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Einleitung

1.1 Einfiihrung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine der haufigsten, entziindlichen Erkrankungen
des zentralen Nervensystems (ZNS) und fithrt zum Verlust von Myelinscheiden
und Axonen (Rosche et al. 2003, Keegan u. Noseworthy 2002). Sie gilt als
Autoimmunerkrankung auch wenn ihre Pathogenese noch nicht vollstindig
verstanden ist (Steck u. Schaeren-Wiemers 1999, Lucchinetti et al. 2001).
Verschiedene Studien machen eine Beteiligung von Antikdrpern an der
Pathogenese der MS — zumindest bei einem Teil der Patienten — wahrscheinlich
(Iglesisas et al. 2001, Lucchinetti et al. 2000, Berger et al. 2003). Im Serum von
Patienten mit MS finden sich Antikérper gegen Myelinbestandteile,
Axonbestandteile und verschiedene Glykolipide, wie z. B. Ganglioside (Storch u.
Lassmann 1997, Reindl et al. 1999, Archelos et al. 2000).

Ganglioside sind eine Gruppe von Glykosphingolipiden und sind Bestandteil der
Myelinscheiden und der Axonmembranen (Willison 1996). Antikorper gegen
Ganglioside finden sich bei verschiedenen demyelinisierenden Erkrankungen des
peripheren Nervensystems (PNS) und werden mit deren Pathogenese in
Verbindung gebracht (Willison 1996, Willimann et al. 19997).

Acarin et al. (1996) und Sadaptipour et al. (1998) haben das Vorkommen von
Gangliosid-Antikdrpern bei Patienten mit MS untersucht und berichten von
erhohten Anti-Gangliosid-Titern bei Patienten mit chronisch progredienten
Krankheitsverldufen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das Vorkommen von Antikorpern gegen
die Ganglioside GM1, GDI1b, GQIlb und das Myelin-assoziierte-Glykoprotein
(MAG) im Serum von Patienten mit MS untersucht und ihre Bedeutung fiir die

Pathogenese unter Berticksichtigung der Verlaufsform diskutiert werden.



1.2 Multiple Sklerose:

Epidemiologie, klinischer Verlauf, Diagnose und Therapie

Die Multiple Sklerose - oder auch Enzephalomyelitis Disseminata — ist eine
chronisch entziindliche Erkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS), die zum
Verlust von Myelinscheiden und Axonen fiihrt. Es finden sich zahlreiche, iiber
das gesamte Gehirn und Riickenmark verstreut liegende Entmarkungsherde (sog.
Plaques), die im weiteren Krankheitsverlauf durch Astrozytenproliferation

(Sklerose) vernarben (Kappos 1999).

Die MS ist eine der hdufigsten neurologischen Erkrankung weltweit, jedoch tritt
sie in verschiedenen geographischen Regionen in unterschiedlicher Hiufigkeit auf
(Steck u. Schaeren-Wiemers 1999). Das niedrigste Krankheitsrisiko besteht in
Gebieten um den Aquator und steigt mit zunehmender Entfernung von diesem an.
(Schmidt et al. 1992). Daneben scheinen genetische Faktoren, die Zugehorigkeit
zu bestimmten ethnischen Rassen, aber auch verschiedene Umweltfaktoren einen
Einfluss auf die Krankheitsempféanglichkeit zu haben (Noseworthy et al. 2000,
Hemmer et al. 2001, Sommer et al. 1996).

Die Priavalenz fiir Deutschland betrdgt ca. 50 — 70 Neuerkrankungen je 100.000
Einwohner, wobei Frauen nahezu doppelt so hiufig erkranken wie Ménner.

Am héufigsten manifestiert sich die Krankheit bei jungen Erwachsenen im Alter

von 20 — 40 Jahren (Rosche et al. 2003).

Die zahlreichen, verstreut liegenden Lédsionen im ZNS koénnen zu einer Vielzahl
von Symptomen fithren. Typische Symptome sind Sensibilitdtsstorungen,
spastische Paresen, Sehstorungen, Zeichen der Kleinhirnschadigung, wie z. B.
Stand- und Gangataxie, Intentionstremor oder skandierende Sprache, und nach
lingerer Krankheitsdauer auch Stérungen des autonomen Nervensystems
(Compston u. Coles 2002, Keegan u. Noseworthy 2002, Poser 1996).

Eine Visusstorung infolge einer Optikusneuritis kann schon Jahre vor der
Diagnosestellung auftreten. Mehrere Studien haben gezeigt, dass liber 80% der
Patienten mit isolierter Optikusneuritis innerhalb von 15 Jahren eine klinisch

manifeste MS entwickeln (Kappos 1999, Frick 1989).



Im weiteren Krankheitsverlauf kommt es durch Parese der Augenmuskeln hédufig
zu Doppelbildern oder durch Lisionen im Bereich des medialen Langsbiindels zu
einer internukledren Ophthalmoplegie mit dissoziiertem Nystagmus

(Kappos 1999).

Ublicherweise werden drei Verlaufsformen der MS unterschieden: Schubformige
(RR=relapsing-remitting), primidr (PCP) und sekundir chronisch progrediente
(SCP) MS (Lublin u. Reingold 1996).

Zu Beginn der Erkrankung iiberwiegt die schubformige Verlaufsform. Sie ist
durch das akute Auftreten neurologischer Symptome oder die Verschlechterung
bestehender Symptome gekennzeichnet. Zwischen den einzelnen Schiiben
schreitet die Erkrankung nicht weiter fort, es kann sogar zu einer teilweisen oder
vollstdndigen Riickbildung der Symptome kommen (Lublin u. Reingold 1996).
Nach 10 bis 15 Jahren kommt es bei 30-40% der Patienten zu einer stetigen
Verschlechterung der Erkrankung, ohne dass einzelne Schiibe voneinander
abgegrenzt werden konnen, der sekundér chronisch progredienten Verlaufsform
(SCP) (Lublin u. Reingold 1996).

In 10-15% der Félle nimmt die Krankheit einen primér chronisch progredienten
Verlauf (PCP), ohne dass jemals Schiibe aufgetreten sind. Haufig erkranken diese
Patienten erst in einem hoherem Alter und weisen friithzeitig bleibende

Behinderungen auf (Lublin u. Reingold 1996).

Der Krankheitsverlauf der MS ist dullerst variabel, so dass sich nur schwer
individuelle Prognosen abgeben lassen (Kappos 1999). Entgegen der weit
verbreiteten Meinung ist die Diagnose MS jedoch nicht gleichbedeutend mit
baldiger Invaliditit oder Tod. Mehrere Studien haben gezeigt, dass die
Lebenserwartung von MS-Patienten nur geringfiigig verkiirzt ist (Flachenecker u.
Hartung 1996). Mehr als die Halfte der Patienten kann nach 15 Jahren
Krankheitsdauer noch ohne Gehhilfe laufen und ist in der Lage, noch Vollzeit zu

arbeiten (Flachenecker u. Hartung 1996, Rodriguez et al. 1994).



Um die Diagnose MS sicher stellen zu konnen, ist der Nachweis einer zeitlichen
und einer rdumlichen Multiplizitédt der Lasionen notwendig (Lublin 2002, Kappos
1999). Mit Hilfe der Kernspintomographie 1aft sich die MS friihzeitig und
zuverldssig diagnostizieren. Durch die Gabe eines Kontrastmittels konnen in der
Kernspintomographie frische von dlteren Léasionen unterschieden werden,
wodurch der Nachweis der zeitlichen Multiplizitit der Lédsionen erbracht werden
kann (Lublin 2002). Entsprechend den international anerkannten Mc Donald-
Kriterien (Mc Donald et al. 2001) reichen ein Schub und der Nachweis einer
rdumlichen und  zeitlichen  Dissemination der Lisionen in  der

Kernspintomographie aus, um eine MS diagnostizieren zu konnen.

Die Liquordiagnostik hilft, die differenzialdiagnostischen Uberlegungen auf einen
entziindlichen Prozess zu lenken. Etwa die Hilfte der MS-Patienten weist eine
leichte Pleozytose bei normalem bis leicht erh6htem Liquor-Eiweill auf (Kappos
1995). Haiufig findet sich im Liquor eine autochthone Produktion von
Immunglobulinen. In der Liquor-Elektrophorese finden sich sog. oligoklonale
Banden, d. h. Immunglobuline, die nur von einzelnen B-Zell-Klonen gebildet

werden (Keegan u. Noseworthy 2002).

Die Therapie der MS besteht aus einer symptomatischen und einer immun-
modulierenden, den Krankheitsverlauf verlangsamenden Behandlung.

Wichtige Aspekte der symptomatischen Therapie sind die medikamentdse, aber
auch krankengymnastische Behandlung der Spastik, die Vermeidung und
Behandlung von Komplikationen, wie z. B. Harnwegs- und pulmonalen Infekten
(Kappos 1999).

Der Standard zur Behandlung eines akuten Schubes ist die intravendse Gabe von
Kortikoiden (Bereznai et al. 1999).

Glatirameracetat, B-Interferon und Azathioprin gelten als Basismedikamente bei
schubformiger und sekundér chronisch progredienter MS zur Verlangsamung des
Krankheitsverlauf. Bei rasch progredienten Krankheitsverldufen konnen
voriibergehend Zytostatika, wie Methotrexat, Mitoxantron oder Cyclophosphamid
versucht werden (Bereznai et al. 1999, MSTKG 2002).



Neuere Studien zeigen eine giinstige Wirkung von Hemmstoffen der HMG-CoA-
Reduktase, den sogenannten Statinen. Sie lassen sich moglicherweise auch mit

B-Interferonen additiv kombinieren (Neuhaus et al. 2003). Daneben gibt es
Bemiihungen den Krankheitsausbruch beispielsweise durch monoklonale
Antikorper gegen Bestandteile der Leukozytenoberfliche zu verhindern (Jarius et

al. 2003, Trebst et al. 2003).
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1.3 Pathologie und Pathogenese der MS

1.3.1 Pathologie der MS

Das wesentliche pathologische Merkmal der MS sind die zahlreichen
Demyelinisierungsareale im ZNS, die sich bei der Autopsie teilweise schon mit
bloBem Auge erkennen lassen (Adams u. Victor 1993). Als Pradilektionsstellen
gelten das Halsmark, die periventrikuldre weile Substanz, die graue Substanz um
den Aquaeductus Cerebri, der Boden des IV. Ventrikels, das Corpus Callosum,
die peripheren Gyri, der N. Opticus und die Sehbahn (Kappos 1999).

Histologisch sind die Herde durch einen variablen Verlust der Myelinscheiden
und durch eine deutliche Minderung der Oligodendrozytendichte gekennzeichnet
(Steck u. Schaeren-Wiemers 1999). Es lassen sich aktive, chronisch-aktive,
inaktive und Shadow-Plaques unterscheiden (Hickey 1999).

In den aktiven Lésionen findet sich eine Vielzahl von Entziindungszellen, wie

z. B. T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und aktivierte Mikrogliazellen. Am Rande
der Plaque finden sich vermehrt Makrophagen, in denen sich
elektronenmikroskopisch Myelinbestandteile nachweisen lassen (Kappos 1999,
Heckl 1994, Lassmann 1996).

In den édlteren oder auch inaktiven Herden nimmt die Zahl der Entziindungszellen
ab und es kommt durch Astrozytenproliferation zur Ausbildung einer
bindegewebigen Narbe (Hickey 1999).

Shadow-Plaques setzen sich weniger deutlich von dem umgebenden Gewebe ab
als aktive oder inaktive Lasionen. In ihnen findet eine Remyelinisierung statt, die
zu einer teilweisen oder vollstindigen funktionellen Wiederherstellung fiihrt
(Heckl 1994, Lassmann 1996).

