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Einleitung und Ziel der Dissertation

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine autoimmunvermittelte entziindliche Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS). Durch autoaggressive Immunreaktionen kommt es
zu Entmarkungen der Nervenfasern (Demyelinisierungen), welche bei der haufigsten
Verlaufsform, der schubférmigen MS, zum akuten Auftreten neurologischer Defizite
fuhren. Neben diesen akut-entziindlichen Ereignissen kann es dartber hinaus zu
langsam progredienten klinischen Verschlechterungen kommen, welche auf
chronisch-entziindliche Prozesse und die damit verbundene Degeneration

neuroaxonalen Gewebes zuruckgefuhrt werden (1, 2).

Aufgrund der engen raumlichen Nahe zum ZNS erlaubt die Analyse verschiedener
Liguorparameter die bisher beste Anndherung an eine Einschatzung sowohl akuter als
auch chronischer Entziindungsprozesse des ZNS. Da Liquor nur durch das invasive
Verfahren der Lumbalpunktion gewonnen werden kann, sind regelmafiige
Liguoranalysen zur Beurteilung der entzindlichen Krankheitsaktivitat jedoch nicht
praktikabel. Ein in jungerer Vergangenheit an Popularitit gewinnender, einfach
zuganglicher Biomarker bei MS sowie bei einer Vielzahl weiterer neurologischer
Erkrankungen ist das Neurofilament (3). Die Neurofilament-Leichtketten (NfL) stellen
einen der Hauptbestandteile des neuronalen Zytoskeletts dar. Kommt es zu
Schadigungen der Neurone oder ihrer Axone, wird NfL zunéchst in den Liquor
ausgeschiittet. In der Folge kommt es zudem zum Ubertritt von sehr geringen Mengen
von NfL in das Serum (4). Durch die Entwicklung eines hoch sensitiven
Einzelmolekulnachweisverfahrens mittels ,single molecule arrays® (SiMoA) ist es nun
madglich, selbst kleinste Schwankungen der Konzentration von NfL im Serum (sNfL) zu
quantifizieren (3). Limitierend fir den Einsatz als Biomarker ist jedoch, dass sNfL
relativ unspezifisch ist und dass seine Konzentration durch jede Form neuroaxonaler

Schadigung ansteigen kann.

Um zu einem besseren Verstandnis der Pathomechanismen, die zu einem Anstieg der
sNfL-Konzentration fuhren, beizutragen, wurde in der hier vorgelegten Arbeit der
Einfluss von akuten und chronischen Entziindungsprozessen im Liquor auf die
Konzentration von sNfL bei MS-Patienten untersucht. Langfristig sollen die aus dieser
Studie gewonnenen Erkenntnisse zur Optimierung der Einsatzmoglichkeiten von sNfL

als Biomarker bei MS-Patienten beitragen.



Akute und chronische neuroaxonale Schadigung bei der Multiplen Sklerose

Trotz intensiver Forschungsbemihungen konnte die Pathogenese der MS bisher nicht
in vollem Umfang entschlisselt werden. Es wird angenommen, dass es initial in der
Folge einer vorwiegend T Zell-vermittelten Autoimmunreaktion zu einer fokalen
Demyelinisierung in der weil3en Substanz des ZNS kommt. Durch eine Stérung der
Integritat der Blut-Hirn-Schranke kann das ZNS von weiteren Immunzellen infiltriert
werden. Dartber hinaus kann es zur Aktivierung ZNS-standiger Makrophagen und
Mikrogliazellen kommen (5). Durch den mit der Demyelinisierung verbundenen Verlust
von Oligodendrozyten kommt es zu einer Minderversorgung der Axone mit
konsekutiver Neurodegeneration (6, 7). Neuroaxonale Schadigung tritt jedoch auch

unabhangig von Demyelinisierungen auf (8, 9).

Wahrend die traditionelle Auffassung zur Pathogenese der MS davon ausging, dass
eine Phase akuter Entziindungsaktivitat zu Beginn der Erkrankung im spateren Verlauf
von einer Phase chronischer Neurodegeneration gefolgt wird, ist man sich heute einig,
dass akute Entziindung und chronische Neurodegeneration parallel auftreten (10). So
konnte beispielsweise histopathologisch nachgewiesen werden, dass es schon in
frihen Krankheitsstadien zu einer Reduktion der neuronalen Dichte mit begleitender
Atrophie kommen kann (11). Auch verschiedene mit Neurodegeneration assoziierte
Befunde in der Magnetresonanztomographie (MRT), wie der Nachweis T1-
hypointenser Herde (,black holes®) sowie kortikaler Lasionen und eine zunehmende
Atrophie des Hirngewebes und des Rickenmarks, kénnen haufig bereits zum

Zeitpunkt der Diagnosestellung nachgewiesen werden (12-14).

Liguorveranderungen bei der Multiplen Sklerose

Die Liquoranalytik stellt einen zentralen Pfeiler in der Diagnostik der MS dar. Einerseits
ist sie zum Ausschluss moglicher Differentialdiagnosen der MS, wie z.B. der von
infektiologischen und anderen autoimmunologischen Erkrankungen, unerlasslich.
Aber auch Uber die Diagnosefindung hinaus, ermdéglicht sie eine Einschétzung der
Krankheitsaktivitdat und kann sogar Hinweise auf die zu erwartende Prognose der

Patienten geben.

Typische Liquorbefunde bei MS-Patienten sind eine leichte Erhdéhung der
Leukozytenzahl (Pleozytose) sowie der Nachweis einer intrathekalen

Immunglobulinsynthese, gemessen durch die relative Erhéhung der Immunglobulin G-
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(IgG)-Konzentration im Liquor und durch den Nachweis liquorspezifischer
oligoklonaler Banden (OKB) (15).

Aufgrund ihres prognostischen Wertes wurden die OKB sogar in die aktuellsten
Diagnosekriterien der MS, die McDonald-Kriterien in revidierter Form von 2017,
aufgenommen (16). Dies unterstreicht den Stellenwert der Liquoranalyse in der
Diagnostik der MS und rédumt ihr einen gréReren Raum neben den bisher etablierten

Biomarkern, wie der MRT, ein.

Das Verhaltnis zwischen der Albumin-Konzentration im Liquor und im Serum, der
Albumin-Quotient (QAIb), stellt einen Marker der Integritat der Blut-Hirn-Schranke dar.
Bei MS-Patienten liegt sein Wert in der Regel im Normalbereich, da es meist nur zu
einer fokalen und transienten Storung der Blut-Hirn-Schranke wéhrend akut-
entzundlicher Reaktionen kommt. In Einzelféallen kann QAIb jedoch auch erhdht sein
(15, 17).

Zusammen mit der Liquorpleozytose wird QAlb als dynamischer Parameter akuter
entzundlicher Aktivitat angesehen (18, 19). Die intrathekale Immunglobulinsynthese

spiegelt dagegen eher chronische Entziindungsprozesse im ZNS wider (20).

Serum Neurofilament als potentieller Biomarker bei der Multiplen Sklerose

Der bisher einzige in der Routinediagnostik etablierte Biomarker bei der MS ist die
MRT. Die Erfassung der Formation neuer Lasionen im Marklager als Ausdruck fokaler
Entziindungsreaktionen ist dabei insgesamt zuverlassig mdglich. Lasionen in der
grauen Substanz werden in der herkdbmmlichen MRT dagegen haufig nicht erfasst
(21). Daruiber hinaus ist eine selektive Beurteilung der neuroaxonalen Degeneration
mittels MRT nur bedingt mdglich. In der Vergangenheit wurde eine Reihe von Atrophie-
Markern, wie volumetrische Messungen und die Bestimmung der Kkortikalen
Schichtdicke, entwickelt. Diese werden jedoch dadurch limitiert, dass sie im Einzelfall
nur eine geringe Spezifitdt und Sensibilitat aufweisen (22). Diese Licke kdonnte kinftig

durch die quantitative Messung von Neurofilament geschlossen werden.

Neurofilamente sind Strukturproteine, die ausschlief3lich von Neuronen exprimiert
werden. In der Folge einer neuroaxonalen Schadigung, z.B. durch neurodegenerative
Erkrankungen, entzindliche, vaskuladre oder traumatische Prozesse, werden sie

zunadchst in den Liquor, und konsekutiv auch in das Serum der Patienten,
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ausgeschittet (Abb. 1) (3). Die Konzentrationen von NfL in Liquor und Serum weisen
dabei eine enge Korrelation auf, sodass eine Messung in der Peripherie Ruckschlisse
auf Prozesse innerhalb des ZNS erlaubt (23).

