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,Daten sind nicht gleich Informationen; Information ist nicht gleich Wissen; und
vor allem ist Wissen nicht gleich Weisheit. Wir haben Ozeane an Daten, Flisse
an Informationen, Pfltzen an Wissen und den ein oder anderen Tropfen
Weisheit.“ — Henry Nix, 1990.
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1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

1.1.1 Pravalenz und Verlauf der Erkrankung

Weltweit leben etwa 2.8 Millionen Menschen mit der Erkrankung Multiple
Sklerose (Abb. 1) (Federation, 2020).

Diese ist eine der haufigsten neurologischen Krankheiten. Menschen jeden Alters
sind von Multipler Sklerose (MS) betroffen und sie gilt als eine der Hauptursachen
fur  neurologische  nicht-traumatische = Behinderungen  im  jungen

Erwachsenenalter (Browne et al., 2014).
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There are 2.8 million people living with MS worldwide.

Abbildung 1: Anzahl an Menschen mit MS weltweit im Jahr 2020. Pravalenz der MS pro 100.000
Einwohner, siehe seitliche Legende. Open source, Multiple Sclerosis International Federation - Atlas of MS
- 3rd Edition, September 2020 (Federation, 2020).

Die Halfte der Patient*innen bendétigt innerhalb von 15 Jahren nach Beginn der
Symptome eine Gehhilfe (Noseworthy et al., 2000). Daran zeigen sich die
Beeintrachtigungen, die mit der Erkrankung einhergehen kénnen, unter anderem

in sozialen und 6konomischen Bereichen.



Die Multiple Sklerose ist eine entzundliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS), die mit Demyelinisierungen und degenerativen
Prozessen einhergeht. Die haufigste Verlaufsform ist die schubférmig
verlaufende MS (RRMS: relapse remitting multiple sclerosis). Diese betrifft 80%
der Patient*innen und tritt meist in einem Alter zwischen 20 und 40 Jahren
erstmalig auf. Frauen erkranken mit einem Verhaltnis von 2:1 deutlich haufiger
an MS als Manner. Bei etwa 20% der Patient*innen ist von Beginn der
Erkrankung an eine primar progressive Verlaufsform zu beobachten (PPMS:
primary progressive multiple sclerosis). Diese seltenere Form schreitet
kontinuierlich voran und tritt bei Mannern und Frauen ahnlich haufig auf
(Noseworthy et al., 2000).

Die RRMS kann zehn bis zwanzig Jahre nach Erkrankungsbeginn einen
Ubergang in eine sekundar progressive Verlaufsform zeigen (SPMS: secondary
progressive MS). Die schubférmige Verlaufsform RRMS ist charakterisiert durch
ein plétzliches Auftreten von Schiben mit neurologischen Symptomen, die
reversibel oder permanent sein konnen. Haufige Symptome sind ein Sehverlust
oder Doppeltsehen, Muskelschwéache, Ataxien oder Sensibilitdtsverluste.

Nach wie vor gibt es keine kurative Therapie der Erkrankung, aber inzwischen
gibt es zunehmend mehr krankheitsmodulierende Therapien fur die RRMS (s.
1.1.5). Diese konnen die Haufigkeit der Schibe und die Anzahl von
nachweisbaren Lasionen in der Magnetresonanztomographie (MRT)
nachweisbar reduzieren. Die MS kann jedoch nicht in jedem Fall vollstandig

aufgehalten werden (Reich et al., 2018).

1.1.2 Bedeutung der MS in Gesellschaft und Wirtschaft

In Ergebnissen eines MS-Registers in Deutschland zeigte sich nach einer auf
funf Zentren basierenden Schatzung, dass nach einer mittleren Krankheitsdauer
von 13 Jahren und einem durchschnittlichen Alter von 43 Jahren nur noch zwei
Funftel der Erkrankten vollstandig in der Lage waren, ihren Beruf auszuiben,

wohingegen ein Drittel Erwerbsunfahigkeits- oder Berufsrente erhielt



(Flachenecker et al., 2005).

Dies hat soziale sowie wirtschaftliche Konsequenzen. Verursacht durch die
Erkrankung entstehen ungefahr 40.000€ an Kosten jahrlich pro Patient*in (Kobelt
et al., 2006). Davon sind fast 40 %, also knapp 16.000€ bzw. ca. 13.000€ pro
Patient*in jahrlich durch das frihe Ausscheiden aus dem Berufsleben bedingt
(Flachenecker et al., 2005). Die Arbeitskapazitat nimmt mit zunehmender

Beeintrachtigung durch die MS deutlich ab, siehe Tabelle 1.

Die Hochrechnung von Hein und Hopfenmdiller erfasste etwa 122.000 an MS
Erkrankte in Deutschland (Hein and Hopfenmdiller, 2000).

Damit kann man die jahrlichen Kosten in Deutschland, die durch MS entstehen,
auf 122.000 mal 40.000€ schatzen, das ergibt etwa 4,88 Milliarden Euro,
berechnet nach (Kobelt et al., 2006, Hein and Hopfenmdiller, 2000). Im Vergleich
zu 1990 zeigte sich bis 2008 nahezu eine Verdoppelung der jahrlichen Kosten
pro Patient*in mit MS innerhalb von weniger als 20 Jahren. Dies ist unter
anderem durch die EinflUhrung multipler Therapien innerhalb der letzten zwei
Dekaden bedingt (Kobelt et al., 2017). In den USA werden die jahrlichen Kosten,
die im Zusammenhang mit Multipler Sklerose und ihrer Behandlung entstehen
auf etwa 10 Milliarden US-Dollar geschatzt (Reich et al., 2018).

EDSS Anteil unter 65-  Anteil unter 65-Jahriger
Score jggtrii;_:;stt i ::En o Arbeitnehmer*innen [%]
0-1 86 73

2-3 85,5 29

4 83 43

2-6 82 21

6.5 80 15

7 80 10

8-9 73 4



Tabelle 1: Arbeitsfahigkeit und Arbeitskapazitat der unter 65-jahrigen MS-Patient*innen in Relation
zum EDSS Score. Der EDSS eignet sich anhand der Beurteilung von Beeintrédchtigungen zur
Verlaufsbeurteilung der Erkrankung, siehe 1.1.4, (Ruano et al., 2017). Ein niedriger EDSS ist mit einem
hohen Anteil arbeitsfahiger Patient*innen verbunden. Bei hoéherem EDSS ist der Prozentsatz der
Arbeitenden drastisch reduziert. Zusammenfassung und Anfertigung nach (Kobelt et al., 2006).

Wie durch die beschriebenen sozialen, beruflichen und 6konomischen Folgen
deutlich wird, ist weitere Forschung in Bereichen wie der Therapie,
Friherkennung und Verlaufsbestimmung von Patient*innen mit MS von hoher

Relevanz.

1.1.3 Pathogenese und Risikofaktoren

Die MS qilt als organspezifische Autoimmunerkrankung (Hemmer et al., 2015).
An der Entstehung und Pathogenese der MS sind multiple Faktoren beteiligt,
deren Zusammenspiel noch nicht géanzlich verstanden ist. Bekannt ist, dass
neurodegenerative und entzindliche Prozesse eine grol3e Rolle spielen (Katz
Sand, 2015). Von entscheidender Bedeutung ist die Demyelinisierung der Axone,
die eine Verlangsamung oder eine Blockierung der axonalen Weiterleitung von
Nervenimpulsen zur Folge hat. In den demyelinisierten Bereichen entstehen
unter anderem inflammatorische Odeme und astrozytische Narben. Die im
Rahmen der entzindlichen Prozesse freigesetzten Zytokine koénnen die

Fortleitung der axonalen Signale zusatzlich hemmen (Noseworthy et al., 2000).

Es ist derzeit Gegenstand der Forschung, wie die weitere Entwicklung eines
demyelinisierten Axons beeinflusst wird, denn es kann zu einer Ruckbildung oder
einer Remyelinisierung kommen, oder aber zu chronisch aktiven entziindlichen
Prozessen, den ,smoldering lesion[s]“ (Reich et al., 2018).

In entzdndlichen Lasionen des ZNS sind insbesondere CD8-positive T-
Lymphozyten und in geringerer Zahl B-Lymphozyten nachweisbar (Dobson and
Giovannoni, 2019). Die CD8-positiven T-Zellen bedingen eine durch MHC |
vermittelte Zytotoxizitdt. Auch CD4-positive T-Lymphozyten sind an der
Pathogenese der MS beteiligt. Die Ausbildung von Autoantikorpern durch B-

Lymphozyten fihrt schlieBlich zu der Demyelinisierung und Zytolyse, unter
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anderem vermittelt durch Komplementfaktoren. Von Bedeutung fur die
entziindlichen Prozesse sind ebenfalls Zytokine wie der Tumornekrosefaktor a
und Interferon y, welche die Entstehung von Sauerstoff- und Stickstoff-Radikalen
beglnstigen  (Noseworthy et al., 2000). B-Lymphozyten kdnnen
proinflammatorische Effekte auf Lasionen zeigen, inzwischen erzielen
erfolgreiche Therapieansatze eine Depletion der B-Zellen (Krumbholz et al.,
2012).

Sowohl genetische als auch umweltbedingte Faktoren spielen eine Rolle fir die
Entstehung und den Verlauf der MS. Das Verstandnis fur die Risikofaktoren
wachst seit den letzten Jahren. Ein niedriger Vitamin D Spiegel, oft bedingt durch
verringerte Sonneneinstrahlung, und Tabakkonsum gelten als Faktoren, die sich
negativ auf eine Multiple Sklerose auswirken oder ihre Entstehung begiinstigen.
Eine bekannte Hypothese zur MS besagt, dass die Assoziation von einem
erniedrigten Vitamin D Spiegel mit der Erkrankung erklaren kénnte, dass die
Haufigkeit der MS mit zunehmender Entfernung vom Agquator steigt. Der
reduzierte Vitamin D Spiegel beeinflusst wahrscheinlich die Differenzierung der
T-Lymphozyten.

Als weiterer Risikofaktor gilt Fettleibigkeit in der Kindheit, sie scheint das Risiko
fur die Entwicklung einer MS zu verdoppeln. Ubergewicht wiederum ist mit einem
erniedrigten Vitamin D Spiegel assoziiert, sodass eine wechselseitige Interaktion
dieser Umweltfaktoren das Risiko beeinflussen kdnnte (Thompson et al., 2018b,
Hemmer et al., 2015, Jacobs et al., 2021).

Die Hygiene-Hypothese nimmt an, dass multiple Infektionen in der frihen
Kindheit das Risiko fur die Entwicklung von Allergien und
Autoimmunerkrankungen senken. Dies wéare insbesondere in tropischen und

subtropischen Gegenden der Fall (Thompson et al., 2018b).

Im Gegensatz dazu wurde ein Zusammenhang zwischen einer Infektion mit dem
Eppstein-Barr Virus (EBV) und dem Auftreten von Multipler Sklerose festgestellt,
EBV kann als kausaler Faktor vermutet werden (Bjornevik et al., 2022). In einer
Kohorte von tiber 10 Millionen jungen Erwachsenen war nach einer Infektion mit
EBV das Risiko mehr als dreiBigfach erhoht (Bjornevik et al., 2022).
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Bei an MS Erkrankten treten symptomatische EBV-Infektionen haufiger auf, auch
die serologisch bestatigte Pravalenz von EBV ist im Vergleich zur

Gesamtbevdlkerung erhoht (Jacobs et al., 2020).

Neben den umweltbedingten und auf3erlichen Faktoren, die mit der Erkrankung
assoziiert sind, gibt es auch Beobachtungen zu genetischen Risikofaktoren.
Erstgradig Verwandte eines Menschen mit MS sind mit einem 10-25-fachem

Risiko behaftet, selbst an MS zu erkranken (Ramagopalan et al., 2010).

Als ein bekannter genetischer Faktor fur viele Autoimmunerkrankungen gilt die
human leucocyte antigen (HLA) Region des sechsten Chromosoms. Sie ist auch
in der Entstehung der MS relevant. Ein bestimmtes Allel der HLA Klasse I, das
als ,HLA-DRB1*15:01 bezeichnet wird, bewirkt - im Gegensatz zu Menschen
ohne diese genetische Auspragung - ein etwa dreifach erhodhtes Risiko, an MS
zu erkranken (Thompson et al., 2018b, Hemmer et al., 2015).

Man weil3 inzwischen, dass die genannte HLA-Auspragung insbesondere in
Nordeuropa verbreitet ist, wohingegen in anderen Regionen wie beispielsweise
Sardinien andere Auspragungen dominieren, zum Beispiel HLA-DRB1*0301. Die
MS wird jedoch nicht durch ein einzelnes Gen, sondern durch multiple
Genlokalisationen, auch auf3erhalb des HLA-Lokus, beeinflusst. Zudem wird eine
Interaktion zwischen dem HLA-Genotyp und EBV diskutiert (Ramagopalan et al.,
2010, Thompson et al., 2018b, Jacobs et al., 2020).

1.1.4 Symptomatik und Diagnostik

Im Folgenden wird die schubférmig-remittierende Verlaufsform der MS (RRMS)
beschrieben. Das erstmalige Auftreten von Symptomen, die fir eine RRMS
sprechen, wird als ,Klinisch isoliertes Syndrom* (KIS bzw. CIS: Clinically isolated
syndrome) bezeichnet. Da das CIS den ersten Schub der Erkrankung umfasst,
ist die MS zu diesem Zeitpunkt noch nicht diagnostiziert. Ein Schub ist definiert
als eine Phase mit neurologischen Symptomen, die mindestens 24 Stunden
anhalten und typisch fur eine MS sind. Ein Schub kann nur als ein solcher
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bezeichnet werden, wenn die Symptome unabhé&ngig von einer Infektion und von
Fieber auftreten. Die Symptomatik ist abhangig von der Lokalisation der

entziindlichen Lasion des zentralen Nervensystems (Thompson et al., 2018a).

Typische neurologische Symptome im Rahmen eines CIS sind ein Sehverlust
durch eine Sehnervenentziindung (Optikus Neuritis), Riickenmarksyndrome mit
z.B. Sensibilitdtsstorungen in den Extremitaten oder Hirnstammsyndrome, die zu
dem Auftreten von Doppelbildern fihren kénnen. In der Regel entwickeln sich die
Symptome Uber Stunden oder Tage, halten dann Uber Wochen an und bilden
sich anschlieBend schrittweise zurtick. Oft bleiben nach einem Schub residuale
Symptome oder Einschrankungen zurtick. Mit der zunehmenden Dauer der
Erkrankung sinkt die neuronale regenerative Fahigkeit, sich von Schiben zu
erholen und die Behinderungen nehmen zu. Ein klinisch symptomatischer Schub
sowie eine in der Magnetresonanztomographie (MRT) sichtbare bzw. eine
symptomatische Lasion wird in der Regel zugleich von weiteren
asymptomatischen L&sionen begleitet (Dobson and Giovannoni, 2019, Katz
Sand, 2015).

MRT Diagnosekriterien der MS

Ortliche Dissemination Mindestens eine T2-hyperintense L&sion in
mindestens zwei von vier definierten Arealen*

Zeitliche Dissemination Zeitgleiches Auftreten von KM-aufnehmenden
und nicht-aufnehmenden Lasionen im MRT
oder

Nach einer stattgefundenen Voraufnahme in
einer weiteren MRT-Aufnahme neue T2-
hyperintense oder KM-aufnehmende Léasion(en)

Tabelle 2: MRT Diagnosekriterien der MS nach den McDonald Kriterien 2017.

* Definierte Areale zur Erfiillung der ortlichen Dissemination: periventrikulare, infratentorielle, kortikale oder
juxtakortikale und spinale Bereiche”.

KM: Kontrastmittel (Gadolinium); Tabelle angefertigt nach (Thompson et al., 2018a).

Entscheidend fur die Diagnose einer RRMS ist neben den klinischen Zeichen die
zeitliche und ortliche Dissemination. In der Diagnostik nehmen die neurologische
Untersuchung und die MRT (s. Tab. 2) einen grof3en Stellenwert ein. Mal3gebend

in der Diagnostik der MS sind die Kriterien nach McDonald. Seit deren
13



Aktualisierung im Jahr 2017 ist es nicht mehr entscheidend, ob es sich bei den
im MRT nachweisbaren Lasionen um symptomatische oder asymptomatische
Lasionen handelt. Eine Lasion ist definiert als ein mindestens 3 mm messendes
Areal, welches im MRT bei einer T2-Wichtung als hyperintens erscheint. Im
Rahmen eines CIS kann die Diagnose mittels klinischer Symptomatik und
zusatzlich mittels MRT laut McDonald Kriterien 2017 wie in Tabelle 2 dargestellt
erfolgen (Thompson et al., 2018a).

Bei 80 % der Patient*innen mit CIS, die sich im Anfangsstadium der MS befinden,
sind Auffalligkeiten im MRT nachweisbar. Wegweisend fur die Diagnosestellung
kénnen auf3erdem elektrophysiologische Untersuchungen und die Analyse des
Liguors sein. Die folgenden Befunde der zerebrospinalen Flussigkeit konnen die
Diagnosestellung sttitzen: z.B. Immunglobulin G (IgG) - oligoklonale Banden, die
nicht im Serum nachweisbar sind; ein erhdhter IgG Index oder eine normale bis
leicht erhdhte Leukozytenzahl (Brownlee et al., 2017).

Abbildung 2: Typische MS Lasionen in Gehirn (links) und Ruickenmark (rechts).

Die Pfeile deuten auf umschriebene hyperintense L&sionen. Linkes Bild: Axiale MRT Aufnahmen. Obere
Reihe: Periventrikulare Lasionen, oben rechts mit Kontrastmittelaufnahme, Untere Reihe: links
juxtakortikale, rechts infratentoriale Lasionen.

Rechtes Bild: Sagittale MRT-Aufnahmen des zervikalen Ruckenmarks, rechts mit
Kontrastmittelanreicherung. Lizenz und Genehmigung zur Verwendung durch Elsevier (Lizenznummer:
5451780886879) (Brownlee et al., 2017).
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Die Einteilung der MS kann durch den EDSS, den ,Expanded Disability Status
Scale” erfolgen. Dieser gibt neurologische Beeintrachtigungen und das Ausmalf3
der Behinderung durch die MS auf einer Skala von Null bis Zehn an. Der EDSS
basiert auf acht neurologischen Funktionen, welche klinisch untersucht werden.
Darunter zahlen unter anderem die Funktionen des Kleinhirns, der Blase oder
des Sehens. Beispielsweise ein Grad 5 nach EDSS bedeutet eine schwere
Behinderung mit deutlichen Alltagseinschrdnkungen, jedoch ist ein
selbststandiges Gehen von 200 Metern mdglich. Ein Grad 10 bedeutet den Tod
durch MS (Kurtzke, 1983, Gold, 2014).

Der EDSS eignet sich zur objektiven Verlaufsbeurteilung der Erkrankung, jedoch

unter starker Berucksichtigung der Gehstrecke (Ruano et al., 2017).

1.1.5 Therapiemoglichkeiten und ihre Grenzen

Nach wie vor ist die MS eine unheilbare Erkrankung. Heutzutage gibt es eine
zunehmende Anzahl an verlaufsmodifizierenden Medikamenten fiir die RRMS.
Interferone stellten 1993 die ersten dieser Behandlungsmdoglichkeiten dar (s.
Abb. 3). Die verlaufsmodifizierenden Therapien werden angewandt, um die
Anzahl der Schiibe zu verringern und das Voranschreiten der Behinderung zu
bremsen (Montalban et al., 2018).

Zur verlaufsmodifizierenden Behandlung zugelassen sind unter anderem
Interferon beta, Glatirameracetat, Cladribin und oral verabreichte Praparate wie
Fingolimod, Dimethylfumarat und Teriflunomid (s. Tab. 3). Einen zunehmenden
Stellenwert nehmen monoklonale Antikdrper ein: Natalizumab, Alemtuzumab
und Daclizumab (Reich et al., 2018).
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Daclizumab*
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Abbildung 3: Zeitliche Entwicklung/ Zulassung der verlaufsmodifizierenden Medikamente gegen MS.
Bei den genannten Therapien handelt es sich um Zulassungen fur die schubférmige Form (RRMS). Eine
Ausnahme hierfur ist Ocrelizumab, welches auch zusatzlich fur die progressive Verlaufsform (PPMS)
zugelassen ist. * Daclizumab: die Zulassung wurde spéater aufgrund inflammatorischer ungeklarter
Nebenwirkungen zuriickgezogen. Eigene Anfertigung nach (Thompson et al., 2018b).

Die bisher genannten Therapiemdglichkeiten sind fir die schubférmig-
remittierende Verlaufsform zugelassen (s. Tab. 3). Cladribin ist seit 2017 in
Deutschland fir die Therapie der MS neu zugelassen. Als Zytostatikum wurde es
zuvor in der Therapie der Haarzell-Leukéamie angewendet (KKNMS, 2022). Der
Antikorper Ocrelizumab erhielt als einziges Medikament zuséatzlich die Zulassung
fur die primar progressive Verlaufsform der MS und gilt als erste B-Lymphozyten-
spezifische Therapie. Der Grund fir seine Wirksamkeit bei der PPMS ist bisher
unklar. Es ist anzunehmen, dass ein vollstandiges Aufhalten der Progression
bisher nicht méglich ist (Reich et al., 2018). Ein frihzeitiger Behandlungsansatz
geht fur Patient*innen mit MS mit einer langfristig besseren Prognose einher (He
et al., 2020).

Prinzipiell wird die RRMS sowie das KIS nach dem folgenden Schema behandelt:
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Verlaufsmodifizierende Therapien

Verlaufsform KIS RRMS
(Hoch-)aktiv Gepulste Therapien
+ Alemtuzumab
Erst-sowie + Cladribin
Zweitlinientherapie » Ocrelizumab

Kontinuierliche Therapien

* Ofatumumab

* Natalizumab

* S1P-Modulatoren
(Fingolimod, Ozanimod,

Ponesimod)
Mild/ Moderat * Interferon® 1a « Dimethylfumarat
(i.m.und s.c.) /Diroximelfumarat
Basistherapie * Interferon R 1b - Glatirameracetat
(s.c.) * Interferone
+ Teriflunomid
* (Azathioprin)

Tabelle 3: Verlaufsmodifizierende Therapiemoglichkeiten der RRMS sowie des KIS. Darstellung der
aktuellen Thereapiemdglichkeiten der zwei hier beschriebenen und in dieser Studie untersuchten Formen.
KIS: Klinisch isoliertes Syndrom. RRMS: schubférmig verlaufende MS. Anfertigung und Verwendung nach
Genehmigung durch das KKNMS (KKNMS, 2022).

Die Wirkung der meisten verlaufsmodifizierenden Medikamente beruht auf einer
Hemmung der Neuroinflammation.  Dadurch  konnte  additiv  die
Neurodegeneration beeinflusst werden. Gegen die Entwicklung der
Gehirnatrophie zeigten die Medikamente bisher maRige Wirksamkeit (Thompson
et al., 2018b). Die starker wirksamen Medikamente zur Behandlung der MS
bergen auch ein grol3eres Risiko an schwerwiegenden Nebenwirkungen,
beispielsweise bei Alemtuzumab oder bei Natalizumab. Alemtuzumab kann
potenziell schwere Infektionen mit Listerien hervorrufen. Natalizumab, aber
selten auch Ocrelizumab, Rituximab, Dimethylfumarat oder Fingolimod konnten
mit der Nebenwirkung einer progressiv multifokalen Leukenzephalopathie (PML)
in Verbindung gebracht werden (Thompson et al., 2018b).

Die PML ist eine demyelinisierende Erkrankung, die mit der Lyse und Infektion
von Gliazellen einhergeht und durch den humanen Polyomavirus JC verursacht
wird, benannt nach John Cunningham. Nach einer asymptomatischen

Erstinfektion in der Kindheit kann das JC-Virus in Organen persistieren und
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spater bei starker Immunsuppression eine oft todlich verlaufende PML
verursachen. AuRRern kann sich eine PML durch neurologische Symptome, wie
eine Muskelschwache oder Aphasie, jedoch im Gegensatz zur MS meist ohne
das Ruckenmark oder die Sehnerven zu betreffen (Tan and Koralnik, 2010).
Praventiv wird bei Patient*innen mit geplanter Natalizumab Therapie vor und
wahrend der Behandlung der Antikorper-Titer des JC-Virus bestimmt und die

Therapie entsprechend angepasst (Thompson et al., 2018b).

Ein akuter Schub im Rahmen der RRMS wird mit Corticosteroiden behandelt.
Dies kann die Ruckbildung der Symptome beschleunigen und zu einer
schnelleren Erholung beitragen. Verabreicht werden Ublicherweise 1000 mg
Methylprednisolon intravends fur drei Tage. Laut aktueller Studienergebnisse ist
allerdings die intravenfse Gabe des Methylprednisolons unerwarteterweise nicht
zwingend vorteilhaft gegeniber der oralen Verabreichung. Bei fehlender
Besserung der Symptome kann ein zweiter Zyklus mit Methylprednisolon
erwogen werden. Als dritte Eskalationsstufe kann bei Symptompersistenz die
Plasmapherese angewendet werden, die bei fast drei Viertel der Patient*innen
im MS-Schub Erfolge zeigte (Thompson et al., 2018b).

Eine neue Entwicklung in der Therapie der MS stellt die autologe
hamatopoetische Stammzell-Transplantation dar. Dadurch konnte die
entzundliche Aktivitat der MS bei etwa drei Viertel der Patient*innen fir bis zu
vier oder funf Jahre unterdrickt werden (Muraro et al., 2017). Somit kdnnte die
Stammzell-Transplantation nach der Durchfihrung einer Immunoablation
insbesondere flr junge Patient*innen mit kurzer Krankheitsdauer eine langfristig
wirksame Therapie sein, wobei weitere Forschung in diesem Gebiet erforderlich
ist (Muraro et al., 2017). Andere neuartige Therapieansatze haben die

Remyelinisierung der beschadigten Neurone als Ziel (Reich et al., 2018).
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1.2 Metabolom und Mikrobiom

1.2.1 Hintergrund von Mikrobiota und Mikrobiom

Unter dem Begriff ,Mikrobiota“ versteht man den Komplex aus Mikroorganismen,
zusammengesetzt aus Bakterien, Archaeen, Protisten aber auch Viren und
Pilzen, die eine Okologische Nische oder einen Korper besiedeln (Byrd et al.,
2018, Skolnick and Greig, 2019). Das ,Mikrobiom* bezeichnet die Gesamtheit der
Gene dieser Mikroorganismen (Byrd et al., 2018). Andererseits wird der Begriff
,Mikrobiom* haufig als Synonym fur Mikrobiota verwendet wie auch im folgenden
Text (Skolnick and Greig, 2019).

Es ist bekannt, dass die Mikroorganismen des menschlichen Korpers Einfluss auf
unsere Gesundheit haben. Die Diversitdt der Mikrobiota konnte bisher nur
teilweise erfasst werden. 2019 wurden durch Pasolli et al. 4930 verschiedene
Spezies gefunden, wobei davon mehr als drei Viertel erstmalig beschrieben
wurden (Pasolli et al., 2019).

In bekannten Schatzungen, die auf Hochrechnungen aus den 1970er Jahren
beruhen, wurde angenommen, dass die Anzahl an Bakterien zehn- oder sogar
hundertfach héher sei als die Anzahl menschlicher Zellen im Koérper (Savage,
1977, Luckey, 1972). Entgegen diesen Erwartungen zeigte sich in neuen
Berechnungen aus dem Jahr 2016 mit einer h6heren Anzahl an empirischen
Daten durch Sender et al., dass das friher angenommene Verhéltnis von 10:1
durch ein neues Verhéltnis von 1,3:1 von Bakterien zu menschlichen Zellen
ersetzt werden sollte (Sender et al., 2016b, Sender et al.,, 2016a). Der
menschliche Koérper enthalt etwa 3,0 x 10"13 Zellen, wobei Erythrozyten den
grofdten Anteil ausmachen. Der Grol3teil der Bakterien des menschlichen Kérpers
befindet sich im Dickdarm und wird auf etwa 3,8 x 10713 geschétzt. Bezuglich
der Utbrigen Organe des menschlichen Kérpers geht man zuséatzlich von einer
Menge von 10712 Bakterien aus. Damit ergibt sich eine Menge von 0,2 kg
Bakterien des menschlichen Korpers, angewandt auf einen 70 kg schweren
erwachsenen Mann (Sender et al., 2016b).

