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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Multiple Sklerose (im Folgenden als MS abgekiirzt) ist eine primidr entziindliche
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). Sie ist die héufigste neurologische
Erkrankung im jungen Alter und gilt als am haufigsten zu einer Behinderung fiihrenden
Erkrankung junger Menschen (Milo und Kahana 2009). Die Atiologie der MS ist noch
weitestgehend unbekannt. Genetische, immunologische und Umweltfaktoren werden
herangezogen, um die Komplexitit und Heterogenitit der Erkrankung zu erkliren. (ebd.).
Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Erforschung des genetischen Risikos, an MS zu
erkranken. Im Speziellen wird untersucht, ob und inwiefern HLA-Typen und -
Konstellationen einen Einfluss auf den Verlauf und die Prognose der Erkrankung haben.
Das Ziel der Arbeit ist es herauszufinden, ob der in der Literatur fiir Westeuropéer
(Kaukasier) als groftes genetisches Risiko geltende HLA-Haplotyp
DRB5*01:01~DRB1#15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 (kurz: DRBI1*15:01) in der
vorliegend bearbeiteten MS-Kohorte ebenfalls einen genetischen Risikofaktor darstellt. Es
werden in erster Linie HLA-Klasse-II-Allele untersucht. Bei einigen Patienten (etwa 30%)
werden zusédtzlich HLA-Klasse-I-Allele untersucht, da wissenschaftliche Befunde
vorliegen, die bestitigen, dass HLA-Klasse-I-Allele einen ebenfalls modulierenden
Einfluss auf die MS haben. Hierflir werden zunichst die Haufigkeiten der HLA-Klasse-I
und HLA-Klasse-II-Allele der MS-Patienten untersucht. Diese Frequenzberechnungen
werden auch in der Kontrollkohorte durchgefiihrt. In der Kohorte der MS-Patienten werden
die Frequenzen fiir festgelegte klinische Parameter bestimmt. Folgenden Fragen soll
anhand der weiteren Berechnungen nachgegangen werden:

Wie hiufig kommt DRB1*15:01 mit den in der Literatur als relevant erscheinenden HLA-
Klasse-I-Allele A2, A3, B7 und B44 vor? Gibt es diesbeziiglich eine Besonderheit bei den
DRB1*15:01-Homozygoten? Welchen Einfluss hat DRB1*15:01 auf die Verlaufsform der
MS? Verdndern sich die Héaufigkeiten der Verlaufsformen bei der Kombination von
DRB1*15:01 mit den genannten HLA-Klasse-I-Allelen? Ergibt eine bestimmte
Kombination einen milderen oder aggressiveren Verlauf?

Die Berechnungen sollen den Effekt des genannten Haplotyps bzw. der Allelkombination
auf die Schwere und den Verlauf der MS in der vorliegenden Kohorte darstellen. Hierbei
wird die Progression der Erkrankung eine zentrale Rolle spielen, die anhand von EDSS-

Wert und MS-Dauer berechnet werden soll. Das Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen,
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ob die genetischen Parameter einen Einfluss auf die Progression der Erkrankung haben.
Weitere Fragen, denen daher nachgegangen werden soll, sind:

Wie wirkt sich DRB1*15:01 im heterozygoten Zustand auf den Progress der Erkrankung
aus? Zeigt sich ein aggressiverer Progress der Homozygoten? Wie verlduft die Erkrankung
bei DRB1*15:01-positiven Patienten, die eine Allelkombination mit HLA-A2, -A3, -B7
und/oder —B44 zeigen?

AbschlieBend soll in der Diskussion erortert werden, ob in der vorliegenden Kohorte eine
Relevanz fiir das Auftreten, den Verlauf, sowie den Progress der MS im Zusammenhang
mit den genannten HLA-Allelen besteht. Es soll in der Diskussion auflerdem besprochen
werden, ob sich ein genetisches Screening bei betroffenen Eltern(teilen) oder MS-

typischen Zufallsbefunden im MRT anbietet und welche Konsequenzen dies hitte.

2 Einleitung

2.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose ist eine Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS), bei der die
lokalen Ansammlungen von Lymphozyten zu einer Zerstorung und Sklerosierung der
Myelinscheide und der Axone fiihren (Compston und Coles 2008). Bei den meisten
Patienten spiegeln die Symptome eine Beteiligung des motorischen, sensorischen,
visuellen und autonomen Systems wider (ebd.).

Als typische Symptome gelten spastische Paresen, Extremititen- und Gangataxie,
Sehschwiche, Missempfindungen und Blasen- und Sexualstorungen. Jedoch ist die
klinische Manifestation der MS sehr vielfdltig, da der beschriebene entziindliche und
anschlieBend sklerosierende Prozess jeden Abschnitt des ZNS, meist die weile Substanz,
betreffen kann. Auch der Verlauf der MS ist variabel, so kann es zu schubférmigen
neurologischen Symptomen genauso wie zum progredienten Auftreten der Symptome
kommen (Lublin et al. 1996). Fiir die Diagnosestellung ist die Dissemination in Zeit und
Raum bedeutend (Milo und Kahana 2009).

Das weibliche Geschlecht ist mehr als doppelt so hdufig betroffen, wie das médnnliche. Des
Weiteren zeigt sich ein Altersgipfel zwischen dem 20. und dem 40. Lebensjahr (Sospedra
und Martin 2005). Weitere Einzelheiten zu der Erkrankung werden in den folgenden
Kapiteln besprochen.



2.1.1 Epidemiologie

Weltweit leben etwa 2-2,5 Millionen an MS erkrankte Menschen (Milo und Kahana 2009).
Die Priavalenz, das heiit die Zahl der in einer Bevolkerung gleichzeitigen
Erkrankungsfille, liegt zwischen 60-200/100 000 in Nordeuropa und Nordamerika und
variiert zwischen 6-20/100 000 in Lindern mit geringem Erkrankungsrisiko (z.B. Japan)
(Sospedra und Martin 2005).

Hein und Hopfenmiiller errechneten in ihrer Studie (2000), dass in Deutschland 122.000
Menschen mit MS leben.

Allgemein unterliegt die Privalenzrate der MS einem Nord-Siid-Gefélle unabhidngig von
genetischen Faktoren (Ebers 1993). Auch Kurtzke beschreibt eine geographische
Verteilung der MS. Er unterscheidet, abhdngig von der MS-Frequenz, drei Zonen mit
hoher (mind. 30/100.000), mittlerer und niedriger (<5/100.000) Pravalenz. Zu den
Regionen mit hohem MS-Risiko zdhlen die meisten Teile Europas, Israel, Kanada, Teile

Australiens, Neuseeland und der Osten Russlands. (Kurtzke 2000).

2.1.2 Pathogenese und Risikofaktoren

Die Atiologie der MS ist nicht vollstindig geklirt und ist weiterhin Thema vieler
Forschungsgruppen. Die am haufigsten gebrauchte Theorie zur Entstehung der MS beruht
auf der Bildung autoaggressiver CD4+ T-Zellen, die der Deletion im Thymus wéhrend der
Kontrollmechanismen neugebildeter Lymphozyten entgangen sind. Die Zellen richten sich
gegen MBP (Myelin-basisches Protein) oder andere Proteine des ZNS. Eine Hypothese
beziiglich der Entstehung von MS bezieht sich auf die Aktivierung primédr inaktiver,
unterdriickter oder sogenannter ,,ignorant cells*. Es wird vermutet, dass die Entstehung der
autoreaktiven T-Zellen auf einem molekularen Mimikry wihrend bakterieller oder viraler
Infektionen beruht (Hohlfeld 1997). Die oben beschriebene Zerstorung der weillen
Substanz des ZNS wird durch weitere Komponenten des Immunsystems vermittelt, wie
Antikorper, das Komplementsystem, CD8+ T-Zellen und die Freisetzung der angeborenen
Immunzellen (NK-Zellen). Stérungen der Immunmodulation durch beispielsweise Th2
Zellen, regulatorische CD4+ Zellen und natiirliche Killerzellen kdnnen fiir das Auftreten
der MS in Schiiben bzw. fiir den chronisch progredienten Verlauf der Erkrankung
verantwortlich sein (Sospedra und Martin 2005).

Das pathologische Merkmal der Multiplen Sklerose ist die demyelisierte Plaque, die aus

einem abgrenzbaren hypozelluldren Bereich durch den Verlust von Myelin und der
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Ausbildung astrozytidrer Narben besteht. Die Lésionen finden sich bevorzugt am N.
opticus, periventrikuldr, im Hirnstamm, Kleinhirn und Riickenmark und sind hiufig von
mittelgroen GefdBBen umgeben (Noseworthy et al. 2000).

Neben dem beschriebenen entziindlichen Geschehen gibt es noch den neurodegenerativen
Bestandteil der Erkrankung. Wéhrend des anfdnglichen schubformigen Zeitraums der
Erkrankung, scheint die entziindlich-demyelisierende Komponente pathophysiologisch
vorzuherrschen. Histopathologisch unterscheidet man vier Subtypen der Multiplen
Sklerose. Bei den Subtypen I und II herrscht der Makrophagen- bzw. T-Zell-vermittelte
Entmarkungshergang vor, wobei bei den Subtypen III und IV eine primire Erkrankung der
Oligodendroglialzellen vorliegt (Lassmann et al. 2001). Beim progressiven Verlauf jedoch
dominiert der neurodegenerative Vorgang mit axonaler Schiddigung (Briick und

Stadelmann 2003).

Neben der Atiologie sind auch die Risikofaktoren der Erkrankung weiterhin Gegenstand
intensiver Forschung. Migrationsstudien haben gezeigt, dass das Risiko, an MS zu
erkranken von dem Alter abhdngig ist, in dem die Auswanderung stattfindet. So nehmen
Personen unter ihrem 15. Lebensjahr das Risiko des zu immigrierenden Landes an,
wiahrend Migranten iiber 15 Jahren das Risiko ihres Ursprungslandes beibehalten. Diese
Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass Umweltfaktoren in der Kindheit einen Einfluss
auf das Erkrankungsrisiko haben und, durch die Festlegung der Altersschwelle bei 15
Jahren, die personliche Préadisposition eine Rolle fiirs Erkrankungsrisiko spielt (Kurtzke
2000). Die Erkrankungswahrscheinlichkeit kann sich bei Migration aus einem

Hochrisikogebiet in ein Niedrigrisikogebiet verringern (Dean 1967).

Die geographische Abhingigkeit des Auftretens der MS wird von manchen Autoren durch
genetische Faktoren erklart. Bulman und Elbers (1996) gehen davon aus, dass die
geographische Aufteilung der MS durch die Verteilung der Skandinavier in den USA und
Europa zu erkldren sei. Weiterhin gibt es Ethnien aus den skandinavischen Léndern und
Schottland, die sehr anfillig fiir die Erkrankung sind, wobei u.a. in Japan und China,
auflerdem unter Afroamerikanern und Eskimos die MS-Rate sehr niedrig ist (Milo und

Kahana 2009).

Ein weiterer Hinweis auf die genetische Komponente ist das familidr gehdufte Auftreten

der MS. Das Risiko zu erkranken hingt vom Grad der Verwandtschaft zur erkrankten
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Person ab. So haben Verwandte ersten Grades eine hohere Wahrscheinlichkeit (3%)
ebenfalls an MS zu erkranken, als Verwandte zweiten Grades (1%) (Compston und Coles
2008). Die Relevanz der genetischen Faktoren wurde auferdem durch Zwillingsstudien
bestdtigt. Hawkes und Macgregor fanden eine Konkordanzrate von 25-30% und einen
Erblichkeitsindex von 0,25-0,76 bei eineiigen Zwillingen. Etwa 20% der MS-Patienten

haben mindestens einen betroffenen Verwandten (ebd.).

Die Studien sprechen eher fiir eine genetische Disposition, als fiir ein genetisches Risiko
im Sinne der Mendelschen Erbgénge. Seit etwa zwei Jahrzehnten ist bekannt, dass ein
bestimmter HLA-Klasse-II-Haplotyp, ndmlich DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02
~DQB1*06:02 bei Westeuropdern (Kaukasiern) den grofSiten Teil des genetischen Risikos
vermittelt, an MS zu erkranken (Sospedra und Martin 2005). Populationen mit einer hohen
Frequenz dieses Haplotyps haben das grofite Risiko, an MS zu erkranken (Noseworthy et
al. 2000). Der genannte Haplotyp vermittelt sowohl bei heterozygoten, sowie bei
homozygoten Trigern den groBten Teil des genetischen Risikos, wobei bei homozygoten
Tragern das Risiko nochmals erhoht ist. 2003 teilten Barcellos und Kollegen MS-Patienten
nach ihrem EDSS nach einer bestimmten Anzahl von Jahren in ,,Mild MS* und ,,Non-mild
MS* ein und fanden signifikant weniger homozygote Patienten fiir den genannten
Haplotyp in der Kohorte ,,Mild MS*. Es wurde kein signifikanter Einfluss des genetischen
Risikofaktors auf die Verlaufsform und die Erstmanifestation der MS gefunden (Barcellos
et al. 2003).

Trigger der Erkrankung kann bei genetischem Risiko eine virale Infektion sein. So erhdht
eine Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus das Risiko, an MS zu erkranken (Compston und
Coles 2008). Als weiterer Risikofaktor wird der Vitamin D-Mangel diskutiert. Laut Ebers
(2008) wird der Zusammenhang zwischen Multivitamin-Einnahme und niedrigem MS-
Risiko bei Krankenschwestern auf die Einnahme von Vitamin D zuriickgefiihrt. Weiterhin
gibt Ebers (2008) an, dass die erhohte Privalenz fiir MS bei Personen, die im Mai geboren
sind, einem Mangel an Vitamin D der Mutter in den Wintermonaten geschuldet sein kann.
Der genannte Haplotyp DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02, der bei
Kaukasiern das grofite genetische Risiko vermittelt, an MS zu erkranken, hat einen
,»Vitamin D Response Element (VDRE)“ in der proximalen Promoterregion des HLA-
DRBI. Dieser verbindet den wichtigsten Umweltfaktor mit dem genetischen Faktor der
MS (Ramagopalan et al. 2009). In der Studie von Ramagopalan et al. (2009) war das

genannte VDRE bei allen Patienten mit dem genannten Haplotyp vorhanden, weiterhin war
5



eine Anzahl an Nukleotiden bei allen Individuen, die den genannten Haplotyp nicht hatten,

ausgetauscht.

2.2 Diagnostik der Multiplen Sklerose

Grundlage fiir die Diagnostik der MS sind die ausfiihrliche Anamnese, die neurologische
Untersuchung und  weitere  diagnostische  Untersuchungsmethoden, wie die
Kernspintomographie von Kopf und Halswirbelsdule, Liquorpunktion und
elektrophysiologische Verfahren, wie Visuell evoziertes Potenzial (VEP), Somatosensibel
evoziertes Potenzial (SEP) und Motorisch evoziertes Potenzial (MEP). Hauptkriterium fiir
die Diagnose der MS ist die Dissemination der entziindlichen Entmarkungsherde im ZNS
in Raum und Zeit. Die Dissemination im Raum besagt, dass die Beschwerden an zwei
unterschiedlichen Orten des ZNS auftreten miissen (z.B. Sehnerventziindung und
Hirnstammsyndrom). Die Dissemination in der Zeit fordert, dass die Symptome bzw.

Lisionen zu unterschiedlichen Zeitpunkten stattgefunden haben miissen.

Um die Diagnosekriterien fiir die MS zu vereinheitlichen, werden seit 2001 vor allem die
McDonald-Kriterien genutzt (McDonald et al. 2001). Damit wurden die bis dahin
gebriuchlichen Kriterien nach Schuhmacher (1965) und Poser (1983) in den Hintergrund
gedrangt.

Die 1965 von Schuhmacher veroffentlichten Kriterien stiitzen sich vor allem auf den
klinisch-neurologischen Untersuchungsbefund und fordern zwei Schiibe und den Nachweis
von mindestens zwei Lésionen. Poser fligte 1983 erstmals auch die paraklinischen Befunde
aus Liquorpunktion und Elektrophysiologie hinzu und schriankte damit auch den Gebrauch
des Begriffes ,,mogliche MS* ein (Poser et al. 1983). Beiden Diagnosekriterien ist gemein,
dass mindestens zwei Schiibe notig sind, um die Diagnose MS zu stellen und weiterhin,
dass das MRT als diagnostisches Mittel nicht herangezogen wird.

Die Kriterien nach McDonald (2001) beruhen vor allem auf dem klinischen
Untersuchungsbefund und auf dem kernspintomographischen Nachweis von Lésionen
(siche unten, Tabelle 1). Diese werden mit weiteren paraklinischen Befunden (siehe
Tabelle 1) herangezogen, um die Diagnose MS zu stellen. Ein Nachweis der rdumlichen
und zeitlichen Dissemination war hiermit klinisch ohne einen zweiten Schub zu erbringen,
was die Diagnosestellung bereits bei Vorliegen eines Schubes mdglich machte (McDonald

et al. 2001). 2005 gab es eine Revision der Kriterien, die auf der Grundlage der klinischen
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Erfahrung die Diagnosestellung zeitiger moglich machte und vereinfachte. Im Folgenden

ist eine Tabelle mit den Kriterien nach McDonald aufgefiihrt.