=

eurofilament J (

CSF Blood

Abbildung 1: Freisetzung von Neurofilament nach axonaler Schadigung

Abbildung aus Khalil M. et al., Nat Rev Neurol. 2018 (3)

Durch die Schadigung von Axonen werden Proteine des Zytoskeletts, darunter Neurofilamente, in
den Liquor freigesetzt. Konsekutiv kommt es zum Ubertritt geringer Mengen der Neurofilamente in
das Serum. Frihere diagnostische Tests (z.B. Immunoblot und ELISA) waren nicht dazu geeignet,
Neurofilament in dieser geringen Konzentration nachzuweisen. Durch die Entwicklung neuer
Technologien (insbesondere SiMoA) ist es nun méglich, die sNfL-Konzentration zuverlassig zu

guantifizieren.

Die Neurofilamente gehéren mit einem Durchmesser von etwa 10 Nanometern (nm)
zur Gruppe der Intermediarfilamente. Man unterscheidet finf Subtypen der

Neurofilamente: NfL, Neurofilament-Mittelketten (NfM), Neurofilament-Schwerketten

7



(NfH), a-Internexin und Peripherin, wobei NfL der nach aktuellem Stand
vielversprechendste Biomarker fir die MS zu sein scheint. Neben strukturgebenden
und stitzenden Funktionen sind Neurofilamente wahrscheinlich auch fur die effektive

Reizleitung bedeutsam (3).

Bisher konnte bereits aufgezeigt werden, dass die Bestimmung der NfL-Konzentration
im Liquor und im Serum eine Abgrenzung zwischen Patienten mit Klinisch isoliertem
Syndrom (KIS) und mit MS von gesunden Kontrollen ermdéglicht (23-25). Die sNfL-
Konzentration steigt wahrend eines akuten Schubereignisses an und korreliert mit der
Anzahl und Grof3e von Demyelinisierungsherden sowie der Anzahl Kontrastmittel-
(KM-) aufnehmender Lasionen in der MRT (26-28). Nach Beginn einer
verlaufsmodifizierenden Immuntherapie kommt es zu einer Abnahme der NfL-
Konzentration, sodass sNfL auch als moglicher Marker fir das Monitoring des
Therapieansprechens diskutiert wird (29-31).

Far den klinischen Einsatz von Proteinen als Biomarker ist es erforderlich, selbst
kleinste  Schwankungen niedrigkonzentrierter  Proteinmengen in  komplex
zusammengesetzten Proben, zuverlassig quantifizieren zu kdnnen. Im Hinblick auf
den Einsatz von sNfL als Biomarker bei der MS, wird dies nun durch die hochsensitive

SiMoA-Technologie ermdglicht.

Grundlagen der SiMoA-Technologie

Die technische Grundlage dieses Verfahrens bilden kleinste Reaktionskammern mit
einem Fassungsvolumen von nur einem Femtoliter (fl) (1 fl = 10%° Liter), die
sogenannten ,single-molecule arrays®. Diese ermdglichen die Isolierung und Detektion

einzelner Molekile (32).

In einem ersten Schritt erfolgt, dem Prinzip eines klassischen Sandwich- ,enzyme-
linked immunosorbent assay“ (ELISA) folgend, eine Bindung der Zielmolekule an
Antikdrper-besetzte magnetische Kugeln mit einem Durchmesser von 2,7 um. Die so
entstandenen Komplexe werden durch einen zweiten Detektionsantikérper gebunden
(Abb. 2a). In Proben, die nur eine sehr geringe Konzentration des Zielmolekils
enthalten, ist das Verhéltnis von Zielmolekil (und den resultierenden
Bindungskomplexen) zu Kugeln klein (typischerweise < 1:1). Den Gesetzmaligkeiten
einer Poisson-Verteilung folgend, bindet die Mehrheit der Kugeln daher entweder ein
oder kein Zielmolekdl (33).



Im zweiten Schritt werden die Kugeln (sowohl Kugeln mit gebundenem Zielmolekiil als
auch freie Kugeln) auf eine Platte aufgetragen, welche die eingangs erwahnten
Kammern, die ,single molecule arrays® enthalt (Abb. 2c). Jede Kammer fasst dabei
nur eine Kugel. Die Kammern werden mit einem fluoreszierenden Enzymsubstrat
inkubiert und mit Silikon abgedichtet (Abb. 2b).

Schliel3lich erfolgt die Detektion der Kammern mit Zielmolekul-tragenden Kugeln durch
die Erfassung der Fluoreszenzsignale (Abb. 2d). Die Zielmolekill-Konzentration in der
Probe errechnet sich aus dem Verhaltnis der Anzahl der Kammern mit Zielmolekal-
tragenden Kugeln zu der Anzahl der Kammern mit Kugeln, an die kein Zielmolekdl
gebunden ist (34).

a Formation of single
immunocomplexas

on beads . }
2 1 2 4 =
W ol g-
! 1. £
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: Thousands of P " 1. Enzyme substrate )

) individual beads % 2. Soal silicone gaskat
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. ,
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J Magnetic | Capture ;3. Detection » Antigen .& Straptavidin-fi-
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Abbildung 2: Ablauf des Einzelmolekilnachweises mittels SiMoA

Abbildung aus Rissin DM et al., Nat Biotechnol. 2010 (34)



Literaturdiskussion

Einfluss verschiedener Liquorparameter auf Neurofilament

Bisher veroffentlichte  Untersuchungen zum Einfluss von pathologischen
Liquorbefunden auf die Freisetzung von Neurofilament fokussierten sich vornehmlich
auf Veranderungen der Neurofilament-Konzentration im Liquor. Erkenntnisse zur
Assoziation von Liquorparametern auf die Konzentration von sNfL gibt es dagegen nur

wenige.

Eine Ubersicht friherer Studien zum Einfluss von Liquorveranderungen auf die
Konzentrationen verschiedener Neurofilament-Subtypen bietet Tabelle 1. Um einen
verstandlichen Uberblick zu ermdglichen, erfolgt eine Unterteilung der
Liquorparameter in Marker, die eher akut-entziindliche ZNS-Prozesse reflektieren
(Leukozyten im Liquor und QAIb, Tabelle 1a) und Marker, die auf chronisch-

entztindliche Prozesse hindeuten (Intrathekale Immunglobuline und OKB, Tabelle 1b).

1) Assoziation zwischen der Leukozytenzahl im Liquor und Neurofilament

Eine friihe Arbeit von Norgren et al. aus dem Jahr 2004 beschaftigte sich mit dem
Einfluss der Leukozytenzahl im Liquor auf die Konzentration von NfL im Liquor.
Untersucht wurden 99 Patienten eines eher heterogenen MS-Kollektivs mit Einschluss
von Patienten mit KIS, schubférmiger MS, sekundér progredienter MS (SPMS) und
primar progredienter MS (PPMS). Es konnte eine Korrelation zwischen der
Konzentration von NfL im Liquor und der Anzahl der Leukozyten im Liquor bei
Patienten mit KIS und schubférmiger MS wéahrend eines akuten Schubereignisses
festgestellt werden, nicht aber in stabilen Krankheitsphasen ohne akute Schubaktivitat
(35).

Ahnliche Ergebnisse fanden sich in der Arbeit von Kuhle et al. aus dem Jahr 2013, in
der eine Korrelation von Leukozytenzahl im Liquor und NfL im Liquor bei Patienten mit
KIS und schubférmiger MS nachgewiesen wurde. Bei Patienten mit chronischen

Verlaufsformen (SPMS und PPMS) bestand dagegen keine Assoziation (36).

Auch in einer weiteren Kohorte von 50 Patienten mit einer PPMS fand sich keine

Korrelation zwischen NfL im Liquor und der Leukozytenzahl im Liquor (37).

In der Arbeit von Olesen et al. wurden Patienten mit akuter Optikusneuritis (ON)
abhangig von der NfL-Konzentration im Liquor in eine Gruppe mit NfL-
10



Konzentrationen, die Uber dem Median lagen und eine Gruppe mit NfL-Werten
unterhalb des Medians unterteilt. Dabei wurde festgestellt, dass die Patienten aus der
Gruppe mit hoheren NfL-Werten auch hohere Leukozytenzahlen im Liquor aufwiesen

als die Patienten aus der Gruppe mit niedrigeren NfL-Konzentrationen (38).

