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A.1 Einleitung

Multiple Sklerose (MS) ist eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen bei jungen
Erwachsenen. In Deutschland sind etwa 200.000, weltweit etwa 2,5 Mio. Menschen an MS erkrankt
und Frauen sind ca. dreimal haufiger betroffen. Der Erkrankungsbeginn ist Gberwiegend im friihen
Erwachsenalter und trotz zunehmender effektiver Behandlungsoptionen ist MS nicht heilbar und
flihrt meist zu persistierenden neurologischen Einschréankungen.! Es wird angenommen, dass MS
eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung ist und ahnlich wie bei anderen
Autoimmunerkrankungen wird das individuelle Erkrankungsrisiko durch eine Kombination von
genetischen Risikofaktoren und dem Einfluss von Umweltfaktoren bestimmt.>* Umfassende
Analysen des gesamten menschlichen Erbgutes (genome-wide association studies, GWAS) konnten
bislang iber 200 genetische Suszeptibilitatsfaktoren (single nucleotide polymorphisms, SNPs) flr
MS identifizieren.®> Der starkste genetische Risikofaktor ist das MHC-Klasse-II Allel HLA-DRB1*1501
und dies unterstiitzt die Autoimmunpathogenese, da HLA-Klasse-II-Molekiile auf der Zelloberflache
Antigene binden und CD4+ T-Lymphozyten zur Antigenerkennung prasentieren. Darilber hinaus
spielen die Interaktionen der HLA-Loci untereinander sowie weitere genetische Suszeptibilitatsloci
flir MS eine Rolle in der Immunregulation.®® Insgesamt zeigen sich jedoch geringe Effektstarken der
identifizierten Risikogene und der genetische Hintergrund ist zwar relevant, aber nicht
deterministisch wie auch Daten bzgl. des familidren Risikos flir MS zeigen: Eineiige Zwillinge weisen
zwar mit einer Konkordanzrate flir MS von 25 % das hochste genetische Risiko auf, jedoch zeigt
dies auch, dass andere Faktoren eine Rolle spielen missen. Ein anderer Ansatz im Gegensatz zu
den GWAS Untersuchungen mit Fokus auf das nukleare Genom ist die Analyse des mitochondrialen
Genomes. Zahlreiche Belege, wie z.B. die Assoziation mit bestimmten klinischen Phanotypen
(Leber’s hereditary optic neuropathy/LHON und MS) und ein maternaler “parent-of-origin-effect”
weisen auf eine mdgliche Rolle von mitochondrialen DNA (mtDNA) Varianten auf eine Pradisposition
fir MS hin.%14

Neben den genetischen Faktoren haben Umweltfaktoren und der Lebensstil einen Einfluss auf das
MS-Risiko: Hier konnten bislang Vitamin D und Sonnenlichtexposition, Rauchen, postpubertare
symptomatische Infektion mit dem Epstein Barr Virus (infektiése Mononukleose durch EBV) sowie
Adipositas in der Kindheit identifiziert werden.'>'° Zudem gibt es Bedingungen, die den Zeitpunkt
der Erstmanifestation einer MS triggern kénnen, wie z.B. Infekte oder Impfungen, hormonelle
Veranderungen (z.B. postpartal) oder auch Medikamente, die auf das Immunsystem Einfluss

nehmen, wie z.B. TNF-alpha-Blocker oder neuerdings auch sogenannte Checkpoint-Inhibitoren, die
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in der Onkologie eingesetzt werden. Aktuell wird zudem ein Einfluss der gastrointestinalen
Darmflora (Mikrobiota) als potentieller wichtiger Risikofaktor diskutiert.?®?¢ Im Gegensatz zu
genetischen Risikofaktoren kénnen Umweltfaktoren modifiziert werden und stellen daher attraktive

Ziele fir therapeutische und mdglicherweise sogar interventionelle Anwendungen dar.

Der klinische Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose ist charakterisiert durch transiente Episoden
von neurologischen Symptomen (“Schiibe”), welche sich Ublicherweise subakut Gber mehrere Tage
entwickeln und fur wenige Wochen bis Monate anhalten und sich dann entweder vollstandig
zurtickbilden oder residuelle persistierende Einschrankungen bedingen (schubférmig-remittierende
MS, ‘relapsing-remitting MS, RRMS”). Akute Kklinische Krankheitsaktivitat resultiert aus
inflammatorischer Aktivitat im ZNS und kann haufig, aber nicht immer, mit dem paraklinischen

Nachweis einer Krankheitsaktivitat im MRT visualisiert werden. 27: 28

Jahre nach Erstmanifestation der MS mit initial schubférmig-remittierendem Verlauf tritt haufig eine
Konversion in einen sekundar progredienten Verlauf (sekundar progrediente MS, SPMS) ein und
dieser ist gepragt durch eine schleichende und unaufhaltsame Zunahme der neurologischen
Defizite, meist charakterisiert durch eine Abnahme der Gehfahigkeit. Es wird angenommen, dass die
Ursache dieses progredienten Krankheitsverlaufes eher ein neurodegenerativer Prozess ist und nicht
durch eine anhaltende inflammatorische Aktivitat bedingt ist.?° Dies wiirde auch erkléren, warum
die Mehrheit der bei RRMS effektiven anti-inflammatorischen verlaufsmodifizierenden Therapien bei
der schleichenden Verlaufsform das Fortschreiten der Erkrankung nicht positiv beeinflussen

kdnnen.3°

Die Diagnosesicherung erfordert den Nachweis einer Klinischen oder neuroradiologischen
“raumlichen und zeitlichen Dissemination” des inflammatorischen Prozesses im ZNS. Zum Zeitpunkt
der klinischen Erstmanifestation zeigen sich hdaufig kernspintomografisch multiple vorbestehende
klinisch inapparente Entziindungsherde im Gehirn oder Rickenmark, so dass die Bedingung einer
raumlichen Dissemination bei einem ersten Schub haufig erflllt wird. Der Nachweis einer zeitlichen
Dissemination kann entweder durch die radiologische Detektion neuer asymptomatischer Lasionen
in Verlaufs-MRT-Untersuchungen erfolgen oder ist definiert durch einen zweiten klinischen Schub.
Selten werden inzidentell subklinische MRT-Lasionen bei klinisch asymptomatischen Personen
nachgewiesen, die aufgrund anderer Indikationen, wie z.B. Kopfschmerzen oder einem Schadel-
Hirn-Trauma, kernspintomografisch untersucht werden. Dieses sogenannte “Radiologisch isolierte

