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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Immunologische Prozesse flihren zu Demyelinisierung und
Axonschadigung im Bereich der weiBen und grauen Substanz von Gehirn und
Rickenmark. Die beeintrachtigte Nervenleitung resultiert in multiplen sensiblen,

motorischen und kognitiv-psychischen Symptomen.

1.1.1 Epidemiologie

MS ist die fihrende atraumatische Ursache persistierender neurologischer Behinderung
im jungen Erwachsenenalter. Nach aktuellen Schatzungen sind weltweit 2,3 Millionen
Menschen an MS erkrankt [1]. Das Pradilektionsalter liegt zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr [2]. Die Pravalenz wird global auf 33 pro 100.000 Einwohner geschatzt, wobei
ein latitudenabhingiger Gradient besteht, mit niedrigerer Privalenz in Aquatornihe [3].
Zudem unterscheidet sich die Pravalenz zwischen verschiedenen ethnologischen Gruppen,
mit sehr hohen Raten bei Kaukasiern und seltenem Auftreten bei Asiaten und Inuit [4].
Frauen sind durchschnittlich doppelt so haufig betroffen wie Manner, mit steigender
Tendenz [5, 6]. In Deutschland liegt die Pravalenz bei 149 pro 100.000 Menschen mit
jahrlich 5 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner. Somit leben aktuell geschatzte

130.000 MS-Patienten in Deutschland [7].

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der MS ist trotz intensiver Forschungsbemiihungen bis heute nicht geklart.
Nach aktuellem Wissensstand fiihrt eine Kombination aus genetischen Faktoren und
Umwelteinflissen zu einer Autoreaktivitdit des Immunsystems gegen enzephale
Strukturen. Der genetische Einfluss zeigt sich in der familidren Haufung von MS-Fillen
mit steigendem Erkrankungsrisiko je enger das Verwandtschaftsverhdltnis zu einem

MS-Patienten ist, bis hin zu Konkordanzraten von etwa 25 % bei monozygoten
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Zwillingen [8, 9]. Es wird ein polygenetischer Einfluss auf die Suszeptibilitdit angenommen
[10]. Eine Assoziation der MS mit Polymorphismen in mehr als 100 Genregionen wurde
postuliert. Viele der entsprechenden Gene stehen im Zusammenhang mit
immunologischen Prozessen, insbesondere der Lymphozytenaktivierung und -proliferation
[11, 12]. Der deutlichste Zusammenhang mit dem Erkrankungsrisiko wurde fir HLA-
Genregionen (Humanes Leukozyten-Antigen) beschrieben, welche fiir 10-60 % der
genetischen Suszeptibilitat verantwortlich gemacht werden [13]. Insbesondere das HLA-

DRB1*1501-Allel zeigt eine starke Assoziation zur MS in kaukasischer Bevolkerung [11].

Aufgrund der global unterschiedlichen, latitudenabhangigen Pravalenz wird vermutet,
dass Umwelteinflliisse dtiologisch beteiligt sind. Insbesondere eine verminderte
Sonnenexposition (UV-B-Strahlen) scheint das Erkrankungsrisiko zu erhohen, was unter
anderem auf eine reduzierte Vitamin-D-Synthese zuriickgefiihrt wurde [14]. Dieses
Vitamin ist an der Regulation zahlreicher immunologischer Prozesse und MS-assoziierter

Gene beteiligt [15, 16].

Eine atiologische Relevanz bakterieller oder viraler Infektionen in der Kindheit wurde
mehrfach postuliert — allen voran ein Zusammenhang mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV)
[15]. Besonders eine symptomatische EBV-Infektion sowie Infektionen in der spaten
Adoleszenz scheinen das Erkrankungsrisiko zu erhéhen [17]. Ein bislang unbekannter
Krankheitserreger =~ wdre  ursachlich  denkbar und  kbnnte  epidemieartige
Krankheitshdufungen, z.B. auf Sardinien und den Faroer-Inseln erkldren [14, 18, 19].
Weitere mogliche Risikofaktoren sind Rauchen, didtetische und hormonelle Einflisse,

epigenetische Effekte, Impfungen sowie psychischer Stress [20].

Pathophysiologisch kommt es im Rahmen der MS zu autoaggressiven Immunreaktionen
gegen ZNS-Strukturen. Als Zielantigene der Immunreaktionen bei MS-Patienten
konnten  zahlreiche = Myelinmolekiile (u.a.  Myelin-Basisches-Protein,  Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein), axo-gliale Proteine (z.B. Neurofaszin, Contactin-2)
und gliastandige Kaliumkandle experimentell nachgewiesen werden [13, 21, 22].
Die Aktivierung von autoreaktiven CD4' T-Lymphozyten (T-Helferzellen) und

CD8" zytotoxischen T-Lymphozyten erfolgt in peripheren lymphatischen Organen durch
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antigenprasentierende Zellen. Hierdurch exprimieren T-Lymphozyten vermehrt
Chemokinrezeptoren und Adhédsionsmolekiile, die es ihnen erméglichen, die Blut-Hirn-
Schranke (BHS) zu Uberwinden [14, 23]. Innerhalb des ZNS erfolgt eine erneute
Aktivierung durch hirnansassige, antigenprasentierende Mikroglia und Astrozyten.
Reaktivierte CD4" T-Lymphozyten sezernieren zahlreiche Proteasen und pro-
inflammatorische Zytokine, was zur Destruktion der BHS sowie zur Rekrutierung weiterer
Immunzellen  fihrt. Infiltrierende T- und  B-Lymphozyten, @ Makrophagen,
Komplementfaktoren und Antikorper schadigen Myelinscheiden und Neurone (iber
diverse direkte und indirekte Mechanismen [24]. Letztlich kommt es zur Demyelinisierung
gefolgt vom Zusammenbruch des neuronalen Membranpotentials, Kalziumeinstrom,
Axonschwellung und -diskonnektion [24, 25]. Die chronische Entziindung wird begleitet

von Vernarbung durch astrozytare Gliose.

Bislang ist strittig, ob die Immunaktivierung oder der ZNS-Schaden am Anfang der
pathologischen Reaktionskette steht. Eine Schadigung der Oligodendrozyten — z.B. durch
Trauma, Perfusionsstorungen oder oxidativen Stress — konnte zum Untergang der
Markscheiden fiihren, woraufhin freigesetzte Myelinfragmente die Immunantwort
auslosen. Hinweise hierauf brachten histologische Prdparate friiher Lasionen, welche
vorwiegend Myelinschdaden, jedoch kaum periphere Entziindungszellen zeigten [26].
Andererseits wird gegenwartig vorrangig eine initiale Immundysfunktion als MS-Ursache
postuliert. So kann die experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis (EAE, ein Tiermodell
der MS) durch den Transfer und auch durch periphere Aktivierung enzephalitogener
CD4" T-Lymphozyten induziert werden [27, 28]. Im Rahmen der MS-Atiologie kénnte eine
strukturelle Ahnlichkeit zwischen pathogenen und kérpereigenen Antigenen im Sinne
eines ,Molecular Mimicry“ zur Kreuzaktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten fiihren. Dies
konnte in einigen MS-Patienten zwischen EBV-Antigenen und Myelin-Basischem-Protein
gezeigt werden [29]. Auch eine unspezifische Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten im
Rahmen einer starken spezifischen Pathogenabwehr (,,Bystander Activation”) bzw. eine

Aktivierung durch Superantigene ist denkbar [14].