2) Assoziation zwischen dem Albumin-Quotienten und Neurofilament

Das Ausmalf von Stérungen der Integritat der Blut-Hirn-Schranke wird durch die Hohe
des Liquor/Serum-Albumin-Quotienten QAIb ausgedriickt. Erkenntnisse aus Arbeiten
zu anderen neurologischen Krankheitsbildern, wie etwa der mit dem Humanen
Immundefizienz-Virus-(HIV-) assoziierten Enzephalopathie und der fortgeschrittenen
vaskularen sowie spat einsetzenden Alzheimer-Demenz, deuten darauf hin, dass erst
eine ausgepragte Erhéhung von QAIb zu einem nennenswerten Anstieg von
Neurofilament fuhrt (39, 40). Wie eingangs erwahnt, kommt es bei der MS dagegen

nur in Einzelfallen zu einem messbaren Anstieg von QAlb (15, 17).

Passend hierzu konnte in der uberwiegenden Mehrheit bisheriger Untersuchungen
zum Einfluss von QAIlb auf die Neurofilament-Konzentration bei MS-Patienten kein
signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Auch in den Subgruppenanalysen
hinsichtlich der Verlaufsform der MS ergaben sich keine signifikanten Korrelationen
(31, 41-43).

Ausnahmen hiervon bilden zwei Studien von Kuhle et al. aus den Jahren 2011 und
2013, bei denen eine Korrelation von QAIlb und der Konzentration von NfH im Liquor
wahrend eines akuten Schubereignisses (44) und eine Assoziation von NfL im Liquor
mit QAIb bei Patienten mit KIS, schubférmiger MS und SPMS, jedoch nicht bei
Patienten mit PPMS, gefunden wurde (36).

3) Assoziation zwischen OKB-Status und Neurofilament

Bisher gibt es erst zwei publizierte Studien, die sich mit der Assoziation zwischen OKB-
Status und Neurofilament-Konzentration beschaftigt haben und die zu gegenlaufigen
Ergebnissen gekommen sind. Wahrend OKB-positive MS-Patienten in einer
Untersuchung von Farina et al. aus dem Jahr 2017 deutlich hohere Konzentrationen
von NfL im Liquor aufwiesen als OKB-Negative (45), bestand in der Untersuchung von
Kuhle et al. aus dem Jahr 2011 keine Assoziation zwischen der Konzentration von NfH

im Liquor und dem OKB-Status (44).
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4) Assoziation zwischen intrathekalen Immunglobulinen und Neurofilament

Drei Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen, in die MS-Patienten mit
unterschiedlichen Verlaufsformen eingeschlossen wurden, konnten tbereinstimmend
keine Assoziation zwischen der Konzentration von NfL bzw. NfH im Liquor und der

Konzentration verschiedener Immunglobulin-Klassen im Liquor finden (35, 44, 46).
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Tabelle 1: Literaturiibersicht

a) Uberblick bisheriger Studien zur Assoziation von Neurofilament mit Liquormarkern akut-entziindlicher ZNS-Prozesse

Referenz (Nr.) Erkrankung Patienten- Neurofilament- Ergebnisse
anzahl Typ
Leukozyten im Liquor
Norgren et al., 2004 (35) MS (schubférmige MS, 99 Liquor NfL Korrelation mit Leukozytenzahl wahrend
SPMS, PPMS) Schubereignis
Kuhle et al., 2013 (36) KIS und MS (schubférmige 148 Liquor NfL Korrelation mit Leukozytenzahl bei KIS und
MS, SPMS, PPMS) schubférmiger MS, aber nicht bei SPMS und PPMS
Olesen et al., 2019 (38) ON 40 Liquor NfL Patienten mit NfL-Konzentrationen Gber dem Median
wiesen hdhere Leukozytenzahlen auf als Patienten
mit NfL-Konzentrationen unter dem Median
Pawlitzki et al., 2018 (37) PPMS 50 Liquor NfL Keine Korrelation mit der Leukozytenzahl
Albumin-Quotient
Lycke et al., 1998 (41) Schubférmige MS 60 Liquor NfL Keine Korrelation mit QAIb
Malmestrom et al., 2003 MS (schubférmige MS, 66 Liquor NfL Keine Korrelation mit QAIb
(42) SPMS)
Petzold et al., 2005 (43) MS (schubférmige MS, 29 Liquor NfH Keine Korrelation mit QAIb

SPMS, PPMS)
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Novakova et al., 2017 (31)

Steinacker et al., 2016 (47)

Kalm et al., 2017 (48)

Kuhle et al., 2011 (44)

Kuhle et al., 2013 (36)

Anesten et al., 2016 (39)

Skillbaeck et al., 2017 (40)

MS

Motoneuronerkrankungen
(ALS, PLS)

Patienten mit Blut-Hirn-
Schrankenstdrung
uneinheitlicher Genese

KIS und MS (schubférmige
MS, SPMS, PPMS)

KIS und MS (schubférmige
MS, SPMS, PPMS)

HIV-Infizierte

Demenzerkrankungen

158

455

43

150

148

631

1590

NfL in Liquor

und Serum

Liguor NfL

Serum NfL

Liquor NfH

Liquor NfL

Liquor NfL

Liguor NfL

14

Keine Korrelation mit QAIb

Keine Korrelation mit QAlb

Keine Korrelation mit QAIlb

Korrelation mit QAIb bei Patienten mit schubférmiger
MS wahrend Schubereignis

Korrelation mit QAlb bei Patienten mit KIS,
schubférmiger MS und SPMS, keine Korrelation bei
Patienten mit PPMS

Korrelation mit QAlb
Korrelation mit QAIb bei Patienten mit spat

einsetzender Alzheimer-Demenz und bei Patienten
mit vaskuldrer Demenz



b) Uberblick bisheriger Studien zur Assoziation von Neurofilament mit Liqguormarkern chronisch-entziindlicher ZNS-Prozesse

Referenz (Nr.) Erkrankung Patienten- Neurofilament- Ergebnisse
anzahl Typ
OKB
Farina et al., 2017 (45) MS, ohne Angaben zur 90 Liquor NfL Hohere NfL-Konzentration bei OKB-positiven
Verlaufsform Patienten im Vergleich zu OKB-negativen Patienten
Kuhle et al., 2011 (44) KIS und MS (schubférmige 150 Liquor NfH Keine Assoziation mit OKB-Status

MS, SPMS, PPMS)

Immunoglobulin-
Konzentration im Liquor

Eikelenboom et al., 2003 MS (schubférmige MS, 51 Liquor NfH Keine Korrelation mit QIgG
(46) SPMS, PPMS)
Norgren et al., 2004 (35) MS (schubférmige MS, 99 Liquor NfL Keine Korrelation mit QIgG
SPMS, PPMS)
Kuhle et al., 2011 (44) KIS und MS (schubférmige 150 Liquor NfH Keine Korrelation mit IgG-, IgA- und IgM-
MS, SPMS, PPMS) Konzentration im Liquor und keine Korrelation mit
QIgG
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Material und Methoden
Material

Laborgerate

Automatisiertes Messinstrument flr
Single Molecule Arrays

Quanterix® Simoa™ HD-1

Produktnummer 100438-R

Analyzer®,

Zentrifugen

Thermo Scientific™ Heraeus™ Multifuge™ X1
Thermo Scientific™ Heraeus™ Multifuge™ 3 L-R

Thermo Scientific™ Heraeus™ Fresco™ 21

Vortex-Schuttler

VWR® Analog

Biologische Sicherheitswerkbank

Thermo Scientific™ MSC-Advantage™

-80° Labor-Gefrierschrank

Panasonic® Ultra-low temperature Freezer DU700VH

Laborzubehor

Probenplatten fir Single Molecule
Arrays

Quanterix® Simoa™Discs

Microwell 96-Well
Platten mit V-Boden

Polypropylen-

Nunc®

Mundschutz

HALYARD Health The lite one* Procedure Mask

Eppendorfgefalie 2,0ml

Eppendorf Safe-Lock Tubes

Pipetten 10-1000 pl

Eppendorf Research®

Akku-betriebene Pipettierhilfe

Hirschmann® Pipetus®

Pipettenspitzen

STARLAB TipOne®

Serologische Einwegpipetten 5-
25ml

Greiner Bio-One™

Falcon R6hrchen 15ml

Greiner Bio-One™

Falcon Réhrchen 50ml

Greiner Bio-One™

Reagenzien und Lésungen

Bead Reagenz enthalten in Quanterix® Simoa™ NF-light® Kit,
Produktnummer 102246

Detektionsreagenz enthalten in Quanterix® Simoa™ NF-light® Kit,
Produktnummer 102248