Syndrom” (RIS) wird als Prodromalstadium einer MS gewertet, welches in eine klinisch manifeste
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MS konvertieren kann.3!3> Zahlreiche Aspekte der inflammatorischen Phase bei MS sind hinreichend

gut verstanden, jedoch gibt es wenige Kenntnisse {iber die initialen Triggerfaktoren der MS.3¢

Die Diagnosestellung der Multiplen Sklerose ist komplex und erfordert die Berlicksichtigung
verschiedener Informationen, wie Anamnese, neurologische Untersuchung sowie zusatzlich
erhobener Befunde aus MRT, Liquor und ggf. elektrophysiologischen Untersuchungen. Ein weiterer
Aspekt ist der weitest gehende Ausschluss von relevanten Differentialdiagnosen. In den letzten
Jahren hat sich jedoch zusatzlich herausgestellt, dass initial beschriebene Sonderformen der
Multiplen Sklerose anhand von spezifischen Biomarkern und der im Verlauf detaillierten Erhebung
der hiermit assoziierten klinischen Charakteristika als neue Krankheitsentitaten definiert wurden.
Wichtigstes Beispiel sind die Neuromyelitis optica Spektrum Erkrankungen (NMOSD), die sich durch
den serologischen Nachweis der Aquaporin-4-Antikérper sowie prognostischen und therapeutischen
Besonderheiten klar von MS unterscheiden.

Die therapeutischen Optionen den Verlauf einer MS abzumildern sind zahlreich und die Auswahl
eines der zugelassenen Praparate hangt von verschiedenen Faktoren ab. Nach Etablierung einer
verlaufsmodifizierenden Therapie ist eine sorgfaltige Beurteilung der Therapieeffektivitdat notwendig,
da bei unzureichendem Therapieeffekt oder Therapieversagen eine Umstellung der Therapie
erfolgen sollte. Die Evaluation der klinischen und paraklinischen Krankheitsaktivitat ist anspruchsvoll
und beruht Uberwiegend auf klinischen und kernspintomografischen Verlaufskontrollen. Ziel ist es
jedoch zusatzliche praktikable und valide Biomarker zu etablieren, die sich zum sensitiven

Therapiemonitoring eignen.
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A.2 Zielsetzung der habilitationsrelevanten Arbeiten

Die Zielsetzungen der flr die Habilitation relevanten Originalarbeiten haben die folgenden
Schwerpunkte:

= Genetische Suszeptibilitat:
o Identifikation von neuen genetischen Risikofaktoren fiir MS sowie die Assoziation und
Charakterisierung von genetischen Varianten mit einem klinischen Phanotyp
= Triggerfaktoren:
o Detektion von neuen immunregulatorischen Mechanismen (Checkpoint-Inhibitoren)
sowie Evaluation der Rolle der Darmflora (humane Mikrobiota)
= Biomarker:
o Evaluation und Validierung von neuen Biomarkern flir die Diagnose von Subtypen

sowie zum Therapiemonitoring

A.3 Genetische Suszeptibilitat
A.3.1 Identifikation von Risikogenen fir MS (GWAS-Kooperationen)

In nationalen und internationalen Kooperationen mit unserer Beteiligung (,,International Multiple
Sclerosis Genetic Consortium”) konnten anhand umfassender Untersuchungen des gesamten
Genoms (genome wide association studies, GWAS) bei groBen Kohorten von gesunden und MS-
Erkrankten neue Suszeptibilitédtsgene fiir MS identifiziert werden.?”#*> Wie bei anderen komplexen
Autoimmunerkrankungen zielt der Nachweis der Assoziation von Genloci mit einer Erkrankung auf
eine bessere Beurteilbarkeit der individuellen Suszeptibilitdat sowie ein genaueres Verstandnis der
Pathogenese. In den bislang erfolgten genetischen Studien wurden jedoch Uberwiegend multiple in
der Normalbevélkerung vorkommende Genvarianten (common variants) als Risikogene identifiziert
und die biologischen Effekte zahlreicher Suszeptibilitdtsgene sind nicht hinreichend verstanden. In
Zukunft adressieren daher genetische Analysen zunehmend die Rolle von seltenen immunologisch
relevanten Risikogenen sowie die Interaktionen mit Umweltfaktoren. Zudem muss die Aussagekraft
eines individuellen Risikoscores auf die Entwicklung einer MS validiert werden sowie der Einfluss von
einzelnen oder der Kombination und Interaktion von speziellen Risikogenen auf den klinischen

Phanotyp evaluiert werden.
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A.3.2 Assoziation von MS mit Risikogenen und Charakterisierung des kiinischen Phanotyps

Anhand eigener Untersuchungen wurde die klinische Relevanz einzelner Suszeptibilitatsloci bereits
vor Identifikation als Risikogene im Rahmen der GWAS-Studien von uns aufgezeigt.

Wir konnten den ersten Fall einer Patientin mit einem besonders schweren MS Verlauf und
neuropathologischer Diagnosesicherung einer MS vom Typ II identifizieren mit zusatzlichem
molekulargenetischem Nachweis einer heterozygoten R92Q-Mutation auf Exon 4 des 7NFRSFIA-
Gen (MIM 191190, kodiert den p55-Rezeptor fiir TNF-alpha, Chromosom 12).43

(A) Hematoxylin & eosin staining (x200) revealed infiltrating foamy macrophages, scattered
lymphocytes, and reactive astrocytes. (B) The LFB-PAS staining (x200) showed complete
demyelination. Scattered foamy macrophages contained either few PAS-positive myelin de-
posits or empty vacuoles (arrows). (C) The pan-macrophage marker Ki-M1P (x100) detected
scattered diffuse foamy macrophages and activated microglia cells as well as perivascular
macrophage cuffs. (D) Scattered CD8-positive cytotoxic T cells (x100) were identified within
the lesion.