Unabhéngig von der Primarursache miindet eine durchbrochene Immuntoleranz in

komplexen Prozessen der Entziindung, De- und Remyelinisierung sowie Astrogliose. Das
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morphologische Korrelat sind die sogenannten Plaques: ,klassisch“ — ovale, scharf
begrenzte, fokale Entmarkungsherde mit variabler Entziindung, Gliose, Neuronen- und
Axonschadigung. Plaques finden sich multifokal im Bereich des gesamten ZNS, meist in
enger Lagebeziehung zu kleinen Venolen. Pradilektionsstellen sind der Nervus Opticus,
sowie die weiRe Substanz um die Ventrikel, in Kleinhirn, Hirnstamm und Rickenmark.
Aber auch die graue Substanz des zerebralen und zerebelliren Cortex sowie tiefer
Kerngebiete zeigen, neben einer allgemeinen Atrophie, regelmafig Lasionen [24, 30, 31].
Assoziiert mit kortikaler Demyelinisierung finden sich meningeale Entziindungsreaktionen
(z.B. B-Lymphozyten-Cluster) [32, 33]. Somit kann die chronische Entziindung der MS
potentiell das gesamte Gehirn betreffen, weshalb die MS in der Literatur synonym als

,Enzephalomyelitis disseminata“ bekannt ist.

1.1.3 Klinische Befunde und Prognose

Symptome

Abhangig von der zerebralen Lokalisation der Plaques und dem AusmaR der neuronalen
Schadigung resultieren Ausfadlle unterschiedlicher Kérperfunktionen. Hierbei sind alle
erdenklichen neurologischen und psychiatrischen Symptome moglich, deren Auftreten
und Intensitdt jedoch individuell sehr unterschiedlich. Meist duRert sich die MS zu Beginn
mit einem isolierten klinischen Defizit (Mono- oder Polysymptomptomatik). Haufigste
Erstmanifestationen sind extremitdtenbetonte sensorische Beschwerden (43 %), Paresen
(37 %), visuelle Dysfunktionen (30 %) und kognitive Defizite (20-30 %) [34-36]. Im spédteren
Verlauf dominieren beinbetonte Spastik mit resultierenden Schmerzen und Gehstdérungen,
sowie Blasendysfunktionen und Ataxie die Verschlimmerung des Beschwerdebildes. Eine
verstarkte psychische und physische Ermidbarkeit (Fatigue) wird in jedem Stadium haufig

beschrieben [34]. Tab. A (Anhang) -1 zeigt weitere haufig auftretende Symptome der MS.

Diagnostik

Ein erster Krankheitsschub (mono- oder polysymptomatisch) wird als klinisch isoliertes

Syndrom (CIS) bezeichnet, erfillt jedoch definitionsgemal noch nicht die Kriterien der
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MS-Diagnose. Die Wahrscheinlichkeit binnen zwei Jahren in eine klinisch gesicherte MS
Uberzugehen wird mit 57 % angegeben [37]. Ausschlaggebend fiir die Diagnhose der
manifesten MS sind die international anerkannten McDonald-Kriterien, welche 2001
erstmals publiziert und in den Jahren 2005 und 2010 weiterentwickelt wurden [38-40].
Diese Kriterien fordern den objektiven Nachweis einer zeitlichen und raumlichen
Dissemination zerebraler Entmarkungsherde, was zum einen das Auftreten neuer
Lasionsherde im Verlauf (zeitlich) beschreibt, zum anderen einen multifokalen Befall
verschiedener Hirnareale (rdumlich). Der Herdnachweis erfolgt sowohl indirekt, durch
anamnestischen und klinischen Nachweis symptomatisch manifestierter Hirnldsionen, als
auch direkt, durch bildgebende Darstellung der Plaques im Magnet-Resonanz-
Tomographen (MRT). Hier zeigen sich frische, aktive Lasionen durch die Anreicherung von
Gadolinium (Gd)-Kontrastmittel (KM) in T1-gewichteten Aufnahmen. T1-hypointense
Lisionen stellen im akuten Stadium vor allem Odeme dar, bei Persistenz (sogenannte
»Black Holes”) reprasentieren sie vorwiegend eine verminderte axonale Dichte und
entsprechen somit einem lokalen Untergang von Hirngewebe. Lasionen jeden Alters
werden sehr sensitiv, jedoch unspezifisch in T2-gewichteten Aufnahmen hyperintens
dargestellt und verkorpern sowohl akute Infiltrate, aber auch De- und Remyelinisierung
sowie narbige Gliose. Die Bestimmung des Hirnvolumens dient dem Nachweis einer
globalen Atrophie. Die MRT-Bildgebung nimmt einen grofRen Stellenwert ein, da bis zu
zehnmal mehr zerebrale Lasionen nachweisbar sind, als sich klinisch manifestieren [41].
Mit dem Ziel einer friheren Diagnosestellung hat die MRT-Untersuchung auch in den
aktuellen Diagnosekriterien von 2010 [40] (Tab.1) weiter an Relevanz gewonnen.
Mitunter ist der Nachweis der zeitlichen und rdumlichen Dissemination bereits anhand
einer initialen MRT-Aufnahme zum Zeitpunkt erster Symptome maglich [40]. Sinnvoll ist
die zusatzliche Untersuchung des Liquor zerebrospinalis, um den entziindlichen Charakter
der MRT-Ladsionen nachzuweisen [42, 43]. Im Liquorpunktat zeigt sich typischerweise eine
autochthone, intrathekale Immunglobulin-G-Synthese als Ausdruck einer humoralen
Immunantwort [44, 45]. Zusatzlich kdnnen Gber die Liquordiagnostik andere entziindliche
und infektiose (z.B. Neuroborreliose) Erkrankungen differentialdiagnostisch aus-
geschlossen werden [46]. Weitere diagnostische Sicherheit wird durch die Ableitung

evozierter Potenziale, insbesondere visuell evozierter Potenziale, erreicht, da die
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verlangsamte Nervenleitung subklinisch demyelinisierter Neurone hierdurch sensitiv
erfasst wird. Letztlich bleibt die MS eine Ausschlussdiagnose, weshalb eine intensive
differentialdiagnostische Abklarung wichtig ist. Insbesondere Infektionen, Kollagenosen,
zerebrovaskuldre Angiopathien, Stoffwechselstorungen, Malignome, Intoxikationen
sowie andere  Autoimmunerkrankungen (z.B.  Neuromyelitis = Optica) und
Entmarkungskrankheiten (z.B. akute disseminierte Enzephalomyelitis) gilt es

auszuschlieBen [42, 47, 48].