Streptavidin-3-galactosidase enthalten in Quanterix® Simoa™ NF-light® Kit,

Reagenz Produktnummer 102250

Probenverdinnungspuffer enthalten in Quanterix® Simoa™ NF-light® Kit,

Produktnummer 102252
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Kalibrierungsreagenz enthalten in Quanterix® Simoa™ NF-light® Kit,
Produktnummer 102255

Resorufin D-galactopyranoside | enthalten in Quanterix® Simoa™ NF-light® Kit,
Reagenz Produktnummer 103159
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Methoden

Studiendesign

In diese Querschnittstudie eingeschlossen wurden 112 unbehandelte Patienten der

Klinik und Poliklinik fir Neurologie der Universitatsmedizin Mainz zum Zeitpunkt der

Erstdiagnosestellung eines KIS oder einer schubférmigen MS.

Einschlusskriterien waren:

1.

4.

Erstdiagnosestellung eines KIS oder einer schubférmigen MS zum Zeitpunkt
des Studieneinschlusses gemal3 den revidierten McDonald-Kriterien von 2017
(16)

Vorliegen von gleichzeitig gewonnenen Liquor- und Serumproben zum
Zeitpunkt des Studieneinschlusses

Vorliegen einer Schéadel-MRT (und vorzugsweise auch einer spinalen MRT)
zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses

Lebensalter von mindestens 18 Jahren

Ausschlusskriterien waren:

1.

Steroidtherapie innerhalb von 90 Tagen vor dem Zeitpunkt der
Probengewinnung
Immunsuppressive oder immunmodulatorische Therapie zum Zeitpunkt der

Probengewinnung

Neben demographischen Daten (Alter und Geschlecht), wurden die folgenden

klinischen und paraklinischen Parameter erhoben:

Auftreten eines Schubereignisses innerhalbo von 90 Tagen vor
Studieneinschluss (ja/nein) > Bei Vorliegen eines Schubereignisses zusatzliche
Erfassung von:

e Zeitspanne zwischen Auftreten der Schubsymptomatik und

Studieneinschluss

e Schubmanifestation, kategorisiert in: Spinal / zerebral / ON
Klinische Einschrdnkung zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses, gemessen
durch Erhebung des Expanded Disability Status Scale (EDSS)
Anzahl und Lokalisation T2-hyperintenser MRT-L&sionen

Anzahl und Lokalisation KM-aufnehmender MRT-L&sionen
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Um eine Einordnung der Hohe der sNfL-Konzentration der Patientenkohorte zu
ermdglichen, wurden dariber hinaus Serumproben von 62 gesunden

Kontrollprobanden gewonnen.

Alle Patienten und Probanden stimmten dem Studieneinschluss schriftlich zu, und der
Ethikantrag (Antragsnummer 837.019.10) wurde von der lokalen Ethikkommission

bewilligt.

Bestimmung der Liquorparameter
Die Bestimmung der Liquorparameter erfolgte zentralisiert und standardisiert als Teil
der Routine-Diagnostik im Rahmen der Diagnosefindung.

Die Bestimmung der Liquorkonzentrationen von Albumin, Immunglobulin A (IgA), IgG

und Immunglobulin M (IgM) erfolgten dabei mittels Immunnephelometrie.

Die Liquor/Serum-Quotienten von Albumin (QAIb), IgA (QlgA), IgG (QIgG) und IgM
(QlgM) wurden definiert als das Verhéltnis von Liquor- zur jeweils korrespondierenden

Serumkonzentration.

Alle Referenzwerte beziehen sich auf die Definitionen gemalf Berlit (49). Um Patienten
mit einer intrathekalen Synthese von IgA, IgG und IgM zu identifizieren, wurde fir jede
Immunglobulin-Klasse mittels folgender Formel eine hyperbolische Funktion

berechnet:
Igioc= Q(Ig) —a /b * (QAIb2 + b?)°5 - ¢

Dabei steht Igioc flr die lokale 1g-Synthese, Q(lg) fur den jeweiligen Immunglobulin-
Quotienten und QAIlb fir den Albumin-Quotienten. Die Konstanten a, b und c

entsprechen empirischen Werten.

Der Nachweis der OKB erfolgte mittels isoelektrischer Fokussierung auf Agarose-Gel
mit nachfolgendem Immun-Blotting mittels IgG-spezifischer Antikdrper-Farbung. Wenn
im Folgenden von positiven OKB gesprochen wird, sind OKB vom Typ 2 gemeint.
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Typ 2
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Abbildung 3: Liquorspezifische oligoklonale Banden Typ 2

Man unterscheidet funf Typen von OKB. Bei Typ 1 ist kein oligoklonales IgG nachweisbar. Bei Typ 2
wird oligoklonales IgG im Liquor, nicht aber im Serum nachgewiesen. OKB vom Typ 2 sind
hinweisend auf eine intrathekale 1gG-Synthese. Bei Typ 3 ist oligoklonales IgG im Liquor
nachweisbar. Zusétzlich bestehen identische OKB in Serum und Liquor. Typ 3-OKB sprechen fiir eine
Storung der Blut-Hirn-Schranke in Kombination mit einer intrathekalen IgG-Synthese. Bei Typ 4 sind
identische Banden in Liquor und Serum nachweisbar, was auf eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke
hindeutet. Bei Typ 5 ist monoklonales IgG im Liquor als Hinweis auf eine systemische

Paraproteindmie nachweisbar (49).

Abkurzungen: CSF: cerebrospinal fluid, S: Serum

Bestimmung der sNfL-Konzentration mittels SIMoA

Die Gewinnung von Serumproben der Patientenkohorte erfolgte parallel zur
Lumbalpunktion. Dartber hinaus erfolgte die Entnahme von Serumproben von
hinsichtlich Alter und Geschlecht gematchten gesunden Kontrollprobanden. Innerhalb
von maximal 2 Stunden nach der Blutentnahme erfolgte eine Aufarbeitung der
Serumproben mittels Zentrifugation bei 2000 g Gber 10 Minuten bei Raumtemperatur.
Unmittelbar nach der Zentrifugation wurde das Serum gleichmalfiig in Polypropylen-
Tubes Uberfuhrt (300-600 pl/tube) und bei -80 °C gelagert.

Wie bereits in friheren Publikationen beschrieben (25, 28), erfolgte die Bestimmung
der sNfL-Konzentration gemal3 den Anweisungen des Herstellers automatisiert mit
dem Gerat SiMoA HD-1 (Quanterix, USA) unter Verwendung der NF-Light Advantage
Kits (Quanterix, USA) aus der identischen Charge.

Die Berechnung des Variationskoeffizienten (CV, als Prozentsatz) jeder Probe
erfolgte, indem die Standardabweichung beider Wiederholungen durch den Mittelwert
beider Wiederholungen geteilt und anschlieRend mit 100 multipliziert wurde. Proben
mit einem CV von mehr als 20% wurden zweimal gemessen, wie in friheren
Veroffentlichungen beschrieben (26, 28). Der mittlere Intra-Assay-CV betrug 4,5%. Die

sNfL-Messungen wurden gegeniber den klinischen Angaben verblindet durchgefihrt.
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Abbildung 4: SiMoA HD-1-

Analyzer

Usaer control Interface
(multi-louch mondor) —

Der SiMoA HD-1-Analyzer

umfasst einen Bereich zur
Input bays

Reagent bay Einflihrung der
Primbs.caninel Probenmaterialien, einen
Sample bay = . .. .
TipS i 06 by =] Touch-Monitor flr die
Einstellungen des Benutzers
Systembay oo oA

und einen Behalter zur

Supply and Washs
Sammlung verbrauchter

Materialien und der Uberstande
(50).