Der Verlust der Myelinscheiden bewirkt eine Stérung der neuronalen
Impulsweiterleitung und fiihrt so zu den verschiedenen klinischen Symptomen.
Zwar ist die MS primir eine Erkrankung der Myelinscheiden und der
Oligodendrozyten, dennoch finden sich bereits frithzeitig Schidigungen der
Axone. Moglicherweise ist dies eine Ursache fiir die bleibenden Behinderungen
bei einem Teil der Patienten (Scolding u. Franklin 1998, Bjatmar u. Trapp 2001,
Lucchinetti et al. 2001).
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1.3.2 Pathogenese der MS

Die Pathogenese der MS ist — mehr als hundert Jahre nach der Erstbeschreibung
durch Charcot - noch immer ungekldrt. Verschiedene Umwelteinfliisse, virale
Infektionen und eine genetische Disposition werden als Ursache der Erkrankung
diskutiert (Hemmer et al. 2001, Storch u. Lassmann 1997).

Der Nachweis von Entziindungszellen in den Lé&sionen, die entziindlichen
Liquorverdnderungen (Pleozytose, autochthone Immungobulinproduktion und
oligoklonale Banden) haben schon friih zu der Annahme gefiihrt, dass die MS
eine immunvermittelte Erkrankung ist (Steck u. Schaeren-Wiemer 1999,
Lassmann 1996).

Beobachtungen bei der Experimentellen-Autoimmun-Enzephalitis (EAE) - dem
Tiermodel der MS - haben diese Hypothese untermauert. Nach allgemeiner
Auffassung gilt die MS als Autoimmunerkrankung (Hartung u. Toyka 1999, Cross
et al. 2001, Westland et al. 1999, Lucchinetti et al. 2001).

Bei zahlreichen Tierspezies ldsst sich durch Immunisierung mit verschiedenen
Myelinbestandteilen, wie z.B. dem Myelin-basischem Protein (MBP), dem
Proteolipid-Protein (PLP) und anderen enzephalogenen Proteinen nach einer
gewissen Latenzzeit eine akute Leukenzephalitis auslosen. Isoliert man von EAE-
erkrankten Tieren Lymphknotenlymphozyten oder einzelne T-Zellklone und
ibertrigt diese auf gesunde Tiere, so erkranken diese auch (Transfer-EAE).
Morphologisch finden sich zelluldre Infiltrate, jedoch fillt die Entmarkung
geringer aus als bei der MS (Hartung u. Toyka 1999).

Ubertriigt man zusitzlich noch myelinspezifische Antikdrper, so erhilt man eine
wesentlich stirkere Entmarkungsreaktion und damit ein morphologisches Bild,
das dem der MS eher entspricht (Hartung u. Toyka 1999, Westland et al. 1999).
Viele der heutigen Vorstellungen zur Pathogenese der MS beruhen auf
Beobachtungen bei der EAE (Westland et al. 1999, Cross et al. 2001).
Insbesondere das Model der Transfer-EAE hat zu der Hypothese gefiihrt, dass
autoreaktive T-Zellen fiir die Entwicklung der MS entscheidend sind (Hartung
1996, Cross 2000).

Im Blut und im Liquor von MS-Patienten finden sich ZNS-spezifische,
autoreaktive = T-Lymphozyten, die gegen eine Reihe verschiedener
Myelinbestandteile gerichtet sind (Hartung 1996, Hohlfeld u. Wekerle 2001).

Allerdings scheinen noch weitere Faktoren flir den Ausbruch der Erkrankung
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erforderlich zu sein, da sich auch im Blut von gesunden Personen ZNS-
spezifische, autoreaktive T-Lymphozyten finden (Hartung u. Toyka 1999,
Hartung 1996, Hohlfeld u. Wekerle 2001).

Nach heutiger Auffassung sind autoreaktive T-Zellen fiir die Induktion der
Erkrankung und den Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke (BHS)
verantwortlich (Archelos et al. 2000, Westland et al. 1999, Cross 2000).

Solange diese autoreaktiven T-Lymphozyten im Blut zirkulieren, befinden sie sich
in einem ,,ruhenden Zustand und konnen die BHS nicht tiberwinden. Erst nach
Aktivierung — z.B. durch einen viralen oder bakteriellen Infekt — kdnnen sich
diese autoreaktiven T-Zellen mit Hilfe von Adhésionsmolekiilen der BHS
anlagern. Zusammen mit einer Gruppe von bestimmten Endoproteinasen — den
sog. Metallo-Matrix-Proteinasen — bewirken sie einen Zusammenbruch der BHS
und ermdglichen so anderen Bestandteilen des Immunsystems den Zugang zum
ZNS (Hartung 1996, Archelos et al. 2000).

Die so eingewanderten T-Zellen werden im ZNS durch Présentation des
entsprechenden Antigens in Kombination mit einem MHC-Klasse-II-Komplex
reaktiviert und 16sen durch klonale Vermehrung und Sekretion von verschiedenen
inflammatorischen Zytokinen eine entziindliche Kaskade aus, an deren Ende der
fiir die MS charakteristische Verlust der Myelinscheiden steht (Hartung 1996).
Allerdings fithrt eine ausschlieflich T-Zell-vermittelte Immunreaktion
histologisch zum Bild einer akuten oder chronischen Leukenzephalitis. Um die fiir
die MS typischen, demyelinisierten Plaques zu erhalten, bedarf es weiterer
immunologischer Mechanismen, z. B. der Freisetzung von toxischen Zytokinen,
der primdren Schidigung von Oligodendrozyten oder der Aktivierung des
Komplement-Systems durch ZNS-spezifische Antikorper (Lassmann 1996).
ZNS-spezifische  Antikorper und  Komplementfaktoren kénnen  nach
Zusammenbruch der BHS in das ZNS iibertreten. Aus kernspintomographischen
Untersuchungen ist bekannt, dass es bei der Entwicklung von MS-Lésionen
bereits frithzeitig zu einem Zusammenbruch der BHS kommt (Compston u. Coles

2002, Scolding u. Franklin 1998, Lucchinetti et al. 2001).

Die Vielzahl morphologischer Verdnderungen und der variable Krankheitsverlauf

haben zu der Hypothese gefiihrt, dass verschiedene immunologische
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Mechanismen fiir das pathologische Bild der MS verantwortlich sind (Ludwin
2000).

Lucchinetti et al. (1999) haben in einer grofen pathologischen Studie gezeigt,
dass die Oligodendrozyten bei verschiedenen Patienten unterschiedlich stark
geschidigt werden. Bei einem Teil der Patienten werden nur das Myelin und reife
Oligodendrozyten geschadigt, bei einem anderem Teil werden aber auch
Vorstufen der Oligodendrozyten, sog. Progenitorzellen geschédigt. Bei der zuletzt
genannten Gruppe finden sich keine Shadow-Plaques, da eine Remyelinisierung
nicht mehr moglich ist.

In einer weiteren Studie haben Lucchinetti et al. (2000) vier verschiedene Muster
der Demyelinisierung beschrieben, die sich auf Grund von pathologischen
Merkmalen deutlich voneinander unterscheiden. Intraindividuell scheinen die
verschiedenen Lasionen, durch einen einheitlichen Mechanismus zu entstehen.
Die von Lucchinetti et al. (2000) beschriebenen Typen I und II &hneln einer T-
Zell-vermittelten bzw. einer T- Zell wund  Antikdrper-vermittelten
Enzephalomyelitis, wohingegen die anderen beiden Muster (Typ III und IV) eher
an eine virale oder toxische Schidigung der Oligodendrozyten erinnern als an eine
Autoimmunreaktion. Die Mehrzahl der untersuchten Patienten weist eine
Demyelinisierung entsprechend Typ II auf, welche durch Ablagerung von
Antikoérpern und aktiviertem Komplementfaktor C9-neo-Antigen in den

Bereichen der aktiven Demyelinisierung gekennzeichnet ist.

1.3.3 Antikorper bei MS

Antikdrper haben bei der Suche nach der Pathogenese der MS lange Zeit eine
untergeordnete Rolle gespielt, obwohl der Nachweis von oligoklonalen Banden
im Liquor und die autochthone Produktion von Immunglobulinen im ZNS seit
Jahrzehnten wichtige laborchemische Kriterien fiir die Diagnose der MS sind
(Cross 2000, Hidecki et al. 1998, Poser et al. 1983).

Es sprechen jedoch verschiedene Beobachtungen fiir eine Beteiligung von
Antikorpern an der Pathogenese der MS: In aktiven Plaques finden sich vermehrt
Plasma- und B-Zellen; die gleichzeitige Ubertragung von T-Zellen und ZNS-
spezifischen-Antikorpern  filhrt im  Tierexperiment zu einer stirkeren

Entmarkungsreaktion; gentechnisch verdnderte Tiere, denen die B-Zellen fehlen,
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erkranken nicht an EAE (Archelos et al. 2000, Storch u. Lassmann 1997,
Lassmann et al. 1998, Cross et al. 2001)

Briick und Mitarbeiter (2001) berichten von einer Patientin mit fulminantem
Krankheitsverlauf, bei der bioptisch eine T-Zell und Antikorper-vermittelte Form
der Demyelinisierung gesichert worden ist. Im Anschluss an eine Plasmapherese
Behandlung besserte sich ihre Symptomatik deutlich. Die Autoren werten dieses
Ergebnis als Beleg fiir eine Beteiligung von 16slichen Immunfaktoren, wie z. B.
Myelin-spezifischen Antikorpern, an der Pathogenese der MS.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Antikdrper — insbesondere
Antikorper gegen das Myelin-Oligodendrozyten-spezifische-Glykoprotein (MOG)
— erheblich zur Entwicklung der EAE bei verschiedenen Tierspezies beitragen
(Reindl et al. 1999, Iglesias et al. 2001). Selbst bei der als EAE-resistent
geltenden norwegischen braunen Ratte lisst sich durch Ubertragung von T-Zellen
zusammen mit Antikorpern gegen MOG eine EAE auslosen (Stefferl et al. 1999).
Im Tiermodell binden Anti-MOG-Antikérper an die Myelinscheiden und
bewirken so eine ausgepragte Demyelinisierung (Wekerle 1999).

Raine et al. (1999) haben gezeigt, dass Antikdrper gegen Myelinbestandteile zu
einer blasigen Auftreibung der Myelinscheiden fiihren, wie sie auch bei der MS
beobachtet wird. Die Autoren vermuten, dass Immunglobuline bereits friihzeitig
an der Entwicklung der aktiven MS-Lidsionen beteiligt sind.

Haufig beginnt die Erkrankung mit nur einem einzigen MS-verdichtigen
Symptom, wobei die Zeit bis zur Entwicklung einer klinisch manifesten MS
jedoch individuell sehr verschieden ist. Berger und Mitarbeiter (2003) berichten,
dass Patienten mit einem isolierten Symptom, bei denen sich im Serum
Antikorper gegen MBP oder MOG finden, frither eine klinisch manifeste MS
entwickeln als Patienten, bei denen sich keine Antikorper finden. Die Autoren
vermuten, dass Myelin-spezifische Antikdrper — zumindest bei einem Teil der
Patienten — wesentlich an der an der Pathogenese der MS beteiligt sind.
Allerdings konnen sie nicht ausschlieBen, dass die gemessenen
Antikorperkonzentrationen lediglich ein Epiphdnomen der Demyelinisierung

darstellen.
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Es sind verschiedene Mechanismen denkbar, wie Antikdrper zu einer
Demyelinisierung beitragen konnen: Freisetzung von Entziindungsmediatoren;
Stimulation der Fc-Rezeptoren auf Natiirlichen-Killer-Zellen oder Makrophagen;
Antikdrper-abhingige-Zell-Zytotoxizitit (ADCC); Opsonierung des Myelins mit
der Folge einer vermehrten Phagozytose durch Makrophagen; Aktivierung des
Komplementsystems mit anschlieBender Lyse der Myelinscheiden (Archelos et al.
2000, Storch u. Lassmann 1997).