Abb. 1 aus Hoffmann LA et al, Neurology 2008: Neurohistopathologische Diagnose einer inaktiven
demyelinisierenden inflammatorischen Ldsion der weissen Substanz in den Basalganglien bei einer Patientin
mit gesicherter TNFRSF1A R92Q-Mutation und einem MS Ghnlichen demyelinisierendem Syndrom.
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A.3.3 Klinische Relevanz der Identifikation von Risikogenen

In einer weiteren Fallserie konnten wir bei 21 MS Patienten mit R92Q-Mutationen im 7NVFRSF1A-Gen
den Phanotyp genauer charakterisieren.* Interessanterweise konnte bei 9/21 Patienten zusétzlich
HLA-DR15 nachgewiesen werden. Alle Patienten prasentierten neben der MS zusatzliche Symptome,
welche auf eine Kklinische Manifestation eines Tumornekrosefaktor-Rezeptorl-assoziierten
autoinflammatorischen periodischen Syndromes (TRAPS) hinwiesen. Diese Beschwerden bestanden
hauptséchlich aus Myalgien Arthralgien, Kopfschmerzen, ausgepragter Fatigue sowie
Hauterythemen. Die meisten Patienten wiesen darliber hinaus ausgepragte systemische

Nebenwirkungen unter immunmodulatorischer verlaufsmodifizierender Therapie auf.

Aphthous stomatitis :l n=4 DMT Side effects
Gl symptoms [ =5 Glatiramer acetate, Urticaria-like rash, periorbital edema,
S— : = n=4 lymphadenopathy, fever
! " IFN,n=9 Severe FLS with chills, arthralgias
Ocular involvement n=7 :
and myalgias =24 h up to several
Skirirash | n=9 days after injection, severe fatigue,
depression
Headache ]n=10 . .
Natalizumab, n =4  Nausea, laryngopharyngitis, severe
Fatigue |n=13 fatigue, myalgias, erythema,
depression, all for =1 dayup to 1
Arthralgias |n=13 week after infusion
Myalgias | n=14 Mitoxantrone,n=3 Recurrent severe infections without

significant leukopenia (pneumonia,

R ki abscess, severe Gl side effects)

Frequency of symptoms (%)

Abb. 2 aus Kiimpfel T, Gerdes LA et al, Neurology 2008: Links: Haufigkeit von kiinischen TRAPS-
Symptomen in der untersuchten Kohorte von MS-Patienten mit identifizierter R92Q-Mutation. Rechts:
Haufigkeit von unerwiinschten Nebenwirkungen unter verlaufsmodifizierender Therapie in der untersuchten
Kohorte von MS-Patienten mit identifizierter R92Q-Mutation.

In einer folgenden prospektiven Kohortenstudie an >100 MS Patienten (Manuskript in Vorbereitung)
konnten wir diese Beobachtung, dass bei Mutationstragern im 7NVFRSF1A-Gen eine besonders hohe
Nebenwirkungsrate unter Therapie mit den fir MS zugelassenen immunmodulatorischen

Medikamenten (Interferon-beta, Glatirameracetat) besteht, validieren. Zudem zeigte sich in einer



HABILITATIONSSCHRIFT DR. LISA ANN GERDES 9

ausftihrlichen Erhebung der im gesamten Krankheitsverlauf eingesetzten Therapien eine erhohte
Rate die Medikamente abzusetzen bzw. die Notwendigkeit von haufigen Therapieumstellungen.
Diese Beobachtungen und Erfahrungen haben direkten Einfluss in unsere klinische Praxis gefunden
mit hoher Relevanz im Hinblick auf Therapieentscheidungen und Umgang mit Nebenwirkungen im

Sinne einer individualisierten Medizin.

Im Rahmen unserer neuroimmunologischen Spezialambulanz konnten wir dariber hinaus drei
weitere Familien mit einer 7VFRSFIA D12E Substitution und TRAPS Symptomen identifizieren und
bei 4 Fallen zeigte sich zudem eine Assoziation mit MS und rheumatoider Arthritis.*

A.3.4 Autoinflammatorische periodische Syndrome bei MS Patienten und Patienten mit
inflammatorischen Erkrankungen des ZNS (FMF, CAPS)

Ein weiteres autoinflammatorisches periodisches Syndrom ist das hereditdire Familidre
Mittelmeerfieber (FMF) mit Mutationen im MEFI~Gen, welches klinisch durch eine rezidivierende
fieberhafte Polyserositis charakterisiert ist. Aus unserer neuroimmunologischen Spezialambulanz
wurde eine Gruppe 1 mit 157 MS Patienten selektiert und auf Mutationen im Exon 2, 3 und 10 im
MEFV-Gen untersucht. Als Kontrollgruppen wurden 260 MS Patienten (Gruppe 2) und 400
kaukasische Kontrollen (Gruppe 3) flr die Pyrinmutationen mit niedriger Penetranz E148Q und
K695R untersucht. In Gruppe 1 konnte bei 12% eine Mutation im MEFI~Gen detektiert werden und
bei der Mehrheit der Patienten bestanden klinische Symptome eines familidren Mittelmeerfiebers.
Interessanterweise konnten wir in 3 Fallen weitere MS-Erkrankte Familienmitglieder identifizieren
und die molekulargenetische Testung zeigte, dass auch diese Trager einer MEFV-Mutation waren,
welches Hinweise auf eine erhdhte genetische Suszeptibilitdt gibt. In den anderen Gruppen zeigten
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede der Mutationshaufigkeiten, jedoch zeigten sich die