Tab. 1: Diagnosekriterien der Multiplen Sklerose (2010) (nach [40])

Klinische Prasentation Erfiillte Kriterien (v') und erforderliche Nachweise
Schubanzahl | Lisionsorte® Zeitliche Dissemination Raumliche Dissemination
>2 > 2’ v v
Eines der Folgenden:
>2 1 v - positives MRT?

- weiterer klinischer Schub®

Eines der Folgenden:

1 22 - positives MRT’ v
- zweiter klinischer Schub
1 1 Eines der Folgenden: Eines der Folgenden:
- positives MRT? - positives MRT?
Klinisch isoliertes Syndrom | _ zweiter klinischer Schub - weiterer klinischer Schub*
Progression Uber 1 Jahr (retrospektiv oder prospektiv)
0 0 und

Zwei der Folgenden:

- positives kraniales MRT: 2 1 zerebrale T2-Lasionen
PPMS-verdachtige, (periventrikular, juxtakortikal, infratentorial)

chronische Progression - positives spinales MRT: > 2 spinale T2-Lasionen

- Positiver Liquorbefund®

! Objektivierbare, klinisch manifestierte ZNS-Lasionen an verschiedener anatomischer Lokalisation.

? Eine der zwei Lisionen darf anamnestisch gesichert werden.

* Nachweis der raumlichen Dissemination im MRT durch > 1 T2-Lision in mindestens 2 von 4 MS-typischen
ZNS-Regionen (periventrikular, juxtakortikal, infratentorial, spinal)

4 Entsprechend einer anderen Lasionslokalisation.

> Nachweis der zeitlichen Dissemination im MRT durch simultane Darstellung asymptomatischer
Gadolinium-anreichernder und nicht-anreichernder Lasionen in einer MRT-Untersuchung; oder:
Verlaufs-MRT mit Nachweis einer neuen Gadolinium-anreichernden oder T2-hyperintensen Lasion.

® Nachweis oligoklonaler Banden im Liquor zerebrospinalis oder eines erhéhten IgG-Index.

MS = Multiple Sklerose; PPMS = Primar Progressive Multiple Sklerose; ZNS =Zentrales Nervensystem;

MRT = Magnet-Resonanz-Tomographie
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Klinischer Verlauf

Der Krankheitsverlauf der MS ist duRerst variabel und fir den individuellen Patienten
schwer prognostizierbar. Es wird unterschieden zwischen akut einsetzenden Symptomen
(Schub) und einer kontinuierlich schleichenden Verschlechterung neurologischer
Funktionen (chronische Progression). Das pathophysiologische Substrat des Schubes sind
inflammatorische Prozesse, wohingegen die Progression zusatzlich durch zerebrale
Neurodegeneration gekennzeichnet ist [30, 49]. Ein Schub ist definiert als eine akut bis
subakut auftretende, mindestens 24 Stunden andauernde Episode neu aufgetretener oder
verschlimmerter  MS-typischer  neurologischer Symptome entziindlicher und
demyelinisierender Natur [50]. KonsensgemdR missen zwei Schiibe im Abstand von
mindestens 30 Tagen (von Symptommanifestation zu Symptommanifestation) liegen,
gelten sonst als ein Schub mit Exazerbation. Hiervon abzugrenzen ist der ,Pseudoschub®,
eine plotzliche Beschwerdezunahme durch Infekte, aber auch infolge sport- oder

stressbedingter Erhhung der Kérpertemperatur (Uhthoff-Phdanomen) [51].

Im Verlauf der MS kénnen Schiibe und Progression isoliert oder in Kombination auftreten,

wodurch vier Hauptverlaufsformen der MS unterschieden werden [52] (Abb. 1):

- Schubformig-remittierender Verlauf (Relapsing Remitting MS, RRMS)
- Sekundar chronisch-progredienter Verlauf (Secondary Progressive MS, SPMS)
- Primar chronisch-progredienter Verlauf (Primary Progressive MS, PPMS)

- Progressiv-schubférmiger Verlauf (Progressive Relapsing MS, PRMS)

Bei 87 % der MS-Patienten verldauft die Erkrankung zu Beginn schubférmig mit
durchschnittlich etwa einem Schub pro Jahr [7, 53]. Diese Verlaufsform ist durch
abgrenzbare, klinische Symptom-Attacken gekennzeichnet, zumeist gefolgt von teilweiser
oder vollstandiger Remission. Typischerweise besteht im Intervall eine stabile Phase ohne
Beschwerdezunahme [52]. Mit langerer Krankheitsdauer nimmt die jéhrliche Schubrate ab
[54]. Bei einem Grof3teil der Patienten miindet diese initiale RRMS nach einer medianen
Erkrankungsdauer von etwa 19 Jahren in einer kontinuierlichen Verschlimmerung der
Symptomatik mit nur gelegentlichen Plateaus des Progressionsstillstandes [55, 56]. Bei

dieser SPMS koénnen noch einzelne ,aufgesetzte” Schiibe auftreten (Abb. 1). Einige
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Patienten erleiden von Krankheitsbeginn an eine nahezu konstant fortschreitende
Verschlechterung der neurologischen Defizite, in der Regel ohne abgrenzbare Schiibe

(PPMS, 9 %) (Abb. 1), selten auch mit zusatzlichen Attacken (PRMS, 2 %) [7, 52].

[

»
»
»

RRMS SPMS PPMS

Neurologisches Defizit

v
v

Zeit Zeit

Abb. 1: Klinische Verlaufsformen der Multiplen Sklerose (modifiziert nach [52])

Dargestellt sind die drei haufigsten Verlaufsformen der Multiplen Sklerose. RRMS: schubférmig-
remittierender Verlauf, teilweise mit residualen neurologischen Defiziten. Diese Form geht haufig Gber in die
SPMS: sekundar chronisch-progredient verlaufende MS, zum Teil mit aufgesetzten Schilben. PPMS: primar

chronisch-progredienter Verlauf mit gelegentlichen Plateaus und geringgradigen Remissionen.