Tabelle 1: McDonald-Kriterien von 2001 (modifiziert nach McDonald et al. 2001)

Klinische Priasentation

Zusitzliche Daten, die fiir die Diagnose

MS bendétigt werden

Zwei oder mehr Schiibe; objektive klinische
Nachweise von Zwei oder mehr Lisionen

Zwei oder mehr Schiibe; objektiver

klinischer Nachweis von einer Lision

Keine (a)

Dissemination im Raum, dargestellt durch

MRT (b) oder

zwel oder mehr MRT-Lisionen vereinbar
mit MS und ein positiver Liquorbefund (c)

oder

ein weiterer klinischer Schub

Ein Schub ; objektive klinische Nachweise

von zwei oder mehr Lisionen

Ein Schub; objektiver klinischer Nachweis

einer Lision (monosymptomatische

Présentation)

Dissemination in der Zeit im MRT (b) oder

Zweiter klinischer Schub

Dissemination im Rau im MRT (b) oder

zwei oder mehr MS-spezifische MRT-

Lisionen plus positiver Liquorbefund und

Dissemination in der Zeit im MRT oder

Ein zweiter Schub

Schleichendes neurologisches Fortschreiten

der Symptome (bei Verdacht auf MS)

Positiver Liquorbefund und

Dissemination im Raum, dargestellt durch

1) Neun oder mehr T2-Lésionen im
Gehirn oder
2) Zwei oder mehr Lisionen im RM

oder




3) 4-8 craniale plus eine RM-Lésion im

MRT oder

Abnormales VEP (e) assoziiert mit 4-8
cranialen Lésionen oder mit weniger als vier

kranialen Léisionen und einer RM-Léasion im

MRT oder

Dissemination dargestellt im MRT (d) oder

Kontinuierliche Krankheitsprogression iiber

ein Jahr

a) Kein zusétzlicher Test ist mehr erforderlich. Wenn diagnostische Tests (MRT, LP)
ein negatives Ergebnis erbringen, sollte eine MS-Diagnose unter Vorbehalt gestellt
werden. Es muss an Differentialdiagnosen gedacht werden.

b) Das MRT weist die rdumliche Dissemination durch Erfiillen der Barkhof/Tintoré-
(siehe unten) Kriterien nach.

c) Positiver Liquorbefund durch oligoklonale Banden bzw. erhohten IgG-Index.

d) Das MRT weist die zeitliche Dissemination durch Erfiillen der Barkhof/Tintoré-
Kriterien nach (sieche unten).

e) Pathologisches VEP mit verzogerter Welle.

Das MRT ermoglicht als diagnostisches Mittel den Nachweis der Dissemination in Raum
und Zeit. Ein Schub ist nach McDonald definiert als ein neurologisches Symptom, das
mindestens 24 Stunden anhilt. Weiterhin muss mindestens ein Zeitabstand von 30 Tagen
zum vorherigen Schub vorliegen und er darf nicht im Rahmen einer Infektion oder durch

eine Temperaturerh6hung hervorgerufen worden sein (McDonald et al. 2001).

2.2.1 Magnetresonanztomographie (MRT)

In der Diagnostik der MS kommt dem MRT eine zentrale Bedeutung zu. Die Untersuchung
kann die Disseminationen in Raum und Zeit nachweisen, so zeigt sich eine rdumliche
Dissemination durch Herde an unterschiedlichen Orten des ZNS (zum Beispiel
periventrikuldr und im Riickenmark), die zeitliche Dissemination zeigt sich durch die

Darstellung sowohl dlterer und als auch aktiver Herde.




Das Signal des Tomographen ist u.a. abhdngig vom Magnetfeld, von der TI-
Relaxationszeit (wie schnell das Gewebe wieder erregt werden kann) und der T2-
Relaxationszeit (Lange des Signals) (Pabst 2013). Fiir die MS-Diagnostik sind vor allem
die Wichtungen T2 (bzw. FLAIR) und T1 von Bedeutung, letztere sowohl nativ als auch
nach Kontrastmittelgabe. In den T2 gewichteten Bildern (bzw. FLAIR-Sequenzen) wird
das Vorliegen von MS-verdichtigen Entziindungsherden beurteilt. Diese stellen sich
hyperintens, homogen und rundlich-scharf begrenzt bis konfluierend dar.
Pridilektionsstellen fiir die MS-Herde liegen perivaskuldr in der weiflen Substanz, im
Nervus opticus, im Kleinhirn oder spinal (Frohman et al. 2003). Weiterhin finden sich die
Herde haufig periventrikuldr (z.B. im Corpus callosum) und zeigen hier eine ovoide Form
mit Ausldufern, die sogenannten Dawson fingers (Fog 1965). Die Herde sind zwar typisch,
aber nicht pathognomonisch fiir die MS, sie konnen auch bei anderen Erkrankungen
auftreten (Nielsen et al. 2005). In den TI1 gewichteten Bildern werden die
Kontrastmittelanreicherungen  begutachtet. Das  paramagnetische = Kontrastmittel
Gadolinium-DTPA bildet die Krankheitsaktivitiat ab, indem es sich in akut-entziindlichen
Herden durch krankheitsbedingte Storungen der Blut-Hirn-Schranke anreichert (Katz et al.
1993). Weiterhin konnen in den T1 gewichteten Bildern black holes detektiert werden,
welche iiber einen ldngeren Zeitraum bestehende hypointense Areale darstellen. Black
holes gelten als Indikator fiir bleibende Destruktion des Nervengewebes, genauer handelt
es sich hierbei um axonale Schiden, deren Hiufigkeit mit dem Grad der Beeintrichtigung

der Patienten korreliert (Truyen et al. 1996).

Das MRT ist der sensitivste paraklinische Nachweis der MS, so zeigen 95% der Patienten
mit klinisch definierter MS Verinderungen in der kernspintomographischen Bildgebung
(Paty etal. 1988).  Zu Dbeachten ist aber, dass die Korrelation zwischen
kernspintomographischem Befund und klinischer Beeintrdchtigung nur eingeschriankt
gegeben ist (Goodin 2006).

Auch fiir die Beurteilung via MRT gibt es giiltige Diagnosekriterien, um die Bewertung
der Bildgebung zu standardisieren. Die Kriterien von Fazekas et al. (1988), Paty et al.
(1988) und Offenbacher et al. (1993) wurden 1997 von den heute als Goldstandard
eingesetzten Kriterien nach Barkhof abgelost. Die Gruppe um Frederik Barkhof hat 74
Patienten mit einem klinisch isolierten Syndrom (CIS) im MRT untersucht und

retrospektiv diejenigen Kriterien erarbeitet, die den hochsten pradiktiven Aussagewert und
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die hochste Spezifitit fiir die Entwicklung einer klinisch sicheren MS abbilden (Barkhof et
al. 1997). Als zeitliche Dissemination fordert Barkhof einen Zeitraum von mindestens drei
Monaten bis zum Auftreten neuer kontrastmittelanreichernder Herde (ebd.). 2005 wurden
die Diagnose- und MRT-Kriterien nochmals iiberarbeitet, seitdem darf die Diagnose
bereits bei einem MRT-Befund nach vier Wochen gestellt werden. Die Kriterien zur
Erfillung der rdaumlichen Dissemination nach Barkhof sind in der folgenden Tabelle 2

aufgefiihrt.

Tabelle 2: MRT-Kriterien zur riumlichen Dissemination (Barkhof et al. 1997 und Tintoré et al. 2000)

Drei der folgenden vier Kriterien miissen erfiillt sein:
- Eine gadoliniumanreichernde oder > 9 T2-Hyperintensititen
- Eine infratentorielle Lasion
- Eine juxtakortikale Lasion
- Drei periventrikuldre Léasionen

(eine spinale Lision kann eine kortikale Lésion ersetzen)

2.2.2 Liquoruntersuchung

Im Rahmen der MS-Diagnostik werden im Liquor die Bestimmung der Zellzahl und eine
qualitative und quantitative Untersuchung enthaltener Proteine durchgefiihrt. Es gibt
keinen pathognomonischen Marker fiir die MS, jedoch existiert eine typische Konstellation
der genannten Parameter. Des Weiteren ist die Untersuchung des Liquors von Bedeutung,
um die MS von ihren Differentialdiagnosen Borreliose und Lupus erythematodes

abzugrenzen (Freedman et al. 2006).

Eine leicht normale bis leicht erhohte Zellzahl ist typisch fiir die MS, bei den Zellen
handelt es sich groBtenteils um aktivierte Lymphozyten, die eine Konzentration von 50/l
nicht tiberschreiten sollten (McDonald et al. 2001).

Bei der Bestimmung des Proteingehaltes im Liquor ist das Serum das Referenzmedium.
Die Analyse im Liquor gibt Aufschluss dariiber, ob Proteine wie Albumin oder die
Immunglobuline A, G und M im Nervenwasser enthalten sind. Typisch fiir MS ist die
intrathekale Synthese von IgG, welche eine Entziindungsreaktion im ZNS kennzeichnet,
die zu einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke fiihrt. Die Proteine gelangen so in den Liquor

und verursachen eine Eiweilerhdhung. Der qualitative Nachweis des IgG ldsst sich mittels
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Gelelektrophorese des Liquors erreichen, welche, im Gegensatz zur Elektrophorese des
Serums, die oligoklonalen Banden aufzeigt und somit eine intrathekale Synthese
nachweist. Die Spezifitét der oligoklonalen Banden liegt bei gesicherter MS bei bis zu 95%
(Link und Huang 2006). Weiterhin bestimmt man im Rahmen der MS-Diagnostik die
MRZ-Reaktion, eine intrathekale Synthese von Antikérpern gegen Masern-, Roteln- und
Varizella-Zoster-Virus (Tumani et al. 1998).

2.2.3 Evozierte Potenziale (EP)

Bei den Evozierten Potenzialen wird die kortikale elektrische Antwort auf periphere
Stimuli mittels EEG-Elektroden abgeleitet. So werden die Leitgeschwindigkeiten zwischen
unterschiedlichen Strukturen des Nervensystems gemessen. Da die erzielten Potenziale
sehr klein sind (<5uV), muss eine groBe Anzahl von Reizantworten gemittelt werden, so
kann man beim Gesunden mit einer bestimmten Latenz definierte kortikale Potenziale
finden (Berlit 2000). Bei der MS spielen die EPs eine Rolle beim Nachweis der rdumlichen
Dissemination, vor allem die Bestimmung der visuell evozierten Potenziale wird im
Rahmen der Diagnostik eingesetzt (Gronseth et al. 2000). MS-Patienten zeigen auf Grund
der Demyelinisierung im Gegensatz zu gesunden Probanden eine Latenzverzégerung und
eine Verringerung der Amplitude (Alshuaib 2000). Weiterhin werden bei der MS-
Diagnostik somatosensible evozierte Potenziale, motorisch evozierte Potenziale und

akustisch evozierte Hirnstammpotenziale eingesetzt (Beer et al. 1995).

2.3 Verlaufsformen

MS wird auf internationaler Ebene in drei Verlaufsformen eingeteilt: schubformige MS
(relapsing-remitting, RRMS), primir chronisch progrediente (PPMS) und sekundir
chronisch progrediente MS (SPMS) (Lublin et al. 1996).

Mit 80% die hiufigste Form bei Krankheitsbeginn ist die schubformige MS (Noseworthy
et al. 2000). Sie ist durch abgrenzbare Krankheitsschiibe gekennzeichnet, zwischen denen
vollstindige Erholung stattfindet. Es kann zwar zu Residuen kommen, zwischen den
Schiiben kommt es allerdings zu keiner Krankheitsprogression. Der primér chronisch
progrediente Verlauf ist durch Progression der Erkrankung ab der Erstmanifestation
charakterisiert und Plateauphasen sowie Phasen mit geringgradiger Verbesserung kdnnen
eintreten. Lediglich 10-15% der Patienten zeigen zu Beginn einen primédr chronisch

progredienten Verlauf (Thompson et al. 1997). Die sekundér chronisch progrediente Form
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der MS verlauft zundchst wie die RRMS in Schiiben, nimmt aber dann einen chronischen
Verlauf mit kontinuierlicher Verschlechterung ein. Auch hier kénnen Plateauphasen und
Phasen geringfiigiger Verbesserung auftreten (Lublin et al. 1996). 30-40% der Patienten
mit schubférmigem Verlaufstyp zeigen nach 10-15 Jahren einen sekunddr chronisch
progredienten Verlauf (Weinshenker et al. 1989), nach 20 Jahren sind es sogar 90% der
Patienten (Trojano et al. 2003).

2.4 Symptomatik und Prognose

Die MS wird auch als die Krankheit der tausend Gesichter bezeichnet — kein Symptom ist
pathognomonisch oder im Einzelnen typisch fiir die MS. Da die entziindlichen Herde im
gesamten zentralen Nervensystem auftreten konnen, sind auch die Symptome sehr
vielfdltig und variabel. Es werden aber typische Erstmanifestationen beschrieben, wie
Schleiersehen oder Bulbusbewegungsschmerz durch eine Sehnerventziindung,
Kribbelparédsthesien an Armen und Beinen durch eine Myelitis oder Doppelbilder und
Schwindel bei Hirnstammsyndrom. Das Fatigue-Syndrom, das ein Ermiidungs- und
Erschopfungssyndrom darstellt, sowie Schmerzen treten meist erst im spéteren Verlauf der
Erkrankung auf (Richards et al. 2002).

Fir den Verlauf dieser Arbeit von hoher Relevanz bzgl. der Prognose ist das
Vorhandensein/die Abwesenheit bestimmter HLA-Molekiile (s.u.). In der Literatur finden
sich beziiglich der MS sowohl protektive HLA-Allele als auch jene, die das Risiko, zu
erkranken erhdhen. Zu den protektiven Allelen gehdren die HLA-Klasse-I-Allele A2
(Fogdell-Hahn et al. 2000) und B44 (Healy et al. 2010). Der bekannteste Haplotyp als
Risikofaktor fiir die Entwicklung einer MS ist, wie oben beschrieben, der HLA-Klasse-II-
Haplotyp DRB5*01:01 DRB1*15:01 DQA1*01:02 DQB1*06:02 (Sospedra und Martin
2005). Des Weiteren stellen die HLA-Klasse-I-Allele A3 (Mc Mahon et al. 2011) und B7
(Fogdell-Hahn et al. 2000) genetische Risikofaktoren fiir die Erkrankung an MS dar.
Confavreux et al. (2003) identifizieren in ihrer Studie das Geschlecht, das hohe Alter bei
Krankheitsbeginn, den primdr chronisch progredienten Krankheitsverlauf sowie
paraklinische = Untersuchungsbefunde, z.B. eine hohe Lisionslast in der
Kernspintomographie, als Faktoren, die den Progress der Erkrankung beeinflussen.
Mastermann et al. (2000) beschreiben in ihrer Kohorte, dass MS-Patienten mit dem
genannten Risiko-Haplotyp ein fritheres Alter bei Erstmanifestation aufweisen als MS-

Patienten, die den genannten Haplotyp nicht haben.
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Ebenfalls entscheidend fiir den Verlauf und die Prognose der MS ist die EDSS (Expanded
Disability Status Scale). Bei jeder Konsultation wird der EDSS-Wert anhand einer
standardisierten neurologischen Untersuchung erfasst, hierbei kann ein Wert zwischen 0
(normaler neurologischer Untersuchungsbefund) und 10 (Tod durch MS) erreicht werden
(Kurtzke 1983). Der EDSS-Wert ist ein punktueller Wert, der den zeitlichen Verlauf der
Erkrankung sowie den Progress der Erkrankung nicht beriicksichtigt (Hughes et al. 2012).
Um den zeitlichen Verlauf der Erkrankung in die Berechnung mit einzubeziehen, muss der
Progressionsindex herangezogen werden. Der Progressionsindex wird berechnet anhand
des aktuellen EDSS-Wertes geteilt durch die Anzahl der Jahre nach Erkrankungsbeginn
(Weinshenker et al. 1998), dem ,,Global MS severity score* (Barcellos et al. 2006). Im
Folgenden wird auf das Humane Leukozyten-Antigen (HLA) eingegangen, das als
genetischer Risikofaktor bzw. mit protektivem genetischen Potenzial (siehe unten)

hochrelevant fiir die vorliegende Arbeit ist.

2.5 Humanes Leukozyten-Antigen (HLA)

HLA-Molekiile dienen der Antigenpradsentation sowohl endogener als auch exogener
Proteinanteile (Peptide). Man unterscheidet zwei strukturell dhnliche Klassen von HLA-
Molekiilen. Zu den Klasse-I-Antigenen werden HLA-A, -B und -C gezéhlt, die sich aus
einer Kette und dem beta2-Mikroglobulin zusammensetzen. Sie binden bevorzugt
Nonamere (Peptide) endogen gebildeter Proteine (Zell-Proteine, virale Proteine), welche
von den CD8+-zytotoxischen T-Zellen erkannt werden. Die Klasse II-Antigene, zu denen
HLA-DR, -DQ und -DP gehdoren, binden grofere Peptide (12-15mere) und werden aus
einer wenig polymorphen alpha- und einer sehr polymorphen beta-Kette gebildet. Die
Peptide der Klasse-II-Molekiile stammen v.a. aus exogenen Proteinen und werden vom T-
Zellrezeptor der CD4+-T-Helferzellen gebunden (Wallmuth 2005). Die Gene des HLA-
Systems sind auf dem kurzen Arm des menschlichen Chromosoms 6 lokalisiert, welcher
einen Genabschnitt von etwa 3500 Kilobasenpaaren umfasst (ebd.). Dieser Abschnitt wird
als Haupthistokompatibilitaitskomplex (MHC) bezeichnet (ebd.). Da die Gene in dieser
Region nah beisammen liegen, wird keine freie Kombination der Merkmale beobachtet,
sondern sie werden in der Regel gekoppelt mit dem jeweiligen miitterlichen oder
véterlichen Chromosom weitergegeben. Dadurch sind bestimmte Allelkombinationen
hdufiger, als ihre Allelfrequenz es vermuten lieBe, dies bezeichnet man als positives

Kopplungsgleichgewicht. Eine starke Kopplung besteht zwischen DRB1 und DQBI1; B
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und C. Umgekehrt gibt es auch ein negatives Kopplungsgleichgewicht, welches beschreibt,
dass bestimmte Haplotypen bisher noch nicht beobachtet wurden (ebd.). Eine schwache

Kopplung besteht zwischen A und B, A und C sowie A, B, C und DRB1 bzw. DQBI.