Mutationen unerwartet hdufig in einer deutschen Population.*®
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Group 1 Group 2 Group 3
157 well characterized MS || 260 independent 400 controls
patients MS patients
(81 with FMF symptoms)
Exon 2, 3, and 10 of the pyrin E148Q and pyrin E148Q and
MEFV gene K695R mutations K695R mutations
19$F53::3tn;::_:m 10 MS patients 17 controls
. with MEFV with MEFV
(15 with FMF : X
mutation mutation
symptoms)
E148Qn=7 E148Qn=7 E148Q n=9
K695R n =4 (2-7%‘) (2.25%)
3 multiplex MS K695R n = 3 K695R n = 8 (2%
families (1.2%) )
disease association
with E148Q mutation

Abb. 3 aus Kiimpfel T, Gerdes LA et al, Multiple Sclerosis 2012: Studieniiberblick mit Darstellung der

getesteten Probanden und Haufigkeit des Nachweises der mit FMF assoziierten Genmutationen im MEFV-Gen.

In einer weiteren Kohorte von 108 Patienten aus unserer neuroimmunologischen Spezialambulanz
identifizierten wir 17 Patienten mit low-penetrance V198M- oder Q703K-Mutationen im NLRP3-Gen,
welche mit der klinischen Manifestation eines Cryoporin-assoziiertes-periodisches Syndrom (CAPS)
assoziiert sind. Klinisch manifestierten sich hdufig bei diesen Patienten schwere
Kopfschmerzsyndrome und Migrane. Bei ca. der Halfe der Patienten wurde zusatzlich eine MS
diagnostiziert, wohingegen bei den restlichen Patienten der klinische Phanotyp durch teilweise

rezidivierende Hinnervenausfalle unklarer Atiologie imponierte.*”

A.3.5 Assoziation von mitochondrialen DNA-Varianten mit MS

Wie in der Einleitung beschrieben wurde das mitochondriale Genom bislang nur unzureichend
analysiert. Zum besseren Verstandnis werden im Folgenden wenige Grundprinzipien der
mitochondrialen DNA und deren Vererbung erldautert. Prinzipiell enthalten alle nukledren Zellen eine
variable Anzahl von Mitochondrien und jedes einzelne Mitochondrium tragt wiederum eine variable
Anzahl von Kopien der zirkuldaren mtDNA. Der Begriff Homoplasmie bedeutet, dass >99% identische
Kopien der mtDNA in allen Zellen vorliegen, wohingegen Heteroplasmie das Vorliegen einer
Mischung aus verschiedenen mitochondrialen Genotypen beschreibt. Bekanntermassen wird das
mitochondriale Genom ausschliesslich maternal Uber die weibliche Eizelle vererbt. Wenige Tage
nach der Befruchtung der Eizelle, welche eine Mischung aus Wildtyp und mutierter mtDNA enthalt,



HABILITATIONSSCHRIFT DR. LISA ANN GERDES 11

kommt es bei einer Schwangerschaft mit eineiigen Zwillingen zur Teilung der Eizelle und die
Mitochondrien werden zuféllig und ungleichmaBig auf die zwei Halften verteilt. Danach kommt es zu
einer raschen Zellteilung und Replikation mit einer Zunahme der mutierten mtDNA-Molekiile, welche
bei einem Zwilling maoglicherweise eine Krankheitsmanifestation bedingen kann, wahrend der

andere Zwilling gesund bleibt.

After fertilization paternal Cell division in

containing mutant mitochondria get removed early embryo
mtDNA

(HETEROPLASMY)

Multiple

Sclerosis Healthy

Monozygotic

) Twinning @
B =

aw 1’%
§§ ‘ﬁ- QD Normal
ﬁﬁ \;‘& mitochondrion
B % o Mutant
@ \t %\1 N m itocll':oanrtl:!rion

Abb. 4: Schematische Darstellung von Heteroplasmie der mtDNA bei monozygoten Zwillingen.

Wir haben diese Hypothese an unserer groBen Kohorte von 49 eineiigen Zwillingspaaren mit
klinischer Diskordanz fir MS geprift und mittels umfassender Sequenzierung de novo mtDNA
Varianten, Heteroplasmiegrade sowie die mtDNA Kopienanzahl untersucht und innerhalb der

Zwillinge verglichen.

Recruitment of 49 MZ twin pairs

clinically discordant for MS
plus one DZ twin pair, five additional siblings

-

/

Deep sequencing of the whole mtWGDS in blood ; mtDNA copy-
mitochondrial genome (MtWGDS) of one DZ twin pair ::’:I‘;;:t::‘;Tf:g number analysis
in blood of all MZ twin pairs and five additional Y ases in blood of all MZ
N - mtDNA haplogroup analysis Y, siblings twin pairs

!

(‘Validation of identified heteroplasmic )
point variations (HPVs) in blood and
buccal DNA using targeted deep
\_ sequencing (TDS) Y.

Comparisons of HPVs within MZ twins
and nonidentical siblings and across
different tissue types

Abb. 5 aus Souren NY, Gerdes LA et al, Human Mutation 2016: Schematischer Uberblick iiber das

experimentelle Studiendesign der Analyse der mitochondrialen DNA in der Zwillingskohorte.
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Zusammengefasst konnten wir 25 heteroplasmische Varianten mit potentiell pathogenen
Eigenschaften bei 18 Zwillingspaaren identifizieren. Alle Varianten waren spezifisch fir 1 Paar und
wiesen geringe und/oder ahnliche Heteroplasmiegrade innerhalb eines Paares auf. Darliber hinaus
konnten wir 1 pathogene LHON Mutation (m.11778G>A) bei beiden Zwillingen eines Paares
detektieren und anhand ausflihrlicher Charakterisierung mittels MRT und Liquorpunktion sowie der
klinischen Anamnese mit einer unklaren Episode mit Hemihypasthesie vor 10 Jahren wurde auch bei

dem aktuell klinisch gesunden Zwilling die Diagnose eines Klinisch isolierten Syndromes gestellt.