In aktiven MS-Lidsionen haben Storch und Mitarbeiter (1998) diffuse
Ablagerungen von Immunglobulinen und zahlreichen Komplementfaktoren (C3,
C4, C6, C7, C8 und C9) gefunden. Weiterhin haben sie in Makrophagen
Immunglobuline und C9-neo-Antigen — einen Bestandteil des Terminalen-
Komplement-Komplexes — zusammen mit Myelinbestandteilen entdeckt.

Die Autoren schlieBen aus diesen Beobachtungen, dass Antikorper das
Komplementsystem aktivieren konnen und so — bei einem Teil der Patienten - zur

Zerstorung der Myelinscheiden beitragen (Storch et al. 1998).

Moglicherweise entstehen Myelin-spezifische Antikorper bereits wéihrend der
B-Zell-Differenzierung oder infolge einer Kreuzreaktivitit mit viralen oder
bakteriellen Antigenen (=Molekulares Mimikry). Normalerweise werden solche
Autoantikorper in den sekunddren Lymphorganen erkannt und durch Apoptose
eliminiert. Es ist noch unklar, auf welcher Ebene die Immuntoleranz gestort ist, da
bei der MS vermehrt Autoantikorper gegen verschieden ZNS-Bestandteile
vorkommen (Archelos et al. 2000).

Unter normalen Umstidnden konnen im Blut zirkulierende Antikdrper nur in
geringen Umfang in das ZNS eindringen. Da es bei der MS jedoch friihzeitig zu
einem Zusammenbruch der BHS kommt, erhalten Autoantikérper Zugang zum
ZNS und konnen so ihre demyelinisierende Wirkung entfalten (Archelos et al.
2000).

Auch wenn die meisten neueren Studien Anti-MOG-Antikorper untersuchen, ist
MOG nicht das einzige Antigen ist, das zu einer AntikOrper-vermittelten

Demyelinisierung im ZNS fiihrt (Reindl et al. 1999).

16



Verschiedene Autoren haben im Serum von MS Patienten Antikdrper gegen das
Myelin-assoziierte-Glykoprotein (MAG), das Myelin-basische-Protein (MBP),
das Proteolipid-Protein (PLP), Axonbestandteile und verschiedene Glykolipide,
wie z. B. Ganglioside, gefunden (Archelos et al. 2000, Storch u. Lassmann 1997,
Reindl et al. 1999, Cross et al. 2001).

Bereits Anfang der achtziger Jahre haben mehrere Forschergruppen das
Vorkommen von Gangliosid-Antikérpern bei der MS untersucht (Boggs et al.
1984, Mullin et al. 1980). Acarin et al. (1996) und Sadaptipour et al. (1998) haben
Gangliosid-Antikdrper im Serum bzw. im Liquor von MS-Patienten untersucht
und berichten von erhdhten Gangliosid-Antikérper-Titern bei Patienten mit

chronisch progredienten Krankheitsverldufen.

1.4 Ganglioside und das Myelin-assoziierte-Glykoprotein

MAG)

Ganglioside sind komplexe Glykosphingolipide, die eine oder mehrere

Sialinsduren enthalten. Sie sind Bestandteil der Myelinscheiden und der
Axonmembranen im zentralen (ZNS) und peripheren Nervensystem (PNS)
(Willison 1996). Die héufigsten Ganglioside im ZNS sind: GM1, GDla, GD1b
und GT1b. Das Gangliosid GQ1b findet sich vor allem im N. Okkulomotorius,
aber auch im N. Optikus, im N. Abduzens und im N. Trochlearis (Willision 1996,
Willimann et al. 1997, Chiba et al. 1997).

Ganglioside sind Bestandteil der Glykokalix und tragen dazu bei, die
Ionengradienten iiber die Zellmembran zu stabilisieren (Sandhoff 1988, Wiegandt
1988). Ganglioside kdnnen in vitro und in vivo die Nervenleitfahigkeit verbessern
und eine Regeneration von Axonen bewirken (Tiillner 1988).

Antikorper gegen Ganglioside finden sich bei verschiedenen, demyelinisierenden
Erkrankungen des PNS, z. B. dem Guillain-Barre-Syndrom (GBS), der chronisch
inflammatorischen demyelinisierenden Polyneuropathie (CIDP), oder der
multifokalen Motoneuropathie (MMN) und werden mit deren Pathogenese
assoziiert (Quarles u. Weiss 1999, Willison 1996, Giovannoni u. Hartung 1996,
Biessels et al. 1997).
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Antikorper gegen das Gangliosid GQ1b finden sich bei iiber 90% der Patienten
mit Miller-Fisher-Syndrom (MFS), einer Variante des GBS, die durch Ataxie,
Areflexie und Ophthalmoplegie gekennzeichnet ist. Es scheint so, dass Antikorper
gegen GQIb spezifisch fir die Entwicklung einer Ophthalmoplegie sind
(Willimann et al. 1997, Quarles u. Weiss 1999).

Gangliosid-Antikdrper konnen durch Interaktion mit Ionen-Kanélen in vitro und
in vivo die Nervenleitfdhigkeit storen (Willison et al. 1997, Quarles u. Weiss
1999, Giovannoni u. Hartung 1996, Takigawa et al. 1995) und eine ausgeprégte
Demyelinisierung bewirken (Unicini et al. 1993, Santoro et al. 1992, Yan et al.

2000).

Das Myelin-assoziierte-Glykoprotein (MAGQG) ist in geringem Umfang ebenfalls
Bestandteil der Myelinscheiden im PNS und ZNS (Link 1996). Wahrscheinlich
tragt MAG zur Zellinteraktion zwischen den Myelinscheiden und den Axonen bei
und ist moglicherweise fiir den Erhalt der Axone und Myelinscheiden
verantwortlich (Link 1996, Quarles u. Weiss 1999).

Genetisch verdnderte Mause, denen MAG fehlt, entwickeln im Alter von 8-10
Monaten eine Neuropathie, in deren Folge es zu einem Verlust von Axonen und
einer ausgepriagten Demyelinisierung kommt (Quarles u. Weiss 1999). Der
Verlust von MAG wiirde somit einen sekundidrem Verlust von Axonen bewirken.
Erhohte Antikorpertiter gegen MAG finden sich bei mehr als der Hilfte der
Patienten mit Polyneuropathie (PNP) infolge einer monoklonalen Gammopathie.
Elektrophysiologisch lisst sich eine ausgeprigte Demyelinisierung, teilweise auch
in Kombination mit einer Axonschddigung nachweisen. Histologisch finden sich
weit auseinander stehende Myelinlammellen (Link 1996), wie sie auch nach der
intraneuralen Injektion von Antikérpern gegen MAG beobachtet wurden (Quarles

u. Weiss 1999).
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1.5 Ziele der Arbeit und Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das Vorkommen von Antikdrpern gegen
die Ganglioside GMI1, GDIlb, GQIb und gegen das Myelin-assoziierte
Glykoprotein (MAG) im Serum von Patienten mit MS untersucht werden und
bisherige Befunde erweitert werden.

Es soll untersucht werden, ob die Antikorpertiter mit der Krankheitsaktivitit oder
der Verlaufsform assoziiert sind und so moglicherweise bei der Klassifikation der
Verlaufsform hilfreich sein kdnnen.

Weiterhin soll untersucht werden, ob Antikorper gegen das Gangliosid GQl1b
moglicherweise mit der Entwicklung von Stoérungen der Augenmotorik bei MS-
Patienten assoziiert sind.

Um die Relevanz und die Spezifitit von Antikorpern gegen die Ganglioside GM1,
GDI1b, GQ1b und gegen MAG bei der MS besser beurteilen zu konnen, sollen die
Antikorpertiter der MS-Patienten mit denen von Patienten mit verschiedenen

Neuropathien des peripheren Nervensystems (PNS) verglichen werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1  Untersuchungskollektiv der MS-Patienten

2.1.1 Gewinnung der Patientenseren

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Seren stammen von MS-Patienten aus
der neurologischen Abteilung des Universititskrankenhauses Hamburg-Eppendorf
und von Patienten der MS-Sprechstunde. Die untersuchten Seren stammen somit
von Patienten, die wegen einer akuten Exazerbation behandelt wurden, von
Patienten, die im Rahmen von Studien mit immunmodulierenden Medikamenten
behandelt wurden und von Patienten, denen bei stabilem Krankheitsverlauf
routinieméssig Blut abgenommen wurde.

Alle Patienten wiesen eine entsprechend den Poser-Kriterien (Poser et al. 1983)
klinisch gesicherte MS auf.

Die Patienten wurden sorgféltig neurologisch untersucht und die Verlaufsform
wurde entsprechend den {iiblichen Kriterien (vgl. Lublin u. Reingold 1996)
klassifiziert. ~ Als Mal} fiir die Behinderung wurde der Expanded-Disability-
Status-Scale (EDSS) nach Kurtzke (1983) ermittelt und die Aktivitit der
Erkrankung entsprechend der nachfolgenden Kriterien beurteilt (s. u. Definition
der Aktivititsstadien).

Nachdem die Patienten schriftlich ihr Einverstindnis gegeben hatten, wurde
thnen 10 ml Blut abgenommen. Die Blutproben wurden bei 3000
Umdrehungen/Minute zentrifugiert und das Serum abpipettiert und bei —80°C

eingefroren.

2.1.2 Definition der Aktivititsstadien der MS

Der Krankheitsverlauf wurde als aktiv angesehen, wenn es in den letzten vier
Wochen zu einem Schub bzw. bei den chronisch progredienten Verlaufsformen zu
einer Verschlechterung innerhalb des letzten Jahres gekommen war.

Der Krankheitsverlauf wurde als stabil betrachtet, wenn es im letzten Monat zu
keinem erneutem Schub bzw. bei den chronisch-progredienten Verldufen zu

keiner klinischen Verschlechterung innerhalb des letzten Jahres gekommen war.
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2.1.3 Patienten mit MS

Von den eingefrorenen Seren 75 Proben — 20 von Patienten mit schubformiger

MS (relapsing remitting=RR), 27 von Patienten mit sekundidr chronisch

progredienter MS (SCP) und 28 von Patienten mit primér chronisch progredienter

MS (PCP) — ausgewdhlt, wobei darauf geachtet wurden, dass das Verhiltnis

zwischen aktiven und stabilen Krankheitsstadien in etwa ausgewogen ist.

Insgesamt wurden die Seren von 45 Frauen und 30 Ménnern untersucht, wobei

das Durchschnittsalter 41,4 Jahre (+/- 11,3 Jahre) betrug. Die Krankheitsdauer

schwankte zwischen weniger als einem und 26 Jahren.

Die nachstehende Tabelle (s. Tab. 1) gibt einen Uberblick iiber Alter, Dauer und

EDSS der ausgewéhlten Patienten.