Vor allem die Region der HLA-Klasse-II-Molekiile zeigt eine ausgeprigte Polygenie auf.
Im Bereich der HLA-DR-Region sind ein nicht polymorphes alpha-Kettengen (DRA) und
mehrere beta-Kettengene kodiert: DRB1-DRB9, von denen nur DRB1, DRB3, DRB4 und
DRB5 exprimiert werden (die {ibrigen sind Pseudogene). Eine Besonderheit der DRB-
Region ist, dass die Zahl der DRB-Allele auf einem Chromosom nicht konstant, sondern
vom jeweiligen Haplotyp abhingig ist. Das DRB1-Gen wird immer exprimiert, jedoch sind

weitere exprimierte DRB-Gene nur bei bestimmten Haplotypen zu finden (ebd.).

2.5.1 Nomenklatur

Die jeweils giiltige Nomenklatur wird durch das ,,WHO Nomenclature Comittee for factors
of the HLA system* (Marsh et al.) festgelegt. Dies betrifft die Benennung neuer Gene,
Allele und ihrer Genprodukte. Offizielles Repositorium fiir die festgelegten HLA-
Sequenzen ist die IMGT/HLA Sequence Database (ebd.). Die Benennung der HLA-Allele
erfolgt wegen der unterschiedlichen Informationen der Resultate aus serologischen und
molekularbiologischen Methoden (s.u.) in zwei Stufen. Der immunologisch entstandenen
Nomenklatur HLA-BS8 entsprechen hiernach die genetisch definierten Merkmale B*08:01
und B*08:02 (Mytilineos et al. 2006). Dabei steht B fiir den Genort, 08 fiir das
Hauptmerkmal und 01 bzw. 02 fiir die auf der DNA-Ebene definierten Untermerkmale.
Eine hochauflosende Typisierung liegt dann vor, wenn alle vier Ziffern, aus denen ein
HLA-Allel besteht, berichtet werden kann (z.B. niedrige Auflosung: HLA-A*02, hohe
Auflosung: HLA-A*02:01) (ebd.). Ein 3. Und 4. Feld wird zur Bezeichnung von Allelen
angehédngt, wenn eine ,,stumme* Mutation vorliegt, die nicht zu einer Verdnderung der
Aminosduresequenz fiithrt. Ein nicht exprimiertes Allel wird mit einem angehingten N
gekennzeichnet (ebd.). Abhingig von der klinischen Notwendigkeit wird eine Typisierung
anhand unterschiedlicher Nachweismethoden (s.u.) niedrig- oder hochauflosend
durchgefiihrt (ebd.).

Beispiel: HLA-DRB1*15:01:01:01

Die folgende Tabelle 3 zeigt typische HLA-Klasse-II-Haplotypen bei Westeuropdern.
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Typische HLA-Klasse-1I-Haplotypen bei Westeuropdern (Kaukasiern)

Tabelle 3: Darstellung typischer HLA-Klasse-II-Haplotypen bei Kaukasiern

DRB3* DRB4* DRB5* DRB1* DQA1* DQB1*
— — — 01:01 01:01 05:01
— — — 01:01 01:01 05:04
— — — 01:02 01:01 05:01
— — — 01:03 01:03 05:01
01:01 — — 03:01 05:01 02:01
01:01 — — 03:02 04:01 04:02
— 01:01, 01:03 — 04:01 03:01 03:01
— 01:01, 01:03 — 04:01 03:01 03:02
— 01:01, 01:03 — 04:03 03:01 03:01
— 01:01, 01:03 — 04:03 03:01 03:05
— 01:01, 01:03 — 04:05 03:03 04:02
— 01:01, 01:03 — 04:07 03:01 03:01
— 01:01, 01:03 — 04:08 03:01 03:02
— 01:01, 01:03 — 07:01 02:01 02:02
— 01:03:01:02N | — 07:01 02:01 03:03
— — — 08:01 04:01 04:02
— — — 08:02 04:01 04:02
— — — 08:02 05:01 04:02
— — — 08:03 03:03 04:02
— — — 08:03 06:01 03:01
— 01:03 — 09:01 03:02 03:03
— — — 10:01 01:05 05:01
02:02 — — 11:01 05:05 03:01
02:02 — — 11:02 05:05 03:01
02:02 — — 11:03 05:05 03:01
02:02 — — 11:04 05:05 03:01
02:02 — — 11:04 01:02 05:02
02:02 — — 12:01 05:05 03:01
01:01, 02:02 | — — 13:01 01:03 05:02
01:01, 02:02 | — — 13:01 01:03 06:03




03:01 — — 13:02 01:02 06:04
03:01 — — 13:02 01:02 06:09
02:02 — — 14:01/14:54 01:04 05:03
02:02 — — 14:01/14:54 01:04 05:04
02:02 — — 14:02 05:03 03:01
02:02 — — 14:03 05:03 03:01
— — 01:01 15:01 01:02 05:02
— — 01:01 15:01 01:02 06:01
— — 01:01 15:01 01:02 06:02
— — 01:01 15:01 01:02 06:03
— — 01:02 15:02 01:03 06:03
— — 02:02 16:01 01:02 05:02
— — 02:02 16:02 05:01 03:01

2.5.2 HLA und Multiple Sklerose

Es gibt eine Reihe von Erkrankungen, bei denen ein vermehrtes Auftreten in Assoziation
mit einem speziellen HLA-Typ beobachtet wird. So z.B. der Insulinabhiingige Diabetes
mellitus, bei dem DR3/4 vermehrt beobachtet wird (Wolf et al. 1983), die Rheumatoide
Arthritis (HLA DR4) (Wordsworth et al. 1989) und HLA-B27 bei M. Bechterew (Kuipers
2000).

Wie bereits beschrieben, ist bekannt, dass bei der Multiplen Sklerose der HLA-Klasse-II-
Haplotyp DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 in Westeuropa das
grofite genetische Risiko vermittelt, zu erkranken. In weiteren Untersuchungen zeigte sich,
dass bei Patienten mit primér chronisch progredienter MS eine Assoziation mit dem DR4-
DQ8 Haplotyp besteht und weiterhin, dass bei sekunddr chronisch progredienter MS
vermehrt der Haplotyp DR17-DQ2 vorkommt (Olerup et al. 1989).

Masterman et al. (2000) konnten in ihrer Arbeit ein jlingeres Alter bei Erstmanifestation
bei HLA- DRB1*15:01-positiven Patienten feststellen. Weiterhin zeigten sie keinen
signifikanten Unterschied bei Alleltrdgern zwischen ménnlichen und weiblichen Patienten
(ebd.).

Neben denjenigen Allelen, die die Wahrscheinlichkeit der MS erhdhen, sind in der
Literatur auch protektive HLA-Allele beschrieben (siehe Abschnitt 2.4 Symptomatik und

Prognose).
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3 Material und Methoden
3.1 Datenerhebung der Kohorten

Die Datenerhebung wurde am Institut fiir Neuroimmunologie und klinische Multiple
Sklerose-Forschung (inims) des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt.
Das inims ist ein Teil des Zentrums fiir Molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH) und
vereint Patientenversorgung (MS-Ambulanz einschlieBlich der MS-Tagesklinik) und
Forschung auf dem Gebiet der Neuroimmunologie, der MS und zu

grundlagenwissenschaftlichen Themen.

MS-Kohorte

Aus der Datenbank der MS-Ambulanz (Multiple-Sklerose-Dokumentationssystem, kurz
,MSDS*, siche unten) wurde eine Kohorte von 824 Patienten (574 Frauen) identifiziert,
die bis zum aktuellen Zeitpunkt die Ambulanz konsultiert hatten und bereit waren, sich
typisieren (siehe unten) zu lassen. Das Durchschnittsalter der MS-Kohorte betrdgt 42,5
Jahre. Die Patienten stammen aus dem Hamburger und Norddeutschen Raum. In der
vorliegenden Arbeit wird der Begriff Patient ohne jegliche Wertigkeit fiir weibliche und
ménnliche Patienten verwendet.

Die klinischen Informationen iiber die Patienten wurden aus der Datenbank der MS-
Ambulanz (MSDS) und aus den Akten der Patienten herausgearbeitet und in einer Tabelle

erfasst. Diese Bereiche betreffen:

» Geschlecht

» Alter bei Erstmanifestation

* Art der Erstmanifestation

+ Verlaufsform der MS

« EDSS (Expanded disability status scale)

» Progression: EDSS in Bezug zur MS-Dauer (definiert iiber den Zeitpunkt der
Erstmanifestation)

» Visuell evozierte Potenziale (VEP); Somatosensibel evozierte Potenziale (SEP);

Motorisch evozierte Potenziale (MEP).
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Fiir die vorliegende Arbeit relevante klinische Faktoren sind das Geschlecht, der Zeitpunkt
der Erstmanifestation, die Verlaufsform der MS, der EDSS-Wert und die Progression der
Erkrankung.

Die Akten der MS-Patienten werden in der Ambulanz in einem hierfiir vorgesehenen
Raum nach Konsultationsjahr und —monat sortiert. Innerhalb dieser Aufteilung werden die
Akten nach dem Geburtsdatum geordnet. Es wurden die Akten derjenigen Patienten
herausgesucht, die die Ambulanz bis zum aktuellen Zeitpunkt konsultiert hatten und bereit
waren, sich typisieren zu lassen. Waren die Daten bzw. die aktuellsten Daten der Patienten
zum Zeitpunkt der Datenarbeit noch nicht ins MSDS eingetragen, so wurde dies
eigenhidndig  nachgeholt. Jeder Patient muss Dbei  Erstkonsultation einen
Aufnahmefragebogen ausfiillen. Weiterhin wird bei jeder Konsultation der Fragebogen der
MS-Datenbank ausgefiillt, in dem neben den Fragen nach der Schubfrequenz, der
Progression und Therapie auch die Ergebnisse des EDSS und weiterer spezifischer Tests
eingetragen werden. Beim Fehlen der Daten wurden insbesondere die Fragebdgen und
Testergebnisse intensiv gelesen und eigenstindig Informationen ins System nachgetragen.
Im Klinikalltag werden die Daten sowohl in der Akte der Patienten notiert, als auch zeitnah

in die Datenbank der Tagesklinik eingetragen.

Kontrollkohorte

Die Kontrollkohorte wird von n=2110 (1551 Frauen) Blutspenderinnen und Blutspendern
aus dem Hamburger und Norddeutschen Raum des Universitdtsklinikums Eppendorf
gebildet, die bereit waren, sich typisieren zu lassen. Das Durchschnittsalter der

Kontrollkohorte betriagt 48,0 Jahre.

MSDS (Multiple Sklerose-Dokumentationssystem)
Das MSDS ist die Datenbank der Ambulanz, in der alle Patienten, die jemals in der MS-
Ambulanz waren, erfasst werden. Die Datenbank ist modular aufgebaut und erlaubt iiber

sechs Hauptfenster die Eingabe bzw. Abfrage MS-relevanter Daten.

In der Datenbank werden im ersten Hauptfenster zundchst die personlichen Daten der
Patienten eingegeben (Name, Adresse, Geburtsdatum). Im zweiten Hauptfenster beschreibt
man die Symptomatik der Erstmanifestation mit Datum, die evtl. bereits vorhandene

Diagnose mit Datum, um im dritten Hauptfenster dann die Eingabe von Anamnese,
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Untersuchungsbefund sowie weiterer klinischer Befunde (Ergebnisse aus Blutentnahme,
Liquorpunktion, VEP, SEP, MEP, MRT und sonstigen Untersuchungen) zu titigen. In
diesem Fenster werden auch die MS-spezifischen Scores erfasst, die in der Ambulanz
erhoben werden, eingetragen. Das vierte Hauptfenster ,,Zusammenfassung* dient zur
Auswahl einer Hauptdiagnose aus einer vorgegebenen Liste, welche durch den Verlaufstyp
nach den Lublin/Reingold-Kriterien (Lublin et al. 1996), auBlerdem durch die Poser-
Kriterien (Poser et al. 1983) und einer Stadieneinteilung spezifiziert wird. Uber dieses
Fenster ldsst sich anschlieBend der halbautomatische Arztbriefgenerator aufrufen. Die
Hauptfenster ,,Besonderes” und ,,Datenbank* erlauben den Abruf von Anamnese- und
Untersuchungsbdgen, Informations- und Aufklarungsblittern sowie Scoring-Bogen, bzw.

fithren zu den eingebauten Abfragefunktionen und zur Datenbankpflege.

3.2 Datenerhebung HLA

3.2.1 Nachweismethoden

Die Untersuchungen beziiglich der HLA-Klasse-I und HLA-Klasse-II-Allele der fiir diese
Arbeit relevanten Personen fanden im HLA-Labor des Instituts fiir Transfusionsmedizin
am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf statt. Es liegt fiir die durchgefiihrte
Datenerhebung ein Ethik-Votum des Ethik-Komitees der Hamburger Arztekammer (Nr.
2758) vor. Im HLA-Labor werden die HLA-Klasse-I-Allele mit dem Lymphozyto-
toxitititstest (LCT), reverse SSO und bei Bedarf auch mit SSP bzw. SBT bestimmt (siche
unten). Die HLA-Klasse-II-Allele werden durch reverse SSO bestimmt. Als Ergénzung,
bei Typisierungsproblemen, kommen SSP und SBT hinzu. Die Nachweismethoden werden

im Folgenden néher erlédutert.

3.2.2 Lymphozytotoxizititstest (LCT)

Der serologische Nachweis der HLA-Klasse-I-Allele erfolgt durch den LCT, dessen
Prinzip im Folgenden beschrieben wird. Die Lymphozyten werden hierbei zundchst mit
Antiseren und anschliefend mit Komplement inkubiert (Mytilineos et al 2006). Die im
Serum zirkulierenden Antikdrper binden an entsprechende Histokompatibilitdtsantigene
auf der Zelloberfliche der Lymphozyten und aktivieren dadurch das Komplementsystem.
Im letzten Schritt der Komplementkaskade entstehen lytische Produkte, welche die

Zellmembran der Lymphozyten durchbohren. Es kommt zur Lyse der Zellen, welche durch
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Zugabe eines Vitalfarbstoffs (z.B. Eosin) sichtbar gemacht wird. Der Farbstoff dringt
ausschlieflich in die lysierten Zellen ein, intakte Zellen nehmen ihn nicht auf.
AbschlieBend wird mikroskopisch abgelesen, ob die Lymphozyten durch die
verschiedenen Antiseren lysiert wurden. Dabei wird beurteilt, wie viel Prozent der Zellen
in einer Kavitét lysiert bzw. intakt geblieben sind. Bei > 20% lysierten Zellen gilt die
Reaktion als positiv. Abhingig vom Reaktionsmuster der Antiseren, wird der HLA-Typ
der  Testperson festgelegt (ebd.). Man bezeichnet diese Methode als
,Lymphozytotoxischen Test“ (LCT) oder als ,,complement-dependent-toxicity” (CDC)
(WaBmuth 2005).

3.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist die Grundlage fiir die oben genannten und unten beschriebenen
molekulargenetischen Analysen bzw. samtlicher gingiger HLA-Genotypisierungen
(WaBmuth 2005). Das Ziel der PCR ist eine enzymatische in-vitro-Amplifikation
ausgewdhlter DNA-Abschnitte. Das Prinzip beruht auf einer zyklisch durchgefiihrten
Strangseparation und anschlieBender Primeranlagerung mit nachfolgender Neusynthese
des jeweils komplementéren Strangs. So wird eine Vervielfdltigung der gewiinschten

DNA-Sequenzabschnitte erreicht (ebd.).

3.2.4 Durchfiihrung der PCR

Zunichst kommt es durch Temperaturerhdhung (94-96°C) zur Strangseparation. Durch den
Einsatz von Oligonukleotiden (Primern) erfolgt die Festlegung des ausgewdhlten DNA-
Sequenzabschnittes und durch Abkiihlung auf ca. 50-60°C folgt die Anlagerung des
Primers an die komplementiren Basen der Matrizen-DNA (ebd.). Die anschlieende
Neusynthese des komplementéiren Stranges (bei 72°C) wird mittels thermostabiler DNA-
Polymerase durchgefiihrt. Zur Kontrolle der PCR-Reaktion kann der gelelektrophoretische
Nachweis der Amplifikate durchgefiihrt werden (auf 2%igem Agarosegel). Hierbei werden
die DNA-Molekiile, auf Grund der negativen Ladung ihrer Phosphate, in einem
elektrischen Feld aufgetrennt. Zur Kontrolle der Amplifikationsgrole wird bei der
Gelelektrophorese ein sogenannter Molekulargewichtsmarker mit aufgetragen. Die DNA

wird mit Ethidiumbromid im UV sichtbar gemacht (ebd.).
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3.2.5 PCR-Sequence-specific oligonucleotides (PCR-SSO)

Dieses Testverfahren ist eine Methodik der Gensondenanalytik. Hierbei werden
nukleinsdureabhingig Basensequenzdifferenzen zwischen Genen bzw. Allelen genutzt, um
Genabschnitte zu ermitteln. Zundchst wird ein vollstdndiges Exon eines zu typisierenden
HLA-Genorts amplifiziert (Mytilineos et al. 2006). Das PCR-Produkt wird auf ein
Tragermaterial (Nylonmembran, Kunststoffplatte) {ibertragen und mit Allel- bzw.
Allelgruppen-spezifischen Oligonukleotiden hybridisiert. Dieses Verfahren nennt man
,Dot-Blot-Verfahren* (ebd.). Die PCR-SSO-Methode erlaubt eine niedrig- bis
hochauflosende Typisierung fiir HLA-Klasse-I- und —II-Merkmale und eignet sich
besonders zur Untersuchung polymorpher Genabschnitte, wie sie v.a. bei den HLA-Klasse-

II-Molekiilen vorkommen (ebd.).