Jedoch muss auch die Menge an Viren, Pilzen und anderen Mikroorganismen
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einbezogen werden, die ebenfalls Teil des Mikrobioms sind. Diese umfassen eine
GroRRenordnung, die mindestens der der Bakterien entspricht. Insgesamt
stammen im und auf dem menschlichen Korper etwa zwei Millionen Gene von
Mikroben, jedoch nur etwa 20 000 vom Menschen, siehe Abbildung 4 (Gilbert et
al., 2018).

B Human Mikrobiell

Abbildung 4: Gene in und auf dem menschlichen Koérper. Verhéltnis der Gene humanen und
mikrobiellen Ursprungs. Eigene Anfertigung nach (Gilbert et al., 2018).

Das Mikrobiom des Darms ist bereits langere Zeit Gegenstand der Forschung.
Dubos et al. veroffentlichten bereits 1965 eine Studie, in der bei Mausen
festgestellt wurde, dass die Bakterienflora je nach M&ausekolonie und je nach
Abschnitt  des  Gastrointestinaltrakts  unterschiedliche  vorherrschende
Bakterienstaimme zeigte. Beispielsweise kamen Lactobazillen im gesamten
Verdauungsapparat vor, wohingegen Bacteroides nur im Kolon vorkamen
(Dubos et al., 1965).

Multiple Faktoren sind an der Interaktion zwischen unserer Gesundheit und dem
Darmmikrobiom beteiligt, so ist unsere Erndhrung entscheidend fur die
Zusammensetzung des Mikrobioms. Es wird angenommen, dass dieses bei
Dysbiose, also einem Ungleichgewicht zugunsten ungiinstiger Bakterienstamme,
relevant in der Pathogenese von entzindlichen Erkrankungen und Infektionen ist
(Thursby and Juge, 2017).

20



Wichtige Funktionen des Darmmikrobioms fiir den Menschen sind unter anderem
der Schutz gegen pathogene Erreger, die Produktion von Vitaminen wie z.B.
Vitamin B12 oder Folsaure und die Erhaltung epithelialer Integritat der
Darmwand. Bedeutsam ist auch die wechselseitige Interaktion der Mikrobiota mit
unserem Immunsystem, denn bei keimfreien Mausen ohne Darmmikrobiom
wurden deutlich reduzierte Anzahlen der CD4+ T-Lymphozyten festgestellt, die
eine wesentliche Rolle fiur die Immunabwehr innehaben (Thursby and Juge,
2017).

Evolutiondr bedingt ist eine Symbiose zwischen den gastrointestinalen

Mikrobiota und dem Menschen enstanden (Dubos et al., 1965).

Multiple weitere Faktoren haben Einfluss auf die Zusammensetzung und
Diversitat der Mikroben, z.B. Rauchen, Wohnumgebung, Operationen,
Medikamente und Depression (Abb. 5). Die Diversitat und Menge der Mikrobiota
wird durch Antibiotika drastisch reduziert (Thursby and Juge, 2017).

Aber auch Medikamente wie Antihistaminika, Hormonpraparate und andere
formen das Mikrobiom, beispielsweise beeinflusst Metformin die Zusammen-
setzung starker als die damit behandelte Erkrankung, Diabetes mellitus Typ 2
(Schmidt et al., 2018).

Einpragsame Beispiele fur Erkrankungen, die mit einer Dysbiose des
Darmmikrobioms einhergehen, sind zum einen die Adipositas, bei der Erkrankte
eine deutliche Reduktion der Diversitat und Menge aufweisen (Kau et al., 2011,
Schmidt et al., 2018). Zum anderen wurde eine Assoziation zwischen dem
Auftreten von Depressionen und einer Dysbiose beobachtet (Valles-Colomer et
al., 2019). Es wird von einer Verbindung zwischen dem Darmmikrobiom und dem
zentralen Nervensystem ausgegangen, auch bekannt als ,gut-brain-axis® (Valles-
Colomer et al., 2019). Es bleibt Gegenstand der Forschung, ob eine Erkrankung
durch Veranderungen der Mikrobiota entsteht oder ob die Krankheit ursachlich
fur die Dysbiose ist (Schmidt et al., 2018).

Hochinteressant ist die Beobachtung, dass unser Mikrobiom die Effektivitat eines
Medikaments und somit das Ansprechen auf die Therapie erheblich beeinflussen
kann. Beispielsweise kann das Darmmikrobiom durch verdnderten

Medikamentenmetabolismus das Ansprechen auf L-Dopa bei Morbus Parkinson
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oder auch das Ansprechen auf Immuntherapien gegen Krebs bestimmen (Lee-
Sarwar et al., 2020). Es wurde nachgewiesen, dass bei Melanompatient*innen
mit relevantem Therapieansprechen auf anti-PD1-Immuntherapien eine
signifikant hohere Diversitat des Darmmikrobioms vorlag (Gopalakrishnan et al.,
2018).

Bisher deutlich unbekannter als das Darmmikrobiom ist das Hautmikrobiom. Die
Haut als grof3tes Organ des Menschen beherbergt eine Anzahl von etwa 10711
Mikroorganismen (Schmidt, 2020, Sender et al., 2016b).

Das Hautmikrobiom zeigt eine intrapersonelle Stabilitat von bis zu zwei Jahren,

vergleichbar mit der des Darmmikrobioms (Oh et al., 2016).

Viele verschiedene Schichten und Hautanhangsel wie Driisen oder Haarfollikel
dienen als Nischen fir unterschiedliche Arten an Mikroorganismen,
beispielsweise finden sich in Schweil3driisen Propionibakterien, Staphylokokken
und Corynebakterien, wohingegen Haarfollikel zusatzlich Malassezia als
Hefepilze enthalten (Byrd et al., 2018). Herausfordernd fur die Analyse des
Hautmikrobioms sind die Variationen der Arten abh&ngig von der Lokalisation der
Hautstelle und vom hygienischen Zustand der Person. Neben der
Aufrechterhaltung der Symbiose mit den Mikrobiota besitzt die Haut noch viele
weitere Funktionen wie den Schutz vor dufReren Einflissen und vor pathogenen
Erregern (Schmidt, 2020).

Fur Hauterkrankungen wurden bereits einige interessante Entdeckungen
offengelegt, die ein Potenzial zur Vertiefung besitzen. Beispielsweise konnte
2017 gezeigt werden, dass die Erkrankung Atopische Dermatitis, als
Neurodermitis bekannt, topisch effektiv mit Staphylokokkus hominis behandelt
werden kann, sodass es zu einer deutlichen Reduktion der Symptome kommt.
Man weil3, dass im Falle dieser Erkrankung haufig ein Ungleichgewicht des
Hautmikrobioms zugunsten von Staphylokokkus aureus besteht.
Anstatt diese Bakterien mittels antibiotischer Substanzen zu eliminieren, ist
dieser neue Ansatz vielversprechend: ein Ausgleich der Dysbiose durch topische
Anwendung von Staphylokokkus hominis (Schmidt, 2020).
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Weitere dermatologische Erkrankungen wie z.B. Allergien werden ebenfalls
maf3geblich durch das Mikrobiom beeinflusst (Lehtiméki et al., 2017).

Genetik

M

Umgebung Erndhrung

3

Hygiene

Lebensstil Hautmikrobiom Medikamente

-

-
e

Balance Dysbiose

. Variierte .
Interaktionen .
[
\}' Erkrankung

s Chronifizierung

Abbildung 5: Interaktionen des Hautmikrobioms. Einflussfaktoren auf die Mikrobiota sowie mdgliche
Folgen wie Dysbhiose und Erkrankung. Variable Interaktionen zwischen Hautmikrobiom und Immunsystem.
Angefertigt und ergénzt nach (Schommer and Gallo, 2013).

Ebenfalls von Interesse sind die Pathomechanismen der Erkrankung Rosazea,
eine haufige chronische inflammatorische Hauterkrankung. Die Erkrankten
zeigen eine Dysbiose des Hautmikrobioms zugunsten von Demodex folliculorum,
sodass von einem Zusammenhang zwischen diesen Mikroorganismen und der
Erkrankung ausgegangen wird. Sie tritt oft gemeinsam mit Komorbiditaten auf:
kardiovaskulére, psychische, gastrointestinale und neurologische Krankheiten
sind bei Patient*innen mit Rosazea deutlich gehauft. Anhand dieses Beispiels
wurde die Hypothese der vorher erwahnten ,Gut-Brain-Axis“ erweitert zu der
,Gut-Brain-Skin-Axis* (Woo et al.,, 2020). Diese soll auf wechselseitigen
Interaktionen zwischen Darm, Gehirn und Haut beruhen und zeigt sich in den

Komorbiditaten bei Rosazea: eine erhdhte Préavalenz von Helicobacter pylori -
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ein gastrointestinal auftretendes Bakterium, das Gastritis, Magenulcera und
Magentumore auslosen kann - kénnte zeigen, dass genannte Infektion ein
Risikofaktor fur die Entwicklung der Rosazea ist. Die Eradikation des
Helicobacter pylori fuhrte zu einer Verbesserung der Symptome der Rosazea
(Woo et al., 2020).

Einen bedeutenden Ansatz zur Erforschung der Komplexitat des Mikrobioms

stellt das Metabolom dar.

1.2.2 Metabolomik

Das Metabolom ist die Summe aller Metabolite, Fett- und Aminosduren sowie
Kohlenhydrate, die in einem System enthalten sind. Bei diesem System kann es
sich zum Beispiel um einen menschlichen Korper, um eine Zelle, um einzelne
Organe oder um andere Lebewesen handeln. Unter dem Begriff Metabolomik
versteht man die Analyse und wissenschaftliche Erforschung von
Metabolitenprofilen (Rochfort, 2005, Fiehn, 2001, Hasin et al., 2017).
Metabolomik gilt in der Forschung als vielversprechender Ansatz fir die
Identifizierung von Biomarkern fur Erkrankungen (Kaddurah-Daouk et al., 2008,
Hasin et al., 2017).

Die GrofRe des menschlichen Metaboloms ist nach wie vor Gegenstand der
Forschung, verschiedene Untersuchungen schwanken zwischen wenigen
Tausenden bis mehreren Zehntausenden Metaboliten (Kaddurah-Daouk et al.,
2008). Im Pflanzenreich geht man von bis zu 200 000 Metaboliten aus (Goodacre
et al., 2004).

Die Metaboliten einer Probe haben verschiedene Quellen: die besiedelnden
Mikrobiota, die Zellen des Wirts, oder aber die Kombination oder Interaktion von
Wirt und Mikrobiom. Die Analyse des Metaboloms gibt somit einen Einblick in die
Funktionen des Mikrobioms und deren Auswirkungen auf die Gesundheit des
Menschen (Lee-Sarwar et al., 2020).

Interessanterweise wurde festgestellt, dass keimfrei geziichtete Mause, denen
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faktisch das Mikrobiom entzogen wurde, ein géanzlich anderes Metabolom
aufweisen als konventionelle Mause, die ein natiurliches Mikrobiom besitzen.
Nicht nur im Darm oder Plasma, sondern auch in Organen wie Leber oder Niere

wurden Unterschiede der Biosignaturen beobachtet (Lee-Sarwar et al., 2020).

Erndhrung
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Umwelt Genetik
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. Biomarker ]
Aminosauren

Gesundheit

Abbildung 6: Relationen von Metabolom und Mikrobiom. Zwischen allen dargestellten Faktoren
bestehen Interaktionen. Eigene Anfertigung und Erganzung, orientierend an: (Lee-Sarwar et al., 2020).

Das Vorkommen der Metaboliten hangt zum einen von einer vermehrten oder
reduzierten Expression der zustandigen Gene ab (Oliver et al., 1998). Zum
anderen basiert es auf der Interaktion dieser Gene mit verschiedenen
Umweltfaktoren (Abb. 6) (Rochfort, 2005).

Der sogenannte “Omics’-Forschungsansatz fiir Erkrankungen begann
urspringlich mit der Untersuchung des Genoms, den ,Genomics“. Die Endung
,=~-Omics® steht fur die Erforschung der Anordnung einer Gruppe von Molekdlen.
Wie in Abbildung 7 dargestellt, ist das Genom als einzige Ebene nicht primér von
Umweltfaktoren abhangig, wohingegen die weiteren Ebenen auf der Interaktion
der Genetik mit Umweltfaktoren beruhen. Fur alle der dargestellten Ebenen eines
Systems, die sich wechselseitig beeinflussen kénnen, sind Assoziationen mit
verschiedenen Erkrankungen bekannt. Das Epigenom umfasst Modifizierungen
der DNA, beispielsweise durch Methylierung. Das Transkriptom beschreibt das

Intermediat zwischen DNA und Protein, die RNA. Das Proteom ist die Summe
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der Proteine sowie ihrer Funktionen. Das Metabolom beinhaltet die kleinen
Molekile als Stoffwechselprodukte der Zellen, wohingegen das Mikrobiom die
Mikroorganismen eines Systems umschreibt. Alle diese Ebenen wirken sich
einzeln und zusammen auf den Phénotyp, also die Erscheinung einer
Erkrankung aus, somit ist das Zusammenspiel hochkomplex (Hasin et al., 2017).

A
c
o
o . .
hv Mikrobiom
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GB) Metabolom
=
-
Transkriptom
Epigenom
Genetik

Abbildung 7: Verschiedene Ebenen des Omics Forschungsansatzes flr Erkrankungen. Zwischen
allen Ebenen kdnnen Wechselwirkungen bestehen, dargestellt als schwarze Pfeile. Ubersetzt und
angefertigt mit Genehmigung (open access) nach (Hasin et al., 2017).

Bei direktem Vergleich verschiedener ,Omics” Strategien zur Erforschung
signifikanter Unterschiede auf molekularer Ebene zwischen Menschen mit einer
bestimmten Krankheit und Gesunden, zeigte die Metabolom-Forschung

interessanterweise die starkste Aussagekraft als einzeln angewandte ,Omics®-

Strategie (Lee-Sarwar et al., 2020).

Durch die Anwendung der Metabolomik konnen diagnostische Marker fur
Erkrankungen entwickelt werden, die der Friiherkennung und Pravention einer
Erkrankung oder der Objektivierung des Therapieansprechens dienen sollen.

Weitere wichtige Ziele sind therapeutisches Drug Monitoring oder die
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Individualisierung der Pharmakotherapie. Dabei besteht der Biomarker fur eine
Erkrankung oft nicht aus einem einzelnen, sondern aus einem Muster mehrerer
Metaboliten (Kaddurah-Daouk et al., 2008, Jarmusch et al., 2019).

Bereits fur einige Erkrankungen konnten mittels Metabolomik Biosignaturen
gefunden werden, beispielsweise fur Depression, Schizophrenie, Bluthochdruck,
Diabetes mellitus Typ 2, Brustkrebs und fur Morbus Alzheimer (Kaddurah-Daouk
et al., 2008, Nielsen et al., 2021).

Ein weiteres Beispiel ist der Morbus Parkinson. Menschen mit besonders gutem
Geruchssinn konnten diese Erkrankung anhand des veranderten Korpergeruchs
der Erkrankten feststellen. Daraus wurde der Schluss gezogen, dass veranderte
Molekile der Korperoberflache hierfur eine Erklarung bieten kénnten. Daraufhin
entdeckten 2019 Trivedi et al., dass anhand einer metabolischen Biosignatur die
Unterscheidung der Patient*innen mit M. Parkinson von Gesunden erfolgen
kann. Talg-Proben des oberen Rickens zeigten unter anderem Auffalligkeiten

der Metaboliten Perillinsdurealdehyd und Eicosan (Trivedi et al., 2019).

Die komplexe Analyse des Metaboloms beginnt mit dem Sammeln der Proben,
zum Beispiel Gewebeproben oder Plasma, mit anschlie3ender Extraktion der
gewlnschten Molekile (Kaddurah-Daouk et al., 2008). Zur Messung der
Metabolitenprofile kann danach die = Tandem-Massenspektrometrie
herangezogen werden, siehe Kapitel 1.2.3 (Oliver et al.,, 1998). Die
Flussigkeitschromatographie (LC=Liquid chromatography) separat oder in
Kombination mit Massenspektrometrie (LC-MS), Gaschromatographie (GC)
sowie Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) werden zur Metaboliten Analyse
herangezogen. Die LC-MS bringt den Vorteil mit sich, dass man das
grostmogliche biochemische Profil erhélt (Kaddurah-Daouk et al., 2008).

Nach der Messung der Metabolitenprofile werden die Datensdtze gesammelt,
organisiert und ausgewertet. Die Auswertung erfolgt mithilfe von Programmen,
die eigens fur die Analyse sehr grof3er Datensédtze bestimmt sind und eine
vorhandene Datenbank nutzen konnen. Nun werden die Daten im Hinblick auf

gewtlnschte Fragestellungen untersucht, beispielsweise kdnnen Kranke mit

27



Gesunden verglichen werden, um einen Biomarker fur die Erkrankung zu
entwickeln. Oder es koénnen Gruppenzugehorigkeiten sowie Interaktionen
untersucht werden, zwecks Interpretation der Daten (Kaddurah-Daouk et al.,
2008).

1.2.3 Massenspektrometrie

1.2.3.1 Ablauf der Messung

Pauling et al. nutzten im Jahr 1971 erstmalig ein Massenspektrometer zur
Messung der Metaboliten im Urin, um anhand dieser den funktionellen Status

eines Organismus festzustellen (Pauling et al., 1971).

Das Massenspektrometer ist ein sehr sensitives Messinstrument zur
Identifikation und Quantifizierung von Molekilen. Mittels Bestimmung der
Molekilmasse und des Masse-zu-Ladung-Verhaltnisses erfolgt die
Charakterisierung der Molekiile, nachdem aus den Bestandteilen der Probe
gasformige lonen mit oder ohne Fragmentierung gebildet wurden. Die
Flissigkeitschromatographie und Gaschromatographie dienen zur Auftrennung
der einzelnen Bestandteile einer Probe (Todd, 1991, Kaddurah-Daouk et al.,
2008).

Der Ablauf einer massenspektrometrischen Messung beginnt mit der lonisierung,
haufig mittels Elektrospray-lonisierung. Dabei wird die geléste Probe elektrischer
Spannung ausgesetzt, sodass kleine geladene Tropfen entstehen, welche
schlie3lich die gasférmigen lonen bilden. Hierbei fallen viele Addukte und
Fragmente an, welche die spatere Analyse erschweren konnen. Bekannte
Systeme der Massenspektrometrie zur Beeinflussung der lonen im elektrischen
Feld sind z.B. Orbitrap, TOF (time of flight) und Quadrupol. Letztere haben zwar
eine niedrigere Auflésung, aber Quadrupole konnen als Massenfilter alle bis auf
die gewinschten lonen herausfiltern. Haufig wird ein Quadrupol mit einem
Massenanalysator kombiniert (Q-TOF=quadrupol-time-of-flight), sodass die

Analyse der fragmentierten lonen mit einer hohen Auflésung erfolgt (Jang et al.,
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2018). Die Besonderheit des Triple Quadrupols ist, dass er nur eine vordefinierte
Teilmenge von lonen misst, aber die beste Sensitiviat liefert, um einzelne

Metaboliten zu analysieren (Jang et al., 2018, Fenn et al., 1989).

Insbesondere wenn fir die detektierten Metaboliten bereits biochemische
Standards vorhanden sind, kann fur diese eine Identifikation und Quantifizierung
anhand der Moleklilmasse und anhand der Retentionszeit erfolgen (Kaddurah-
Daouk et al., 2008).

Der lonisierung und Messung im Massenspektrometer vorgeschaltet kann eine
Chromatographie erfolgen, welche die einzelnen Metaboliten einer Probe mittels
einer Saule auftrennt, um die Genauigkeit der Messung unter anderem durch die
Unterscheidung von Isomeren zu verbessern (Jang et al., 2018).

Die LC-MS (liquid-chromatography mass spectometry) findet zunehmend
Anwendung, insbesondere  die  HPLC-MS  (high-performance-liquid-
chromatography Massenspektrometrie) (Rochfort, 2005). Die LC-MS ermdglicht
dank ihrer Flexibilitat die Analyse einer grof3en Anzahl an Metaboliten (Kaddurah-
Daouk et al., 2008).

Anstatt der LC-MS wurde auch die Direktinfusion (DI) in Kombination mit
Elektrospray lonisierung bereits erfolgreich genutzt, siehe 1.2.3.3 (Rochfort,
2005).

1.2.3.2 Datenanalyse und Interpretation

Nach der Messung der Proben erfolgt die Prozessierung und Auswertung der
Daten (s. Abb. 8). Als erstes werden die Roh-Daten in eine Tabelle transformiert.
Diese beinhaltet die Intensitaten (Anzahl der lonen) und die m/z-Werte (Masse-
zu-Ladung-Verhéltnisse) der sogenannten ,Peaks®, der Molekul-lonen-Signale.
Ein Grol3teill der Peaks erscheint aufgrund von Kontaminationen oder Addukten
und wird nicht in die Analyse mit einbezogen. Die zu untersuchenden Peaks
konnen eine bekannte Identitat besitzen und somit einem bestimmten Molekl

aufgrund der Datenbank direkt zugeordnet werden, zudem koénnen sie
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signifikante Unterschiede zwischen untersuchten Populationen aufweisen (Jang
et al., 2018).

Unter Zuhilfenahme sensitiver Algorithmen wie des hierarchischen Clusterings
oder der Hauptkomponentenanalyse (PCA=principal component analysis) kann
eine erste Visualisierung und Einordnung der Daten erfolgen, um z.B. Ausreil3er
zu erkennen (Kaddurah-Daouk et al., 2008). Die PCA filtert auffallige Metaboliten
heraus, die sich in Gruppen ahneln oder voneinander unterscheiden und somit

potentielle Biomarker sein konnen.

e Akquirierung der Proben

e Extraktion

* Messung, z.B. LC-MS

® Prozessierung der Daten,
Normalisierung

e Statistische Analyse auf Basis
einer Datenbank (PCA, t-test)

e Interpretation der Ergebnisse

¥
Y
Y
¥

Abbildung 8: Metabolomik Workflow. Darstellung einzelner Schritte im Prozess einer Metabolomik
Messung. Angefertigt nach: (Jarmusch et al., 2019, Kaddurah-Daouk et al., 2008).

Fur die Interpretation der Ergebnnisse werden statistische Tests wie der
studentische t-Test oder Varianzanalysen wie ANOVA herangezogen, unter
Anwendung eines Fehlerkorrekturverfahrens wie Benjamini-Hochberg-Korrektur
und einem p-Wert von <0,05. Nun werden die auffalligen Metaboliten genauer

untersucht, zum Beispiel durch einen Abgleich mit einer Datenbank wie der Kyoto
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Encyklopedia of Genes and Genomes (KEGG) und Recherche in z.B. PubMed
(Jang et al., 2018).

1.2.3.3 Direktinfusion und ungezielte Massenspektrometrie

Wie in 1.2.3.1 beschrieben ist die Direktinfusion eine Alternativmethode zu der
chromatographie-gestitzten  Massenspektrometrie.  Die  Methode  der
Direktinfusion im Bereich der Massenspektrometrie ist ein Verfahren von
wachsender Bedeutung, da sie eine detaillierte Ergriindung pathogenetischer
Mechanismen ermdglicht, das Potential zur Messung grofRer Probenmengen
besitzt und sehr sensitive und prazise Ergebnisse Uber das gesamte Metabolom

liefern kann (Howlett et al., 2017, Gonzalez-Dominguez et al., 2017).

Besonders an der Direktinfusion ist, dass die Auftrennung der Proben mittels
Chromatographie entfallt. Stattdessen werden die Proben z.B. mittels
Spritzenpumpe direkt in die Quelle der lonisierung des Massenspektrometers
eingeleitet. Vorteilhaft daran ist, dass dies den Ablauf der Vorbereitung und der
Messung vereinfacht und eine deutlich gré3ere Menge an Proben in viel kiirzerer
Zeit gemessen werden kann. Probleme, wie das Verstopfen der
Chromatographie-Saule, werden umgangen.
Somit lasst sich die DI-Methode besonders gut auf grof3 angelegte Studien
anwenden, um einen ersten Uberblick tber ein sehr weites Spektrum an
Metaboliten zu bekommen. Allerdings birgt diese nicht nur Vorteile, denn als
problematisch gestaltet sich die lonenunterdriickung. Die lonisation kann durch
z.B. nicht flichtige Stoffe erschwert sein. Dies ruft eine Signalunterdriickung oder
-verstarkung hervor, welche die Analyse behindert. AuRerdem kann keine
Unterscheidung zwischen chemischen Isomeren vollzogen werden. Jedoch gibt
es keine Belege daflir, dass dieser Faktor bei der DI-Methode stérker ist als bei
herkdmmlichen Verfahren mit Chromatographie. Zusammenfassend kommt die
DI als Methode zunehmend zur Anwendung, weil sie Zeitersparnis, einen hohen
Durchsatz, gute Reproduzierbarkeit sowie die Madoglichkeit der Analyse
ungezielter Metabolomik bietet (Gonzalez-Dominguez et al., 2017).
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Zur Ergrindung der Mechanismen von Bioaktivitat ist untargeted Metabolomik
eine vielversprechende Méglichkeit (Mallick et al., 2017).

Die Idee der ungezielten Massenspektrometrie ist es, alle vorhandenen Molektile
einer Probe zu detektieren ohne vorheriges Wissen Uber mégliche Bestandteile
oder Metaboliten. Die Methode ist fir Hautabstriche besonders vorteilhaft um
eine grof3e Anzahl an Metaboliten zu detektieren (Jarmusch et al., 2019, Mallick
et al., 2017).

1.2.4 Metabolom bei Multipler Sklerose

Neue Ansatze sind noétig, um die Multiple Sklerose (siehe 1.1) besser zu
verstehen und frihzeitig effektiv zu behandeln. Bisher gibt es keinen Test, mit
dem man die Krankheit anhand einer alleinigen Untersuchung des Bluts oder des
Liguors feststellen kann, stattdessen mussten die McDonalds Kriterien (s.1.1.4)
entwickelt werden, die die Kombination mehrerer Kriterien zur Diagnosestellung
erfordern (Thompson et al., 2018a).

Die Anwendung der Metabolomik auf die Multiple Sklerose zeigte bereits
mehrfach, dass deutliche Veranderungen des Metaboloms beobachtet worden
sind. Bisher wurden nur kleinere Kohorten untersucht (Bhargava and Anthony,
2020). Bereits 1972 wurden signifikante Veranderungen der Lipid-
Zusammensetzung der grauen und weilRen Substanz des Gehirns bei post
mortem Analysen festgestellt (Gerstl et al., 1972).

1993 wurde durch Lynch et al. das Metabolitenprofil des Liquors, der
zerebrospinalen Flussigkeit, untersucht. Dies stellt fir die Patient*innen einen
invasiven Eingriff dar, aber zeigte in besagter Studie signifikante Ergebnisse: der
Liquor der Kranken wies ein signifikant erhéhtes Acetat und erniedrigtes Formiat
auf (Lynch et al., 1993).

Spater entdeckten Gonzalo et al. 2012, dass im Liquor von Patient*innen mit MS
verschiedene Marker fiir oxidativen Stress erhéht waren, unter anderem ein

Marker fur Lipidperoxidation, 8-isoprostaglandin F2a (Gonzalo et al., 2012).
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Neue Untersuchungen aus dem Jahr 2020 zeigten signifikante Unterschiede der
Metabolitenprofile des Blutplasmas im Vergleich von Erkrankten mit RRMS mit
gesunden Versuchspersonen: neun Metaboliten, unter anderem die
Aminosauren Arginin, Phenylalanin und Asparagin waren bei Vorliegen der
Erkrankung deutlich reduziert. Diese Ergebnisse wurden mittels ungezielter

Massenspektrometrie erhoben (Sylvestre et al., 2020).