Anzahl Alter Dauer EDSS
Mittelwert| Standardabw. | Mittelwert| Standardabw. | Mittelwert| Standardabw.
MS gesamt [n=75 41,4 11,3 9,2 6,6 4.6 2,1
Schubférmig |n=20 33,2 77 6,8 6,6 2,3 1,6
SCP n=27| 424 9,7 13,9 6,2 55 1,5
PCP n=28| 46,3 11,9 6,7 46 53 1,6
Tabelle 1: Uberblick iiber die Patienten mit MS.

Alter und Krankheitsdauer sind in Jahren angegeben.
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2.2 Patienten mit Erkrankungen des peripheren Nervensystems

Um die Bedeutung von Antikoérpern gegen die Ganglioside GM1, GD1b und
GQI1b und gegen MAG bei MS besser beurteilen zu konnen, wurden die
Antikorpertiter der MS-Patienten mit denen von Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen des PNS verglichen.

Hierzu wurden die Anti-Gangliosid-Titer von Patienten mit Guillain-Barre-
Syndrom (GBS), chronisch inflammatorischer demyelinisierender
Polyneuropathie ~ (CIDP),  Miller-Fisher-Syndrom  (MFS),  multifokaler
Motoneuropathie (MMN), Polyneuropathie (PNP) oder Amyotropher
Lateralsklerose (ALS) aus den Laborunterlagen herausgesucht, bei denen im
Rahmen der klinischen Routine entsprechende Antikérper bestimmt worden
waren. Es wurden Patienten ausgewdhlt, bei denen die Antikdrperspiegel wéihrend
der Zeit vom 1.1.1997 bis zum 30.6.1999 gemessen worden waren, da wéhrend
dieses Zeitraumes die selben Enzym-Immuno-Assays verwendet wurden, wie zur
Bestimmung der Antikorpertiter bei den MS-Patienten.

Auf Grund der geringen Fallzahlen sind die Patienten mit den verschiedenen
Erkrankungen des PNS zu Gruppen zusammengefasst worden und mit den MS-
Patienten verglichen worden.

Die Patienten mit GBS, MFS, CIDP und MMN wurden zu einer Gruppe
(Neuropathie 1=NP1) zusammengefasst, da bei diesen Erkrankungen erhohte
Gangliosid-Antikorper-Titer bekannt sind (Willison 1996, Willimann et al. 1997).
Die Patienten mit PNP und ALS wurden zu einer zweiten Gruppe (Neuropathie 2
=NP2) zusammengefasst, da bei diesen Erkrankungen normale bzw. nur leicht
erhohte Antikorperkonzentrationen zu erwarten waren (Adams et al. 1991,

Pestronk 1991, Steck u. Kappos 1996).

Es ist zu beachten, dass die Antikorpertiter der Patienten mit den Erkrankungen
des PNS aus einer klinischen Fragestellung heraus und nicht im Rahmen einer
wissenschaftlichen Arbeit gemessen wurden. Aus diesem Grund wurden bei den
einzelnen Patienten oft nur ein oder zwei der verschiedenen Gangliosid-

Antikorper bestimmt und nicht alle vier Antikorper wie bei den MS-Patienten.
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Weiterhin ist zu beachten, dass niedrige Antikorpertiter nur eine geringe klinische
Relevanz besitzen, weshalb Werte kleiner 100 als gleich 100 bei den Patienten mit
den Erkrankungen des PNS im Rahmen der Routinediagnostik in den Akten
vermerkt wurden. Im Gegensatz hierzu erfolgte die Messung der Antikorpertiter
bei den Patienten mit MS aus einer wissenschaftlichen Fragestellung heraus, so
dass hier die Werte genau dokumentiert wurden. Dieser methodische Unterschied
muss beim Vergleich der Antikdrperkonzentrationen der MS-Patienten und der
Patienten mit Erkrankungen des PNS beriicksichtigt werden.

Dariiber hinaus ist unklar, wie sensitiv die verwendeten Enzym-Immuno-Assays
niedrige AntikOrpertiter - unterhalb der niedrigsten Standardkonzentration —
messen, auch wenn die Herstellerfirma ein lineares Messverhalten der Tests
postuliert. Die niedrigste Standardlosung betrdgt fiir GM1 und GQ1b 800 BTU,
fiir GD1b und MAG 1000 BTU.

2.3 Bestimmung der Antikorperkonzentrationen

Zur Bestimmung der Antikorpertiter bei den MS-Patienten und den Patienten mit
Erkrankungen des peripheren Nervensystems sind kommerzielle Enzym-Immuno-
Assays der Firma Biihlmann verwendet worden. Fiir GM1 und GD1b sind Ig-G-
Antikdrper bestimmt worden, fiir GQ1b und MAG IgM-Antikorper.

2.3.1 Durchfiihrung der Enzvm-Immuno-Assays

Die Durchfiihrung der Enzym-Immuno-Assays erfolgte entsprechend den
Angaben der Herstellerfirma Biihlmann.

Die gefrorenen MS-Seren wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und fiir die
Bestimmung von GM1, GD1b und GQ1b im Verhéltnis 1:49 (20 ul Serum + 980
ul Inkubationspuffer), fiir die Bestimmung von MAG im Verhéltnis 1:1000 (2 ul
Serum + 2000ul Inkubationspuffer) verdiinnt. Anschliessend wurden die
verdiinnten Seren fiir eine halbe Stunde gekiihlt (2-8°C).

Die Mikrotiter-Platte wurde mehrfach mit je 400 pl gekiihlter Waschlosung
gespiilt und auf Filterpapier ausgeschlagen.
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AnschlieBend wurden 100 pl der Standardlosungen (A — D), der beiden
Kontrollseren sowie 100 ul des Inkubationspuffers — als Leerwert — in jeweils
zwei Mikrokiivetten pipettiert. Die librigen Mikrokiivetten wurden mit je 100 ul
der verdiinnten MS-Seren beschickt. Die Mikrotiterplatte wurde mit Folie bedeckt
und fiir 2 Stunden im Kiihlschrank inkubiert.

AnschlieBend wurden die Mikrokiivetten dekantiert, mehrfach gespiilt (4x je

400 pl) und auf Filterpapier vorsichtig getrocknet.

Im nédchsten Schritt wurde in jede Kiivette 100 pul des Anti-h-Enzymkonjugates
(Antikorper gegen humane Antikdrper gekoppelt mit Meerrettichperoxidase)
gegeben und fiir weitere zwei Stunden im Kiihlschrank inkubiert. Anschliessend
wurden die Mikrokiivetten erneut dekantiert und mehrfach gespiilt.

Als Nichstes wurden je 100 ul der auf Raumtemperatur erwarmten TMB-
Enzymlosung (3,3°,5,5 -Tetra-Methyl-Benzidin in gepufferter Peroxidlosung) in
die  Mikrokiivetten pipettiert und die Mikrotiterplatte mit  einer
lichtundurchldssigen  Folie  abgedeckt. @~ Widhrend der  30-miniitigen
Inkubationsphase wurde der Inhalt der Mikrokiivetten mit Hilfe -eines
Mikroplatten-Schiittlers bei Raumtemperatur vermischt.

AnschlieBend wurden jeweils 100 pl der Stop-Losung zugegeben und die optische
Dichte der Proben mit Hilfe eines Microtiter-Platten-Readers bei 450 nm
gemessen.

Von den doppelt gemessenen Leerwerten wurde der Mittelwert gebildet und von
den iibrigen Messwerten abgezogen.

Von den ebenfalls doppelt gemessenen Standlosungen A-D wurde ebenfalls der
Mittelwert  gebildet. Nach Erstellung einer Eichkurve wurden die
Antikdrperkonzentrationen der MS-Seren mit Hilfe eines Computerprogramms
ermittelt.

Die Angabe der Antikorpertiter erfolgt in Biihlmann-Titer-Units (BTU)

(Definition der Biithlmann-Titer-Units s. u.).

Die Antikorperkonzentrationen der MS-Seren wurden nur einfach bestimmt, um
eine groflere Anzahl von Seren untersuchen zu konnen. Dies fiihrt zwar zu einer
grosseren Ungenauigkeit der Einzelwerte, die jedoch bewusst in Kauf genommen
wurde, da es bei der Konzeption der Arbeit als wichtiger erachtet wurde, eine

moglichst grosse Zahl von Seren zu messen.
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2.3.2 Definition der Normwerte

Die verwendeten Enzym-Immuno-Assays messen den Antikdrpergehalt der
Proben in Biihlmann Titer Units (BTU). Die Einheit BTU ist eine von der
Herstellerfirma wilkiirlich geschaffene Grofeneinheit. Ergebnisse die mit anderen
Methoden erhalten worden sind lassen sich nicht direkt vergleichen.

Durch Messung von mehreren Verdiinnungsreihen von Seren mit bekanntem
Antikorperkonzentration hat die Firma Biihlmann das lineare Messverhalten

Enzym-Immuno-Assays nachgewiesen.

Im Rahmen der Etablierung ihrer Enzym-Immuno-Assays hat die Firma
Bithlmann mehr als 100 Seren von gesunden Blutspendern im Alter von 17 bis 70
Jahren auf Antikorper gegen die Ganglioside GM1, GD1b, GQ1b und gegen
MAG hin untersucht (s. Tab. 1 im Ergebnisteil). Werte groBer als der Mittelwert
plus drei Standardabweichungen sind in mehreren Schritten eliminiert worden.
Anschliessend ist ein theoretischer Cut-Off-Wert (Mittelwert plus drei
Standardabweichungen) berechnet worden. Aus praktischen Griinden entspricht
der Grenzwert der niedrigsten Konzentration der Standardlésungen.

Die Firma Biihlmann empfiehlt folgende Normwerte:

<800 BTU fiir GM1 und GQ1b, <1000 BTU fiir GD1b und MAG.

Im Rahmen der vorliegendem Arbeit sind Antikdrperkonzentrationen grof3er als

der empfohlene Normwert als pathologisch angesehen worden.
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2.4 Statistische Verfahren und Methoden

Fiir die deskriptive Beschreibung der gemessenen Antikdrperkonzentrationen
wurde der Median berechnet. Der Median wurde als Kenngrof8e gewéhlt, da die
Einzelwerte stark streuen und der Median — gerade bei kleiner Gruppengrofe -

weniger empfindlich auf Ausreifer reagiert als der Mittelwert.

Bei den durchgefiihrten Signifikanz-Tests sind p-Werte mit p<0,05 jeweils als

signifikant angesehen worden.

Mit Hilfe der Spearman’schen Rangkorrelation ist untersucht worden, ob ein
statistischer Zusammenhang zwischen Dauer der Erkrankung oder klinischer

Behinderung (gemessen als EDSS) und der Hohe der Antikorpertiter besteht.

Die Antikorpertiter der verschiedenen Gruppen/Verlaufsformen wurden mit Hilfe
der Kruskall-Wallis~-ANOVA miteinander verglichen. Bestand ein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen, wurden die einzelnen Gruppen mit Hilfe des

Mann-Whitney-U-Testes direkt miteinander verglichen.

Mit Hilfe von Kontingenztafeln (Chi-Quadrat-Test) wurde die Héaufigkeit
erhohter Antikorpertiter bei den verschiedenen Verlaufsformen miteinander
verglichen. Fand sich ein signifikanter Unterschied, wurden die einzelnen

Gruppen mit Hilfe des exakten Testes nach Fisher direkt miteinander verglichen.

Es ist jedoch zu beachten, dass die verwendeten statistischen Tests auf Grund der

geringen GruppengrofBen generell nur eine bedingte Aussagekraft besitzen.
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3. Ergebnisteil

3.1 Gangliosid Antikorper bei Multipler Sklerose

Die Seren von 75 MS-Patienten sind auf Antikorper gegen die Ganglioside GM1,
GDI1b, GQlb und das Myelin assoziierte Glykoprotein (MAG) untersucht

worden. Die Angabe der Antikorpertiter erfolgt in Bithimann Titer Units (BTU)

(Def. BTU s. Materialien und Methoden).