3.2.6 Reverse PCR-SSO

Diese Methode wurde fiir die Untersuchung der HLA-Daten dieser Arbeit verwendet.

Bei der reversen PCR-SSO (rSSO) werden genortspezifische PCR-Amplifikate wihrend
der Amplifikationsreaktion z.B. mit Biotin markiert und die PCR-Produkte mit an einer
Membran fixierten Oligonukleotiden hybridisiert (WaBmuth 2005). Positiv verlaufende
Hybridisierungsreaktionen werden iiber eine Férbereaktion sichtbar gemacht. Weitere
Begriffe fiir die Reverse PCR-SSO-Methode sind ,,immobilized-probe array* und ,,reverse-
lineblot system“. Aufgrund der Automatisierbarkeit stellt es eine praktikable Alternative

zum klassischen PCR-SSO-Verfahren (s.0.) dar (ebd.).

3.2.7 PCR-sequence- specific Primer (PCR-SSP)

Diese Methode stellt ein schnelles und spezifisches Verfahren zur HLA-Typisierung dar
(Mytilineos et al. 2006). Olerup und Zetterquist publizierten 1992 die genannte Methode
zur Identifizierung der DRBI1-Merkmale. Es werden sequenz-spezifische Primer
eingesetzt, mit denen es nur dann zu einer Amplifikation der genomischen DNA kommt,
wenn Zielsequenz und Primersequenz auf beiden DNA-Stringen komplementér sind
(Mytilineos et al. 2006). Das zu testende Individuum muss folglich fiir die Amplifikation
das durch die Primersequenzen definierte HLA-Allel aufweisen. Der Nachweis der
positiven  bzw. ausgebliebenen = Amplifikationsreaktion  erfolgt durch eine

Agarosegelelektrophorese und wird durch Polaroidfotografie dokumentiert. Die PCR-SSP-
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Methode eignet sich zur schnellen HLA-Typisierung, innerhalb von 2-3 Stunden nach
Blutentnahme liegt das Ergebnis vor. Weiterhin kann mit der Zahl der eingesetzten Primer-
Kombinationen eine variable Auflésung der Typisierung erreicht werden. Ein Nachteil ist
hierbei, dass viele PCR-Reaktionen gleichzeitig durchzufiihren sind, um eine hohe
Auflésung zu erreichen. Dies fiihrt zu einem relativ hohen DNA-Verbrauch (Mytilineos et

al. 2006).

3.2.8 Sequence-based typing (SBT)

Dieses Verfahren wurde von Pere Santamaria und Kollegen 1993 beschrieben und beruht
auf einer direkten Sequenzierung flir die HLA-Genotypisierung und basiert auf dem
Kettenabbruchverfahren enzymatisch synthetisierter Extensionsprodukte an einer
komplementiren DNA-Matrize (WaBmuth 2005). Man startet zunichst mit der
Amplifizierung des zu typisierenden Genoms. Der polymorphe Bereich, der fiir die
Typisierung von Interesse ist, liegt in den Exonen, daher konzentriert man sich vor allem
auf die Amplifizierung der Exone 2 und 3 fiir HLA-Klasse-I-Gene und des Exons 2 fiir
HLA-Klasse-II-Gene (Mytilineos et al. 2006). Nach der PCR wird eine Sequenzierreaktion
nach Sanger durchgefiihrt, dessen Produkt, ein weiteres Amplifikat, markiert wird. Heute
werden dafiir Fluoreszein-markierte ddNTP's (Didesoxynukleosidtriphosphate) eingesetzt
(ebd.). Fiir jedes der ddNTP’s wird ein anderer Farbstoff eingesetzt, sodass abschlieBend
die Abfolge der eingebauten Nukleotide unterschieden werden kann (ebd.). Die
Auswertung erfolgt mit Hilfe einer Kapillargelelektrophorese. Der Laser/Detektor des
Gerdtes erfasst die unterschiedlichen Farben der markierten ddNTP’s und zeichnet tiber
eine Software ein Diagramm und die entsprechende Sequenzabfolge. Die Typisierung
anhand der SBT-Methode liefert die hochstmogliche Auflésung aller hier beschriebenen
Nachweismethoden (ebd.).

3.2.9 Tabelle HLA

Die Daten beziiglich der HLA-Klasse-I1I-Allele der 824 MS-Patienten wurden in eine
Tabelle eingetragen und durch Nummern pseudonymisiert. Die HLA-Klasse-I-Allele
waren in einer anderen Tabelle eingetragen, so wurde, anhand der Pseudonymiserungen
beider Tabellen, selbststindig eine Tabelle erstellt, die die Informationen aller HLA-Daten

beinhaltet.
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3.3 Durchfiihrung der Untersuchungen

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die MS-Patienten hinsichtlich der Verteilung und
Frequenz aller HLA-Klasse-1I-Allele sowie der HLA-Klasse-I-Allele A und B zu
untersuchen, sowie den kombinierten Effekt von HLA-Klasse-I- und HLA-Klasse-II-
Allelen auf MS-Verlaufsform und Progression zu priifen. Hierzu wird in einem Kollektiv
von 824 MS-Patienten die Verteilung der HLA-Klasse-1I-Allele ermittelt und mit der
gesunden Bevdlkerung (Kontrollkohorte, n=2110) verglichen. Des Weiteren werden ca.
300 der 824 MS-Patienten hinsichtlich ihrer HLA-Klasse-I-Molekiile untersucht und mit
den Daten der Kontrollkohorte verglichen. Hintergrund der Beriicksichtigung des HLA-
Klasse-I-Typs ist der bereits bekannte Befund, dass einzelne HLA-Klasse-I-Allele, z.B.
HLA-A*02:01, das von DRB1*15:01 vermittelte Risiko reduziert (Fogdell-Hahn et al.
2000), wihrend andere Klasse-I-Allele das Risiko, MS zu entwickeln sogar weiter

erhohen.

HLA-Typisierung bedeutet anhand einer der Nachweismethoden (s. Abschnitt
Datenerhebung HLA) die Kombination der — in dieser Arbeit relevanten — HLA-Klasse-I-
und —II-Molekiile der zu untersuchenden Person zu bestimmen. Die Typisierung kann
klinisch  relevant sein fiir Transplantationen, Transfusionen und fiir die
Krankheitsassoziation mit bestimmten Erkrankungen, so auch der Multiplen Sklerose

(Immenschuh 2009).

3.3.1 MS-Patienten

Zunichst wurden alle MS-Patienten beziiglich der HLA-Klasse-II-Allele untersucht. Die
Frequenzen wurden anhand von Sdulendiagramme visualisiert. Wie bereits beschrieben,
vermittelt der HLA-Haplotyp DRB5*01:01 DRB1*15:01 DQA1*01:02 DQB1*06:02 bei
Kaukasiern den grofiten Teil des genetischen Risikos, an MS zu erkranken (Sospedra und
Martin 2005). Daher wurde innerhalb der fiir diesen Haplotyp positiven Patienten die
Verteilung des MS-Verlaufstyps und die Progression untersucht und durch
Sdulendiagramme dargestellt. Anschliefend wurden die Untersuchungen bei ca. 300 der
824 Patienten beziliglich der HLA-Klasse-I-Allele A und B durchgefiihrt. Weiterhin
wurden in der Literatur nach riskanten und protektiven HLA-Klasse-I-Allelen recherchiert
(siche oben) und deren Einfluss in Kombination mit DRB1*15:01 auf die genannten

klinischen Eigenschaften untersucht.
23



3.3.2 Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe wurde hinsichtlich der HLA-Klasse-II-Allele sowie der HLA-Klasse-I-
Allele A und B untersucht und die Ergebnisse wurden anhand von Siulendiagrammen
visualisiert. AbschlieBend wurden auch in der Kontrollkohorte die Frequenzen der
DRB1*15:01-Positiven in Kombination mit den relevanten HLA-Klasse-I-Allelen

berechnet und in Sdulendiagrammen dargestellt.

3.4 Datenanalyse

Die HLA-Allele und die klinischen Informationen der einzelnen Patienten wurden in einer
Tabelle dargestellt. Zu diesem Zweck wurden die Daten aus dem MSDS in eine Excel-
Tabelle ausgelesen, um dann anhand der patientenspezifischen Nummern diesen
Informationen den HLA-Allelen zuzuordnen. Bei jedem Patienten wurde die Zugehorigkeit
von HLA-Allelen und Patientennummer iiberpriift, anschlieBend wurden alle Daten in

SPSS und Excel dargestellt und ausgewertet.

3.4.1 Statistische Analyse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, herauszufinden, welche HLA-Merkmale in der
vorliegenden MS-Kohorte ein Risiko fiir die Entstehung der Erkrankung darstellen sowie
einen Einfluss auf weitere klinische Parameter haben. Hierzu wurden die HLA-
Allelfrequenzen zwischen MS- und Kontrollkohorte verglichen und Abweichungen mit
dem Vierfeldertest (Chi Quadrattest oder exakter Test nach Fisher) auf Signifikanz gepriift.
Der Chi Quadrattest ist ein Signifikanztest mit dem sich ein berechnetes Ergebnis
statistisch mit geringem Irrtumsvorbehalt vom Zufall abgrenzen ldsst (Bender und Lange
2007). Ein Ergebnis des Chi Quadrattests ist der ,p-Wert® (ebd.), der die
Wabhrscheinlichkeit angibt, mit der die oben genannte vorausgehende Hypothese beziiglich
des genetischen Risikos angenommen werden kann. In der vorliegenden Arbeit wird ein
Signifikanzniveau 0=0,05 festgelegt. Ist der p-Wert kleiner als 0,05, ist das Ergebnis
statistisch signifikant (ebd.). Weiterhin von hoher Wichtigkeit ist der Vorhersagewert
(,,predictive value) der genannten Berechnung. Dieser ldsst sich als positiv pradiktiver
Wert und negativ pradiktiver Wert berechnen (Glossar der evidenzbasierten Medizin
2011). Der positiv pradiktive Wert beschreibt, welcher Anteil der Personen mit einem

positiven Testergebnis tatsdchlich krank ist (ebd.). Der negativ priadiktive Test beschreibt,
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welcher Anteil der Personen mit negativem Testergebnis tatsidchlich gesund ist (ebd.).
Grundlage beider Werte ist die Sensitivitdt (Anzahl der Kranken, die korrekt als Kranke
erfasst werden) und Spezifitdt (Anzahl der Gesunden, die korrekt als gesund erkannt
werden) des Tests sowie die Héufigkeit der Erkrankung (ebd.). Ein weiterer wichtiger
Malstab fiir die Bewertung des Testergebnisses ist die sogenannte Odds-Ratio (das
Chancenverhéltnis). Die Odds-Ratio beschreibt das Verhéltnis zwischen der Chance, dass
ein Ereignis in der zu untersuchenden Gruppe vorkommt zu der Chance, dass ein Ereignis
in einer Kontrollgruppe vorkommt (ebd.).

Dem Signifikanztest vorausgestellt, werden zunichst die Hiufigkeitsfrequenzen aller
HLA-Klasse-II-und bei ca. 300 MS-Patienten der Klasse-I-Allele A und B berechnet. Die
Frequenzen werden in der Kontrollkohorte ebenfalls erhoben. Grundlage dieser
Datenanalyse bildet das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg equilibrium) beschreibt den
Zustand einer idealen Population (Panmixie, groBe Population, keine Mutation, keine
Selektion und keine Migration), in der die Haufigkeiten der drei Genotypen eines Genlocus
mit zwei Allelen nur von deren Allelfrequenz abhingt. Unter den beschriebenen
Bedingungen dndern sich die Allelfrequenzen in der Nachfolgegeneration nicht (Hardy

1908):

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht: p2 +2pq + q2 =1
p: relative Haufigkeit des Auftretens des Allels A

q: relative Haufigkeit des (zu A komplementiren) Allels a.

Fiir die HLA-Klasse-I- und HLA-Klasse-II-Allele wurden anhand der GesetzméBigkeit des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes die Allel- (g%) und Phénotyp-Frequenzen {(%)
berechnet, um anschlieBend Abweichungen im Vierfeldertest (Chi Quadrattest) (siche

oben) auf Signifikanz zu priifen.

Anschliefend werden die HLA-DRBI1*15:01-Frequenzen mit HLA-A2, A3 bzw. -B7
dargestellt und auch hier mit der Kontrollkohorte verglichen. Die Berechnungen beinhalten
DRB1*15:01 Heterozygoten- und Homozygotenfrequenzen. Hier wird mit relativen
Haufigkeiten (%) gerechnet. Im dritten Abschnitt des Ergebnisteils erfolgt eine Darstellung
der HLA-Klasse-II-Frequenzen in den einzelnen Gruppen der Progression

(Gruppeneinteilung siehe oben). Auch hier wird mit relativen Haufigkeiten (%) gerechnet.
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Zum Zeitpunkt der Datenerhebung galt die alte HLA-Nomenklatur, sodass die Rohdaten,
die zur Berechnung herangezogen wurden, nach der alten Nomenklatur klassifiziert sind

(siehe Tabelleninhalte im Kapitel 4).
4 Ergebnisse

4.1 Kohorte MS-Patienten

Die Kohorte der MS-Patienten umfasst 824 Personen mit 574 Frauen und 250 Minnern.
Das Verhiltnis betrigt 2,3:1. Es findet sich somit eine Ubereinstimmung mit den Daten der

Literatur (s.0.).

M Frauen

B Manner

Abbildung 1: Geschlechterverteilung MS-Kohorte (%)

Das Durchschnittsalter der Ménner zu Untersuchungsbeginn betrdgt 43 Jahre, das der
Frauen 42 Jahre. Beide Geschlechter weisen ein Durchschnittsalter von 42,5 Jahren auf.
Alle Patienten wurden hinsichtlich ithrer HLA-Klasse-1I-Allele untersucht, ca. 300 der

Patienten wurden zusétzlich beziiglich ihrer HLA-Klasse-I-Allele A und B untersucht.

4.2 Verlaufsform MS-Kohorte

Von den 824 Patienten war zum Zeitpunkt der Datenerhebung bei 59 Personen keine
Diagnose gestellt bzw. die Diagnose MS nicht bestétigt werden, daher wird bei der
Berechnung der Verlaufsform von n=765 Patienten ausgegangen.

Von den 765 Patienten zeigten 13 Patienten die Erstmanifestation einer MS (1,6%) 92
Patienten wiesen eine schubformige MS mit inkompletten (11,2%) und 353 Patienten eine
schubformige MS mit kompletten Remissionen (42,8%) auf, die zusammen 54%

ausmachen. Verglichen mit Werten aus der Literatur (s.o0.) ist dies ein geringer Anteil. 141
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Patienten zeigen einen sekundér chronisch progredienten Verlauf (17,1%) und bei 102
Patienten verlduft die Erkrankung primér chronisch progredient, was einem Anteil von
12,4 % entspricht. Dies spiegelt sich auch in Daten der Literatur wider (s.o., Thompson et
al. 1997). Bei 123 Patienten ist die Verlaufskategorie nicht sicher bestimmbar (15%); s.
Abbildung 2.

Verlaufsformen aller Patienten

45
40
35
30
25
20
15
10
s B
0 I
Erstmanifestation Primar chronisch schubformiger  schubférmiger Sekundar Verlaufskategorie
progredienter Verlauf mit Verlauf mit chronisch nicht sicher
Verlauf inkompletten kompletten progredienter bestimmbar
Remissionen Remissionen Verlauf

Abbildung 2: MS-Verlaufsformen (%)

Die Abbildung 2 stellt die relativen Hiufigkeiten der MS-Verlaufsformen in der
vorliegenden Patientengruppe graphisch dar. Bei 15% der Patienten war die MS-
Verlaufsform zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht sicher bestimmbar. Am haufigsten
zeigt sich der schubformige Verlauf mit kompletten Remissionen. Die weiteren
Haufigkeiten sind oben im Text beschrieben.

Fiir die Beurteilung der MS sind weitere Parameter von Bedeutung (s. Abschnitte 2.2, 2.3
und 2.4). Im Folgenden werden weitere Parameter fiir die Berechnung der Ergebnisse

dieser Arbeit beschrieben.

4.3 Expanded Disability Status Scale (EDSS)- Werte

Der Expanded Disability Status Scale (EDSS) -Wert wird bei jeder Konsultation der
Patienten in der MS-Ambulanz erhoben. Bei der hier vorliegenden Berechnung wurde der

aktuellste EDSS-Wert zum Zeitpunkt der Datenerhebung beriicksichtigt.
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Bei 77 Patienten lag bei Datenaufnahme kein EDSS-Wert vor, es gab hier grofle
Uberschneidungen mit den Patienten, bei denen keine eindeutige Verlaufsform bestimmt
werden konnte. Daher wurde auch bei dieser Berechnung von einer kleineren Kohorte
(n=747) ausgegangen.