Auswertung der MRT-Befunde

Die Durchfiihrung der kernspintomographischen Untersuchungen erfolgte im Rahmen
der klinischen Routinediagnostik bei Diagnosestellung. Die Beurteilung der Herdlast
erfolgte durch die Bestimmung der Anzahl hyperintenser Lasionen in den T2-
gewichteten Sequenzen sowie in den FLAIR- (,fluid attenuated inversion recovery®-)
Sequenzen. Zur Beurteilung der akuten MRT-Aktivitat erfolgte die Bestimmung der
Anzahl hyperintenser Lasionen in den Kkontrastmittelgestitzten T1-gewichteten

Aufnahmen.

Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SPSS 23.0 (IBM Corp., USA) und
Graph Pad Prism 7.0 (GraphPad Software, USA).

Kontinuierliche Variablen werden folgend durch ihren Median und den
Interquartilsabstand beschrieben, kategoriale Variablen als ganze Zahlen und

Prozentwerte.

Die Prifung auf statistische Normalverteilung erfolgte mittels Kolmogorov-Smirnow-
und Shapiro-Wilk-Test. Die sNfL-Konzentration und die Anzahl der Leukozyten im
Liguor wurden fur die folgenden Analysen logarithmiert, um eine bessere

Normalverteilung zu erzielen.
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Der Vergleich der sNfL-Konzentrationen zwischen zwei Gruppen erfolgte mittels
Mann-Whitney U-Test und der Vergleich von mehr als zwei Gruppen mittels One-way
ANOVA.

Korrelationen wurden mittels Korrelationsanalysen nach Spearman bestimmt.

Zur Bestimmung des Einflusses verschiedener Klinischer, bildgebender und
liquordiagnostischer Parameter auf die Hohe der sNfL-Konzentration erfolgte eine

lineare Regressionsanalyse.
P-Werte < 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

Aufgrund des explorativen Charakters dieser Studie wurde auf eine Korrektur far

multiples Testen verzichtet.
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Ergebnisse
Charakterisierung der Kohorte

1. Demographische Daten

a) Patientenkohorte b) Gesunde Kontrollgruppe
Parameter Anzahl Median Parameter Anzahl Median
(%) (IQR) (%) (IQR)
Alter (Jahre) 33.5 Alter (Jahre) 30.0
(28-42) (26-38)

Geschlecht Geschlecht

Mannlich 36 (32.1%) Mannlich 21 (33.9%)

Weiblich 76 (67.9%) Weiblich 41 (66.1%)

Tabelle 2: Demographische Daten

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Alter und
Geschlechtsverteilung zwischen der Patientenkohorte und der Kontrollgruppe von
gesunden Probanden.

2. Klinische Daten
Von den 112 in die Studie eingeschlossenen Patienten wurde bei 21 die Diagnose

eines KIS und bei 91 die Diagnose einer schubférmigen MS gestellt.

70.5% der eingeschlossenen Patienten hatten innerhalb der letzten 90 Tage vor
Studieneinschluss ein Schubereignis erlitten. Die mittlere Zeitspanne zwischen

Einsetzen der Schubsymptomatik und Probengewinnung lag bei 14 Tagen.

26.6% der Patienten wurden in Form einer ON symptomatisch, 39.2% erlitten einen

Schub mit zerebraler Manifestation und 34.2% einen Schub mit spinaler Symptomatik.

Der mittlere EDSS-Wert lag bei 2.0, was einer eher milden Beeintrachtigung entspricht.
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Tabelle 3: Ubersicht klinischer Parameter

Parameter Anzahl (%) Median (IQR)
Diagnose

KIS 21 (18.8%)

Schubférmige MS 91 (81.2%)

Schubereignis

Ja 79 (70.5%)
Nein 33 (29.5%)
Zeitspanne zwischen Schub 14 (5-35)

und Probengewinnung (Tage)

Schubmanifestation

Spinal 27 (34.2%)
Zerebral 31 (39.2%)
Optikusneuritis 21 (26.6%)
EDSS 2.0 (1.0-2.5)
3. MRT Daten

Bei 44.6% der Patienten konnte zum Zeitpunkt der Probengewinnung mindestens eine

KM-aufnehmende Lasion nachgewiesen werden.

Tabelle 4: Ubersicht MRT-Befunde

Parameter Anzahl (%) Median (IQR)

KM-aufnehmende Lasionen
Ja 50 (44.6%)

Nein 62 (55.4%)
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Fortsetzung Tabelle 4: Ubersicht MRT-Befunde

Parameter Anzahl (%) Median (IQR)
Anzahl KM-aufnehmender
Lasionen
Alle Patienten 1(0-2)
KIS 0 (0-1)
Schubférmige MS 1(0-2)

Anzahl| T2-L&sionen

Alle Patienten 11 (6-22)
KIS 1 (1-5)
Schubférmige MS 13 (8-26)

Der Median der T2-hyperintensen L&sionen aller Patienten lag bei 11, wobei die
Patienten mit KIS (n=21, Median 1, IQR 1-5) deutlich weniger Lasionen aufwiesen als
die Patienten mit schubférmiger MS (n=91, Median 13, IQR 8-26, p < 0.001) (Abb. 5).
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Abbildung 5: Vergleich der T2-Lasionen zwischen KIS- und MS-Patienten

Vergleich der T2-L&sionen zwischen Patienten mit KIS (n=21) und MS (n=91). Die horizontale Linie
im Boxplot gibt den Median an. Die Boxen reichen von der 25. bis zur 75. Perzentile. Die Whisker
geben Minimum und Maximum an. *** p < 0.001.

Abkurzungen: KIS: Klinisch isoliertes Syndrom, MS: Multiple Sklerose

25



4. Liquorbefunde

In unserer Kohorte bestand im Mittel eine leichte Pleozytose von 6 Leukozyten/ul. Die
Immunglobulin-Quotienten als Ausdruck der intrathekalen Immunglobulinsynthese
waren ebenfalls leicht erhdht und die OKB waren bei 90.2% unserer Patienten positiv.
Das Gesamteiweild im Liquor und QAlb als Marker der Blut-Hirnschranken-Integritat

lagen dagegen im Normalbereich.

In der Zusammenschau stimmen diese Ergebnisse mit den zu erwartenden

Liguorveranderungen bei Patienten mit KIS und MS uberein (15).

Tabelle 5: Ubersicht Liquorparameter

Parameter Anzahl (%) Median (IQR) Referenzwerte
Leukozytenzahl (/pl) 6 (4-10) <4
Gesamteiweild (mg/dI) 34.1(27.8-41.7) 15-40

QAIlb 5.0 (3.8-6.1) < 6.5 (<40 Jahre)

< 8 (>40 Jahre)

QlgG 4.0 (2.8-5.4) <23
QIgA 1.5 (1.1-5.4) <13
QIigM 0.4 (0.2-0.9) <0.3
OKB

Positiv 101 (90.2%)

Negativ 11 (9.8%)
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Einfluss verschiedener Parameter auf die sNfL-Konzentration

1. Demographische Parameter

Innerhalb der Patientengruppe konnten keine geschlechtsabhéngigen Unterschiede
der sNfL-Konzentrationen festgestellt werden (ménnliche Patienten: n = 36, Median
10.95 pg/mL, IQR 6.93-16.82 pg/mL; weibliche Patienten: n = 76, Median 8.54 pg/mL,
IQR 5.63-14.89 pg/mL; p = 0.350).

Bei alteren Menschen muss prinzipiell das Alter als potentieller Einflussfaktor auf die
sNfL-Konzentration bertcksichtigt werden, da die Konzentration von sNfL
insbesondere bei Menschen jenseits des 60. Lebensjahres, deutlich anzusteigen
scheint (51). Im Gegensatz dazu finden sich bei jingeren Patienten eher stabile sNfL-
Werte. In Ubereinstimmung dazu fanden wir in unserer Kohorte von jungen Patienten
(medianes Alter 33.5 Jahre) keine Assoziation zwischen dem Alter der Patienten und
der sNfL-Konzentration (r = —-0.079, p = 0.407), sodass auf eine Alterskorrektur

verzichtet werden konnte.
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2. Klinische Parameter

Die sNfL-Konzentration von Patienten mit schubférmiger MS (n = 91, Median 10.13
pag/mL, IQR 6.67-17.77 pg/mL) war signifikant hoher als die der hinsichtlich Alter und
Geschlecht gematchten Kontrollprobanden (n = 62, Median 5.25 pg/mL, IQR 4.05—
6.81 pg/mL, p < 0.001) und die der Patienten mit KIS (n = 21, Median 5.69 pg/mL, IQR
4.73-9.07 pg/mL, p < 0.001) (Abb. 6).
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Abbildung 6: Vergleich von sNfL zwischen Gesunden, KIS- und MS-Patienten

Vergleich der sNfL-Konzentration zwischen gesunden Kontrollprobanden (n=62), Patienten mit KIS
(n=21) und Patienten mit MS (n=91). Die sNfL-Werte wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse
aufgetragen. Die horizontale Linie im Boxplot gibt den Median an. Die Boxen reichen von der 25. bis
zur 75. Perzentile. Die Whisker geben Minimum und Maximum an. *** p < 0.001.