Insgesamt finden sich fiir GM1 und GD1b deutlich héhere Antikorpertiter, als fiir
GQlb und MAG. Die hochsten Antikorpertiter finden sich fiir GDIb
(Median=MD: 464 BTU), gefolgt von GM1 (MD: 215 BTU) und MAG (MD: 33
BTU). Die niedrigsten Antikodrperspiegel finden sich fiir GQ1b (MD: 7,8 BTU)

(s. Abb. 1 u. Tab. 2).
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Abbildung 1: Antikdrper gegen die Ganglioside GM1, GD1b, GQ1b und MAG

bei Patienten mit MS.

Die Angabe der Antikorperkonzentrationen
(logarithmische Auftragung auf der Y-Achse).
Normwerte: GM1 und GQ1b: bis 800 BTU;
GD1b und MAG: bis 1000 BTU
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- MS gesamt | schubférmig SCP PCP
Antikorper n=75 =20 n=27 n=28
o [Median 215 247 176 230
Spannweite | 28/8500 | 65/3063 | 48/1436 | 28/8500

ooty |Median 464 407 557 435
Spannweite | 16377075 | 163/4718 | 185/7075 | 185/978
oot [Nedan 8 12 8 6
Spannweite | 0/2965 0/2965 011451 041

vaG | Vedan 33 97 36 3
Spannweite | 19/22869 | 19/1303 | 20122869 | 21/412

Tabelle 2:  Antikorper gegen die Ganglioside GM1, GD1b, GQ1b und MAG

bei Patienten mit MS unter Beriicksichtigung der Verlaufsform.

Alle Angaben in BTU

Mit Hilfe der Spearman’schen Rangkorrelation ist untersucht worden, ob ein
Zusammenhang zwischen der Hohe der Antikorpertiter und der Krankheitsdauer
bzw. dem EDSS - als Mass fiir die klinische Behinderung - besteht.

Es findet sich jedoch fiir keinen der untersuchten Antikérper eine Korrelation

zwischen dem EDSS oder der Krankheitsdauer (s. Tab. 3).

Antikérper EDSS (n=73) Dauer (n=74)
Spearman-R | p [Spearman-R p
GM1 -0,025 0,8 0,14 0,2
GD1b -0,101 0,4 0,0007 0,995
GQ1b -0,072 0,5 0,018 0,89
MAG -0,029 0,8 0,097 0,41
Tabelle 3:  Korrelation der Antikorperkonzentrationen mit der

Krankheitsdauer und dem EDSS bei Patienten mit MS.
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3.2

Gangliosid-Antikorper bei MS-Patienten und gesunden Blutspendern

Vergleicht man die Antikdrperkonzentrationen der untersuchten MS-Patienten mit

denen von mehr als 100 gesunden Blutspendern' (s. Tab. 4 und Abb. 2), so weisen

die MS-Patienten signifikant hohere Werte fiir GD1b (p<0,00005) auf. Fiir GM1

besteht zwar kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den MS-Patienten

und den Blutspendern, jedoch weisen die MS-Patienten eine stirkere Streuung

und hohere Antikorpertiter fiir die 90. Perzentile auf als die Blutspender

(s. Tab. 4).

Die Blutspender weisen fiir GQ1b (p<0,00001) und MAG (p<0,00001) signifikant

hohere Antikdrperkonzentrationen auf als die MS-Patienten.

MS-Patienten Mann-
Antikorper Gesunde Blutspender n=75 Whitney-U-
Anzahl [ Median | Spannweite | Median | Spannweite Test
GM1 n=111 246 50/670 215 28/8509 |p=0,46
GD1b n=109 296 66/1060 464 164/7075 |p<0,00005
GQ1b n=132 47 8/300 8 0/2965 p<0,00001
MAG n=148 425 89/874 33 19/22869 |p<0,00001
Tabelle 4:  Vergleich der Antikdrperkonzentrationen gegen die Ganglioside

GM1, GD1b, GQI1b und MAG bei Patienten mit MS und gesunden

Blutspendern.

Die Anzahl der MS-Patienten betragt fiir alle Antikorper 75.
Die Anzahl der Blutspender schwankt und ist in der Tabelle
angegeben.

! Die Daten der Blutspender wurden freundlicherweise von der Firma Biihlmann zur Verfiigung
gestellt. Fiir die Berechnung der Normwerte sind Werte groer als der Mittelwert + 3 Standard-

abweichungen eliminiert worden.
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3.3 Vergleich der Antikdorperkonzentrationen bei den
verschiedenen Verlaufsformen der MS

Vergleicht man die Antikorpertiter der verschiedenen Verlaufsformen mit Hilfe
der Kruskall-Wallis-ANOVA, so findet sich fiir keinen der untersuchten
Antikorper ein signifikanter Unterschied.

Auch wenn man die Patienten mit SCP und PCP zusammenfasst und als Gruppe
der chronisch progredienten Erkrankungen den schubformigen Erkrankungen
gegeniiberstellt, findet sich kein signifikanter Unterschied.

Die Patienten mit schubformiger MS (MD 246 BTU) weisen fir GM1 die
hochsten Antikorperspiegel auf, gefolgt von den Patienten mit PCP und SCP (s.
Tab. 5 und Abb. 3).

Die Patienten mit SCP weisen fiir GD1b (MD 557 BTU) die hochsten Werte auf,
gefolgt von den Patienten mit PCP und schubformiger MS.

Die Patienten mit schubformiger MS weisen sowohl fiir GQ1b als auch fiir MAG
hohere Werte auf als die an SCP oder PCP Erkrankten.

Antikérper Schubférmig|  SCP PCP ';:I”sl'l‘_a"
P n=20 n=27 n=28 allis-
Anova
Median 246 176 230 3
G Spannweite | 64-3063 | 48-1436 | 28-8500 | © 2
Median 407 557 435 ~
GD1b IS pannweite | 163-4718 | 1857075 | 185-2808 |
Median 12,1 7.8 6.4 :
catb Spannweite 0 - 2965 0 - 1451 0-41 p=0,29
Median 97 36 32,5 -
MAG  ISpannweite | 19-1303 | 20-22860 | 21-412 | " ¥
Tabelle 5:  Vergleich der Antikdrperkonzentrationen bei den verschiedenen

Verlaufsformen der MS.
Die Angabe der Antikorpertiter erfolgt in BTU.

31



GM1 GD1b
10000 10000

1000 1000

100

> I z 100
o £ 2 ¢
© o £
g .
Ks]
10
10
I Max
1 Min
3 90% T Max
10% 1 Min
RR SCP PCP O Median (| 51;8:;0
n=20 n27 n=28 o
RR SCP PCP O Median
n=20 n=27 n=28
GQ1b MAG
10000 —
10000
1000
1000
S 100 3
B E L BE 100
- a
a
10 a 10
I Max I Max
1 Min 1 Min
3 90% (] 0%
T T 10% :Aog
O Median RR SCP PCP B Median
nFi?O r?=C2F; 552% I n=20 n=27 n=28

Abbildung 3: Vergleich der Antikorperkonzentrationen bei schubformiger,
primir chronischer (PCP) und sekundir chronisch progredienter
(SCP) MS.

32



3.4 Erhohte Gangliosid-Antikorper-Titer bei Patienten mit MS

Legt man die von der Herstellerfirma empfohlenen Normwerte (vgl. Materialien

und Methoden) zugrunde, so weisen 22 (29,3%) der untersuchten 75 MS-

Patienten erhdhte Werte fiir mindestens einen der untersuchten Antikérper auf

(s. Tab. 6).

Ein Patient mit SCP weist fiir GM1 und fiir GD1b erhdhte Antikorpertiter auf, ein

anderer mit schubformiger MS weist fiir GD1b und MAG erhdhte Titer auf*.

Im Einzelnen weisen neun Proben erhohte anti-GM1-Titer, elf Proben erhohte

anti-GD1b-Titer und jeweils zwei Seren erhohte Werte fiir GQ1b und MAG auf.

MS

i schubformi SCP Chi-Quadrat-
Antikdrper gesamt | SCUPTOrMIg pcP n=2g| CM-QU
n=20 n=27 Test
n=75
.. absolut 9 2 2 5
=0,47
GM1 erhoht - entual | 12,0% 10,0% 7.4% 17.9% p=0,
.. absolut 11 3 8 0
D1b erhoh =0,008
GD1b erhoht = entual | 14,7% 15,0% 29,6% 0.0% P,
.. absolut 2 1 1 0
1b erhoht =0,52
GQib erhoht = ntual | 2.7% 5.0% 3.7% 0.0% P=,
.. absolut 2 1 1 0 _
MAG erhoht I entual | 2.7% 5.0% 3.7% 0,0% p=0,52
insgesamt absolut 22 7 12 5
erhoht prozentual | 29,3%* 35% 44 4% 17,5%
Tabelle 6:  Erhohte Antikorperspiegel bei den verschiedenen Verlaufsformen

der Multiplen Sklerose.
Normwerte: GM1 und GQ1b 800 BTU, GD1b und MAG 1000

BTU (vgl. Materialien und Methoden).

* Da zwei der Patienten erhohte Werte fiir GM1 und GDI1b bzw. GD1b
und MAG aufweisen, ist die Gesamtzahl der Patienten mit erhohten
Antikdrpertitern niedriger als die Summe der Einzelwerte.

Insgesamt weisen die Patienten mit SCP am héufigsten erhohte Antikorpertiter

auf, gefolgt von den Patienten mit schubformiger MS. Am seltensten finden sich

bei den Patienten mit PCP erhdhte Antikorperkonzentrationen.
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Vergleicht man mit Hilfe von Kontingenztafeln (Chi-Quadrat-Test) die
Haufigkeit, mit der erhohte Antikorperspiegel bei den einzelnen Verlaufsformen
auftreten, so findet sich fiir GD1b ein signifikantes Ergebnis (p=0,008).

Im exakten Test nach Fisher weisen die Patienten mit SCP signifikant haufiger
(p=0,002) erhohte Anti-GD1b-Spiegel auf als die Patienten mit PCP.

Die Patienten mit schubformiger MS weisen ebenfalls héufiger erhohte
Antikorper gegen GD1b als die Patienten mit PCP auf, jedoch ist der Unterschied
nicht signifikant (p=0,07).

Zwischen den Patienten mit SCP und schubformiger MS besteht kein relevanter
statistischer Unterschied.

Die Patienten mit PCP weisen mit knapp 18% am héufigsten erhohte
Antikorpertiter flir GM1 auf, gefolgt von den Patienten mit schubférmiger MS
und SCP. Allerdings ist dieser Unterschied nicht signifikant.

Jeweils ein Patient mit schubformiger MS und einer mit SCP weisen fiir GQ1b

und MAG erhdhte Werte auf, jedoch kein Patient mit PCP.

3.5 Antikorper gegen GO1b und Storungen der Augenmotilitit

Die Antikdrpertiter fiir GQ1b sind insgesamt eher niedrig (MD = 7,8 BTU), da bei
elf Proben Antikdrperspiegel von weniger als einer BTU gemessen worden sind.
Lediglich zwei der untersuchten 75 Patienten weisen Antikorpertiter iiber der
Norm von 800 BTU auf. Ein Patient mit SCP weist einen Wert von 1451 BTU,
ein Patient mit schubférmiger MS einen Wert von 2965 BTU auf. Bei beiden
Patienten ist keine Storung der Augenmotilitidt im bisherigen Krankheitsverlauf
festgestellt worden.