LEGEND:
m.11778 G>A
Q (MT-ND4) Healthy
E CIS
SPMS
m.11778 G>A
(MT-ND4)
Blood 56% 46% 13%
Buccal  62% 53% 7% Heteroplasmy levels
Urine 62 % 56% NA

MT-ND4: NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4

Abb. 6: Molekulargenetischer Nachweis einer pathogenen LHON-Mutation bei einem Zwillingspaar sowie
einer weiteren an SPMS erkrankten Schwester. Detaillierte Untersuchungen mittels MRT und
Liquoruntersuchungen bei der kiinisch gesunden Zwillingsschwester zeigten H.a. subkiinische
Krankheitsaktivitat.

Die Analyse der mtDNA de novo Varianten, mtDNA-Deletionen, Kopienanzahl oder
Heteroplasmiegrade zeigte ebenfalls keine relevanten Unterschiede, die die unterschiedliche
Krankheitsmanifestation von MS bei eineiigen Zwillingen erkldren kann. Zusammengefasst konnten

wir mit dieser Studie eine wesentliche Rolle der mtDNA in der MS Pathogenese ausschliessen.®®
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A.4 Triggerfaktoren

A.4.1 Regulation von Checkpoint-Genen (CTLA4)

Anhand eines Klinisch, neuroradiologisch, histopathologisch und immunologisch detailliert
aufgearbeiteten Falles konnten wir die bedeutende Rolle eines ,checkpoint" Immunregulatorgerns
(CTLA-4, cytotoxic-T-lymphocyte-antigen-4) als Trigger in der Manifestation und auch Exazerbation
der MS darlegen und somit weitere Evidenz fiir eine autoimmune Atiologie liefern.* In diesem Fall
zeigte sich bei einem jungen Patienten initial eine sehr gering ausgepragte kernspintomografische
Krankheitsaktivitat (Radiologisch Isoliertes Syndrom). Aufgrund eines metastasierten Melanoms
erhielt der Patient im Verlauf zweimalig eine Therapie mit dem CT7LA4blockierenden Antikdrper
Ipilimumab, welche jeweils in unmittelbarem zeitlichen Zusammenhang zundchst die Transition in
eine klinische Manifestation einer MS sowie dann einen zweiten Schub triggerte und zudem von

einer massiven Zunahme der paraklinischen Krankheitsaktivitat im MRT begleitet wurde.

A
[ riS cDMS high activity
40
IPI (1) IPI (2)

35

30
[
=
s 259 ¥ hypophysitis \J
2 chemo- high dose chemo-
K=] therapy steroids therapy interferon-beta-1a
B2 | — — — ——
S CSF# CSF#2 CSF#3
@
9 15 ‘melanoma brain
g histology histology
c

10

MRI#1
5
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

months after melanoma diagnosis

MS relapse A FLAIR lesions Gd(+) lesions

Abb. 7 aus Gerdes LA et. al, Annals of Neurology 2016: Darstellung des klinischen Verlaufes sowie der
Krankheitsaktivitdt im MRT unter Therapie mit Ipifimumab (IPI).
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Anhand einer Hirnbiopsie wurde eine aktive T-Zelldominierte MS bestdtigt. Mittels quantitativer
Sequenzierung der Gene des T-Zellrezeptors konnten die oligoklonalen CD4(+) und CD8(+) T-
Zellrepertoires der tumorinfiltrierenden T-Zellen im Primartumor Melanom mit den T-Zellen im
Liquor verglichen werden und zeigten mehrere Ubereinstimmungen der expandierten autoreaktiven
oligoklonalen T-Zellklone innerhalb der beiden Kompartimente.

A . B .
TCR a chain TCR Bchain

melanoma melanoma

Abb. 8 aus Gerdes LA et. al, Annals of Neurology 2016: Synopsis der Ergebnisse des "next generation
sequencing” des T-Zellrepertoires im primdren Melanomgewebe und in zwei aufeinanderfolgenden
Liguorproben (CSF#2 und CSF#3; Abb. 7).

Der protektive Therapieeffekt auf das metastasierte Melanom war eindriicklich und konnte eine
anhaltende Remission erzielen, jedoch als Risiko manifestierte sich eine unerwinschte
Autoimmunreaktion im ZNS des Patienten. Zusammenfassend unterstiitzen unsere Beobachtungen
anhand dieses klinischen Falles die GWAS Ergebnisse, welche ko-stimulatorische und ko-

inhibitorische molekulare Netzwerke der T-Zellen als genetischen Risikofaktor flir MS implizieren.
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A.4.2 Mikrobiota als Triggerfaktor

In den letzten Jahren wurden in einigen Studien sowie anhand von Vorarbeiten der
Kollaborationspartner (Prof. Wekerle, MPI Neurobiologie) der Einfluss des gastrointestinalen
Mikrobioms auf die Entstehung der EAE (experimental autoimmune encephalomyelitis) und MS in
den Fokus des Interesses geriickt.??® Da es sich hierbei um einen potentiell modifizierbaren
Umweltfaktor oder “Life-Style” Faktor handelt, dessen Analyse zu einem besseren Verstandnis der
Trigger der MS beitragen kann, mit der Hoffhung vielleicht sogar dem Ausbruch der Erkrankung
praventiv oder interventionell vorbeugen zu konnen, erfolgte eine Translation des
Forschungsansatzes in ein humanes Modell. Fir dieses Ziel begannen wir 2012 mit der Rekrutierung
unserer Kohorte von eineiigen Zwillingen mit Diskordanz fiir MS, der MS TWIN STUDY.

MS/TWIN/STUDY/

Abb. 9: Logo der 2012 am Institut fiir Klinische Neuroimmunologie initiierten nationalen Zwillingskohorte.