Abkurzungen: KIS: Klinisch isoliertes Syndrom, MS: Multiple Sklerose, n.s.: nicht signifikant, SNfL:
Neurofilament-Leichtketten im Serum

Verglichen mit klinisch stabilen Patienten (n = 33, Median 8.43 pg/mL, IQR 5.41-11.51
pg/mL) bestand bei Patienten mit Schubereignis (n = 79, Median 9.91 pg/mL, IQR
6.05-17.77 pg/mL) ein Trend zu etwas hoheren sNfL-Konzentrationen, wobei die
Unterschiede nicht signifikant ausfielen (p = 0.095). Es bestanden ebenfalls keine
signifikanten Korrelationen zwischen der Zeitspanne zwischen Beginn des
Schubereignisses und Probengewinnung und der sNfL-Konzentration (r = 0.064, p =
0.579), sowie zwischen EDSS-Wert und sNfL-Konzentration (r = 0.114, p= 0.233).
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Die Patienten mit Schub wurden hinsichtlich der klinischen Schubmanifestation in drei
Kategorien unterteilt (zerebraler Schub, spinaler Schub und ON). In der Analyse dieser
Subgruppen zeigte sich, dass Patienten mit zerebraler oder spinaler
Schubmanifestation (n = 58, Median 10.95 pg/mL, IQR6.62—-24.61 pg/mL) hohere
sNfL-Konzentrationen aufwiesen als Patienten mit ON (n = 21, Median 8.43 pg/mL,
IQR 5.35-11.86 pg/mL, p = 0.022) und klinisch stabile Patienten (n = 33, Median 8.43
pg/mL, IQR 5.41-11.51 pg/m, p = 0.028) (Abb. 7).
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Abbildung 7: Vergleich von sNfL abh&ngig von der Schubmanifestation

Vergleich der sNfL-Konzentration zwischen drei Patientengruppen mit unterschiedlicher
Schubmanifestation. Unterschieden wurde in Patienten ohne Schub (n=33), Patienten mit ON (n=21)
und Patienten mit spinalem oder zerebralem Schubereignis (n=58). Die sNfL-Werte wurden in
logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen. Die horizontale Linie im Boxplot gibt den Median

an. Die Boxen reichen von der 25. bis zur 75. Perzentile. Die Whisker geben Minimum und Maximum
an. * p <0.05.

Abkurzungen: n.s.: nicht signifikant, ON: Optikusneuritis, SNfL: Neurofilament-Leichtketten im Serum
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3. Kernspintomographische Parameter

Das Vorliegen von KM-aufnehmenden MRT-Lasionen fihrte zu einem deutlichen
Anstieg der sNfL-Konzentration (Patienten mit KM-L&asionen: n = 50, Median 10.98
pag/mL, IQR 7.67-26.11 pg/mL; Patienten ohne KM-Lasionen: n = 62, median 7.78
pg/mL, IQR 5.54-11.90 pg/mL, p = 0.001) (Abb. 8).
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Abbildung 8: Vergleich von sNfL abh&ngig von KM-aufnehmenden L&asionen

Vergleich der sNfL-Konzentration zwischen Patienten mit (n=50) und ohne (n=62) Nachweis KM-
aufnehmender MRT-Lé&sionen. Die sNfL-Werte wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse
aufgetragen. Die horizontale Linie im Boxplot gibt den Median an. Die Boxen reichen von der 25. bis
zur 75. Perzentile. Die Whisker geben Minimum und Maximum an. ** p < 0.01.

Abkirzungen: KM: Kontrastmittel, MRT: Magnetresonanztomographie, sNfL: Neurofilament-
Leichtketten im Serum

Dariiber hinaus korrelierte die sNfL-Konzentration sowohl mit der Anzahl KM-
aufnehmender Lasionen (r = 0.489, p < 0.001) (Abb. 9) als auch mit der Anzahl T2-
hyperintenser Herde (r = 0.496, p < 0.001) (Abb. 10).

30



2.5

Log sNfL

0.0 - T T
0 5 10

Anzahl KM-Lasionen

Abbildung 9: Korrelation von sNfL und Anzahl KM-aufnehmender Lasionen
Korrelation zwischen der sNfL-Konzentration und der Anzahl KM-aufnehmender MRT-L&sionen. Die
sNfL-Werte wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen.

Abkurzungen: KM: Kontrastmittel, MRT: Magnetresonanztomographie, sNfL: Neurofilament-
Leichtketten im Serum
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Abbildung 10: Korrelation von sNfL und Anzahl der T2-Lasionen
Korrelation zwischen der sNfL-Konzentration und der Anzahl der T2-Lasionen im der MRT. Die sNfL-
Werte wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen.

Abkurzungen: MRT: Magnetresonanztomographie, sNfL: Neurofilament-Leichtketten im Serum
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5. Liquorparameter der akuten ZNS-Inflammation
Die Anzahl der Leukozyten im Liquor wies eine signifikante Korrelation mit der Héhe
der sNfL-Konzentration auf (r = 0.288, p = 0.002) (Abb. 11).
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Abbildung 11: Korrelation von sNfL und Leukozyten im Liquor

Korrelation zwischen der sNfL-Konzentration und der Anzahl der Anzahl der Leukozyten im Liquor.
Die sNfL-Werte wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen, die Leukozytenzahl in
logarithmierter Form auf der X-Achse.

Abkurzungen: sNfL: Neurofilament-Leichtketten im Serum

Daruber hinaus bestand ebenfalls eine signifikante Korrelation zwischen der
Leukozytenzahl im Liquor und der Anzahl T2-hyperintenser (r = 0.209, p = 0.027) (Abb.
12) sowie KM-aufnehmender MRT-L&sionen (r = 0.215, p = 0.023) (Abb. 13).

Insgesamt wiesen nur 13 Patienten eine Stérung der Blut-Hirnschranke auf. Es zeigte
sich weder eine Korrelation zwischen der Albuminkonzentration im Liquor mit der SNfL-
Konzentration (r = -0.050, p = 0.597) noch zwischen deren Verhaltnis zur
Albuminkonzentration im Serum QAIb und sNfL (r = -0.055, p = 0.562).
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Abbildung 12: Korrelation von Leukozytenzahl und T2-Lasionen
Korrelation zwischen der Anzahl der Leukozyten im Liquor und der Anzahl T2-hyperintenser Lasionen

in der MRT. Die Leukozytenzahl wurde in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen.

Abklrzungen: MRT: Magnetresonanztomographie
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Abbildung 13: Korrelation von Leukozytenzahl und KM-L&sionen
Korrelation zwischen der Anzahl der Leukozyten im Liquor und der Anzahl KM-aufnehmender MRT-

Lasionen. Die Leukozytenzahl wurde in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen.

Abklrzungen: KM: Kontrastmittel, MRT: Magnetresonanztomographie
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6. Liquorparameter der chronischen ZNS-Inflammation

Patienten mit positiven OKB wiesen deutlich hohere sNfL-Konzentrationen auf als
OKB-negative Patienten (OKB-positive Patienten: n = 101, median 9.19 pg/mL, IQR
6.34-16.38 pg/mL; OKB-negative Patienten: n = 11, Median 5.93 pg/mL, IQR 2.93—
8.56 pg/mL, p =0.001) (Abb. 14).
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Abbildung 14: Vergleich von sNfL abhangig vom OKB-Status

Vergleich der sNfL-Konzentration zwischen OKB-negativen (n=11) und OKB-positiven Patienten
(n=101). Die sNfL-Werte wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen. Die horizontale
Linie im Boxplot gibt den Median an. Die Boxen reichen von der 25. bis zur 75. Perzentile. Die Whisker
geben Minimum und Maximum an. ** p < 0.01.