Hingegen finden sich bei sieben Patienten, bei denen im bisherigen
Krankheitsverlauf Stérungen der Augenmotorik aufgetreten sind, keine erhdhten

Antikdrpertiter gegen GQ1b.
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3.6 Antikorpertiter wihrend aktiver und stabiler
Krankheitsphasen

Die 75 untersuchten Serumproben stammen in 39 Féllen (52%) von Patienten, die
sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme in einer stabilen Krankheitsphase” befunden
haben, und in 36 Fillen (48%) von Patienten wihrend aktiver Krankheitsphasen
(s. Tab. 7 und Abb. 4).

Vergleicht man die Hohe der Antikorperspiegel mit Hilfe des Mann-Whitney-U-
Testes, so zeigen die Patienten wihrend der stabilen Krankheitsphasen signifikant
hohere Werte fir GM1 (p=0,0005), als die Patienten wihrend der aktiven
Krankheitsstadien.

Fir GD1b weisen die Patienten mit stabilen Krankheitsverldufen im Mittel
(MD=483 BTU) ebenfalls hohere Werte auf, jedoch streuen die Werte der
Patienten mit aktiver Erkrankung stirker, so dass dieser Unterschied nicht
signifikant ist (p=0,61).

Hinsichtlich GQ1b und MAG unterscheiden sich beide Gruppen nur geringfiigig.

Tabelle 7:

aktive stabile
Krankheits- | Krankheits- Mann-
Antikorper phasen phasen Whitney-U-
n=36 n=39 Test
Median Median
GM1 153 292 p=0,0005
GD1b 382 483 p=0,61
GQ1b 8 8 p=0,5
MAG 31 36 p=0,2

Antikorper gegen die Ganglioside GM1, GD1b, GQ1b und MAG

wihrend aktiver und stabiler Krankheitsphase.

Die Grosse der Gruppen sind in der Tabelle angegeben, die Angabe

der Medianwerte erfolgt in BTU.

2 Def. von aktiven und stabilen Krankheitsphasen s. Materialien und Methoden.
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3.7 Vergleich der Antikorperspiegel gegen die Ganglioside
GM1., GD1b, GO1b und MAG bei Patienten mit MS und bei
Patienten mit Erkrankungen des peripheren Nervensystems

Um das Vorkommen von Antikérpern gegen die Ganglioside GM1, GD1b, GQ1b
und gegen MAG bei MS-Patienten besser beurteilen zu konnen, sind die
Antikorpertiter der MS-Patienten mit denen von Patienten mit Erkrankung des
peripheren Nervensystems (PNS) verglichen worden (vgl. Materialien u.
Methoden, S. 22). Als Vergleichsgruppen sind einerseits Patienten mit GBS,
CIDP, MFS und MMN (Neuropathie 1 = NP1) und andererseits Patienten mit
PNP unklarer Genese und ALS (Neuropathie 2 = NP2) ausgewéhlt worden.

Fir die Erkrankungen der Gruppe NP1 sind deutlich erhohte Gangliosid-
Antikorper-Titer, fiir die Gruppe NP2 sind normale bis leicht erhohte
Antikdrpertiter beschrieben (Pestronk 1991, Adams et al. 1991, Willison 1996,
Willimann et al. 1997).

Auf Grund der unterschiedlichen Dokumentation der Messergenisse ist fiir GQ1b
und MAG kein Signifikanztest gerechnet worden (vgl. Materialien und Methoden,
S. 22).

Kruskall-
Antikorper MS NP1 NP2 Wallis-
Anova
Anzahl 75 20 52 _
GM1  IMedian 215 382 202 p=0,030
Anzahl 75 19 49 _
GD1b  Hedian 464 947 401 p=0,028
Anzahl 75 9 17 nicht
GQitb Median 8 110 100 berechnet
MAG Anza}hl 75 14 35 nicht
Median 33 243 388 berechnet

Tabelle 8: Antikorper gegen die Ganglioside GM1, GD1b, GQ1b und MAG bei
Patienten mit MS und bei Patienten mit Erkrankungen des PNS.
Angabe der Medianwerte in BTU.
Die Anzahl der Patienten mit NP1 und NP2 wird in der Tabelle
angegeben. Die Anzahl der MS-Patienten betrdgt immer 75.

NP1: Patienten mit GBS, MFS, CIDP und MMN
NP2: Patienten mit PNP und ALS
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Die Patienten mit NP1 weisen sowohl fiir GM1 (MD 382 BTU) als auch fiir
GDI1b (MD 947 BTU) deutlich hohere Antikorpertiter auf, als die Patienten mit
MS oder NP2 (s. Tab. 8 und Abb. 5).

Vergleicht man die Antikorpertiter der drei Gruppen mit Hilfe der Kruskall-
Wallis-Anova, so findet sich sowohl fiir GMI1 (p=0,03) als auch fiir GD1b
(p=0,0028) ein signifikanter Unterschied.

Im anschliessend durchgefiihrten Mann-Whitney-U-Test weisen die Patienten mit
NP1 signifikant hohere Werte fiir GM1 als die Patienten mit MS (p=0,01) oder
NP2 (p=0,02) auf.

Die Gruppe NP1 zeigt fiir GD1b ebenfalls signifikant hohere Antikorperspiegel
als die Patienten mit MS (p=0,006) oder NP2 (p=0,03).

Die MS-Patienten weisen sowohl fiir GM1 (MD 215 BTU) als auch fiir GD1b

(MD 202 BTU) hohere Werte auf als die Gruppe NP2 (s. Tab. 8 und Abb. 5),
jedoch sind diese Unterschiede nicht signifikant (GM1: p=0,95; GD1b: p=0,09).
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4. Diskussion

Die MS gilt nach allgemeiner Auffassung als Autoimmunerkrankung des ZNS,
auch wenn ihre Pathogenese noch nicht vollstindig verstanden ist (Rosche et al.
2003, Steck u. Schaeren-Wiemers 1999). Mehrere Studien lassen eine Beteiligung
von Antikérpern — zumindestens bei einem Teil der MS-Patienten — vermuten
(Lucchineti et al. 2000, Hemmer et al. 2000, Archelos et al. 2000, Berger et al.
2003). Antikorper konnen z.B. durch Opsonierung des Myelins oder durch
Freisetzung von Chemokinen oder durch Aktivierung des Komplementsystems
zur Demyelinisierung beitragen (Cross 2000, Storch u. Lassmann 1997).

Die meisten Arbeitsgruppen, die das Vorkommen und die Bedeutung von
Antikorpern bei MS untersuchen, konzentrieren sich auf Antikorper gegen MOG,
da MOG ausschliesslich im ZNS vorkommt und stark immunogen ist (Iglesias et
al. 2001).

Im Serum und Liquor von MS-Patienten finden sich jedoch auch Antikorper
gegen MBP, PLP, MAG und verschiedene Glykolipide, wie z. B. Ganglioside
(Reindl et al. 1999, Cross et al. 2001, Archelos et al. 2000).

Ganglioside sind wichtige Bestandteile der Myelinscheiden und finden sich auch
in Axon- und Oligodendrozytenmembranen. Antikorper gegen Ganglioside finden
sich bei verschiedenen, demyelinisierenden Erkrankungen des PNS und werden
mit deren Pathogenese bzw. mit dem Krankheitsverlauf assoziiert (Quarles u.
Weiss 1999, Willison 1996, Roberts et al. 1994).

Es ist denkbar, dass Gangliosid-Antikdrper bei der Pathogenese der MS -
zumindestens bei einem Teil der Patienten - eine Rolle spielen.

Antikorper gegen Ganglioside binden im Tiermodell an die Ranvier'schen
Schniirringe und konnen durch Interaktion mit Ionenkanédlen die elektrische
Leitfahigkeit von Neuronen beeinflussen (Takigawa et al. 1995, Quarles u. Weiss
1999). In einigen Studien hat die intraneurale Injektion von Gangliosid-
Antikorpern eine ausgeprigte Demyelinisierung und einen Leitungsblock bewirkt
(Santoro et al. 1992, Unicini et al. 1993, Roberts et al. 1995, Thomas et al. 1991),
jedoch nicht in allen (Harvey et al. 1995, Bourdette et al. 1989, Paprounas et al.
1999).
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Bereits Anfang der achtziger Jahre haben verschiedene Forschergruppen (Arnon
et al. 1980, Boggs et al. 1984, Mullin et al. 1980) das Vorkommen von
Gangliosid-Antikorper bei MS-Patienten untersucht. Arnon und Mitarbeiter
(1980) haben mit Hilfe einer Liposomen-Lyse-Technik Antikorper gegen die
Ganglioside GM1 und GM4 im Serum und im Liquor von Patienten mit MS
nachgewiesen. Die verwendete Liposomen-Lyse-Technik zeigt deutlich, dass die
MS-Seren in der Lage sind, Lipidmembranen, die Ganglioside enthalten - wie

z. B. Myelinscheiden - zu zerstoren.

Andere Autoren berichten von erhohten Antikorpertitern gegen die Ganglioside
GM2, GM3, GDla, GDIb, GT1b und GQ1lb im Serum von Patienten mit MS
(Acarin et al. 1996, Mata et al. 1999, Stevens et al. 1992), wobei Antikorper der
IgG-Klasse gegeniiber denen der IgM-Klasse tiberwiegen (Acarin et al. 1996,
Stevens et al. 1992).

In dem hier untersuchten Patientenkollektiv weist knapp ein Drittel der Patienten
(29,3%) erhohte Antikorperspiegel fiir mindestens einen der untersuchten
Antikorper auf. Am héaufigsten finden sich erhohte Antikorpertiter fiir die
Ganglioside GM1 und GD1b. In der Studie von Acarin et al. (1996) finden sich
sogar bei knapp der Hilfte (48%) der MS-Patienten erhohte Gangliosid-
Antikorperspiegel; allerdings beziehen sich deren Werte nur auf eine relativ kleine

Kontrollgruppe (n=36).

Vergleicht man die gemessenen Anti-Gangliosid-Titer mit den Werten von
gesunden Blutspendern, so weisen die MS-Patienten signifikant hdohere
Antikorperspiegel fiir GD1b auf als die Blutspender. Fiir GM1 findet sich zwar
kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen, jedoch scheinen die
MS-Patienten in der Tendenz hdéhere Werte aufzuweisen als die gesunden

Blutspender.

Fir GQIb und MAG weisen die MS-Seren {iberraschend niedrige
Antikorperspiegel auf, die auch signifikant kleiner sind als bei der Gruppe der
gesunden Blutspender. Es ist unklar, wieso fiir GQIb und MAG so niedrige

Antikorpertiter gemessen wurden.
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Moglicherweise hat durch das Einfrieren der Seren bzw. durch ein wiederholtes
Auftauen und Einfrieren der Seren die Bindungsfahigkeit der Antikorper
abgenommen, so da diese nicht mehr an die Antigen-beschichtete
Mikrotiterplatte binden konnten.

Eine weitere Ursache fiir die niedrigen Antikorpertiter kann sein, dass ein Teil der
Patienten bereits mit einer immunsupprimierenden Therapie behandelt wurde.
Dies wiirde jedoch nicht erkldren, warum nur fiir GQ1b und MAG erniedrigte
Werte gemessen wurden, nicht jedoch fiir GM1 und GD1b.

Eine Fehlmessung bzw. Fehler in der Durchfiihrung der Enzym-Immuno-Assays
ist ebenfalls nicht auszuschlieBen, jedoch erscheint dies weniger wahrscheinlich,

da die mitbestimmten Standardseren korrekt gemessen wurden.