Der Durchschnitt des EDSS-Wertes liegt bei 3,0.

18
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14
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10
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0 1152253354455556¢6577582858909510

Abbildung 3: EDSS-Werte (%)

In dieser Abbildung wird die Haufigkeit der EDSS-Werte von 0-10 (%) gezeigt. Mit knapp
iiber 16% zeigt sich der EDSS-Wert von 2 am héufigsten. Die Werte 0,1 und 2,5 und 3,5
zeigen sich mit 8% bis 10% etwa in der gleichen Haufigkeit. Die EDSS-Werte 9,5 und 10
kommen in unserer Kohorte gar nicht vor. Ein EDSS-Wert von 10 bedeutet Tod durch MS.
Der EDSS-Wert zeigt eine Momentaufnahme und somit einen punktuellen Wert des
Grades der aktuellen Behinderung auf. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser zur

Berechnung der Progression genutzt.

4.4 Progression

Um den Verlauf und somit das mogliche Fortschreiten der MS-Erkrankung darzustellen
und eine Erweiterung des nur punktuell erfassbaren EDSS-Wertes zu erlangen, wird in
dieser Arbeit die Progression berechnet und verwendet. Wichtig ist hierbei die
Differenzierung von MS-Dauer und Diagnosedauer. Die MS-Dauer beschreibt den
Zeitraum vom Auftreten des ersten MS-Symptoms bis zum aktuellen Zeitpunkt der
Datenerhebung. Die Diagnosedauer beschreibt den Zeitraum zwischen dem Zeitpunkt der

Diagnosestellung und dem Zeitpunkt der Datenerhebung. Die Progression wird in der
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vorliegenden Kohorte in Bezug auf die MS-Dauer berechnet. Diese bezeichnet den
Quotienten des zum Zeitpunkt aktuellen EDSS und der Anzahl der Jahre nach MS-Beginn.
Um die Daten {ibersichtlich zu gestalten, wurden Gruppen gebildet und mit Codes
versehen. So entspricht zum Beispiel eine Progression von 0,08-0,19 dem Code 2, die
Progression von 0,2-0,27 entspricht dem Code 3 etc. Die folgende Tabelle 4 zeigt die
Zusammenfassung der Gruppen, die Abbildung 31 verdeutlicht die Verteilung der
Progressionscodes aller Patienten. Der durchschnittliche Progressionscode in der

vorliegenden MS-Kohorte betrigt 3,85.

Im weiteren Verlauf wird innerhalb der DRB1*15:01-positiven MS-Kohorte und in der
Kombination mit den protektiven und risikoreichen HLA-Klasse-I-Allelen die Verteilung
der Progressionscodes untersucht. Es wird hiermit der Frage nachgegangen, ob Patienten
mit einem speziellen Haplotyp bzw. einer bestimmten Allelkombination in der hier

bearbeiteten MS-Kohorte einen schnelleren bzw. langsameren Progress zeigen.

Tabelle 4: Ubersicht der Progressionscodes in Bezug auf MS-Dauer und EDSS-Wert aller MS-Patienten

Progressionscode
(MS-Dauer) Progression
1 0

2 0,08-0,19
3 0,2-0,27
4 0,33-0,5
5 0,58-0,83
6 0,9-1,20
7 1,25-1,5
8 1,63-2

9 2,5-3,5
10 4
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Die abgebildete Tabelle 4 zeigt die Progressionscodes 1-11 mit der zugehdrigen

berechneten Progression (s.0.).

4.5 Kontrollkohorte

Die Kontrollkohorte besteht aus 2110 Blutspenderinnen und Blutspendern des UKE aus
Hamburg und dem Umland und wird von 1551 Frauen und 559 Ménnern gebildet, was mit
einem Verhéltnis von 2,8:1 in etwa dem Geschlechterverhéltnis der MS-Kohorte (2,3:1)

entspricht.

B Frauen

B Manner

Abbildung 4: Geschlechterverteilung Kontrollkohorte (%)

Das Durchschnittsalter zum Untersuchungszeitpunkt betrdgt bei den Frauen 44 und bei den
Minnern 52 Jahre. Zusammen weisen beide Geschlechter ein Durchschnittsalter von 48
Jahren auf. Die Kontrollkohorte ist somit durchschnittlich knapp sechs Jahre élter, als die
Patientengruppe. Alle Personen wurden hinsichtlich ihrer HLA-Klasse-II-Allele untersucht
und zusitzlich beziiglich ihrer HLA-Klasse-I-Allele A und B untersucht.

4.6 Ergebnisse der HLA-Auswertung

Im Folgenden wird zunéchst die Verteilung der HLA-Klasse-II- und HLA-Klasse-I —Allele
in der MS- und Kontrollkohorte dargestellt. Einige HLA-Allele werden hierbei

zusammengefasst (z.B. 01:XX). Allele, die in der Literaturrecherche und auch in den
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eigenen Berechnungen relevant erscheinen, werden einzeln berechnet.

4.6.1 MS-Patienten

4.6.1.1 HLA-Klasse-II

Im folgenden Abschnitt werden die Haufigkeiten der einzelnen HLA-Klasse I1-Allele mit £
(%) in der MS-Kohorte anhand von Séulendiagrammen aufgezeigt. Hierbei wird zunichst
auf DRBI eingegangen, anschlieBend zeigen sich die Daten fiir DRB3, 4 und 5, DQA1 und
DQBI.
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Abbildung 5: DRB1 MS-Patienten f (%)

Die Abbildung 5 zeigt den prozentualen f (%) Anteil der DRB1-Allele in der Gruppe der
MS-Patienten. 51,9% der MS-Patienten sind positiv fiir DRBI1*15:01. Wie oben
beschrieben, vermittelt dieser das grofBte genetische Risiko in Westeuropa, an MS zu
erkranken. Weiterhin ist etwa jeweils %4 der MS-Patienten positiv fir DRB1* 03:01
(23,0%) und DRB1*04:XX (27,0%).

Einen sehr niedrigen Anteil zeigt DRB1*09:01 mit 0,6%. Letzteres ist typisch fiir

Kaukasier.
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60

Abbildung 6: other DR (DRB3, 4 und 5)-Verteilung MS-Patienten f (%)

Die Abbildung 6 zeigt die Hiufigkeiten der Allele von DRB3, 4 und -5 in der Gruppe der
MS-Patienten in f (%). 56,4 % der MS-Patienten sind positiv fiir DRB5*01:XX. Etwa 1/3
sind jeweils positiv flir DRB3*01:01 (34,2%), DRB3*02:02 (29,5%) und DRB4*01:XX
(38,7%). Einen sehr niedrigen Anteil zeigt DRB4*01:03 mit 0,6%.
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Abbildung 7: DQA1-Verteilung MS-Patienten f(%)

In der Abbildung 7 wird die Haufigkeit f (%) der DQA1-Allele dargestellt.

75,8% der MS-Patienten sind positiv fiir DQA1* 01:XX. Weiterhin hohe Frequenzen
zeigen DQ:A1* 0201 (18,7%), DQA1* 03:XX (22,2%) und DQAI1* 05:XX (45%).
DQAT1* 06:01 zeigt mit 1,2% den niedrigsten Anteil.
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Abbildung 8: DQB1-Verteilung MS-Patienten (%)

Die Haufigkeit f (%) der DQB1-Allele wird in Abbildung 8 veranschaulicht. 48,9% der
MS-Patienten sind positiv fiir DQB1* 06:02. Den zweithdchsten Anteil zeigt DQBI1*
03:XX mit 47,0%. Den niedrigsten Wert zeigt DQB1* 04:02 mit 4,5%.

Anzumerken ist, dass die Verteilung der Allele sich aus den einzelnen Haplotypen (siche
Tabelle 3) ergibt. Der fiir Westeuropder (Kaukasier) typische HLA-Klasse-1I-Haplotyp ist:
DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02.

4.6.1.2 HLA-Klasse-I

Im Folgenden werden die Haufigkeiten f (%) der HLA-Klasse-I-Allele A und B in der MS-
Kohorte anhand von S#ulendiagrammen veranschaulicht. Hierbei wird erst auf die HLA-
Klasse-A-Allele eingegangen, anschlieend werden die HLA-Klasse-B-Allele dargestellt.
In der Literatur wird, wie oben beschrieben, einzelnen HLA-A und —-B Allelen ein
genetischer Faktor zugerechnet, der sowohl protektiv, als auch als Risikofaktor fiir die MS

gilt.
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Abbildung 9: HLA-A-Verteilung MS-Patienten (%)

Die Abbildung 9 zeigt die Verteilung f (%) der HLA-A-Allele in der Gruppe der MS-
Patienten. Mit 37% haben die meisten MS-Patienten das HLA-Allel A2, dieses ist laut
Literatur ein protektiver genetischer Faktor (Fogdell-Hahn et al. 2000). A2 ist dicht gefolgt
von A3 mit 36,3%, welches einen genetischen Risikofaktor fiir die MS darstellt (s. Kapitel
2.4 Symptomatik und Prognose). HLA-A1 zeigt sich mit 32,4 % am dritthdufigsten. A24
zeigt sich bei knapp 22% der MS-Patienten.
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Abbildung 10: HLA-B-Verteilung MS-Patienten f(%)

Diese Abbildung zeigt die Haufigkeit f (%) der HLA-B-Allele in der MS-Kohorte.

Den hochsten Anteil zeigt in der HLA-B-Verteilung 07:XX mit 40,2%. B7 stellt laut
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Literatur einen genetischen Risikofaktor fiir die Entstehung der MS dar (z.B. Fogdell-Hahn
et al. 2000)

Am zweithdufigsten zeigt sich 08:XX mit 23,0%, dicht gefolgt von 35:XX mit 19,0%.
HLA-B44:XX zeigte sich bei knapp 13% der MS-Patienten.

4.6.2 Kontrollkohorte

4.6.2.1 HLA-Klasse-II

Im folgenden Abschnitt werden die Hiufigkeiten der einzelnen HLA-Klasse-II-Allele mit £
(%) in der Kontrollkohorte anhand von Siulendiagrammen aufgezeigt. Hierbei wird
zundchst auf DRBI1 eingegangen, anschlieBend werden die Daten fiir DRB3, 4 und 5,
DQAI1 und DQB1 aufgezeigt.
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Abbildung 11: DRB1-Verteilung Kontrollkohorte (%)

Die Abbildung 11 zeigt die Haufigkeiten f(%) von DRBI1 in der Kontrollkohorte. 26,8%
der gesunden Kontrollkohorte sind positiv flir DRB1*15:01. Fast den gleichen Anteil zeigt
DRB1* 04:XX mit £=26,9%. Knapp " der Kontrollkohorte sind positiv fiir DRB1*01:XX,
DRB1*03:XX, DRB1*07:01, DRB1*11:XX und/oder DRB1*13:XX.

Im Vergleich zu den MS-Patienten (51,9%) sind nur die Halfte der Kontrollpersonen
(26,8%) positiv fiir DRB1*15:01.
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Abbildung 12: other DR (DRB3,4 und 5)- Verteilung Kontrollkohorte f(%)

Das abgebildete Sdulendiagramm (Abbildung 12) veranschaulicht f(%) fiir DRB3, 4 und 5.
29,5% der Gesunden ist positiv fiir DRB4*01:XX, bei den MS-Patienten sind 38,7%
positiv fiir dieses Allel. Etwa gleich hdufig kommen DRB3*01:XX (20,3%) und
DRB5*01:XX (19%) vor. Letzteres zeigt sich bei den MS-Patienten bei 56,4%.
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Abbildung 13: DQA1-Verteilung Kontrollkohorte (%)

Abbildung 13 stellt die Haufigkeiten f(%) von DQAI in der Kontrollkohorte dar. Mit
67,5% den hochsten Anteil zeigt hier — wie bei der MS-Kohorte - DQA1*01:XX.
Weiterhin hohe Frequenzen zeigen DQAT1* 02:01 (21,5%), DQAT* 03:XX (28,6%) und
DQAT1* 05:XX (44,6%).

DQAT1* 06:01 zeigt mit 0,8% den niedrigsten Anteil.
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Abbildung 14: DQB1-Verteilung Kontrollkohorte f(%)

Das Sdulendiagramm der Abbildung 14 verbildlicht die Héufigkeiten f(%) der DQBI1-
Allele in der Kontrollkohorte. Mit 54,6% zeigt DQB1*03:XX den hochsten Anteil. Am
zweithdufigsten zeigt sich DQB1*06:XX mit 44,5%.

Den niedrigsten Anteil mit 1,6% zeigt DQB1*1.

Anzumerken ist, dass sich die Verteilung der Allele aus den einzelnen Haplotypen (s.

Tabelle 3) ergibt.

4.6.2.2 HLA-Klasse I
AbschlieBend werden im Folgenden die Haufigkeiten f (%) der HLA-Klasse-I-Allele A
und B in der Kontrollkohorte anhand von Sdulendiagrammen dargestellt. Hierbei wird erst

auf die HLA-Klasse-A-Allele eingegangen, anschlieBend zeigen sich die HLA-Klasse-B-
Allele.
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Abbildung 15: HLA-A-Verteilung Kontrollkohorte f(%)

Die Abbildung 15 veranschaulicht f (%) der HLA-A-Allele in der Kontrollkohorte. Am
hiufigsten zeigt sich A2 mit 52,4% in der Kontrollkohorte. Diesem Allel wird ein
protektives genetisches Potenzial zugeschrieben (Fogdell-Hahn et al. 2000). HLA-A2
zeigte sich auch am hiufigsten in der MS-Kohorte, jedoch nur bei 37%. Am
zweithdufigsten zeigt sich in der Kontrollkohorte A1 mit 30,6%, gefolgt von A3 mit
29,3%. Letzteres ist ein genetischer Risikofaktor fiir die Entstehung der MS und zeigte sich
in der MS-Kohorte hiufiger (36,3%). A24 kommt bei 15,7% der Gesunden vor.
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Abbildung 16: HLA-B-Verteilung Kontrollkohorte (%)

Das letzte Sdulendiagramm in der Abbildung 16 veranschaulicht die Haufigkeiten f(%) der
HLA-B-Allele. 07XX (25,9%), 08XX (22,6%) und 44XX (22,4%) kommen in der
Kontrollkohorte am hdaufigsten vor. Dem Allel B7 wird ein genetisches Risiko
zugeschrieben, an MS zu erkranken (z.B. Fogdell-Hahn et al. 2000). In der MS-Kohorte
kommt B7 bei 40,2% vor, in der Kontrollkohorte zeigt sich HLA-B7 bei etwa 26%. HLA-
B44 wird ein protektiver Effekt zugesagt, dieses zeigt sich bei knapp 22% der Gesunden,
aber nur bei knapp 13% der MS-Patienten. 35XX zeigt sich bei 18,5% der gesunden
Probanden und bei 19,0% der MS-Patienten.
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4.7 HLA-Haplotyp
DRB5%01:01~-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1%*06:02

Der Haloptyp DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*~06:02 vermittelt das
grofite genetische Risiko bei Westeuropdern (Kaukasiern), an MS zu erkranken (Sospedra
und Martin 2005).

In den Kohorten fiir die vorliegende Arbeit sind =51,9% der MS-Patienten und =26,8%
der Kontrollkohorte positiv fiir DRB1*15:01. Dieses kommt in 99% der Fille als der oben
genannte Haplotyp vor (Fogdell-Hahn et al. 2000).

Das folgende Kapitel beinhaltet Berechnungen der Patienten und Gesunden, die positiv fiir
DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*~06:02 sind. Zunéchst wird in der
Gruppe der fiir den Haplotyp positiven MS-Patienten untersucht, wieviel % Alleltrdger fiir
die relevanten Allele HLA-A2, -A3, -B7 und -B44 sind. AnschlieBend wird die relative
Haufigkeit der Kombination der HLA-Klasse-I-Allele mit dem genannten Haplotyp
berechnet. Hier wird sowohl berechnet, wieviel % der Patienten im Allgemeinen positiv
fiir eines der genannten Allele sind, als auch, wieviel % der Patienten ausschlieBlich
positiv flir eines der genannten Allele sind (Beispiel: DRB1*15:01 nur A2). Hierfiir wird
die DRB1*15:01 — Kohorte heterozygot und homozygot einzeln untersucht. AnschlieBend
werden die Frequenzen in Bezug auf die einzelnen MS-Verlaufsformen sowie die
Progression im Bezug zur MS-Dauer aufgezeigt. AbschlieBend werden die Frequenzen des
Haplotyps in Kombination mit den HLA-Klasse-I-Allelen A2, A3 und B7 in der
Kontrollkohorte berechnet und abgebildet.

Es ist anzumerken, dass 168 der DRB1*15:01-positiven MS-Patienten auch fiir HLA-
Klasse-I typisiert sind und 18 der DRB1*15:01-homozygoten MS-Patienten auch fiir
HLA-Klasse-I typisiert sind.

4.7.1 Vergleich MS-Patienten und Kontrollkohorte: DRB1*15:01

In der MS-Kohorte sind 428 Patienten positiv fiir DRB1*15:01. 57 der 428 Patienten sind
homozygot fiir DRB1*15:01, hiermit ergibt sich die folgende Ubersicht.

In der vorliegenden MS-Kohorte finden sich:
57 (AA) DRB1*15:01-homozygote MS-Patienten
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371 (AB) DRB1*15:01- heterozygote MS-Patienten und damit
485 (2AA+AB) DRB1*15:01 Allele.