Abkurzungen: OKB: Oligoklonale Banden, sNfL: Neurofilament-Leichtketten im Serum

Die IgG-Konzentration im Liquor (r = 0.317, p = 0.001) (Abb. 15) und der IgG-Quotient

(QIgG) (r=0.344, p<0.001) (Abb. 16) zeigten eine moderate Korrelation mit der SNfL-
Konzentration.

Weder die IgA-Konzentration im Liquor (r = —0.030, p = 0.753) noch die von IgM (r =
0.128, p = 0.182) korrelierten mit der sNfL-Konzentration. Ebenso bestand auch keine
Assoziation zwischen der sNfL-Konzentration und den jeweiligen Liquor/Serum-
Quotienten QIgA (r = 0.106, p = 0.267) und QIgM (r = 0.170, p = 0.072).
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Abbildung 15: Korrelation von sNfL und IgG im Liquor
Korrelation zwischen der sNfL-Konzentration und der IgG-Konzentration im Liquor. Die sNfL-Werte
wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen.

Abklrzungen: IgG: Immunglobulin G, sNfL: Neurofilament-Leichtketten im Serum
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Abbildung 16: Korrelation von sNfL und QIgG

Korrelation zwischen der sNfL-Konzentration und dem Liquor/Serum-Quotienten von 1gG. Die sNfL-
Werte wurden in logarithmierter Form auf der Y-Achse aufgetragen.

Abkurzungen: IgG: Immunglobulin G, sNfL: Neurofilament-Leichtketten im Serum
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Regressionsanalyse

Die multiple Regressionsanalyse mit Variablenselektion zeigte auf, dass die Anzahl
KM-aufnehmender Lasionen und die Anzahl der Leukozyten im Liquor am besten in
der Lage waren, die sNfL-Konzentration vorherzusagen. Zusammengefasst fuhrte
eine Erhohung der Leukozytenzahl im Liquor um eine Zelle zu einer absoluten
Erh6hung der sNfL-Konzentration um 0.434 pg/ml und jede KM-aufnehmende Lasion
zu einem Anstieg um 3.390 pg/ml. Bei Betrachtung des standardisierten
Regressionskoeffizienten B fiel auf, dass sich der Effekt, der durch einen Anstieg der
Leukozyten erklart werden konnte, nur leicht von dem der KM-aufnehmenden MRT-
Lasionen unterschied (B = 0.332 gegentber = 0.532).

Tabelle 6: Ergebnisse der Regressionsanalyse

Parameter Regressionskoeffizient Standardisierter P-Wert
Regressionskoeffizient
B
(Konstante) 6.063 0.001
Leukozytenzahl 0.434 0.332 <0.001
Anzahl KM- 3.390 0.532 <0.001
aufnehmender
Lasionen
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Diskussion

Es ist anzunehmen, dass bei der MS eine Vielzahl pathologischer Prozesse zur
Gesamtheit der neuroaxonalen Schadigung mit konsekutivem Anstieg der sNfL-
Konzentration beitragen. Dazu gehéren unter anderem oxidativer Stress,
mitochondriale Schadigung, direkte T Zell-vermittelte neuronale Schadigung und die
toxische Akkumulation synaptischer Proteine (10, 52, 53). Bisher war noch wenig
dariiber bekannt, ob das Ausmal} der sNfL-Erhéhung vornehmlich auf fokale akute
Entzindungen zurtckzufiihren ist oder ob es vielmehr von anhaltenden, chronischen

neurodegenerativen Prozessen bestimmt wird.

Die Analyse des Liquors erlaubt durch seine direkte Lagebeziehung zum Ort des
Krankheitsgeschehens die bisher bestmogliche Beurteilung aktiver und chronischer
Entziindungsprozesse des ZNS. In dieser Arbeit untersuchten wir daher den
Zusammenhang verschiedener etablierter Liquorparameter mit Verdnderungen der
sNfL-Konzentration, um den Einfluss entziindlicher ZNS-Prozesse auf die SNfL-
Konzentration bei MS-Patienten einzuschatzen. Wir konnten dabei aufzeigen, dass die
sNfL-Konzentration sowohl mit Markern chronischer Entziindungen (intrathekale
Immunglobulin G-Synthese) als auch mit Markern akuter Entzindungsreaktionen
(Liquorpleozytose) korreliert. Da die sNfL-Konzentration das Ausmal neuroaxonaler
Schadigungen abbildet, erlaubt dies den Rickschluss, dass bei der MS beide Formen
entzundlicher Aktivitat an der Schadigung von Neuronen und deren Axonen beteiligt

sind.

Die intrathekale IgG-Synthese ist ein etablierter Marker der chronischen ZNS-
Inflammation. Sie wird abgebildet durch eine Erhéhung von QIgG, den Nachweis von
OKB vom Typ 2 und durch eine positive Masern-Roteln-Zoster-(MRZ-)Reaktion.
Einmal erworben, besteht sie im weiteren Krankheitsverlauf meist unverandert fort
(20). In unserer Kohorte war die sNfL-Konzentration bei OKB-positiven Patienten im
Vergleich zu OKB-Negativen deutlich erhdht, und es bestand eine Korrelation
zwischen der sNfL-Konzentration und der IgG-Konzentration im Liquor sowie mit
QIgG. Unsere Erkenntnis, dass OKB-Positivitat mit hoheren sNfL-Konzentrationen
einhergeht, wird durch eine frihere Studie gestitzt, die fur NfL im Liquor zu dem
gleichen Ergebnis gekommen war (45). Andere fanden dagegen keine Assoziation
zwischen Neurofilament und der intrathekalen Immunglobulin-Synthese (44, 46). In
den letztgenannten Studien wurde jedoch nicht NfL, sondern NfH im Liquor untersucht,
sodass die gegenlaufigen Resultate mdglicherweise auf unterschiedliche
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biochemische und pathophysiologische Eigenschaften von NfL und NfH zurtickgefuhrt

werden kénnten.

Akute Entzindungsprozesse werden im Liquor durch einen Anstieg der
Leukozytenzahl und des Albumin-Quotienten abgebildet. In der aktuellen Arbeit
konnten wir eine signifikante Korrelation zwischen der sNfL-Konzentration und der
Leukozytenzahl im Liquor nachweisen. Vergleichbares wurde bereits in friheren
Studien fur NfL im Liquor bestétigt (35, 38, 54). Bei Patienten, die mit dem
monoklonalen B Zell-depletierenden Antikdrper Ocrelizumab behandelt wurden,
konnte zudem festgestellt werden, dass es nach Therapieinitierung zu einer
korrespondierenden Abnahme der Leukozytenzahl im Liquor und der Konzentration
von Neurofilament im Serum gekommen war. Hieraus wurde die Hypothese abgeleitet,
dass die Anzahl inflammatorischer Zellen im Liquor einen pradiktiven Wert fur das
Ausmald axonaler Schaden aufweist (55). In Kohorten von Patienten mit chronisch
verlaufender MS wurde dagegen keine Assoziation zwischen der Neurofilament-
Konzentration und einer intrathekalen Pleozytose gefunden (37, 54).
Ubereinstimmend mit klinischen Erfahrungswerten, deutet dies darauf hin, dass die
akute Entzuindungsaktivitat bei der chronischen MS weniger ins Gewicht fallt als beim
KIS und bei der schubférmigen MS.

Albumin wird ausschlief3lich extrathekal synthetisiert, sodass seine Konzentration im
Liquor nicht durch die neuronale Homeostase oder neurodegenerative Prozesse
beeinflusst wird (56). Daher gilt QAlb als verlasslicher Indikator der Blut-Hirn-
Schranken-Integritat (57, 58). In unserer Studie konnten wir keine Assoziation
zwischen der Hohe von QAIlb und der sNfL-Konzentration nachweisen. Allerdings lag
QAIb bei der Mehrzahl unserer Patienten (88%), wie es fiir eine Kohorte junger MS-
Patienten zu erwarten war, im Normalbereich. Auch in der Gberwiegenden Mehrheit
der friher publizierten Studien fand sich kein Zusammenhang zwischen der Héhe von
QAIb und der NfL-Konzentration von MS Patienten (31, 41-43). Bei Erkrankungen, die
mit eher ausgeprégten Storungen der Blut-Hirn-Schranke einhergehen, wie etwa die
schwere vaskuldre Demenz (40) und die HIV-Enzephalopathie (39), besteht dagegen
eine Assoziation zwischen QAlb und der Konzentration von Neurofilament. Es ist daher
zu vermuten, dass die Konzentration von NfL in der Peripherie erst durch ausgepréagte

Storungen der Blut-Hirn-Schranken-Integritat beeinflusst wird.