Kopenhagen
P H g

Dinen':ark Syeflang eI
Number of pairs 49 9y
Gender (female/male) 37/12
Age (yrs, mean, £SD) 42.7 £ 11.1 (21-67)
Age at disease onset 28.8 £ 8.5 (13-46)
Years discordant for MS 13.6 £ 10.7 (1-45) Amsterdam
Pairs longer than 10 years 25 (51%) DMHEEQDN'E“’%\"
di dant for MS
Positive family history of MS 17 (35%) \\m 0
b Belgien
MS Course “M\
CIS 3 (6%)
Paris
RRMS 32 (65%) %
SPMS 12 (25%)
PPMS 2 (4%)

Abb. 10: Klinische Charakteristika und Herkunit der Teilnehmer der Zwillingskohorte.
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Dieser Ansatz bietet den entscheidenden Vorteil, dass es sich hierbei um eine ideale “Fall-Kontroll”
Studie handelt: Zum einen kann der nachgewiesene Einfluss der Wirts-DNA auf das Mikrobiom bei
genetisch identischen Zwillingen vernachlassigt werden, zudem besteht innerhalb eines
Zwillingspaares eine ideale Kontrolle fiir viele andere potentielle Stérvariablen (Alter, Geschlecht,
etc.). Ausschlusskriterien waren eine aktuelle oder kirzliche Behandlung mit Antibiotika,
Glukokortikosteroiden oder Immunsuppressiva, zudem durfte in den 3 Monaten vor
Studieneinschluss kein gastrointestinaler Infekt oder Veranderungen der Erndhrungsgewohnheiten
vorhanden gewesen sein. Stuhlproben von 34 Zwillingspaaren unserer MS-diskordanten
monozygoten Zwillingskohorte wurden auf die Zusammensetzung des Mikrobioms mittels
Gensequenzierung der kodierenden DNA der 16S ribosomalen RNA untersucht sowie zur Beurteilung
des genetischen Potentials und mdglicher Funktionen erfolgten zusatzliche metagenomische
Analysen (metagenomics shotgun sequencing). Gleichwohl sich in dem generellen mikrobiellen
Profil keine relevanten Unterschiede nachweisen liessen, konnte eine Anreicherung von wenigen
Gruppen (taxa) wie z.B. Akkermansia bei unbehandelten MS-Zwillingen detektiert werden. In einem
nachsten Schritt wurde die humane Mikrobiota in ein transgenes Mausmodell mit spontaner
Manifestation einer autoimmunen entzlindlichen ZNS-Erkrankung transplantiert.
Bemerkenswerterweise konnte die humane Darmflora des MS-erkrankten Zwillings signifikant

haufiger EAE auslésen als nach Ubertragung der Darmflora des gesunden Zwillingsgeschwisters.

AA B

L 84— HD X

g MS 8 0.015-

C (0]

3 60] o)

S 0.012{ =

£ ,, n °

w ko)

< 40 © 0.009 %

L cc) n
Q ©

8 20] T (.006- -
c a %
L ©

S O-I T T T T T 1 ,g 0'003-

» 0 24 681012 5000
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Abb. 11 aus Berer K, Gerdes LA et. al, PNAS 2017: Darstellung der erhohten EAE-Inzidenz bei
gnotobiotischen RR-SJL/J-Mé&usen nach Kolonisation mit Fékalmaterial des MS erkrankten Zwilling (A).
Darstellung der relativen Menge von Sutterella in Stuhlproben von Méiusen nach Ubertragung von
Fdkalmaterial des gesunden zZwillings (B).
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Untersuchungen der Mikrobiomzusammensetzung der kolonisierten Mause belegten eine hohe intra-
individuelle Stabilitat sowie auch deutliche Konstanz im Zeitverlauf (Proben wurden 2 und 6 Wochen
nach Kolonisation untersucht). Unterschiede liessen sich z.B. bei einem Organismus Sutterella
nachweisen, welcher in vitro ein protektives immunregulatorisches Profil aufwies. Auch zeigten die
Immunzellen derjenigen Mause, die mit MS-Proben kolonisiert wurden, eine geringere Produktion
von Interleukin-10 als die Immunzellen der Mduse, die Proben des gesunden Zwillings erhalten
hatten.*® Unsere Beobachtungen und die unserer internationalen Kollaborationspartner®!, welche in
der Presse sowie in wichtigen Fachzeitschriften®> >3 hervorgehoben und als einer der Héhepunkte
der Forschungsergebnisse 2017 der Max-Planck-Gesellschaft ausgezeichnet wurden, erbrachten
erste Belege dafiir, dass das Mikrobiom von MS Patienten Faktoren enthalt, welche eine MS-
ahnliche Autoimmunerkrankung in einem transgenen Mausmodell triggern kénnen und 6ffnet den
Weg fiir die Suche nach weiteren protektiven und pathogenen mikrobiellen Auslésern der MS beim

Menschen.

A.5 Biomarker
A.5.1 Biomarker fir klinische Subtypen (MOG)

Wie bereits in der Einleitung am Beispiel der NMOSD erldutert wird der Differenzierung von MS und
deren Sonderformen anhand von Biomarkern eine besondere Bedeutung beigemessen. Ein neuerer
serologischer Marker sind Antikérper gegen Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG), hier
zeichnet sich ebenfalls ein neues Spektrum von MOG-AK-assoziierter Enzephalomyelitis mit zur MS
distinktem klinischem Phanotyp ab und hierzu konnten wir mit eigenen Arbeiten beitragen. In einem
klinisch, kernspintomografisch, immunologisch und erstmalig neuropathologisch detailliert
aufgearbeitetem Fall einer 66-jahrigen Patientin konnten wir verschiedene Charakteristika der MOG-
Antikdrper-assoziierten  Enzephalomyeitis  beschreiben.>®  Einerseits konnten wir einige
Ubereinstimmungen mit MS (schubférmig-remittierender  Verlauf, kurzstreckige Myelitis,
histopathologischer Nachweis einer MS-Typ-II-Pathologie) und NMOSD (Affektion von Hirnstamm
und Rickenmark, gutes Ansprechen auf Immunadsorption und B-Zelldepletierende Therapie mit
Rituximab) erkennen, andererseits wurden spezifische Besonderheiten fir MOG-AK assoziierte
Erkrankungen identifiziert.
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Abb 12. aus Spadaro M, Gerdes LA et al, Annals of Clinical Translational Neurology 2015: (A)
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Synopsis des kiinischen Verlaufes, der eingesetzten immunsuppressiven Therapien sowie der Hohe der MOG-
AK-IgG Positivitét. (B) Serumreaktivitit gegen verschiedene MOG Varianten an zwei verschiedenen
Zeitpunkten im Krankheitsverlauf. (C) Reaktivitdt gegen humanes MOG (hMOG), unglykosiliertes MOG (N31D)
sowie Maus-MOG (mMOG).