In der Kontrollkohorte sind 565 Personen positiv fiir DRB1*15:01. 51 der 565 Personen
sind homozygot fiir DRB1*15:01, hiermit ergibt sich die folgende Ubersicht.

In der vorliegenden Kontrollkohorte finden sich:

51 (AA) DRB1*15:01-homozygote Gesunde

514 (AB) DRB1*15:01- heterozygote Gesunde und damit
616 (2AA+AB) DRB1*15:01 Alle.

Die Ergebnisse von DRB1*15:01 wurden zwischen MS- (n=428) und Kontrollkohorte
(n=565) verglichen und anhand des Chi Quadrattests (siche Kapitel 3.4.2 statistische
Analyse) verglichen.

Hierbei ergab sich ein p-Wert < 0,0001 und damit eine deutliche statistische Signifikanz,
mit der die grundlegende Frage der vorliegenden Arbeit nach dem genetischen
Risikopotenzial von DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*~06:02 (kurz:
DRB1*15:01) in der vorliegenden MS-Kohorte im Vergleich zur Kontrollkohorte bestitigt
wird.

Die Odds Ratio zeigt mit 2,96 das Chancenverhéltnis an, mit dem der genannte Haplotyp
in der MS-Kohorte vorkommt zu der Chance, dass der genannte Haplotyp in der
Kontrollgruppe vorkommt. In der vorliegenden Arbeit besagt die Odds Ratio von 2,96,
dass die Wahrscheinlichkeit, an MS zu erkranken bei Personen mit DRB1*15:01 um etwa
das Dreifache erhoht ist zu den Personen, die DRB1*15:01-negativ sind.

Der negativ pradiktive Wert betrigt 79,6% und der positiv priadiktive Wert betrigt 43,1%.
Das heifit ein fehlender Nachweis von HLA-DRB1*15:01 bei Kaukasiern schlie3t in 4/5
Féllen die Erkrankung von MS korrekt aus, in 1/5 Fillen wird die Erkrankung félschlicher
Weise ausgeschlossen.

Des Weiteren wurden anhand der oben abgebildeten Ubersicht nach dem Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht die Frequenzen der Allele g(%) und Phéinotypen (%) berechnet (sieche
oben, Kapitel 4.6.1 und 4.6.2). Hierbei ergab sich fir DRB1*15:01 in der MS-Kohorte
=51,9% und in der Kontrollkohorte =26,8%. Wihrend fiir die Kontrollkohorte sich ein
Hardy-Weinberg Gleichgewicht fiir alle untersuchten HLA-Merkmale fand, wichen in der
MS-Patientengruppe DRB1*03:01 und DRB1*15:01 signifikant ab. Bei DRB1*03:01
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fanden sich mehr homozygote, bei DRB1*15:01 weniger homozygote Merkmalstriager als

aufgrund der Allelfrequenzen erwartet wurden.

4.7.2 MS-Patienten

In den zunichst folgenden Berechnungen und Abbildungen wurde unter allen
DRBI1*15:01-positiven Patienten untersucht, wie viele anteilig positiv sind fiir die HLA-
Klasse-I-Allele A2, B44 (beide laut Literatur protektiv), A3 und B7 (beide laut Literatur
Risikofaktoren). Dies wurde sowohl fiir die DRBI1*15:01-Heterozygoten und -—

Homozygoten untersucht.

Hierbei zeigen die Abbildungen 17 und 18 zunéchst in %, wie viele Patienten fiir die
genannten Allele positiv sind, ein einzelner Patient kann alle Allele aufweisen und auch in
allen drei Balken vorkommen.

In den danach folgenden Abbildungen 19 und 21 wird dargestellt, wie viel % der Patienten
ausschlieBlich positiv fiir ein Allel sind. Die Abbildungen 20 und 22 zeigen, wie viel % der
Patienten die Allelkombinationen (s. Abbildungsbeschriftung) aufzeigen.
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Abbildung 17: DRB1*15:01-Heterozygoten mit HLA-A2, A3, B7 (%)

Abbildung 17 zeigt in %, wie viele der DRB1*15:01-positiven MS-Patienten Alleltrager
fir HLA-A2, -A3 und -B7 sind. Den hochsten Anteil mit 17,8% zeigt HLA-B7, den
niedrigsten Anteil zeigt das protektive Allel HLA-A2 mit 14,0%. HLA-A3 zeigt sich bei
16% der DRB1*15:01-positiven Patienten. Hier nicht dargestellt ist die Kombination mit
HLA-B44, dies kommt bei 8,9% der DRB1*15:01-positiven Patienten.
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Abbildung 18: DRB1*15:01-Homozygote MS-Patienten mit HLLA-A2, A3, B7 (%)

Fiir das Sdulendiagramm der Abbildung 18 bilden die DRB1*15:01-Homozygoten mit
n=57 die Grundlage. In der Kohorte der MS-Patienten sind 11,8% homozygot fiir das
genannte Allel, in der Kontrollkohorte 9,0%.

66,7% der DRB1*15:01-homozygoten MS-Patienten tragen das HLA-Klasse-I-Allel HLA-
A2, -A3 und/oder —-B7. Den hochsten Anteil mit 28,1% zeigt hierbei HLA-B7, welches
laut Literatur einen schnelleren Progress der MS hervorruft. Entgegen der DRB1*15:01-
Heterozygoten zeigt HLA-A2 mit 22,8% nicht den niedrigsten Anteil auf. Die
Kombination mit B44 (hier nicht abgebildet) kommt bei knapp 7% der DRB1*15:01-

positiven Patienten vor.
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Abbildung 19: DRB1*15:01-positive MS-Patienten mit jeweils ausschlieBlich dem HLA-Klasse-I-Allel A2, A3, B7
oder B44 (%)
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Die Abbildung 19 zeigt, welcher prozentuale Anteil der DRB1*15:01-positiven Patienten
ausschlieBlich fiir die HLA-Allele A2, A3, B7 oder B44 positiv sind. Den hochsten Anteil
mit 17,9% zeigt das HLA-Klasse-I-Allel A2, es wird gefolgt von HLA-A3 (11,9%), HLA-
B7 (10,1%) und HLA-B44 (8,9%).
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Abbildung 20: DRB1*15:01-positive MS-Patienten mit den abgebildeten Allelkombinationen (%)

Das Sédulendiagramm in der Abbildung 20 zeigt die jeweils beschriftete Allelkombination
bei den DRB1*15:01 — positiven MS-Patienten. Den deutlich hochsten Anteil zeigt die
Kombination der HLA-Klasse-I-Allele A3 und B7 mit 19%. Die Kombination A2 und B7
bzw. die Dreierkombination aus A2, A3 und B7 zeigen mit 7,1% den gleichen Anteil. B44
und A2 kommen gemeinsam bei 5,3% der DRB1*15:01-positiven Patienten vor, A2 und
A3 gemeinsam nur bei 2,9%.Die weiteren Kombinationen mit dem HLA-Klasse-I-Allel

B44 kommen in dieser Kohorte nicht vor.
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Abbildung 21: DRB1*15:01-Homozygote MS-Patienten mit jeweils ausschlieflich dem HLA-Klasse-I-Allel A2, A3

oder B7 (%)

Die Abbildung 21 veranschaulicht in der Gruppe der DRB1*15:01-homozygoten MS-

Patienten, welcher Anteil in Prozent ausschlieBlich positiv fiir A2, A3 oder B7 sind. Den

hochsten Anteil mit 25% zeigt hier die Kombination mit A2, in deutlichem Abstand folgen
B7 (10,7%) und A3 (3,5%). Die Kombination mit nur B44 ist hier nicht dargestellt und

zeigt sich bei 7% der Patienten.
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Abbildung 22: DRB1*15:01-Homozygote MS-Patienten mit den abgebildeten Allelkombinationen (%)

Die Abbildung 22 zeigt Ergebnisse fiir die DRB1*15:01-Homozygoten. Hier wird die
jeweilig beschriftete Kombination der HLA-Klasse-I-Allele abgebildet. Am haufigsten bei

den DRB1*15:01-homozygoten MS-Patienten ist die Kombination mit den HLA-Klasse-I-
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Allelen A3 und B7 (28,6%). A2 und B7 kommen bei 17,9%, B44 und A2 bei 14,3% der
Kohorte vor. Weitere Kombinationen mit dem HLA-Klasse-I-Allel B44 kommen nicht vor

4.7.3 Verlaufsformen DRB1*15:01-positive Patienten
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Abbildung 23: MS-Verlaufsform aller DRB1*15:01-positiven Patienten (%)

In der Abbildung 23 wird die Verlaufsform der DRB1*15:01-positiven Patienten
dargestellt. Die meisten DRBI1*15:01-positiven Patienten (etwa 43%) zeigen einen
schubformigen Verlauf mit kompletten Remissionen. Mit knapp 20% kommt der sekundér
chronisch progrediente Verlauf am zweithdufigsten vor, gefolgt vom primér chronisch
progredientem Verlauf (12,6%) und schubférmigem Verlauf mit inkompletten
Remissionen (11,7%). Bei 1,2% der Patienten liegt zum Zeitpunkt der Datenerhebung eine
Erstmanifestation vor. Diese Daten entsprechen weitestgehend denen der Verlaufsformen
aller MS-Patienten (s.o., Abbildung 5). Dies ldsst vermuten, dass der risikoreiche Haplotyp
keinen Einfluss auf die Verlaufsform der Erkrankung hat. Bei 11,2% ist die Verlaufsform

nicht sicher bestimmbar.

Im Folgenden wird die Haufigkeit der Verlaufsform in mehreren Gruppen der
DRB1*15:01-positiven MS-Patienten untersucht. Zunichst wird diese in der Kombination
mit ausschlieflich einem der genannten HLA-Klasse-I-Allele A2, A3, B7 oder B44

untersucht. AnschlieBend wird das Vorkommen der Verlaufsformen bei den DRB1*15:01-
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positiven Patienten mit einer Allelkombination (z.B. A2 und A3) untersucht. Das dann

folgende Kapitel beschéftigt sich mit der Progression.
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Abbildung 24: MS-Verlaufsform aller DRB1*15:01 nur A2- positiven Patienten (%)

Die Abbildung 24 veranschaulicht die Verteilung der Verlaufsform in der Gruppe der
DRB1*15:01-positiven Patienten, die von den o.g. relevanten HLA-Klasse-I-Allelen
ausschlieBlich positiv fiir HLA-A2 sind. Knapp 47% der DRB1*15:01 nur A2-positiven
Patienten zeigen einen schubformigen Verlauf mit kompletten Remissionen. Nur 10%
haben einen schubformigen Verlauf mit inkompletten Remissionen, den gleichen Anteil
zeigt der primir chronisch progrediente Verlauf auf. Bei 33% der Patienten dieser Kohorte
verlauft die MS sekundédr chronisch progredient, im Vergleich zeigten in der Gesamt-MS-
Kohorte nur knapp 17% diese Verlaufsform, in der DRB1*15:01-positiven Gruppe waren
es etwa 20%. Diese konnte darauf hinweisen, dass die Kombination von DRB1*15:01 mit
ausschlieBlich A2 in der vorliegenden Kohorte zu einem schnelleren Progress der MS und
einem friiheren Ubergang in den sekundir chronisch progredienten Verlauf fiihren kénnte.
Dies wire entgegen der Literaturmeinung, die in HLA-A2 ein protektives HLA-Klasse-I-
Allel beschreibt.
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Abbildung 25: MS-Verlaufsform aller DRB1*15:01 nur A3- positiven Patienten (%)

Das Sdulendiagramm der Abbildung 25 verbildlicht die Verlaufsformen der DRB1*15:01-
positiven Patienten in der Kombination mit HLA-A3. Auch in dieser Kohorte ist der
schubformige Verlauf mit kompletten Remissionen am hiufigsten (45%). Ebenfalls den
gleichen Anteil wie bei der vorherigen Gruppe von 10% zeigt der primér chronisch
progrediente Verlauf. Bei 25% der Patienten liegt ein sekunddr chronisch progredienter
Verlauf vor, somit sind 5% der Patienten seltener betroffen als in der oben beschriebenen
Gruppe mit der Kombination mit dem HLA-A2.

Mit nur 5% zeigt der schubformige Verlauf mit inkompletten Remissionen den geringsten
Anteil. In der weiteren Kohorte war der Verlauf bei Datenerhebung noch nicht sicher

bestimmbar.
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Abbildung 26: MS-Verlaufsform aller DRB1*15:01 nur B7- positiven Patienten (%)

In der vorliegenden Abbildung wird die Verlaufsform bei den DRBI1*15:01-positiven

Patienten in der Kombination mit HLA-B7 dargestellt. In dieser kleinen Kohorte zeigen

47,1% einen schubformigen Verlauf mit kompletten Remissionen. Gefolgt vom sekundér

chronisch progredientem Verlauf (17,6%) und schubférmigem Verlauf mit inkompletten

Remissionen (5,9%). Der Anteil der Patienten mit primér chronisch progredientem Verlauf

ist mit 17,6% hoch. In den oben beschriebenen Gruppen lag der Anteil bei 10-12%. Dies

konnte fiir einen aggressiveren Verlauf der MS bei der vorliegenden Allelkombination

sprechen, laut Literatur ist HLA-B7 ein Risikofaktor. Bei den restlichen 11,8% war die

Verlaufskategorie zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht sicher bestimmbar.

schubférmiger Verlauf mit schubférmiger Verlauf mit Sekundar chronisch
inkompletten Remissionen kompletten Remissionen progredienter Verlauf

Abbildung 27: MS-Verlaufsform aller DRB1*15:01 nur B44- positive Patienten (%)
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In Abbildung 27 zeigt sich die Verteilung der Verlaufsformen in der Gruppe der
DRB1*15:01-positiven Patienten in der Kombination mit ausschlieBlich B44.
AusschlieBlich 15 Patienten der DRBI*15:01-positiven MS-Kohorte zeigen eine
Kombinationen nur mit B44 auf. Auch in dieser Kohorte zeigt der schubformige Verlauf
mit kompletten Remissionen mit etwa 47% den hochsten Anteil auf. Gefolgt vom sekundir
chronisch progredienten Verlauf (40%) und dem schubformigen Verlauf mit inkompletten
Remissionen (13,3%). Der primér chronisch progrediente Verlauf kommt bei den
DRB1*15:01 nur B44- positiven Patienten nicht vor. Dies kdnnte flir einen milderen
Verlauf der MS stehen, In der Literatur wird HLA-B44 ein protektives genetisches
Potenzial zugeschrieben (Healy et al. 2010).

Im Folgenden werden nun die Verlaufsformen innerhalb der DRBI1*15:01-positiven
Patienten mit bestimmten HLA-Klasse-I-Allekombinationen (siche Bildunterschriften)

berechnet und dargestellt.
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Abbildung 28: MS-Verlaufsform aller DRB1*15:01 A2 und A3-positiven Patienten (%)

Abbildung 28 verdeutlicht die Verlaufsformen derjenigen DRBI1*15:01-positiven
Patienten, die eine HLA-Klasse-I-Allelkombination von A2 und A3 vorweisen. Nur fiinf
der DRB1*15:01-positiven Patienten zeigen die Kombination aus A2 und A3. 60% zeigen
einen schubformigen Verlauf mit kompletten Remissionen, jeweils 20% die anderen
gezeigten Verldufe. Verglichen mit den oben beschriebenen Abbildungen, ist der sekundér
chronisch progrediente Verlauf hier von Bedeutung — in der Kohorte der DRB1*15:01-

positiven Patienten, die ausschlieBlich fiir A2 positiv sind, liegt der Anteil mit knapp 33%
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sehr hoch, bei denjenigen, die ausschlieBlich fiir A3 positiv sind, zeigen 25% einen
sekundir chronisch progredienten Verlauf. Der schubformige Verlauf mit inkompletten

Remissionen kommt in dieser Kohorte nicht vor.
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Abbildung 29: MS-Verlaufsform aller DRB1*15:01 A2 und B7-positiven Patienten (%)

Das vorliegende Sédulendiagramm veranschaulicht die Haufigkeiten der Verlaufsformen
(%) bei DRB1*15:01-positiven Patienten, die die Kombination mit den HLA-Klasse-I-
Allelen A2 und B7 vorweisen. Diese Kombination zeigen 13 der DRB1*15:01-positiven
Patienten. In dieser Gruppe ist die hiufigste Form der MS mit knapp 42% der sekundéar
chronisch progrediente Verlauf. Nur 20% aller DRB1*15:01-positiven Patienten zeigen
den genannten Verlauf. Dies konnte fiir eine aggressiveren Krankheitsverlauf und eine
schnellere Progression bei Patienten mit der genannten Allelkombination in der hier
bearbeiteten MS-Kohorte sprechen. Jeweils 25% zeigen einen primér chronisch
progredienten Verlauf und einen schubformigen Verlauf mit kompletten Remissionen. Der
schubformige Verlauf mit inkompletten Remissionen kommt in dieser Gruppe nicht vor.

Bei 8,3% ist die Verlaufskategorie nicht sicher bestimmbar.
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Abbildung 30: MS-Verlauf aller DRB1%15:01 A3 und B7-positiven Patienten (%)

Mit 32 Patienten zeigt die Kombination von A3 und B7 den hochsten Anteil der genannten
Kombinationen der DRBI1*15:01-positiven Patienten auf. Knapp 41% zeigen einen
schubformigen Verlauf mit kompletten Remissionen. 28,1% der Patienten zeigen einen
sekundir chronisch progredienten Verlauf. Gefolgt vom primir chronisch progredienten
Verlauf und dem schubférmigen Verlauf mit inkompletten Remissionen (je 9,3%). Bei den

restlichen 12,5% ist die Verlaufskategorie nicht sicher bestimmbar.

