-Gamma (IFN-y) - ein stark proinflammatorisches Zytokin
sezernieren (40). IFN-y aus diesen Zellen ist in der Lage Makrophagen und MHC-

Gene zu aktivieren, und die T-Zell-Migration zu fordern (41).

Inzwischen konnten auch weitere Zielantigene identifiziert werden, wie das
Proteolipidprotein (42), das Myelin-assoziierte Oligodendrozyten-basische Protein (43),
und das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein. Die Antigene werden dem TCR der
CD4+ -Zellen durch spezialisierte Antigen-préasentierende Zellen (APC) im Kontext des
MHC Il und unter Einfluss der co-stimulierenden Molekiile prasentiert. Die Funktion der
APC ist substantiell fir die Initiierung der Immunantwort (44), (45). Als APC kdnnten vor
allem dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten (46), aber auch Microglia-
Zellen agieren, welche auf dem hamatogenem Weg das ZNS besiedeln und hier grolRe
Mengen von MHC |II- und co-stimulierenden Molekulen in einer entzindlichen

Umgebung produzieren (47).

1.4.3 T-Lymphozyten und ihre Rolle im Immunsystem

Vom Konzept her greifen APC aul3erhalb des ZNS nach einem exogenen oder
endogenen Antigen und stimulieren naive CD4+ -Zellen. Als Ergebnis beginnen diese,
sich je nach entzindlichem Milieu in vier verschiedene Subtypen zu differenzieren. Die
erste ist die Th1l-Zelle, die in erster Linie Makrophagen-aktivierende und Leukozyten-
rekrutierende Effektormolekile wie IFN-y und Tumornekrosefaktor - Alpha (TNF-a)
sowie Interleukin 2 (IL-2) sezerniert und hauptsachlich fur die Abwehr gegen
intrazellulare Erreger verantwortlich ist. Die zweite ist eine T-Helfer-Typ 2-Zelle (Th2),
welche primar die humorale Immunitat mittels B-zellaktivierender Molekile wie
Interleukin 10 (IL-10) und Transforming growth factor Beta (TGF-B) fordert. Die dritte ist
eine regulatorische CD4+ -T-Zelle (Treg), welche eine regulierende Funktion unter
anderem durch Sekretion von IL-10 bei der Immunantwort ausubt. Schlie3lich gibt es

die stark proinflammatorischen CD4+-Typ 17-Zellen (Th17), die hauptsachlich
5



Interleukin 17 (IL-17), aber auch IL-21 und IL-22 sezernieren (48) und deren
Differenzierung durch Infektion mit gramnegativen Bakterien, Pilzen und Protozoen

induziert wird.

CD4+ Thi

Basierend auf den pathophysiologischen EAE-Modellen wird die MS als eine Thl-
vermittelte Autoimmunerkrankung angesehen. Wesentlich fir diese Annahme ist die
Tatsache, dass Thl mit ihren starken proinflammatorischen Eigenschaften die
wichtigste Effektorzelle bei vielen Autoimmunerkrankungen ist, wahrend Th2 mit ihren
entzindungshemmenden Eigenschaften positive Effekte auf diese Erkrankungen (49)
ausubt. Diese Ansicht wurde zum Teil durch die Erkenntnis bekraftigt, dass die klinische
Aktivitat bei Multipler Sklerose mit der Expression von IFN-y und IL-2 im ZNS und
Liquor korreliert (50) und dass in den aktiven entzindlichen Plagues bei MS-Patienten
massive Infiltration von Th1l gefunden wurde (51).

CD4+ Th17

Die Beobachtungen der letzten Jahre, dass die fur IL-12, IFN-y und TNF-a (Zytokine
der Thl) defizienten M&use schwere EAE entwickeln (52), (53), (54) und im Gegensatz
dazu IL-23-defiziente Mause vollig resistent gegen die EAE sind (55), fuhrten zu der
Uberzeugung, dass das Th1l-Modell nicht der einzige Weg in der Immunpathogenese
der MS sein kann. IL-23 ist entscheidend fur die Differenzierung der naiven CD4+
Zellen in die Th17-Zellen (56), (57), (58). Th17 produziert IL-17 und IL-22 (59), sowie IL-
6, IL-21 und IFN-y (60). Durch die IL-17 Sekretionen wird eine CD4+ - spezifische
Antwort mit Stimulation der Makrophagen und Einfluss auf die Blut-Hirn-Schranke (61)
induziert. Bei MS-Patienten findet man hohere Konzentrationen von Th17 im Blut und
Liguor im Vergleich mit gesunden Probanden (62), (63). Auch ist die Konzentration der
Th17 im Schub hdher als in schubfreien Phasen (64).

CD8+

In manchen pathologischen Studien bei MS-Patienten konnte in der normal
erscheinenden weil3en Substanz die Dominanz der MHC-Klasse-I-restringenten
"Cluster of differentiation 8 positive" (CD8 +)-Zellen gezeigt werden (65). Auch die
therapeutischen Modelle, welche auf die CD4+ -Immunantwort zielen, zeigten nicht die

erwartete Wirksamkeit (66), (67). Dagegen scheint die gleichzeitige Depletion von
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CD4"- und CD8+ - Populationen bei Patienten mit Multipler Sklerose durch den
monoklonalen Antikdrper Alemtuzumab vorteilhaft zu sein (68). Die CD8+ -Zellen
unterscheiden sich in ihrer Funktionsweise deutlich von den CD4+ -Zellen. Bei der
Antigenerkennung interagieren sie mit der MHC Klasse | und nicht mit der Klasse Il wie
die CD4+ -Zellen. Im normalen ZNS wird Klasse | MHC nur in vaskularen Zellen und
seltener in meningealen Zellen beobachtet. Jedoch wird bei einem entziindlichen
Prozess wie der MS die MHC I-Expression in Astrozyten, Oligodendrozyten, Neuronen
und sogar selten auf Axonen beobachtet (69). Es gibt inzwischen immer mehr
histopathologische Hinweise fur die Rolle der CD8+ in der Immunpathogenese der MS
(70), (72), (72), (73) (74).

CD4 " CD25 * FoxP3 * Treg

Interessant bleibt die Beobachtung, dass die autoreaktiven CD4+ -Zellen und CD8+ -
Zellen gleichermal3en bei den MS-Patienten und Gesunden im peripherem Blut
nachweisbar sind (75). Anscheinend ist die durch diese Zellen realisierte Autoimmunitat
ein sehr wichtiger Aspekt in der Pathogenese der MS, aber nicht die treibende Kraft
dieses Prozesses. Weitere Mechanismen mussen bei der Entstehung der entzindlichen
Reaktion im ZNS beteiligt sein.

Eine der mdglichen Ebenen, die in letzter Zeit an Bedeutung gewinnen, sind die
CD4 * CD25 * FoxP3  natiirlichen regulatorischen T-Zellen (Treg). Die Treg spielen
eine wichtige Rolle bei der Verhinderung der UbermafRigen und auch unnétigen
Immunantworten durch zellkontaktabhdngige Mechanismen und Sekretion von
hemmenden Zytokinen (76). Dies wird vor allem durch die Sekretion von IL-10 und
TGF-B  realisiert  (77). Menschliche  Treg, a&hnlich wie die Maus-
CD4 * CD25 * Suppressor-Zellen, sind anergisch zu einer in vitro Antigenstimulation
und unterdriicken die Proliferation von Responder-T-Zellen (78). Treg missen uber ihre
TCR aktiviert werden, um in den funktional suppressiven Zustand zu gelangen (79),
(80). Die suppressive Wirkung der Treg erstreckt sich nicht nur auf andere CD4+ -
Zellen, sondern auch auf die Unterdrickung der Proliferation und Zytokinproduktion
durch CD8+ -Zellen, B-Lymphozyten, APC und die natirlichen Killerzellen (81).

In EAE-Modellen konnte gezeigt werden, dass Treg den Ausbruch der Erkrankung

durch Unterdrickung der Aktivierung der Myelin-spezifischen CD4+ -Zellen in der
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Peripherie verhindern konnten (82). Auch bei der MS finden sich immer mehr Beweise
fur eine sehr bedeutungsvolle Rolle der Treg in der Immunpathogenese der
Erkrankung. So fanden sich z. B. bei den Gewebeschnitten der MS-Patienten keine
Treg (72). Die Zahl der Treg -untersucht im Blut und Liquor der MS-Patienten - wurde
im Schub im Vergleich zu Remissions- und Kontrollgruppen in einem gréReren Ausmal}
reduziert (83). Andere Studien konnten diese Ergebnisse nicht reproduzieren, zeigten
jedoch einen Defekt der Suppressionsfunktion der Treg auf eine antigenspezifische T-
Zell-Proliferation bei MS-Patienten (84), (85). Aktuelle Daten unterstreichen die
Schlusselrolle der Treg in der Kontrolle der Thl- und Th17- vermittelten Immunantwort.
Diese Zellen sind jedoch die Hauptquelle von IL-2, welches wiederum essentiell fur die
Expansion von Treg ist. Manche Autoren vermuten, dass nicht die quantitativen oder
qualitativen Eigenschaften der Treg, sondern die gestorte Homoostase zwischen den
Zelllinien bei MS-Patienten beeintrachtigt ist (86). In den Genomanalysestudien ist es
bisher nicht gelungen, eine bedeutende Rolle fur die molekularen Marker der Treg in
der MS-Atiologie zu implizieren. Anderseits konnte der Hauptwachstumsfaktor fir Treg,

die IL-2-Rezeptor a-Kette, eindeutig mit der MS-Suszeptibilitat verbunden werden (87).

1.5 Klinischer Verlauf

Klinisch beginnt die MS bei Uber 80% der Patienten mit einem schubférmigen Verlauf
(1). Da die entzindlichen Plagues der weil3en Substanz in verschiedenen
Lokalisationen auftreten kdnnen, wundert auch nicht die Vielzahl der mébglichen
klinischen Symptome. Zu den héaufigsten gehéren eine einseitige Optikusneuritis,
spastische Paresen, Ataxie, Hyperreflexie, Spastizitat, Gangstorungen,
Sensibilitatsstorungen, Mudigkeit, kognitive und vegetative Stérungen (88). Bei den
meisten Patienten bilden sich die Symptome eines Schubes innerhalb von 6-8 Wochen
zurlck. Beim naturlichen Verlauf der unbehandelten Erkrankung liegt die Schubrate
initial bei ca. 1,8 Schiben pro Jahr und nimmt dann in den Folgejahren kontinuierlich ab
(89).



Tabelle 1: Haufigkeit des Auftretens neurologischer Symptome bei Erstmanifestation und im
Gesamtverlauf der MS (90)

Symptom Haufigkeit bei Haufigkeit im
Erstmanifestation (%)  Gesamtverlauf (%)

Spastik oder Babinski-Zeichen 29 85
Paresen 45 85
Hirnstamm- oder zerebellare Symptome 24 79
Sensibilitatsstorungen 42 86
Blasen- und Darmstérungen 9 61
Optikusneuritis 33 62
Mentale und psychische Stérung 4 39
Funktionsstérung

des N. trigeminus oder N. facialis 10 30
Stérung der Okulomotorik 14 36

Verlaufsformen
Der Krankheitsverlauf der MS ist sehr variabel und nicht vorhersehbar. Sie kann mit
einem einzigen milden Schub enden, kann auch in extremen Féllen einen rasanten

manchmal lebensbedrohlichen Verlauf annehmen (91).

Man unterscheidet folgende Stadien und Verlaufe:
e das klinisch isolierte Syndrom,

e die schubférmige (,relapsing-remitting®),

e die sekundar progrediente und

e die primar progrediente Verlaufsform (92)

Als Anfangsstadium der klinischen Erkrankung wird das Klinisch isolierte Syndrom (KIS)
beschrieben. Der dominierende schubférmige (,relapsing-remitting“) Verlauf (RRMS)
wandelt sich in der Regel tUber Jahre in eine sekundar-progrediente Krankheitsform
(SPMS). Eine hohe Anzahl von Schiben innerhalb der ersten beiden Krankheitsjahre ist
oft mit rascherer Progredienz verbunden (88). Ahnlich ist der Verlauf bei einer hohen
Entzindungsaktivitdt mit zahlreichen Herden in der T2-gewichteten MRT (93). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass pathologische somatosensibel evozierte Potenziale und

motorisch evozierte Potenziale in der Frihphase der Erkrankung (94) sowie eine
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intrathekale  IgM-Produktion (95) mit einem hoheren Risiko der frihen

Krankheitsprogression verbunden sein kdnnen.

Nur ca. 10-15% der Patienten haben im Verlauf der Erkrankung keine Schibe. Bei
ihnen beginnt die Erkrankung bereits mit einer schleichenden Zunahme neurologischer
Symptome. Dies wird als primér progredienter Verlauf (PPMS) bezeichnet. Es
entwickelt sich dann héaufig eine Uber Jahre zunehmende spastische Gangstorung,

seltener auch ein progredientes zerebellares Syndrom (96).

Diagnostik und diagnostische Kriterien

Die klassische Diagnose einer MS stitzt sich auf die Anamnese (Hinweise fir bereits
friher stattgehabte neurologische Ereignisse mit Schubcharakter), die Objektivierung
klinisch neurologischer Ausfélle, sowie den klinischen oder paraklinischen Nachweis
einer zeitlichen und oOrtlichen Dissemination bei Ausschluss anderer Ursachen (1).

Gerade die raumliche und zeitliche Dissemination stellte von Anfang an die Grundlage
der diagnostischen Bemuhungen dar. Grinde dafir sind einerseits die
unterschiedlichste und nicht berechenbare klinische Symptomatik, anderseits die
Tatsache, dass viele andere ZNS-Erkrankungen ein ahnliches klinisches Bild und
ebenso ahnliche paraklinische Befunde prasentieren konnen. Bereits die ersten
diagnostischen Kriterien nach Schumacher von 1965, welche sich lediglich auf die
anamnestischen Angaben und den klinischen Befund stitzten, forderten zwei Schibe
und die Beteiligung von zwei oder mehreren ZNS-Abschnitten (97). In den nachsten
Kriterien nach Poser von 1983 (98) wurde die wachsende Rolle der Elektrophysiologie
und vor allem der Liquordiagnostik mit dem Nachweise der intrathekalen IgG—-Synthese

und der oligoklonalen Banden bericksichtigt (99).

Nachdem in den 80iger Jahren die MRT-Bildgebung ihren Zugang zur neurologischen
Diagnostik fand, wurde schnell klar, dass diese enorme Mdoglichkeiten bietet, die
Diagnostik der MS zu verandern und vor allem zu beschleunigen. Zum ersten Mal
wurde die Diagnose einer MS mdglich, ohne die Voraussetzung des 2. Schubes. Nach
den neuesten, international anerkannten Kriterien (100) kann die MS-Diagnose bereits
gestellt werden, wenn nach einem ersten Krankheitsschub Kklinisch nachweisbare

Auffalligkeiten in mindestens einem Funktionssystem bzw. durch Untersuchung der
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visuell evozierten Potenziale vorliegen und sich zuséatzlich zwei oder mehr
charakteristische Lasionen in der initialen MRT finden. Das dariber hinaus erforderliche
Kriterium der zeitlichen Dissemination ist dann erflllt, wenn eine nicht symptomatische,
Kontrastmittel aufnehmende Lasion zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung vorliegt oder

eine neue Lasion in einem spéater durchgefiihrten MRT-Scan zur Darstellung kommt.

In gleichem Mal3e gewinnt die sichere differenzialdiagnostische Abgrenzung gegentber
ahnlichen Krankheitsbildern wie Neuromyelitis optica, Kollagenosen, Borreliose,
Sarkoidose, zerebrovaskularen oder metabolischen Erkrankungen zunehmend an
Bedeutung. In den neuesten Diagnosekriterien wird ausdricklich darauf hingewiesen,
dass die vorliegenden neurologischen Symptome durch ,nichts besser als durch das

Vorliegen einer MS* erklart werden kénnen (100).

Expanded Disability Status Scale (EDSS)

Eine valide Beschreibung des neurologischen Defizites stellt eine grol3e
Herausforderung dar angesichts der durch die MS verursachten, sehr differenzierten
Symptome und der unterschiedlichen Akkumulation der Defizite. Hierfiir sind mehrere
Bewertungsmalf3stabe in Gebrauch. Der meist verbreitete ist die EDSS, auch genannt
,Kurtzke-Scala“ (101). Hier werden acht Funktionssysteme (Visus, Hirnstamm,
Kleinhirn, Motorik, Sensibilitdt, Blase und Mastdarm, mentale Funktionen) in Stufen von
0 bis 6 bewertet. Aus dieser Bewertung wird dann der Grad der Behinderung ermittelt,
wobei in den hoheren Graden die Gehfahigkeit und Pflegebedurftigkeit zusatzlich zur
Auswertung herangezogen werden. Die genaue Beschreibung der einzelnen Grade
vom EDSS findet sich in der Tabelle 2.
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Tabelle 2: Expanded Disability Status Scale

Grad Genaue Beschreibung

0.0 Stufe 0 in allen funktionellen Systemen (FS). Normale neurologische
Untersuchung.

1.0 Stufe 1 in einem FS. Minimale Abnormitét in einem funktionellen System.

15 Stufe 1 in mehr als einem FS. Minimale Abnormitat in mehr als 1 FS.

2.0 Stufe 2 in einem FS (andere 0 oder 1).

2.5 Stufe 2 in mehr als einem FS (andere 0 oder 1).

3.0 Stufe 2 in 3—4 FS oder Stufe 3 in einem FS (andere 0 oder 1). Voll gehfahig.

35 Stufe 3 in 1 FS und Stufe 2 in 1-2 FS oder Stufe 3 in 2 FS oder Stufe 2 in 5 FS,
(andere 0 oder 1). Voll gehfahig.

4.0 Stufe 4 in einem FS (andere 0 oder 1). Gehfahig ohne Hilfe und Rast fir
mindestens 500 m.

4.5 Stufe 4 in einem FS (andere 0 oder 1). Gehfahig ohne Hilfe und Rast fir
mindestens 300 m.

5.0 Stufe 5 in einem FS (andere 0 oder 1) oder Kombination niedrigerer Stufen, aber
Uber Grad 4.0. Gehfahig ohne Hilfe und Rast fiir etwa 200 m.

5.5 wie Grad 5.0. Gehfahig ohne Hilfe und Rast fir etwa 100 m.

6.0 Kombinationen von Stufe 3 in mehr als 2 FS oder mehr. Bedarf intermittierend
oder auf einer Seite konstant der Unterstutzung (Krticke, Stock, Schiene) um etwa
100 m ohne Rast zu gehen.

6.5 wie Grad 6.0. Bendtigt konstant beidseits Hilfsmittel (Kriicke, Stock, Schiene), um
etwa 20 m ohne Rast zu gehen.

7.0 Kombinationen von Stufe 4 in mehr als 2 FS und mehr. Unféhig, mehr als ein paar
Schritte zu gehen. An den Rollstuhl gebunden. Bendtigt Hilfe fir Transfer. Bewegt
Rollstuhl selbstandig.

7.5 wie Grad 7.0. Unféhig, mehr als ein paar Schritte zu gehen. An den Rollstuhl
gebunden. Bengtigt Hilfe fur Transfer. Bewegt Rollstuhl selbstandig.

8.0 Kombinationen meist von Stufe 4 und mehr in mehreren FS. Weitgehend an Bett
oder Rollstuhl gebunden; pflegt sich weitgehend selbstandig. Meist guter
Gebrauch der Arme.

8.5 wie Grad 8.0. Weitgehend an Bett oder Rollstuhl gebunden; pflegt sich
weitgehend selbstandig. Meist guter Gebrauch der Arme.