Zu erwahnen ist hier eine kernspintomografisch in engmaschigen Zeitintervallen dargestellte kaudo-
kraniale Ausbreitung der entzlindlichen Lasionen sowie ein deutlicher zonaler Aufbau der Lasionen
mit scharfer Abgrenzung und ringférmiger Kontrastmittelaufnahme. Abgesehen von diesen Lasionen
zeigten sich keine periventrikuldren Lasionen und liquordiagnostisch zeigten sich keine oligoklonalen
Banden. In der longitudinalen Bestimmung der MOG-AK erwies sich die Bestimmung der MOG-AK
als valider Biomarker, da eine gute Korrelation der Hohe der Reaktivitdt mit der klinischen

Krankheitsaktivitat nachgewiesen werden konnte.



HABILITATIONSSCHRIFT DR. LISA ANN GERDES 19

Abb 13. aus Spadaro M, Gerdes LA et al, Annals of Clinical Translational Neurology 2015:

Darstellung der zerebralen und spinalen MRT einer Patientin mit MOG-AK assoziierter Enzephalomyelitis.

Auf der Grundlage dieses Fallberichtes konnten wir anhand der Selektion eines spezifischen
Phanotyps weitere Patienten aus unserer neuroimmunologischen Spezialambulanz mit MOG-AK
identifizieren und charakterisieren.>> MOG-AK wurden in drei verschiedenen Patientengruppen
untersucht: Gruppe 1: 104 praselektierte MS-Patienten, Gruppe 2: 55 nach Alter und Geschlecht
kontrollierte unselektierte MS-Patienten, Gruppe 3: 22 Patienten mit einer demyelinisierenden
Erkrankung des ZNS mit erfolgter Hirnbiopsie. In Gruppe 1 konnten wir bei 5/104 Patienten MOG-
AK nachweisen, in den anderen 2 Gruppen waren alle getesteten Patienten negativ fir MOG-AK. MS
Patienten mit positiven MOG-AK wiesen eine ausgepragte Beteiligung von Hirnstamm und
Rickenmark auf und zeigten insgesamt einen schweren Krankheitsverlauf mit einer hohen
Schubfrequenz und Therapieversagen verschiedener verlaufsmodifizierender Therapien. 3 der MOG-
AK positiven Patienten waren mit Plasmapherese behandelt worden und hatten ein deutliches
Ansprechen gezeigt. Longitudinale Analysen Uber bis zu 9 Jahre demonstrierten deutliche
Fluktuationen der MOG-AK-Reaktivitat. Zusammenfassend konnten wir mit dieser Studie
nachweisen, dass auch bei mit MS diagnostizierten Patienten in einer geringen Frequenz MOG-AK
nachweisbar sind und dies mit einem besonderen klinischen Phanotyp assoziiert ist und zeigt somit

die hohe klinische Relevanz der Bestimmung der MOG-AK im klinischen Alltag.
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Abb 14. aus Spadaro M, Gerdes LA et al, Neurology Neuroimmunology Neuroinflammation 2016:

(A) Anti-MOG-Reaktivitdt in 3 Gruppen von MS Patienten (1= rezidivierende Myelitis, Opticusneuritis,

Hirnstammsyndrom, 2= unselektierte fiir Alter und Geschlecht gematchte MS Patienten; 3= biopsierte

Patienten mit MS-Typ II Pathologie). (B,C) Klinische Charakteristika, Therapien und longitudinaler Verlauf der

MOG-AK exemplarisch bei zwei Patienten. (D) Analyse der Spezifitdt der MOG-Reaktivitdt gegen verschiedene

Epitope zu zwei Zeitpunkten.

In einer weiteren translationalen Studie mit Transfer von humanen MOG-Antikdrpern von Patienten

mit rezidivierenden Optikusneuritiden in ein experimentelles Tiermodell konnte kirzlich der

Nachweis der pathogenen Aktivitdt der MOG-Antikorper erfolgen.>®
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A.5.2 Biomarker fir Therapiemonitoring (MxA)

Wie in der Einleitung ausgefiihrt stellt die Entwicklung von validen und sensitiven Biomarkern zum
Therapiemonitoring der verlaufsmodifizierenden Therapie eine besondere Herausforderung dar.
Dies spielt insbesondere bei IFN-beta-Therapien eine Rolle, da hier 10-30% der Patienten
neutralisierende Antikdrper (NAB) gegen Interferon-beta entwickeln, die die Bioaktivitat von IFN-
beta deutlich reduzieren und sich negativ auf die Therapieeffektivitdat auswirken. Die Analyse von
IFN-beta-induzierten Genen bietet einen direkten und praktischen Zugang, die biologische
Wirksamkeit zu analysieren. Ein Marker ist die quantitative Bestimmung der Expression von
Myxovirus-Resistenzprotein A (MxA). Wir bestimmten daher in Serumproben von 81 RRMS
Patienten, die mit unterschiedlichen IFN-beta-Praparaten behandelt waren sowie in 25 Kontrollseren
die MxA Transkription mittels quantitativer TagMan-PCR und konnten eine deutliche geringere
Induktion von MxA bei Patienten mit zusatzlich positivem Nachweis von NAB detektieren.>”
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Abb 15. aus Hoffmann LA et al, Neurology 2007: (A) Nachweis einer signifikanten Induktion der
Myxovirus-Resistenzproteins A (MxA) mRNA-Expression nach Injektion von Interferon-beta-Therapie in vivo
bei Patienten mit niedrig nachweisbaren (NAB<80%) neutralisierenden Antikérpern gegen Interferon-beta im
Gegensatz zu einer ausbleibenden MxA mRNA Expression bei NAB >80%. (B) Darstellung der absoluten MxA