Neu und bisher nicht in Bezug auf RRMS untersucht, ist das Metabolom der Haut.
Hautabstriche sind einfach durchzufiihren und im Gegensatz zur Untersuchung
des Bluts oder des Liquors nicht invasiv (Jarmusch et al., 2019). Die chemische
Zusammensetzung der Hautoberflache ist bisher wenig definiert (Bouslimani et
al., 2015), obwohl die Haut mit einer Gro3e von 1,5 bis 2 m2 das grof3te Organ
des Menschen ist (Bouslimani et al., 2015, Lehtimaki et al., 2017, Stacy and
Belkaid, 2019).

Das Metabolom ist in der Lage eine Briicke zwischen Genetik und Phénotyp zu
schlagen, denn durch die Dynamik der Metaboliten kann ein System in seiner
Vollstandigkeit und Funktion verstanden werden (Goodacre et al., 2004). Gerade
fur eine stark beeintrachtigende Erkrankung wie Multiple Sklerose kdénnte das
Metabolom der Haut der Schlussel zur Entwicklung besserer Moéglichkeiten zur
Friherkennung, Therapieoptimierung und Verlaufsbeobachtung sein (Bhargava
and Anthony, 2020).

2 Zielsetzung

Ziel der Studie war die Priufung, inwieweit sich das Metabolom der Haut von
Patient*innen mit schubférmig-remittierender Multipler Sklerose von alters- und
geschlechts-parallelisierten gesunden Versuchspersonen unterscheidet. Hierfur
wurden aus Hautabstrichen Proben der Haut-Metaboliten gewonnen und mittels
Direktinfusions-Massenspektrometrie gemessen. Das Ziel war, einen Biomarker

zur Erkennung oder Pravention der Erkrankung zu identifizieren.
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AulRRerdem sollten langfristig durch eine Aufschliisselung des Haut-Metaboloms
Aussagen uber die Pathogenese der Erkrankung und Uber Interaktionen mit dem
Mikrobiom getroffen werden, um damit die Diagnostik und Therapie zu
verbessern. Es wurden vier verschieden therapierte Untergruppen von
Patient*innen mit RRMS sowie gesunde Proband*innen untersucht mit den

folgenden Zielsetzungen:

+« Identifizierung eines Biomarkers zur Unterscheidung krank/gesund als
potenzielle zuklnftige Screening-Methode fir RRMS

¢ Untersuchung des Metaboloms in vier Untergruppen der diagnostizierten
Patient*innen: Vergleich der Gruppen: 1) ohne verlaufsmodifizierendes
Medikament gegen Multiple Sklerose, 2) Einnahme von Interferon-beta
la/b, 3) von Natalizumab, 4) von Dimethylfumarat; zusatzlich als Gruppe

5) gesunde Studienteilnehmer*innen zum Vergleich

< Unterstutzung der Diagnosestellung oder Therapie durch Hinweise des
Metaboloms auf Stoffwechselkaskaden und daraus moglicher

Manipulation der Metaboliten

3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign und Ethikvotum

Die Erhebung der Daten erfolgte durch eine explorative, monozentrische, offene
und kontrollierte klinische Querschnittsstudie. Es wurden Patient*innen mit
diagnostizierter schubférmig-remittierender MS mit gesunden Versuchspersonen
verglichen.
Bei allen Studienteilnehmer*innen wurden einmalig Hautabstriche an denselben
acht vorher definierten und standardisierten Kérperstellen durchgefuhrt (s.3.3.2,
Abb. 9).
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Durch eine Parallelisierung der gesunden Proband*innen beziiglich Alter und

Geschlecht zu den Patient*innen mit MS wurde eine Vergleichbarkeit geschaffen.

Vor dem Beginn der Pilotstudie wurde diese durch die zustandige
Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen geprift und
genehmigt (Projekt Nr.: 757-16).

3.2 Untersuchungskollektiv

3.2.1 Ein —und Ausschlusskriterien

Die Einschlusskriterien bestanden fur teilnehmende Patient*innen aus einer
gesicherten Diagnose der schubformig remittierenden Verlaufsform der Multiplen
Sklerose (RRMS) nach den McDonald Kriterien (s.1.1.4), codiert mittels ICD-
Codierung G35.10, und einem Alter von 18 bis 55 Jahren.

Die eingeschlossenen untersuchten Therapieformen umfassten die drei
Medikamente Dimethylfumarat, Natalizumab und Interferon beta. Ebenfalls
eingeschlossen wurden diagnostizierte Patient*innen ohne spezifische Therapie
der RRMS.

Diese drei Therapieformen (s. Tab. 4) wurden ausgewahlt, da sie drei
verschiedene Stufen der Effektivitat in der Reduktion der Schubfrequenz zeigen
und auf3erdem drei verschiedene Formen der Verabreichung umfassen (Dobson

and Giovannoni, 2019).
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Wirkstoff Wirkung Wirk-  Anwen- UAW
(Handelsname) sam-  dung
keit*
Interferon @  Reduktion der s.c. oder Grippe-
T-Zell- i.m., Symptomatik,
(z.B. Avonex®, Proliferation Hautreaktion,
Rebif®, Plegridy®,  und der 30- 2-4 X erhohte
Betaferon®) Antigen- 34%  wochentlich Leberenzyme
prasentation bis zu alle 2
Wochen Selten:
lebertoxisch
Milde/mode-
rate RRMS;
SPMS; KIS
Dimethyl- Antioxidativ, p.o., Flush,
fumarat reduzierte Gastrointestinale
Zytokin- 2 x taglich Symptome,
(Tecfidera®) ausschuttung  51% Lymphopenie
Milde/
moderate Selten: PML
RRMS (1:50.000)
Natalizumab Humaner V., Infektionsrisiko,
monoklonaler Ubelkeit, Juckreiz,
(Tysabri®) Antikorper, alle 4 Schwindel
a-4 Integrin- 68%  Wochen, in
blockade einer Klinik  Selten: PML
—>verhindert (4,19:1000),
Einwanderung hochaktive  Hypersensitivitats-
der Lympho- RRMS reaktionen

zyten ins ZNS

Tabelle 4: Uberblickstabelle der drei untersuchten Medikamente.

,Wirkung“ bezieht sich auf den Wirkmechanismus. Anwendung: Anwendungsform, zeitliches Intervall der
Medikamenteneinnahme und Indikation. Abkirzungen: s.c.: subkutane Injektion, i.m.: intramuskulare Injek-
tion, p.o.: per os, i.v.: intravends. UAW: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen, bezieht sich auf die haufigen
und schwerwiegenden UAW. RRMS: schubférmig verlaufende MS, SPMS: sekundar progrediente MS, KIS:
klinisch isoliertes Syndrom, PML: progressive multifokale Leukenzephalopathie. Kein Anspruch auf
Vollstandigkeit.

* Die Wirksamkeit bezieht sich auf die Reduktion der Schiibe im Vergleich zur Gabe eines Placebo oder
eines aktiven Vergleichsmedikaments. Die Daten der Tabelle beziehen sich auf unabhangige klinische
Studien. Angefertigt nach: (Dobson and Giovannoni, 2019, Thompson et al., 2018b, KKNMS, 2022).

Ausgeschlossen wurden Patient*innen, welche innerhalb der letzten 4 Wochen

vor Studieneintritt eine topische dermatologische oder jegliche Therapie mit
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einem Glukokortikoid, z.B. Methylprednisolon, oder einem Antibiotikum in

jeglicher Anwendungsform erhalten hatten.

Fur einen Vergleich der Patient*innen mit gesunden Kontrollpersonen wurden
Uber Websites und Aushange gesunde Proband*innen rekrutiert. Es wurden
Proband*innen eingeschlossen, die sowohl kérperlich als auch psychisch gesund
waren und parallelisiert zu den Patient*innen zwischen 18 und 55 Jahre alt
waren.

Die Ausschlusskriterien flr gesunde Kontrollproband*innen umfassten
psychiatrische, neurologische und dermatologische Erkrankungen sowie
chronische oder akute somatische Erkrankungen. Eine Medikamenteneinnahme
innerhalb der letzten drei Monate mit einer Dauer von Uber zwei Tagen, sowie
innerhalb des letzten Monats vor Studieneintritt als auch ein Konsum von Drogen
innerhalb der letzten vier Monate fuhrten ebenfalls zum Ausschluss.

3.2.2 Rekrutierung

Die Rekrutierung der Patienttinnen mit RRMS erfolgte im Zeitraum von
September 2018 bis Marz 2019 in der Spezialambulanz fir entzindliche ZNS-
Erkrankungen im Max-Planck-Institut fir Psychiatrie in Miinchen. Uber die
regulare Terminvergabe der Ambulanz erfolgte bei Einverstandnis zur Teilnahme
zuféllig die Auswahl und Befragung der Patient*innen. Im Gegensatz dazu
wurden die gesunden Kontrollproband*innen rekrutiert, indem sie sich freiwillig
meldeten, nachdem sie durch einen der Aufrufe aufmerksam geworden waren.
Die Gesuche wurden sowohl auf der Website des Max-Planck-Instituts fur
Psychiatrie als auch auf der Website der Fachschaft der Ludwig-Maximilians-
Universitat veroffentlicht, zudem wurden sie in Gebauden der Ludwig-
Maximilians-Universitat ausgehangen. Insgesamt konnten 50 Patient*innen in die
Studie aufgenommen werden, 10 weitere mussten nachtraglich ausgeschlossen
werden (s. 3.2.1).
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Wenn moglich wurden die Versuchspersonen und Patient*innen am Vortag des
Termins telefonisch vorab Uber die Studie informiert und bei Interesse zur
Teilnahme gebeten, vor dem Hautabstrich auf Kosmetikprodukte, Make-Up und
seifenhaltige Produkte zu verzichten. Diese Mal3hahme wurde zur Verringerung
der Kontaminierung der Hautabstriche durchgefuhrt.

Die Patient*innen der Spezialambulanz nahmen ihre reguldren Termine zur
Kontrolle, Besprechung oder Therapieanpassung wahr. Durch eine ausfihrliche
Anamnese wurde erfragt, ob die Patient*innen fur die Studie geeignet waren und

sich zu einer freiwilligen Teilnahme bereit erklarten.

Anschliel3end erfolgte die Erklarung, Aushandigung und bei Zustimmung die
Unterschrift der Patienteninformation und Einwilligungserklarung (siehe 7.5).
Nach der Klarung von Fragen erfolgte die schriftiche Dokumentation des
beidseitigen Einverstandnisses.

Die Daten und Informationen der Patientinnen wurden mithilfe eines
Verschlisselungscodes pseudonymisiert, dessen Zugriff auf die Studienleiter
Herr Prof. Dr. Schaaf und Herr Prof. Dr. Turck beschrankt ist.

Die rekrutierten gesunden Kontrollpersonen meldeten sich freiwillig zur
Studienteilnahme, nachdem sie Uber einen der beschriebenen Aufrufe
aufmerksam geworden waren. Hierbei wurden 20 gesunde Proband*innen
befragt, von denen 19 die Einschlusskriterien (s. 3.2.1) erfullten und an der Studie
teiinahmen sowie Probandeninformation und Einwilligungserklarung erhielten
und ausflllten (s. 7.6). Es wurde eine Parallelisierung der gesunden
Studienteilnehmer*innen  bezlglich  Alter und Geschlecht zu den
eingeschlossenen Patient*innen durchgefuhrt, sodass die Rekrutierung
dementsprechend zeitversetzt nach dem Beginn der Rekrutierung der
Patient*innen begonnen wurde. Die Abstrichenthahmen erfolgten zuféllig in der
Reihenfolge, in der die Kontrollproband*innen Kontakt mit dem Max-Planck-
Institut aufnahmen. Im Zeitraum von November 2018 bis Marz 2019 wurden diese
in die Studie eingeschlossen.
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3.3 Ablauf der Studie

3.3.1 Anamnese und Untersuchung

Vor der Abnahme der Hautabstriche wurde bei den Studienteilnehmer*innen eine
Anamnese durchgefuihrt. Dabei wurden die in 3.2.1 erlauterten Ein- und
Ausschlusskriterien abgefragt (s. 7.7). AulBerdem wurde beantwortet, ob
innerhalb der letzten vier Wochen eine Einnahme von Praparaten stattgefunden
habe, die eine antibiotische oder Kortikosteroid-haltige Substanz in jeglicher
Anwendungsform enthielten. Sowohl Alter, Vorerkrankungen, sowie
eingenommene Medikamente wurden dokumentiert. Des Weiteren wurde
festgehalten, ob eine Besonderheit der Ernahrung vorlag und, ob und wie viel
der/die Teilnehmer*in an Alkohol und an Nikotin konsumierte. Der Zeitpunkt
zuletzt verwendeter Kosmetikprodukte wie Cremes oder Lotionen sowie Make-
Up wurden dokumentiert, um die Erkennung mdglicher Kontaminierungen zu
erleichtern. Die ausfihrliche Darstellung des Anamnesebogens ist im Anhang zu
sehen (s. 7.7).

Zusatzlich wurde bei Patient*innen, die im Rahmen ihres regularen Termins in
der Spezialambulanz fur entzindliche Erkrankungen des Zentralen
Nervensystems an der Studie teilnahmen, der EDSS-Score (siehe 1.1.4) sowie
die Dauer der RRMS erhoben.

3.3.2 Durchfuhrung der Hautabstriche

Nach dem Abschluss der beschriebenen Anamnese wurden die Hautabstriche
mithilfe von Abstrichtupfern durchgefihrt. Fir Details verwendeter Materialien,

Gerate und Reagenzien siehe Anhang 7.1.

Die Wattestdbchen wurden mindestens eine Woche vor Abnahme der Abstriche
vorbereitet, indem sie mehrfach mit 50%igem Ethanol in einem Glasbehélter
gewaschen wurden. Es erfolgte ein dreimaliges Waschen am ersten Tag und

anschlieRendem Auffillen des Behélters mit den enthaltenen Stabchen mit 100
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ml 50%igem Ethanol. An den anschlieBenden Tagen drei und funf wurde das
Ethanol erneut durch 100 ml 50%igen Ethanols ersetzt. Eine Woche nach dem
ersten Tag des Waschvorgangs wurde das Ethanol entleert und die Stabchen
anschlieBend im gereinigten geschlossenen Glasbehalter bis zu ihrer
Verwendung aufbewahrt. Am Tag vor der Nutzung eines solchen befillten
Behalters wurde dieser erneut mit 100 ml des 50%igen Ethanols aufgefillt, um
die Abstriche mit befeuchteten Wattestdbchen durchzufuhren.

Fur den Mundabstrich wurden gleichermalRen gewaschene und anschlie3end
getrocknete Stabchen verwendet. Die Trocknung der Stabchen erfolgte tber eine
mehrtagige Lagerung der gereinigten Stabchen in genanntem Glasbehalter bei

nicht dicht verschlossenem Deckel.

Abbildung 9: Lokalisation der acht Hautabstriche. Jede Abstrich-Lokalisation ist mit einem Kreuz
markiert. Links: Uberblick. Rechts: Seitliche Detailaufnahme der Gesichtsabstriche. Farbbedeutung: gelb:
symmetrisch beidseits durchgefuhrt. griin: einzelner Hautabstrich, nicht beidseits abgenommen. Die griine
Markierung auf Hohe des Mundes mit Pfeil in Richtung Lippen zeigt an, dass ein einzelner Abstrich im Mund
an der Wangenschleimhaut durchgefiihrt wurde, s. Text. Angefertigt mittels Microsoft Powerpoint.

Die Abstriche der 8 Kérperstellen erfolgten jeweils einzeln, indem 20 Sekunden
lang der Watteanteil eines Stdbchens mit konstantem leichtem Druck auf einer
ein bis zwei Quadratzentimeter grof3en Hautflache auf und ab bewegt wurde. Die
8 einheitlich verwendeten Korperstellen (s. Abb. 9) waren wie folgt definiert: mittig
links und rechts auf der Innenflache der Unterarme, mittig auf der Stirn direkt
oberhalb der Augenbrauen, die Schlafen beidseitig neben dem Ende der
Augenbrauen und beidseitig hinter den Ohren auf Hohe des Mastoids. Der achte

Abstrich wurde auf der Mundschleimhaut der Wangen mit einem getrockneten
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Stabchen durchgefiihrt. Dieser wurde mithilfe eines einzelnen getrockneten
Abstrichtupfers durchgefiihrt, oberhalb der unteren Zahnreihe mittig in der
Wange und etwa zwei Zentimeter vom Mundwinkel entfernt. Hierbei wurde
linksseitig und rechtsseitig jeweils 10 Sekunden mit einem gemeinsamen

Stabchen durch Hin- und Herbewegen abgestrichen.

Die Abstriche wurden immer in besagter Reihenfolge durchgefiihrt. Nach jeweils
einem Abstrich wurde der Watteanteil des Abstrichtupfers direkt Gber einem 2 ml
Safe-Lock-Rohrchen mit einer Schneidzange abgetrennt, sodass der Watteanteil
in das vorher mit 500 pl 50%igem Ethanol gefillte R6hrchen glitt. Die Eppendorf-
Rohrchen wurden wahrend des Abstrichs und direkt danach zwischen +4

und -20°C gelagert.

Um Hintergrund-Metaboliten von bedeutenden Metaboliten differenzieren zu
kénnen, wurden Leer-Proben angefertigt. Hierfir wurde fur jede Leer-Probe ein
Holzstabchen, ebenso nach Abtrennung des Watteanteils, ohne die vorherige
Durchfiihrung eines Hautabstrichs, mitverarbeitet und gemessen. Dies wurde in
regelmaRigen Zeitabstanden von ca. zwei Wochen und bei der Offnung eines
neu gefullten Glasbehélters mit Stabchen durchgefiihrt. Auf diese Weise wurden
insgesamt 12 Leer-Proben der getrankten Stabchen und 11 Leer-Proben der
getrockneten Stabchen verarbeitet und analysiert. Dies diente der
Qualitatskontrolle und der Differenzierung von Hintergrund-Metaboliten, die unter
anderem durch Kontaminationen der verwendeten Holzstéabchen entstanden und

somit spater aus der Analyse entfernt werden konnten.

3.4 Extraktion und Prozessierung der Proben

Direkt nach der Durchfihrung der Abstriche wurden die Proben fir ca. zwei
Stunden bei +4°C gelagert, um die Metaboliten aus dem Watteanteil zu
extrahieren (Kaddurah-Daouk et al., 2008). Anschlie3end wurden die Proben fir
48 Stunden bei -20°C gelagert.

Fur die weitere Verarbeitung der Proben wurden Ultrafiltrations-R6hrchen mit
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0.22 ym Membran verwendet (s. 7.1). Die R6hrchen wurden mit jeweils 10 pl des
50%igen Ethanols befillt. Das Ethanol wurde durch Zentrifugieren der Rohrchen
fur zwei Minuten bei 1100 relativer Zentrifugalbeschleunigung (rcf) im Filter
verteilt. Die vorbereiteten Ultrafiltrations-R6éhrchen wurden nun mit den Proben
befullt. Der hierbei verwendete Anteil der Probe bestand ausschlief3lich aus dem
50%igen Ethanol, das mit den Metaboliten und Molekilen der Haut aus dem darin
gelagerten Wattestabchenkopf angereichert war. Der Watteanteil sowie das
ursprungliche Eppendorf-Réhrchen der Probe wurden verworfen.

Dabei wurden jeweils beide Proben einer beidseitigen Lokalisation, also z.B. die
zwei Proben der Schilafen links und rechts a jeweils 500 pl Flissigkeit, in ein
Ultrafiltrations-Roéhrchen zusammengefuhrt. GleichermalRen wurden die zwei
Proben der Unterarme und separat die zwei Proben der Mastoidfortsatze

zusammen in ein Ultrafiltrations-R6hrchen gefullt.

Bei einer zentralen Lokalisation wie der Stirn wurde eine Probe mit ca. 500 pl in
ein einzelnes Ultrafiltrations-Rohrchen Uberfuhrt, da im Gegensatz zu obigen
Lokalisationen der Abstrich nicht beidseits entnommen wurde. Gleichermalien
wurde bei der Mundschleimhaut-Probe verfahren.

Um groRere Partikel wie beispielsweise Staub oder Fasern aus den Proben zu
filtern, wurden die Ultrafiltrations-R6hrchen inklusive der Proben fir zehn Minuten
bei einer Temperatur von +4°C und einer Geschwindigkeit von 1100 rcf
zentrifugiert. Daraufhin wurde der Filter des Ultrafiltrations-R6hrchens entfernt
und verworfen. Die vorhandenen funf Ultrafiltrations-Réhrchen jedes/jeder
Studienteilnehmer*in  (Unterarme, Stirn, Schlafen, Mastoidfortsatze und
Mundschleimhaut) wurden jeweils in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen umgefuillt
und im Speed Vac® Konzentrator mithilfe von getrocknetem Ethanol fur vier bis
funf Stunden bei geotffnetem Deckel getrocknet. AnschlieBend wurden die
Proben bei -20°C gelagert und gesammelt, bis die Rekrutierung und Verarbeitung

aller Proben abgeschlossen war.
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3.5 Vorbereitung zur Messung im Massenspektrometer

Nach der Verarbeitung der Proben der insgesamt 60 Patient*innen, 20
Kontrollpersonen und 23 Leer-Proben fand die Messung mittels Direkt-Injektion

im Massenspektrometer statt (siehe 1.2.3.3).

Zur Vorbereitung der Messung wurde jede Probe in 100 pl Methanol geldst, unter
Nutzung eines Laborschuttlers fur jeweils 20 Sekunden. Anschlie3end erfolgte
die Zentrifugation bei +4°C fir eine Dauer von finf Sekunden und einer
Geschwindigkeit von 1100 rcf. Von den besagten 100 pl jeder Probe wurden zwei
Anteile a 25 pl mittels Speed Vac® getrocknet und bei -20°C verwahrt, der grof3te
Anteil a 50 pl hingegen wurde zur aktuellen Messung weiterverwendet.

Nun wurden die Proben in 96-Well-Platten transferiert. Auf einer dieser Platten
wurden alle vorhandenen Proben zu einer einzelnen Koérperstelle aufgetragen,
folglich die Proben der Patient*innen, der gesunden Proband*innen, der Leer-
Proben sowie die Verdinnungsreihe zur Qualitatskontrolle (siehe unten). Daraus
ergaben sich insgesamt acht Platten, jeweils Positiv- und Negativmodus der vier
untersuchten Korperstellen: Unterarminnenseiten, Stirn, Mastoidfortsatze und
Wangenschleimhaut. Die Proben der Schlafen wurden vorerst von der Messung
ausgeschlossen, da diese Lokalisation sehr nah zu der Stirn war und somit nicht

mit einem signifikanten Unterschied dieser beiden Kdrperstellen zu rechnen war.

Darauffolgend wurden 10 pl des besagten 50 pl Anteils der geldosten Probe
genutzt, um auf der 96-Well-Platte eine Verdlinnung herzustellen (1:10). Fir die
Verdinnung wurden folgende Lésungen verwendet: zur Positivmessung 60%
Acetonitril mit 0,1% Ameisensaure, dabei wurde die Konzentration jeweils durch
Verdinnung mit Wasser hergestellt. Fur die Negativmessung ein Puffer mit pH 9
bestehend aus 5 mM Ammonium Acetat und 60% Acetonitril (s. 7.1). Die 96
Vertiefungen einer 96 Well Platte wurden mittels Transferpipette mit jeweils 90 pl
Puffer beflllt. Zu den jeweils 90 pl Puffer wurden 10 pl einer einzelnen Probe

gegeben.
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Zur Qualitatskontrolle wurde fir jede gemessene Korperstelle eine QC-Probe
(Quality Control, Pool) angefertigt und auf jeder Mikrotiterplatte eine
Verdinnungsreihe aufgetragen. Die QC-Probe bestand aus einer Mischung von
jeweils 4 pl aller verwendeten unverdiinnten Proben einer Kdrperstelle. Allerdings
wurden hierbei nur die Proben der Patient*innen und der gesunden
Proband*innen verwendet, die Leer-Proben wurden nicht eingeschlossen. Fir
die QC-Verdiinnungsreihe einer Korperstelle wurden finf Wells einer Platte
befullt, indem die QC-Probe und der Puffer in folgenden Verhéaltnissen
aufgetragen wurden: Das Verhéltnis der ersten Verdinnungsprobe von QC-
Probe zu Puffer betrug 1:40, dementsprechend 2,5 ul ,QC* und 97,5 pl Puffer. Im
zweiten Well betrug das Verhaltnis 1:30 (3,3 ul:96,7 pl), im dritten 1:20 (5 pl:95
pl), im vierten 1:10 (10 pl:90 pl) und im fanften 1:5 (20 ul:80 wl).

Die gesamten Vorgange wurden fur jede der vier gemessenen Korperstellen

zweimal durchgefiihrt, separat fur die Negativmessung und die Positivmessung.

3.6 Messung im Massenspektrometer

Die acht 96-Well-Platten wurden bei +4 °C zwischengelagert. Im Anschluss
fanden die Messungen der Proben einer Platte im Massenspektrometer

randomisiert statt.
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Workflow

Abschneiden und Ungezielte HPLC-MS Datenabgleich, molekulare
Extraktion des Abstrichs Impact Il Bruker Netzwerke
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Abbildung 10: Workflow Hautabstriche. Chronologischer Ablauf der Arbeitsschritte. Abbildung Ubersetzt
und angepasst mit Genehmigung durch American Chemical Society (ACS) (Jarmusch et al.,, 2019).

Fur die Messung wurde ein 1100 HPLC-System mit einem Bruker Impact Il TOF
Massenspektrometer-System verbunden. Gesteuert wurde die Analyse von der
Bruker Hystar 3.2 Software (Details s. Anhang 7.1). Die HPLC lieferte bei einem
konstanten Fluss von 150ul/min eine isokratische Elution ohne Saule in das
Massenspektrometer: im Positivmodus 60% Acetonitril mit 0,1% Ameisensaure,

im Negativmodus 5 mM Ammonium Acetat in 60% Acetonitril.

Die Agilent 1100 HPLC bestand aus einem Pumpenmodul, einem gekihlten
Autosampler und einem Entgaser. Der Autosampler wurde Uber ein 6-Port-Ventil
direkt mit dem Massenspektrometer verbunden, um die interne online
Massenkalibrierung des Massenspektrometers zu ermdglichen. Fur alle
Verbindungen wurden 0,13-ID-Kapillaren verwendet. An das 6-Port-Ventil wurde
eine 2,5 pl Schleife (Loop), eine Spritzenpumpe und ein Abfallbehalter
angeschlossen. Die Spritzenpumpe wurde verwendet, um die genannte Schleife
mit einer 10 mM Formiat Losung zu fullen (interne Massenkalibrierung).
Schlie3lich wurde das 6-Port-Ventil mit der Elektrospray-lonisations-Quelle
verbunden. Die Probenbestandteile wurden mit einem Endplattenoffset von
500 V und einer Kapillarspannung von 3500 V im Negativmodus und 4500 V im
Positivmodus ionisiert. Das Zerstaubergas stromte hierbei mit 9 I/min und einem

Druck von 2 Bar erhitzt auf 210°C in die Quelle. Die Gesamtlaufzeit betrug 1,5
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Minuten pro Injektion. Nach einer Minute erfolgte eine Kalibrierung mit einer

Dauer von 10 Sekunden Uber die 6-Port-Ventil-Schaltung.

Zur Datenakquisition wurde ein hochauflésendes qTOF-MS im Full-Scan-Modus
(MS1) verwendet, welches mittels Bruker Compass 1.9 gesteuert wurde (s. 7.1).
Mit einer Spektrenrate von 1 Hz wurden die Massen zu Ladungsverhaltnisse
(m/z) in einem Bereich von 50-900 m/z erfasst. Die interne Kalibrierung unter
Verwendung von Clustern im Natriumformat im ESI-Positiv- und ESI-Negativ-
Modus ermoglichte eine Anpassung der Massengenauigkeit mithilfe der Software
Bruker Compass DataAnalysis 4.4. Nach der Kalibrierung wurden die Daten in

das CDF (computable document formate) Dateiformat exportiert.

3.7 Statistische Analyse

Vor der statistischen Analyse wurden die Rohdaten pra-prozessiert mithilfe des
Programms RStudio und dem proFIA R Paket (RStudio-Team, 2020, Delabriére
et al., 2017).