9.0 Kombinationen meist Stufe 4 und mehr. Hilfloser Patient im Bett. Kann essen und
kommunizieren.

9.5 Kombinationen von fast ausschlieBlich Stufe 4 und mehr. Ganzlich hilfloser
Patient. Unfahig zu essen, zu schlucken oder zu kommunizieren.

10.0 Tod infolge MS.
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1.6 Therapie

Die Therapie der MS blieb zunachst tUber Jahrhunderte unveréandert empirisch. Es
wurden ohne Erfolg Goldchlorid, Zinksulfat, Belladonna- und Mutterkornpréparate sowie
Arsen und Quecksilber verwendet. Erst in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts fand
Kortison seinen Weg in die MS-Therapie (102) und bot als erstes Medikament zwar nur

eine symptomatische, aber erfolgreiche Behandlung.

1.6.1 Symptomatische Therapie

Die symptomatische Therapie beinhaltet sowohl medikamentése als auch nicht
medikamentdése MalRRnahmen, die auf die Behandlung von Spastik, Schmerzen,
Sensibilitatsstérungen, Einschrankungen der Blasen-, Darm- und sexuellen Funktionen,
Ataxie, kognitiven Storungen, Fatigue, Depression sowie Dysphagie und Dysarthrie
zielen. Insgesamt soll damit eine Steigerung der Lebensqualitdt der MS-Betroffenen

erzielt werden (1).

1.6.2 Immunmodulatorische Schubtherapie
Die Behandlung des akuten MS-Schubes mit Glukokortikosteroiden (GKS) ist als
etablierter Therapiestandard anzusehen (103), (104).

Die Wirkung der intraventsen GKS-Pulstherapie auf den akuten MS-Schub wird unter
anderem durch die Suppression der Entziindungsreaktion erklart, die sich auf zellulare
(wie Apoptoseinduktion, Hemmung der Migration von Immunzellen) und humorale
(Reduktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-2, IFN-y und TNF-a) Immunprozesse,
die Inhibition von Arachidonsauremetaboliten, Abnahme der Gefal3dilatation sowie die
Restauration der Blut-Hirn-Schranke (1) erstreckt. Wahrend die Effekte der
intraventsen GKS-Pulstherapie auf eine raschere Symptomruckbildung im Rahmen des
MS-Schubes konstant belegt sind, gibt es aktuell keine ausreichenden Hinweise dafir,
dass die GKS-Pulstherapie einen Einfluss auf die Langzeitprognose funktioneller
Beeintrachtigungen der MS hat (105), (106).

Bei Symptompersistenz im Rahmen eines Schubes nach der GKS-Pulstherapie wird

eine Plasmapherese bzw. eine Immunadsorption durchgefihrt (107), (108), (109).
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1.6.3 Verlaufsbeeinflussende Langzeittherapie

Die auf den Tiermodellen basierende Erforschung der immunpathogenetischen
Vorgange bei der MS fuhrte zur Entwicklung von immunmodulatorischen
Medikamenten, bei denen in groR3en klinischen Studien zum ersten Mal ein positiver
Effekt auf den Langzeitverlauf der Erkrankung nachgewiesen werden konnte. Zu dieser
Medikamentengruppe zahlen das als erstes Immunsuppressivum angewendete
Azathioprin, gefolgt von Interferon-B-Praparaten, Glatirameracetat, V.
Immunglobulinen, Mitoxantron und die zuletzt zugelassenen Natalizumab und

Fingolimod.

Interferon-B

Interferone zahlen zu den Zytokinen und sind Effektormolekile des angeborenen
Immunsystems. Sie weisen starke immunmodulatorische, antiproliferative und antivirale
Wirkungen auf. Die Rezeptoren fur IFN-B finden sich auf praktisch allen Zellen. IFN-
B beeinflusst die IL-27-Produktion durch Zellen des angeborenen Immunsystems, was
eine kritische Rolle bei der Hemmung der Th17 bei der MS spielt (110), (111). Dartber
hinaus ist der therapeutische Effekt von IFN-B auf die Induktion der regulatorischen IL-
10 zuruckzufuhren (112), was wahrscheinlich Uber die regulatorischen Eigenschaften
der B-Zellen realisiert wird (113).

Glatirameracetat

Glatirameracetat (GA) ist ein synthetisches Polymerisat aus den Aminoséauren L-
Glutamin, L-Lysin, L-Alanin und L-Tyrosin. Die Kombination der Aminosauren ahnelt in
ihren Verhaltnissen dem MBP. GA UUbt seine Wirkung bei der MS Uber die
Verminderung der Expression von IFN -y und die Erhéhung der Expression von IL-4
aus (114). DarUber hinaus verbessert GA die suppressiven Wirkungen der Treg (115)
und induziert IL-4- und IL-10-sezernierende Th2 Zellen (116) .

Mitoxantron

Mitoxantron ist ein Zytostatikum vom Anthrachinolin-Typ mit immunmodulatorischen
Eigenschaften (117). Mitoxantron erhoht die Produktion der Th2-Zytokine wie IL-4 und
IL-5 (118) und unterdriickt die Entwicklung von B- und T-Lymphozyten, wie bereits aus
den Leukamiestudien bekannt ist (119).
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Natalizumab

MS-Patienten zeigen eine drei- bis vierfache Erhdhung der Expression der a 4-
Untereinheit des Integrin VLA-4 (very late antigen-4), ein Molekull, das normalerweise
auf aktivierten Lymphozyten, Monozyten und anderen Zelltypen im Liquor und Kreislauf
exprimiert wird und fur die Migration von Immunzellen durch die Blut-Hirn-Schranke
verantwortlich ist (120), (121). Natalizumab ist ein humanisierter monoklonaler
Antikdrper gegen die a4-Untereinheit von VLA-4. Die Blockade verhindert die
Interaktion mit vascular cell adhesion Protein 1 (VCAM-1), das auf aktivierten
zerebrovaskularen Endothelzellen exprimiert wird. Damit wird die Infiltration von

enzephalitogenen T-Zellen in das Hirnparenchym verhindert (122).

Fingolimod

Fingolimod ist ein funktioneller Antagonist des Sphingosin-1-Phosphat-(S1P)-Rezeptors
(123). Der S1P-Rezeptor wird hauptsachlich durch Immunzellen, neuronale Zellen,
Endothelzellen und glatte Muskelzellen exprimiert (124), (125). Fingolimod hemmt die
Funktion der S1P-Rezeptoren und verursacht die Retention von Lymphozyten in den
Lymphknoten einschlie3lich der naiven T-Zellen und zentralen Ged&chtnis-T-Zellen.
Dies reduziert die Infiltration von Entziindungszellen ins ZNS (126).

Stufentherapie

Die sehr unterschiedlichen Nebenwirkungs- und Sicherheitsprofile der Medikamente
fuhrten nach Bearbeitung durch die Konsensusgruppe des Arztlichen Beirats der
Deutschen Multiplen Sklerose Gesellschaft (MSTKG) zu einer immunmodulatorischen
Stufentherapie, welche seit 1999 (127) regelmaldig aktualisiert wird, zuletzt im Jahre
2006 (128).
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Tabelle 3: Immunmodulatorische Stufentherapie

Indikation | CIS RRMS SPMS
mit Schiiben ohne Schibe
Q
[oX
g
(O]
s
2 1.Wahl 2. Wahl
RS
o Fingolimod Mitoxantron
[
é Natalizumab | Cyclophosphamid
Glatirameracetat | Glatirameracetat
Interferon-B 1a Interferon-B la Interferon-p 1a Mitoxantron
Interferon-B 1b Interferon-B 1b Interferon-B 1b Cyclophospha-
Azathioprin Mitoxantron mid
Immunoglobuline Cyclophosphamid

2. Wahl Plasmapherese

1. Wahl Methylprednisolonpuls

Schubtherapie |Basistherapie

Neue Medikamente

In Folge der intensiven Forschung an der Kontrolle des Immunsystems konnten in
letzten zwei Jahren drei weitere immunmodulatorische Substanzen fur die Therapie der
RRMS in Europa zugelassen werden, welche noch keinen Zugang in die Leitlinie der
Deutschen Gesellschaft fir Neurologie oder in die Empfehlungen der Konsensusgruppe

des Arztlichen Beirats der Deutschen Multiplen Sklerose Gesellschaft fanden.

Alemtuzumab

Alemtuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen das CD52-
Oberflachenprotein, welches auf allen reifen Lymphozyten exprimiert wird. Die
Behandlung mit Alemtuzumab bewirkt eine Antikdrper-abhéngige, zellvermittelte Lyse
der betroffenen lymphatischen Zellen. Wahrend die B-Lymphozyten sich relativ schnell
nach der Lymphopeniephase erholen, halt die tiefgreifende Reduktion der CD4+ -Zellen
bis zu funf Jahren an (129). Es wird vermutet, dass der therapeutische
Wirkmechanismus von Alemtuzumab nicht nur in der Reduktion der Effektor-T-Zellen,
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sondern auch in der komplexen Reorganisation des Immunrepertoires nach der
Behandlung liegt (130).

Dimethylfumarat

Dimethylfumarat, ein  Ester-Derivat der Fumarséure, Dbesitzt zahlreiche
immunmodulierende Eigenschaften. Sein Wirkmechanismus beruht vor allem auf der
Reduktion der transendothelialen Migration von aktivierten Leukozyten durch die Blut-
Hirn-Schranke sowie auf der Aktivierung von neuroprotektiven und antioxidativen
Effekten (131), (132).

Teriflunomid

Teriflunomid inhibiert selektiv und reversibel die Dihydro-orotat-dehydrogenase, ein
Schlusselenzym in der Pyrimidin-de novo-Synthese, welcher fur die sich schnell
teilende Lymphozyten erforderlich ist (133). Teriflunomid hemmt die Proliferation der
stimulierten T- und B-Lymphozyten in der Peripherie und reduziert dadurch die Anzahl
der aktivierten T- und B-Zellen, die ins ZNS migrieren kénnten (134). Die Behandlung
mit Teriflunomid hat dagegen keine Auswirkung auf die ruhenden Lymphozyten oder die
normale Immunidberwachung, die von einem alternativen Syntheseweg abhangig sind
(135).

1.7 Atiologie

In Folge der Erkenntnis, dass MS eine organische Erkrankung ist, wurden im Laufe der
Zeit sehr unterschiedliche Theorien zur Erklarung der Atiologie entwickelt. Weil die
meisten Plaques in der Umgebung kleiner Venen zu finden sind, wurde bereits sehr friih
(136) Uber eine vaskulare Genese der MS diskutiert. Spater prasentierte Marburg seine
Toxintheorie, bei der ein myelinolytischer Faktor die Krankheit verursachen sollte (137).

Die Tatsache, dass das pathologische Bild der MS den Veranderungen anderer
bakterieller und vor allem viraler Erkrankungen des ZNS &hnelt, fihrte zu der
Uberzeugung, dass es sich um eine infektidse Ursache handelt. Letztendlich brachten
die Entdeckung des Immunsystems und die Tierexperimente, besonders die EAE, die
Autoimmuntheorie (138) auf. Trotz der jahrzehntelangen Forschung und der immer

tiefer werdenden Einblicke in die zellulare und sogar genetische Ebene der MS bleibt
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bis heute die primére Ursache der Erkrankung unbekannt und ist wahrscheinlich auch
nicht bei allen Betroffenen gleich. In letzter Zeit werden primare, degenerative Prozesse
(12), infektiose Ursachen (139), andere Umweltfaktoren wie UVB-Strahlung (140)
und die ,Hygiene—Hypothese“ (141) diskutiert. Immer deutlicher wird dabei, dass es
sich bei der MS wahrscheinlich um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung bei
genetisch pradisponierten Personen handelt, wobei der zeitliche Zusammenhang der

einzelnen Faktoren nicht ohne Bedeutung bleibt.

1.7.1 Genetische Faktoren

Bei bestimmten ethnischen Gruppen tritt die MS vergleichsweise haufiger auf. Die
hdchste Pravalenz erreicht dabei die Bevélkerung kaukasischen Ursprungs (5). Nahezu
resistent gegentber der MS scheinen hingegen beispielsweise die Aborigines in
Australien oder die Maori in Neuseeland zu sein (142), (143). Auf der Basis der grol3en
epidemiologischen Studien wird die allgemeine alterskorrigierte
Erkrankungswahrscheinlichkeit fir die MS mit 0,3% angegeben (144). Diese betragt bei
Frauen 0,66% und bei Mannern 0,13%. Das Risiko an MS zu erkranken, liegt bei
Verwandten 1. Grades eines MS-Patienten bei 2,77% und ist damit ca. 10-mal hoher
als in der Allgemeinbevolkerung. Auch bei Verwandten 2. Grades (1,02%) und 3.
Grades (0,88%) bleibt die Erkrankungswahrscheinlichkeit héher. Anders gesagt, es
existiert eine deutliche genetische Anfalligkeit fur MS und die familiare Belastung ist der
hochste identifizierte Risikofaktor. Auch die 25%ige Konkordanz bei eineiigen Zwillingen
im Vergleich mit nur 5%iger Konkordanz bei zweieiigen Zwillingen (145), (146) sowie
die Tatsache, dass das MS-Risiko bei Halbgeschwistern und Adoptivkindern nur mit
den biologischen Verwandten korreliert (147), unterstreichen zweifellos die Bedeutung

des Genoms in der MS-Atiologie.

In der neuesten genetischen Studie konnten bei der MS signifikante Assoziationen fur
insgesamt 52 Gene gezeigt werden. Sie bestatigt den MHC-Verband (Human
Leucocyte Antigen -HLA), besonders HLA-DRB1- und HLA-A-Allele, als genetischen
Hauptrisikofaktor fur die MS. Von den nicht HLA-assoziierten Genen stellen
Immunogene wie z. B. T-Zell-Rezeptor-Gene, Immunglobulinloci, Interleukin 10-
Rezeptor-a, IL-4-Rezeptor-B, IL2-Rezeptor-f sowie Interferon-Gamma die grol3e

Mehrheit dar (148). Insgesamt weisen diese Erkenntnisse auf die bedeutungsvolle Rolle
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der genetischen Faktoren unter besonderer Beriicksichtigung der immunologischen
Prozesse bei der MS hin.

Andererseits sprechen die Erkenntnisse Uber die Penetranz des MS-spezifischen
Genotyps eindeutig fir den notwendigen Einfluss von weiteren Faktoren, welche zum
Ausbruch der Erkrankung bei genetisch pradisponierten Personen fiihren. Diese
Schlussfolgerung konnte aus Zwillingsstudien gewonnen werden, bei denen lediglich
eine ca. 25%ige Konkordanz fir eineiige Zwillinge festgestellt wurde (149). Die Studie
an Geschwistern und Halbgeschwistern liefert hier weitere interessante Daten, welche
das Zusammenspiel von genetischen und umweltbedingten Faktoren in der MS-Genese
hervorheben. Bei Halbgeschwistern wird die Anfalligkeit fur die MS doppelt so stark an
die Mutter wie an den Vater angekoppelt (150) und die Konkordanzrate bei zweieiigen
Zwillingen ist doppelt so hoch wie bei Vollgeschwistern (149), was aus genetischer
Sicht schwer zu erklaren ist. Es kdnnte bedeuten, dass die Anfalligkeit nicht nur mit den
genetischen Vererbungsprozessen, sondern auch mit Umweltfaktoren verbunden ist,
welche sehr frih im Leben durch die Mutter und die ndhere Umgebung vermittelt

werden.

1.7.2 Breitengrade

Die geographische Verteilung der MS zeigt einen deutlichen Zusammenhang zwischen
dem Breitengrad (geographische Entfernung eines Punktes vom Aquator) und
regionaler Krankheitspravalenz (151). Demzufolge neigen Bereiche mit hoherer
Pravalenz der Krankheit (Skandinavien bis 105/100.000, Grol3britannien bis
287/100.000) dazu, weiter vom Aquator entfernt zu sein als diese mit niedriger
(Sudamerika und Zentralafrika <5/100.000). Interessanterweise fuhrte die Migration aus
Gebieten mit hoher Préavalenz (z.B. GroRRbritannien) in Regionen mit geringer
Pravalenz (z. B. Sudafrika, Australien) dazu, dass die Pravalenz des Herkunftslandes
auf das Niveau des Ankunftslandes reduziert wurde, wenn sie vor dem 15. Lebensjahr
stattfand (152), (153), (154). Die Re-Migranten wiederum erreichten erneut die
Pravalenz des Heimatlandes, wenn sie vor dem 15. Lebensjahr ausreisten und
behielten das Risiko des Migrationslandes, wenn die Ruckkehr spater stattfand (155).
Umgekehrt fuhrte die Einwanderung aus Indien (Gebiet mit niedrigem

Erkrankungsrisiko) nach Grof3britannien zu keinem Risikoanstieg bei den
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Einwanderern, aber ihre in Grol3britannien geborenen Kinder zeigten ein Risikoniveau

vergleichbar mit ihren britischen Spielkameraden (156).

Diese Beobachtungen lassen entweder einen schiitzenden Umweltfaktor in Regionen
mit niedriger Prévalenz oder einen ausldésenden Faktor in Gebieten mit hoéherer
Pravalenz vermuten. Wenn man den Daten Glauben schenkt, musste der schutzende
Faktor seine Wirkung in der Kindheit entfalten oder der auslésende Faktor erst in der
Adoleszenz seine negative Wirkung entfalten, zudem muisste er weltweit ungleich
verteilt sein. Die erste Annahme stitzt die zuletzt immer h&aufiger diskutierte Hygiene-
Hypothese, wogegen die zweite mit den Prinzipien der Erreger—Hypothese

Ubereinstimmt.

1.7.3 Erreger

Die Erreger—Hypothese stiitzt sich vor allem auf die sogenannte MS-Epidemie auf den
Farder-Inseln (157). Hier wurden bis 1940 keine MS-Falle gemeldet. Nach der
Stationierung von britischen Truppen auf den Inseln kam es zwischen 1943 und 1990
zu vier MS-Epidemien, welche insgesamt 54 Félle beinhalteten. Es wird spekuliert, dass
die britischen Truppen einen neuen Erreger verbreiteten, welcher auf den Inseln bisher
nicht bekannt gewesen war. Leider konnte dieses Muster nirgendwo anders
reproduziert werden (158). Im Laufe der Zeit wurden bei zahlreichen Erregern die
epidemiologischen und pathologischen Daten auf die Ubereinstimmung mit den
bekannten MS-Mustern untersucht. So konnte z.B. bei der Chlamydia pneumoniae im
Liguor der MS-Patienten nicht nur gehauft Chlamydia-spezifische Antigene, sondern

auch spezifische Antikdrper nachgewiesen werden (159), (160).