Zur Beschreibung und Objektivierung des klinischen Krankheitsverlaufs haben sich die
jahrliche Schubrate, das ,schubfreie Uberleben” und die ,Expanded Disability Status
Scale” (EDSS) international etabliert. Die Schubrate entspricht der Haufigkeit von akuten
Schubereignissen innerhalb einer definierten Zeitspanne (in der Regel ein Jahr). Der
prozentuale Anteil schubfreier Patienten Uber einen gewissen Zeitraum wird durch das
schubfreie Uberleben beschrieben, ein Kriterium welches in neueren Studien zunehmend
an Bedeutung gewinnt. Diese Parameter eignen sich insbesondere zur Einschatzung der
Krankheitsaktivitdit bei RRMS-Patienten. Der EDSS erfasst die funktionellen
Einschrankungen des Patienten und erlaubt die Zunahme des Behinderungsgrades
objektiv zu erfassen. Somit werden sowohl die Intensitdt von Schiiben und der Grad der

Remission beschrieben, als auch das AusmaR der chronischen Progression. Kurtzke
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definierte auf funktionell-neuroanatomischer Basis acht verschiedene neurologische
Funktionssysteme: Pyramidenbahn, Sensorium, Kleinhirn, Blase- und Mastdarm,
Hirnstamm, Visus, Kognition und Sonstiges [57] (Tab.A-1). Diese Funktionssysteme
werden in einer umfangreichen neurologischen Untersuchung erfasst, bewertet und die
Ergebnisse anschlielend in einen Gesamtwert, den EDSS-Wert, kodiert. Dieser reicht von
0 (normal) bis 10 (Tod durch MS) und beriicksichtigt insbesondere die motorischen
Fahigkeiten, allen voran die Gehfdhigkeit des Patienten. Niedrigere Werte (0-3,5)
reprasentieren spezifische neurologische Beeintrachtigungen, hohere Werte entsprechen
abnehmender Mobilitdt (4-7) und Einschrankungen der oberen Extremitit und
Bulbarfunktion (7,5-9,5). Bedeutende Stufen der Behinderungszunahme sind ein EDSS von
4,0 (eingeschrankte Gehfdhigkeit), sowie die Werte 7,0 (Rollstuhlpflichtigkeit) und
9,0 (Bettlagerigkeit). Eine detaillierte Aufschliisselung der EDSS-Werte zeigt Tab. A-2.

Ein weiteres etabliertes Bewertungssystem fiir den Behinderungsgrad ist der , Multiple
Sclerosis Functional Composite” (MSFC) [58]. Dieser bericksichtigt neben der Arm- und
Beinmotorik zusatzlich verstarkt die kognitiven Fahigkeiten und bildet somit das
Krankheitsbild MS unter neuropsychologischen Aspekten sensitiver ab [59]. Bis dato ist

jedoch der EDSS der Goldstandard zur klinischen Verlaufsdokumentation.

Prognose

Vorhersagen beziglich der individuellen Prognose sind aufgrund der heterogenen Klinik
und des variablen Krankheitsverlaufs duBerst schwierig. Anfanglich ist bei RRMS-Patienten
eine nahezu vollstandige Riickbildung der Symptome einzelner Schiibe die Regel
(neuronale Plastizitat), im spateren Verlauf akkumulieren residuale Defizite und flihren zu
manifesten Behinderungen und starker Einschrdankung der Lebensqualitat. Nach etwa
15 Jahren sind die Halfte aller Patienten auf eine Gehhilfe angewiesen, um 100 m zu
laufen (EDSS 6,0) [60]. Die Lebenserwartung ist mit circa 35 Jahren nach Diagnosestellung
im Vergleich zur Allgemeinbevilkerung um sieben bis 14 Jahre reduziert [61].
Todesursachlich sind meist Immobilisationsfolgen, inkontinenzassoziierte Infekte oder
Suizid [62]. Prognostisch vorteilhaft ist ein milder Verlauf in den ersten Krankheitsjahren

(2-5 Jahren) mit geringen Schubraten und langer Phase auf niedrigem EDSS-Niveau [63].
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Zudem sprechen die folgenden demographischen und klinischen Faktoren fiir eine
vergleichsweise giinstige Prognose [63-66]: weibliches Geschlecht; junges Erkrankungs-
alter; rein sensible Erstsymptome; monosymptomatische Erstmanifestation; weitgehende
bzw. vollstiandige Symptomrickbildung nach dem ersten Schub; initial schubformiger
Verlauf. Diese Pradiktoren zeigen sich dabei vornehmlich wahrend des friihen
Krankheitsverlaufs (bis EDSS 3-4) prognostisch glinstig, auf die spatere Krankheits-

progression haben sie keinen gesicherten Einfluss [67, 68].

1.1.4 Therapie

Eine kurative Therapie der MS ist derzeit nicht verfligbar. Vielmehr ist das Ziel der
therapeutischen Ansdtze, den Krankheitsverlauf positiv zu beeinflussen und eine
zunehmende Behinderung hinauszuzégern. Das Behandlungskonzept setzt sich dabei aus

vier Sdulen zusammen:

- Therapie des akuten Schubes
- Milderung des Krankheitsverlaufs
- Therapie krankheitsbedingter Symptome

- Krankheitsbewaltigung

Zur Einddmmung eines akuten Schubereignisses hat sich die intravendse Therapie mit
hochdosierten Glukokortikosteroiden (GCS) (500-1000 mg/Tag) liber drei bis fiinf Tage
etabliert. Bei therapierefraktarer Symptomatik kann sowohl die Dauer der Therapie, als
auch die Dosierung gesteigert werden. Als Ultima Ratio bei fortdauernder

Symptompersistenz kommt die Plasmapherese zum Einsatz [50].

Die zweite Saule bildet die Sekundarprophylaxe durch verlaufsmodifizierende
Medikamente (Disease-Modifying Drugs, DMD). Ziel dieser Stufentherapie ist es, weitere
Schibe und Hirnldsionen zu verhindern sowie die Progression der Krankheit und der
Hirnatrophie zu minimieren und die persistierenden neurologischen Defizite auf moglichst
niedrigem Niveau zu stabilisieren. DMD sind immunmodulatorisch wirksame
Medikamente und somit ein kausalorientierter Therapieansatz. Mit den derzeit

verfligbaren Substanzen sind die pathophysiologischen Vorgange der inflammatorischen
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Phase effektiver zu beeinflussen, als die spater vorherrschende Neurodegeneration
[69, 70]. Daher wird ein moglichst friihzeitiger Therapiebeginn schon nach einem ersten
demyelinisierenden Ereignis angestrebt [50]. Die Wahl des Therapeutikums hangt vom
vorliegenden Krankheitsverlauf ab und untergliedert sich in eine Basistherapie und eine

Eskalationstherapie bei unzureichendem Ansprechen auf die Basismedikation (Abb. 2).