Die daraus entstandene Datentabelle zeigte die einzelnen Metaboliten der
Proben an, mit dem jeweiligen m/z Wert und der Intensitat, auRerdem enthielt die
Tabelle wenn vorhanden die Annotation nach exaktem Wert der Masse,
basierend auf einer hausinternen und zusatzlich auf der KEGG-Datenbank
(Kanehisa et al., 2002). Wie bereits beschrieben wurden die QC-Proben zur

Gewaébhrleistung der Qualitdt gemeinsam mit den Proben gemessen.

Ebenfalls zur Verbesserung der Analyse wurde eine Subtraktion des
Hintergrunds vorgenommen, indem die Metaboliten der in 3.3.2 beschriebenen

Leer-Proben als Hintergrundsignale angenommen wurden.
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Abbildung 11: Metabolomik - Statistische Analyseschritte. Durchfihrung der Prozessierung und
Analyse der Daten nach dem Zeitpunkt der massenspektrometrischen Messungen, in chronologischer
Reihenfolge.

Mithilfe des Programms ,Perseus Version 1.5.5.3 wurde die statistische
Auswertung durchgefiihrt. Perseus wurde zur hochdimensionalen Datenanalyse
von Proteinprofilen, der Proteomik, entwickelt und dient ebenfalls zur Auswertung
fur Metabolomik (Tyanova et al., 2016).

Ein Filtern der Daten wurde vorgenommen, indem kontaminierende Metaboliten,
die durch die interne Datenbank erkennbar waren, aus der Analyse
ausgeschlossen wurden. Es wurden des weiteren Metaboliten exkludiert, deren
Werte in einer Untersuchungsgruppe mehr als 30% fehlende Werte aufwiesen.
AuBerdem wurden die Leer-Proben, QC-Proben und die Werte exkludierter
Studienteilnehmer*innen herausgefiltert und von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Im Anschluss wurden die Daten zur Normalisierung median-
zentriert und logarithmiert, um eine Anndherung an eine Normalverteilung zu
ermdglichen. Zudem wurden die nicht annotierten Metaboliten herausgefiltert,

sodass fokusiert die annotierten Metaboliten ausgewertet wurden.

Vor der statistischen Analyse erfolgte eine Ersetzung (Imputation) der Fehlwerte
durch die in Perseus vorgegebenen Schritte (Tyanova et al., 2016). Hierbei
wurden Fehlwerte unter Annahme einer Gaul3schen Normalverteilung zufallig
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anhand dieser ersetzt. Abhangig von der Standardabweichung der Daten wurden
sowohl die Breite der Normalverteilung reduziert als auch die ersetzenden Daten
anhand des Standards von 1,8 herabgesetzt (Cox, 2018).

Die Durchfuhrung von t-Tests ermoglichte zum einen die Untersuchung von
signifikanten Unterschieden des Metaboloms zwischen Gesunden und Kranken.
Zum anderen war eine Bestatigung der ausgefuhrten Varianzanalysen mdglich.
AulRerdem konnte die Differenzierung zwischen Patient*innen ohne MS-
spezifische Therapie und gesunden Versuchspersonen erfolgen, um eine
signifikante Beeinflussung des Metaboloms allein durch die Erkrankung zu
erkennen, ohne dass eine MS-spezifische Therapie die Signifikanz erklaren
konnte.

Festgelegt war fur die t-Tests eine Falscherkennungsrate (FDR: False Discovery
Rate) nach Benjamini-Hochberg von 0,1. Die FDR wurde angewendet, da es
insbesondere bei Datenséatzen einer Grol3enordnung wie bei Metabolomik oder
Proteomik, zum Problem des multiplen Testens und somit zu falsch positiven
Ergebnissen kommen kann. Zur Vermeidung wird mittels der FDR nach
Benjamini-Hochberg eine Anpassung des Signifikanzlevels oder p-Werts
vorgenommen (Rudolph and Cox, 2018).

Zudem wurde die einfache Varianzanalyse, ANOVA, angewendet. Dadurch
konnten die finf Untersuchungsgruppen miteinander verglichen werden:
therapierte Patient*innen mit Natalizumab (1), Dimethylfumarat (2), Interferon-
beta (3), nicht-therapierte Patient*innen (4), und Gesunde (5). Zudem konnten
die vier Patientengruppen (1-4) miteinander verglichen werden ohne
Bertcksichtigung der gesunden Versuchspersonen. Die in der ANOVA
verwendete FDR nach Benjamini-Hochberg betrug ebenfalls 0,1.

Hauptkomponentendarstellungen  (Principal component analysis; PCA)
ermoglichten das Clustering zur primaren Einordnung abweichender oder

signifikanter Metaboliten und die graphische Darstellung hiervon.

Zur Bestatigung und genaueren Einordnung wurde nach einem signifikanten
Ergebnis in der einfachen Varianzanalyse (ANOVA) ein Post-Hoc's-Tukeys-Test

durchgefuhrt, mittels Datenexport und Anwendung der Perseus Version 1.6.15.0.
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Die Visualisierung erfolgte mittels Perseus 1.5.5.3 fur Volcano plots und PCAs
sowie mittels GraphPad Prism 9.3.1 fir Boxplots. Anschliel3ende Analysen der

Stoffwechselwege erfolgten durch MetaboAnalyst 5.0 (s. 7.1).

4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungskollektiv

Es wurden insgesamt 60 Patient*innen rekrutiert, von denen 10 nachtréglich
wegen genannter Kriterien (s. 3.2.1) ausgeschlossen wurden. Dies ergab 50
eingeschlossene Patient*innen, von denen 34 (68%) weiblich und 16 (32%)
mannlich waren. Die Geschlechterverteilung im untersuchten Patientenkollektiv
entsprach durch die zuféallige Auswahl der Studienteilnehmer*innen in etwa der
der Erkrankung (s. 1.1.1).

Jeweils 12 Patient*innen mit den Therapien Interferon beta und Dimethylfumarat
sowie 12 Patient*innen ohne Multiple Sklerose spezifische Therapie wurden in
die Studie aufgenommen. Die Gruppe der mit Natalizumab behandelten
Patient*innen umfasste insgesamt 14 Patient*innen, davon 10 weibliche
(71,43%) und 4 mannliche (28,57%). Hierbei ist zu erwdhnen, dass bei zwei der
mit Natalizumab behandelten Patient*innen kein Mundabstrich durchgefiuhrt
wurde, sodass der Mundabstrich auch in dieser Therapiegruppe 12 Patient*innen
umfasst. Fir die dbrigen 7 der 8 Korperstellen, an denen Hautabstriche
genommen wurden, wurden in der Gruppe mit Natalizumab-Behandlung 14

Patient*innen aufgenommen.

Unter den mit Dimethylfumarat behandelten rekrutierten Patient*innen waren
75,0% Frauen (9 von 12) und 25,0% (3 von 12) Méanner. Die gleiche Anzahl an
Frauen (9 von 12) und Mannern (3 von 12) fand sich unter den Patient*innen, die
keine spezifische Therapie der Multiplen Sklerose erhielten. Von den mit
Interferon beta behandelten Patient*innen waren 50% weiblich (6 von 12) und 50

% mannlich (6 von 12).
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Dauer

EDSS- .
r Alter rMSin
Gruppe n Q 3 te S der MS
Jahren
Natalizu- . 71,43% 28,57% 40,33
mab 14 (10/14) (4/14) 8.50 2,08+1,41 12,07+5,70
Dimethyl- 12 75,0% 25,0% 3783  * 00,155 6584502
fumarat (9/12) (3/12) 8,59 e e
Interferon 50,0% 50,0% 43,00 +
beta 12 (6/12) (6/12) 786 1,85+ 1,47 5,63+536
Unbehan- 75,0% 25,0% 36,83 +
delte Pt. 12 (9/12) (3/12) 9.9 1,29+1,29 8,71+5,19
Pt. . 68,00% 32,00% 39,00 +
— 50 (34/50) (16/50) 8 60 1,79+ 1,40 8,40+5,77
68,42% 31,58% 39,16 =
Ctrl. 19 (13/19) (6/19) 9,36
A rre 68,12% 31,88% 39,00 +
il 0 ’ 0 ] _
Ctrl. R (47/69) (22/69) 8,80
gesamt

Tabelle 5: Patientencharakteristik der inkludierten Studienteilnehmer*innen. Jeweils Darstellung der
durchschnittlichen Werte + Standartabweichung. Erkrankungsdauer angegeben in Jahren bezogen auf die
Erstdiagnose. Bei unbekannter Erstdiagnose bezogen auf die Erstmanifestation. Anteile der weiblichen und
mannlichen Studienteilnehmer*innen der jeweiligen Untergruppen, Angaben in Prozent sowie absolute
Anzahlen. EDSS-Score von 0 bis 10, s. 1.1.4. Pt. = Patient*innen. Ctrl. = (Control) gesunde
Kontrollproband*innen. MS = Multiple Sklerose. n = Anzahl der Studienteilnehmer*innen. *bei zwei
Patient*innen der genannten Teilmenge wurden nur 7 der 8 tiblichen Abstriche durchgefiihrt, Details s. Text.

Die drei unterschiedlichen Indikationen und Anwendungsspektren flihrten zu der
Auswabhl der drei erlauterten Medikamente (s. 3.2.1 und Tab. 4).

Bei allen eingeschlossenen Patient*innen in der Multiple-Sklerose-Ambulanz
ergab sich ein durchschnittliches Alter von 39,00 (+8,60 SD) Jahren. Der EDSS-
Score (s. 1.1.4) lag durchschnittlich bei 1,79 (+ 1,40 SD) und die Erkrankung
bestand im Mittel seit 8,40 (+ 5,77 SD) Jahren.

Das gesunde Kontrollkollektiv bestand aus 20 Proband*innen, von denen 19 die

Einschlusskriterien erfullten. Davon waren 13 Studienteilnehmer*innen weiblich
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(68,42%) und 6 mannlich (31,58%), die Geschlechterverteilung entsprach somit
fast exakt der des Patientenkollektivs (68,00 % weiblich und 32,00 % mannlich).
Das Alter des Kontrollkollektivs betrug durchschnittlich 39,16 (£ 9,36 SD) Jahre,
was ebenfalls dem Alter der teilnehmenden Patient*innen nahezu gleichkam.

4.2 Signifikante Ergebnisse des Hautmetaboloms

4.2.1 Unterarme

Nach Durchfiihrung der t-Tests zum Vergleich zweier Gruppen zeigte sich an der
Lokalisation Unterarme kein signifikanter Unterschied zwischen Patient*innen mit
RRMS und gesunden Kontrollproband*innen.

Jedoch zeigte sich in der Positivmessung eine Signifikanz des Metaboliten
Glutamyl-Glutaminsaure im Vergleich der gesunden Kontrollpersonen mit den
MS-Patient*innen ohne MS-spezifische Therapie (s. Tab. 6).

In der Anwendung der ANOVA als einfache Varianzanalyse auf die funf im
Folgenden genannten verschiedenen Untergruppen zeigte sich kein statistisch
signifikantes Ergebnis: therapierte Patient*innen mit Natalizumab (1),
Dimethylfumarat (2), Interferon-beta (3), nicht-therapierte Patient*innen (4), und
Gesunde (5). Bei separater Anwendung der ANOVA auf die Untergruppen 1-4
zeigte sich ebenfalls keine statistische Signifikanz. Wie in 3.7 beschrieben betrug
die fur t-Tests und ANOVA angewendete FDR nach Benjamini-Hochberg 0,1.

Signifikanter ~ Statistische

Metabolit Signifikanz in  m/z p-Wert KEGG- Modus
Unterarme ID
Glutamyl- t-Test: M277. 0,000218 C01425 Positiv

Glutaminséure | Untherapierte 1037
vs. Kontrollen

Tabelle 6: Uberblick liber signifikante annotierte Metaboliten der Hautabstriche der Unterarme.
Untherapierte: Patient*innen mit diagnostizierter RRMS ohne Multiple-Sklerose-spezifische Therapie.
Kontrollen: parallelisierte gesunde Versuchsproband*innen. m/z: Angabe der spezifischen Masse-zu-
Ladungs-Verhéltnisse des Metaboliten. KEGG-ID: Code zur Identifikation anhand der KEGG-Datenbank.
Modus der Messungen im Massenspektrometer.
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Zum Clustering und zur primaren Einordnung wurden
Hauptkomponentendarstellungen, PCA (Principal component analysis) genutzt.
Im Folgenden ist separat die PCA der Positivmessung (Abb. 12) sowie die PCA
der Negativmessung (Abb. 13), entsprechend dem Modus der
Massenspektrometrie, zu sehen. Jedes Kastchen stellt eine*n
Studienteilnehmer*in dar. Eine sichtbare Gruppierung ware ein erster Hinweis auf

Ahnlichkeiten oder Unterschiede verschiedener Gruppen.

“7 Boi.c-01_13527 1-c-10_13841
Y1-H-05_f3513 itz 13404
e Lty =R

= %i.c 39@%%%%% 51:1“5%1 F-12213801

Componeant 2 (13%)
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-10 -5 0 B 10

Component 1 (37,8%)

Abbildung 12: Principal component analysis der Hautabstriche der Unterarme. Positivmessung.

Darstellung der gesunden Kontrollpersonen als rote Kastchen. Darstellung der Patient*innen mit RRMS als
graue Kastchen.
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Abbildung 13: Principal component analysis der Hautabstriche der Unterarme. Negativmessung.
Darstellung der gesunden Kontrollpersonen als rote Kastchen. Darstellung der Patient*innen mit RRMS als
graue Kastchen.

52



Eine Gruppierung in den PCA fir die Lokalisation der Unterarme war hierbei nicht
eindeutig sichtbar (s. Abb. 12 und 13).

4.2.1.1 Glutamyl-Glutaminsaure

Wie in 4.2.1 beschrieben, zeigte sich der Metabolit Glutamyl-Glutaminsaure im
Unterarmabstrich der Patient*innen mit RRMS ohne MS-Therapie als signifikant
erniedrigt im Vergleich mit gesunden Kontrollproband*innen (p=0,000218).
Der Volcano plot in Abbildung 14 stellt diese Beobachtung graphisch dar, der rot
markierte Wert mit dem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis M277.1037 repréasentiert

die Glutamyl-Glutaminsaure.

-Log p

Difference

Abbildung 14: Volcano plot. Hautabstriche der Unterarme, Positivmessung. Vergleich der
Patient*innen mit RRMS ohne MS-spezifische Therapie mit den gesunden Kontrollpersonen. FDR=0,1;
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s0=0,1. Difference: Unterschied. -Log p: negativer Logarithmus des p-Werts. Rote Markierung des
signifikanten Metabolits. Angefertigt mit Perseus 1.5.5.3.

Die Glutamyl-Glutaminsaure (HMDB0028818) ist ein Dipeptid mit der

Summenformel CioH1eN207, bestehend aus zwei Glutamat Aminosauren

(National Center for Biotechnology Information, 2022, Wishart et al., 2018).

Unterarme - Glutamyl-Glutaminsaure

(Log) Werte
N
1
_|

0_ ..................
2 J_
-4 T T
non NA
Gruppen

Abbildung 15: Unterarme - Glutamyl-Glutaminséure — Boxplot der untherapierten Patient*innen und
Gesunden. Positivmessung der Unterarmabstriche. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max.
(Log) Werte: Verwendete Werte nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung.

non: Patientinnen mit Multipler Sklerose (RRMS) ohne MS-spezifische Therapie. NA: gesunde
Kontrollproband*innen. p=0,000218. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

Der Boxplot (Kastengrafik) in Abbildung 15 zeigt die Streuung, oberes und
unteres Quartil, sowie Minimal- und Maximalwerte an. Die signifikante
Verdanderung zeigt sich hier in erhdéhten Werten der gesunden

Kontrollproband*innen (NA) im Vergleich zu den Patient*innen mit RRMS ohne

Therapie (non).

4.2.2 Stirn

Die Abstriche der Lokalisation Stirn wurden ebenfalls mittels Durchfihrung

beschriebener t-Tests und einfachen Varianzanalysen untersucht.
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Bei Anwendung der t-Tests zeigte sich ahnlich wie an der Lokalisation Unterarme
an der Lokalisation Stirn kein signifikanter Unterschied zwischen Patient*innen
mit RRMS und gesunden Kontrollproband*innen.

Im Vergleich der gesunden Kontrollpersonen mit den Patient*innen ohne MS-
spezifische Therapie wurde allerdings in der Positivmessung ein signifikantes
Ergebnis erkennbar: der Metabolit mit dem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
M181.0720. Hierbei handelte es sich um myo-Inositol oder D-Glucose, die beide
die selbe Summenformel sowie das selbe Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
aufweisen. Wie in 1.2.3.3 dargelegt, kann in der Direktinfusion nicht zwischen
solchen chemischen Isomeren unterschieden werden (s. auch 5.2.1, 5.3).
Dennoch bietet die Direktinfusion deutliche Vorteile gegeniber anderen
Methoden (s. 1.2.3.3).

In der Anwendung der ANOVA als einfache Varianzanalysen waren wie fur die
Abstriche der Unterarme in 4.2.1 beschrieben keine der Ergebnisse statistisch
signifikant. Sowohl in der Anwendung auf die funf Untergruppen, davon vier
verschieden therapierte Patientengruppen und eine Kontrollgruppe, als auch in
der Anwendung auf lediglich die vier Patientengruppen, zeigten sich keine
Metaboliten als statistisch signifikant. Die FDR nach Benjamini-Hochberg betrug
wie in 3.7 beschrieben fir t-Tests und ANOVA 0,1.

Signifikanter Statistische

Metabolit Signifikanz  m/z p-Wert KEGG- Modus
Stirn in ID

Myo- t-Test: M181.0720 0,000672 C00137 Positiv
Inositol Untherapierte

oder vs. Kontrollen

D-Glucose 0,000559 C00031

Tabelle 7: Uberblick Ulber signifikante annotierte Metaboliten der Hautabstriche der Stirn.
Untherapierte: Patient*innen mit diagnostizierter RRMS ohne Multiple-Sklerose-spezifische Therapie.
Kontrollen: parallelisierte gesunde Versuchsproband*innen. m/z: Angabe der spezifischen Masse-zu-
Ladungs-Verhdltnisse des Metaboliten. na: non available, keine KEGG-ID verfiigbar. KEGG-ID: Code zur
Identifikation anhand der KEGG-Datenbank. Modus der Messungen im Massenspektrometer.
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Zum Clustering wurden erneut Hauptkomponentendarstellungen, PCA, genutzt.
Wie vorangegangen ist die PCA der Positivmessung (Abb. 16) sowie die PCA

der Negativmessung (Abb. 17) zu sehen, ohne eindeutige Sichtbarkeit einer

Gruppierung.
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Abbildung 16: Principal component analysis des Stirnabstrichs. Positivmessung. Darstellung der
gesunden Kontrollpersonen als rote Kastchen. Darstellung der Patient*innen mit RRMS als graue Kastchen.
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Abbildung 17: Principal component analysis des Stirnabstrichs. Negativmessung. Darstellung der
gesunden Kontrollpersonen als rote Kastchen. Darstellung der Patient*innen mit RRMS als graue Kastchen.
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4.2.2.1 Myo-Inositol und D-Glucose

Der Metabolit myo-Inositol bzw. D-Glucose (s. 4.2.2) war signifikant im Vergleich
der untherapierten MS-Patient*innen (non) mit gesunden Kontrollpersonen (NA).
Die Boxplots der Abbildung 19 zeigen die graphische Darstellung dieser
Beobachtung. Der gemeinsame Volcano Plot der zwei Metaboliten ist in
Abbildung 18 zu sehen.

Der Monosaccharid D-Glucose (HMDB0000122) ist ein fundamentaler Metabolit
der Energiegewinnung und tragt wie myo-Inositol die Summenformel CeH1206
(Wishart). Myo-Inositol (HMDB0000211) ist ein Zuckeralkohol (Wishart).

181.0720

-Logp

T
-1 -0.5 o 0.5
Difference

Abbildung 18: Volcano plot. Stirnabstrich Positivmessung. Vergleich der Patient*innen mit RRMS ohne
MS-spezifische Therapie mit den gesunden Kontrollpersonen. FDR=0,1; s0=0,1. Difference: Unterschied.
-Log p: negativer Logarithmus des p-Werts. Rote Markierung des signifikanten Metabolits. Angefertigt mit
Perseus 1.5.5.3.
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Im Vergleich der zwei genannten Gruppen ist im Volcano Plot der Metabolit mit
dem Masse-zu-Ladung-Verhaltnis M181.0720 (myo-Inositol oder D-Glucose) als
signifikant zu sehen (p=0,000672).

In &hnlicher Relation wie die Glutamyl-Glutaminsaure im Unterarmabstrich (s.
4.2.1) sind die Werte fur myo-Inositol bzw. D-Glucose bei gesunden
Kontrollpersonen héher als die Werte der Patient*innen mit MS ohne MS-
spezifische Therapie (s. Abb. 19).

Stirn - myo-Inositol Stirn - D-Glucose
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Abbildung 19: Stirn — myo-Inositol und D-Glucose — Boxplots der untherapierten Patient*innen und
Gesunden. Positivmessung der Stirnabstriche. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log)
Werte: Verwendete Werte nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung. non: Patient*innen mit
Multipler Sklerose (RRMS) ohne MS-spezifische Therapie. NA: gesunde Kontrollproband*innen.
p=0,000672 (myo-Inositol) bzw. p=0,000559 (D-Glucose). Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

4.2.3 Mastoid

Die Positiv- und Negativ-Messungen der Abstriche der Lokalisation Mastoid
beidseits wurden ebenfalls statistisch ausgewertet. Weder die t-Tests noch die
Durchfihrung der einfachen Varianzanalysen ergaben statistisch signifikante
Ergebnisse. In den t-Tests wurden sowohl die gesammelte Patientenkohorte als
auch einzeln die Patient*innen ohne MS-spezifische Therapie mit den

Kontrollproband*innen verglichen. Auch die ANOVA wurde wie bereits
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beschrieben auf die funf (1-5) und separat auf die vier (1-4) Patientengruppen
angewendet und zeigte kein signifikantes Ergebnis: therapierte Patient*innen mit
Natalizumab (1), Dimethylfumarat (2), Interferon-beta (3), nicht-therapierte
Patient*innen (4), und Gesunde (5). Die fur t-Tests und ANOVA angewendete
FDR nach Benjamini-Hochberg betrug 0,1 bei einem Signifikanzniveau von p <
0,05.
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Abbildung 20: Principal component analysis der Hautabstriche des Mastoids. Positivmessung.
Darstellung der gesunden Kontrollpersonen als rote Kastchen. Darstellung der Patienten mit RRMS als
graue Kastchen.
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Abbildung 21: Principal component analysis der Hautabstriche des Mastoids. Negativmessung.
Darstellung der gesunden Kontrollpersonen als rote Kastchen. Darstellung der Patienten mit RRMS als
graue Kastchen.

59



Die primare Einordung erfolgte erneut mittels PCA. Auch hierbei waren keine
Gruppierungen oder Muster zu erkennen, weder in der Positiv- (Abb. 20) noch in

der Negativmessung (Abb. 21).

4.2.4 Mundschleimhaut

Die Messungen der Abstriche der Mundschleimhaut zeigten als einzige
Abstrichlokalisation sowohl in der Positiv- als auch in der Negativmessung der
Direktinjektions-Massenspektrometrie signifikante Ergebnisse nach
Durchfihrung des t-Tests zum Vergleich der Patient*innen mit den gesunden
Kontrollproband*innen (s. Tab. 8). Hierbei konnten in der Positivmessung ein
Metabolit, Mannitol, und in der Negativmessung drei Metaboliten, Raffinose,
Stearinsaure und L-2-Aminoadipat, als signifikant festgestellt werden.

Bei Anwendung des t-Tests auf Patient*innen ohne MS-spezifische Therapie und
gesunde Kontrollproband*innen im Vergleich zeigte sich kein signifikantes

Ergebnis.

In der einfachen Varianzanalyse, ANOVA, zeigten sich mehrere signifikante
Metaboliten, angewendet auf die funf Untergruppen der Patient*innen und
Proband*innen: therapierte Patient*innen mit Natalizumab (1), Dimethylfumarat
(2), Interferon-beta (3), nicht-therapierte Patient*innen (4), und Gesunde (5).
Dabei waren drei Metaboliten in der Negativmessung signifikant: Stearinsaure,
L-2-Aminoadipat und 5,6-Dihydrothymin.

Bei einfacher Varianzanalyse der vier Patientengruppen 1-4 zeigten sich keine
Metaboliten als statistisch signifikant.

Die FDR nach Benjamini-Hochberg betrug fir t-Tests und ANOVA 0,1 mit einem

Signifikanzniveau von p < 0,05.

Durch die ANOVA waren signifikante Metabolite erkennbar, aber nicht, zwischen
welchen der funf Gruppen signifikante Unterschiede vorherrschten.

Zur Differenzierung der signifikanten Paare nach genannten drei signifikanten
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Metaboliten der ANOVA erfolgte der Post Hoc Tukey Test in Perseus der Version
1.6.15.0.

Signifikante Statistische

Metaboliten Signifikanz in  m/z p-Wert KEGG- Modus

Mund ID

Mannitol t-Test; PT vs. M183.0854 0,002164 C00392 Positiv
CTRL

Raffinose t-Test: PT vs. M503.1621 0,005666  C00492 Negativ
CTRL

Stearinsaure | t-Test: PT vs. M283.2643 0,000005 C01530 Negativ

CTRL &

& ANOVA MED 0,000210
L-2- t-Test: PT vs. M160.0618 0,002456  CO00956 Negativ
Aminoadipat | CTRL &

& ANOVA MED 0,001045

5,6-Dihydro- | ANOVA MED M127.0513 0,003988 CO00906 Negativ
thymin

Tabelle 8: Uberblick liber signifikante annotierte Metaboliten der Mundabstriche. PT: Patient*innen
mit diagnostizierter RRMS. CTRL: (Control) parallelisierte gesunde Versuchsproband*innen. m/z: Angabe
des spezifischen Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses des Metaboliten. KEGG-ID: Code zur ldentifikation
anhand der KEGG-Datenbank. Modus der Messungen im Massenspektrometer. ANOVA MED: Einfache
Varianzanalyse, angewendet auf die fiinf beschriebenen Untergruppen (davon vier Patientengruppen und
eine Kontrollgruppe).

Nach Durchfiihrung des Post Hoc Tests (s. Tab. 9) stellte sich zu 5,6-
Dihydrothymin heraus, dass die Signifikanz im Vergleich der folgenden Paare
bestand: (a) RRMS-Patient*innen mit Interferon beta und gesunden
Kontrollproband*innen sowie (b) Patienttinnen mit Interferon beta und
Dimethylfumarat.

Fir L-2-Aminoadipat waren die signifikanten Paare: (A) Patient*innen mit
Interferon beta und gesunden Kontrollproband*innen, (B) Patient*innen mit
Interferon beta und Dimethylfumarat sowie (C) Patient*innen mit Interferon beta
verglichen mit nicht therapierten Patient*innen.

Bei dem dritten in der ANOVA signifikanten Metaboliten, der Stearinsaure zeigten
sich in der Post Hoc Analyse Signifikanzen zwischen folgenden Paaren: (I.) nicht

MS-spezifisch therapierte RRMS-Patient*innen und gesunde Proband*innen, (ll.)

61



mit Dimethylfumarat therapierte Patient*innen und Gesunde, (lll.) mit
Natalizumab behandelte Patient*innen und Gesunde, sowie (IV.) mit Interferon

beta therapierte RRMS-Patient*innen und gesunde Proband*innen.

Der in Tabelle 9 bezeichnete g-Wert stellt einen korrigierten p-Wert im Rahmen
der ANOVA dar, welcher in Bezug auf gemessene und permutierte Daten anhand
lokaler FDR-Werte angepasst wurde (Tyanova and Cox, 2018).