Die Tatsache, dass vor allem virale Infektionen des ZNS mit einer Demyelinisierung der
weil3en Substanz, einem chronischen Verlauf und der Produktion von oligoklonalen
Banden im Liquor einhergehen, lenkte die Suche auf einen moéglichen viralen Erreger.
Bei dem menschlichen Herpesvirus-6 (HHV-6) konnten die virale DNS in den Plagues
der MS-Patienten (161) und in den Zellen aus dem Liquor (162) nachgewiesen werden.
Zudem treten HHV-6-spezifische IgM-Antikdrper bei Patienten mit RRMS im Vergleich
mit anderen Patientenpopulationen gehauft auf (163).
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Die Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion fihrt zu einer lebenslangen Persistenz des Virus
in den B-Lymphozyten und wurde mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen,
einschlielBlich systemischer Lupus erythematodes, Sjégren-Syndrom, Hashimoto-
Thyreoiditis und rheumatoider Arthritis in Verbindung gebracht (164). Es gibt Hinweise,
dass eine EBV-Infektion einen Risikofaktor auch fir die Entwicklung der MS darstellen
konnte. Eine EBV-Seropositivitat wurde in bis zu 95% der allgemeinen Bevoélkerung und
bei fast 100% der MS-Patienten (165) gefunden. Das MS-Risiko schient &ul3erst gering
bei EBV-negativen Personen zu sein (166) und steigt bei einer Infektion im Adoleszenz-
oder Erwachsenalter (167). Eine andere Studie zeigte, dass die Erkrankung an der
infektiosen Mononukleose in der Kindheit und dem Jugendalter (EBV-Infektion) als
Risikofaktor fur MS anzusehen ist (168). Epstein-Barr-Virus-Antigene (BRRF2 und
EBNA-1) konnten als Ziele der Immunantwort bei MS-Patienten identifiziert werden
(169), (170). Serafini et. al. fanden EBV-Antigene in ZNS-infiltrierenden B-Zellen bei
Patienten mit MS, aber nicht bei anderen entzindlichen ZNS Erkrankungen (171).
Inwieweit die Daten einen tatsédchlichen atiopathogenetischen Weg aufzeigen und nicht
nur Ahnlichkeiten der Immunreaktion zwischen der MS und einer EBV-Infektion

darstellen, bleibt noch unklar.

1.7.4 Ultraviolett-Strahlung-B

Immer haufiger werden protektive Einflisse der UV-Strahlung aufgrund ihrer
nachweislich immunmodulatorischen Wirkung im Zusammenhang mit der Biosynthese
von Melatonin und Vitamin D diskutiert (172). Die MS-Pravalenz ist empirisch nicht nur
eng mit der geographischen Breite verbunden, sondern korreliert auch mit der jahrlichen
Ultraviolettstrahlung (173), (174). Manche Studien zeigen eine inverse Korrelation
zwischen Serumkonzentrationen von 25-Hydroxyvitamin-D und der Inzidenz der MS
sowie der Schwere der Erkrankung (175). Zudem wird in den neuesten Berichten der
Zusammenhang zwischen der reduzierten Ultraviolett-Strahlung-B, MS-Pravalenz und
dem EBYV hergestellt. Es wird vermutet, dass der niedrige Vitamin D-Spiegel zu einem
Anstieg der EBV-Infektion flhrt und dadurch den Ausbruch der MS begtinstigt (140).
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1.7.5 Rauchen

Nicht nur die epidemiologischen Daten selbst, sondern auch ihre zeitliche Veranderung
lassen vermuten, dass weitere Umweltfaktoren eine wichtige Rolle bei der MS-
Entstehung spielen. Eine der Entwicklungen ist die stets zunehmende Inzidenz und
Pravalenz der MS bei Frauen (6), (176), (177). Frauen sind heute von der schubférmig
verlaufenden MS etwa zweimal haufiger betroffen als Manner (6). Das Frau-zu-Mann-
Verhaltnis nahm in den letzten funf Jahrzehnten deutlich zu (6). Diese Anderung wird
eher durch eine zunehmende MS-Inzidenz bei Frauen als einen Rickgang bei Mannern
verursacht (177) und lasst sich durch genetische, hormonale oder erregerabhangige
Faktoren schlecht erklaren. Epidemiologische Daten zeigen ein ungefahr um 40-50%
erhohtes Risiko fur eine MS verbunden mit dem Rauchen sowie eine Dosis-Wirkung-
Korrelation (178), (179), (180), (166). Internationale landerspezifische Daten zeigen,
dass sich das Verhaltnis zwischen mannlichen und weiblichen Rauchern im Laufe des
vergangenen Jahrhunderts dramatisch veranderte. Vor hundert Jahren kamen auf eine
rauchende Frau 2,5 Manner, wogegen das Verhaltnis heute ausgeglichen ist (181).

Dies konnte eine Zunahme in der Inzidenz und Prévalenz der MS bei Frauen erklaren.

1.7.6 Hygiene-Hypothese

Die steigende Inzidenz und Pravalenz der MS in den letzten hundert Jahren verbunden
mit dem gleichzeitigen Verwischen des Breitengradgradienten, gekennzeichnet durch
die steigende MS-Inzidenz in den aquatornahen Gebieten (182), lassen nach einem
Umweltfaktor suchen, welcher in den letzten hundert Jahren weltweit ebenso eine
Veranderung durchmachte. In einer amerikanischen epidemiologischen Studie wurden
stetig steigende Pravalenzraten von 1915 bis 1985 beobachtet, welche dann aber
stagnierten (9). Eine ahnlich deutliche Veranderung der Pravalenzdaten wurde auch in
Japan registriert. Der Zeitpunkt der Veranderung lasst vermuten, dass die Ubernahme
des ,westlichen Lebensstils” in Japan in den 60er Jahren dabei eine bedeutende Rolle
spielen kénnte (183), (184). Im Jahr 1966 stellten Leibowitz und Kollegen fest, dass das
Auftreten von MS in Israel positiv mit dem Niveau der Abwasserentsorgung korrelierte
(185) und lenkten damit die Aufmerksamkeit auf die Bedeutung der Hygiene in der

Atiologie und Pathogenese der MS.
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Die Hygiene-Hypothese existiert seit 1870, als Charles Harrison Blackley bemerkte,
dass Aristokraten und Stadtbewohner h&ufiger als Bauern Heuschnupfen bekamen
(186). Es folgten weitere Hinweise, dass andere chronisch entziindliche Erkrankungen
in den westlichen Gesellschaften zunehmen wirden (187) (188) (189). Es wurde
letztendlich vermutet, dass h&ufige Infektionen in der Kindheit oder eine mangelhafte
Hygiene aus irgendeinem Grund fur das sich entwickelnde Immunsystem von grof3er

Bedeutung sein mussen.

Die Hygiene-Hypothese besagt, dass die im Rahmen der Evolution entwickelten
symbiotischen Zusammenhange mit den bakteriellen Kommensalen und Wirmern zu
einer Herunterregulation des Immunsystems fihren, um eine unndétige oder nicht
gewinschte Immunantwort auf diese Organismen zu vermeiden. Mit der zunehmenden
Vertreibung dieser Mikroorganismen durch verscharfte Hygiene, Antibiotikatherapie und
veranderte Essgewohnheiten wird das Immunsystem unter anderen Bedingungen
entwickelt und kann bei genetisch préadisponierten Individuen zu autoimmunen

Krankheiten fuhren.

Mit dieser These wird angenommen, dass eine geringere Exposition gegenuber
Infektionserregern in  der Kindheit die Entwicklung einer Thl-abhangigen
proinflammatorischen Immunantwort und anschlieBend ein erhdhtes Risiko fir
Autoimmunerkrankungen birgt, wahrend die Exposition gegeniiber mehreren
Infektionserregern in der Kindheit die Immunantwort in Richtung Th2-Antwort und
regulatorischen T-Zellen moduliert (190), was zu einer verringerten Empfindlichkeit

gegeniber der Autoimmunitat fuhrt.

Der andere Aspekt der Hygiene-Hypothese berlcksichtigt genetische Einflisse der
Erreger auf den Wirt. Es konnte gezeigt werden, dass grof3e Variabilitat fir bestimmte
immunaktive Gene wie z. B. Interleukine (IL-1, -2, -4, -7, -10, -15) (191) oder HLA-
Klasse-l (192) mit dem Pathogenenreichtum in der Population korreliert. Sobald der
immunregulatorische Einfluss der Organismen durch den modernen Lebensstil deutlich
reduziert wird, kdonnte das Immunsystem in Richtung der Autoimmunitat gesteuert
werden (191).
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Ubereinstimmend mit der Hygiene-Hypothese wurde bisher die immunregulatorische
Rolle der Helminthen am besten bei allergischen Erkrankungen untersucht (193). Es
wird geschétzt, dass noch im Jahr 1947 etwa 36% der Bevolkerung in Europa Kontakt
mit solchen Helminthen wie Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura und Ascaris
lumbricoides hatte (194). MS ist aulRerst selten in Landern mit einer Pravalenz von T.
trichiura groéRRer als 10%, steigt jedoch dramatisch in Gebieten mit geringerer Pravalenz
(141). MS-Patienten, die sich mit Helminthen infizierten, hatten eine auffallend
reduzierte Krankheitsprogression und entwickelten zirkulierende myelinspezifische
Treg, welche IL-10 und TGF-f3 als Reaktion auf MBP-Antigen freisetzten (195).

Neben den Helminthen rickten in letzten Jahren immer haufiger auch die kommensalen
Darmbakterien und deren Einfluss auf das Immunsystem und die Autoimmunitat in den

Fokus der Forschung.

1.8 Autoimmunitat und die intestinale Mikroflora

Die Schleimhautflachen des Menschen bilden einen riesigen Bereich. Der menschliche
Dinndarm hat beispielweise eine Flache von 300 m?, das heit 200-mal so groR wie die
Hautoberflache (196). Die Durchlassigkeit und Fragilitat der Schleimhaute verursacht
dabei eine grof3e Anfélligkeit gegenlber Infektionen. Es ist nicht verwunderlich, dass
gerade hier effektive Abwehrmechanismen zur Verfigung stehen, welche einerseits
gegenuber den Pathogenen schiitzen, anderseits aber bei zahlreichen kommensalen
Mikroorganismen und nicht pathogenen Nahrungsantigenen eine ressourcensparende
Vorgehensweise garantieren. Der gastrointestinale Trakt der Saugetiere ist eine
komplexe ©kologische Umwelt, die eine heterogene Population von >10
Mikroorganismen enthélt, also 10-mal mehr als die eigenen Zellen des Menschen.
Diese Mikroorganismen gehéren ~1.000 Arten an (197), (198). Die Billionen
kommensaler Mikroorganismen, die die Darmflora bilden, gehdren in erster Linie zu den
funf bakteriellen Stammen Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes

und Firmicutes. Sie stellen ~90% der gesamten Darmflora dar (199).

Wirbeltiere werden im Wesentlichen keimfrei geboren und erwerben ihre Darmflora kurz
nach der Geburt. Die meisten dieser Organismen sind bei einem immunkompetenten

Wirt nicht pathogen. In der Tat sind viele von denen nutzlich, versorgen den Host mit
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Vitaminen und fallen den verfigbaren mikrobiologischen Nischenzugang fur die
Krankheitserreger. Somit hangt die Gesundheit von Saugetieren an der Gegenseitigkeit

von Host und seiner Darmflora (200).

Von den enormen Mengen von Organismen konnten bisher noch nicht alle identifiziert
werden. Vergleichende Analysen der 16S rRNA-Sequenzen, amplifiziert von
menschlichen Fakalien, deuten darauf hin, dass weniger als 25% der identifizierten
Sequenzen bekannten Organismen entsprechen. Ebenso sind nur etwa 60-80% der
intestinalen Bakterien kultivierbar und somit ist ein Grol3teil der Flora nicht Uber eine
Kultivierung erfassbar (201). Erst die technologische Entwicklung in den letzten 20
Jahren  mithilfe  neuer  molekulargenetischer  Methoden  erlaubte  groRRe
Erkenntnisgewinne Uber die intestinale Normalflora, ihre Zusammensetzung und
Veranderung bei Krankheitsprozessen, besonders des Darmes (202), (203) und bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) (204), (205) (206), (207).
Auch andere Krankheiten mit einem gesicherten autoimmunologischen Hintergrund

zeigen Veranderungen der Darmflora.

Interessanterweise haben die in Russland lebenden Karelier ein sehr niedriges Niveau
von Typ-1-Diabetes mellitus, welches wiederum sechsmal hoher bei den im
angrenzenden Finnland lebenden Kareliern ist. Die beiden Gruppen zeigen ahnliche
genetische Eigenschaften, einschliel3lich ihrer schiitzenden HLA-DQ-Allele und leben in
den gleichen noérdlichen Breiten (208). Wie andere Studien zeigten, leben die
russischen Karelier in einem ganz anderen mikrobiologischem Umfeld im Vergleich zu
ihren finnischen Nachbarn (209). In zahlreichen Tiermodellen wurde inzwischen die
Rolle der kommensalen Darmflora bei Typ-1-Diabetes mellitus, rheumatoider Arthritis
und EAE untersucht (210). Dabei werden die durch die kommensalen Bakterien
verursachten Veranderungen in den verschiedenen Kompartimenten des mukosalen
Immunsystems immer klarer (211), (212), (213), (214).

Wahrend eine umweltbedingt verdnderte Darmflora mehrfach als Risikofaktor fir die
rheumatoide Arthritis (215), entzindliche Darmerkrankungen (216), menschliche
Allergien und das Asthma bronchiale (217) diskutiert wurde, gibt es kaum
Untersuchungen uber die Darmflora als potentieller Risikofaktor fiir die MS.
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1.9 Herleitung der Aufgabenstellung

Die MS ist eine chronisch entztndliche Erkrankung des zentralen Nervensystems,
welche durch die Altersstruktur der Erkrankten besonders hohe sozio-6konomische
Kosten verursacht. Dank den EAE-Modellen der MS konnten die Pathomechanismen
bei der Entstehung und Progression der Erkrankung immer besser verstanden werden
und fuhrten auch zur Etablierung von effektiven Therapiekonzepten. Trotz des
unbestreitbaren Fortschritts bleiben bei der Erforschung der MS-Atiologie viele Fragen
offen. Die Untersuchungen des menschlichen Genoms bei der MS beweisen die Rolle
des Immunsystems im Krankheitsprozess. Des Weiteren finden sich viele Hinweise,
dass die Autoimmunitat als fehlgesteuerte Immunantwort auf die korpereigenen
Antigene der treibende Motor der Erkrankung ist. Die entscheidenden Faktoren in
diesem Prozess scheinen das Erlernen und Regulieren von Toleranz zu sein. Seitdem
entdeckt wurde, dass der Darmtrakt nicht nur der Ernahrung des Menschen dient,
sondern auch durch das mukosale Immunsystem die Koexistenz mit zahlreichen
Mikroorganismen sichert, konnte inzwischen in zahlreichen Studien nachgewiesen
werden, dass die Toleranzprozesse hier eine besonders wichtige Rolle spielen. Es
finden sich inzwischen zahlreiche wissenschaftliche Beweise dafur, dass
Veréanderungen in diesem System zu Erkrankungen fuhren, auch zu solchen mit einem

autoimmunogenen Hintergrund.

Das Ziel dieser Arbeit ist anhand von Stuhlproben zu klaren, ob bei der MS
Veranderungen in der Zusammensetzung und der Konzentration der Darmflora zu
finden sind. Ferner soll tberprift werden, ob bestimmte Faktoren auf die bakterielle

Darmflora bei der MS Einfluss nehmen.
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Tabelle 4: Gerate

2. Material und Methode

Gerat Typ Bezugsfirma

CO,- Inkubator IR Auto Flow NuAire, Plymouth, USA
Feinwaage SAC 51 Scaltec instruments, Goéttingen
Fluoreszenzmikroskop ~ Eclipse 80i Nikon, Tokio, J
Hg-Hochdrucklampe C-SHG1 Nikon, Tokio, J
Hybridisierungsofen Hybaid Mini Oven MWG-Biotech, Ebersberg
Kamera DXM 1200F Nikon, Tokio, J
Trockenschrank ULM400 Memmert, Schwabach
Vortexgerat Labinco L24 Vortex Labinco, Breden NL
Warmeschrank Function Line BB16 Heraeus instruments, Hanau
Wasserbad Typ 1003 GFL, Burgwedel

Zahlgitter Okularstrichplatte MXK 23002 Nikon, Tokio, J

Mikrotom Microm cool-cut HM 325 Thermo Fisher Scientific, Walldorf
Warmeschrank BS 50 MLW

Eppendorfpipetten Research 10, 40, 200, 1000 pl Eppendorf AG Hamburg
Paraffin-Streckbad SB 80 MICROM, Walldorf

Zentrifuge Biofuge pico Heraeus instruments, Hanau

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Bezugsfirma

1,5ml; 2ml Reaktionsgefalie
50ml PP Falcon-Réhrchen
10ul Pipettenspitzen

200ul Pipettenspitzen
1000ul Pipettenspitzen
Deckglaschen
Immersionsol

PAP-Stift

SuperFrost plus Objekttrager
Paraplast Plus

Ratilabo ®Einbettkassetten
Klingen S-35 fur Mikrotom

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Langenbrinck, Emmendingen
Carl Zeiss Jena, Jena
Kisker-Biotech, Steinfurt
Langenbrinck, Emmendingen
MC Cormick Scientitic
Simport

Feather, Japan
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Tabelle 6: Reagenzien

Reagenzien

Bezugsfirma

Bidestilliertes Wasser
Chloroform, min. 99%, DAB9
DAPI, min. 98%

Essigsaure 100%, Rotipuran
Ethanol, 96%, EMSURE
HPLC analysiertes Wasser
NaCl

Salzsaure 37% zur Analyse
SDS ultra pure

TRIS Pufferan 99,9%
Formamid zur Analyse

Xylol zur Analyse

Charité Berlin

Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt J.T.
Baker, Deventer NL
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Deventer NL

Tabelle 7: Oligonukleotidsonden

Oligonukleotidsonden

Bezugsfirma

At0291, Cy3
Bac303, Cy5
Bif164, Cy3
Ebac, Cy5
Eub338, FITC
Erec482,Cy5
Fprau645,Cy3

BioTez, Berlin
BioTeZ, Berlin
BioTeZ, Berlin
BioTeZ, Berlin
BioTeZ, Berlin
BioTez, Berlin
BioTeZ, Berlin

Tabelle 8: Software

Software

Bezugsfirma

Mikroskopie FotosoftwareACT 1

MS Excel 2010
MS Access 2000
MS Word 2010
SPSS Version 16
EndNote X5

Nikon, Tokio, J

Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA
Microsoft, Redmond, USA
IBM, Armonk, USA

Thomson Reuters, New York, USA
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2.1 Patienten und Probanden

Die Patienten wurden in dem Ambulanten MS-Zentrum der Oberhavelkliniken GmbH in
Hennigsdorf in einem Zeitraum von vierzehn Monaten rekrutiert. Die Probanden der
Studie wurden in einer internistischen Spezialsprechstunde am Campus Mitte der
Charité Universitatsmedizin Berlin in einem Zeitraum von sechs Monaten rekrutiert. Es
wurden 54 Patienten mit einer nach den geltenden diagnostischen Kriterien gesicherten
Multiplen Sklerose eingeschlossen. Als Kontrollgruppe dienten 54 Patienten ohne
anamnestisch bekannte chronisch entzindliche Darmerkrankungen und ZNS-
Erkrankungen, die die internistische Sprechstunde der Charité aus anderen Griinden
besuchten. Die einzelnen Gruppen waren hinsichtlich der Geschlechtsverteilung
vergleichbar. Alle Patienten und Probanden wurden mindlich und schriftlich Uber die
Studie informiert und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Es lag ein positives Votum
der Ethikkommission der Charité und der Brandenburgischen Arztekammer vor. Zudem
wurden alle Untersuchungen in Einklang mit der Erklarung von Helsinki durchgefihrt .