SPMS
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mit Schiben ohne Schiibe
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Abb. 2: Immunmodulatorische Stufentherapie der Multiplen Sklerose

(modifiziert nach [50])

Die Reihenfolge der Priparate ist frei gewdhlt und impliziert keine Uberlegenheit eines Medikamentes.
() = Unter Einschrankungen empfohlen; * = Bei aktivem Krankheitsverlauf; CIS = Klinisch isoliertes Syndrom;
RRMS = Schubférmig-remittierende Multiple Sklerose; SPMS = Sekundar progrediente Multiple Sklerose;
IVIg = Intravends applizierte i.m. = intramuskular;

Immunglobuline; CPM = Cyclophosphamid;

s.c. = subkutan.
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Als immunmodulatorische Basistherapie beim CIS und der schubformigen Verlaufsform
hat sich Interferon-B (IFN-B) international etabliert und durch langjdhrige
Anwendungserfahrung ein gutes Wirkungs-Risiko-Profil in der Langzeitbehandlung
bewiesen [71]. Alternativ hat sich das synthetische Polypeptidgemisch Glatirameracetat
bewdhrt und in Ausnahmefdllen kann auf Azathioprin oder intravends applizierte
Immunglobuline ausgewichen werden [50, 72, 73]. Zudem erfolgte 2014 die EU-Zulassung
von Dimethylfumarat als orale Basismedikation und seit dem Vorjahr ist der monoklonale
Antikorper Alemtuzumab bei aktivem Krankheitsverlauf zugelassen [74]. Bei hochaktiven
Verlaufen der RRMS oder mangelnder Wirksamkeit vorgenannter Medikamente kommen
in Deutschland im Sinne einer Eskalationstherapie Fingolimod, Natalizumab oder

Mitoxantron zum Einsatz [50, 74].

Zur Behandlung der sekundar progredienten MS besteht eine Zulassung flir Mitoxantron
und bei zusatzlichen klinischen Schiben findet auch hier IFN-B Anwendung. Fur primar
progrediente Verldufe existieren keine gesichert wirksamen DMD, ein individueller
Therapieversuch durch eine GCS-Intervalltherapie oder mit Mitoxantron kann erwogen

werden [50].

Die dritte Sdule der MS-Therapie stellt die symptomatische Behandlung manifester
Funktionseinschrankungen dar. Fiir die zahlreichen Symptome steht eine breite Palette an
medikamentdsen und nicht-medikamentosen Therapien zur Verfligung, welche
multimodal eingesetzt werden, um die Lebensqualitit zu steigern und Folge-

komplikationen zu verhindern [50, 75].

Im Rahmen des umfassenden Therapiekonzeptes sollten zudem Strategien zur
Bewaltigung der Erkrankung sowie erkrankungsbedingten Belastung (Coping) vermittelt

werden [76-78].
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1.2 Interferone

1.2.1 Einsatz der Interferone — von der Entdeckung bis heute

Interferone wurden erstmals 1957 von lIsaacs und Lindemann beschrieben [79]. In den
darauffolgenden Jahren wurde zunehmend das antivirale, antitumorése und
immunmodulatorische Potential der autokrin und parakrin sezernierten Interferone
erkannt [80]. Diverse Subtypen dieser helikalen Glykoproteine konnten identifiziert,
isoliert und sequenziert werden. Entsprechend ihrer Sequenzhomologie und der
genutzten Rezeptoren werden die zahlreichen humanen Interferone in drei Kategorien
eingeteilt (Typ I-lll). Interferone des Typs | sind IFN-a (Subtypen al-a13), IFN-B und die
wenig erforschten IFN-w, IFN-g und IFN-k. Typ Il umfasst nur IFN-y und Typ Il wird durch
IFN-A (A1-3 = Interleukin(IL)-29, IL-28A, 1L-28B) reprasentiert [81, 82].

Der erste erfolgreiche klinische Einsatz der Interferone gliickte 1976 an vier Patienten mit
Hepatitis-B-Virus-Infektion [83]. Die breite laboratorische und klinische Erforschung wurde
jedoch erst moglich, nachdem es 1979 gelang, ein menschliches Interferon-Gen in
Bakterien zu Ubertragen und somit die Herstellung rekombinanter Interferone in groBer
Menge zu ermoglichen [84, 85]. Seither wurden die Wirkungen verschiedener Interferone
im Rahmen diverser Pathologien erforscht. Heute wird IFN-a2 in der Therapie der
chronischen Hepatitis-B und -C eingesetzt sowie bei verschiedenen malignen
Indikationen, z.B. chronisch-myeloische Leukdmie. IFN-y ist fiir die Behandlung der

septischen Granulomatose und der Osteoporose zugelassen [86, 87].

Erste Studien zum Einsatz der Interferone im Rahmen der MS erfolgten in den 80er Jahren
mit anfanglichen Riickschldgen. Unter IFN-y-Therapie stieg die Schubrate an und auch der
Einsatz von IFN-a ergab keinen gesicherten Nutzen [88, 89]. Erst durch die intrathekale
und spater subkutane Applikation von IFN-B konnte eine Reduktion der Schubrate bewirkt
werden [90-92]. Eine grolRe multizentrische Doppelblind-Studie fihrte schlielich Mitte
der 90er Jahre zur Zulassung von rekombinantem IFN-B fir die Behandlung der
schubformigen MS [93, 94]. In den darauffolgenden Jahren wurde die Zulassung auf das

CIS und die SPMS erweitert. Zudem kamen weitere IFN-B-Prdaparate auf den Markt,
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welche sich in ihrer Herstellung, Struktur, Applikatonsart und -haufigkeit sowie Dosierung
unterscheiden [86]. Aktuell stehen drei verschiedene IFN-B-Wirkstoffe zur Behandlung der
MS zur Verfligung (Tab. 2).

Tab. 2: Interferon-B-Wirkstoffe: Herstellung und Anwendungscharakteristika

Wirkstoff Herstellung Applikation Dosierung EU-Zulassung

IFN-B-1a | Hamster-Ovarzellen |intramuskular |30 pg 1 x pro Woche | CIS, RRMS

IFN-B-1a | Hamster-Ovarzellen |subkutan 22/44 ug 3 x pro Woche | CIS, RRMS, SPMS*

IFN-B-1b | Escherichia Coli subkutan 250 ug  alle zwei Tage | CIS, RRMS, SPMS*

Y Fiir sSPMs zugelassen, wenn zusatzlich klinische Schiibe auftreten

IFN-B-1a wird rekombinant in Ovarzellen des chinesischen Hamsters hergestellt. Es
entspricht in seiner Aminosduresequenz der humanen Form und ist glykosyliert. IFN-B-1a
ist in subkutaner (s.c.) und intramuskularer (i.m.) Applikationsform verflgbar: s.c. injiziert
in der Dosierung 22 ug (= 6 Mio. Internationale Einheiten, IE) bzw. 44 pg (= 12 Mio. IE)
3 x wochentlich; i.m. injiziert in der Dosierung 30 pg (=6 Mio. IE) 1 x wdchentlich.
IFN-B-1b wird rekombinant in einem Stamm der prokaryoten Escherichia Coli Bakterien
produziert und unterscheidet sich von der humanen Form durch einen Austausch von
Cystein gegen Serin an Position 17 sowie eine Methionin-Abspaltung am N-Terminus.
Zudem ist IFN-B-1b nicht glykosyliert, wodurch es zur Aggregatbildung neigt und eine etwa
zehnfach geringere spezifische Aktivitat zeigt [95]. Entsprechend wird es klinisch héher

dosiert mit 250 pg (= 8 Mio. IE) alle zwei Tage s.c. injiziert.