Metabolit ANOVA IDm/z KEGG-ID Signifikante
g-Wert Paare nach Post
Hoc Tukey Test
5,6- 0,05983 M127.0513 C00906 Inf-beta_NA;
Dihydrothymin Inf-beta_Dim
L-2- 0,02353 M160.0618 C00956 Inf-beta_NA;
Aminoadipat Inf-beta_Dim;
Inf-beta_non
Stearinsaure 0,02353 M283.2643 C01530 non_NA;
Dim_NA;
Nat_NA,
Inf-beta_NA

Tabelle 9: Signifikante Metaboliten der ANOVA der Mundabstriche. Darstellung signifikanter Paare
nach dem Post Hoc Tukey Test. Durchgefuhrt fur signifikante Ergebnisse der ANOVA (einfache
Varianzanalyse) auf funf verschiedene Gruppen: RRMS-Patient*innen mit Natalizumab (Nat),
Dimethylfumarat (Dim), Interferon-beta (Inf-beta), nicht-therapierte Patient*innen (non), und gesunde
Kontrollproband*innen (NA). Angefertigt nach Perseus Version 1.6.15.0.

Das Clustering erfolgte erneut mittels PCA. Hierbei konnten insbesondere in der
PCA der Negativmessung des Mundabstrichs (Abb. 26) erste Gruppierungen und
Abweichungen vor Durchfihrung der statistischen Analyse visualisiert werden.
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Abbildung 22: Principal component analysis des Mundabstrichs. Positivmessung. Darstellung der
gesunden Kontrollpersonen als rote Késtchen. Darstellung der Patient*innen mit RRMS als graue Kéastchen.
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Abbildung 23: Principal component analysis des Mundabstrichs. Negativmessung. Darstellung der
gesunden Kontrollpersonen als rote Késtchen. Darstellung der Patient*innen mit RRMS als graue Késtchen.

Im Vergleich der PCA der Positiv- und der Negativmessung fallt in Abbildung 23,
der Negativmessung, eine starker gruppierte Anordnung der gesunden
Kontrollproband*innen auf, wohingegen in Abbildung 22, der Positivmessung,

eine starkere Streuung zu sehen ist.

4.2.4.1 Mannitol

Der Metabolit Mannitol zeigte in der Positivmessung des Mundabstriches eine
Signifikanz im t-Test bei einem Vergleich der Patient*innen mit RRMS mit

gesunden Kontrollproband*innen (p=0,002164). Diese Signifikanz ist im Volcano
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plot (Abb. 24) und Boxplot (Abb. 25) visualisiert. Die Werte der Patient*innen
waren signifikant hdher als die Werte der Gesunden.

Das fir Mannitol charakteristische Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis liegt bei
183.0854 m/z. Die Summenformel des Zuckers mit der KEGG-ID C00392 betragt
CeH1406 (Wishart).

Bei Mannitol (HMDBO0000765) handelt es sich um einen ubiquitédren
Zuckeralkohol, der unter anderem von verschiedenen Mikroorganismen
produziert wird (Wishart, Wishart et al., 2007).
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Abbildung 24: Volcano plot der Positivmessung des Mundabstrichs. Visualisierung signifikanter
Ergebnisse im Vergleich der Patient*innen mit RRMS und gesunden Kontrollpersonen. FDR=0,1; s0=0,1.
Difference: Unterschied. -Log p: negativer Logarithmus des p-Werts. Rote Markierung des signifikanten
Metabolits Mannitol M183.0854. Angefertigt mit Perseus 1.5.5.3.
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Abbildung 25: Mund — Mannitol — Boxplot der Patient*innen und Proband*innen. Positivmessung der
Mundabstriche. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten
nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung. Patienten: Patient*innen mit Multipler Sklerose
(RRMS). Kontrollen: gesunde Kontrollproband*innen. p=0,002164. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

4.2.4.2 Raffinose

In der Negativmessung des Mundabstriches zeigten sich bezlglich eines
Vergleichs Erkrankter und Gesunder im t-Test drei signifikante Metaboliten,
davon ist einer die Raffinose (p=0,005666). In Abbildung 26 ist zu sehen, dass
die Werte der Patient*innen signifikant erhdoht waren verglichen mit

Proband*innen der Kontrollkohorte.

Raffinose (HMDBO0003213) ist ein Trisaccharid der Summenformel CisH3201s.
Bestehend aus Galactose, Fructose und Glucose tragt sie die KEGG-ID C00492

und weist ein Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis von M503.1621 m/z auf (Wishart).
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Abbildung 26: Mund — Raffinose — Boxplot der Patient*innen und Proband*innen. Negativmessung der
Mundabstriche. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Werte
nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung. Patienten: Patient*innen mit Multipler Sklerose
(RRMS). Kontrollen: gesunde Kontrollproband*innen. p=0,005666. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

4.2.4.3 Stearinsaure

Der Metabolit Stearinséure ist eine gesattigte langkettige Fettsdure mit einem
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis von M283.2643 (HMDBO0000827). Der auch als
Octadecansaure bekannte Metabolit tragt die Summenformel CisH3sO2 (Wishart).

Die Stearinsaure zeigte eine Signifikanz in der Negativmessung des
Mundabstriches im Vergleich der Patient*innen und der Kontrollpersonen durch
den t-Test (p=0,000005). Dies ist im Volcano plot (Abb. 27) zu sehen. Die Werte
der Patient*innen waren signifikant héher als die der Proband*innen (s. Abb. 28).
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Abbildung 27: Volcano plot der Negativmessung des Mundabstrichs. Visualisierung signifikanter
Ergebnisse im Vergleich der Patienten mit RRMS und gesunden Kontrollpersonen. FDR=0,1; s0=0,1.
Difference: Unterschied. -Log p: negativer Logarithmus des p-Werts. Rote Markierung des signifikanten
Metaboliten Stearinsdure M238.2643. Angefertigt mit Perseus 1.5.5.3.

Zusatzlich zum t-Test (s. Abb. 27, 28) war die Stearinsaure ebenfalls in der
einfachen Varianzanalyse, ANOVA, signifikant (p=0,000210), angewandt auf die
beschriebenen funf untersuchten Untergruppen: therapierte Patient*innen mit
Natalizumab (Nat), Dimethylfumarat (Dim), Interferon-beta (Inf-beta), nicht-
therapierte Patient*innen (non), und gesunde Proband*innen (NA). Der Post Hoc
Test nach Tukey zeigte die Signifikanz der ANOVA im Vergleich der folgenden
Gruppen: (I1.) nicht therapierte RRMS-Patient*innen (non) und gesunde
Proband*innen (NA), (Il.) mit Dimethylfumarat therapierte Patient*innen (Dim)
und Gesunde, (lll.) mit Natalizumab behandelte (Nat) und Gesunde, sowie (IV.)
mit Interferon beta (Inf-beta) therapierte RRMS-Patient*innen und gesunde
Proband*innen (s. Abb. 29). Der g-Wert fur den Post Hoc Tukey Test betrug
0,024.
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Abbildung 28: Mund - Stearinséure — Boxplot der Patient*innen und Proband*innen. Negativmessung
der Mundabstriche. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten
nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung. Patienten: Patient*innen mit Multipler Sklerose
(RRMS). Kontrollen: gesunde Kontrollproband*innen. p=0,000005. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.
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Abbildung 29: Mund - Stearinsdure — Boxplot der funf Untergruppen. Negativmessung der
Mundabstriche. Boxplot der finf untersuchten Untergruppen, da sich bezogen auf diese die ANOVA
signifikant zeigte. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten
nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung. Untergruppen: Inf-beta: mit Interferon-3
therapierte Patient*innen (Pt.); Dim: mit Dimethylfumarat therapierte Pat.; Nat: Pt. Unter Therapie mit
Natalizumab; non: Pt. mit Multipler Sklerose (RRMS) ohne MS-spezifische Therapie; NA: gesunde
Kontrollproband*innen. g=0,02353. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.
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4.2.4.4 L-2-Aminoadipat

Auch der Metabolit L-2-Aminoadipat war im t-Test bei Patient*innen mit RRMS
signifikant hoher im Vergleich mit den gesunden Kontrollproband*innen
(p=0,002456). Dies zeigte sich wie die Stearinsaure in der Negativmessung der
Mundabstriche und ist in Abbildung 30 als Boxplot dargestellt.
L-2-Aminoadipat (HMDBO0000510) ist ein Metabolit des Lysin-Stoffwechselweges
(KEGG-ID C00956). Die Summenformel betragt CeH11NO4 und das Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnis M160.0618 (Wishart).
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Abbildung 30: Mund - L-2-Aminoadipat — Boxplot der Patient*innen und Proband*innen.
Negativmessung der Mundabstriche. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte:
Verwendete Daten nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung. Patienten: Patient*innen mit
Multipler Sklerose (RRMS). Kontrollen: gesunde Kontrollproband*innen. p=0,002456. Angefertigt mit
GraphPad Prism 9.3.1.

L-2-Aminoadipat war ebenfalls in der einfachen Varianzanalyse signifikant

(p=0,001045). Die fuinf untersuchten und mehrfach beschriebenen Untergruppen

(s. 4.2.4.3) wurden mittels ANOVA analysiert und als Boxplot visualisiert

(s. Abb. 31).

Im Post Hoc Test nach Tukey zeigten sich fur L-2-Aminoadipat weniger

signifikante Paare als bei der Stearinsaure. L-2-Aminoadipat war im Post Hoc
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Test signifikant im Vergleich folgender Gruppen: (A) RRMS-Patient*innen mit
Interferon beta und gesunden Kontrollproband*innen, (B) Patient*innen mit
Interferon beta und Dimethylfumarat sowie (C) Patient*innen mit Interferon beta
verglichen mit nicht therapierten Patient*innen. Der angepasste p-Wert (g-Wert)
betrug 0,024.
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Abbildung 31: Mund - L-2-Aminoadipat — Boxplot der funf Untergruppen. Negativmessung der
Mundabstriche. Boxplot der funf untersuchten Untergruppen, da sich bezogen auf diese die ANOVA
signifikant zeigte. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten
nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung.

Untergruppen: Inf-beta: mit Interferon-R therapierte Patient*innen (Pt.); Dim: mit Dimethylfumarat therapierte
Pat.; Nat: Pt. Unter Therapie mit Natalizumab; non: Pt. mit Multipler Sklerose (RRMS) ohne MS-spezifische
Therapie; NA: gesunde Kontrollproband*innen. q=0,02353. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

4.2.4.5 5,6-Dihydrothymin

5,6-Dihydrothymin ist ein Hydropyrimidin und enthalt einen hydrogenierten
Pyrimidinring (HMDB0304210). Der Metabolit ist am Pyrimidin-Stoffwechsel
beteiligt (KEGG-ID C00906). Summenformel und Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
betragen CsHsN202 und M127.0513 (Wishart).

Der genannte Metabolit stellte sich im Vergleich von Patient*innen mit RRMS und

Kontrollproband*innen in der Negativmessung des Mundabstrichs im t-Test nicht
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als signifikant heraus (Abb. 32).

Der Metabolit 5,6-Dihydrothymin prasentierte sich als einziger Metabolit in dieser
Studie ausschlieBlich in der einfachen Varianzanalyse als signifikant
(p=0,003988). Die ANOVA wurde erneut auf die genannten funf Untergruppen
angewandt (s. 4.2.4): therapierte Patientsinnen mit Natalizumab (Nat),
Dimethylfumarat (Dim), Interferon-beta (Inf-beta), nicht-therapierte Patient*innen

(non), und gesunde Proband*innen (NA).

5,6-Dihydrothymin
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Abbildung 32: Mund - 5,6-Dihydrothymin — Boxplot der Patient*innen und Proband*innen — nicht
signifikant. Negativmessung der Mundabstriche, keine Signifikanz im t-Test. Boxplot, Median als Mittellinie
dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten nach Verarbeitung, Normalisierung und
Logarithmierung. Patienten: Patient*innen mit Multipler Sklerose (RRMS). Kontrollen: gesunde
Kontrollproband*innen. p >0,05; nicht signifikant. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

Im Post Hoc Test nach Tukey (Abb. 33) waren die folgenden Paare signifikant:
(a) RRMS-Patient*innen mit Interferon beta und gesunden Kontrollproband*innen
sowie (b) Patient*innen mit Interferon beta und Dimethylfumarat. Der g-Wert des

Post Hoc Test nach Tukey betrug 0,059.
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Abbildung 33: Mund - 5,6-Dihydrothymin — Boxplot der funf Untergruppen. Negativmessung der
Mundabstriche. Boxplot der funf untersuchten Untergruppen, da sich bezogen auf diese die ANOVA
signifikant zeigte. Boxplot, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten
nach Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung.

Untergruppen: Inf-beta: mit Interferon-R therapierte Patient*innen (Pt.); Dim: mit Dimethylfumarat therapierte
Pat.; Nat: Pt. Unter Therapie mit Natalizumab; non: Pt. mit Multipler Sklerose (RRMS) ohne MS-spezifische
Therapie; NA: gesunde Kontrollproband*innen. q=0,05983. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

4.3 Pathway enrichment analysis

Im Rahmen der Auswertung wurde eine Stoffwechselwegs-Analyse (pathway-
enrichment-analysis) durchgefuihrt, um beteiligte biochemische Prozesse und
Signalkaskaden zu spezifizieren. Die bereits aufgefihrten signifikanten
Metaboliten (s. 4.2 und 4.4) wurden analysiert, um hoch- oder herunter-regulierte
und gemeinsame Stoffwechselwege zu erkennen.

Mittels Metaboanalyst konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Stoffwechselwege veréndert bzw. hochreguliert waren (s. Abb. 34) (Pang et al.,
2021, Xia et al., 2009).
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Signifikant verandert war der Galaktose-Stoffwechsel, an dem zwei der

beschriebenen signifikanten Metaboliten beteiligt waren: D-Glucose bzw. myo-

Inositol sowie Raffinose (p=0,0023).

Pathway enrichment analysis - Uberblick

Galaktose Metabolismus
Laktoseabbau
Glucose -Alanin Zyklus

Phophatidylinositol Phosphat Metabolismus
p-Wert

0,002

Laktosesynthese
Acetylgruppentransfer in Mitochondria
Glykolyse
Inositol Phosphat Metabolismus
0,2

Plasmalogen Synthese

Beta-Oxidation langkettiger Fettsduren*

Lysinabbau

Inositol Metabolismus
Glukoneogenese
Sphingolipid Metabolismus

Warburg Effekt

Dumunumu“"

Pyrimidin Metabolismus

T T T 1
6 8 10 12 14

o
[\S]
=

Enrichment Verhaltnis

Abbildung 34: Pathway enrichment analysis - Uberblick. Balkendiagramm. Zu sehen sind die Top 25
der beteiligten Stoffwechselwege, welche mittels Metaboanalyst in der Pathway enrichment analysis erkannt
wurden. Y-Achse: Stoffwechselwege, X-Achse: Enrichment Verhaltnis. Anhand der Farbintensitat wird der

p-Wert visualisiert, der p-Wert des Galaktose-Stoffwechsels betragt hier 0,002.

* Mitochondriale beta-Oxidation langkettiger gesattigter Fettsauren. Angefertigt durch und mithilfe von

Metaboanalyst Version 5.

Weitere Stoffwechselwege, die eine Tendenz zur Verénderung zeigten, jedoch

nicht signifikant verandert waren (s. Tab. 10), sind fur die D-Glucose sowohl

Lactose-Abbau als auch -Synthese, der  Glucose-Alanin-Zyklus,

Acetylgruppentransfer ins  Mitochondrium, Glykolyse, Glukoneogenese,

Sphingolipid Metabolismus und der Warburg Effekt.
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Der Metabolit myo-Inositol ist zusatzlich im Phosphatidylinositol Phosphat
Metabolismus, im Inositol Phosphat Metabolismus und im Inositol Metabolismus
prasent. Fur die Stearinsdure zeigten sich als Stoffwechselwege insbesondere
die Plasmalogen Synthese und die mitochondriale beta-Oxidation langkettiger
gesattigter Fettsauren. L-2-Aminoadipat ist Metabolit des Lysinabbaus und 5,6-

Dihydrothymin ist Teil des Pyrimidin Stoffwechsels.

Beteiligte signifikante

Stoffwechselwege N Metaboliten Treffer . p-Wert
Metaboliten
Galaktose Metabolismus 38 3 D-Glucose, Rafflnose, MO~ 00023
Inositol
Laktoseabbau 9 1 D-Glucose 0.0684
Glucose-Alanin Zyklus 13 1 D-Glucose 0.0975
Phosphatldyllnos-ltol Phosphat 17 1 myo-Inositol 0.126
Metabolismus
Laktose Synthese 20 1 D-Glucose 0.146
Acetylg.ruppentra!nsfer ins 29 1 D-Glucose 0.16
Mitochondrium
Glykolyse 25 1 D-Glucose 0.18
Inositol Phosphat .
Metabolismus 26 1 myo-Inositol 0.187
Plasmalogen Synthese 26 1 Stearinsaure 0.187
Mitochondriale Beta-Oxidation
langkettiger gesattigter 28 1 Stearinsdure 0.2
Fettsauren
Lysinabbau 30 1 L-2-Aminoadipat 0.212
Inositol Metabolismus 33 1 myo-Inositol 0.231
Glukoneogenese 35 1 D-Glucose 0.244
Sphingolipid Metabolismus 40 1 D-Glucose 0.274
Warburg Effekt 58 1 D-Glucose 0.374
Pyrimidin Metabolismus 59 1 Dihydrothymin 0.379

Tabelle 10: Ergebnisse der Pathway enrichment analysis. Ubersicht der mittels Pathway enrichment
analysis ermittelter Stoffwechselwege, an denen die signifikanten Metaboliten der Hautabstriche beteiligt
sind. N Metaboliten: Anzahl der an diesem Stoffwechselweg insgesamt beteiligten Metaboliten. Treffer:
Anteil der in dieser Studie signifikanten Metaboliten, bezogen auf N.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Insgesamt sieben Metabolite zeigten eine Signifikanz in dieser Studie zum
Metabolom der Haut (Tab. 11).

Sign. in Metaboliten Stelle m/z KEGG-
der ID

Analyse

0,000218

Glutamyl- M277.1037 C01425

Glutaminsdure arme

Myo-Inositol Stirn 0,000672 M181.0720 CO00137 (+)
bzw.
D-Glucose 0,000559 C00031

' Mannitol Mund  0,002164 M183.0854 C00392 (+)
CTRL

Raffinose Mund  0,005666 M503.1621 C00492 (-)

Stearinsaure Mund  0,000005 M283.2643 C01530 ()

L-2- Mund  0,002456 M160.0618 C00956 (-)
Aminoadipat

TANOVA ‘Stearinséure Mund  0,000210 M283.2643 C01530 ()
MED

L-2- Mund  0,001045 M160.0618 C00956 (-)
Aminoadipat

5,6- Mund  0,003988 M127.0513 CO00906 (-)
Dihydrothymin

Tabelle 11: Ergebnistbersicht. Darstellung der signifikanten (sign.) Ergebnisse der Hautabstriche,
geordnet nach signifikantem Testverfahren. Non vs. CTRL: Patient*innen mit RRMS ohne MS-spezifische
Therapie (non) im Vergleich mit gesunden Kontrollproband*innen (CTRL). Hierbei zeigten sich die zwei
dargestellten Metaboliten signifikant veradndert. PT vs. CTRL: Patientsinnen mit RRMS jeder
eingeschlossenen Therapie (PT) gegen Kontrollproband*innen: Dabei waren vier Metaboliten signifikant.
ANOVA MED: In der einfachen Varianzanalyse der verglichenen funf Untergruppen (s.4.2.4) stellten sich
drei Metaboliten als signifikant dar. Angewandte FDR (false discovery rate) nach Benjamini-Hochberg von
0,1.

Stelle: bezieht sich auf die Abnahmestelle des Hautabstrichs, an der ein Metabolit als signifikant festgestellt
wurde. m/z: Masse-zu-Ladung-Verhaltnis, massenspektrometrisch gemessen. KEGG-ID:
Identifikationscode in der KEGG Datenbank (Kyoto Enzyklopadie der Gene und des Genoms) (Kanehisa et
al., 2002). Modus: Positiver (+) oder Negativer (-) Modus der massenspektrometrischen Messung.

Dabei waren im Vergleich der Patient*innen ohne MS-spezifische Therapie mit

gesunden Proband*innen zwei Metabolite signifikant verandert, davon stammte
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ein Metabolit von der Lokalisation der Unterarme und einer von der Stirn (s.
5.2.1). Im Vergleich der Patient*innen insgesamt mit den Proband*innen waren
vier Metabolite der Mundschleimhaut signifikant aberriert (s. 5.2.2). Zudem lie3en
sich drei signifikante Metabolite in der Varianzanalyse und nach Durchfiihrung
des Post Hoc Tests zwischen einzelnen Therapiegruppen darstellen (s. 5.2.3).
Von diesen dreien waren zwei zugleich im t-Test signifikant. Die Varianzanalyse
bezog sich auf die funf Therapiegruppen: RRMS-Patient*innen behandelt mit
Natalizumab (Nat), Dimethylfumarat (Dim), Interferon-beta (Inf-beta), nicht-
therapierte Patient*innen (non), und gesunde Kontrollproband*innen (NA).

In Bezug auf die analysierten signifikanten Metaboliten war der Galaktoseabbau

als Stoffwechselweg signifikant beteiligt.

5 Diskussion

5.1 Uberblick

In dieser Studie konnten multiple Veranderungen des Metaboloms bei
Patient*innen mit schubférmig verlaufender Multipler Sklerose im Vergleich zu
Gesunden festgestellt werden (s. 4.4). Die Anwendung von Hautabstrichen stellte
sich in dieser Studie als nutzliche, vorteilhafte aber auch herausfordernde
Methode heraus, um Biomarker fur die RRMS zu etablieren (s. 5.3.1).
Grundannahme fur die Hautabstriche und die folgende Interpretation der
Ergebnisse ist, dass hauptsachlich mikrobielle, bspw. bakterielle Metaboliten
durch die Abstriche abgetragen und analysiert wurden. Die Zusammensetzung
der Mikrobiota beeinflusst die Metaboliten der Haut wesentlich. Kérpereigene
Metaboliten kdnnen zu einem kleinen Anteil ebenfalls vorhanden sein. Analysiert
und ausgewertet wurden annotierte - somit bereits definierte ,identifizierbare*-
Metaboliten, fir die unter anderem die KEGG Datenbank und die HMDB (Human
Metabolome Database) herangezogen wurden (Wishart et al., 2018, Kanehisa et
al., 2002). Angenommen wurde, dass die Mikrobiota insbesondere Metaboliten

des Primarstoffwechsels produzieren.
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5.2 Interpretation

5.2.1 Unterscheidung nicht therapierter Patient*innen von Gesunden

Bei einem Vergleich der Patient*innen mit RRMS ohne MS-spezifische Therapie
mit gesunden Proband*innen waren insgesamt zwei Metaboliten in den
Hautabstrichen signifikant verédndert (s. Abb. 35). Sowohl Glutamyl-
Glutaminsdure an den Unterarmen (s. 4.2.1), als auch die D-Glucose bzw. myo-
Inositol an der Stirn (s. 4.2.2) zeigten sich bei den Gesunden in der
Positivmessung signifikant erhdht. Relevant ist, dass aufgrund des gleichen
Masse-zu-Ladungs-Verhaltnisses bei gleicher chemischer Summenformel in der
Methode der Direktinfusion nicht zwischen den zwei Metaboliten myo-Inositol und
D-Glucose unterschieden werden konnte (s. 1.2.3.3 und 4.2.2).

Glutamyl-Glutaminsaure entsteht als Dipeptid aus zwei Glutaminsaure-Resten
und gilt als Zwischenprodukt der Proteolyse oder katabolischer
Stoffwechselwege (Wishart). In Bezug auf Assoziationen zu Erkrankungen ist
laut HMDB wenig bekannt (HMDB0028818). Das Dipeptid wird bevorzugt durch
Bakterien umgesetzt, die mit dem Auftreten von Gingivitis oder Parodontitis
assoziiert sind, wie Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Fusobacterium
nucleatum und Prevotella intermedia. Durch Zink kann diese Umsetzung
gehemmt werden (Takahashi and Sato, 2002, Sheng et al., 2005). P. gingivalis
setzt Glutamyl-Glutaminsaure zu Butyrat, Propionat und Ammonium um, welche
als zytotoxisch gelten (Takahashi et al., 2000). Eine direkte Assoziation des
Metaboliten Glutamyl-Glutaminsaure zur MS ist bisher nicht bekannt.

In dieser Studie war bei den Gesunden signifikant mehr Glutamyl-Glutaminséure
auf der Haut der Unterarme nachweisbar als bei den MS Patient*innen ohne
spezifische Therapie (s. 4.2.1; Abb. 35). Dieser Unterschied war mdglicherweise
dadurch bedingt, dass bei bekannter MS eine gréRere Menge an pathogenen
Keimen wie P. gingivalis vorlag, welche zu einer gesteigerten Umsetzung und

somit geringeren nachweisbaren Menge des Metaboliten fihrte. Somit kdnnten
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bei MS Patient*innen vermehrt entzindliche Prozesse wie Gingivitis und

Parodontitis, bedingt durch eine Dysbiose, vorherrschen.

Unterarme - Glutamyl-Glutaminsaure
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Abbildung 35: Ergebnisibersicht: Boxplots signifikanter Metabolite im Vergleich untherapierter
Patient*innen mit gesunden Proband*innen. Zusammenfassung signifikanter Metabolite im Vergleich der
Hautabstriche von Patient*innen mit Multipler Sklerose (RRMS) ohne MS-spezifische Therapie (non) gegen
gesunde Kontrollproband*innen (NA). Insgesamt waren zwei Metabolite in genanntem Vergleich signifikant:
Glutamyl-Glutaminsaure (p=0,000218) im Abstrich der Unterarme (Positivmessung), sowie D-Glucose
(p=0,000559) bzw. myo-Inositol (p=0,000672) im Abstrich der Stirn (Positivmessung). Fir diese drei
Metaboliten waren die Werte der Gesunden signifikant héher als die der untherapierten Patient*innen. FDR
0,1. Boxplots, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten nach
Verarbeitung, Normalisierung und Logarithmierung. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

Myo-Inositol (s. 4.2.2, Abb.35) ist ein Zuckeralkohol, der als vorherrschende

isomere Form von Inositol in der Natur und in einer Vielzahl von Lebensmitteln
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vorkommt (Gonzalez-Uarquin et al., 2020). Er wird im menschlichen Korper
hauptséachlich in den Nieren aus Glucose hergestellt (HMDB0000211) (Wishart).
Unter anderem Ubernimmt dieser Metabolit Funktionen im Glucose- und

Insulinstoffwechsel sowie in der Osmolaritdt (Gonzalez-Uarquin et al., 2020).

Myo-Inositol wird therapeutisch bei Vorliegen eines Polyzystischen
Ovarialsyndroms (PCOS) angewandt und erhoht die Insulinsensitivitat (Merviel
et al., 2021, Croze and Soulage, 2013). Erhohte Konzentrationen wurden bei
Patient*innen mit Schizophrenie im Serum festgestellt (Xuan et al., 2011),
wohingegen reduzierte Konzentrationen bei Depression festgestellt wurden
(Robillard et al., 2017, Chiappelli et al., 2015). Auch im Tiermodell fur
therapieresistente Depression wurden signifikant reduzierte Konzentrationen von
myo-Inositol gemessen, welche mit den Bakterienstammen Akkermansia und
Lactobacillus korrelierten (Song et al., 2019). Die dargelegten Veranderungen
konnten auf eine in Mikrobiota und Metaboliten sichtbar gewordene
Vergesellschaftung der MS mit Depression hindeuten (Thompson et al., 2018b).
In weiteren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen veranderten myo-
Inositol Spiegeln und bei Parodontitis veranderten Mikrobiota wie
Aggregatibacter, Bacteroidaceae (Shi et al., 2020) oder im Kontext einer Zirrhose

Enterobacteriaceae (Ahluwalia et al., 2016) dargelegt.