Ein wichtiger Hinweis fiir eine Beteiligung von Gangliosid-Antikdrpern an der
Pathogenese der MS kommt von Mata und Mitarbeitern (1999). Sie haben bei
Patienten mit isolierter Optikusneuritis — als Friihform der MS — signifikant
héufiger erhohte Antikorper gegen GDla gemessen als bei Patienten mit nicht-
entziindlichen neurologischen Erkrankungen. Diese Beobachtung zeigt, dass
Antikorper gegen Ganglioside bereits frithzeitig bei MS auftreten kdnnen und
nicht unbedingt infolge eines sogenannten Epitope-Spreading entstehen (Mata et
al. 1999).

Allerdings weisen nicht alle Untersuchungen erhohte Anti-Gangliosid-Titer fiir
MS-Patienten nach (Uetz von Almen et al. 1998, Kasai et al. 1986, Giovannoni et
al. 2000). AuBlerdem finden sich auch bei gesunden Kontrollpersonen, Patienten
mit anderen Autoimmunerkrankungen, wie z. B. Systemischem Lupus
Erythematosus oder Rheumatoider Arthritis, aber auch bei Schlaganfallpatienten
erhohte Anti-Gangliosid-Titer. Jedoch iiberwiegen bei diesen Patienten

Antikorper der IgM-Klasse (Bansal et al. 1994, Endo et al. 1984).

Die Tatsache, dass nur ein Teil der hier untersuchten MS-Seren erhohte
Antikorperspiegel aufweist, widerspricht nicht der Hypothese, dass Gangliosid-
Antikorper bei einer Subgruppe von MS-Patienten an der Pathogenese beteiligt
seien konnten. Bedenkt man die heterogene Pathogenese (Ludwin 2000),
iiberrascht es nicht, dass nur ein Drittel der untersuchten Patienten erhohte Anti-

Gangliosid-Titer aufweist. In der Arbeit von Luccinetti u. Mitarbeiter (2000)
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findet sich bei etwa der Hélfte der Patienten eine Antikorper-vermittelte Art der
Demyelinisierung, wobei unklar ist, ob die gefundenen Antikdrper sich nur gegen
ein oder aber gegen mehrere Antigene richten.

Berticksichtigt man die zahlreichen morphologischen Verdnderungen, die sich bei
der MS finden, dann ist fraglich, ob diese durch die Immunreaktion gegen ein
einzelnes Antigen hervorgerufen werden, oder ob nicht verschiedene Antigene

hierfiir verantwortlich sind (Ludwin 2000).

Einige Autoren haben eine hohere Frequenz von erhohten Anti-Gangliosid-Titern
bei Patienten mit PCP, bzw. PCP und SCP gegeniiber Patienten mit
schubformiger MS gefunden (Acarin et al. 1996, Sadaptipour et al. 1998).

Mata et al. (1999) berichten, erhohte Anti-Gangliosid-Titern hédufiger bei
Patienten mit maligner MS (Dauer < 2 Jahre und EDSS > 6) als bei Patienten mit
benigner MS (Dauer >10 Jahre und EDSS<3) gefunden zu haben.

Acarin et al. (1996) haben bei Patienten mit PCP héaufiger erhohte Anti-
Gangliosid-Titer gefunden als bei Patienten SCP oder schubformiger MS. Die
Autoren  vermuten, dass unterschiedliche  Gangliosid-Antikérpermuster
moglicherweise = Ausdruck  verschiedener  Pathomechanismen bei den

unterschiedlichen Verlaufsformen der MS darstellen konnten (Acarin et al. 1996).

Sadaptipour u. Mitarbeiter (1998) haben bei Patienten mit SCP und PCP
signifikant hohere Antikorperspiegel gemesssen als bei Patienten mit
schubformiger MS oder gesunden Kontrollpersonen. Die Autoren vermuten, dass
die erhohten Anti-Gangliosid-Titer moglicherweise Folge einer vermehrten
Axonschiadigung sind. Sie  spekulieren, dass  Gangliosid-Antikorper
moglicherweise auch direkt zu einem Verlust von Axonen beitragen konnen

(Sadaptipour et al. 1998).

Im Tierexperiment korreliert der Axonverlust mit dem Ausmal} der Behinderung
und scheint von der Zahl der durchgemachten Schiibe abzuhéngen (Wujek et al.
2002). Die Mehrzahl der Patienten mit PCP oder mit Lihmungen weisen einen
deutlichen Verlust der Axonzahl im Bereich des Halsmarks auf (Wujek et al.
2002). Sollten die Vermutungen von Sadaptipour et al. (1998) zutreffen, dann
wiren erhohte Anti-Gangliosid-Titer moglicherweise Ausdruck einer vermehrten

Krankheitsaktivitat bei den chronisch progredienten Verlaufsformen.
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Allerdings haben Giovannoni et al. (2000) keinen Unterschied in der Frequenz
erhohter Anti-Gangliosid-Titer zwischen Patienten mit schubféormiger MS oder
SCP festgestellt. Die Antikorpertiter korrelierten in einer Follow-Up-Studie nach
18 Monaten weder mit dem Ausmal} der Kleinhirnatrophie in der Kernspin-
tomographie noch mit einer Zunahme des EDSS-Wertes als Ausdruck einer

klinischen Verschlechterung.

In dem hier untersuchten Patientenkollektiv weisen die Patienten mit SCP
signifikant hiufiger erhdhte Antikorper auf als diejenigen mit PCP, jedoch nicht
als die Patienten mit schubformiger MS. Allerdings besteht hinsichtlich der
absoluten Hohe der Antikorperkonzentrationen kein relevanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Verlaufsformen. Die im Rahmen dieser Arbeit
gewonnen Daten unterstiitzen somit nicht die Beobachtung von Acarin et al.
(1996) und Sadaptipour et al. (1998), dass sich erhohte Gangliosid-Antikorpertiter
vermehrt bei chronisch progredienten Verlaufsformen finden.

Ferner liefern die hier dargelegten Ergebnisse keinen Hinweis auf die von
Sadaptipour et al. (1998) gedullerte Vermutung, dass Gangliosid-Antikdrper
moglicherweise primir an der Axonschiddigung beteiligt sind bzw. sekundir

infolge des Axonverlustes auftreten.

Es ist jedoch denkbar, dass unterschiedliche Anti-Gangliosid-Profile weniger von
der Verlaufsform, als vielmehr von den verschiedenen Aktivitidtsstadien der
Erkrankung abhédngen (Acarin 1996).

In dem hier untersuchten Patientenkollektiv weisen die Patienten mit stabilem
Krankheitsverlauf (d. h. kein Schub in den letzten vier Wochen bzw. keine
Krankheitsprogredienz im letzten Jahr) signifikant hohere anti-GM1-Spiegel auf
als diejenigen mit aktiven Krankheitsverlauf (p=0,0005). Fiir GD1b weisen die
Patienten mit stabilem Krankheitsverlauf tendenziell ebenfalls hohere
Antikorpertiter auf als die Patienten mit aktivem Krankheitsverlauf.

Es ist unklar, ob diese Beobachtung einen Zufallsbefund darstellt oder Ausdruck

einer vermehrten Abraumreaktion der zerstorten Myelinscheiden ist.
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Es ist auch denkbar, dass Gangliosid-Antikérper mdoglicherweise einen
ddmpfenden EinfluB} auf die Krankheitsaktivitit haben.

Es ist bekannt, dass Immunglobuline einen modulierenden Einfluss auf das
Immunsystem ausiiben, der bei der intravendsen Gabe von Immunglobulinen
(IVIG) bei verschiedenen autoimmunen Erkrankungen, wie z. B. der Myasthenia
Gravis, dem Lambert-Eaton-Syndrom, dem GBS, aber auch bei der MS
therapeutisch ausgenutzt wird (Dalakas 1999). IVIG koénnen durch Bindung
einzelner  Faktoren der Komplementkaskade die  Aktivierung des
Komplementsystems verhindern, durch Blockade des T-Zell-Rezeptors bzw.
durch Blockade des Fc-Rezeptors eine Aktivierung von T-Zellen bzw. die
Phagozytose durch Makrophagen unterbinden und durch Interaktion mit der
Antigen-bindenden Region von Antikorpern deren Funktion beeinflussen (Stangel
et al. 1999, Dalakas 1999).

Ausserdem konnen Anti-Myelin-Antikorper — zumindestens im Tiermodell- eine
Remyelinisierung verstirken. Moglicherweise iiben sie einen stimulierenden
Einfluss auf die Oligodendrozyten oder deren Vorlduferzellen aus (Stangel et al.

1999).

Es ist denkbar, dass Gangliosid-Antikorper einen oder mehrere der genannten
Effekte ausiiben und so moglicherweise ddmpfend auf die Krankheitsaktivitdt
einwirken. Sollte sich in weiteren Studien bestétigen, dass Gangliosid-Antikorper
bei stabilem Krankheitsverlauf erhoht sind, dann konnten Antikorper gegen

Ganglioside moglicherweise einen Aktivitdtsparameter fiir die MS darstellen.

Bisher fehlt ein einfach zu bestimmender und objektiv messbarer Parameter zur
Beurteilung der Krankheitsaktivitdt bzw. ob eine Therapie erfolgreich ist (Galboiz
u. Miller 2002). Zwar ldsst sich die Krankheitsaktivitdt der MS gut mit Hilfe der
Kernspintomographie darstellen, jedoch ist diese Methode teuer und
zeitaufwendig, so dass sie im klinischen Alltag nicht routineméBig zur
Aktivitdtsbestimmung und zur Kontrolle des Therapieerfolges verwendet wird.

Gangliosid-Antikorper konnten hier als Aktivititsparameter hilfreich sein. Ein
Abfall der Antikorpertiter konnte dann die Entscheidung zum Beginn oder zum

Wechsel einer immunsupprimierenden Therapie erleichtern.
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Sehstérungen sind ein hdufiges Symptom der MS. Zu Beginn der Erkrankung sind
sie hdufig Folge einer Optikusneuritis oder einer Retinitis, im weiteren
Krankheitsverlauf treten sie eher infolge einer internukledren Ophthalmoplegie
(Kappos 1999) auf. Es ist noch unklar, wieso es bei der MS so hiufig zu
Sehstorungen kommt. Moglicherweise sind spezielle Antikérper fiir den
pradisponierenden Befall des visuellen Systems verantwortlich, wobei jedoch zu
bedenken ist, dass die Retina frei von Myelin ist (Storch u. Lassmann 1997).

Das Gangliosid GQ1b findet sich in hoher Konzentration im N. Okkulomotorius
und im N. Optikus und in geringerer Konzentration auch in den Nerven Aduzens
und Trochlearis (Willimann et al. 1997, Chiba et al. 1997).

Antikorper gegen GQ1b finden sich bei tiber 90% der Patienten mit Miller-Fisher-
Syndrom (MFS), einer Variante des GBS, die durch Areflexie, Ataxie und
Ophthalmoplegie gekennzeichnet ist (Colding-Jorgensen u. Vissing 2001, Steck u.
Kappos 1996). Antikorper gegen GQl1b finden sich ebenfalls bei Patienten mit
GBS und Ophthalmoplegie, jedoch nicht bei Patienten mit GBS ohne
Ophthalmoplegie. Es scheint somit, dass Antikorper gegen GQI1b relativ
spezifisch fiir die Entwicklung einer Ophthalmoplegie sind (Willimann et al.
1997, Steck u. Kappos 1996).