Datenerfassung
Von jedem Patienten wurden folgende Daten erfasst und in der Folge statistisch
analysiert:
o Alter
e Geschlecht
o Grolie
e Gewicht
e Verlaufstyp der Multiplen Sklerose
e Zeitpunkt der Erstdiagnose
e Zeitpunkt der Erstsymptome
e EDSS
e Auftreten eines Schubes in den letzten 14 Tagen
e Therapie des Schubes in den letzten 14 Tagen
o aktuelle Medikation beziiglich der multiplen Sklerose
o Immunmodulatoren
o Eskalationstherapie
e Begleitmedikation
o Antibiotika
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o Chemotherapie
e Begleiterkrankungen
o akute infektiose Erkrankungen
o Neoplasie
o Sprue
o Schlaganfall
o chronisch entztindliche Darmerkrankungen
e Lebensort (Stadt/Land)
e Ernahrungsgewohnheiten
o Mischkdostler
o Vegetarier
o Veganer
e Auftreten der Multiplen Sklerose bei Familienangehdrigen

e Transaminasen

Verblindung

Die im Labor eingehenden Proben wurden mit einer fortlaufenden neunstelligen
Nummer versehen. Diese Nummer erlaubte keinen RuUckschluss auf jedwede
Patientendaten. Die anonymisierten Patientendaten wurden mit der gleichen Nummer
versehen und in einer separaten Datenbank gespeichert. Die Entblindung erfolgte erst

nach der mikroskopischen Auswertung der Proben zur statistischen Analyse.

2.2 Probenpraparation

Die Stuhlproben wurden durch die Patienten und Probanden in Form von 4-10mm
langen fékalen Zylindern mit Hilfe eines Kunststoffstrohhalms mit einem 3mm
Innendurchmesser (Schlecker, Deutschland) gestanzt. Die Strohhalme wurden in 4cm
lange Stlcke geschnitten und zusammen mit einem 50 ml Falcon-Réhrchen mit 30ml
Carnoy-Ldsung (6/6/1 vol. Ethanol/ Eisessig/ Chloroform) an die Teilnehmer der Studie
verteilt. Die Teilnehmer wurden Uber die Vorgehensweise bei der Punktion der
Stuhlzylinder angewiesen. Die Strohhalme mit den Stuhlproben wurden in die Falcon-

Rohrchen eingeworfen und in der Carnoy-L6sung fur 24 Stunden bei Raumtemperatur
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fixiert, anschlie3end bei 4°C gekuhlt und innerhalb von ein bis zwei Wochen ins Labor
geliefert.

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden bei den
Studienteilnehmern jeweils im Abstand von drei bis sieben Tagen mehrere Stuhlproben
abgenommen. Bei allen 54 Probanden waren es drei Proben. Bei den MS-Patienten
waren es bei 48 Patienten drei Proben, bei drei Patienten zwei Proben und bei vier

Patienten eine Probe.

Im Labor wurden zunéchst die Strohhalme und die Carnoy-Lésung entfernt und durch
Xylol ersetzt. Nach 24 Stunden wurden die fakalen Zylinder unter Verwendung von
Standardverfahren in Paraffin eingebettet und am nachsten Tag in 4um dicke, langliche
Praparate geschnitten, auf SuperFrost-Objekttrager (R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland) (206) fixiert und fur 60 Minuten bei 50°C durchbacken. Um die Proben mit
allen ausgewahlten Oligonukleotidsonden untersuchen zu kénnen, wurde jede Probe

auf drei Objekttrager aufgebracht.

2.3 Hybridisierung

2.3.1 Vorbereitungen fir die Hybridisierung

Vor der Hybridisierung wurden die auf den Objekttragern liegenden Schnitte durch ein
dreiminttiges Bad zunadchst 4-mal in Xylol und dann 4-mal in 96%igem Ethanol
entparaffiniert. AnschlieRend mussten sie 30 Minuten bei 50°C trocknen. Im nachsten
Schritt wurden die Schnitte auf den Objekttragern mit einem PAP-Pen umkreist. Die
Markierung sorgte dafir, dass sich aufgetragene Flissigkeiten nur im definierten
Bereich ausbreiten konnten. Die Markierung mittels PAP-Pen hat zudem den Vorteil,
dass sie nicht mit den spéater aufgebrachten Chemikalien reagierte, temperaturstabil ist

und bei der anschlieRenden Mikroskopie wenig storende Autofluoreszenzen erzeugt.

2.3.2 Oligonukleotidsonden
Bei den verwendeten Sonden handelt es sich um rRNA-basierte Oligonukleotidsonden,

die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. In dieser Studie wurden 16S rRNA-
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und 23S rRNA-basierte Sonden verwendet. Diese binden spezifisch an die
komplementare Zielsequenz der bakteriellen rRNA und markieren hierdurch die
Bakterien. Insgesamt wurden sechs verschiedene Oligonukleotidsonden verwendet, die
entweder spezifisch alle Bakterien, einzelne Familien und Gruppen oder einzelne
Spezies markieren. Welche Sonden im Einzelnen genutzt wurden ist in der Tabelle 9
ersichtlich. Die Sequenzen der verwendeten Sonden sowie weitere Informationen wie

Spezifitat, Zielmolekil und Molekulargewicht sind auf ProbeBase einsehbar (219).

Da bisher keine Studien veréffentlicht wurden, welche die Zusammensetzung der
bakteriellen Darmflora bei multipler Sklerose untersuchten, erfolgte die Auswahl der
Sonden angelehnt an die Ergebnisse bei Voruntersuchungen in Tiermodellen, vor allem
bei der EAE (220). Ebenso wurden autoimmune Erkrankungen, bei denen der Einfluss
der Darmflora auf die Atiologie diskutiert wurde berticksichtigt (221), (206), um einen
moglichst grofRen Teil der vorkommenden Bakterien abzubilden (222), (199).

Tabelle 9: Oligonukleotidsonden. Die angegebene Referenz verweist auf die Erstbeschreibung.

Sondenname Ziel Farbstoff  Referenz
Eub338 Alle Bakterien, Kingdom eubacteria FITC (223)
Ato291 Atopobium Cy3 (224)
Bac303 Bacteroidaceae Cy5 (225)
Bif164 Bifidobacteriae Cy3 (226)
Ebac Enterobacteriaceae Cy5 (227)
Erec482 Eubacterium rectale Cy5 (228)
Fprau645 Faecalibacterium prausnitzii Cy3 (229)
DAPI Gegenfarbung, alle DNA- und (230)

RNA-haltigen Strukturen
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Bakterium

v

FITC, Cv3 oder Cv5

Oligonukleotidsonde

rRNA

Abbildung 1: Mechanismus von FISH. Die Abbildung zeigt die fluorochrommarkierte Sonde, die an
bakterielle rRNA bindet.

2.3.3 Gekoppelte Fluoreszenzfarbstoffe

Beide Sondengruppen (Zielmolektl 16S rRNA oder 23S rRNA) binden an die bakterielle
rRNA und der gekoppelte Farbstoff sendet, wenn er angeregt wird, Licht aus und macht
die Bakterien so sichtbar. Insgesamt waren drei unterschiedliche Farbstoffe,
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Cyanine Cy3 und Cy5 an die Sonden gekoppelt
(Abbildung 1). Die Farbstoffe werden bei unterschiedlichen Wellenlangen maximal
angeregt, FITC bei Amaxy=495nm, Cy3 bei Amay=548nm und Cy5 bei Amaxy=647nm, und
emittieren die gespeicherte Energie wiederum als Licht. Auch das emittierte Licht hat je
nach Farbstoff unterschiedliche Wellenlangen (FITC: Amax=519nm; Cy3: Amay=561nm;
Cy5: Amax=665nm), sodass FITC unter dem Fluoreszenzmikroskop als grun, Cy3 als
orange und Cy5 als dunkelrot erscheint. Die Wellenlangen, bei denen Licht maximal

absorbiert und emittiert wird, sind der Datenbank PubSpectra enthommen (231).
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Die Wellenlange des von Cy5 emittierten Lichts (Amaxy=665nm) wird vom menschlichen
Auge nicht mehr oder nur noch schwach erkannt, sodass hier auf die Analyse von Fotos
zurlckgegriffen  werden  muss. Die unterschiedlichen  Farbspektren  der
Fluoreszenzfarbstoffe ermdglichen es in einem Préparat bis zu drei verschiedene
Bakterienspezies zu markieren und ihre Konzentration und rdumliche Verteilung zu

analysieren.

2.3.4 Hybridisierung

Die Zusammensetzung der Basislosung fur die anschlieende Hybridisierung ist aus
Tabelle 11 zu ersehen. Zu je 50ul dieser Losung wurden dann 2ul der FITC-gelabelten
Sonde und je 0,5ul der Cy3- und der Cy5-gelabelten Sonde gegeben. Von der so
hergestellten Hybridisierungslosung wurden je 50ul auf die PAP-markierten
Objekttrager gegeben. Jeder der drei Objekttrager der Probe wurde mit einer anderen
Sondenkombination hybridisiert. Die Sondenkombinationen sind in Tabelle 10

dargestellt.

Tabelle 10: Sondenkombinationen

Sondenname Cy3 FITC Cy5
Objekttrager 1 Ato291 Eub338 Erec482
Objekttrager 2 Fprau645 Eub338 Ebac
Objekttrager 3 Bif164 Eub338 Bac303

AnschlieRend wurden die Praparate fur 45 Minuten bei 50°C hybridisiert. Um die
ungebundenen Sonden zu entfernen, wurden sie dann nach Spilung mit destilliertem
Wasser fur fiunf Minuten in einer Waschlosung bei 50°C gewaschen und erneut mit
destilliertem Wasser gespult. Die Objekttrager wurden dann erneut bei 50°C funf
Minuten getrocknet, bevor sie mit DAPI (4', 6-Diamidin-2-phenylindol) fir funf Minuten
bei Raumtemperatur dunkel gegengefarbt, anschlieBend mit destilliertem Wasser

abgesplilt und das letzte Mal finf Minuten bei 50°C getrocknet wurden.
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Tabelle 11: Hybridisierungs- und Waschlésung

Fur 2ml Hybridisierungs-Lésung Fur 50ml Waschlésung
Menge Konzentration Stoff Menge Konzentration Stoff
360ul 5M NaCl Iml M Tris-HCI
40ul 1M Tris-HCI oml 5M NacCl
10ul 10% SDS 30ul 10% SDS
20ul zur Analyse Formamid | auf 50ml Aqua
dest.

1580pl Aqua

dest.

2.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Mikroskopie

2.4.1 Funktionsweise

Bei einem Fluoreszenzmikroskop wird das Praparat, im Gegensatz zu einem normalen
Lichtmikroskop, nicht  von unten durchleuchtet, sondern spezifische
Fluoreszenzfarbstoffe zum Leuchten angeregt. Dazu wird das Licht einer
Quecksilberdampfhochdrucklampe  durch  einen  ersten  Spektralfilter, den
Anregungsfilter, Uber einen Teilerspiegel auf das Préparat gelenkt. Der Anregungsfilter
lasst nur ein schmales Lichtspektrum durch und zwar eben jenes, das den jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoff (DAPI, FITC, Cy3 oder Cy5) maximal anregt. Der angeregte
Farbstoff emittiert wiederum Licht, das dann durch einen weiteren Spektralfilter, den
Sperrfilter und durch das Okular zum Auge des Untersuchers oder zu einer Kamera
gelenkt wird. Der Sperrfilter hat dabei die Aufgabe nur die Wellenlangen durchzulassen,
die spezifisch fur das jeweilige Fluorochrom sind und anderes Licht, wie zum Beispiel
vom Préparat reflektiertes Anregungslicht, aufzuhalten (232). Die Funktionsweise der
Fluoreszenzmikroskopie wird auch durch Abbildung 2 verdeutlicht.
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Abbildung 2:
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Funktionsweise der Fluoreszenzmikroskopie
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2.4.2 Zelldifferenzierung

Leukozyten

Die Leukozyten lassen sich aufgrund der unterschiedlichen Morphologie in der
Gegenfarbung mit DAPI und ihrer Grol3e eindeutig von bakteriellen Zellen
unterscheiden. Auch die Form des organisierten Zellkerns kann als

Differenzierungsmerkmal dienen.

Standards zur Identifikation von Bakterien
Bakterien sind aufgrund von unspezifischen Signalen oft schwierig von eukaryonten
Zellverbanden und Artefakten zu unterscheiden. Um dennoch valide Aussagen lber

Bakterien treffen zu kdnnen, sind einige Standards notwendig.

Bakterien werden unabhangig von einem positiven Signal in der spezies-spezifischen
Sonde nur als solche gezahlt, wenn sie auch in der Gegenfarbung mit DAPI erkennbar
sind. Es muss auch in der Eub338-Sonde, die alle Bakterien darstellt, ein positives
Signal nachweisbar sein. Zudem wird eine bakterientypische Form gefordert, um die
Gefahr der Verwechslung mit Artefakten zu minimieren. Die Bakterien dirfen auch nicht
mit anderen Oligonucleotidsonden kreuzhybridisieren, sondern nur mit ihrer gruppen-,

bzw. spezies-spezifischen Sonde hybridisieren (233).

Quantitative Bestimmung bakterieller Subpopulationen

Um einen genaueren Uberblick tber die Zusammensetzung der Bakterien zu
bekommen, wurde jede der beobachteten Bakteriengruppen (Tabelle 13) einzeln
beurteilt. Die Konzentration der einzelnen Bakteriengruppen wurde mit Hilfe eines
Zahlgitters bei 1000facher Vergrol3erung geschétzt. Hochkonzentrierte Bakterien
wurden in einem 10x10um grof3en und fir die Region reprasentativen Feld gezahlt.
Bakterien mit ungleichméafiger Verteilung oder insgesamt niedrigeren Konzentrationen
wurden in einem 100x100um grofRen Feld oder sogar auf der gesamten Oberflache des
fakalen Zylinders ausgezahlt. Die Umwandlung der Zahlen der registrierten Signale
innerhalb eines definierten mikroskopischen Bereiches auf die Konzentrationen von

Bakterien pro ml basierte auf folgendem Modell:
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Eine 10pl Bakteriensuspension mit einer Konzentration von 10’ Zellen pro ml, die auf
eine kreisformige Glasoberflache von einem Zentimeter aufgebracht wird, fihrt zu einer
Konzentration von 40 Zellen pro durchschnittiches mikroskopisches Feld mit einem
Durchmesser von 200um bei einer VergréRerung von x1.000. Somit wére ein Bakterium
in einem Bereich von 785um? zu finden. Die Praparate haben eine Dicke von 4pum. Ein
Bakterium ist im Durchschnitt 0,8um grof3. Unter diesen Annahmen, wenn eine
Oberflache von 100pm? ein Bakterium aufweist, entspricht es einer Konzentration von
0,4x10° Zellen pro ml. 250 Bakterien pro 100um? erlauben keine visuelle
Unterscheidung eines einzelnen Bakteriums, obwohl Bereiche zwischen den einzelnen
Bakterien noch zu sehen sind; Fallen wie diesem wurde eine Konzentration von 10!
Zellen pro ml zugewiesen. Ein homogener Bakterienteppich ohne abgrenzbare
Zwischenraume tritt bei Keimzahlen von 2.500 Zellen/100pum? auf; Fallen wie diesem

wurde eine Konzentration von 10*2 Zellen pro ml zugewiesen (204).

2.4.3 Fotodokumentation

Um die Befunde nachvollziehbar zu dokumentieren, wurden alle Praparate bei
400facher VergréRerung fotodokumentiert. Es wurden besonders typische Stellen der
Praparate in allen Filtern (DAPI, Cy3, Cy5 und FITC) fotografiert. Die Bilder wurden,
versehen mit der flunfsteligen Probennummer, anonymisiert im JPEG-Format

gespeichert und archiviert.

2.5 Statistik
Die Analyse der Daten erfolgte mit dem Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) Version 16.

Die Haufigkeit des Auftretens von einzelnen Bakterien, Leukozyten und der
Mucusschicht in den Stuhlproben wurde zwischen der MS-Gruppe und der Kontroll-

Gruppe mit dem Chi-Quadrat-Test statistisch ausgewertet.

Die Uberprufung der Normalverteilung der Leukozyten- und Bakterienkonzentrationen
pro Milliliter sowie der Mucusschichtbreite erfolgten mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-

Tests. Die Bakterienkonzentration pro Milliliter wurde mithilfe von arithmetischem Mittel
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und Standardabweichung ("standard deviation"; SD) dargestellt. Die graphische
Darstellung erfolgte mit Box-Plot-Diagrammen, bei denen der Median, die beiden
Quartile, die maximalen und minimalen Werte innerhalb des 1,5-fachen
Interquartilsabstandes sowie die extremen und milden Ausrei3er dargestellt wurden.
Variablen, die mit einer ausreichenden Sicherheit normalverteilt waren (Kolmogorov-
Smirnov-Test p>0,05), wurden mit dem zweiseitigen t-Test fur unverbundene
Stichproben nach Student ausgewertet. Wenn die Normalverteilung nicht mit
ausreichender Sicherheit gegeben war, wurde die Variable mit dem U-Test nach

Wilcoxon, Mann und Whitney analysiert.
Die Nullhypothese wurde auf einem Signifikanzniveau von 5% abgelehnt (p< 0,05). Das

hei3t, ab p<0,05 wurden die Ergebnisse als signifikant, ab p<0,01 als hochsignifikant
angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistik

Die beiden untersuchten Gruppen, MS-Gruppe und Kontroll-Gruppe, bestanden aus
jeweils 54 Personen. Beide Gruppen waren in Bezug auf die geschlechtliche Verteilung
identisch und bestanden aus 35 (64,8%) Frauen und 19 (35,2%) Mannern.

Ahnlich waren GréRe und Gewicht beider Gruppen vergleichbarer (Tabelle 12).

Tabelle 12: GréRen- und Gewichtsverteilung der Gruppen.

Gruppe GroélReincm Gewicht in kg

Mittelwert Min Max SD Mittelwert Min Max SD
MS 171,88 156 192 9,05 72,31 43 120 16,54
Kontrolle 168,65 154 194 8,39 66,46 47 93 10,07

In Bezug auf das Alter war die MS-Gruppe statistisch signifikant jinger als die Kontroll-
Gruppe (p<0,0001). Das durchschnittliche Alter betrug in der MS-Gruppe 43,04 (SD
12,25) Jahre und in der Kontroll-Gruppe 55,83 (SD 15,0) Jahre (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Altersverteilung der Gruppen
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45 Patienten (83,3%) hatten eine schubformig-remittierende, sechs eine sekundéar-
progrediente (11,1%) und ein Patient (1,9%) eine primar-progrediente Form der MS. Bei
zwei Patienten fehlten die Angaben beziglich der Krankheitsform.

Bei 27 Patienten (51,9%) wurden die ersten Krankheitssymptome vor dem Jahr 2003
festgestellt und bei 25 (48,1%) im Jahr 2003 und spater. 29 Patienten (55,8%) wiesen
einen EDSS von 3,5 und kleiner und 23 (44,2%) einen EDSS von 4,0 und gréf3er auf.
27 Patienten (50%) hatten einen Schub und 28 (51,9%) wurden mit Methylprednisolon—
Hochdosistherapie behandelt. 28 Patienten (51,9%) wurden im Rahmen der
Basistherapie mit einem der B-Interferone oder dem Glatirameracetat behandelt. Bei 15
von ihnen (27,8%) fand eine Eskalationstherapie (Natalizumab, Fingolimod,

Mitoxantron) statt. 33 Patienten gaben die Stadt und 19 das Land als Wohnort an.

3.2 Haufigkeiten
Die Haufigkeit des Auftretens von einzelnen Bakterien, Leukozyten und der
Mucusschicht in den Stuhlproben wurde zwischen der MS-Gruppe und der Kontroll-

Gruppe mit dem Chi-Quadrat-Test statistisch ausgewertet.