Bei Patient*innen mit MS wurden im Plasma reduzierte Konzentrationen von
myo-Inositol bzw. D-Glucose im Vergleich zu Gesunden gemessen (Yang et al.,
2021b, Poddighe et al., 2017). Dies entspricht der Beobachtung dieser Studie zu
myo-Inositol im Hautabstrich der Stirn im Vergleich der Patient*innen mit MS
ohne spezifische Therapie mit den gesunden Proband*innen. Im Liquor hingegen
wurden teils erhdhte Werte flir myo-Inositol festgestellt (Reinke et al., 2014).
Zusatzlich wurden erh6hte Werte im Liquor von Patient*innen mit einem CIS und
spaterem Ubergang in eine MS festgestellt (Probert et al., 2021). Dies kénnte fur
eine zentrale Akkumulation des Metaboliten bei MS im ZNS oder Liquor sprechen
mit daraus folgender peripher im Blut und auf der Haut erniedrigter Konzentration
(Yang et al., 2021b). Myo-Inositol konnte als Biomarker fir die MS auf eine

Dysbiose, moglicherweise in Zusammenhang mit einer Depression, hinweisen.
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D-Glucose tragt die gleiche chemische Summenformel wie myo-Inositol und ist
im menschlichen Koérper essenziell fir die Energiegewinnung durch den
Glucosestoffwechsel. In vorliegender Studie konnte aufgrund der nicht mdglichen
Unterscheidung zwischen chemischen Isomeren in der Direktinfusion nicht
spezifiziert werden, ob es sich bei dem signifikant veranderten Metaboliten der
Stirn um D-Glucose oder myo-Inositol handelte. D-Glucose ist ein Monosaccharid
mit ubiquitarem Vorkommen wird Uber Nahrungsmittel aufgenommen sowie von
Lebewesen aus Polysacchariden hergestellt (HMDB0000122) (Wishart). Eine
Dysbalance im Glucosestoffwechsel ist mit einer Vielzahl an Erkrankungen
assoziiert, wie Diabetes mellitus (Haythorne et al., 2019), Krebserkrankungen (Li
and Zhang, 2016) oder Morbus Alzheimer (Kapogiannis and Mattson, 2011). Ein
fehlregulierter Glucose-Stoffwechsel kann zu kardiovaskularen Erkrankungen,
Adipositas, Neuropathie und Nierenerkrankungen fihren (Lopez-Gambero et al.,
2019).

Fur den Prozess der Neurodegeneration, die in der MS eine zentrale Rolle spielt,
scheint eine Verschiebung des Stoffwechsels von Glucose hin zu Lipiden von
Bedeutung zu sein (Trabjerg et al., 2020). In einem Modell fir Resistenz gegen
Neurodegeneration waren signifikante Unterschiede der Glucose Werte mit
Veranderungen der Stamme des Darmmikrobioms assoziiert, unter anderem mit
Firmicutes, Bacteroidetes und Actinobakterien (Trabjerg et al., 2020). Mehrere
Studien deuten darauf hin, dass ein gestorter Glucosestoffwechsel in der
Pathogenese der MS relevant sein konnte (Jones et al., 1950, Regenold et al.,
2008, Mathur et al.,, 2014). Die Menge der Uber Nahrung aufgenommenen
Glucose scheint ebenfalls von Bedeutung zu sein. Im Tiermodell fir MS konnte
bei Verabreichung einer hohen Menge an Glucose eine Zunahme der
Autoimmunitat, vermittelt durch TGF-3 und Th17 Zellen, gezeigt werden (Zhang
et al., 2019). Im Gegensatz dazu wurden in dieser Studie (s. 4.2.2 und Abb. 35)
allerdings erniedrigte Werte bei MS Erkrankten ohne spezifische Therapie im
Vergleich zu Gesunden festgestellt. Jedoch ist davon auszugehen, dass der

Glucosestoffwechsel bei MS verandert ist.

Assoziierte parallele Veranderungen der Metaboliten Glutamyl-Glutaminsaure,

myo-Inositol und D-Glucose sind bisher nicht bekannt. Jedoch wurden sowohl fur
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Glutamyl-Glutaminsaure (Takahashi and Sato, 2002) als auch fir myo-Inositol
(Shi et al., 2020) signifikante Veranderungen bei Parodontitis gezeigt, welche in
Zusammenhang mit einer Dysbiose im Mundraum steht.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich die Hypothese ableiten, dass die Erkrankung
Multiple Sklerose selbst ursachlich fur eine Dysbiose der Mikrobiota und daraus
folgendem veranderten Metabolom sein koénnte. Durch die gleichartigen
Veranderungen der beschriebenen, bei Gesunden erhéhten, Metaboliten konnte
durch diese Kombination eine Unterscheidung zwischen untherapierten
Patient*innen und Gesunden erfolgen. Da sich die signifikante Veranderung
explizit bei den Patient*innen ohne spezifische Therapie zeigte, kdnnte die
Kombination der genannten Metaboliten potenziell zur Uberpriifung fur die

Wirksamkeit der Therapie und der Compliance angewendet werden.

Vor bzw. zu Beginn einer Therapie wirde man signifikant erh6hte Werte der zwei
Metaboliten im Vergleich zu Gesunden erwarten. Hingegen ware bei
konsequenter Anwendung der Therapie eine potentielle Angleichung erwartbar,
da in dieser Studie bei Patienttinnen unter Therapie keine signifikante
Veranderung dieser Metaboliten im Vergleich zu Gesunden sichtbar war.

5.2.2 Patient*innen und Proband*innen

Bei den Patient*innen insgesamt im Vergleich zu den gesunden Proband*innen
zeigten sich vier Metaboliten im Mundabstrich (s. 4.2.4) signifikant erhdht (s. Abb.
36). Diese vier Metaboliten umfassten Mannitol in der Positivmessung sowie
Raffinose, L-2-Aminoadipat und Stearinsaure in der Negativmessung. Der
Mundabstrich bzw. die Metaboliten der Mundschleimhaut scheinen von

Bedeutung zu sein, um Gesunde von Patient*innen mit RRMS zu differenzieren.

Mannitol (4.2.4.1) zeigt als Zuckeralkohol ein breit gefachertes Vorkommen und
wird unter anderem von Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Viren produziert sowie
als Energiequelle und -speicher genutzt (HMDBO0000765). Mannitol ist osmotisch
wirksam und wird als SuRungsmittel genutzt, da es fur den Menschen
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unverdaulich ist (Song and Vieille, 2009).

In der Medizin findet Mannitol bereits multiple Anwendungsgebiete: als
Diuretikum wird es unter anderem in der Intensivmedizin zur Drucksenkung bei
Schadel-Hirn-Trauma eingesetzt (Huang et al., 2020). Es qilt als kardioprotektiv
(Torregroza et al., 2021), wohingegen die nephroprotektive Wirkung bei paralleler
Anwendung einer Cisplatin Therapie umstritten ist (Morgan et al., 2012). Im
Gegensatz dazu kann Mannitol zu einer Verschlechterung der Nierenfunktion
fuhren (Karajala et al., 2009). Es wird therapeutisch bei Obstipation (Every-
Palmer et al., 2017) und bei Mukoviszidose angewendet (Nevitt et al., 2020).

Man vermutet, dass Mannitol einen bakteriellen Ursprung im Darmmikrobiom hat
und unter anderem von Streptococcus sp. M143 und M334 sowie Clostridium sp.
HGF2 stammt. Eine Assoziation zur Koronaren Herzerkrankung wurde gefunden,
eine solche zur MS bisher nicht (Feng et al., 2016). Somit kénnen wir davon
ausgehen, dass die signifikante Erh6hung des Mannitols im Mundabstrich bei MS

Patient*innen Ausdruck einer Dysbiose der Mikrobiota des Darms sein kann.

Raffinose (HMDBO0003213) ist ein Trisaccharid (4.2.4.2) , bestehend aus
Glucose, Fructose und Galactose. Als komplexes Kohlenhydrat kommt es in
Vollkorngetreide und in Gemusesorten, z.B. Bohnen oder Kohl, vor (Wishart).
Zudem konnten in Studien protektive Eigenschaften gegen Allergien, Atopische
Dermatitis und Adipositas gezeigt werden (Elango et al., 2022, Nagura et al.,
2002). Ein Zusammenhang zwischen der Verabreichung von Raffinose und einer
veranderten Ausschittung von Interleukinen konnte im Tiermodell bereits gezeigt
werden, sodass vermutet wird, dass Raffinose eine Rolle in der Differenzierung
von T-Lymphozyten spielt (Nagura et al., 2002). Zudem konnte eine positive
Beeinflussung der intestinalen Stammzellen durch eine Zufuhr von Raffinose
dargestellt werden (Hou et al., 2021). Eine Assoziation der MS mit dem
Metaboliten Raffinose ist laut aktueller Literatur nicht bekannt.

Jedoch kann von einer immunologischen Relevanz der Raffinose im
Zusammenhang mit einer Beeinflussung des Darmmikrobioms ausgegangen
werden. FUr den Menschen ist die Raffinose unverdaulich, jedoch gelten

Oligosaccharide der Raffinose-Familie als prabiotisch wirksame Substanzen, die
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einen positiven Einfluss auf das Wachstum protektiver Bakterienstamme im
Darmmikrobiom haben, wie Bifidobakterien (Elango et al., 2022).
In keimfrei geziichteten Mausen wurde eine Erh6hung des Metaboliten Raffinose
im Darm nachgewiesen (Claus et al., 2008). Eine direkte Beeinflussung des
Darmmikrobioms durch Raffinose in Kombination mit Lactulose und Galacto-
Oligosacchariden wurde bereits festgestellt, unter anderem erhoht die Gabe
dieser Kombination die Anzahl an Bifidobakterium breve Bakterien (Izumi et al.,
2019). Auch in einer Studie zu Frihgeborenen wurden protektive Eigenschaften
von Bifidobakterien in Korrelation mit Raffinose im Bezug auf die Entwicklung
einer Sepsis festgestellt (Stewart et al., 2017). Folglich ist ein Zusammenhang
der Raffinose mit mikrobiotischen Stdmmen wie insbesondere Bifidobakterien
denkbar.
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Abbildung 36: Ergebnisiibersicht: Boxplots signifikanter Metabolite im Vergleich der Patient*innen
mit RRMS und gesunden Proband*innen. Darstellung der signifikanten Metaboliten im Vergleich der
Hautabstriche von Patient*innen mit Multipler Sklerose (RRMS) (Patienten) gegen gesunde
Kontrollproband*innen (Kontrollen).

Insgesamt zeigten sich vier Metaboliten des Mundabstrichs in genanntem Vergleich signifikant: Mannitol
(Positivmessung), Raffinose, L-2-Aminoadipat sowie Stearinsaure (Negativmessung). Fir diese vier
Metaboliten waren die Werte der Patient*innen signifikant héher als die Werte der gesunden Proband*innen.
Boxplots, Median als Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten nach Verarbeitung,
Normalisierung und Logarithmierung. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.

L-2-Aminoadipat (s. 4.2.4.4) ist eine Aminosaure des Lysinstoffwechsels und
kann als Antagonist des exzitatorischen NMDA-Rezeptors (Glutamat Rezeptor
N-methyl-D-Aspartat) wirken (Wishart). Die Synthese des Lysins beginnt mit

mitochondrialer Bildung des L-2-Aminoadipats und findet im menschlichen
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Korper Uberwiegend in der Leber statt (Matthews, 2020). Signifikante
Veranderungen des Metabolits waren in bisherigen Studien mit Diabetes mellitus
Typ 2, Prostatakarzinom und Atherosklerose assoziiert (Jung et al., 2013,
Wijekoon et al., 2004, Lin et al., 2017). L-2-Aminoadipat z&hlte in einer Studie zu
den 20 Metaboliten, die am meisten mit Kolorektalem Karzinom-assoziierten
Bakterienstammen korrelierten (Sinha et al., 2016). Zuvor wurde L-2-
Aminoadipat als potentieller Biomarker fur die Colitis ulcerosa eingeschéatzt, eine
chronisch entzindliche Darmerkrankung, die ebenfalls wie die MS zu den
Autoimmunerkrankungen zahlt (Kolho et al.,, 2016). Bisher wurde eine
Assoziation des Metabolits zur MS nicht beschrieben.

In der Lysinsynthese wird L-2-Aminoadipat insbesondere durch speziell
entwickelte Enzyme von Pilzen wie Saccharomyces cerevisiae oder Candida
albicans umgesetzt (Nishida and Nishiyama, 2000, Rzad and Gabriel, 2015).
Folglich kénnte die signifikante Erhdohung des Metabolits im Mund der
Patient*innen mit MS (s. 4.2.4.4) mdoglicherweise von einer vermehrten

Kolonisation durch diese Pilze stammen.

Die Stearinséure, auch bekannt als Octadecanséure, ist eine langkettige (C18:0),
gesattigte Fettsaure mit ubiquitarem Vorkommen (HMDB0000827) (Wishart). Im
menschlichen Korper wird sie aus Palmitinsaure oder Acetyl-CoA hergestellt oder
durch Lebensmittel aufgenommen. Funktionell dient sie primar als
Energiespeicher und -quelle (Sampath and Ntambi, 2005).

Die Stearinsaure besitzt in dieser Studie einen hohen Stellenwert, da sie im
Vergleich der Patient*innen mit den Kontrollproband*innen das Ergebnis von
hdchster Signifikanz war (p=0,000005), siehe auch 4.2.4.3 und 4.4.

Mehrere Studien sprechen fir protektive Eigenschaften der Stearinsdure gegen
das Wachstum von Krebszellen (Habib et al., 1987, Lope et al., 2020, Nuskova
et al.,, 2021). Eine Assoziation eines geringeren Brustkrebsrisikos zu einem
hohen Spiegel an Stearinsaure im Blut konnte gezeigt werden (Lope et al., 2020).
Auch fir die Schizophrenie wurden erhdohte Werte der Stearinsaure im Blut
festgestellt. Dabei wurde vermutet, dass aufgrund einer fehlerhaften Verwertung
von Glucose im Gehirn vermehrt Fettsduren abgebaut werden (Yang et al.,
2013). In einem Tiermodell fur Graft-versus-Host-Disease filhrte jedoch eine mit

Stearinsaure angereicherte Diat zu einer erhdhten Mortalitat (Yang et al., 2021a).
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Auch in Bezug auf die MS waren bereits mehrfach veranderte Werte der
Stearinsaure nachweisbar (s. Tab. 12): In ersten Studien wurden erniedrigte
Werte der Stearinsdure bei Patient*innen gemessen, in Gehirngewebe, in
Blutplasma sowie spater in Liquor (Baker et al., 1963, Cumings et al., 1965,
Gonzalo et al., 2012).

Studien Gewebe/Material | Stearinsaure

Baker et al., 1963 Gehirngewebe p.m. Erniedrigt bei MS
Cumings et al., 1965 Plasma Erniedrigt bei MS
Gonzalo et al., 2012 Liquor Erniedrigt bei MS
Tsoukalas et al., 2019 Serum Erniedrigt bei AD, u.a. MS
Navarro and Segura, | Erythrozyten Vermehrt ges. FS bei MS
1989

Nightingale et al., 1990 | Erythrozyten Erhoéht bei MS

Gerstl et al., 1972 Gehirngewebe p.m. Erhoht bei MS

Sargent et al., 1994 Gehirngewebe p.m. Erhéht bei MS und ALD
McNamara et al., 2014 | Gehirngewebe p.m. Erhoht bei MS und BS

Tabelle 12: Literaturanalyse zu Stearinsaure im Kontext der MS. Uberblick {iber bisher veréffentlichte
Ergebnisse zu Veranderungen der Stearinsaure im Zusammenhang mit MS. Die neun Studien beziehen
sich auf Untersuchungen am Menschen. Abklrzungen: p.m.: post mortem, ges. FS: geséttigte Fettsauren,
ALD: Adrenoleukodystrophie, AD: Autoimmune Diseases (Autoimmunerkrankungen), BS: Bipolare Storung.
Fur detaillierte Beschreibung siehe Text.

In roten Blutzellen wurden bei MS hingegen sowohl vermehrt gesattigte
Fettsauren nachgewiesen (Navarro and Segura, 1989), als auch erhdhte Spiegel
der Stearinsaure (Nightingale et al., 1990). Mehrere Studien konnten erhéhte
Werte fur Stearinséure bei MS in Gehirngewebe feststellen, welches postmortem
analysiert wurde (Gerstl et al., 1972, Sargent et al., 1994), eine Studie zeigte
dieses Ergebnis sowohl fur Bipolare Stérung als auch fir MS (McNamara et al.,
2014). In einer Studie zu Autoimmunerkrankungen, in der neben MS auch
beispielsweise Psoriasis und Rheumatoide Arthritis untersucht wurden, wurden
hingegen erniedrigte Werte bei Autoimmunerkrankungen dargelegt, wobei
Stearinsaure als pradiktiver Marker fir Autoimmunerkrankungen gewertet wurde
(Tsoukalas et al., 2019). Auch wenn diese Ergebnisse zum Teil kontrovers sind
(s. Tab. 15), so Uberwiegt knapp die Anzahl an Studien, bei denen eine Erhéhung
der Stearinséure bei MS nachgewiesen werden konnte. Die Stearinséure scheint

folglich von Bedeutung flr die Erkrankung sein.
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Die fehlerhafte Verwertung von Glucose im Gehirn als Ursache fir den
vermehrten Abbau von Fettsduren (Yang et al., 2013) konnte auch fur die MS
eine Rolle spielen und die Erhdhung der Stearinsaure erklaren. Es ist davon
auszugehen, dass die Stearinsaure Bestandteil unseres Gehirns ist (Sargent et
al.,, 1994, McNamara et al.,, 2014). Die Stearinsaure koénnte peripher,
beispielsweise in der Mundschleimhaut, bei Patient*innen mit MS erhéht sein, da
es zu zentralen Abbauprozessen im ZNS kommt, was eine Freisetzung der
Stearinsaure bedingt.

Andererseits konnte diese potenzielle Freisetzung der Stearinsaure auch direkt
mit der mikrobiellen Kolonisation der Darm- und Mundschleimhaut
zusammenhéngen. Gesattigte langkettige Fettsauren wie die Stearinsdure oder
Heptadecansaure konnten im Tiermodell die Darmmotilitdt und Stuhlfrequenz
erhdéhen und waren zugleich mit Bakterienstammen wie Prevotella, Alistipes oder
Lactobazillen assoziiert (Zhao et al., 2018). Bei Ftterung einer fettreichen Diat
an Mause wurden signifikant erhohte Mengen von Zytokinen aber auch von
proinflammatorischen Metaboliten wie der Stearinsdure festgestellt. Diese
Veranderungen waren mit dem Auftreten von Stammen des Darmmikrobioms wie
Bacteroides, Akkermansia und Enterokokken assoziiert. Eine
Stuhltransplantation auf reguldr ernahrte Mause fuhrte zu einer vermehrten
Obstipation und Inflammation des Darms, welche durch eine normale Erndhrung
wieder aufgehoben werden konnte (Tan et al., 2021). Dies demonstriert die
inflammatorische Wirkung einer fettreichen Erndhrung mit unmittelbarer
Auswirkung auf das Darmmikrobiom und assoziierte Metaboliten, welche sich in

der Stearinsaure zeigen kann.

5.2.3 Details der Varianzanalyse

Insgesamt drei Metaboliten der Mundschleimhautabstriche zeigten eine
Signifikanz in der einfachen Varianzanalyse (s. 4.2.4, Tab. 9; Abb. 37). Sowohl
die Stearinsaure (4.2.4.3) als auch L-2-Aminodadipat (4.2.4.4) hatten sich zuvor

87



bereits im t-Test zwischen gesund und krank als signifikant erwiesen (s. 5.1 und
5.2.2) und zeigten eine erneute Signifikanz in der Varianzanalyse. Zuséatzlich war

5,6-Dihydrothymin signifikant im Mundabstrich.
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Abbildung 37: Ergebnisibersicht: Boxplots signifikanter Metabolite der ANOVA zum Vergleich der
finf untersuchten Untergruppen. Visualisierung und Zusammenfassung der Metaboliten, welche sich in
der einfachen Varianzanalyse (ANOVA) als signifikant zeigten. Anwendung der ANOVA auf die fiinfin 4.2.4
beschriebene  Untergruppen: therapierte RRMS-Patient*innen mit Interferon-beta (Inf-beta),
Dimethylfumarat (Dim), Natalizumab (Nat), nicht-therapierte Patient*innen (non), und Gesunde (NA). Drei
Metaboliten des Mundabstrichs waren in der einfachen Varianzanalyse signifikant: Stearinséure (4.2.4.3),
L-2-Aminoadipat (4.2.4.4) und 5,6-Dihydrothymin (4.2.4.5) (Negativmessung). Boxplots, Median als
Mittellinie dargestellt. Min bis Max. (Log) Werte: Verwendete Daten nach Verarbeitung, Normalisierung und
Logarithmierung. Angefertigt mit GraphPad Prism 9.3.1.
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Nach Durchfiihrung des Post Hoc Test nach Tukey konnten die Signifikanzen der
Varianzanalyse differenziert werden: Fiur 5,6-Dihydrothymin (s. 4.2.4.5) ergab
sich hierbei eine signifikante Unterscheidung zwischen den Therapiegruppen

Interferon-beta und Dimethylfumarat sowie Interferon-beta und Gesunden.

5,6-Dihydrothymin ist ein Pyrimidon und ein Abbauprodukt von Thymin
(HMDBO00079). Uber die Dihydropyrimidinase erfolgt die Hydrolyse von 5,6-
Dihydrothymin zu Carbamyl-beta-Alanin (Wishart). Eine Defizienz dieses
Enzyms geht mit einer Erh6hung des Metaboliten 5,6-Dihydrothymin in Plasma,
Urin und Liguor einher und kann neurologische sowie gastrointestinale
Symptome  hervorrufen  (Wishart, van Kuilenburg et al.,, 2007).
Es finden sich Hinweise darauf, dass Dihydrothymin bei Asthma signifikant
verandert ist (Kelly et al., 2018). Fiir solide Tumore wie das Osophaguskarzinom
und das Ovarialkarzinom kann der Metabolit als prognostischer Marker dienen
(Basbous et al., 2020, Liu et al., 2019, Liu et al., 2021). Zudem wurde er als ein
Biomarker fur das Altern (Wilkinson et al., 2020) und als spezifisch fur die
ischamische Herzerkrankung beschrieben (Fromentin et al.,, 2022). Eine
Veranderung bei neurologischen Erkrankungen oder MS ist bisher nicht bekannt.
Auch der Zusammenhang zu den Mikrobiota ist unklar aufgrund des ubiquitaren
Vorkommens (Wishart). Lediglich eine Studie an Pferden zeigte eine Assoziation

zu Laktobazillen und Megasphaera auf (Tuniyazi et al., 2021).

Wie bereits in 5.2.2 und 4.2.4.4 beschrieben, war L-2-Aminoadipat bereits
signifikant im direkten Vergleich der Patient*innen und Proband*innen tber den
t-Test.

Im Post Hoc Test nach Durchflihrung der Varianzanalyse zeigte L-2-Aminoadipat
wie 5,6-Dihydrothymin die Signifikanz im Vergleich der Therapiegruppen
Interferon beta mit Dimethylfumarat sowie Interferon beta mit
Kontrollproband*innen. Zusétzlich war der Unterschied zwischen den nicht MS-
spezifisch therapierten Patient*innen und den mit Interferon-beta behandelten

Patient*innen signifikant.
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Insbesondere die Gruppe der Patient*innen, die mit Interferon-beta behandelt
wurde, zeigte in der Varianzanalyse signifikante Unterschiede im Vergleich zu
anderen Therapiegruppen, was sich in den Metaboliten 5,6-Dihydrothymin und
L-2-Aminoadipat spiegelte (s. Tab. 9, Abb. 37). Mdglicherweise verursacht
Interferon-beta als Therapie eine Dysbiose mit daraus folgendem veranderten

Metabolom der Mundschleimhaut.

In 5.2.2 wurde bereits detailiert auf eine mégliche Bedeutung der Stearinsédure
fur die Multiple Sklerose eingegangen (s. auch 4.2.4.3 und 5.1).

Die Ergebnisse des t-Tests fur die Stearinsdure wurden durch die Varianzanalyse
und den Post Hoc Test bestétigt. Nicht nur fur die RRMS-Patient*innen
insgesamt im t-Test, sondern auch fur jede Therapiegruppe einzeln in der
Varianzanalyse zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Werte der
Patient*innen im Vergleich mit den gesunden Proband*innen (4.2.4.2; Abb. 37).

Die Stearinsaure war in dieser Studie der aussagekraftigste Biomarker und
nimmt einen grof3en Stellenwert als mdglicher Biomarker fir die RRMS ein. Als
Teil des Metaboloms spielt die Stearinsaure fur Autoimmunerkrankungen wie die
MS eine noch nicht ganzlich verstandene Rolle im Kontext des Mikrobioms.
Jedoch kann man aufgrund dieser beschriebenen Ergebnisse von einem
Zusammenhang zwischen inflammatorischen sowie neurodegenerativen

Prozessen und einer Dysbiose ausgehen.

90



5.2.4 Signifikante Metaboliten im Kontext der Mikrobiota

In Tabelle 13 ist ein Uberblick der in 5.2.1 bis 5.2.3 diskutierten signifikanten
Metaboliten im Zusammenhang mit der beschriebenen Literatur zu assoziierten

Erkrankungen sowie Mikrobiota zu sehen. Diese Tabelle stellt eine
Zusammenfassung des Kapitels 5.2 dar.
Signifikante Sign.in Ass. Erkrankungen Maogliche ass.
Metaboliten Mikrobiota
Glutamyl- Non vs. - Gingivitis - Porphyromonas
Glutaminsaure Nk - Parodontitis* gingivalis
- Fusobacterium
nucleatum
- Prevotella
intermedia#
Myo-Inositol Non vs. - MS* - Akkermansia#
Ctrl. - PCOS (T) - Lactobazillen#
- Schizophrenie* - Aggregatibacter
- Depression - Bacteroida-
- Parodontitis* ceae#t
- Zirrhose - Enterobacteria-
ceae
- MS* - Firmicutes,
- DwM* - Bacteroidetes#
D-Glucose - Malignome* - Actinobakterien
- M. Alzheimer
- KVD*
- Adipositas*
- Neuropathie
- Nierenerkrankung*
Mannitol Pt. vs. - SHT(T) - Streptococcus
Ctrl. - KHK (KVD)* sp. M143, M334
- Nierenerkrankung* - Clostridium sp.
- Obstipation (T) HGF2
- Mukoviszidose (T)
Raffinose Pt. vs. Protektiv gegen: - Bifidobakterium
Ctrl. - Allergien (breve)
- Atopische Dermatitis
- Adipositas*
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Stearinsaure Pt. vs. - MS* Prevotella#
Ctrl. - Schizophrenie* Alistipes
& - GvHD Lactobazillen#
ANOVA - Inflammation Bacteroides#
Protektiv gegen: Akkermansia#
- Malignome* Enterokokken
L-2- Pt. vs. - DM* Saccharomyces
Aminoadipat Ctrl. - Prostatakarzinom* cerevisiae
& - Atherosklerose Candida
ANOVA (KVD)* albicans
- KRK*

- Colitis ulcerosa
5,6- ANOVA - Asthma bronchiale -
Dihydrothymin - Malignome* -
- Altern
- Ischamische
Herzerkrankung
(KVD)*

Laktobazillen#
Megasphaera

Tabelle 13: Ergebnisiibersicht im Kontext méglicherweise veranderter Mikrobiota. Zusammenfassung
der in 5.2 diskutierten Ergebnisse. In dieser Studie signifikant veréanderte Metaboliten, jeweilige Zuordnung
der Ergebnisse der Literaturrecherche. Ass. Erkrankungen: in der Literatur beschriebene Zusammenhénge
des Metaboliten mit Erkrankungen. Mogliche ass. Mikrobiota: mit dem Metaboliten potenziell assoziierte
Mikroorganismen. Fir Details und Literaturnachweise siehe Kapitel 5.2;

Abklrzungen: Sign.: Signifikant; Pt.: Patient*innen; Ctrl.: Kontrollproband*innen; Non: Patient*innen ohne
MS-spezifische Therapie; ANOVA: einfache Varianzanalyse; PCOS: polyzystisches Ovarialsyndrom; DM:
Diabetes mellitus; M.: Morbus; KVD: kardiovaskulare Erkrankungen; SHT: Schadel-Hirn-Trauma; (T): als
Therapeutikum eingesetzter Metabolit; KHK: Koronare Herzerkrankung; KRK: Kolorektales Karzinom;
GvHD: Graft-versus-Host-Disease

*: auch bei einem der anderen Metaboliten beschrieben

#: auch mit anderem signifikanten Metaboliten assoziiert

Wie in Tabelle 13 zu sehen, gab es multiple Uberschneidungen in Bezug auf
Erkrankungen, fur die Verdnderungen der hier signifikanten Metaboliten
vorbeschrieben waren. Insbesondere fur Malignome, aber auch fur
kardiovaskulare Erkrankungen gab es zu einigen der hier signifikanten
Metaboliten bereits eine Assoziation in vorangangenen Studien. Ebenso gab es
mehrere Metaboliten, die mit Diabetes mellitus, Parodontitis, Adipositas,

Nierenerkrankungen und Schizophrenie in Verbindung gebracht worden waren.