1.2.2 Klinische Therapieergebnisse von Interferon-B bei Multipler Sklerose

Die klinische Wirksamkeit der drei IFN-B-Wirkstoffe konnte in groBen randomisierten,
multizentrischen Doppelblind-Studien mit Evidenzgrad 1 belegt werden [93, 94, 96, 97].
Unter zweijdhriger IFN-B-Therapie zeigte sich eine Reduktion der Schubrate um etwa

30 %. Im Vergleich zur Placebogruppe blieb zudem ein groBerer Patientenanteil komplett
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schubfrei. Der Nutzen einer IFN-B-Therapie zeigte sich radiologisch sowohl an einer
reduzierten Anzahl neuer T2-Lasionen und aktiver Gd-aufnehmender Lasionen, als auch in
einem geringeren Ldsionsvolumen. Eine mogliche Verlangsamung der EDSS-Progression
wird kontrovers diskutiert [98-100]. Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass eine IFN-B-
Therapie beim CIS das Risiko der Konversion zur gesicherten MS um lber 50 % verringert
[69, 97, 101]. Im Rahmen der SPMS reduziert IFN-B vornehmlich die Zahl aufgesetzter
Schibe [55, 102]. Die Wirksamkeit der einzelnen IFN-B-Formen weist insgesamt eine
Dosisabhangigkeit auf, jedoch ohne weiteren klinischen Nutzen oberhalb der aktuell
empfohlenen Dosierungen [73, 93, 96, 103, 104]. Zusammenfassend verlangsamt IFN-B
signifikant das Voranschreiten der MS und verlangert die Lebensdauer, jedoch kann unter

Therapie der Krankheitsverlauf meist nicht gestoppt werden [105].

In direkten Vergleichsstudien der drei IFN-B-Wirkstoffe wurde eine vergleichbare
Therapiewirksamkeit gezeigt. Gemessen an klinischen (Schubrate, Verzogerung eines
erneuten Schubes, EDSS-Progression) und radiologischen (Anzahl neuer L&sionen)
Parametern ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der Therapieeffekte [106-109].
Einige Autoren postulieren jedoch eine Uberlegenheit der héher dosierten, subkutanen

Wirkstoffe gegeniber dem intramuskular applizierten IFN-B [100, 110].

Bei einigen Patienten kann eine reduzierte molekulare und klinische Wirkung aus der
Bildung sogenannter neutralisierender Antikorper (NAb) resultieren [111, 112]. Dies sind
Antikérper gegen appliziertes IFN-B, welche die Interaktion zwischen Medikament und
zelluldarem Rezeptor verhindern und somit dessen biologische Wirkung aufheben. Solche
NAb entwickeln sich relativ spat, bis zu zwei Jahre nach Therapieinitiierung, persistieren
jedoch nicht zwangsldufig [113, 114]. Die Pravalenz von NAb variiert stark zwischen den
einzelnen Prdparaten mit niedrigsten Raten (2-6 %) fur i.m. verabreichtes IFN-B und
15-47 % bei s.c. Applikation [115, 116]. Im klinischen Alltag wird in Deutschland bislang
nicht routinemaRig auf NAb getestet, sondern meist nur bei Verdacht auf unzureichende

klinische Wirksamkeit der IFN-B-Therapie.

Insgesamt ist IFN-B ein sehr sicheres und gut vertragliches Medikament. Die haufigsten

Nebenwirkungen sind insbesondere in den ersten drei Therapiemonaten grippedhnliche
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Symptome wie Fieber, , Abgeschlagenheit”, Kopfschmerzen und Myalgien. Entziindliche
Hautreaktionen um die Einstichstelle werden oftmals, vorwiegend bei s.c. Applikation,
berichtet [117]. Daneben tritt gehduft ein transienter Anstieg der Leberenzyme auf. Durch
korrekte Injektionstechnik, begleitende antipyretische und analgetische Medikation und
adaquates Monitoring lassen sich diese Nebenwirkungen gut mildern und kontrollieren.
Schwerwiegendere Nebenwirkungen wie Depressionen, allergische Reaktionen,
Hautnekrosen, Schilddrisenfunktionsstérungen und Leberschadigungen sind selten [118].
Auch bei langjdhriger Anwendung zeigt die IFN-B-Therapie ein gutes Sicherheitsprofil
[71, 119].

Das Ansprechen auf eine IFN-B-Therapie ist individuell sehr verschieden und klare
Kriterien eines ,Therapieversagens” existieren bislang nicht. Je nach zugrunde liegender
Definition (Schibe, EDSS-Progression, MRT-Verdanderungen oder Kombinationen der
vorgenannten) und Lange des Beobachtungszeitraums sprechen bis zu knapp 50 % der
MS-Patienten nicht oder nur unzureichend auf die IFN-B-Therapie an [120-123]. Etwa ein

Drittel der Patienten zeigt auch unter Therapie keine Reduktion der Schubrate [124].

1.2.3 Wirkmechanismen von Interferon-B auf zelluldrer und molekularer Ebene

Das naturliche IFN-B ist ein a-helikales Zytokin bestehend aus 166 Aminosduren, welches
vornehmlich von Fibroblasten und Leukozyten sezerniert wird [125]. Nach Bindung an
membranstindige Rezeptoren flihrt es zur Aktivierung einer bislang unvollstindig
geklarten Signalkaskade, an deren Ende die Expression hunderter sogenannter Interferon-
stimulierter Gene (ISG) steht [126]. Nach heutigem Wissensstand vermitteln die
Genprodukte der ISG die facettenreiche immunologische Wirkung von IFN-B, wobei die
genauen Mechanismen nur teilweise bekannt sind. Einige therapeutisch relevante
Wirkungen des IFN-B werden vorrangig durch Beeinflussung der Lymphozytenaktivitét,

der BHS-Permeabilitdt sowie der Zytokin- und Chemokinproduktion erklart.