Das MFS gilt, wie das GBS, als Erkrankung des peripheren Nervensystems. Es
bestehen jedoch Zweifel, ob es bei beiden Krankheiten mitunter nicht auch zu
einer Beteiligung des ZNS kommt (Yuan et al. 2000, Colding-Jorgensen u.
Vissing 2001).

Mehrere Autoren berichten von Patienten mit klinisch gesichertem GBS bzw.
MEFS, bei denen sich pathologisch oder kernspintomographisch auch Lisionen im

ZNS finden (Giroud et al. 1990, Colding-Jorgensen u. Vissing 2001).

Es ist denkbar, dass GQ1b bei der MS als Antigen wirkt. Antikorper gegen GQ1b
konnten dann an der Entwicklung von Sehstdrungen bei der MS eine Rolle
spielen.

Die MS-Seren, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, weisen insgesamt
sehr niedrige Anti-GQ1b-Titer und signifikant niedrigere Antikorperspiegel auf
als gesunde Kontrollpersonen. Wie zuvor erdrtert, ist es unklar, weshalb so

niedrige Anti-GQ1b-Titer gemessen wurden.
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Lediglich in zwei der untersuchten Seren fanden sich erhohte Anti-GQ1b-Titer,
jedoch sind bei beiden Patienten wihrend des bisherigen Krankheitsverlaufs keine
Sehstorungen aufgetreten. Hingegen finden sich bei 7 Patienten, bei denen
Sehstorungen festgestellt wurden, keine erhohten Anti-GQ1b-Titer.

Anhand der hier vorgelegten Daten ldsst sich somit vermuten, dass Antikorper
gegen das Gangliosid GQ1b nicht mit der Entwicklung von Sehstérungen und

auch nicht mit der Pathogenese der MS assoziiert sind.

Die Bedeutung von Gangliosid-Antikdrpern bei der MS ist schwierig zu
beurteilen, da  die  verschiedenen  Arbeitsgruppen  unterschiedliche
Nachweismethoden verwendet haben und diese nicht miteinander vergleichbar
sind. Ein weiteres Problem besteht darin, dass Gangliosid-Antikdrper auch im
Serum von gesunden Kontrollpersonen nachweisbar sind und keine allgemein
akzeptierten Grenzwerte darliber vorliegen, ab wann Gangliosid-Antikorper-Titer
pathologisch sind.

Erschwerend kommt hinzu, dass sich Gangliosid-Antikorper auch bei Patienten
mit nicht neurologischen Autoimmunerkrankungen, wie z. B. dem systemischen
Lupus Erythematosus (SLE) und der rheumatoiden Arthritis, aber auch bei
Schlaganfall-Patienten und Patienten mit Schéidel-Hirn-Trauma (SHT), finden.
Jedoch sind bei diesen Patienten die Antikorper iiberwiegend vom IgM-Typ
(Endo et al. 1984, Bansal et al. 1994).

Endo et al. (1984) berichten, dass sie bei 74% der Patienten mit MS gegeniiber
55% der Patienten mit SLE erhohte AntikOrpertiter gegen ein oder mehrere
Ganglioside gefunden haben. Allerdings fanden sich erhohte Anti-Gangliosid-
Titer in dhnlicher Frequenz bei Schlaganfall-Patienten und bei Patienten mit SHT
(Endo et al. 1984).

Sadaptipour et al. (1998) haben bei MS-Patienten signifikant hdhere
Antikorpertiter fiir GM1 und GM3 gefunden als bei Patienten mit anderen
neurologischen Erkrankungen, jedoch haben sie nur wenige Patienten mit
Erkrankungen untersucht, bei denen erhdhte Gangliosid-Antikdrper-Titer bekannt
sind (GBS n=2, MMN n=1).

Mata et al. (1999) berichten iiber signifikant hohere Anti-GD1a-Titer bei MS-

Patienten als bei Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen. Die
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Patienten mit MS weisen auch héhere Anti-GD1a-Titer auf als Patienten mit GBS,
jedoch weisen die zuletzt genannten hohere Anti-GM1-Spiegel auf als die MS-

Patienten.

Um die Bedeutung von Gangliosid-Antikorpern bei der MS besser beurteilen zu
konnen, wurden die Antikdrpertiter der MS-Patienten mit denen von Patienten mit
Erkrankungen des peripheren Nervensystems verglichen, bei denen normale bis
leicht erhohte bzw. deutlich erhohte Gangliosid-Antikorper-Titer bekannt sind.
Bei den Erkrankungen der Gruppe NP1 (GBS, MFS, CIDP und MMN) sind
deutlich erhohte Anti-Gangliosid-Antikorper bekannt (Willison 1996, Willimann
et al. 1997). Fiir die Erkrankungen der Gruppe NP2 (PNP und ALS) werden
normale bis leicht erhohte Anti-Gangliosid-Titer beschrieben (Adams et al. 1991,
Pestronk et al. 1991, Steck u. Kappos 1996).

Die MS-Seren weisen vergleichbare Antikdrperspiegel fir GM1 und GDI1b auf
wie die Seren der Gruppe NP2, jedoch weisen sie signifikant niedrigere
Antikorpertiter auf als die Seren der Gruppe NP1, bei denen erhohte Anti-
Gangliosid-Titer bekannt sind.

Adams et al. (1991) berichten Ahnliches. Sie fanden bei einer Gruppe von
Patienten mit MS oder Myasthenia gravis in 40% der Félle erhohte Antikorpertiter
gegen GMI, jedoch wiesen Patienten mit MMN hiufiger und hohere
Antikorperspiegel gegen GM1 auf.

Uetz von Allmen und Kollegen (1998) fanden bei Patienten mit GBS, CIDP oder
MMN signifikant hohere Anti-GM1-Titer als bei MS-Patienten. Weiterhin
berichten die Autoren iiber in der Tendenz hohere Antikorperspiegel gegen GM1
bei Patienten mit PNP oder Wurzelkompressionssyndrom als bei Patienten mit
MS.

Giovannoni u. Mitarbeiter (2000) berichten iiber eher niedrige Anti-Gangliosid-
Titern bei MS-Patienten. Zwar konnten sie in allen Seren von MS-Patient
Antikorper gegen GM1, GM3, GD1a, GT1b oder GQ1b nachweisen, jedoch lagen
die gemessenen Antikorpertiter unter den in ihrem Labor sonst iiblichen Cut-Oft-

Werten.
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Schlussfolgerungen

Fasst man die verschiedenen Studien (Giovannoni et al. 2000, Mata et al. 1999,
Sadaptipour et al. 1998, Uetz von Almen et al. 1998, Kasai et al. 1986, Stevens et
al. 1992, Acarin et al. 1996) zum Vorkommen von Gangliosid-Antikorpern bei
MS zusammen, so erhilt man ein uneinheitliches Bild.

Auf Grund der hier vorgelegten Daten, scheint keine direkte Beteiligung von
Antikorpern gegen die Ganglioside GM1, GDI1b, GQIb und MAG an der
Pathogenese der MS zu bestehen, da die Antikorpertiter weder mit der Dauer der
Erkrankung, noch mit dem Ausmal3 der Behinderung (gemessen als EDSS)
korrelieren. AuBerdem weisen die MS-Patienten signifikant niedrigere
Antikorperspiegel fiir GM1 und GDI1b auf als Patienten mit Erkrankungen des
peripheren Nervensystems (NP1), bei denen erhohte Anti-Gangliosid-

Antikorpertiter bekannt sind und mit dem Krankheitsverlauf assoziiert werden.

Es scheint jedoch denkbar, dass Antikorper gegen GM1 und GD1b sekundér an
der Pathogenese der MS beteiligt sind. Mdglicherweise entstehen Gangliosid-
Antikdrper infolge des Verlustes der Myelinscheiden oder einer Schiadigung der
Axone durch ein sogenanntes Epitope Spreading. Gangliosid-Antikorper wéren
somit indirekt mit der Pathogenese der MS assoziiert. Hierfiir spricht einerseits,
dass die MS-Patienten signifikant hohere Antikorpertiter fiir GD1b und in der
Tendenz auch fiir GM1 aufweisen als gesunde Kontrollpersonen und andererseits
die Tatsache, dass die MS-Patienten dhnliche hohe Antikorperspiegel aufweisen,
wie Patienten mit PNP oder ALS (NP2), fiir die leicht bis médBig erhdhte Anti-

Gangliosid-Titer beschrieben sind.

Die hier vorgelegten Daten liefern jedoch keinen Hinweis darauf, dass Antikdrper
gegen das Gangliosid GQ1b mit der Entwicklung von Sehstdrungen bei der MS

assoziiert sind.

Weiterhin bestétigen die vorgelegten Daten die Hypothese von Sadaptipour et al.
(1998) und Acarin et al. (1996) nicht, dass sich erhdhte Anti-Gangliosid-Titer
vermehrt bei den chronisch progredienten Verlaufsformen der MS finden. Zwar
weisen die Patienten mit SCP signifikant hdufiger erhohte Antikorperspiegel fiir
GDI1b auf als die Patienten mit PCP, jedoch unterscheidet sich die Hohe der
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Antikorpertiter bei den verschiedenen Verlaufsformen nicht wesentlich

voneinander.

Moglicherweise hingt die Hohe der Antikorpertiter nicht von der Verlaufsform,
sondern von der Krankheitsaktivitdt ab. So weisen die Patienten mit stabiler MS
signifikant héhere Antikorperspiegel fiir GM1 und in der Tendenz auch fiir GD1b
auf als die Patienten mit aktiver MS. Sollte sich dieser Befund in weiteren Studien
bestitigen, dann konnten Gangliosid-Antikdrper moglicherweise bei der
Beurteilung der Krankheitsaktivitit hilfreich sein. Ein Abfall der Anti-GM1-
Konzentrationen konnte dann moéglicherweise die Entscheidung erleichtern, mit
einer immunsupprimierende Therapie zu beginnen oder auf eine andere Therapie

zu wechseln.
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S. Zusammenfassung

Antikorper gegen die Ganglioside GM1, GD1b, GQ1b und gegen das Myelin-
assoziierte-Glykoprotein (MAG) wurden im Serum von 75 Patienten mit MS
gemessen. Knapp ein Drittel (29,3%) der untersuchten Seren weist erhohte Titer
fiir einen oder mehrere der gemessenen Antikorper auf. Die Antikorpertiter
korrelieren jedoch weder mit der Dauer der Erkrankung noch mit dem Ausmaf
der Behinderung (gemessen als EDSS).

Die MS-Patienten weisen gegeniiber gesunden Kontrollpersonen signifikant
hohere Antikorperkonzentrationen fiir GD1b und in der Tendenz auch fiir GM1
auf. Zwischen den MS-Patienten und Patienten mit PNP oder ALS besteht kein
wesentlicher Unterschied in der Hohe der Antikorpertiter. Allerdings zeigen die
MS-Patienten deutlich niedrigere Antikorperspiegel als Patienten mit GBS, MFS,
CIDP oder MMN.

Antikorper gegen das Gangliosid GQ1b scheinen nicht mit der Entwicklung von
Sehstorungen bei der MS assoziiert zu sein.

Zwischen den verschiedenen Verlaufsformen der MS besteht kein relevanter
Unterschied hinsichtlich der Héhe der Anti-Gangliosid-Titer, auch wenn die
Patienten mit SCP signifikant hdufiger erhohte Antikdrperspiegel fiir GDI1b
aufweisen als die Patienten mit PCP.

Allerdings zeigen die Patienten mit stabiler MS signifikant hohere Antikorpertiter
fiir GM1 als Patienten mit aktiver MS. Moglicherweise stellen Antikorper gegen

GM1 somit einen Parameter zur Beurteilung der Aktivitdt der MS dar.
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