Neben den bereits geschilderten Untersuchungen zur Assoziation von Liquorbefunden

und der Konzentration von sNfL, wurde in dieser Arbeit auch eine Reihe von
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demographischen, klinischen und bildgebenden Parametern bertcksichtigt, um eine
madglichst umfassende Interpretation der Einflussfaktoren auf Veradnderungen der

SNfL-Konzentration zu erméglichen.

Wie bereits durch andere beschrieben (24, 26), wurde die sNfL-Konzentration auch in
unserer Kohorte nicht durch das Geschlecht der Patienten beeinflusst. Auch das
Lebensalter korrelierte nicht mit der sNfL-Konzentration, was wahrscheinlich durch das
verhaltnismaRig junge Durchschnittsalter der Patienten unserer Kohorte erklart
werden kann. Bei alteren Menschen ist jedoch davon auszugehen, dass die sNfL-
Konzentration durch altersabhangige neurodegenerative Prozesse ansteigt (3).

Obwohl in unserer Arbeit weder das alleinige Vorliegen eines Schubereignisses noch
die Hohe des EDSS-Wertes mit einer signifikanten Zunahme der sNfL-Konzentration
verbunden waren, fanden wir dennoch, dass die sNfL-Konzentration von klinischen
Parametern beeinflusst wird. So wiesen Patienten, die in Form einer ON
symptomatisch wurden, deutlich niedrigere sNfL-Konzentrationen auf als Patienten mit
zerebraler oder spinaler Schubmanifestation. Eine frihere Arbeit konnte ebenfalls
einen Einfluss der Lokalisation des Entziindungsherdes auf die Konzentration von NfL
nachweisen. So wiesen Patienten mit einer spinalen Schubsymptomatik in dieser
Untersuchung eine zweimal héhere Konzentration von NfH im Liquor auf als Patienten
mit einem zerebralen Schub (44). Ein mdglicher Erklarungsansatz fiur diese
Ergebnisse kdnnte sein, dass ZNS-Kompartimente mit einem gréfl3eren Volumen nach

Schadigung auch eine hohere absolute Menge von NfL freisetzen kdénnen.

Neben dem Einfluss von klinischen Befunden auf die sNfL-Konzentration, ist
insbesondere auch der von (subklinischen) MRT-Veranderungen nicht zu
unterschatzen. So bestand in unserer Arbeit eine deutliche Korrelation zwischen der
Anzahl von T2-hyperintensen MRT-Lasionen und der Hohe der sNfL-Konzentration.
Patienten mit KM-aufnehmenden Lasionen wiesen deutlich hohere sNfL-
Konzentrationen auf als Patienten ohne KM-aufnehmende L&sionen und auch die
Anzahl der KM-aufnehmenden Lasionen korrelierte signifikant mit der sNfL-
Konzentration. Diese Ergebnisse stimmen sowohl mit denen friiherer eigener Arbeiten
(28, 59) als auch mit denen anderer Arbeitsgruppen (25-27) Uberein.
Interessanterweise bestand in unserer Arbeit ebenfalls eine signifikante Assoziation
zwischen der Anzahl T2-hyperintenser sowie KM-aufnehmender Lasionen und der

Leukozytenzahl im Liquor.
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Zusammenfassend unterstitzen die Ergebnisse unserer Studie zwar das Potential von
SNfL als Biomarker bei der MS, machen aber auch deutlich, dass sNfL fur sich allein
genommen keine Differenzierung zwischen akuter und chronischer Entziindung
erlaubt. Dartber hinaus wird seine Konzentration auch durch eine Reihe von klinischen
und bildgebenden Faktoren beeinflusst. Eine alleinige Bewertung von sNfL ohne
Berucksichtigung weiterer Befunde birgt somit die Gefahr einer Fehleinschétzung der
Krankheitsaktivitat.

Um festzustellen, welche der genannten Faktoren in unserer Kohorte den starksten
Einfluss auf die sNfL-Konzentration ausubten, erfolgte die Durchfihrung einer
Regressionsanalyse. Hier zeigte sich, dass die Anzahl KM-aufnehmender MRT-
Lasionen in Zusammenschau mit der Anzahl der Leukozyten im Liquor am besten
dazu in der Lage war, den sNfL-Wert vorherzusagen. Sowohl bei den KM-
aufnehmenden Lasionen als auch bei der Liquorpleozytose handelt es sich um Marker,
die eher die akut-entztindliche Komponente der Erkrankung widerspiegeln. Dies deutet
darauf hin, dass das Ausmal} akuter Nervenschéaden jenes der chronischen
Neurodegeneration, zumindest in frihen und aktiven Stadien der Erkrankung, wie sie

durch unsere Kohorte abgebildet wird, deutlich Gbersteigt.

Abschliel3end ist somit festzustellen, dass eine Interpretation von sNfL nur in
Zusammenschau mit weiteren klinischen, paraklinischen und auch laborchemischen
Parametern moglich ist. In einer friheren Arbeit konnten wir beispielsweise aufzeigen,
dass durch die Kombination von NfL im Serum oder Liquor und der CD20+/CD14+-
Ratio im Liguor, einem Marker fur intrathekale B-Zellen, zwischen Patienten mit
kernspintomographisch determiniertem gutartigem und aggressivem
Krankheitsverlauf unterschieden werden kann (59). Erstrebenswert ware also die
Etablierung eines kombinierten Biomarkers, der es ermoglicht, sowohl die aktuelle
Krankheitsaktivitat als auch die Prognose von MS-Patienten sicher einzuschéatzen und

hierdurch individuelle Therapiekonzepte zu ermdglichen.
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Zusammenfassung

Als wesentliche Ergebnisse dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass die Hohe
der sNfL-Konzentration sowohl mit der Anzahl der Leukozyten im Liquor als auch mit
dem Ausmal} der intrathekalen Immunglobulin G-Synthese assoziiert war. Patienten
mit positiven OKB wiesen deutlich hohere sNfL-Werte auf als Patienten, bei denen
keine OKB nachgewiesen werden konnten. In der Regressionsanalyse wies die Anzahl
der Leukozyten im Liquor in Kombination mit der Anzahl KM-aufnehmender MRT-

Lasionen den hochsten pradiktiven Wert fur die Hohe der sNfL-Konzentration auf.

Daneben zeigte sich, dass die sNfL-Konzentrationen bei Patienten mit schubférmiger
MS signifikant hoher lagen als bei Patienten mit KIS und bei gesunden
Kontrollprobanden. Patienten mit klinischem Schubereignis zum Zeitpunkt der
Probengewinnung zeigten einen Trend zu ho6heren sNfL-Werten, wobei die
Unterschiede hierbei nicht signifikant ausfielen. Unter Berticksichtigung der klinischen
Schublokalisation konnte dagegen festgestellt werden, dass Patienten mit zerebraler
oder spinaler Schubmanifestation deutlich héhere sNfL-Werte aufwiesen als Patienten
mit ON und Patienten mit klinisch stabilem Krankheitsverlauf. Auch die begleitend
erhobenen MRT-Befunde zeigten einen signifikanten Einfluss auf die SNfL-
Konzentration. Sowohl die Anzahl aktiver KM-aufnehmender Herde als auch die

generelle Lasionslast korrelierten mit der Hohe der sNfL-Konzentration.

Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse, dass die sNfL-Konzentration sowohl
durch akute als auch durch chronische Entziindungsprozesse im Liquor beeinflusst
wird. Dartber hinaus wird deutlich, dass eine Interpretation der sNfL-Konzentration
bisher nur in Zusammenschau mit weiteren klinischen und paraklinischen Befunden
zielfuhrend ist. Ein kombinierter Biomarker, der alle genannten Aspekte berucksichtigt,

kénnte somit zur Optimierung der individuellen Patientenversorgung beitragen.
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