Leukozyten

Die Leukozyten waren nicht in jeder Probe nachweisbar. Bei der Kontrollgruppe wurde
sie bei 13 Personen (24,1%) identifiziert. Bei den MS-Patienten fanden sich
leukozytenpositive Proben bei sieben Personen (7,5%). Die Ergebnisse zeigten sich
statistisch signifikant bei einem p-Wert von 0,019 (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Haufigkeit des Auftretens von Leukozyten - Gruppen insgesamt

Mucus

Die Mucusschicht war ahnlich den Leukozyten nicht in jeder Probe nachweisbar. Bei
der MS-Gruppe (n=45; 84,9%) kommt der Mucus statistisch signifikant haufiger vor
(p=0,045) als bei der Kontrollgruppe (n=37; 68,5%) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Haufigkeit des Auftretens von einer Mucusschicht - Gruppen insgesamt
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Bakterien-Gruppen

Atopobium

Die Atopobium-Gattung wurde bei der groRen Mehrheit der MS-Patienten registriert
(n=50; 92,6%), aber bei deutlich weniger Probanden der Kontrollgruppe (n=39; 72,2%).
Bei der statistischen Analyse ergab sich ein p-Wert von 0,005 und damit eine
statistische Signifikanz des haufigeren Auftretens der Bakterien der Atopobium-Gattung
bei MS-Patienten (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Haufigkeit des Auftretens von Atopobium - Gruppen insgesamt

Bacteroidaceae

Die Vertreter der Bacteroidaceae-Gattung wurden entsprechend bei 51 MS-Patienten
(94,4%) und bei allen 54 Probanden (100%) nachgewiesen. Die statistische
Auswertung zeigte bei einem p-Wert von 0,079 keine statistisch relevanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Bifidobacteriae
Die Bifidobacteriae-positiven Signale wurden bei 50 MS-Patienten (92,6%) und bei 45
Probanden (83,3%) regqistriert. Auch hier konnten keine statistisch relevanten

Unterschiede bei einem p-Wert von 0,139 nachgewiesen werden.
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Enterobacteriaceae

Die Bakterien der Enterobacteriaceae-Familie konnten in den Stuhlproben von 24
(44,4%) Personen der MS-Gruppe und bei 33 (61,1%) Personen der Kontroll-Gruppe
gefunden werden. Nach der statistischen Analyse zeigte sich ein p-Wert von 0,083 und

damit kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Eubacterium rectale

Das Eubacterium rectale, eine Spezies der Eubacteriaceae-Familie, fand sich in den
Stuhlproben von 54 Personen (100%) der MS-Gruppe und bei 53 Personen (98,1%) der
Kontroll-Gruppe. Die statistische Analyse der beiden Gruppen zeigte bei einem p-Wert
von 0,315 keine relevanten Unterschiede in der Haufigkeit. Diese Bakterien gehdren

auch zur normalen Darmflora.

Faecalibacterium prausnitzii

Faecalibacterium prausnitzii, ein Vertreter der Clostridiaceae-Familie, fand sich in den
Proben von 52 MS-Patienten (96,3%) und bei allen 54 Probanden (100%). Die
statistische Analyse mit dem Chi-Quadrat-Test zeigte einen p-Wert von 0,153 und damit
keinen relevanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die Zusammenstellung

der Haufigkeiten des Auftretens findet sich in der Tabelle 13.

Tabelle 13: Haufigkeit des Auftretens von Bakteriengruppen, Leukozyten und Mucus bei MS-
Patienten und Probanden

MS-Gruppe Kontroll-Gruppe

Parameter Anzahl  proz. Anteil Anzahl proz. Anteil p-Wert
Leukozyten 4 7,5% 13 24,1% 0,019
Mucus 45 84,9% 37 68,5% 0,045
Atopobium 50 92,6% 39 72,2% 0,005
Bacteroidaceae 51 94,4% 54 100% 0,079
Bifidobacteriae 50 92,6% 45 83,3% 0,139
Enterobacteriaceae 24 44,4% 33 61,1% 0,083
Eubacterium rectale 54 100% 53 98,1% 0,315
Faecalibacterium prausnitzii 52 96,3% 54 100% 0,153
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3.3 Konzentrationen

Die Konzentration von einzelnen Bakterien-Gruppen und Leukozyten sowie die Breite
der Mucusschicht wurden zur weiteren Auswertung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
auf Normalverteilung getestet. Hierbei ergab sich, dass die Konzentrationen in keiner
Gruppe zu einer ausreichenden Wahrscheinlichkeit normalverteilt waren (Kolmogorov-
Smirnov-Test in allen Gruppen <0,05), sodass zur weiteren statistischen Analyse der

Mann-Whitney-U-Test verwendet wurde.

Mucus

Bei der Auswertung der Mucusschichtdicke fanden sich grdf3ere Breiten in den Proben
von MS-Patienten. In den Proben der Kontrollgruppe fand sich eine durchschnittliche
Breite von 25,15um (SD: 49,7um). Die Proben der MS-Patienten zeigten eine Breite
von durchschnittlich 41,87um (SD: 41,58um). Beim Vergleich der MS-Gruppe mit der
Kontrollgruppe ergab sich beim Mann-Whitney-U-Test ein p-Wert von 0,000. Somit war
der Breitenunterschied statistisch hoch signifikant (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Breite der Mucusschicht - Gruppen insgesamt
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Leukozyten

Die Proben der Kontrollgruppe enthielten durchschnittlich 0,93x10° Leukozyten pro
ml(SD: 2,59x10°), wohingegen in den Proben der MS-Gruppe im Durchschnitt 0,47x10°
pro ml (SD: 2,43x10°) enthalten waren. Die Unterschiede der Leukozyten-
Konzentrationen waren statistisch signifikant, so zeigte sich in der statistischen Testung
ein p-Wert von 0,022 (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Leukozyten-Konzentration - Gruppen insgesamt
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Atopobium

Atopobium ist ein Vertreter des Actinobacteria—Stammes. Typischerweise sind diese
Bakterien diffus in den Stuhlproben verteilt (Abbildung 9).

Atopobiumsonde in Cy3 bei einer
Kontrollperson bei 400facher VergréRerung
(links oben); Atopobiumsonde in Cy3 bei
einem MS-Patienten bei 400facher
VergrofRerung (rechts oben); Atopobiumsonde
in Cy3 bei einem MS-Patienten bei 1000facher
VergrofRerung (unten).

Abbildung 9: Atopobium-Konzentration
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Bei der Untersuchung der Konzentrationen von Atopobium fanden sich hdhere
Bakterienkonzentrationen in den Proben von MS-Patienten. In den Proben der
Kontrollgruppe wurde eine durchschnittliche Konzentration von 1,82x10° Bakterien pro
Milliliter (SD: 1,65x10° pro ml) gefunden. Die Proben der MS-Patienten enthielten eine
Konzentration von durchschnittlich 5,31x10° pro Milliliter (SD: 2,94x10°). Beim Vergleich
der MS-Gruppe mit der Kontrollgruppe ergab sich ein p-Wert von 0,000. Ein
hochsignifikanter Unterschied der Konzentrationen von Atopobium konnte somit

nachgewiesen werden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Atopobium-Konzentration - Gruppen insgesamt
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Bacteroidaceae

Die Bacteroidaceae-Gattung ist eine der am haufigsten im Stuhl vorkommenden

kommensalen Bakteriengruppen. Ahnlich wie Atopobium ein Vertreter der diffus im
Stuhl auftretenden Bakterien (Abbildung 11).

Bacteroidaceaesonde in Cy5 bei einer
Kontrollperson bei 400facher VergroRerung
(links oben); Bacteroidaceaesonde in Cy5 bei
einem MS-Patienten bei 400facher
VergroRRerung(rechts oben);
Bacteroidaceaesonde in Cy5 bei einem MS-
Patienten bei 1000facher Vergrof3erung
(unten).

Abbildung 11: Bacteroidaceae-Gattung Konzentration
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Die statistische Auswertung der Bacteroidaceae-Gattung ergab eine niedrigere
Bakterienkonzentration in den Proben von MS- Patienten. In den Proben der
Kontrollgruppe fand sich eine durchschnittliche Konzentration von 11,16x10° Bakterien
pro Milliliter (SD: 3,87x10° pro ml). Die Proben der MS-Patienten enthielten eine
Konzentration von durchschnittlich 8,16 x 10° pro Milliliter (SD: 3,76x10° pro ml). Beim
Vergleich der Gruppen ergab sich ein hochsignifikanter p-Wert von 0,000. Ein statistisch
signifikanter Unterschied der Konzentrationen der Bacteroidaceae-Gattung konnte

somit nachgewiesen werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Bacteroidaceae-Konzentration - Gruppen insgesamt
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Bifidobacteriae
Die Bifidobacteriae gehotren ahnlich wie Atopobium zum Actinobacteria—Stamm. Sie
sind am haufigsten in einer gewissen Entfernung von der Stuhloberflache zu finden

(Abbildung 13).

Bifidobacteriaesonde in Cy3 bei einer
Kontrollperson bei 400facher Vergrof3erung.
Hier ist die typische Lokalisation unterhalb der
Mucusschicht gut zu sehen (links oben);
Bifidobacteriaesonde in Cy3 bei einem MS-
Patienten bei 400facher Vergrol3erung (rechts
oben); Bifidobacteriaesonde in Cy3 bei einem
MS-Patient bei 1000facher VergréR3erung
(unten).

Abbildung 13: Bifidobacteriae-Konzentration

Bei der statistischen Analyse der Konzentrationen der Bifidobacteriae fanden sich

héhere Bakterienkonzentrationen in den Proben von MS-Patienten. In den Proben
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der Kontrollgruppe fand sich eine durchschnittiche Konzentration von 1,09x10°
Bakterien pro Milliliter (SD: 1,20x10° pro ml). Die Proben der MS-Patienten enthielten
eine Konzentration von durchschnittlich 5,26x10° pro Milliliter (SD: 3,76x10°%). Beim
Vergleich der MS-Gruppe mit der Kontrollgruppe ergab sich ein p-Wert von 0,000. Ein
signifikanter Unterschied der Konzentrationen konnte somit nachgewiesen werden
(Abbildung 14).

20,0

15,0

10,0

Bifidobacteriae in 1079 pro ml

5!
=
1

== I

T T
Kontrollgruppe MS Gruppe
Gruppe

Abbildung 14: Bifidobacteriae-Konzentration - Gruppen insgesamt

Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae sind Vertreter des Proteobacteria-Stammes. Sie zeigten die
geringsten Konzentrationen und waren vor allem an der Stuhloberflache lokalisiert
(Abbildung 15).

Bei der statistischen Auswertung der Konzentrationen von Enterobacteriaceae pro
Milliliter Stuhl fanden sich hohere Bakterienkonzentrationen in den Proben von MS-
Patienten, der Unterschied war statistisch nicht signifikant (p=0,100). In den Proben der
Kontrollgruppe fand sich eine durchschnittliche Konzentration von 0,69x10° Bakterien
pro Milliliter (SD: 1,42x10° pro ml). Die Proben der MS-Patienten enthielten eine
Konzentration von durchschnittlich 0,58x10° pro Milliliter (SD: 1,46x10°).
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Enterobacteriaceaesonde in Cy5 bei 400facher VergroRerung (links); Enterobacteriaceaesonde
in Cy5 bei 1000facher Vergréf3erung. Hier sind die typisch oberflaichennahen Lokalisationen
sowie die insgesamt sehr spérlichen Signale zu sehen (rechts).

Abbildung 15: Enterobacteriaceae-Konzentration

Die Ergebnisse werden in der Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Enterobacteriaceae-Konzentration - Gruppen insgesamt
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Eubacterium rectale

Eubacterium rectale, ein Vertreter des Firmicutes—Stammes, gehdrt zu den am

haufigsten auftretenden, kommensalen Stuhlbakterien mit diffusem Verteilungsmuster
(Abbildung 17).

Eubacterium rectale in Cy5 bei 400facher Vergrof3erung mit einem diffusen Verteilungsmuster
(links); zum Vergleich die gleiche Probe eines MS-Patienten mit Atopobiumsonde in Cy3
(rechts) (s. auch Abb. 9 rechts oben).

Abbildung 17: Eubacterium rectale-Konzentration

Die Konzentrationen von Eubacterium rectale waren hoher in den Proben von MS-
Patienten, der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p=0,069). In den
Proben der Kontrollgruppe fand sich eine durchschnittliche Konzentration von 8,83x10°
Bakterien pro Milliliter (SD: 3,42x10° pro ml). Die Proben der MS-Patienten enthielten
eine Konzentration von durchschnittlich 10,15x10° pro Milliliter (SD: 3,74x10°)
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Eubacterium rectale-Konzentration - Gruppen insgesamt

Faecalibacterium prausnitzii

Faecalibacterium prausnitzii ist ein weiterer Vertreter des Firmicutes—Stammes. Die
registrierten Signale waren sehr zahlreich bei typisch diffuser Verteilung innerhalb der
Stuhlproben (Abbildung 19). Die Konzentrationen vom Faecalibacterium prausnitzii pro
Milliliter Stuhl waren in den Proben der MS-Patienten niedriger, aber der Unterschied
war statistisch nicht signifikant (p=0,572). In den Proben der Kontrollgruppe fand sich
eine durchschnittliche Konzentration von 9,90x10° Bakterien pro Milliliter (SD: 4,48x10°
pro ml). Die Proben der MS-Patienten enthielten eine Konzentration von
durchschnittlich 9,05x10° pro Milliliter (SD: 5,47x10°).
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Faecalibacterium prausnitzii - Sonde in Cy3 bei 400facher VergréRerung von zwei unterschiedlichen
MS-Patienten. Besonders rechts gut zu sehen, die fiir Faecalibacterium prausnitzii typische, diffuse
Verteilung.

Abbildung 19: Faecalibacterium prausnitzii-Konzentration

Die Ergebnisse werden auch in der Abbildung 20 dargestellit.
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Abbildung 20: Faecalibacterium prausnitzii-Konzentration - Gruppen insgesamt
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Die Zusammenstellung der statistischen Parameter der Konzentrationen von Bakterien

und Leukozyten findet sich in der Tabelle 14.

Tabelle 14: Durchschnittliche Konzentration von Bakterien und Leukozyten bei MS-Patienten und
Kontrollgruppe.

MS-Gruppe Kontroll-Gruppe
Parameter Mittelwert  SD x Mittelwert SD X p-Wert
x 10°%ml  10%ml x 10°%ml  10%ml

Leukozyten 0,47 2,43 0,93 2,59 0,022
Atopobium 5,31 2,94 1,82 1,65 0,000
Bacteroidaceae 8,16 3,76 11.16 3,87 0,000
Bifidobacteriae 5,26 3,76 1,09 1,20 0,000
Enterobacteriaceae 0,58 1,46 0,69 1,42 0,100
Eubacterium rectale 10,15 3,74 8,83 3,42 0.069
Faecalibacterium prausnitzii 9,05 5,47 9,90 4,48 0,572

Zusammenfassend konnten in den Stuhlproben von MS-Patienten im Vergleich mit der
Kontrollgruppe statistisch relevant hohere Konzentrationen von Atopobium und den

Bifidobacteriae und niedrigere Konzentrationen von Bacteroidaceae gefunden werden.

Geschlechtsgetrennte Auswertung
Bei der geschlechtlich getrennten Analyse der Konzentrationen von Bakterien zwischen
der MS-Gruppe und der Kontrollgruppe zeigten sich weitere statistisch signifikante

Unterschiede.

Frauen

Bei der Auswertung der Daten der Patientinnen und Probandinnen zeigten sich
signifikante Unterschiede in der Bakterienkonzentration pro Milliliter flr Atopobium
(p=0,000). Hier war die durchschnittliche Konzentration der MS-Gruppe (5,54x10° pro
ml, SD: 3,00x10° pro ml) hoher als die durchschnittliche Konzentration in der
Kontrollgruppe (1,54x10° pro ml; SD: 1,41x10° pro ml). Die Ergebnisse zeigt auch die
Abbildung 21.
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Abbildung 21: Atopobium-Konzentration bei Frauen

Ahnlich war die durchschnittliche Konzentration der Bifidobacteriae statistisch signifikant
hoher in der MS-Gruppe (5,25x10° pro ml; SD: 3,88x10° pro ml) im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (1,08x10° pro ml; SD: 1,12x10° pro ml). Die statistische Auswertung
ergab einen hochsignifikanten Wert (p=0,000) (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Bifidobacteriae-Konzentration bei Frauen
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Die durchschnittliche Konzentration der Bacteroidaceae war ahnlich der Verteilung im
gesamten Kollektiv, niedriger in der MS-Gruppe (7,17x10° pro ml, SD: 2,98x10° pro ml)
zum Vergleich mit der Kontrollgruppe (10,96x10° pro ml, SD: 4,09x10° pro ml). In der
statistischen Analyse erhielten wir einen p-Wert von p=0,000 (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Bacteroidaceae-Konzentration bei Frauen

Bei den Enterobacteriaceae, dem Eubacterium rectale und den Faecalibacteriae
prausnitzii konnten statistisch keine signifikanten Unterschiede zwischen der weiblichen
MS- und der Kontroll-Gruppe nachgewiesen werden. Die einzelnen Parameter der

statistischen Auswertung bei Frauen finden sich zusammengefasst in der Tabelle 15.
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Tabelle 15: Durchschnittliche Konzentration von Bakterien in der MS- und Kontroll-Gruppe
Frauen.

MS-Gruppe Kontroll-Gruppe
Parameter Mittelwert  SD x Mittelwert SD X p-Wert
x 10°ml  10%ml x 10°%ml  10%ml
Atopobium 5,54 3,00 1,54 1,41 0,000
Bacteroidaceae 7,17 2,98 10,96 4,09 0,000
Bifidobacteriae 5,25 3,88 1,08 1,12 0,000
Enterobacteriaceae 0,36 0,90 0,68 1,29 0,115
Eubacterium rectale 9,55 2,82 8,39 3,10 0.062
Faecalibacterium prausnitzii 8,04 5,83 10,52 4,82 0,088

Manner

Analysiert man nur die Proben der mannlichen Patienten und Probanden in Bezug auf
die Bakterienkonzentrationen im Stuhl, so finden sich in der MS-Gruppe statistisch
signifikant hohere Bakterienkonzentrationen pro Milliliter fir Atopobium (p=0,011)
(Abbildung 24), Bifidobacteriae (p=0,001) (Abbildung 25) und fur Faecalibacterium
prausnitzii (p=0,351) (Abbildung 26).
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Abbildung 24: Atopobium-Konzentration bei Méannern
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Abbildung 25: Bifidobacteriae-Konzentration bei Mannern
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Abbildung 26: Faecalibacterium prausnitzii-Konzentration bei Mannern
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Die einzelnen Parameter der statistischen Auswertung bei Mannern finden sich

zusammengefasst in der Tabelle 16.

Tabelle 16: Durchschnittliche Konzentration von Bakterien in der MS- und Kontroll-Gruppe
Manner.

MS-Gruppe Kontroll-Gruppe
Parameter Mittelwert  SD Mittelwert  SD p-Wert

x 10%/ml x10°ml  x10%ml  x 10%ml
Atopobium 4,81 2,90 2,33 1,93 0,011
Bacteroidaceae 10,35 3,83 11,51 3,50 0,160
Bifidobacteriae 4,96 3,45 1,11 1,35 0,001
Enterobacteriaceae 0,99 2,12 0,70 1,64 0,595
Eubacterium rectale 11,33 4,92 9,36 3,90 0,618
Faecalibacterium prausnitzii 11,16 4,13 8,76 3,59 0,035

Zusammenfassend werden die statistisch signifikanten Unterschiede im gesamten
Kollektiv in der geschlechtlich getrennten Auswertung grof3tenteils widergespiegelt. Dies
betrifft die hohere Konzentration von Atopobium und Bifidobacteriae in der MS-Gruppe.
Die niedrigere Konzentration von Bacteroidaceae in der MS-Gruppe wurde zwar bei
beiden Geschlechtern reproduziert, war aber bei den Frauen starker ausgepréagt als bei
den Mannern. Als einziges geschlechtsspezifisches Merkmal mit statistischer
Signifikanz konnte bei den Mannern eine erhdhte Konzentration von Faecalibacterium

prausnitzii in der MS-Gruppe nachgewiesen werden.