Fur die MS waren in der Literatur bereits Verdnderungen der Metaboliten myo-
Inositol, D-Glucose und Stearinsaure diskutiert, was sich in dieser Studie
bestatigte.

Sowohl Prevotella, Akkermansia, Laktobazillen als auch Bacteroidaceae, zu
denen auch die Bacteroidetes und Bacteroides zahlen, zeigten in dieser Studie

eine Relevanz im Hinblick auf mehrere der signifikant veranderten Metaboliten,
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die mit diesen Bakterien bereits in vorangegangenen Studien assoziiert waren.
Diese Bakterien konnten also besonders hinweisend sein, um eine Dysbiose bei
Patientinnen mit MS zu erkennen. Bifidobakterien, Bacteroides und
insbesondere Prevotella wurden in einer neuen Studie als bei MS verandert
beschrieben, was sich mit den hier gewonnenen Erkenntnissen deckt (Cantoni et
al., 2022). Der Fettsaurestoffwechsel war sowohl in der Studie von Cantoni et al.,

als auch hier potentiell verandert (Cantoni et al., 2022).

5.3 Starken und Herausforderungen der Studie

5.3.1 Analyse der Methoden

Herausfordernd im Hinblick auf die Analyse des Metaboloms ist insbesondere die
GrolRendimension der Datenséatze in Kombination mit erschwerter Annotation
einiger Metaboliten (Lee-Sarwar et al., 2020).

Als vorteilhaft stellte sich die Methode der Hautabstriche heraus, da
insbesondere der Mundabstrich als Quelle fur Biomarker im Hinblick auf
neurologische Erkrankungen wie die MS bisher nicht untersucht worden ist. Die
Haut- und Mundabstriche waren einfach anzuwenden und bieten gegenlber
einer Blutentnahme in Hinblick auf Invasivitat und zeitliche Dauer grol3e Vorteile.
Allerdings gibt es Faktoren, die eine zuverlassige Durchfihrung einschranken
konnen: die den Abstrich nehmende Person sollte diese bei allen Patient*innen
an den gleichen Stellen abnehmen, bei Durchfihrung den gleichen Druck
anwenden sowie eine gleich grof3e Flache abstreichen. Dies wurde in dieser
Studie ermdglicht, indem eine Person alle Abstriche nach den festen Vorgaben
der genauen Lokalisationen durchfuhrte. Zur Gewahrleistung der
Reproduzierbarkeit kénnte zuklnftig beispielsweise die Nutzung einer Schablone

in Erwégung gezogen werden.

Zusatzlich bot auch die angewendete Direktinfusion als massenspektrometrische

Methode Vor- und Nachteile (s. 1.2.2.3). Zwar ist die einheitliche und prazise
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Messung einer grof3en Anzahl an Proben mdglich, allerdings ist auch die
lonenunterdriickung als Herausforderung zu nennen, welche die Unterscheidung
zwischen Isomeren erschwert, sodass in dieser Studie die Differenzierung
zwischen myo-Inositol und D-Glucose nicht moglich war (s. 1.2.3.3, 4.2.2 sowie
5.2.1) (Jang et al., 2018). Dennoch scheint die Direktinfusion bei Durchfiihrung
einer ungezielten Messung vorteilhaft gegentber anderen Methoden zu sein
(1.2.3.3) (Gonzalez-Dominguez et al., 2017).

In Bezug auf die Pathway Analyse (s. 4.3) ist relevant, jedoch schwer zu
differenzieren, dass sich die Korperstellen hinsichtlich der veranderten Pathways
unterscheiden kénnten. Da es laut aktuellem Wissensstand keine veroffentlichte
Literatur zu verschiedenen Lokalisationen fur Hautabstriche und einem
Zusammenhang zu verdnderten Pathways gab, wurde dies in der aktuellen
Studie nicht tiefergehend untersucht.

Als zusatzliche Herausforderung fiir die Massenspektrometrie muss eine
mogliche Kontamination genannt werden (Cui et al., 2018). Unter anderem
Kosmetika, Seife oder verwendete Reagenzien kdnnen die Analyse des
Metaboloms beeinflussen (Collins et al., 2021). Deshalb sollte die Anwendung
von den auf die Haut aufgetragenen Produkte vor der Durchfihrung der
Hautabstriche minimiert werden. Dies wurde durch Vorabinformation der
Studienteilnehmer*innen  ermoglicht, allerdings bedeutete dies einen
zusatzlichen zeitlichen Aufwand fur Durchfihrende und war nicht im Nachhinein
Uberprufbar. Aufgrund der hohen Kooperationsbereitschaft der Teilnehmenden

konnte die Reduktion der Kontamination realisiert werden.

5.3.2 Stéarken und Schwachen der Ergebnisse

Auch wenn die Durchfiuhrung der Hautabstriche vielsprechende Ergebnisse
lieferte, sollte zur zukinftigen Validierung und Erh6hung der statistischen

Aussagekraft eine noch groRere Anzahl an Studienteilnehmer*innen
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herangezogen werden. Fur eine Pilotstudie, in der erstmalig das Hautmetabolom
von Patient*innen mit MS untersucht wurde, war die Anzahl von 69
Teilnehmenden jedoch als positiv zu werten. Die Zusammensetzung der hier
untersuchten  Kohorten erwies sich als reprasentativ, da die
Geschlechterverteilung der inkludierten Patient*innen ebenfalls der der MS
Patient*innen entsprach (s. 1.1.1 und 4.1).

In Bezug auf den EDSS-Score (s. 1.1.4) ergab sich in dieser Studie keine
signifikante Korrelation mit den beschriebenen Ergebnissen. Die signifikanten
Metaboliten zeigten keinen Zusammenhang mit der Hohe des Scores.

Auch wenn im Bereich der Metabolomik Forschung haufig eine FDR (False
Discovery Rate) von 0,05 verwendet wird, so wurde auch in vielen Studien
erfolgreich der Wert von 0,1 als Cut-Off verwendet, wie in dieser Studie (Carrillo
etal., 2016, Shao et al., 2018). Nichtsdestotrotz sollte man dabei berticksichtigen,
dass die Rate von Falsch Positiven bei dem hier gewéahlten Wert von 0,1 héher

ist.

Mogliche Einflussfaktoren, die in Bezug auf die Ergebnisse zu bertcksichtigen
sind, sind auch Inhaltsstoffe der Medikamente, die sich moglicherweise auf das
Mikrobiom und somit Metabolom der Haut ausgewirkt haben kénnten. Hierfur

wurde ein Screening der Inhaltsstoffe durchgefihrt (s. Tab. 14).

Handelsname @ Wirkstoff Weitere Inhaltsstoffe

Rebif Interferon-beta 1a | Benzylalkohol, Mannitol, Poloxamer 188, L-
Methionin, Benzylalkohol, Natriumacetat,
Essigsaure, Natriumhydroxid, H20

Avonex Interferon-beta 1a | Natriumacetat-Trihydrat, Essigséure,
Argininhydrochlorid, Polysorbat, H20
Plegridy Peginterferon Natriumacetat-Trihydrat, Essigsaure 99%,
beta 1a Argininhydrochlorid, Polysorbat, H20
Betaferon rekombinantes Albumin, Mannitol, Lésungsmittel

Interferon beta-1b | (Natriumchloridlésung 5,4 mg/ml (0,54 % G/V)),
Natriumchlorid, H20

Tysabri Natalizumab Natriumdihydrogenphosphat,
Dinatriumhydrogenphosphat, Natriumchlorid
Polysorbat 80 (E 433), H20
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Tecfidera Dimethylfumarat mikrokristalline Cellulose, Croscarmellose-
Natrium, Talkum, hochdisperses Siliciumdioxid,
Magnesiumstearat (Ph. Eur.), Triethylcitrat,
Methacrylsaure-Methylmethacrylat-Copolymer (1
zu 1), Methacrylsaure-Ethylacrylat-Copolymer-(1
zu 1)-Dispersion 30 %, Simeticon,
Natriumdodecylsulfat, Polysorbat 80, Gelatine,
Titandioxid (E171), Brillantblau FCF (E133),
Eisen(lll)-hydroxid-oxid mal H20 (E172),
Schellack, Kaliumhydroxid und Eisen(ll,lIl)-oxid
(E172).

Tabelle 14: Inhaltsstoffe der Medikamente. In Bezug auf die in dieser Studie untersuchten Therapeutika
gegen RRMS wurde ein Screening durchgefiihrt, um Einflussfaktoren zu eruieren. Als Quellen fiir die
Inhaltsstoffe dienten die im Internet einsehbaren Fachinformationen (Rote Liste®). H20: Wasser flr
Injektionszwecke.

Fir die Interferon-Derivate Rebif (Interferon beta-1a) und Betaferon
(rekombinantes Interferon beta-1b) ist Mannitol, welches in dieser Studie
signifikant war (s. 4.2.4.1, 5.2.2), als Inhaltsstoff bekannt (Rote Liste®, Baum,
2006). Allerdings zeigte sich Mannitol in der hier beschriebenen Studie lediglich
bei den MS Patient*innen insgesamt signifikant erhdht im Vergleich zu Gesunden
(s. 4.4, 5.2.2). Im Vergleich der einzelnen Therapiegruppen durch die
Varianzanalyse zeigte sich Mannitol jedoch nicht als signifikant verandert. Auch
die Inhaltsstoffe der anderen Medikamente waren nicht unter den signifikanten
Metaboliten nachweisbar. Dies spricht gegen eine Beeinflussung der
signifikanten Ergebnisse des Hautmetaboloms durch Inhaltsstoffe der hier
untersuchten Medikamente.

Zukiunftig ware es interessant, eine detaillierte Erndhrungsanamnese bei
Studieneinschluss fur jede(n) Proband*in und Patient*in zu ergdnzen, um einen
Zusammenhang der Erndhrung zum Metabolom parallel zu untersuchen. Andere
Einflussfaktoren, wie Einnahmen von Antibiotika wurden anamnestisch
abgefragt, sollten jedoch zukinftig unter anderem durch eine Abfrage einer

Einnahme von Pra- und Probiotika erganzt werden.

5.4 Ausblick

Zusammenfassend war durch die Studie eine Beantwortung der Zielsetzung
uberwiegend mdglich (s. Kap. 2). Es konnten signifikante Unterschiede zwischen
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Patient*innen mit RRMS und Gesunden im Mundabstrich festgestellt werden.
Zudem konnte in den Hautabstrichen der Unterarme und der Stirn eine
Differenzierung zwischen gesunden Proband*innen und Patient*innen mit RRMS
ohne MS-spezifische Therapie erfolgen. Die ebenfalls im Mundabstrich
signifikante Varianzanalyse zeigte zusatzliche signifikante Vergleiche der

Untergruppen und konnte die Ergebnisse der t-Tests zum Teil bestatigen (s. 5.2).

Die Lokalisation eines Hautabstrichs ist entscheidend. So war das Mastoid
maoglicherweise durch Kontaminationen am wenigsten vielversprechend und
sollte nicht weiter verfolgt werden (s. 4.2.3). Der Mundabstrich hingegen lieferte
die gréf3te Summe an signifikant veranderten Metaboliten (4.2.4,5.2.2 und 5.2.3).
Unabhangig von der Therapie der Patient*innen erwies sich der Mundabstrich als
Verbindung zum Darmmikrobiom in dieser Studie als vielversprechendste Quelle
fur Biomarker, um eine Unterscheidung von Patient*innen mit MS von gesunden
Proband*innen zu ermdglichen.

Herausfordernd im Bereich der Metabolomik Forschung ist, nach der
Beobachtung signifikanter Ergebnisse einen kausalen Zusammenhang oder eine
Korrelation bestimmen und verstehen zu kénnen. Auch longitudinale Studien
sollten hierfur in Betracht gezogen werden (Knight et al., 2018). Zuktinftig kénnte
die Erfassung des Metaboloms der Haut mittels Abstrichtupfern abgelést werden
durch neuere Ansatze wie transepidermale Mikroprojektionsarrays. Hierdurch ist
zusatzlich eine Erfassung von tieferliegenden Schichten und Vertiefungen der
Haut mdglich (Liang et al., 2022).

Die Assoziation der MS mit einer Dinndarmfehlbesiedlung (,Small Intestinal
Bacterial Overgrowth®) und auch Erfolge durch Stuhltransplantationen bei MS
und anderen neurologischen Erkrankungen unterstreichen den hohen
Stellenwert des Darmmikrobioms sowie deren produzierten Metaboliten (Zhang
et al., 2016, Vendrik et al., 2020). In der hier dargestellten Studie wurde deutlich,
dass wie bereits in der Literatur beschrieben, bei neurologischen Erkrankungen
wie der MS eine Dysbalance des Glucose- und des Fettstoffwechsels vorliegen
kobnnte (Trabjerg et al., 2020). Dies zeigte sich hier in signifikanten
Veranderungen des Galaktosestoffwechsels (s. 4.3) sowie der Metaboliten

Glucose bzw. myo-Inositol und insbesondere der Stearinsaure (s. 5.2). Die
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Dysbiose der Mikrobiota bei Vorliegen einer MS wurde im Metabolom der Haut
und Mundschleimhaut sichtbar und bedarf weiterer Forschung um das

Verstandnis fur die Rolle des Metaboloms und Mikrobioms der Haut zu vertiefen.

6 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose ist eine potenziell schwerwiegend verlaufende entziindliche
Erkrankung des ZNS, die zu einem gro3en Anteil fir Behinderungen in jungem
Alter verantwortlich ist. Daher ist Forschung im Bereich von Biomarkern beztiglich
der MS von substanziellem Wert fur die Verbesserung der Fruherkennung,
Diagnose und somit einem frihzeitigem Behandlungsbeginn fir eine bessere
Prognose.

Die Komplexitat der Mikrobiota und deren mit verschiedenen Erkrankungen
assoziierten Stammen zeigt sich im Metabolom, den von Mikroorganismen
produzierten Metaboliten. Das Metabolom der Haut wurde in der Vergangenheit
in Bezug auf Hauterkrankungen untersucht, jedoch fehlten bisher
Untersuchungen zu neurologischen Erkrankungen wie der MS. Durch
Anwendung der Massenspektrometrie in Form der Direktinfusions-Technik
wurden die jeweils acht Hautabstriche von insgesamt 69 Teilnehmenden mittels
ungezielter Metabolomik in jeweils Positiv- und Negativmessung analysiert. Es
wurden 50 Patient*innen mit diagnostizierter schubférmig verlaufender Multipler
Sklerose in die Studie aufgenommen, davon 14 unter der Therapie Natalizumab
und jeweils 12 unter Therapie mit Dimethylfumarat, Interferon beta sowie ohne
spezifische MS-Therapie. Zudem konnten 19 gesunde Teilnehmer*innen in die

Studie eingeschlossen werden.

In den Analysen zeigten sich sieben verschiedene Metaboliten der Haut
signifikant verandert (FDR < 0,1; p < 0,05). Zwei davon waren im Vergleich der
Patient*innen ohne MS-spezifische Therapie mit gesunden Proband*innen
verandert: Glutamyl-Glutaminsaure sowie myo-Inositol bzw. D-Glucose. Im

Vergleich der Patient*innen insgesamt mit den Proband*innen waren vier
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Metabolite der Mundschleimhaut signifikant erhoht: Mannitol, Raffinose, L-2-
Aminoadipat und Stearinsdure. Die Varianzanalyse lieferte detaillierte
Informationen zu dem Vergleich der finf genannten Therapiegruppen
untereinander und wies nach Durchfihrung des Post Hoc Tests nach Tukey
Signifikanzen fir die Metaboliten L-2-Aminoadipat, 5,6-Dihydrothymin und
Stearinsaure auf. Die Unterscheidung der Patient*innen von Proband*innen
konnte anhand der Stearinsdure auch fur jede Therapiegruppe einzeln im
Vergleich zu den Gesunden bestétigt werden. Die Auffalligkeit der Stearinséure
bei MS Patient*innen konnte in dieser Studie wie bereits in vorangegangen
Studien beobachtet werden (Nightingale et al., 1990, McNamara et al., 2014) und
weist auf eine Dysbalance des Fettstoffwechsels hin (Yang et al., 2013, Cantoni
et al., 2022). Sowohl Stearinsdure als auch myo-Inositol bzw. D-Glucose waren
fur die MS bereits als aufféllig beschrieben worden und lassen auf einen
veranderten Zucker- und Fettstoffwechsel schlielen (Trabjerg et al., 2020,
Cantoni et al., 2022). Eine Dysbiose bei MS kdnnte insbesondere die Mikrobiota
Prevotella, Akkermansia, Laktobazillen als auch Bacteroidaceae betreffen (Zhao
et al., 2018, Tan et al., 2021, Cantoni et al., 2022).

Aufgrund der Komplexitat des Metaboloms sowie des Mikrobioms ist die
Etablierung von Biomarkern herausfordernd, kann aber am ehesten durch eine
Kombination mehrerer Metaboliten — in dieser Studie durch myo-Inositol bzw.
D-Glucose, Mannitol, Raffinose, L-2-Aminoadipat und vor allem durch die

Stearinsaure — realisiert werden.

7 Anhang

7.1 Details der Materialien

Im Folgenden sind die Details der in der Studie verwendeten Materialien,
Reagenzien, Softwares und Gerate einzusehen. Dabei konnen alle im Kapitel 3
beschriebenen Materialien eingesehen werden.
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Reagenzien Hersteller, Ort CAS-No.
Acetonitril gradient grade for | Merck KGaA, Darmstadt, D 75-05-08
liquid chromatography

LiChrosolv® Reag. Ph Eur.

Ameisensaure Merck KGaA, Darmstadt, D 64-18-6
for LC-MS LiChropur™, 97.5-

98.5% (T)

Ammonium Acetat (Optima Thermo Fisher Scientific Inc., | 631-61-8
LC/MS) Massachusetts, USA

EMSURE® ACS, ISO, Reag. | Merck KGaA, Darmstadt, D 64-17-5Wa
Ph Eur Ethanol (absolute for

analysis)

Ethanol, getrocknet (max. Merck KGaA, Darmstadt, D 64-17-5
0,01% H20)

LiChrosolv® Methanol for Merck KGaA, Darmstadt, D 67-56-1
liquid chromatography

Wasser, CHROMASOLV™ Honeywell International Inc., | 7732-18-5
LC-MS, Honeywell Riedel-de | Muskegon, MI, USA

Haén

Tabelle 15: Details der in der Studie verwendeten Reagenzien. Inklusive CAS-Nummer (Chemical

Abstracts Society).

Materialien

Hersteller, Ort

Abstrichtupfer

Numbrecht, D

SARSTEDT AG & Co. KG,

sterile, 100/Case

Costar® Spin-X® Centrifuge Tube
Filters, 0.22 um Pore CA Membrane in
2.0 ml Polypropylene Tube, non-

City, USA

Corning Incorporated, Salt Lake

Eppendorf Research® Family

Eppendorf AG, Hamburg, D

Glasflasche GLS80 Duran®

SCHOTT, Mainz, D

aus Polypropylen

Nunc™ 96-Well MicroWell™ Platten

Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Nunc™ 96-Well Noppenmatten

Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,

PK-30-E Schneidzange, 125 mm

Proskit, Virginia, USA

Safe-Lock Tubes 1.5 ml

Eppendorf SE, Hamburg, D

Safe-Lock Tubes 2.0 ml

Eppendorf SE, Hamburg, D

Handschuhe

Semperguard® Nitrile Xpert puderfrei

SATRA Technology Centre,
Northamptonshire, United Kingdom
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Transferpette® -12, 20-200 pl BRAND GMBH + CO KG,

Wertheim, D
Tabelle 16: In der Studie verwendete Materialien.

Gerate, Software Ursprung/Hersteller, Ort

1100 HPLC-System Agilent Technologies; Santa Clara
CA, USA

Bruker Compass 1.9 Bruker Corporation; Billerica (MA),
USA

Bruker Compass DataAnalysis 4.4 Bruker Corporation; Billerica (MA),
USA

Bruker HyStar 3.2 Bruker Corporation; Billerica (MA),
USA

Bruker Impact Il TOF MS-System Bruker Corporation; Billerica (MA),
USA

GraphPad Prism 9.3.1 GraphPad Software; San Diego
(CA), USA

Hochgeschwindigkeits-Tischzentrifuge | Eppendorf SE, Hamburg, D
Centrifuge 5804 R
Janke & Kunkel IKA Labortechnik VF2 | IKA®-Werke GmbH & CO. KG,

Laborschittler D 365 DL Staufen, D

MetaboAnalyst 5.0 University of Alberta, Canada
Perseus Version 1.5.5.3 MPI of Biochemistry, Martinsried, D
Perseus Version 1.6.15.0 MPI of Biochemistry, Martinsried, D
RStudio RStudio, Boston (MA), USA
Thermo Scientific Savant SC210A | Thermo Fisher Scientific Inc.,
Speed Vac® Plus Konzentrator Massachusetts, USA

Tabelle 17: Informationen verwendeter Gerate und Softwares.

7.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Anzahl an Menschen mit MS weltweit im Jahr 2020...................... 7
Abbildung 2: Typische MS Lé&sionen in Gehirn (links) und Ruckenmark (rechts).

Abbildung 3: Zeitliche Entwicklung/ Zulassung der verlaufsmodifizierenden
Medikamente gegen IMS..... ... ittt 16

Abbildung 4: Gene in und auf dem menschlichen Korper. ..........cccceevvvviivnnnnnn. 20

101



Abbildung 5: Interaktionen des Hautmikrobioms. .............ccoeviiiiiiiiiiiiieiiiiiinnnnn. 23

Abbildung 6: Relationen von Metabolom und Mikrobiom. ...............cccevvvvvinnnnnn. 25
Abbildung 7: Verschiedene Ebenen des Omics Forschungsansatzes fir
(= 1] B o = o TSP 26
Abbildung 8: Metabolomik WOrkflow. ...........coooiiiiiiiiiiiic e 30
Abbildung 9: Lokalisation der acht Hautabstriche............ccccccccoeeiiiiiiiiiiiiiiinnn. 40
Abbildung 10: Workflow Hautabstriche..............cccccoooiiiiiii e, 45
Abbildung 11: Metabolomik — Statistische Analyseschritte..............cccceevvvvnnnnnn. 47

Abbildung 12: Principal component analysis der Hautabstriche der Unterarme.
POSITIVINESSUNG. ...coieeiiiiiie e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eanaan e e eeeeas 52
Abbildung 13: Principal component analysis der Hautabstriche der Unterarme.
N =T0 Eo A\ ST U o o TR 52
Abbildung 14: Volcano plot. Hautabstriche der Unterarme, Positivmessung.... 53
Abbildung 15: Unterarme - Glutamyl-Glutaminsaure — Boxplot der untherapierten
Patient* innen und Gesunden...........cooiiiiiiiiii 54

Abbildung 16: Principal component analysis des Stirnabstrichs. Positivmessung.

......................................................................................................................... 56
Abbildung 17: Principal component analysis des Stirnabstrichs. Negativmessung.
......................................................................................................................... 56
Abbildung 18: Volcano plot. Stirnabstrich Positivmessung. ............cccoevvvvvvvnnnn. 57

Abbildung 19: Stirn — myo-Inositol und D-Glucose — Boxplots der untherapierten
Patient*innen UNd GESUNUEN..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieere e 58
Abbildung 20: Principal component analysis der Hautabstriche des Mastoids.
POSITIVINESSUNG. ...ttt nnees 59
Abbildung 21: Principal component analysis der Hautabstriche des Mastoids.
N[0 Fo LAV 4 [STSTS U o P 59

Abbildung 22: Principal component analysis des Mundabstrichs. Positivmessung.

Abbildung 23: Principal component analysis des Mundabstrichs.
N[0 Fo LAV 4 [STSTS U o P 63
Abbildung 24: Volcano plot der Positivmessung des Mundabstrichs................ 64
Abbildung 25: Mund — Mannitol — Boxplot der Patient*innen und Proband*innen.

102



Abbildung 26: Mund — Raffinose — Boxplot der Patient*innen und Proband*innen.

......................................................................................................................... 66
Abbildung 27: Volcano plot der Negativmessung des Mundabstrichs. ............. 67
Abbildung 28: Mund - Stearinsaure — Boxplot der Patient*innen und
(o] oF= o kel 0] 01T o AP 68
Abbildung 29: Mund — Stearinsaure — Boxplot der finf Untergruppen. ............ 68

Abbildung 30: Mund — L-2-Aminoadipat — Boxplot der Patient*innen und
(o] oF= o ki 0] 01T o AP 69
Abbildung 31: Mund — L-2-Aminoadipat — Boxplot der funf Untergruppen. ...... 70
Abbildung 32: Mund — 5,6-Dihydrothymin — Boxplot der Patient*innen und
Proband*innen — nicht signifikant. ............cccccooiiiiiii 71
Abbildung 33: Mund - 5,6-Dihydrothymin — Boxplot der funf Untergruppen..... 72
Abbildung 34: Pathway enrichment analysis - Uberblick. .............cccccceveevrnen.e. 73
Abbildung 35: Ergebnisiubersicht: Boxplots signifikanter Metabolite im Vergleich
untherapierter Patient*innen mit gesunden Proband*innen.............................. 78

Abbildung 36: Ergebnistbersicht: Boxplots signifikanter Metabolite im Vergleich

der Patient*innen mit RRMS und gesunden Proband*innen. ........................... 84
Abbildung 37: Ergebnisibersicht: Boxplots signifikanter Metabolite der ANOVA
zum Vergleich der finf untersuchten Untergruppen. ...........cccoovvvvviieiiieeeeeeennns 88

7.3 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Arbeitsfahigkeit und Arbeitskapazitat der unter 65-jahrigen MS-

Patient*innen in Relation zum EDSS SCOre. .....cccoooeviviiiiiiiiiiiee e 10
Tabelle 2: MRT Diagnosekriterien der MS nach den McDonald Kriterien 2017.
......................................................................................................................... 13
Tabelle 3: Verlaufsmodifizierende Therapiemdglichkeiten der RRMS sowie des
01 T 17
Tabelle 4: Uberblickstabelle der drei untersuchten Medikamente. ................... 36

Tabelle 5: Patientencharakteristik der inkludierten Studienteilnehmer*innen. .. 50
Tabelle 6: Uberblick tiber signifikante annotierte Metaboliten der Hautabstriche

(o [ O U L0 (=1 = U 1 [T PRTR 51

103



Tabelle 7: Uberblick tiber signifikante annotierte Metaboliten der Hautabstriche
(0 =T S 1 1 SR 55

Tabelle 8: Uberblick Uiber signifikante annotierte Metaboliten der Mundabstriche.