4.7.4 Progression

Im folgenden Kapitel wird — wie oben beschrieben — die Progression anhand der MS-
Dauer und dem EDSS-Wert berechnet und anschlieBend anhand von Sédulendiagrammen
verbildlicht. Hierbei wird zunichst auf alle Patienten eingegangen und dann die Verteilung
der Progression der DRB1*15:01-positiven Patienten dargestellt. AnschlieBend wird die
Kombination mit den HLA-Klasse-I-Allelen A2, A3, B7 und B44 eingegangen.
Abschliefend werden die Berechnungen fiir die DRB1*15:01-homozygoten Patienten
durchgefiihrt und dargestellt.
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Abbildung 31: Progressionscodes aller Patienten (%)

Die Abbildung 31 zeigt die Verteilung der Progressionscodes aller Patienten. Am
hiufigsten ist die Progression von 4 mit knapp 25%. Gefolgt von den Codes 2 und 3 (je
knapp 18%). Code 7 und 8 zeigen sich bei etwa 3%. Eine hohe Progression mit dem Code

11 kommt einmal in der gesamten MS-Kohorte vor.
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Abbildung 32: Progressionscodes aller DRB1*15:01-positiven Patienten (%)

Die Abbildung 32 zeigt die Verteilung der Progressionscodes aller DRB1*15:01-positiven
Patienten. Am héufigsten ist die Progression der Gruppe 4 mit 25,8%. Gleich hiufig zeigen
sich die Codes 2 und 3. Knapp 2% haben eine Progression vom Code 9 und nur 0,3%
zeigen den Code 10. Der Code 11 zeigt sich nicht. Weitere Unterschiede zur gesamten MS-
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Kohorte sind nicht darzustellen. Dies ldsst vermuten, dass DRB1*15:01 isoliert keinen

Einfluss auf den Progress der Erkrankung hat.
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Abbildung 33: Progressionscodes aller DRB1*15:01 nur A2-positiven MS (%)

Das Séulendiagramm der Abbildung 33 veranschaulicht die Progressionscodes der
DRB1*15:01-positiven Patienten, die ausschlieBlich noch fiir A2 positiv sind.

36,7% der DRB1*15:01 nur A2-positiven MS-Patienten zeigen den Progressionscode 4,
haben also eine mittlere Progression. Der Verlauf der Progression mit den Ziffern 2,3 und

5 zeigen sich zwischen 16 und 20%. Einen aggressiven Verlauf mit dem Code 8 zeigen
3,3%.
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Abbildung 34: Progressionscodes aller DRB1*15:01 nur A3-positiven MS (%)

Die Abbildung 34 zeigt die Progression aller DRB1*15:01-positiven Patienten, die
ausschlieBlich positiv fiir A3 sind. In dieser Kohorte zeigen mit 33,3% die meisten

Patienten einen Code von 2, gefolgt vom Code 4 mit 27.7%: Der Anteil der Patienten mit
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dem Code 7 ist mit knapp 17% recht hoch, in der A2-positiven Kohorte (s. oben), zeigen
diesen Code nur knapp 7%. Dies bestitigt Studienbefunde, die besagen, dass HLA-A2
einen protektiven Einfluss auf die Entstehung der MS hat und HLA-A3 als genetischer
Risikofaktor fungiert.
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Abbildung 35: Progressionscodes aller DRB1%15:01 nur B7-positiven MS (%)

Die Abbildung 35 stellt die Progression der DRB1*15:01-positiven Patienten dar, die
ausschlieBlich die Kombination mit HLA-B7 zeigen. Drei der 16 Patienten zeigen den
Code 1, das entspricht 18,8%. Mit 37,5% zeigen die meisten Patienten einen Code von 4
und somit eine mittlere Progression. Ein hoherer Progressionsindex und somit ein
aggressiverer Verlauf kommt in dieser Kohorte nicht vor. In der Literatur wird HLA-B7
ein genetisches Risikopotenzial fiir die Entstehung der MS zugeschrieben. Anhand der hier
vorliegenden Daten kann jedoch in der vorliegenden MS-Kohorte kein Risiko fiir den

Progress der Erkrankung erkannt werden.
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Abbildung 36: Progressionscodes aller DRB1*15:01 nur B44-positiven Patienten (%)

Die Abbildung 36 zeigt die Progression der DRB1*15:01-positiven Patienten, die die
Kombination mit nur B44 zeigen. Mit knapp iiber 30% zeigt sich in dieser Gruppe der
Progressionscode von 4 am hiufigsten, gefolgt von 3 mit 26,7%. Der Code von 2 zeigt sich

bei 20% der Patienten; 1, 5 und 7 bei jeweils einer Person, entspricht 6,7%.

Im Folgenden werden die Daten fiir die DRB1*15:01-Homozygoten dargestellt.
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Abbildung 37: Progressionscodes aller DRB1*15:01-Homozygoten (%)
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Die Abbildung 37 zeigt die Verteilung der Progressionscodes aller DRB1*15:01-positiven
MS-Patienten. Es findet sich mit 48,2% am haufigsten der Code 2, gefolgt vom Code 3 mit
35,7%. Einen Code von 4 und 6 zeigen jeweils etwa 4% der Patienten. Es zeigt sich hier

eine mildere Progression, als bei den DRB1*15:01-Heterozygoten.
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Abbildung 38: Progressionscodes aller DRB1*15:01-Homozygoten mit A2 (%)

Die Abbildung 38 veranschaulicht die Verteilung der Progressionscodes derjenigen
DRB1*15:01-Homozygoten, die nur positiv fiir HLA-A2 sind. 42,9% zeigen hier einen
Code von 2, 28,6% zeigen einen Code von 3. Die Codes 4 und 7 zeigen sich jeweils bei

nur einer Person.
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Abbildung 39: Progressionscodes aller DRB1*15:01-Homozygoten mit A3 (%)
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Die Abbildung 39 bildet die Verteilung der Progressionscodes aller DRB1*15:01-
Homozygoten in der Kombination mit HLA-A3 ab. Bei n=9 zeigen hier mit 66,6% 2/3 der
Patienten einen Code von 3, 1/3 zeigen einen Code von 2. Andere Progressionen kommen

in dieser Kohorte nicht vor.
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Abbildung 40: Progressionscodes aller DRB1*15:01-Homozygoten mit B7 (%)

Das Séaulendiagramm der Abbildung 40 stellt die Progression der DRB1*15:01-
Homozygoten, die die Kombination mit HLA-B7 aufweisen dar. Interessanterweise zeigt
sich hier bei n=16 eine recht ausgeglichene Aufteilung, wobei der Code 2 (56,9%)
hiufiger vorkommt als der Code 3 (43,7%). Die anderen Codes kommen auch hier nicht

Vor.
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Abbildung 41: Progression aller DRB1*15:01-Homozygoten mit B44 (%)
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Das Séulendiagramm der Abbildung 41 zeigt die Verteilung der Progressionscodes der
DRB1*15:01-homozygoten Patienten in der Kombination mit B44. Die Hélfte der n=7

Patienten zeigt den Code von 2, 3 und 7 kommen mit jeweils 25% gleich hiufig vor.

4.7.5 Kontrollkohorte
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Abbildung 42: DRB1*15:01-Heterozygoten (n=428) mit HLA-A2, A3, B7 (%)

Die Abbildung 42 zeigt die Haufigkeit der DRB1*15:01-Heterozygoten mit jeweils den
abgebildeten Kombinationen mit HLA-A2, -A3 und —B7.

Den hochsten Anteil mit 57,9% zeigt die Kombination mit dem HLA-Klasse-I-Allel B7,
die Kombination mit A2 kommt bei 49,4% der DRB1*15:01-positiven Kontrollpersonen
vor. Den niedrigsten Anteil zeigt das HLA-A3 mit 39,6%. Die Kombination mit HLA-B44
ist hier nicht abgebildet. 18,4% der Kontrollpersonen zeigen die Kombination mit dem

genannten Allel.
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Abbildung 43: DRB1*15:01-Homozygoten mit HLLA-A2, A3, B7 (%)

Auch bei den DRB1*15:01-Homozygoten zeigt die Kombination mit dem HLA-Klasse-I-
Allel B7 mit 84,3% den hochsten Anteil, gefolgt von HLA- A3 (50,9%) und HLA-A2
(49,1%). Die Kombination mit HLA-B44 ist nicht abgebildet und zeigt sich bei 5,8% der
Homozygoten (s. Abbildung 43).
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5 Diskussion

Das Humane Leukozyten Antigen wird bei mehreren Erkrankungen in unterschiedlichen
Féachern der Medizin als genetisches Risikoprofil in der Literatur diskutiert. So gibt es
Daten fiir das gehdufte Vorkommen fiir DR8 bei Juveniler Rheumatoider Arthritis
(Smerdel et al. 2002), DR3 bei Zoliakie (Lie et al. 1999) und dem fiir die vorliegende
Arbeit relevanten HLA-Haplotyp ~ DRB5*01:01~DRB1*15:01~
DQA1*01:02~DQB1*~06:02 bei der Multiplen Sklerose (Sospedra und Martin 2005).

So werden in der Literatur unterschiedliche modulierende Einfliisse des genannten
Haplotyps auf die Erkrankung beschrieben.

Masterman und Kollegen (2000) untersuchten in ihrer MS-Kohorte ebenfalls den Effekt
von DR15 auf die Erkrankung. Auch sie fanden in der MS-Kohorte im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollkohorte deutlich hidufiger DR15. Weiterhin zeigen sie, dass DR1, DR4,
DR12, DR13, DR14 und DRY signifikant seltener in der MS-Kohorte, als in der gesunden
Kontrollkohorte vorkommen. Sie konnten keinen Effekt von DR15 auf den Verlauf oder
die Prognose der MS nachweisen. Barcellos et al. (2003) hingegen finden in ihrer Kohorte
einen deutlichen Einfluss auf den Progress der MS derjenigen Patienten, die den genannten
HLA-Haplotyp tragen. Der Progress wird hier punktuell anhand das EDSS-Wert nach 10
bzw. 15 Jahren Erkrankung bestimmt und die Patienten entsprechend in Gruppen ,,Milde
MS* und ,,Schwere MS* eingeteilt. Homozygote haben in der Kohorte im Vergleich zu
den Heterozygoten einen schnelleren Progress, es zeigt sich jedoch kein Einfluss des
Haplotyps auf die Verlaufsform.

2006 fiihrten Barcellos et al. weitere Untersuchungen durch und nutzten hierbei als
Grundlage zum Progress der MS den ,,Global MS severity score (MSSS)*“. Hierbei stellten
sie zum einen fest, dass der MSSS im Durchschnitt bei den méinnlichen Patienten hoher
war, als bei den weiblichen. Zum anderen beschreiben sie, dass es keinen signifikanten
Unterschied gibt zwischen DRB1*15:01 und DRB1*X beziiglich der Progression und des
MSSS.

Mit der Bedeutung fiir die Prognose der MS beschiftigten sich auch Soderstrom et al.
(1998). Sie untersuchten hierfiir Patienten, bei denen der Verdacht auf MS bestand und
stellten hierbei fest, dass der bekannt assoziierte Haplotyp bei MS-Patienten, bei denen das
Vorliegen einer MS bestitigt wurde, deutlich hdufiger vorkam (57%), als bei Patienten, die

nach einem Verdacht die Diagnosekriterien der MS nicht erfiillten (36,4%).
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Fiir die Bestimmung des Progress der MS kénnen der EDSS-Wert und die Verlaufsform
der Krankheit herangezogen werden. Einzeln sind beide Werte jedoch eher eine
Momentaufnahme, die man mit einem vorherig bestimmten Wert bzw. der vorherig
gestellten Diagnose vergleichen kann, es ergibt sich jedoch keine Aussage iiber den
Progress der letzten Krankheitsjahre. Um diese Aussage treffen zu konnen, wird der
Progressionsindex berechnet. Die Forschungsgruppe von Weinshenker und Kollegen
(1998) berechnete diesen Index als Quotient aus EDSS und Dauer der Erkrankung. Ein
dhnlicher Index wurde auch fiir die Berechnung der Progression der vorliegenden Arbeit
verwendet — jedoch wurde in Bezug auf die Krankheitsdauer im Detail darauf geachtet,
dass die Dauer vom ersten Symptom der MS zum aktuellen Zeitpunkt der EDSS-
Bewertung verwendet wurde. In ihrer Kohorte fanden Weinshenker et al. ebenfalls eine
Assoziation von DR15 in ihrer MS-Kohorte. DR15-Homozygote kamen im Gegensatz zur
Kontrollkohorte nicht gehéduft vor. Kein Haplotyp war in ihrer Untersuchung mit einer
bestimmten MS-Verlaufsform assoziiert und DR15 zeigt keinen Einfluss auf die

Progression der Erkrankung.

In den dargestellten Zusammenfassungen der Befundlage zeigen sich eindeutige
Ergebnisse beziiglich der  Haufigkeit  vom riskanten HLA-Haplotyp
DRB5*01:01~-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*~06:02 (bei Kaukasiern), jedoch
unterschiedliche Aussagen beziiglich der Modulation des Krankheitsbildes und
Krankheitsverlaufes.

In den fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Ergebnissen zeigt sich eine deutliche
Krankheitsassoziation des oben genannten riskanten HLA-Haplotyps mit der MS. 428 von
824 MS-Patienten und nur 565 von 2110 Kontrollpersonen sind positiv fiir DRB1*15:01.
Probanden mit HLA-DRB1*15:01 haben ein 3-fach hoheres MS-Risiko (Odds Ratio von
2,96; p<0,0001) mit einem negativ priadiktivem Wert von 79,6% und einem positiv
pradiktivem Wert von 43,1%. Damit bestdtigt sich die Annahme, dass DRB1#15:01 in den
vorliegenden Kohorten als genetischer Risikofaktor die Wahrscheinlichkeit erhdht, an MS
zu erkranken. In einer aktuellen Studie aus 2011 (Sawcer et al.) wurden ,,genome-wide
association studies” (GWAS) durchgefiihrt, in der 9772 MS-Patienten aus dem gesamten
europdischen Raum mit einer Kontrollgruppe (n=17376) verglichen wurden. Auch in
dieser sehr groflen Kohorte wurden fiir den riskanten HLA-Klasse-II-Haplotyp eindeutige
Ergebnisse und — unter allen HLA-Klasse-II-Allelen — die stirkste Assoziation mit der MS
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nachgewiesen (ebd.). In dieser Metanalyse wurde, wie in der vorliegenden Arbeit, eine
mittlere Odds Ratio von 3 berichtet (ebd.). Weiterhin konnte keine Assoziation zwischen
HLA-Haplotyp und MS-Verlaufsform, dem Schweregrad der Erkrankung und dem
Geschlecht der MS-Patienten gezeigt werden (ebd.).

Weiterhin wurden anhand des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts spannende Ergebnisse
erzielt. Zunachst wurden die Allelfrequenzen fiir DRB1*15:01 berechnet. Hierbei zeigten
die MS-Patienten f=51,9% und die Kontrollkohorte f=26,8%. In der Gruppe der MS-
Patienten war das DRB1*15:01 im Gegensatz zur Kontrollkohorte nicht im Hardy-
Weinberg-Gleichgewicht. Ursache ist, dass es weniger DRB1*15:01-Homozygote gab, als
erwartet. Daraus folgt, dass es auch keinen Gen-Dosiseffekt fiir DRB1*15:01 bei MS
geben kann. Man kann auf Grund dieser Daten sogar annehmen, dass Homozygotie fiir

DRB1*15:01 protektiv zu sein scheint.

Beziiglich der DRBI*15:01-Homozygoten bestitigen sich die Ergebnisse von
Weinshenker und Kollegen. Hier zeigt sich kein deutlicher Unterschied. 11,8% der MS-
Kohorte ist DRB1*15:01-Homozygot und 9% der Gesunden ist homozygot fiir das
genannte Allel.

Die MS-Verlaufsform zeigt in der Gesamt-MS-Kohorte eine in der Literatur als typisch
beschriebene Verteilung (sieche oben). Bei Betrachtung der MS-Verlaufsform in der MS-
Kohorte, die DRB1*15:01-positiv ist, ldsst sich keine Anderung der Verteilung der
Verlaufsform abbilden und ldsst damit vermuten, dass der Haplotyp alleine in der
vorliegenden Kohorte keinen Einfluss auf die Verlaufsform der Erkrankung hat. Es konnte
in der vorliegenden Kohorte bei den DRB1*15:01-positiven Patienten kein aggressiverer
Verlauf am Parameter Verlaufsform der MS festgemacht werden. Dies bestétigt die
Annahmen von Weinshenker et al. (1998) und Barcellos et al. (2006). Auf die Ergebnisse
in Allelkombination mit den HLA-Klasse-I-Allelen wird im Verlauf dieses Kapitels noch
eingegangen.