IFN-B vermindert die Expression der HLA-Klasse-lI-Rezeptoren und kostimulatorischer
Molekiile, wodurch die Antigenprozessierung und -prasentation gehemmt wird. Dies fiihrt

zu einer geringeren Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten [70, 127]. Zudem wird die
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Proliferation und Differenzierung der T-Lymphozyten gehemmt und vermehrte Apoptose
tragt zur Reduktion autoreaktiver T-Lymphozyten bei. Zugleich werden regulatorische
T-Lymphozyten induziert, welche ihrerseits eine Immunsuppression bewirken [127]. Durch
diverse Mechanismen verhindert IFN-B das Einwandern von Leukozyten in die zerebralen
Entzindungsherde. In Lymphozyten wird die Expression des membranstdandigen
Chemokinrezeptors CCR7 induziert, wodurch diese statt in das ZNS, vermehrt in periphere
Lymphknoten gelenkt werden [128]. Dariber hinaus wird die Adhdsion der Leukozyten an
die BHS sowie die Transmigration verhindert, da die Expression der hierflir notigen
Adhéasionsmolekiile (z.B. Very Late Antigen-4) und Metalloproteinasen (z.B. Matrix
Metalloproteinase-9) reduziert wird [70, 126]. Eine verstarkte systemische
Zytokinproduktion kdonnte zur Abschwachung des Chemokingradienten zwischen ZNS und
Blut fihren und somit ebenfalls die zerebrale Infiltration vermindern. Zudem wird eine
IFN-B-bedingte Verdnderung des Zytokinmusters von einem proinflammatorischen
Th1-Muster (z.B. IL-12, IFN-y) hin zu einem antiinflammatorischen Th2-Expressionsmuster

(z.B. IL-10) postuliert [127].

Dartber hinaus werden IFN-B neuroprotektive Wirkungen zugeschrieben. Vermutet
werden eine erhdhte Resistenz von Neuronen und Oligodendrozyten gegenuber dem
inflammatorischen  Milieu, eine verringerte Gliose, sowie eine gesteigerte
Remyelinisierung. Als Basis dieser Prozesse werden veranderte Aktivitditen von Mikroglia
und Astrozyten sowie die Ausschiittung neurotropher Faktoren und neuronaler

Wachstumsfaktoren diskutiert [25, 129].
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1.3 Biomarker bei Multipler Sklerose

Ein Biomarker stellt einen objektiv messbaren biologischen Parameter dar, der
physiologische oder pathologische Zustidnde und Prozesse oder auch therapeutische
Effekte im Korper widerspiegelt [130]. Als Biomarker konnen sowohl klinische oder
radiologische Befunde dienen, als auch molekularbiologische Marker auf zelluldrer,
molekularer oder genetischer Ebene. An einen idealen Biomarker werden Anforderungen
wie eine hohe Sensitivitat und Spezifitat gestellt, sowie eine einfache, minimal-invasive
und kostenglinstige Messung mit hoher Reproduzierbarkeit der Ergebnisse [130, 131].

Entsprechend der klinischen Fragestellungen lassen sich Biomarker wie folgt klassifizieren:

- Diagnostische Biomarker
- Biomarker der Krankheitsaktivitat
- Biomarker der klinischen Therapiewirkung

- Prognostische Biomarker

In der Diagnostik der MS hat sich beispielsweise die elektrophoretische Bestimmung
oligoklonaler Banden im Liquor als Biomarker einer intrathekalen Antikorperproduktion
etabliert [45]. Dies dient einerseits zum Nachweis einer chronisch-entziindlichen Reaktion,
andererseits zum Ausschluss von Differentialdiagnosen und ermoglicht somit eine friihere

Diagnosesicherung.

Schubfrequenz, EDSS-Werte und MRT-Befunde sind etablierte Biomarker sowohl fiir die
aktuelle Krankheitsaktivitdt, als auch fir das Ansprechen auf eine medikamentdse
Therapie. Eine Abgrenzung des natlrlichen Krankheitsverlaufs und des Therapie-
ansprechens ist jedoch schwierig, weshalb klinisch-radiologisch meist nur das Mischbild —
der , Krankheitsverlauf unter Therapie” — bewertet werden kann. Ein etablierter Biomarker
mit der Moglichkeit, die pharmakologische Therapiewirkung separat abzubilden sind NAb.
Hohe persistierende NAb-Titer gegen IFN-B sprechen fir eine reduzierte oder

aufgehobene biologische und klinische Wirkung der Therapie [132-134].

Von diesen Biomarkern abzugrenzen und von besonderem Interesse sind prognostische

Biomarker, welche klinische Endpunkte oder therapeutische Effekte schon im Voraus
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prognostizieren lassen. Die prognostische Wertigkeit von Klinik und Bildgebung wurde
intensiv erforscht, ist jedoch limitiert. Zwar kénnen EDSS-Verldufe, Schubraten und MRT-
Befunde in den ersten Jahren unter Therapie den Verlauf in den Folgejahren zu einem
gewissen Grad vorhersagen, jedoch ist die Beurteilung friihestens sechs bis zwolf Monate
nach Therapieinitiierung moglich [113, 135, 136]. Der NAb-Status lasst ebenfalls keine
sichere Prognose zu, da diese Antikorper erst im Therapieverlauf auftreten und nicht
zwangsldaufig persistieren [114]. In Anbetracht der hohen Rate an Patienten mit
unginstigem Krankheitsverlauf unter IFN-B-Therapie und dem nachgewiesenen Nutzen
eines DMD-Wechsels bei unzureichender Wirkung [137], ist eine friihe Vorhersage der
Therapiewirkung wiinschenswert. Dies kdnnte dem Patienten schneller die optimale
immunmodulierende Therapie ermoglichen und Nebenwirkungen sowie sozio-
o0konomische Kosten durch ineffektive Medikamentenversorgung reduzieren. Daher ist ein
bedeutendes Ziel der aktuellen Forschung, einen pradiktiven Biomarker zu finden, der das
therapeutische Ansprechen und den klinischen Verlauf schon vor Initiierung einer IFN-B-
Therapie prognostizieren kann. In diesem Zuge sind molekularbiologische Marker in den

Fokus gertickt.