Tabelle 9: Signifikante Metaboliten der ANOVA der Mundabstriche. Darstellung

signifikanter Paare nach dem Post Hoc Tukey TesSt........cccoevvieiiiiieeeveeeeiiinnnnn, 62
Tabelle 10: Ergebnisse der Pathway enrichment analysis. ............cccceevvvvvvnnnn. 74
Tabelle 11: ErgebnisSUDErSICNL. ......coovuuveiiie e 75
Tabelle 12: Literaturanalyse zu Stearinsdure im Kontext der MS..................... 86

Tabelle 13: Ergebnisibersicht im Kontext mdglicherweise veranderter

AV 1S 0] o] o] = VN 92
Tabelle 14: Inhaltsstoffe der Medikamente. ............cccoovveeeiiiiiiiiiiiiee e 96
Tabelle 15: Details der in der Studie verwendeten Reagenzien..................... 100
Tabelle 16: In der Studie verwendete Materialien. .........cccccccvvviviiiiiiiiiiniennnn. 101
Tabelle 17: Informationen verwendeter Geréte und Softwares. .........cccc....... 101

7.4 Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ANOVA einfache Varianzanalyse

BS Bipolare Storung

Ctrl.; NA Kontrollproband*innen

DI Direktinfusion

Dim Patient*innen mit Dimethylfumarat als Therapie
DM Diabetes mellitus

DNA Desoxyribonukleinsduren

EBV Epstein-Barr-Virus

EDSS Expanded Disability Status Scale

ESI Elektrospray-lonisation

FDR False Discovery Rate, Falscherkennungsrate
GC Gaschromatographie

GvHD Graft-versus-Host-Disease

104



H. pylori
HLA
HMDB

HPLC-MS

i.m.

i.V.
ICD

IgG
Inf-beta
JC-Virus
KEGG
KHK
KIS, CIS
KKNMS
KRK
KVD
LC-MS
M.
m/z-Werte
MRT
MS

Nat

NMDA-Rezeptor

NMR

Non

P. gingivalis

p.o.
PCA

PCOS
PML

Helicobacter pylori

Human leucocyte antigen (Genlokus)

Human Metabolome Database

High performance liquid chromatography mass
spectometry

intramuskular, Applikationsform

intravenos, Applikationsform

International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems

Immunglobulin G

Patient*innen mit Interferon als Therapie

Virus benannt nach John Cunningham

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Koronare Herzerkrankung

Klinisch isoliertes Syndrom

Kompetenznetz Multiple Sklerose
Kolorektales Karzinom

Kardiovaskulare Erkrankungen
Liquid-Chromatographie Massenspektrometrie
Morbus

Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
Magnetresonanztomographie

Multiple Sklerose

Patient*innen mit Natalizumab als Therapie
Glutamat Rezeptor N-methyl-D-Aspartat
Kernspinresonanzspektroskopie

Patient*innen ohne MS-spezifische Therapie
Porphyromonas gingivalis

perioral, Applikationsform

Principal component analysis, Hauptkomponentenanalyse

Polyzystisches Ovarialsyndrom

Progressive multifokale Leukenzephalopathie

105



PPMS

Pt.
p-Wert
QC
Q-TOF
rcf
RNA
RRMS
s.C.
SD
SHT
Sign.

SPMS

(T)

TGF-R
Thl7-Zellen
TOF

UAW

ZNS

Primary Progressive Multiple Sclerosis (primér
progredient)

Patient*innen mit RRMS

Signifikanzwert

Quality control, Qualitatskontrolle
Quadrupol-time-of-flight

Relative Zentrifugalbeschleunigung
Ribonukleinsauren

Relapse Remitting Multiple Sclerosis (schubférmig)
subkutan, Applikationsform

Standard deviation, Standardabweichung
Schadel-Hirn-Trauma

Signifikant

Secondary Progressive Multiple Sclerosis (sekundéar
progredient)

Als Therapeutikum eingesetzter Metabolit
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7.5 Patienteneinwilligung und -information
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Tel. +49(0)89 30622-236
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Unser Zeichen: St/aha

Patienteninformation und Einwilligungserkldarung zu
~Untersuchungen des Haut- und Darm-Mikrobioms von
Patienten mit Multipler Sklerose

und gesunden Probanden"

Sehr geehrte Patientin,

Sehr geehrter Patient,

Sie befinden sich in unserer ambulanten oder stationdren
Behandlung. Man nimmt an, dass Multiple Sklerose mit
Veranderungen der Besiedelung der Haut und des Darms mit
kinstlichen und natlrlichen Elementen einhergehen, die mit dem
bloBen Auge nicht zu erkennen sind. Um unseren noch geringen
Kenntnisstand zu diesem Gebiet zu vermehren, planen wir eine
Untersuchung und bitten Sie daflir um Ihre Mithilfe.

Wir mdchten die Hautbesiedelung und Darmbesiedlung (Stuhlproben)
von Patienten/innen, die mit verschiedenen Medikamenten behandelt
werden, untersuchen.

Der Hautabstrich erfolgt nach Ihrem Einverstandnis. Um die

Hautoberflache zu untersuchen, wird mit einem in Alkohol getrankten
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Wattebausch an mehreren Koérperstellen ein  Hautabstrich
abgenommen. Hierbei handelt es sich um ein ungefahrliches und Sie
nicht belastendes Verfahren. AnschlieBend wird die

Bakterienbesiedelung des Wattebausches im Labor untersucht.

Risiko-Nutzen-Abwagung

Der individuelle Nutzen flr den einzelnen Patienten ist gering, fir die
medizinische Wissenschaft aber wird ein hoher Erkenntnisgewinn
erwartet. Die Hautabstriche gehen nicht mit einem Risiko einher.
Einem sehr geringen Risiko steht ein hoher wissenschaftlicher

Erkenntnisgewinn gegentber.

Informationen zum Datenschutz

Seit dem 25.05.2018 gilt die neue EU-Datenschutz-Grundverordnung.

Diese sorgt fur mehr Transparenz bei der Verarbeitung, Nutzung,

Aufbewahrung und Léschung Ihrer persénlichen Daten.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften Uber die arztliche

Schweigepflicht und den Datenschutz eingehalten.

1) Rechtsgrundlage und Verarbeitungszweck:

Auf Basis Ihres freiwilligen Einverstandnisses werden von Ihnen
Stammdaten und Forschungsdaten ausschlieBlich zum Zweck der
Organisation und Durchfliihrung der Studie sowie zur Beantwortung

der Forschungsfragen erhoben.

2) Verantwortlichkeiten fiir die Datenverarbeitung:
Prof. Dr. Christoph Turck

Max-Planck-Institut flr Psychiatrie
Forschungsgruppe Proteomik und Biomarker
Kraepelinstr. 2-10, 80804 Miinchen

Tel.: 089/30622-317
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E-Mail: turck@psych.mpg.de

Prof. Dr. Axel Steiger

Max-Planck-Institut flr Psychiatrie

Klinik far Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und
Neurologie

Kraepelinstr. 2 -10

80804 Munchen

Tel.: 089/30622-236

Fax: 089/30622-552

E-Mail: steiger@psych.mpg.de

3) Zustdndige Datenschutzbeauftragte:

Ass.-jur. Heidi Schuster

Datenschutzbeauftragte far die Max-Planck-Gesellschaft
e.V.Generalverwaltung

Hofgartenstr. 8, 80539 Mlinchen

Tel.: 089-2108-1554

Fax: 089-2108- 1399

4) Zustandige Aufsichtsbehorde:

Bayerisches Landesamt fur Datenschutzaufsicht (BayLDA)
Promenade 27, 91522 Ansbach

Tel.: 098-1531300

Fax: 098-153981300

5) Empfanger Ihrer Daten:

Eine Weitergabe der Ihre Person identifizierenden Daten an Forscher
oder andere unberechtigte Dritte, etwa Versicherungsunternehmen

oder Arbeitgeber, erfolgt nicht.

6) Schutz Ihrer Daten:

Die personlichen Daten und Befunde werden nur in verschlisselter

(pseudonymisierter) Form weitergegeben, d.h. weder der Name noch

die Initialen noch das exakte Geburtsdatum erscheinen im
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Verschliusselungscode. Eine persdnliche Zuordnung ist nur Uber eine
separate Datenbank mdglich. Diese befindet sich zum einen in
schriftlicher Form in den Raumlichkeiten des Max-Planck-Instituts fur
Psychiatrie, zum anderen in elektronischer Form auf einem
gesicherten Server des Max-Planck-Instituts flr Psychiatrie. Der
Zugang zu den Originaldaten und den Verschllisselungscode sind auf

den Studienleiter Prof. Dr. Steiger und Prof. Dr. Turck beschrankt.

Wenn Sie zustimmen, dass Ihre persdnlichen Daten, Proben und
Fragebdgen auch flr zukinftige Studien zur Verfligung stehen (siehe
Einwilligungserklarung), muss die Verschlisselung zuklinftig
aufgehoben werden koénnen. Eine Entschlisselung kann aus
medizinischen oder wissenschaftlichen Grinden erforderlich sein.
Falls medizinische Grunde vorliegen, kann die Entschlisselung Uber
die oben genannten Personen zeitnah erfolgen. Vor einer
Entschlisselung aus wissenschaftlichen Grinden muss fur das
spezifische Forschungsvorhaben ein zustimmendes Votum einer

Ethikkommission vorliegen.

Unsere Untersuchungen werden teilweise auch in Zusammenarbeit
mit anderen Forschungsgruppen durchgeflhrt, die Gber neue oder
andere technische Methoden zur Analyse verfugen. In diesem Fall
werden die in dieser Studie erhobenen Daten (Fragebdgen, Befunde
der Hautabstriche und Stuhlproben) in anonymisierter Form an

wissenschaftliche Kooperationspartner weitergegeben.

Wenn Sie zustimmen (s. Einwilligungserklarung), durfen Ihre Daten
und Proben in anonymisierter Form auch fur kommerzielle Zwecke an
Biotechnologiefirmen oder die pharmazeutische Industrie abgegeben
werden. Durch Ihre Zustimmung zu diesem letztgenannten Punkt
erkldaren Sie sich damit einverstanden, dass diese Firmen
Entwicklungen und Erfindungen, die aus diesen Ergebnissen
hervorgehen, verwenden kdénnen. Flr kollaborierende Gruppen oder

Firmen ist eine Zuordnung der Daten zu den Patienten nicht méglich.
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Im Falle von Verdéffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die

Vertraulichkeit der persénlichen Daten gewahrleistet.

7) Speicherung Ihrer Daten:

Wahrend der klinischen Prifung werden medizinische Befunde und
personliche Informationen von Ihnen erhoben und in der Prifstelle in
Ihrer persénlichen Akte niedergeschrieben oder elektronisch
gespeichert. Die fur die klinische Prifung wichtigen Daten werden
zusatzlich in pseudonymisierter Form gespeichert und ausgewertet.
Die Aufbewahrung erfolgt im Max-Planck-Institut fir Psychiatrie fur
die Dauer von hdchstens 25 Jahren, welches der gesetzlichen

Aufbewahrungsfrist entspricht.

8) Ihre Rechte:
Sie haben jederzeit das Recht auf die Sperrung, Berichtigung und ggf.

Léschung oder Vernichtung Ihrer Daten, Fragebégen und Proben. Sie
kdnnen der Verarbeitung Ihrer Daten, Fragebdgen und Proben
jederzeit widersprechen und Ihre Einwilligung ohne Angabe von
Grunden formlos widerrufen. Im Falle des Widerrufs Ihrer Einwilligung
werden die gespeicherten Daten (inklusive Fragebdgen) geléscht und
Ihre Proben vernichtet, sofern keine wissenschaftliche Griinde oder
Aufbewahrungsfristen dem entgegenstehen. Nach vollstandiger
Anonymisierung ist eine Léschung und Vernichtung Ihrer Daten und
Proben nicht mehr mdglich.

AuBerdem haben Sie das Recht, jederzeit Auskunft Uber Ihre Daten
zu erhalten und sich diese in einem gangigen Format ausgeben zu
lassen bzw. an jemand anderen zu Ubertragen. Sollten Sie der
Ansicht sein, dass die Verarbeitung Ihrer Daten nicht rechtmaBig
erfolgt, haben Sie das Recht, sich jederzeit bei der zustandigen
Aufsichtsbehérde flir den Datenschutz zu beschweren (siehe Punkt
4).
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Einwilligungserklarung

Ich bin Uber Sinn und Ablauf der Studie ,Untersuchungen des
Haut- und Darm-Mikrobioms von Patienten mit Multipler
Sklerose und gesunden Probanden™ aufgeklart worden. Ich
erklare mich mit der Teilnahme an der Studie einverstanden und
weiB, dass die Teilnahme freiwillig ist. Ich weiB, dass ich mein
Einverstandnis jederzeit ohne Angabe von Grinden und ohne
irgendwelche Nachteile widerrufen kann. Mir ist bekannt, dass meine
Identitat geheim gehalten wird und dass meine Daten nur Uber eine
individuelle Kennnummer identifiziert werden. Ich bin mit der
Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten nach

MaBgabe der Patienteninformation einverstanden.

Meine Daten und Proben werden in doppelter Kodierung in der
Biobank am Max-Planck-Institut flir Psychiatrie gelagert, die in
Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

betrieben wird und von dieser zustimmend bewertet wurde.

Meine Daten und Proben sind in irreversibel anonymisierter Form
auch flr zuklnftige wissenschaftliche Studien verfligbar, sofern diese

von einer Ethikkommission genehmigt wurden.

1aQO Nein()

Meine Daten und Proben dirfen in irreversibel anonymisierter Form
im Rahmen von wissenschaftlichen Kooperationen oder flr
kommerzielle Zwecke an Biotechnologiefirmen oder die

pharmazeutische Industrie abgegeben werden.

JaQO Nein(O)
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Das vorliegende Informationsblatt wurde mir ausgehandigt,

einschlieBlich der Zusatzinformation zum Datenschutz.

Ich bin mir im Klaren, dass keine Wegeversicherung flir diese Studie
besteht*. AuBerdem wurde dariber aufgeklart, dass flr meine
Teilnahme an der Studie kein gesonderter Versicherungsschutz
besteht, da eine Gefahrdung durch die Teilnahme nicht zu erwarten
ist. Fir Schaden, die durch Mitarbeiter des Max-Planck-Instituts fur
Psychiatrie verursacht werden, besteht jedoch Schutz Uber eine

betriebliche Haftpflichtversicherung.

Minchen, den

Patient/in Aufklarende Person

Unterschrift Unterschrift

*Dieser Hinweis gilt fir ambulante Patienten, die an der Studie

teilnehmen.
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7.6 Probandeneinwilligung und -information
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MAX-PLANCK-INSTITUT FUR PSYCHIATRIE

DEUTSCHE FORSCHUNGSANSTALT FUR PSYCHIATRIE

KLINIK FUR PSYCHIATRIE UND PSYCHOTHERAPIE, PSYCHOSOMATIK UND NEUROLOGIE
ZENTRUM FUR NERVENHEILKUNDE MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT

DIREKTOR DER KLINIK UND CHEFARZT

PROF. DR. DR. MARTIN E. KECK

Prof. Dr. Axel Steiger
Oberarzt und Studienleiter
Max-Planck-Institut e

Kraepelinstr. 2-10 e D-80804 Munchen

Tel. +49(0)89 30622-236
Fax. +49(0)89 30622-552
Email: steiger@psych.mpg.de
Internet: www.mpipsykl.mpg.de
Unser Zeichen: St/aha

Probandeninformation und Einwilligungserkldarung zu
~Untersuchungen des Haut- und Darm-Mikrobioms von
Patienten mit neurologischen sowie psychiatrischen
Erkrankungen

und gesunden Probanden"

Sehr geehrte Dame,

Sehr geehrter Herr,

Man nimmt an, dass neurologische und psychiatrische Erkrankungen
mit Veranderungen der Besiedelung der Haut und der Darmoberflache
mit klnstlichen und naturlichen Elementen einhergehen, die mit dem
bloBen Auge nicht zu erkennen sind. Um unseren noch geringen
Kenntnisstand auf diesem Gebiet zu vermehren, planen wir
Untersuchungen zur Hautbesiedelung bei Patienten mit Multipler
Sklerose sowie psychiatrischen und neurologischen Erkrankungen.
Zum Vergleich der Befunde bei den Patienten soll die Haut gesunder
freiwilliger Versuchspersonen untersucht werden und wir fragen Sie,
ob Sie fur eine solche Untersuchung zur Verfligung stehen. Um die

Hautoberflache zu untersuchen, wird mit einem in Alkohol getrankten
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Wattebausch an mehreren Kdérperstellen ein Hautabstrich genommen.
Hierbei handelt es sich um ein ungefahrliches und Sie nicht belastendes
Verfahren. AnschlieBend wird die Besiedelung der Hautoberflache im
Labor untersucht.

Zur Teilnahme an dieser Studie suchen wir gesunde erwachsene
Manner und Frauen. Sie werden von uns eingehend Uber die
Untersuchung informiert. Die Teilnahme an der Untersuchung wird mit
20 € honoriert.

Risiko-Nutzen-Abwagung

Der individuelle Nutzen flr den einzelnen Probanden ist gering, flr die
medizinische Wissenschaft wird ein hoher Erkenntnisgewinn erwartet.
Die Hautabstriche gehen nicht mit einem Risiko einher. Einem sehr
geringen Risiko steht ein hoher wissenschaftlicher Erkenntnisgewinn

gegenuber.

Informationen zum Datenschutz

Seit dem 25.05.2018 gilt die neue EU-Datenschutz-Grundverordnung.

Diese sorgt fur mehr Transparenz bei der Verarbeitung, Nutzung,

Aufbewahrung und Léschung Ihrer persénlichen Daten.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften Uber die arztliche

Schweigepflicht und den Datenschutz eingehalten.

1) Rechtsgrundlage und Verarbeitungszweck:

Auf Basis Ihres freiwilligen Einverstandnisses werden von Ihnen
Stammdaten und Forschungsdaten ausschlieBlich zum Zweck der
Organisation und Durchflihrung der Studie sowie zur Beantwortung der

Forschungsfragen erhoben.

2) Verantwortlichkeiten fiir die Datenverarbeitung:
Prof. Dr. Christoph Turck

Max-Planck-Institut flir Psychiatrie
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Forschungsgruppe Proteomik und Biomarker
Kraepelinstr. 2-10, 80804 Miinchen

Tel.: 089/30622-317

E-Mail: turck@psych.mpg.de

Prof. Dr. Axel Steiger

Max-Planck-Institut flr Psychiatrie

Klinik far Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und
Neurologie

Kraepelinstr. 2 -10

80804 Minchen

Tel.: 089/30622-236

Fax: 089/30622-552

E-Mail: steiger@psych.mpg.de

3) Zustandige Datenschutzbeauftragte:

Ass.-jur. Heidi Schuster

Datenschutzbeauftragte far die Max-Planck-Gesellschaft
e.V.Generalverwaltung

Hofgartenstr. 8, 80539 Mlinchen

Tel.: 089-2108-1554

Fax: 089-2108- 1399

4) Zustandige Aufsichtsbehorde:

Bayerisches Landesamt flur Datenschutzaufsicht (BayLDA)
Promenade 27, 91522 Ansbach

Tel.: 098-1531300

Fax: 098-153981300

5) Empfénger Ihrer Daten:

Eine Weitergabe der Ihre Person identifizierenden Daten an Forscher
oder andere unberechtigte Dritte, etwa Versicherungsunternehmen

oder Arbeitgeber, erfolgt nicht.
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6) Schutz Ihrer Daten:

Die personlichen Daten und Befunde werden nur in verschllsselter

(pseudonymisierter) Form weitergegeben, d.h. weder der Name noch
die Initialen noch das exakte Geburtsdatum erscheinen im
Verschllsselungscode. Eine personliche Zuordnung ist nur Uber eine
separate Datenbank mdglich. Diese befindet sich zum einen in
schriftlicher Form in den Raumlichkeiten des Max-Planck-Instituts fur
Psychiatrie, zum anderen in elektronischer Form auf einem gesicherten
Server des Max-Planck-Instituts flr Psychiatrie. Der Zugang zu den
Originaldaten und den Verschliisselungscode sind auf den Studienleiter

Prof. Dr. Steiger und Prof. Dr. Turck beschrankt.

Wenn Sie zustimmen, dass Ihre persdnlichen Daten und Proben auch
fur zuklnftige Studien zur  Verfligung stehen (siehe
Einwilligungserklarung), muss die Verschlisselung zuklnftig
aufgehoben werden koénnen. Eine Entschlisselung kann aus
medizinischen oder wissenschaftlichen Grinden erforderlich sein. Falls
medizinische Grinde vorliegen, kann die Entschlisselung Uber die
oben genannten Personen zeitnah erfolgen. Vor einer Entschlisselung
aus wissenschaftlichen Grinden muss flir das spezifische
Forschungsvorhaben ein zustimmendes Votum einer Ethikkommission

vorliegen.

Unsere Untersuchungen werden teilweise auch in Zusammenarbeit mit
anderen Forschungsgruppen durchgefihrt, die Uiber neue oder andere
technische Methoden zur Analyse verfugen. In diesem Fall werden die
in dieser Studie erhobenen Daten (Befunde der Hautabstriche und
Stuhlproben) in anonymisierter Form an  wissenschaftliche

Kooperationspartner weitergegeben.

Wenn Sie zustimmen (s. Einwilligungserklarung), dirfen Ihre Daten
und Proben in anonymisierter Form auch fir kommerzielle Zwecke an
Biotechnologiefirmen oder die pharmazeutische Industrie abgegeben
werden. Durch Ihre Zustimmung zu diesem letztgenannten Punkt

erklaren Sie sich damit einverstanden, dass diese Firmen
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Entwicklungen und Erfindungen, die aus diesen Ergebnissen
hervorgehen, verwenden kdnnen. Fur kollaborierende Gruppen oder
Firmen ist eine Zuordnung der Daten zu den Studienteilnehmern nicht
maglich.

Im Falle von Veroéffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die

Vertraulichkeit der persoénlichen Daten gewahrleistet.

7) Speicherung Ihrer Daten:

Wahrend der klinischen Prifung werden medizinische Befunde und
persdnliche Informationen von Ihnen erhoben und in der Prifstelle in
Ihrer persdnlichen Akte niedergeschrieben oder elektronisch
gespeichert. Die flUr die klinische Prifung wichtigen Daten werden
zusatzlich in pseudonymisierter Form gespeichert und ausgewertet.
Die Aufbewahrung erfolgt im Max-Planck-Institut flir Psychiatrie fir die
Dauer von hochstens 25 Jahren, welches der gesetzlichen

Aufbewahrungsfrist entspricht.

8) Ihre Rechte:
Sie haben jederzeit das Recht auf die Sperrung, Berichtigung und ggf.

Léschung oder Vernichtung Ihrer Daten und Proben. Sie kénnen der
Verarbeitung Ihrer Daten und Proben jederzeit widersprechen und Ihre
Einwilligung ohne Angabe von Grinden formlos widerrufen. Im Falle
des Widerrufs Ihrer Einwilligung werden die gespeicherten Daten
geldéscht und Ihre Proben vernichtet, sofern keine wissenschaftliche
Grunde oder Aufbewahrungsfristen dem entgegenstehen. Nach
vollstandiger Anonymisierung ist eine Léschung und Vernichtung Ihrer
Daten und Proben nicht mehr mdglich.

AuBerdem haben Sie das Recht, jederzeit Auskunft Gber Ihre Daten zu
erhalten und sich diese in einem gangigen Format ausgeben zu lassen
bzw. an jemand anderen zu Ubertragen. Sollten Sie der Ansicht sein,
dass die Verarbeitung Ihrer Daten nicht rechtmaBig erfolgt, haben Sie
das Recht, sich jederzeit bei der zustandigen Aufsichtsbehdrde fir den

Datenschutz zu beschweren (siehe Punkt 4).
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Einwilligungserklarung

Ich bin Gber Sinn und Ablauf der Studie ,,Untersuchungen des Haut-
und Darm-Mikrobioms von Patienten mit neurologischen sowie
psychiatrischen Erkrankungen und gesunden Probanden"
aufgeklart worden. Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Studie
einverstanden und weiB3, dass die Teilnahme freiwillig ist. Ich weiB3,
dass ich mein Einverstandnis jederzeit ohne Angabe von Grinden und
ohne irgendwelche Nachteile widerrufen kann. Mir ist bekannt, dass
meine Identitat geheim gehalten wird und dass meine Daten nur Uber
eine individuelle Kennnummer identifiziert werden. Ich bin mit der
Erhebung und Verwendung persénlicher Daten und Befunddaten nach

MaBgabe der Probandeninformation einverstanden.

Meine Daten und Proben werden in doppelter Kodierung in der Biobank
am  Max-Planck-Institut fir  Psychiatrie gelagert, die in
Ubereinstimmung mit den Richtlinien der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen

betrieben wird und von dieser zustimmend bewertet wurde.

Meine Daten und Proben sind in irreversibel anonymisierter Form auch
fur zuklnftige wissenschaftliche Studien verfligbar, sofern diese von

einer Ethikkommission genehmigt wurden.

1aO Nein(O

Meine Daten und Proben dlirfen in irreversibel anonymisierter Form im
Rahmen von wissenschaftlichen Kooperationen oder fir kommerzielle
Zwecke an Biotechnologiefirmen oder die pharmazeutische Industrie

abgegeben werden.

1aQO Nein()
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Das vorliegende Informationsblatt wurde mir ausgehandigt,

einschlieBlich der Zusatzinformation zum Datenschutz.

Ich bin mir im Klaren, dass keine Wegeversicherung flir diese Studie
besteht.* AuBerdem wurde dariber aufgeklart, dass flr meine
Teilnahme an der Studie kein gesonderter Versicherungsschutz
besteht, da eine Gefahrdung durch die Teilnahme nicht zu erwarten ist.
Fir Schaden, die durch Mitarbeiter des Max-Planck-Instituts fur
Psychiatrie verursacht werden, besteht jedoch Schutz Uber eine

betriebliche Haftpflichtversicherung.

Minchen, den

Proband/in Aufklarende Person

Unterschrift Unterschrift

*Dieser Hinweis gilt fir ambulante Patienten, die an der Studie

teilnehmen.
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7.7 Anamnesebogen

Fragebogen fir Teilnehmer*innen der Studie ,,Untersuchungen
des Haut-Metaboloms von Patient*innen mit Multipler Sklerose

und gesunden Probanden*

AV 0] 1 1= 1 (< T
NaCchName: ...
Geburtsdatum: .......oovvveie e

Geschlecht: mannlich weiblich [

Bitte beantworten Sie folgende Fragen:

1. Besteht bei Ihnen die Multiple Sklerose in schubfémiger Verlaufsform?

2. Wann wurde die Erkrankung Multiple Sklerose bei Ihnen diagnostiziert?

3. Leiden Sie zurzeit unter anderen kérperlichen oder neurologischen
Erkrankungen (z.B. Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Migrane, Herzinfarkt,
Schlaganfall, Tumorerkrankung, etc.)? Wenn ja, unter welcher? Gab es in lhrer
Vergangenheit andere gravierende Erkrankungen?

4. Leiden Sie derzeit unter einer Hauterkrankung, fur die Sie regelmafig
medizinische Salben, Cremes, Lotionen etc. verwenden missen?
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5. Bestehen oder bestanden psychiatrische Erkrankungen (z.B. Depression,
bipolare Stérung, Schizophrenie etc.)? Wenn ja, unter welcher?

6. Welche Medikamente nehmen Sie aktuell ein? Bitte geben Sie die
Dosierungen an.
(bitte auch Vitamin D etc. angeben)

7. Haben Sie innerhalb der letzten 4 Wochen ein Antibiotikum oder Cortison-
Praparat eingenommen oder angewendet? (Tablette, Infusion, Creme...) Wenn
ja, welches und wann?

8. Nehmen Sie Drogen oder andere suchterzeugende Substanzen ein?
Wie viel Alkohol konsumieren Sie schatzungsweise in einer Woche?

9. Rauchen Sie? Wenn ja, wieviel und seit wann?

10. Haben Sie spezielle Erndhrungsgewohnheiten? Zum Beispiel vegetarische,
vegane Erndhrung? Leben Sie mit Haustieren zusammen? Wenn ja, welche?

11. Wann haben Sie zuletzt geduscht/gebadet, sowie Lotionen, Kosmetika u. A.
verwendet?

12. Wann haben Sie zuletzt Zahne geputzt und gegessen?

Mit meiner Unterschrift bestéatige ich, dass ich alle Fragen vollstandig und
wahrheitsgemal beantwortet habe.

Ort und Datum:
Unterschrift des Studienteilnehmers/der Studienteilnehmerin:
Aktueller/letzter EDSS-Score:
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