Werte nach Injektion von verschiedenen Interferon-beta-Préparaten.
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In weiteren Studien in unserer Arbeitsgruppe an 107 MS Patienten konnten weitere durch
Interferon-beta hochregulierte Faktoren (MxA, BAFF/B-cell activating factor of the TNF family)
evaluiert werden und zudem weitere Erkenntnisse bzgl. der Rolle der B-Zell abhdangigen

Autoimmunitat bei MS liefern.>8

A.6 Diskussion und Ausblick

Die hier vorgestellten Daten der habilitationsrelevanten Originalpublikationen weisen innovative
Methoden sowie wissenschaftlich und klinisch relevante Ergebnisse in Bezug auf das bessere
Verstandnis von genetischem Risiko, Triggerfaktoren und Biomarkern fir das Therapiemonitoring
bei MS auf. Zudem konnten anhand genetischer und serologischer Biomarker neue mit MS

assoziierte klinische Phanotypen identifiziert und charakterisiert werden.

Aufgrund der bereits umfassenden erhobenen Daten im Rahmen der nationalen Zwillingsstudie mit
aktuell 70 eineiigen Zwillingspaaren mit Diskordanz flir MS sind weitere Publikationen bzgl.
Epigenetik, Immunophanotypisierung, Anwendung von neuen Biomarkern wie Neurofilament-light-
chain-Messungen und optischer Kohdrenztomografie in Vorbereitung. Dariber hinaus erfolgte in
dieser Hochrisikokohorte eine detaillierte Charakterisierung mittels MRT-Untersuchungen sowie
umfassender immunologischer Liquoruntersuchungen zur Detektion frilher subklinischer
Neuroinflammation und liefert weitere Optionen, Triggerfaktoren fir die Entstehung der Multiplen
Sklerose zu analysieren. Fir die Fortflihrung und Ausweitung der nationalen Zwillingsstudie und der
zahlreichen assoziierten Projekte konnte von der Habilitandin ein mit 400.000 € dotiertes

Forderprogramm der Gemeinnitzigen Hertie-Studie eingeworben werden.
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A.7 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine der haufigsten neurologischen Erkrankungen junger
Erwachsener. In Deutschland sind etwa 200.000, weltweit etwa 2,5 Mio. Menschen an MS erkrankt.
Trotz deutlich verbesserter Behandlungsmdglichkeiten fiihrt die MS leider haufig zu bleibenden
neurologischen Behinderungen. Das Risiko an MS zu erkranken wird sowohl durch Erbfaktoren, als
auch durch Umweltfaktoren und Lebensgewohnheiten beeinflusst. Triggerfaktoren und die
Pathogenese dieser komplexen Erkrankung sind nur teilweise verstanden, vermutet wird die
Aktivierung einer ,Autoimmunreaktion”, bei der das Immunsystem versehentlich den eigenen
Korper attackiert. Zudem zeichnet sich ab, dass es unterschiedliche Subtypen der MS mit
immunologisch, klinisch und therapeutisch relevanten Unterschieden gibt und eine mdglichst valide
und sensitive Identifikation dieser Patienten anhand von Biomarkern spielt eine wichtige Rolle flir
den behandelnden Arzt. Dank der Verfuigbarkeit von vielen verschiedenen Therapiemdglichkeiten
mit unterschiedlichen Wirkmechanismen ist es zudem wichtig, die potentiell wirksamste Therapie fir
den Patienten friih moglichst einsetzen zu kdnnen, um bleibende neurologische Defizite zu
verhindern. Hier kénnen Biomarker, die zum einen die Subtypen identifizieren und zum anderen die
biologische Therapieeffektivitat messen, wertvolle Informationen von hoher klinischer Relevanz

liefern.

Ziel (1) der habiliationsrelevanten Originalarbeiten war weitere Erkenntnisse bzgl. der genetischen
Suszeptibiliat fir MS zu erheben. Hier konnten einerseits durch die Mitarbeit an groBen Konsortien
von GWAS Studien neue Risikogene flir MS identifiziert werden und aktuell sind 236 solcher
Risikogene bekannt. Zum anderen erfolgte anhand molekulargenetischer Untersuchungen und
klinischer Fallserien die Assoziation und Charakterisierung von genetischen Varianten mit einem
klinischen Phanotyp der MS sowie auch komorbider autoinflammatorischer periodischer Syndrome.
Diese Beobachtungen haben direkten Einfluss in die klinische Routine und Therapieentscheidungen

an unserem neuroimmunologischen Institut genommen.

Ziel (2) war die Detektion von relevanten Triggerfaktoren, hier konnten wir einerseits mit der
Identifikation von neuen immunregulatorischen Mechanismen (Checkpoint-Inhibitoren) als Ausldser
der MS die Annahme einer Autoimmunreaktion untermauern. Zusatzlich konnten wir an unserem

Institut eine weltweit einzigartige Kohorte von monozygoten Zwillingen mit Diskordanz fir Multiple
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Sklerose rekrutieren und anhand dieser Kohorte sowie Translation in ein innovatives Tiermodell eine

Rolle der Darmflora (humanen Mikrobiota) als Triggerfaktor nachweisen.

Ziel (3) war die Evaluation und Validierung von neuen Biomarkern flir die Diagnose von Subtypen

und hier konnten wir einen wichtigen Beitrag zu der Charakterisierung der jetzt von MS fest

abgegrenzten Krankheitsentitdt der MOG-Antikoérper assoziierten Enzephalomyelitis beitragen. Des

Weiteren konnten wir mit der Analyse von MxA einen Beitrag zum individuellen Therapiemonitoring

unter Interferon-beta-Therapie liefern.
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