3.4 Subgruppenanalyse

Die statistische Analyse der Konzentrationen der Bakterien sowie der
Mucusschichtdicke wurde fir MS-Patienten auch in weiteren Subgruppen durchgefthrt.
Hier konnten keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Stadt- und
Landbewohnern festgestellt werden. Auch ein Schub im Rahmen der schubférmig-
remittierenden MS fihrte zu keinen relevanten Unterschieden der untersuchten
Parameter im Vergleich zu Patienten ohne Schubaktivitat. Auch ergab die statistische

Analyse zwischen der schubférmig-remittierenden und sekundar-progredienten sowie
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priméar-progredienten Form der MS keine signifikanten Unterschiede der Bakterien- und
Leukozytenkonzentrationen sowie der Mucusschichtdicke.

In dem nachsten Schritt wurden auch therapeutische Aspekte bei MS-Patienten
statistisch verglichen. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede fur das Merkmal
Methylprednisolon-Hochdosistherapie, Eskalationstherapie, Basistherapie festgestellt
werden. Beim Vergleich der MS-Patienten in Abhangigkeit vom Behinderungsgrad
wurde das Patientenkollektiv in zwei Gruppen unterteilt (EDSS<=3,5 und EDSS>=4,0).
Auch hier zeigten sich keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Gruppen
bezogen auf Bakterien- und Leukozyten-Konzentrationen sowie die Mucusschichtdicke.

Lediglich fur die Dauer der Erkrankung wurden zwischen den einzelnen Gruppen
statistisch relevante Unterschiede festgestellt. Die Patienten wurden in zwei Gruppen
unterteilt, wobei als Marke der Symptombeginn vor oder nach dem Jahr 2003
ausgewahlt wurde. Hier zeigte sich, dass bei einem Symptombeginn nach 2003 die
durchschnittliche Konzentration von Eubacterium rectale (10,3x10° pro ml; SD: 2,6x10°
pro ml) signifikant hoher war als bei einem Symptombeginn vor dem Jahr 2003
(9,34x10° pro ml; SD: 2,55x10° pro ml). Der im U-Test berechnete p-Wert betrug
p=0,049 (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Eubacterium rectale-Konzentration in Abhangigkeit vom Symptombeginn
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Bei der statistischen Auswertung der Konzentration der Bifidobacteriae zeigte sich
wiederum, dass bei einem Symptombeginn vor 2003 die durchschnittliche
Konzentration hoher (6,46x10° pro ml; SD: 3,76x10° pro ml) war als bei einem
Symptombeginn nach 2003 (3,80x10° pro ml; SD: 3,13x10° pro ml). Der im Mann-
Whitney-U-Test berechnete p-Wert betrug hier p=0,011 (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Bifidobacteriae-Konzentration in Abhangigkeit vom Symptombeginn

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine langere Krankheitsdauer (Beginn
vor 2003) mit signifikant hdoheren Konzentrationen von Bifidobacteriae im Stuhl
verbunden war. Die kurzere Krankheitsdauer (Beginn nach 2003) ging dagegen mit

signifikant h6heren Konzentrationen vom Eubacterium rectale einher.
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4. Diskussion

4.1 Hintergrinde und Stand der Wissenschaft

Die genetischen Daten zeigen einerseits, dass das Genom der bedeutendste
Risikofaktor fur die MS-Entstehung ist (145), (147), (146) und anderseits, dass weitere
Umweltfaktoren an diesem Prozess beteiligt sein missen (149), (150) und zwar solche,
die sehr frih in der Entwicklung und wahrscheinlich durch die Mutter ihre Wirkung
entfalten. Die steigende Inzidenz und Pravalenz der MS in den letzten hundert Jahren
verbunden mit dem gleichzeitigen Verwischen des Breitengradgradienten (183), (9),
(184), (182) lassen nach einem Umweltfaktor suchen, welcher in den letzten hundert
Jahren ebenso eine Veranderung durchmachte und zwar weltweit. Ausgehend von der
Hygiene-Hypothese (186) und der Beobachtung von Leibowitz Uber die steigende MS-
Pravalenz bei verbessertem Hygiene-Niveau (185) gelangten im letzten Jahrzehnt die

kommensalen Darmbakterien bei der Autoimmunitat in den Fokus der Wissenschatft.

4.1.1 Das mukosale Immunsystem und die Autoimmunitat

Die chronisch-entziindlichen Erkrankungen (Allergien, entziindliche Darmerkrankungen,
Diabetes mellitus Typl, Multiple Sklerose), die in Europa seit Mitte des neunzehnten
Jahrhunderts deutlich zunehmen, zeigen in ihrer Pathogenese Hinweise auf eine
gestorte Immunregulation z. B. auf der Ebene von Treg (234), (84), (235). Bei dem
vorgeschlagenen Mechanismus wird angenommen, dass eine veranderte Exposition
gegeniber einer einzelnen Art von Kommensalen in der Kindheit die Entwicklung einer
proinflammatorischen zellularen Thl-Immunantwort und anschlieRend eines hohen
Autoimmunitat-Risikos begunstigt, wahrend die Exposition gegeniber mehreren Arten
von Kommensalen in der Kindheit die Immunantwort in Richtung Th2 und Treg
moduliert, was zu einer verringerten Empfindlichkeit gegenuber autoimmunen
Erkrankungen fuhrt. Zu bericksichtigen ist hier die spezifische Rolle des mukosalen
Immunsystems, welches den groften Teil der Immungewebe im Korper bildet,
dreiviertel aller Lymphozyten beinhaltet und den grof3ten Teil der Immunoglobuline
produziert (236). Die Untersuchungen der letzten Jahre zeigen, dass sich die
Interaktionen zwischen den spezialisierten Zellen des mukosalen Immunsystems und

den kommensalen Mikroorganismen auf vielen Ebenen abspielen. Dabei wird immer
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klarer, dass diese Vorgange nicht auf dem Zufallsprinzip basieren, sondern
wahrscheinlich gepragten Mustern folgen, welche durch die gemeinsame Evolution
entstanden sind (192), (191). Die Hauptaufgabe des mukosalen Immunsystems besteht
darin, das dynamische Gleichgewicht zwischen der Toleranz auf kommensale Antigene
und der effektiven Immunantwort auf Pathogene aufrechtzuerhalten. Dies wird unter
anderem durch spezifische Eigenschaften der hier ansassigen antigenpréasentierenden
dendritischen Zellen (237), (238), Makrophagen (212) und der besonderen Rolle der
Treg (78), (79), (80) realisiert. Lathrop et al. konnten zuletzt zeigen, dass das TCR-
Repertoire dieser darmansassigen Immunzellen von den Darmbakterien abgeleitet wird
(213). Das Fehlen von suppressiven Eigenschaften dieser Zellen fuhrt zu einer Thl-
und Th17-Antwort auf die kommensalen Antigene und damit zu einem Zusammenbruch
der Toleranz (214). Interessanterweise werden die menschlichen Treg innerhalb der
ersten 18 Monate des Lebens im Darm durch Kontakt mit der kommensalen Flora
stimuliert und in sogenannte Gedachtnis-Treg umgewandelt. Erst danach wechselt der
Homing-Rezeptor vom Darm auf eine extraintestinale Lokalisation (239), damit wirden
auch extraintestinale Wirkungsgebiete dieser kommensal-spezifischen Zellen oder auch
die Konsequenzen ihrer fehlenden Funktionen bei gestérter Entwicklung im Bereich des

mukosalen Immunsystems denkbar.

4.1.2 Die Darmflora und die Entwicklung des Immunsystems

Studien mit keimfreien Tieren, welche in sterilen Bedingungen geboren und
aufgewachsen sind, zeigen, dass die frihe Exposition gegenuber pathogenen und
nicht-pathogenen Mikroben fiur die Entwicklung des Darm-assoziierten lymphatischen
Gewebe notwendig ist. Keimfreie Mause haben wenige Keimzentren und schlecht
ausgebildete T-und B-Zell-Zonen, hypoplastische Peyer-Plaques, niedrigere Zahlen der
CD4 " Zellen in der Lamina propria und IgA-produzierende Plasmazellen (240). Dariiber
hinaus zeigen sie eine 5 - bis 10-fach reduzierte IL-10- und Foxp3 mRNA - Expression
im Vergleich mit normalen Mausen (241). Der Einfluss der Darmflora erstreckt sich auch
auf das extraintestinale Immunsystem. Keimfreie Tiere zeigen reduzierte Populationen
von Milz-CD4+, weniger und kleinere Keimzentren in der Milz sowie reduzierte Zahlen
von Plasmazellen und niedrigere 1gG-Spiegel (242), (243), (244). Diese Beispiele
zeigen, dass Veranderungen des Immunsystemprofils mindestens teilweise durch

Veranderungen in der Mikroflora angetrieben werden kdnnen. Die Mikroflora besitzt die
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Fahigkeit die angeborene und erworbene Immunantwort zu modulieren. Daher kénnte
der Verlust oder die Anderung von bestimmten mikrobiellen Gemeinschaften
mdglicherweise zu einer Anderung des Immunprofils und dessen Funktion zumindest in
bestimmten Teilen des Immunsystems fiuhren (245). Tatsachlich konnte gezeigt
werden, dass bestimmte Bakterienstamme Verdnderungen von Bestandteilen des
Immunsystems verursachen. Bifidobacterium (Actinobacteria) (246) und Lactobacillus
(Firmicutes) (247) fuhrten zur verstarkten Expression der Treg und IL-10 im
mesenterialen Immunsystem bei Mausen (248). Faecalibacterium prausnitzii
(Firmicutes), ein Bakterium mit inzwischen etablierter Bedeutung bei den entziindlichen
Darmerkrankungen, fuhrte in peripheren mononuklaren Zellen zu deutlich geringerer IL-
12 und IFN-y Produktion und hoéherer Sekretion von IL-10 (249). Die Exposition
bestimmter bakterieller Antigene von segmentierten Fadenbakterien Candidatus
arthromitus (Firmicutes) fiihrte dagegen zum Anstieg von Th17 in der Lamina propria.
Es wird angenommen, dass Candidatus arthromitus eine wichtige Rolle bei der Reifung
des adaptiven mukosalen Immunsystems im Darm spielt. Anderseits fuhrte der fehlende
Einfluss von bakteriellen Antigenen von Flavobacter (Bacteroidetes) nicht nur zur
Reduktion der Th17-Zellen, sondern auch zur Erhéhung von Treg in der Lamina propria
(250).

Auch in humanen Studien finden sich inzwischen Hinweise fur einen Einfluss der
Darmflora auf die Eigenschaften des Immunsystems. So konnte z. B. eine negative
Korrelation zwischen der Ebene der Bifidobacterium-Spezies in den Stuhlproben und
dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a beobachtet werden. Das Vorkommen von
Bifidobacterium longum und Bifidobacterium animalis korrelierte mit reduzierten IL10-
Spiegeln und von Bifidobacterium breve mit erhdhten TGF-3-Spiegeln (251). Die immer
klarer werdende Bedeutung der kommensalen Darmflora fur die Gesundheit des
Menschen und deren inzwischen bewiesene Einflisse auf das Immunsystem
suggerieren, dass die Dysbiose, also das Ungleichgewicht zwischen den einzelnen
Bakteriengruppen, zumindest die Pathogenese oder sogar die Atiologie von

Autoimmunerkrankungen betreffen kann.
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4.2 Material und Methode

4.2.1 Patientenauswabhl

In der vorliegenden Studie waren die Kollektive aufgrund der Verfligbarkeit von Proben
und Patienten nicht nach Alter und Geschlecht gematcht um sichere Ergebnisse zu
erzielen. Die beiden Gruppen zeigten sich zwar identisch was die Geschlechtsverteilung
angeht, waren aber in der Altersstruktur signifikant unterschiedlich (durchschnittliches
Alter der Kontrollgruppe um ca. 12 Jahre hoher). Der Einfluss des Alters auf die
Zusammensetzung der Darmflora wird im weiteren Teil der Arbeit noch ausfihrlich
diskutiert. Im Allgemeinen erlaubt die gegenwartige Studienlage die Annahme, dass der
Altersunterschied von lediglich 12 Jahren bei Erwachsenen eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse in beiden Gruppen legitimiert. In folgenden Untersuchungen sollte jedoch
ein Matching erfolgen, um eine noch bessere Vergleichbarkeit der Kollektive und eine
hohere Aussagekraft der Ergebnisse zu erzielen. Desweiteren haben wir uns in dieser
Untersuchung fur Patienten aus der Poliklinik und nicht fir Gesunde als Kontrollgruppe
entschieden, um vergleichbare Populationen in Bezug auf die Medikation und die

chronischen Erkrankungen zu gewinnen.

4.2.2 Verwendete Proben

Stuhlproben, welche als Stanze enthommen wurden, haben im Vergleich zu Biopsien
den Vorteil, dass hier nicht nur die bakterielle Besiedlung an der Schleimhaut des
Darmes, also am Ort des Immungeschehens, beurteilt werden kann, sondern auch in
den benachbarten Kompartimenten des Darmtraktes. Mehrere Studien haben die
Aussagekraft der Stuhlprobendiagnostik mittels FISH bei verschiedensten Krankheiten
bestatigt (201), (203), (206), (221).

4.2.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Kulturen waren in der Vergangenheit der Goldstandard zur ldentifizierung von Bakterien
besonders im Blut, Urin oder bei Pleuraergissen. Die Empfindlichkeit der Kultur ist hoch
fur die meisten Stamme. Unter optimalen Bedingungen kodnnen sogar einzelne
Bakterien detektiert werden. Jedoch in einer komplexen Bakterienpopulation wie in den
Stuhlproben, tberwuchern schnell wachsende Bakterien die Kulturplatte, so dass die
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Quantifizierung und Identifizierung von langsam wachsenden Bakterien unmaglich ist.
Selektive Medien kdnnen helfen dieses Problem zu Giberwinden, aber nur bei bekannten
Arten. Da ein gro3er Teil der ansassigen Flora bei Erwachsenen bisher nicht identifiziert
werden konnte, ist es nicht moéglich, Bedingungen zu schaffen, nach denen alle oder
mindestens die Mehrheit der Darmbakterien gleichzeitig ausgewertet werden kdnnen.
Eine weitere Schwierigkeit ergibt sich bei den kulturabh&ngigen Methoden aus der sehr

hohen Konzentration von Darmbakterien.

Die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung hat den Vorteil, dass sie sowohl eine Aussage
uber die Konzentration von Bakterien, als auch uber ihre rdumliche Verteilung liefern
kann. Gegenuber konventionellen Farbemethoden gelingt mit FISH eine
Bakterienidentifikation auf Speziesebene, wodurch eine deutlich exaktere Aussage Uber
die vorhandenen Spezies und deren Konzentration maoglich ist. Auf der anderen Seite
gibt FISH im Gegensatz zu PCR- und Kulturtechniken Aufschluss uber die rdumliche

Beziehung der Bakterien zueinander.

Trotz der Mdoglichkeiten der beschriebenen Methoden gab es in letzter Zeit einige
Entwicklungen, die die Moglichkeiten von FISH noch deutlich erweitern kénnten. Die
verwendete Methodik, die Standard-rRNA-FISH, verlangte, dass drei verschiedene
Objekttrager verwendet werden, um sechs verschiedene Bakteriengruppen zu
analysieren. Diese Herangehensweise hatte den Nachteil, dass die verschiedenen
Bakterienspezies nicht auf ihre rdumliche Verteilung zueinander untersucht werden
konnten. Um diese Untersuchung zu ermoglichen, kénnte man in Folgestudien den
Ansatz der combined labeling and spectral imaging - fluorescence in situ hybridization
(CLASI-FISH) anwenden. Hierbei werden 8 verschiedenen Fluorochrome eingesetzt,
wodurch allerdings der Einsatz eines konfokalen Lasermikroskops unerlasslich wird
(252).

Durch CLASI-FISH wirde dann die gleichzeitige Analyse von bis zu 28 verschiedenen
Spezies ermoglicht. Auf diese Art und Weise konnte auch die Anzahl der untersuchten
Bakterien deutlich erhoht werden. Allerdings ist dieser Ansatz noch unzureichend
validiert, sodass dieser erst in Zukunft eine Alternative zur jetzigen Methodik darstellt.

Die Standard-rRNA-FISH hat zudem den Nachteil, dass Bakterien nur markiert
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werden, wenn sie eine gewisse Anzahl an Ribosomen enthalten, also stoffwechselaktiv
sind. Um die Leuchtkraft und somit die Sensitivitat der Sonden zu erhdhen, héatten
auch doppelt gelabelte Sonden verwendet werden kénnen. Diese sind sowohl am 3'-
Ende, als auch am 5-Ende mit einem Fluorochrom markiert, wodurch die zum
Nachweis benotigte Ribosomenanzahl in den Bakterien deutlich reduziert wird (253).
Diese Sonden waren zum Zeitpunkt der Studie leider noch nicht verfigbar.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Leukozyten und Mucusschicht

In der vorliegenden Arbeit traten die Leukozyten bei der Kontrollgruppe in den
Stuhlproben statistisch signifikant h&ufiger und in hoheren Konzentrationen auf
(Kontrollgruppe 0,93x10° pro ml, MS-Gruppe 0,47x10° pro ml). Bei Darmerkrankungen
dient die Anwesenheit von Leukozyten in den Stuhlproben als Indikator einer
Immunantwort. Diese kann als Ausdruck einer physiologischen Abwehr gegen
Pathogene sowie Reparaturmechanismen wie zum Beispiel bei Durchfallerkrankungen,
Pankreatitis, Leberzirrhose, Refluxkrankheiten oder als Zeichen einer fehlgesteuerten
Autoimmunreaktion wie bei entzindlichen Darmerkrankungen (Morbus Crohn, Colitis
ulcerosa) gesehen werden, wo die dysregulierte Rekrutierung von Leukozyten in die
Darmwand ein charakteristisches Merkmal der Erkrankung ist (254). Bei Personen ohne
entzindliche Darmerkrankungen sind die Leukozyten nur sehr selten und in niedrigen
Zahlen in den Stuhlproben nachweisbar, wogegen z. B. bei der Colitis ulcerosa haufig
Werte von 100x10° pro ml erreicht werden (206). Das gehaufte Vorkommen von
Leukozyten und deren hohere Konzentration bei unseren aus einer internistischen
Spezialambulanz und nicht aus einem Gesunden-Kollektiv rekrutierten Probanden
spiegelt wahrscheinlich im Einklang mit den erwdhnten Daten eine unspezifische

Immunantwort im Bereich der Darmwand bei dieser Gruppe wieder.