Die Progression wurde in Anlehnung an den Progressionsindex von Weinshenker et al.
(sieche oben) berechnet. Hierdurch ergab sich nicht nur ein punktueller Wert durch den
EDSS-Wert oder die momentane MS-Verlaufsform, sondern es zeigt sich der zeitliche
Verlauf mit dem EDSS-Wert. Der Effekt von DRB1*15:01 auf die Progression der
Erkrankung ist in der Literatur widerspriichlich beschrieben. Die Ergebnisse dieser Arbeit

zeigen, dass DRB1*15:01 isoliert in der vorliegenden MS-Kohorte keinen Einfluss auf die
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Progression der Erkrankung hat. Die Verteilung der berechneten Progressionscodes (siehe
oben) zeigen, dass die Gesamt-MS-Kohorte sowie die DRB1*15:01-positiven Patienten
eine sehr dhnliche Verteilung der Codes zeigen. Innerhalb der DRB1*15:01-Homozygoten
konnen auf Grund der vorliegenden Berechnungen die Ergebnisse von Barcellos et al.
(2003) nicht bestétigt werden. Die Verteilung der Progressionscodes zeigt hier eher einen
milderen Verlauf der MS, es kommen ausschlieBlich die Codes 1-6 vor und es zeigt sich
eine deutliche Haufigkeit bei den Codes 2 und 3. Dies spricht gegen einen schnelleren
Progress der MS bei DRB1*15:01-homozygoten Patienten in der vorliegenden Kohorte.
Auf die Ergebnisse in Allelkombination mit HLA-Klasse-I-Allelen fiir die DRB1*15:01-
heterozygoten und —homozygoten Patienten wird im Verlauf dieses Kapitels noch

eingegangen.

Nicht nur der oben genannte HLA-Klasse-II-Haplotyp wird in der Literatur als genetischer
Faktor fiir die Erkrankung an Multipler Sklerose angegeben, auch HLA-Klasse-I-Allele
wurden in der Vergangenheit in der Literatur als genetisches Risiko und auch als
protektive Allele beschrieben und diskutiert.

Bei den HLA-Klasse-A-Allelen sind dies HLA-A2 und HLA-A3.

HLA-A2 wird in der Literatur als protektiver Faktor der MS beschrieben (z.B. Fogdell-
Hahn et al. 2000), der seine Wirkung unabhingig von DRB1*15:01 entfaltet. Jedoch hat
sich auch gezeigt, dass HLA-A2 bei DRB1*15:01-positiven Personen das Risiko senkt, an
MS zu erkranken (ebd.). Link et al. (2012) untersuchten ebenfalls den Effekt von HLA-
Klasse-I und —II-Allelen auf die MS und beschreiben, dass HLA-A2 den stirksten Effekt
aller HLA-Klasse-I-Allele vermittelt. Auch Healy et al. (2010) sehen in ihrer Kohorte
einen protektiven Effekt durch HLA-A2, beschreiben aber, dass HLA-A2 keinen Einfluss
auf das ,,Outcome* der Erkrankung hat.

HLA-A3 ist nach wissenschaftlichen Erkenntnissen ein genetischer Risikofaktor der
Multiplen Sklerose (z.B. McMahon et al. 2011), die Gruppe beschreibt sogar eine
Verdoppelung des Krankheitsrisikos (ebd.). Fogdell-Hahn et al. (2000) sehen in ihrer
Studie ebenfalls eine klare Assoziation zwischen MS-Krankheit und HLA-A3, sie
beschreiben den Effekt unabhingig von DRB1%15:01.

Studien vom Harbo et al. (2004) zeigen in norwegischen Familien ebenfalls eine
Risikozunahme fiir die Erkrankung an MS durch HLA-A3. Diese stellten fest, dass
Personen, die negativ fiir DRB1*15:01 und HLA-A3 sind, einen protektiven Effekt durch
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ihre Allelkombination haben und diejenigen, die positiv fiir beide Allele waren, ihr Risiko,

an MS zu erkranken, erhohten.

Diverse Studien haben gezeigt, dass innerhalb der HLA-Klasse-B-Allelen HLA-B7 und
HLA-B44 eine wichtige Rolle spielen.

HLA-B7 wurde als genetischer Risikofaktor fiir die Entwicklung der MS identifiziert (z.B.
Fogdell-Hahn et al. 2000). Diese beschreiben den riskanten Effekt von HLA-B7 als
zweitrangig zu DRB1*15:01 (ebd.).

HLA-B44 wird als protektiver genetischer Faktor beschrieben (Healy et al. 2010). Die
Forschungsgruppe aus Boston fand in ihrer Kohorte einen klaren protektiven Effekt von
HLA-B44 durch ein groferes Hirnvolumen und weniger T2-Lésionen im MRT. Keinen
Effekt zeigte HLA-B44 bei ihnen auf den Progress der Erkrankung anhand des ,,Multiple
Sclerosis Severity Score®. HLA-B44 wird in der Arbeit von Link et al. (2012) ebenfalls als

wichtiger protektiver Faktor beschrieben.

In den hier vorliegenden Berechnungen wurde das zusédtzliche Risiko bzw. eine mdgliche
Protektion der beschriebenen Allele HLA-A2, -A3, -B7 und —B44 im Zusammenhang mit
DRB1*15:01 ermittelt.

Hierbei wurde auf die Hiufigkeiten im DRB1*15:01-heterozygoten und —homozygoten
Zustand eingegangen und die Verteilung der MS-Verlaufsform sowie der
Progressionscodes (sieche oben) berechnet. Bei der allgemeinen Haiufigkeit der
Allelkombination wurde zunichst berechnet, wie die Verteilung der genannten Allele
allgemein in der DRB1*15:01-positiven MS-Kohorte ist und anschlieBend wurde
berechnet, wie hiufig die Kombination mit ausschlieBlich einem der Allele ist.
Anschliefend wurden weitere Allelkombinationen von DRB1*15:01 mit den HLA-Klasse-
I-Allelen berechnet.

Hierbei zeigte sich zunidchst, dass in der DRBI1*15:01-positiven MS-Kohorte am
hiufigsten die Kombination mit dem protektiven HLA-A2 vorkommt (17,9%). Bei der
Allelkombination zeigt sich am haufigsten DRB1*15:01 mit HLA-A3 und HLA-B7 (beide
Risikofaktoren, sieche oben). Diese Tendenz zeigt sich auch in der DRB1*15:01-
homozygoten MS-Gruppe. Dies bedeutet, dass in der vorliegenden MS-Kohorte beziiglich
der Verteilung der oben genannten HLA-Klasse-I-Allele keine Unterschiede in der
DRB1*15:01-heterozygoten und DRB1*15:01-homozygoten Gruppe gefunden wurde.
Beziiglich der Verlaufsform wurde bereits festgestellt, dass DRB1*15:01 keinen Einfluss
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auf die Verlaufsform der MS in der vorliegenden Kohorte hat. Die meisten Studien zu
diesem Thema erzielten das Ergebnis, dass DRB1*15:01 bei MS-Patienten mit RRMS und
PPMS in etwa der gleichen Frequenz vorkommt, also keinen wesentlichen Effekt auf den
Verlauf der Erkrankung hat (Greer 2014). Interessante Ergebnisse liefert die Verteilung der
MS-Verlaufsform in der DRB1*15:01-positiven Gruppe in der Kombination mit HLA-A2.
Hier findet sich eine Haufigkeit von 33% beim sekundir chronisch progredienten Verlauf,
im Vergleich zeigten unter allen DRB1*15:01-positiven Patienten nur 20% den genannten
Verlauf. Dies konnte darauf hinweisen, dass HLA-A2 gemeinsamt mit DRB1#15:01 in der
vorliegenden MS-Kohorte zu einem schnelleren Progress fiihrt und widerspricht damit
bisherigen Befunden, dass HLA-A2 ein protektives Allel ist. Ebenfalls spannende
Ergebnisse lieferte die Ansicht der MS-Verlaufsform in der DRBI1*15:01-positiven
Gruppe mit HLA-B7. Hier zeigten rund 18% der Patienten einen primdr chronisch
progredienten Verlauf (im Vergleich zeigten diesen nur 12,6% aller DRB1*15:01-
positiven Patienten). Dies ist im Einklang mit der Annahme, dass HLA-B7 ein genetischer
Risikofaktor ist (z.B. Fogdell-Hahn et al. 2000). In der hier vorliegenden Kohorte ist daher
anzunehmen, dass die Kombination von DRB1*15:01 und HLA-B7 zu einer aggressiveren
Erkrankung zu flihren scheint. In der DRB1*15:01-positiven Gruppe, die fir HLA-B44
positiv ist, zeigte sich der primdr chronisch progrediente Verlauf gar nicht, welches den
protektiven Effekt in der vorliegenden Gruppe bestétigt.

Die Kombination der HLA-Klasse-I-Allele A2 und B7 mit DRB1*15:01 fiihrt in der hier
bearbeiteten Kohorte zu einem schnelleren Progress der MS — zumindest wie er an der MS-
Verlaufsform abgelesen werden kann, hier zeigen 42% den sekunddr chronisch
progredienten Verlauf. Dieser Anteil war in der nur HLA-A2 positiven Gruppe ebenfalls
schon sehr hoch (siehe oben) und kann durch das riskante Profil von HLA-B7 bestarkt
werden.

Diese zu anderen Studienbefunden divergenten Ergebnisse lieBen spannende Details und
Aussagen bei der Berechnung der Progression in der MS-Kohorte in Bezug auf die
genannten Allele und Allelkombinationen vermuten. Hierbei lie sich zunidchst kein
Einfluss von DRB1*15:01 auf die berechneten Progressionscodes herleiten. Bei der
Kombination mit den HLA-Klasse-I-Allelen zeigte sich, dass der Progressionscode von 7
in der Gruppe der HLA-A3-positiven DRBI1*15:01-positiven MS-Patienten (17%),
welches einen schnelleren Progress und somit einen Risikofaktor durch HLA-A3 vermuten

lasst. Die Gruppe, die fiir HLA-B7 positiv war, zeigte jedoch einen geringen Progress und
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kein genetisches Risikopotenzial von HLA-B7 auf die Progression der Erkrankung in der
vorliegenden Kohorte.
In den Berechnungen der DRB1*15:01-Homozygoten konnten keine Ergebnisse erzielt

werden, die das genetische Potenzial der genannten Allele bestdtigen konnen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob in der bearbeiteten Multiple
Sklerose-Kohorte aus dem norddeutschen Raum die in der Literatur beschriebenen HLA-
Allele einen modulierenden Einfluss auf den Verlauf und/oder Progression der Erkrankung
haben.

Die Berechnungen liefern diesbeziiglich keine eindeutigen Ergebnisse und lassen keine
eindeutige Bestitigung der Literaturaussagen zu — im Gegenteil. Es ist anzunehmen, dass
HLA-A2 in der vorliegenden MS-Kohorte eher fiir einen aggressiveren Verlauf steht, als
einen  protektiven = Effekt zu  haben.  Beziiglich des  HLA-Haplotyps
DRB5*01:01~-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*~06:02 ldsst sich bestdtigen, dass
dieser in der MS-Kohorte deutlich hiufiger vorkommt, als in der gesunden
Kontrollkohorte.

Isoliert hat der Haplotyp jedoch weder Einfluss auf die Verlaufsform noch auf die

Progression in Form des oben berechneten Progressionsindex.

Es muss diskutiert werden, ob ein HLA-Screening von Personen, die ein betroffenes
Eltern- oder Geschwisterteil haben, wissenschaftlich begriindet und somit sinnvoll ist.
Ebenso muss besprochen werden, ob bei Personen, bei denen als Zufallsbefund MS-
typische Herde im MRT gefunden werden oder aus anderen Griinden ein Verdacht auf MS
besteht, ein HLA-Screening eine klinische und therapeutische Konsequenz hétte. Hierfiir
wire es interessant, die vorliegende Studie erneut, jedoch andersherum durchzufiihren. Es
miisste eine grofle Kohorte Westeuropder zundchst typisiert und anschlieend iiber einen
jahrelangen Verlauf beobachtet und in regelmifigen Abstdnden befragt werden, um hier
einen eventuellen positiv pradiktiven Wert fiir DRB1*15:01 ermitteln zu konnen. Anhand
der hier durchgefiihrten Berechnungen wird vorgeschlagen, dass ein Screening nicht
sinnvoll ist, da der genannte Haplotyp in der Kontrollkohorte auch bei £=26,8% vorkommt
— dies ist zwar deutlich seltener, als in der MS-Kohorte, jedoch auch nicht so gering, dass
die Wahrscheinlichkeit der MS hierdurch abschliefend eingeschitzt werden kann.

Weiterhin muss diskutiert werden, ob eine genetische Einteilung der MS helfen kann, die

Erkrankung besser zu verstehen. In der Literatur wird vor allem den oben beschriebenen
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fiinf Allelen ein bestimmtes Risikoprofil fiir die Erkrankung an MS zugeschrieben. Die
Studien lieferten jedoch keine eindeutigen Ergebnisse, inwiefern sich die Allele
modulierend auf die MS auswirken, jedoch wird eindeutig von protektivem und riskantem
genetischen Potenzial gesprochen. Um eine Aussage iiber die genetische Einteilung mit
den genannten Allelen treffen zu konnen, miissen die hier durchgefiihrten Untersuchungen
beziiglich der Allelkombinationen (hier zeigt sich in der DRB1*15:01-positiven Kohorte
zum Beispiel am hiufigsten die Kombination mit A2 und in der Dreierkombination mit A3
und B7) in einer deutlich groBeren Kohorte durchgefiihrt werden. Anhand der dann
vorliegenden Daten konnte dann versucht werden, eine genetische Einteilung der MS nicht
anhand der Schiibe, sondern anhand der HLA-Kombination zu erstellen. Voraussetzung fiir
eine genetische Einteilung und vor allem fiir eine therapeutische Konsequenz wire jedoch
zunichst eine eindeutige Tendenz eines Parameters wie Progression anhand des Index bzw.

anhand des MSSS.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob der HLA-Haplotyp
DRB5*01:01~-DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02, der in der Literatur bei
Westeuropédern als groBter genetischer Risikofaktor an der MS zu erkranken angegeben
wird, einen Einfluss auf bestimmte Parameter der MS-Erkrankung der hier bearbeiteten
MS-Kohorte aus Hamburg und dem norddeutschen Umland hat. Fiir diese Arbeit weitere
relevante Parameter sind die Kombination des oben genannten Haplotyps mit den HLA-
Klasse-I-Allelen A2, A3, B7 und B44, die in der Literatur als protektive bzw. riskante
HLA-Allele fiir die MS beschrieben werden (z.B. Fogdell-Hahn et al. 2000). Weiterhin
eine zentrale Bedeutung kommt der MS-Verlaufsform sowie der Progression der
Erkrankung zu. Die Parameter wurden fiir Allelkombinationen der relevanten Allele sowie
im DRB1*15:01- heterozygoten und — homozygoten Zustand berechnet. Der Vergleich der
Haufigkeiten von DRB1*15:01 in der MS-Kohorte im Vergleich zur Kontrollkohorte war
statistisch signifikant verschieden (p<0,0001) mit einer Odds Ratio von 2,96 und einem
negativ pradiktivem Wert von 79,6%. Bei Betrachtung der Frequenzen in Anlehnung an
das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (sieche oben) wurde festgestellt, dass f=51,9% der MS-
Patienten sowie f=26,8% der Gesunden positiv fiir den oben genannten Haplotypen waren.
Innerhalb der MS-Kohorte zeigte sich, dass DRB1*15:01 nicht im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht ist.

Bei der Analyse der relevanten HLA-Klasse-I-Allele (MS/HD) zeigte sich HLA-A2 mit
37%/52,4%, HLA-A3 mit 37%/29,3%, HLA-B7 mit 40%/25,6% und HLA-B44 mit
13%/22%. Der protektive bzw. risikoreiche Effekt auf die oben beschriebenen klinischen
Parameter der hier bearbeiteten MS-Kohorte wurde im Zusammenhang mit dem
genetischem Risiko von DRB5*01:01~DRB1*15:01~DQA1*01:02~DQB1*06:02 alleine
sowie in Kombination mit den HLA-Klasse-I-Allelen untersucht. Die Kombination von
DRB1*15:01 mit dem protektiven HLA-A2 (z.B. Fogdell-Hahn et al. 2000) zeigt bei
Betrachtung der MS-Verlaufsform einen hohen Anteil (33%) von Patienten mit sekundéar
chronisch progredienter MS und bei Betrachtung der Progression einen im Vergleich
hohen Anteil vom Progressionscode 8 (3,3%, siehe oben). Dies liefert zu anderen
Studienbefunden divergente Ergebnisse und ldsst vermuten, dass die genannte
Kombination in der vorliegenden Kohorte zu einem schnelleren Progress der Erkrankung
fithrt. Die Kombination von DRB1*15:01 mit dem riskanten HLA-B7 (z.B. Fogdell-Hahn
et al. 2000) zeigt bei 18% der Patienten einen hohen Anteil beim primér chronisch
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progredientem Verlauf, bei Betrachtung der Progressionscodes jedoch kann kein
genetisches Risiko in der vorliegenden MS-Kohorte festgestellt werden.

Es bleibt zu diskutieren, ob ein genetisches Screening bei Verdacht auf MS eine
diagnostische und vor allem therapeutische Konsequenz hétte und ob eine deutliche
Zunahme der KohortengroBe eine eindeutige Zuordnung von Allelen und Risikoprofil

zulassen wiirde.
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7.2
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MS

PPMS
RRMS
SEP
SPMS
VEP

ZNS

Abkiirzungsverzeichnis

Humanes Leukozyten-Antigen

Motorisch evoziertes Potenzial

Multiple Sklerose

Anzahl

Primér chronisch progrediente Multiple Sklerose

Relapsing remitting Multiple Sclerosis (engl.)/ Schubférmige MS
Somatosensibel evoziertes Potenzial

Sekundér chronisch progrediente Multiple Sklerose

Visuell evoziertes Potenzial

Zentrales Nervensystem
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