Bei den MS-Patienten kommt der Mucus signifikant haufiger als bei der Kontrollgruppe
(84,9% vs. 68,5%) vor. Zudem waren die beobachteten Mucusschichten bei den MS-
Patienten signifikant dicker als in der Kontrollgruppe (41,87 pm vs. 25,15 um). Bei
Gesunden ist Ublicherweise die in den Stuhlproben beobachtete Mucusschicht moderat

ausgepragt und erreicht eine Dicke von ca. 27 um. Sie wird bei Durchfallerkrankung
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signifikant dicker (156 pm) (202), und dunner bei chronisch entzindlichen
Darmerkrankung, besonders bei der Colitis ulcerosa (8,2 um) (206). Die erhéhte
intestinale Permeabilitdit bei CED-Patienten und deren Angehdrigen weist auf die
Bedeutung einer intakten Funktion der Darmbarriere in der Atiologie der entziindlichen
Darmerkrankungen hin (255), (256). Manche Autoren vermuten, dass eine
umweltbedingte Stérung der Deaktivierung von Proteasen im Magen-Darm-Trakt zu
einem Uberproportionalen Abbau der Mucusschicht fihren und damit die Exposition
gegen bestimmte Kommensale erleichtern kénnte, was wiederum zu einer chronischen
Aktivierung des Immunsystems fuhren wirde (257). Die Anzahl von Mucus-
sezernierenden Becherzellen ist bekanntermalf3en bei CED — Patienten reduziert (258).
Die Reduktion der Dicke der Mucusschicht fuhrt zum Eindringen der Bakterien in die
Epithelzellen und zum Ausldsen einer Kolitis (259). Zusatzlich kann die gestorte
Expression von Mucin—-Genen bei CED Patienten die Integritét der Darmbarriere
beeinflussen (260). Mause, bei denen das Gen fur MUC2, eine wichtige Mucin -
Komponente geldscht wurde, entwickeln Darmentzindungen (261). Anderseits scheint
die Expression der einzelnen Mucin-Gene von bestimmten Bakterienarten abhangig zu
sein (262). Damit ware die Funktion der Darmbarriere nicht nur von den Umweltfaktoren
oder der genetischen Pradisposition sondern auch von der Art der bakteriellen
Besiedlung abhangig. Diese These wird auch durch Beobachtung unterstitzt, dass
keimfreie Mause nur eine sehr dinne Mucusschicht besitzen, welche unter dem
Einfluss von bakteriellen Lipopolysacchariden und Peptidoglycanen schnell eine
physiologische Breite erreicht (263). Interessanterweise sind mehrere kommensale
Bakterien der Lactobacilli-und Bacteroidetes — Gruppe im Gegensatz zu pathogenen
Bakterien nicht in der Lage Mucus-verdauende Proteasen zu synthetisieren (264) und
sind in einem intakten Darm fur die funktionale Stabilitat der Mucusbarriere
verantwortlich. Die gréf3ere Dicke der Mucusschicht bei MS-Patienten im Vergleich mit
unseren Probanden spricht nicht fur eine CED-ahnliche Stérung der Darmbarriere bei
der MS. Ob diese Eigenschaft eine pathophysiologische Bedeutung besitzt, muss in

weiteren Studien untersucht werden.

4.3.2 Biostruktur der fakalen Flora bei der Multiplen Sklerose
Die menschliche Darmflora ist in Bezug auf die Stammebene erstaunlich einfach

strukturiert. Mehr als 90% aller bakteriellen phylogenetischen Arten gehdren nur zu zwei
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der 70 bekannten Stammen Bacteroidetes und Firmicutes. Im Gegensatz dazu bietet
die Darmflora eine sehr grol3e interindividuelle Vielfalt und gleichzeitig eine erstaunliche
zeitliche Stabilitat hinsichtlich der Arten (265), (266), (267), (268). Wie auch in
vorherigen Arbeiten (269), (270) konnte in der vorliegenden Arbeit eine Dominanz von
Bacteroidetes und den zu dem Firmicutes-Stamm gehérenden Eubacterium rectale und
Faecalibacterium prausnitzii in beiden untersuchten Gruppen gezeigt werden. Die
einzelnen Bakteriengruppen schwanken in ihrer Zusammensetzung und Konzentration
zwischen den einzelnen Messungen unwesentlich. Die beiden oben erwéhnten
habituellen Hauptbakteriengruppen treten hoch konzentriert (bis 10'%/ml) auf und sind
gleichmafiig verteilt. Andere Bakterienstamme (Bifidobacterium-Stamm Actinobacteria,
Enterobactacteriaceae-Stamm Proteobacteria) sind niedriger konzentriert (10%ml und
niedriger) oder fehlen bei einzelnen Personen, ahnlich den individuellen
Bakteriengruppen (Atopobium-Stamm Actinobacteria). Zudem haben die Bakterien eine
charakteristische rdumliche Verteilung in Hinblick auf die Mucusschicht und die fakale
Oberflache und konnten in mukotrop, mukophob oder fecomucds unterteilt werden. Zu
den mukotropen Bakterien gehdren vor allem Enterobacteriaceae. Die Vertreter der
Bifidobacteriae sind dagegen mukophob. Sie meiden die Mucusschicht und werden
meistens in einem Abstand von 0-5um von der Stuhloberflache gefunden. Alle anderen
Bakterien (Atopobium, Bacteroides, Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii)

sind fecomucos (diffus verteilt) (202).

Die Struktur der fakalen Flora bei MS-Patienten in Bezug auf die Anwesenheit der
Vertreter der Haupt- und Nebengruppen sowie auf die raumliche Verteilung der
Bakterien entspricht den friiheren Beobachtungen (269), (270), (202) und war in beiden
untersuchten Gruppen vergleichbar. Lediglich die Vertreter der Atopobium—-Gruppe
treten statistisch signifikant haufiger bei den MS-Patienten auf (92,6% vs. 72,2%;
p=0,005). Bei der Betrachtung der Konzentration der einzelnen bakteriellen Gruppen
konnten wir eine statistisch signifikante Reduktion von Bacteroidaceae bei
gleichzeitigem Anstieg von Atopobium und Bifidobacteriae den Hauptvertretern des
Actinobacteria—Stammes bei MS-Patienten bei vergleichbaren Konzentrationen von
Firmicutes- und Proteobacteria-Vertretern feststellen. Die Konzentrationen von
Atopobium und Bifidobacteriae erreichten bei MS-Patienten sogar das Niveau der

Ublicherweise dominierenden Firmicutes- und Bacteroidetes-Gruppen.
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Die statistisch signifikanten Unterschiede im gesamten Kollektiv werden in der
geschlechtlich getrennten Auswertung grof3enteils widergespiegelt. Dies betrifft die
hoéheren Konzentrationen von Atopobium und Bifidobacteriae in der MS-Gruppe. Die
niedrigere Konzentration von Bacteroidaceae in der MS-Gruppe wurde zwar bei beiden
Geschlechtern reproduziert, war aber nur bei den Frauen statistisch signifikant. Als
einziges geschlechtsspezifisches Merkmal mit statistischer Signifikanz konnte bei den
Mannern eine erhohte Konzentration von Faecalibacterium prausnitzii in der MS-

Gruppe nachgewiesen werden.

Die Subgruppenanalyse der MS-Patienten zeigte eine Stabilitdt der Darmflora in Bezug
auf die Kklinische Form der Erkrankung, Krankheitsaktivitat, Behinderungsgrad,
Therapieform und Wohnort. Lediglich eine langere Krankheitsdauer (>10 Jahre) war mit
signifikant hoheren Konzentrationen von Bifidobacteriae und eine kirzere
Krankheitsdauer (<10Jahre) dagegen mit signifikant héheren Konzentrationen von

Eubacterium rectale verbunden.

Studien, die systematisch die Zusammensetzung der kommensalen Darmflora bei der
MS untersuchen, fehlen bisher. In einer einzelnen Studie aus dem Jahre 1991 wurde
eine Reduktion von Bifidobacterium adolescentis Typ a und ¢ bei MS-Patienten im
Vergleich mit einer Kontrollgruppe beobachtet (271). Die Bakterien wurden in dieser
Arbeit jedoch aus den Stuhlproben kultiviert und nicht direkt dargestellt, sodass die
Vergleichbarkeit der Daten kaum moglich ist, zudem die erhdhte Konzentration der
Bifidobacteriae in der vorliegenden Arbeit die gesamte Familie und nicht die einzelnen

Gattungen betrifft.

Aufgrund von fehlenden vergleichbaren Daten, die die Zusammensetzung der
Darmflora und deren Bedeutung bei MS-Patienten beurteilen, ist die Interpretation der
einzelnen Ergebnisse erschwert. Nachfolgend werden der Einfluss der Dysbiose der
kommensalen Darmbakterien bei anderen autoimmunologischen Krankheiten sowie die

metabolischen Eigenschaften der einzelnen Bakteriengruppen dargestellt.
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4.3.3 Zusammensetzung der Darmflora bei Autoimmunerkrankungen

Die veranderte Zusammensetzung der intestinalen Mikroflora scheint ein gemeinsames
Merkmal bei vielen autoimmunologischen Erkrankungen zu sein. Zu den haufigsten
autoimmunologischen Krankheiten des gastrointestinalen Traktes gehéren der Morbus
Crohn (MC) und die Colitis ulcerosa (CU), auch unter dem Namen chronisch
entziuindliche  Darmerkrankungen (CED) zusammengefasst. Hier sind die
Veranderungen der bakteriellen Darmflora am besten untersucht. Die Mikroflora der
CED-Patienten zeigt eine Reduktion von Bacteroides und Firmicutes und gleichzeitig
eine Zunahme von Proteobacteria und Actinobacteria (205) (207). MC-Patienten zeigen
ein deutlichen Verlust in der Komplexitdt des Firmicutes-Stammes im Vergleich zu
gesunden Probanden (272). Aktive Formen des MC konnten mit einer Reduktion der
relativen Anteile von Faecalibacterium prausnitzii (Firmicutes) eindeutig assoziiert
werden (207), (206). Die Konzentrationen von Bifidobacteriaceae und Atopobium (beide
Actinobacteria) steigen bei der CU, aber nicht beim MC. Die Konzentrationen von
Enterobacteriaceae (Proteobacteria) steigen dagegen bei der zunehmenden
Krankheitsaktivitat beim MC und bleiben unverandert bei der CU (206). Die oben
beschriebene Reduktion von Bacteroides sowie steigende Konzentration von
Bifidobacteriaceae und Atopobium (beide Actinobacteria) wurde in der vorliegenden
Arbeit auch bei MS-Patienten beobachtet. Diese Beobachtung lasst vermuten, dass die
Autoimmunitat einem &ahnlichen Dysbiose-Muster unabhangig vom Wirkungsort des
Immunsystems folgt.

Neben den entzindlichen Darmerkrankungen zeigen auch andere Krankheiten mit
einem gesicherten autoimmunologischen Hintergrund Verdnderungen der Darmflora.
Bei Diabetes-mellitus-Typ-1-Modellen konnte die Bedeutung der segmentierten
Fadenbakterien (Firmicutes) bei der Krankheitsinduktion (273), (274) und der
schutzende Einfluss von Bacteroidetes gezeigt werden (273). Ahnliche Ergebnisse
bezuglich der Bedeutung der segmentierten Fadenbakterien mit ihren
krankheitsinduzierenden Eigenschaften wurden zuletzt bei rheumatoide Arthritis-
Modellen présentiert (275). In einer Studie von Patienten mit rheumatoider Arthritis
fanden sich in den Stuhlproben seltener Bifidobacteriaceae und Bacteroides fragilis
(Bacteroidaceae) im Vergleich zu den Fibromyalgie-Patienten (221). Bei allergischen
Erkrankungen fand sich eine héhere Anzahl von Bifidobacterium und Bacteroides (276),

(277) im Stuhl. Kinder mit Kuhmilchallergie zeigten héhere Anteile von Atopobium (278).
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Die  Autoimmunerkrankungen stellen eine heterogene Gruppe mit sehr
unterschiedlichen und zum Teil nicht vollstandig erforschten pathophysiologischen
Immunprozessen dar. Es ist also nicht verwunderlich, dass die Veranderungen auch
unterschiedliche Vertreter der Darmflora betreffen. Interessanterweise konnten bisher
bei allen Autoimmunerkrankungen dysbiotische Verdnderungen beobachtet werden.
Ubereinstimmend mit unserer Arbeit scheint das erhohte Niveau von Atopobium und
das reduzierte von Bacteroidaceae der Darmflora ein reproduzierbares Muster bei
mehreren Autoimmunerkrankungen zu sein. Bei den Bifidobacteriaceae zeigen sich
zum Teil widerspruchliche Daten. Eine der Ursachen dafur konnte die Identifizierung
von unterschiedlichen taxonomischen Zielen im Bereich der Bifidobacteriaceae-Familie
in den einzelnen Studien sein. Ahnliches wird im Bereich der Firmicutes-Familie
beobachtet, wo z. B. den segmentierten Fadenbakterien eine proinflammatorische Rolle
und dem Faecalibacterium prausnitzii eine eher immunmodulatorische und schitzende
Funktion zugeschrieben wird. Dem zufolge wéare die erhdhte Konzentration von
Faecalibacterium prausnitzii bei den ménnlichen Patienten in der vorliegenden Arbeit
nicht mit den immunmodulatorischen Daten Ubereinstimmend. Mdglicherweise spielen
hier weitere, von uns nicht untersuchte Faktoren wie hormoneller Status, besondere

Medikation oder unterschiedliche Essgewohnheiten eine Rolle.

4.3.4 Einfluss der Darmflora auf die EAE

Die moglichen immunologischen Effekte der Darmfloraverdnderungen bei MS
veranschaulichen die EAE-Modelle. So zeigen zum Beispiel keimfreie Mause, welche
fur die EAE induziert wurden, einen abgeschwéachten Krankheitsphé&notyp, was
wahrscheinlich  mit der bereits erwahnten Unterentwicklung des gesamten
Immunsystems bei fehlender bakterieller Besiedlung in Zusammenhang steht. Die
Darmkolonisation dieser Tiere mit segmentierten Fadenbakterien verursacht dagegen
eine Progression von EAE durch den Anstieg der IL-17 produzierenden Zellen im ZNS
(279). Auf der anderen Seite kann eine Antibiotikum-vermittelte Modifikation der
Darmflora die Schwere der EAE bei Mausen reduzieren. Der Effekt wird durch
spezifische Treg (280) oder durch einen signifikanten Anstieg von IL-10 produzierenden
B-Zellen (281) verursacht und ist in beiden Fallen auch durch passiven Transfer dieser
Zellen auf andere Tiere bertragbar. Ahnliche, durch IL-10-produzierende-Treg

vermittelte, schitzende Effekte wurden in EAE-Modellen nach der Verabreichung einer
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Mischung aus kommensalen Mikroorganismen beobachtet. Diese konnte fir den
Lactobacillus paracasei und Lactobacillus plantarum (282) sowie fir das
Milchséaurebakterium Pediococcus acidilactici (Firmicutes) (283) gezeigt werden.
Bakteroides fragilis (Bacteroidaceae), ein kommensales Bakterium aus dem
menschlichen Darm, welches in unserer Arbeit wahrscheinlich in reduzierter Zahl bei
MS-Patienten vorkommt, stimuliert dank seinem Polysaccharid A (PSA) Uber TLR2-
Wege die Treg, unterdrickt durch IL-10 die Th1l7 und ruft somit eine symbiotische
Reaktion mit dem Wirt hervor (284). Im EAE-Modell konnte kirzlich gezeigt werden,
dass PSA gegen die entziindliche Demyelinisierung des ZNS schitzen kann. Die orale
Verabreichung von gereinigtem PSA schitzte die Mause gegen EAE. Die Wirkung
konnte im prophylaktischen und therapeutischen Sinne gezeigt werden. Die PSA-
Exposition induzierte die Umwandlung von naiven CD4 + in IL-10 produzierende Treg.
Interessanterweise konnte auch eine vorher nie beobachtete Migration der durch PSA
stimulierten antigenprasentierenden Zellen aus dem mukosalen Immunsystem in die
Halslymphknoten, also in das zentrale Immunsystem, gezeigt werden (220). Denkbar
ware, dass die reduzierte Exposition auf die Bacteroidaceae-Antigene in der Kindheit zu
einem anderen immunologischen Umfeld fuhrt und dadurch die Entwicklung der
Autoimmunreaktion begunstigt (285).

Die in den EAE Modellen beobachtete Rolle der Bacteroidaceae wird durch die bereits
prasentierten Studien an menschlichen Autoimmunerkrankungen unterstitzt, wo in den
meisten Fallen die reduzierte Konzentration der Vertreter dieser Familien beobachtet
wurde. Auch bei den MS-Patienten in der vorliegenden Arbeit traten Bacteroidaceae in
statistisch niedrigeren Konzentrationen auf, was auf eine potenzielle Rolle dieser
Darmkommensalen in der MS-Pathophysiologie schliel3en lasst. Besonders interessant
erscheint die Tatsache, dass nur bei den weiblichen Patienten in unserer Arbeit der
Unterschied eine statistische Relevanz erreichte. Neben den hormonellen Faktoren und
dem bereits vorgestellten Einfluss des Rauchens auf die Inzidenz und Pravalenz der
MS bei Frauen konnte auch die reduzierte Konzentration von Bacteroidaceae ein neuer

geschlechtsspezifischer Faktor in der Atiopathogenese der MS darstellen.
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4.4 Metabolische Aspekte der Darmfloraveranderungen

Die Bedeutung der Darmflora fir den Wirt beinhaltet nicht nur die immunologischen
Prozesse, sondern auch die metabolischen Aspekte mit Energiegewinnungskontrolle
und Vitaminsynthese (200). Welche Rolle die einzelne Bakterien-Spezies dabei spielen,
ist immer noch unklar. Die wissenschaftlichen Ergebnisse der letzten Jahre zeigen, wie

umfangreich und komplex vernetzt diese Einflisse sein kbnnen.

Fir die bei unseren Patienten in hoherer Konzentration vorkommenden Atopobium —
Bakterien wurde zum Beispiel in einer Studie eine héhere Konzentration der Atopobium-
Gruppe bei Personen mit hoherer Konzentration von Enteroloacton und Enterodiol
produzierenden Bakterien gefunden (Peptostreptococcus productus und Eggerthella
lenta) (286). Enteroloacton und Enterodiol werden von Phytodstrogenen durch die
Darmbakterien metabolisiert und wirken agonistisch und antagonistisch auf den
Ostrogen-Rezeptor in menschlichen Zellen (287). Anderseits wird bereits seit langerer
Zeit der Einfluss des hormonellen Haushaltes bei der MS diskutiert. Epidemiologische
Daten unterstreichen deutlich die erhéhte Anfalligkeit fur MS bei Frauen im Vergleich zu
Mannern. Die Rolle der Hormone wird auch durch Verédnderungen in der
Krankheitssymptomatik wéhrend der Schwangerschaft unterstitzt, wobei es
insbesondere im letzten Trimester zu einer wesentlichen Reduktion der Schubaktivitat
kommt (288), (289). In der Schwangerschaft wird ein hoher Spiegel von Progesteron,
Ostradiol und Ostriol gemessen. Wahrend Progesteron und Ostradiol auch wahrend der
verschiedenen Phasen des weiblichen Menstruationszyklus vermehrt auftreten, ist
Ostriol nur wahrend der Schwangerschaft nachweisbar (290). Niedrige Konzentrationen
von Ostrogenen und Prolaktin sind durch Verschiebung der Immunreaktion in Richtung
der Thl-Antwort fir ein entzindungsférderndes Profil verantwortlich. Im Gegensatz
dazu sind hohere Spiegel von Ostrogenen wahrend der Schwangerschaft mit einer Th2-
Verschiebung verbunden. Progesteron reduziert in vitro die Schwere der EAE (291).
Zudem wird eine Erhéhung des Niveaus von Treg-Populationen und eine Abnahme der
Th1l und Th17 in der Schwangerschaft beobachtet (292). Der Anstieg der Treg wird
dabei wahrscheinlich durch die Wirkung von Ostradiol auf das Immunsystem vermittelt
(293). Ob die erhohten Konzentrationen der Atopobium-Gruppe bei MS-Patienten mit
erhohten Konzentrationen von Enteroloacton und Enterodiol korrelieren und ob dies
einen Einfluss auf die Krankheitsaktivitat hat, muss in weiteren Studien untersucht

werden.
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Weitere Informationen tber die metabolischen Eigenschaften von Atopobium kommen
aus den Beobachtungen bei der bakteriellen Vaginose, wo diese Bakterien einen der
Haupterreger darstellen (294). Bei Frauen mit bakterieller Vaginose korrelierte die
erhohte Zahl von Atopobium vaginae mit einer erhéhten Sialidaseaktivitat (295). Diese
spielt zum einem eine wichtige Rolle beim Abbau der komplexen Oligosaccharide von
Mucin im Darm (296) und kann damit die Funktion der Darmbarriere beeinflussen, zum
anderen kann sie die Bindungsstellen fir Lymphozyten auf den Venolen peripherer
Lymphknoten inaktivieren (297). Diese Daten zeigen wie komplex sich die
Veranderungen in der Zusammensetzung der Darmflora auf die Gesundheit des

Menschen auswirken konnen.

Die Rolle der intakten Darmbarriere fur die Funktion des mukosalen Immunsystems
wurde bereits diskutiert. Ein anderer Aspekt der Funktionalitat dieser Barriere ist die
Energieversorgung des Darmepithels. Hier spielen kommensale Darmbakterien eine
entscheidende Rolle. Die bei unseren Patienten in hoheren Konzentrationen
vorkommenden Bifidobacteriae sind einer der Haupterzeuger von Laktat und Butyrat
(298). Butyrat ist die Hauptenergiequelle fir Kolonepithelzellen (299). Darlber hinaus
reguliert Butyrat die Funktion der zellularen Verbindungen (Tight Junctions) zwischen
den Epithelzellen und damit die Darmpermeabilitat (300). Ein anderer Vertreter der
sogenannten Butyrat-Gemeinschaft des Darmes ist Eubacterium rectale, welches in der
vorliegenden Arbeit in hoherer Konzentration bei Patienten mit Kkirzerer
Krankheitsgeschichte vorkommt. Eubacterium rectale gehort zu den prominentesten
Butyrat — Herstellern im Darm (301). Die reduzierte Anzahl von Eubacterium rectale bei
CU-Patienten korreliert mit einer reduzierten Aktivitat der Butyryl — Acetat -Transferase,
welche verantwortlich fir die Butyratproduktion ist (302). Damit wird die Bedeutung der
entsprechenden Energieversorgung des Kolonepithels in der Pathophysiologie der
Erkrankung untermauert. Warum bei MS-Patienten mit kurzer Krankheitsgeschichte bei
der Butyratherstellung Eubacterium rectale und bei langer Krankheitsgeschichte
Bifidobacteriae so prominent sind, ist unklar. Wahrscheinlich werden die erhdhten

Konzentrationen durch andere Faktoren wie Ernahrung oder Alter beeinflusst.
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4 .5 Externe Faktoren und die kommensale Darmflora

4.5.1 Zeitfaktor

Die MS ist eine immunvermittelte, chronisch entzindliche Erkrankung des
Zentralnervensystems. Gerade die Chronizitat mit unterschiedlichen Phasen der
Krankheitsaktivitat und dem noch unklaren Zeitpunkt der Krankheitsentstehung
verursachen viele Probleme bei der Interpretation der Studienergebnisse, welche in
einem engen Zeitraum der Erkrankung gesammelt wurden. Wenn man die Bedeutung
der kommensalen Darmflora in der Athiopathogenese von chronisch entziindlichen
Erkrankungen  diskutiert, ~mussen auch die  zeitlichen  Abfolgen  der

Darmfloraveranderungen bericksichtigt werden.

Die menschliche Darmflora stellt keine zufallig zusammengestellte mikrobielle
Gemeinschaft dar. Sie zeigt vor allem ein erhebliches Mald an Individualitat und
Stabilitat (265), (266), (267), (268). Obwohl die genauen Faktoren, die die beiden
Merkmale bestimmen, unklar bleiben, wird eine Reihe von Variablen, einschlief3lich
genetischer Faktoren und Umwelteinflisse postuliert (303). Menschen erwerben ihre
spezifische Darmflora wahrend und kurz nach der Geburt. Im Alter von 2-4 Jahren
erreicht die Darmflora das Erwachsenenmuster (304), (305), welches dann abgesehen
von Krankheitsprozessen des Darmes und Antibiotikatherapien stabil bleibt. Fakale
mikrobielle Profile von Sa&uglingen zeigen eine auffallende Ahnlichkeit mit der
mdatterlichen Scheide und der Muttermilch (305). Zudem zeigen die Mitglieder der
gleichen Familien die groRten Ahnlichkeiten der bakteriellen Gemeinschaften. Zwischen
den Proben von ein- und zweieiigen Zwillingen finden sich keine signifikanten
Unterschiede (306). Die Zusammensetzung der bakteriellen Flora bei einzelnen
Individuen wird damit zunachst vor allem durch die mutterliche Flora und die direkte
Umgebung gepréagt. Die genetischen Faktoren scheinen hier eine eher untergeordnete
Rolle zu spielen. Madoglicherweise bestimmt das Genom die stabile bakterielle
Zusammensetzung auf Stammebene und die Umweltfaktoren sind fur die Artenvielfalt
verantwortlich. Bei S&auglingen dominieren vor allem Vertreter von Bifidobacteriae.
Hoher als bei Erwachsenen ist auch der Anteil von Bacteroidetes im Vergleich zu
Firmicutes (307). Manche Autoren vermuten, dass die Bifidobakterium—Dominanz bei
Sauglingen eine direkte Folge des Stillens ist (308), wobei andere diesen

Zusammenhang nicht bestéatigen (307). Eine frihzeitige Umstellung der Erndhrung auf
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Formelmilch fuhrt zu einer schnelleren Kolonisierung des Darmes durch Clostridium
coccoides, Clostridium leptum, Prevotella und Atopobium (309) und damit zur

beschleunigten Reduktion von Bifidobacteriae und Bacteroidetes.

Auch die Art der Entbindung spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
kommensalen Darmflora. Bei Kindern, die durch Kaiserschnitt (Sectio caesarea)
geboren wurden, sind spezifische Verdnderungen sichtbar, welche vor allem die
Reduktion von Bacteroidetes, Bifidobakterium (310), (311) und Atopobium (312), (309)
betreffen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Friihgeborenen berichtet (313).
Gleichzeitig wurde bei diesen Kindern auch eine erhdhte Zahl von Immunoglobulin-
produzierenden Zellen noch ein Jahr nach der Geburt beobachtet (311).
Interessanterweise berichtet eine neue Studie Uber ein erhdhtes Risiko fur die MS-
Entwicklung bei der Geburt durch eine Sectio caesarea bei Frauen im Vergleich zu
ihren gesunden Geschwistern, die durch vaginale Entbindung (314) geboren wurden.
Zudem entwickelte sich die Sectio caesarea in den letzten Jahrzehnten weltweit von
einem lebensrettenden Eingriff in ca. 6% der Lebendgeburten zu einer Routineprozedur

bis zu 40% in manchen L&ndern (315).

Ob diese im frihen Leben veranderte Zusammensetzung der Darmflora bis zum
erwachsenen Alter unverédndert Ubertragen wird, muss noch in weiteren Studien
untersucht werden. Auf jeden Fall wirde es mit den in unserer Arbeit beobachteten
erhdohten Konzentrationen von Atopobium und der Reduktion von Bacteroidetes

Ubereinstimmen.

4.5.2 Alter

Die Veranderung der Darmflora im Verlauf des menschlichen Lebens wurde bisher nicht
ausfuhrlich untersucht. Es gibt wenige und zum Teil widerspruchliche Berichte Uber die
Zusammensetzung der Darmflora bei alteren Menschen, wobei auch die Definition des
Alters in den Studien unterschiedlich war. Eine Reduktion von Firmicutes wurde bei
alteren Menschen in Japan (316), Italien (317) und Finnland (318) beobachtet. Fir die
deutsche Population wurde dagegen uber einen Anstieg (317) berichtet. Ahnlich
unterschiedliche Ergebnisse zeigten sich fur Faecalibacterium prausnitzii mit einer

Reduktion in Italien, aber einer Zunahme in Deutschland, Frankreich und Schweden
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(317). Die Auswirkung der Alterung auf Bakterien, die zum Stamm Bacteroidetes
gehdoren, ist ziemlich verwirrend. Ein Rickgang der Bacteroidetes wurde fir italienische,
gesunde Personen uber 60 Jahre (317) und altere Probanden aus Nordeuropa (319)
beschrieben. Im Gegensatz dazu zeigten Deutschland, Osterreich und Finnland (317),
(320), (318) einen inversen Trend. Die Reduktion von Bifidobacteriaceae in der
Darmflora wird zwar als ein allgemeiner Alterungsprozess akzeptiert (321), (317),
allerdings scheinen einige neuere Studien diese Ergebnisse nicht zu bestétigen (319),
(322). Abgesehen von den verwirrenden Ergebnissen konnte fir die deutsche
Bevolkerung die Steigerung von Atopobium und Bacteroidetes mit zunehmendem Alter

und eine unveranderte Konzentration von Bifidobacteriaceae ermittelt werden (317).

In der vorliegenden Arbeit war die Probanden-Gruppe signifikant alter als die der MS-
Patienten. Der durchschnittliche Unterschied betrug ca. 12 Jahre. Die oben
beschriebenen Verdnderungen der Darmflora im Laufe der Zeit betreffen vor allem
Menschen in einem fortgeschrittenen und sehr fortgeschrittenen Alter und sind somit
nicht auf einen Unterschied von lediglich 12 Jahren Ubertragbar. Zudem zeigten die
beobachteten Veré&nderungen fur die deutsche Population in Bezug auf die
Bifidobacteriaceae keine Verédnderungen und in Bezug auf Atopobium eine inverse
Veranderung im Vergleich mit unseren Daten. Lediglich bei den Bacteroidetes wurde
eine Steigerung in hohem Alter beobachtet, somit kénnte das Alter der Probanden in
unserer Arbeit die hohere Konzentration der Bacteroidetes erklaren. Um den Einfluss
des Alters auf die Zusammensetzung der Darmflora eindeutig zu bereinigen, mussten in

den neuen Studien die Gruppen auch nach dem Alter gematcht werden.

4.5.3 Erndhrung

Ein weiterer Faktor, der die Zusammensetzung der Darmflora langfristig verandern
kann, ist die Art der Erndhrung. Vom evolutionaren Standpunkt aus betrachtet hangt der
Charakter der Darmflora stark von den Hauptnahrungsquellen der Tiere (Allesfresser,
Fleischfresser, Pflanzenfresser) ab (323). Wenn man keimfreie, mit menschlicher
Darmflora besiedelte Méause einer westlichen Erndhrung (hoher Fett-, Zuckergehalt)
statt einer fettarmen, pflanzlichen Diat unterzieht, kommt es zu einer signifikanten
Veranderung der Darmflora mit einem Anstieg von Firmicutes und einer Reduktion von

Bacteroides (324). Ahnliche Ergebnisse konnten auch beim Menschen reproduziert
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werden. Beim Vergleich der bakteriellen Zusammensetzung in Stuhlproben von Kindern
aus der Europaischen Union und Afrika fiel ein hoherer Anteil von Bacteroides,
besonders der Gattung Prevotella und Xylanibacter, und ein niedrigerer Anteil von
Firmicutes bei den afrikanischen Kindern auf. Diese Veranderungen wurden mit einer
Ernahrung mit sehr hohem Ballaststoffgehalt in den landlichen Gebieten in Verbindung
gebracht. Zudem konnte hier auch ein Verlust der Vielfalt in der Darmflora bei
europaischen Kinder demonstriert werden (325). Bei dem Versuch die Darmflora in
Abhangigkeit von Erndhrungstypen zu unterscheiden, wurden drei sogenannte
Enteromuster identifiziert. Bacteroides (Bacteroidetes-Stamm), Prevotella
(Bacteroidetes-Stamm) und Ruminococcus (Furmicutes- Stamm), welche unabhéngig
von Nationalitdt, Geschlecht, Alter und Body Mass Index sind (222). Die Enterotypen
zeigen eine starke Assoziation mit bestimmten Didten. Der Bacteroides-Enterotyp
assoziierte stark mit tierischem Eiweil3, einer Vielzahl von Aminosauren und gesattigten
Fettsduren, was bedeutet, dass der Fleischkonsum (wie in einer westlichen Ern&hrung
typisch) diesen Enterotyp charakterisiert. Der Prevotella-Enterotyp hingegen wurde mit
niedrigen Werten fur diese Gruppen, aber mit hohen Werten fir Kohlenhydrate und
einfachen Zucker assoziiert, also mit einer Erndhrung typisch fiir Agrargesellschaften.
Ein Vergleich der langfristigen und kurzfristigen Diatdaten zeigte, dass nur eine
langfristige Diat mit dem Enterotyp korreliert und die Veranderungen in der
Bakterienzusammensetzung durch Kkurzfristige Diaten eine ebenso kurzfristige
Bedeutung haben (326). Die Rekrutierung der beiden in unserer Arbeit untersuchten
Gruppen aus einem engen Gebiet garantiert, dass die kurzfristigen Einflisse durch die
Erndhrung bereinigt wurden. Interessant erscheint dabei die Frage, ob die bereits
mehrmals hervorgehobene Reduktion von Bacteroidetes bei MS-Patienten in unserer

Arbeit auf eine andere Diat bei den MS-Patienten zurtickzufihren ware.

4.6 Darmflora und die Epidemiologie der Multiplen Sklerose

Die epidemiologischen und genetischen Studien an der MS bezeichnen sie als eine
genetisch bedingte Erkrankung (145), (147), (146), bei der noch unbekannte
Umweltfaktoren eine sehr wichtige Rolle spielen muissen (149), (150). Die
epidemiologischen Daten sprechen dafiur, dass die Wirkung der Umwelt bei der MS
sehr wahrscheinlich mit der Mutter (150) und mdoglicherweise auch mit den

Geschwistern (149) zusammenhangt. Sie beginnt in der Kindheit, wahrscheinlich
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spatestens bis zum Erreichen des 15. Lebensjahres und spielt anschlieRend keine bzw.
eine deutlich geringere Rolle (152), (153), (154). Der Einfluss der Umweltfaktoren auf
die MS-Entstehung ist zwar weltweit ungleich verteilt (151), zeigt aber im letzten
Jahrhundert neben einer generellen Zunahme des Auswirkungsgrades auch eine
Ausbreitungstendenz auf die bisher nicht betroffenen Gebiete (183), (9), (184), (182).
Der Einblick in die Entwicklung der menschlichen Darmflora und deren Verédnderung
lasst vermuten, dass zumindest manche davon mit den MS-typischen Mustern
Ubereinstimmen. Die individuelle Darmflora entwickelt und veréndert sich in den ersten
Lebensjahren sehr dynamisch (304), (305). Sie zeigt eine sehr grof3e Abhangigkeit von
der Mutter (305) und den Geschwistern (306). Sie unterliegt auch Veranderungen, die
durch landerunabhéngige und weltweite Merkmale wie Art der Entbindung (310), (311),
(312), (309) oder Form der Ernahrung (325), (222), (326), (309) verursacht werden.
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5. Zusammenfassung

Dank den EAE-Modellen konnten die Pathomechanismen bei der Entstehung und
Progression der MS immer besser verstanden werden und fiihrten auch in den letzten
Jahrzehnten zur Etablierung von effektiven Therapiekonzepten. Trotz des
unbestreitbaren Fortschritts bleiben jedoch bei der Erforschung der MS-Atiologie viele
Fragen offen. Das menschliche Genom stellt den bedeutendsten bekannten
Risikofaktor bei der MS-Entstehung dar und weist gleichzeitig auf die besondere Rolle
des Immunsystems hin. Anderseits beweisen die epidemiologischen Daten einen
deutlichen Einfluss von Umweltfaktoren, welche die steigende Inzidenz und Prévalenz
der MS in den letzten hundert Jahren mit gleichzeitigem Verwischen des Breitengrad-
Gradienten verursachten. Ausgehend von der Hygiene-Hypothese, die die Bedeutung
der veranderten Antigenexposition auf die mogliche Fehlentwicklung des
Immunsystems und seine Lenkung in Richtung Autoimmunitat hervorhebt, lieferten in
letzten Jahren mehrere wissenschaftliche Studien Hinweise dafiir, dass das mukosale
Immunsystem, welches durch Toleranzmechanismen die Koexistenz mit zahlreichen
Mikroorganismen sichert, eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Autoimmunitat
spielen kann. Veranderungen in diesem System (Dysbiose) kdénnen auch zu
Erkrankungen mit einem autoimmunogenen Hintergrund fuhren. In der vorliegenden
Arbeit wurden Veranderungen in der Zusammensetzung der Darmflora bei MS-
Patienten und madgliche Einflisse von verschiedenen Faktoren auf diese

Veranderungen untersucht.

Wir fanden Hinweise auf eine ungestérte Rekrutierung der Leukozyten im Bereich der
Darmbarriere und wahrscheinlich eine normale Funktion der Mucusschicht bei MS-
Patienten. Die Struktur der fakalen Flora bei MS-Patienten in Bezug auf die
Anwesenheit der Vertreter der bakteriellen Haupt- und Nebengruppen sowie auf die
raumliche Verteilung der Bakterien entspricht den friheren Beobachtungen bei anderen
Autoimmunerkrankungen. Die Vertreter der Atopobium—Gruppe treten statistisch
signifikant haufiger bei MS-Patienten auf. Bei der Betrachtung der Konzentrationen der
einzelnen bakteriellen Gruppen konnten wir eine statistisch signifikante Reduktion von
Bacteroidaceae bei gleichzeitigem Anstieg von Atopobium und Bifidobacteriae den
Hauptvertretern des Actinobacteria—Stammes bei MS—Patienten mit vergleichbaren
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Konzentrationen von Firmicutes- und Proteobacteria-Vertretern feststellen. Die
Konzentrationen von Atopobium und Bifidobacteriae erreichten bei MS-Patienten das
Niveau der Ublich dominierenden Firmicutes- und Bacteroidetes-Gruppen. Die
niedrigere Konzentration von Bacteroidaceae in der MS-Gruppe wurde zwar bei beiden
Geschlechtern reproduziert, war aber nur bei den Frauen statistisch signifikant. Als
einziges geschlechtsspezifisches Merkmal mit statistischer Signifikanz konnte bei den
Mannern eine erhohte Konzentration von Faecalibacterium prausnitzii in der MS-
Gruppe nachgewiesen werden. Die Darmflora bei MS-Patienten zeigte sich unabhangig
von der klinischen Form der Erkrankung, der Krankheitsaktivitdt, des
Behinderungsgrades, der Therapieform und des Wohnortes. Lediglich eine langere
Krankheitsdauer (>10 Jahre) war mit signifikant hoheren Konzentrationen von
Bifidobacteriae und eine kirzere Krankheitsdauer (<10 Jahre) dagegen mit signifikant

héheren Konzentrationen von Eubacterium rectale verbunden.

Die Dysbiose der Darmflora bei der MS koénnte die immunologischen und
metabolischen Eigenschaften der Patienten beeinflussen. Der Einblick in die
Entwicklung der menschlichen Darmflora und deren umweltabhéangige Veréanderungen
l&sst vermuten, dass manche davon mit den MS-typischen epidemiologischen Mustern
Ubereinstimmen. Die Darmflora bei der MS stellt ein neues interessantes
wissenschaftliches Zielgebiet dar, welches zum besseren Verstehen der
Pathophysiologie und mdglicherweise auch der Atiologie der Erkrankung beitragen

kann.
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