1.3.1 Molekularbiologische Biomarker

Als molekularbiologische Biomarker kénnen beispielsweise Variationen der DNA, RNA,
mikroRNA oder Proteine dienen. Als Untersuchungsmaterial zur Biomarkeranalyse eignen
sich bei MS-bezogenen Fragestellungen insbesondere zerebrale Gewebeproben sowie Blut
und Liquor. Blut hat hierbei einen besonderen Stellenwert, da es die peripheren
Immunprozesse der Erkrankung [13] widerspiegelt und zugleich einfach und risikoarm
gewonnen werden kann [138]. Im Rahmen der molekularen Biomarker-Forschung bei MS
werden haufig mononukledre Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mononuclear
Cells, PBMC) untersucht, welche aus Vollblut separiert werden kénnen und ein Gemisch
verschiedener Zellen des Immunsystems darstellen [139]. Zu den PBMC gehoren
vorwiegend zirkulierende Lymphozyten und Monozyten, in geringerem Anteil auch

dendritische und andere Zellen.
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PBMC kdnnen mit modernen Techniken auf verschiedenen Ebenen analysiert werden.
RNA-Messungen erlangen hierbei aktuell groBe Aufmerksamkeit. Sie erfassen die
messenger RNA (mRNA) als Transkriptionsprodukt aktiv exprimierter Gene, wodurch die
individuelle Expressionsstirke einzelner Gene bestimmt werden kann. Durch RNA-
Untersuchungen konnen dynamische Einflisse auf das Expressionsniveau beurteilt
werden und zu einem gewissen Grad sind Rickschlisse auf zelluldr vorhandene Protein-
und Enzymmengen moglich [138]. Zudem existieren Methoden zur parallelen Analyse des
kompletten Transkriptoms, also der gesamten, in einem Probenmaterial vorhandenen
RNA. Entsprechende Proteinbestimmungen sind methodisch deutlich schwieriger, mit

geringerer Sensitivitat und Spezifitat.

1.3.2 Messung der Genexpression

Zur Bestimmung der mRNA hat sich die quantitative Real-Time Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) als sensitive Messmethode bewdhrt. Ein
bestimmter RNA-Strang wird hierbei durch reverse Transkription in komplementdre DNA
(cDNA) umgeschrieben. Die resultierende cDNA wird anschlieRend mithilfe des Enzyms
DNA-Polymerase dupliziert und mit Farbsonden markiert. Durch mehrfach wiederholte
Duplikation wachst die Menge markierter cDNA exponentiell an, bis das Fluoreszenzsignal
der Sonden intensiv genug ist, um vor dem Hintergrundsignal detektiert zu werden. Die
Anzahl der PCR-Zyklen bis zur Detektion wird als Schwellenwert oder Cr-Wert bezeichnet
und lasst Rickschlisse auf die Menge urspriinglich vorhandener mRNA zu. Demnach
entspricht eine doppelte RNA-Ausgangsmenge einer Cr-Wert-Reduktion um einen Zyklus.

Die qRT-PCR ist jedoch nur zur gezielten Expressionsmessung einzelner Gene geeignet.

Mit der Entwicklung der sogenannten Mikroarray-Technik ist es moglich geworden, das
komplette Transkriptom zu bestimmen und quantitativ zu messen. Somit kann die
Expression des Genoms simultan zu einem bestimmten Zeitpunkt erfasst werden, was
auch als RNA-Profiling oder genomweites Expressionsscreening bezeichnet wird. Das
Prinzip der Mikroarray-Technik basiert auf der Bindung des zu untersuchenden Materials
an spezifische Sonden auf einem Mikrochip und wird im Folgenden exemplarisch anhand

des ,,GeneChip® HG-U133 Plus 2.0“ der Firma Affymetrix® erklart [140-142] (Abb. 3).
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Abb. 3: Funktionsweise eines Affymetrix® Mikroarray-Chips, vereinfachte Darstellung

Bei dem Mikrochip der Firma Affymetrix® (a) sind auf einer Flache von circa 1,6 cm’ (ber eine Million
sogenannter ,Probe“-Quadranten an definierter Stelle aufgebracht (b, c). Die zahlreichen Sonden innerhalb
jedes Probe haben eine spezifische, 25 Basen lange Oligonukleotid-DNA-Sequenz (verkiirzt in Blauténen
dargestellt), die komplementdr zu einem bestimmten RNA-Fragment eines Gentranskripts ist (d). Unter
Zugabe der zu analysierenden RNA-Fragmente (verkiirzt in Ockertonen dargestellt, RNA-Fragment-Lange
circa 35 — 200 Basen) kommt es zur Hybridisierung von Sonden und RNA-Molekiilen (d). Mittels Laser wird
anschlieBend das Lichtsignal der Fluoreszenzmarkierung (roter Punkt) an den RNA-Fragmenten jedes Probe

gemessen und somit ist die quantitative Bestimmung von Gentranskripten moglich.

Ein solcher Mikroarray-Chip ist in Uber eine Million sogenannter ,Probe“-Quadranten
unterteilt. Jeder Quadrant enthalt wiederum bis zu mehrere Millionen Kopien einer
spezifischen Oligonukleotid-Sonde (25 DNA-Basen), welche komplementdr zu einem
Teilabschnitt eines bestimmten Gentranskripts ist. Wird das aus Zellen extrahierte und
aufbereitete RNA-Untersuchungsmaterial auf den Chip gegeben, kommt es zur Bindung

der RNA-Fragmente an die komplementdren Sonden (Hybridisierung). Die gebundene,
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fluoreszenzmarkierte RNA jedes Probe-Quadranten kann anschlieBend quantitativ
gemessen werden. Ein Gentranskript wird in der Regel durch mehrere Probes (= Probeset)
reprasentiert. Die Leuchtintensitdt eines Probeset gibt somit Aufschluss Uber das
Expressionsniveau des entsprechenden Gens [143]. Durch die Mikroarray-Technik ist es
moglich, mit einer geringen Probenmenge die Expression aller auf dem Chip

reprasentierten Gene (lber 17.000) simultan zu messen [142].

1.3.3 Erhohte endogene Expression Interferon-stimulierter Gene und aktuelle

Studienlage

Durch serielles Expressionsscreening vor und nach IFN-B-Applikation konnten Gene
identifiziert werden, die durch IFN-B hoch- oder herabreguliert werden. Dies hat enorm
zum Verstandnis der molekularen Wirkmechanismen von IFN-B beigetragen und
zahlreiche IFN-regulierte Gene (IRG) identifiziert [144-147]. Zudem konnte gezeigt
werden, dass die pharmakodynamischen Effekte auf die Genexpression im peripheren
Blut nur von relativ kurzer Dauer sind und die mRNA-Level vieler IFN-stimulierter Gene
(ISG) innerhalb von vier Tagen wieder auf ein pratherapeutisches Expressionsniveau

zurickkehren [139, 148-150].

Durch Genexpressions-Studien wurde vielfach versucht, Gene zu identifizieren, deren
Transkriptlevel den individuellen klinischen Verlauf von MS-Patienten unter Therapie
vorhersagen konnen. In diesem Zusammenhang wurden zum einen medikamentos
induzierte Expressionsdanderungen, zum anderen aber auch pratherapeutische
Unterschiede der endogenen® Genexpression mit klinischen Verlaufsdaten beziiglich des
IFN-B-Therapieerfolgs korreliert. Uber 100 Gene und Genkombinationen wurden als
potentielle prognostische Biomarker postuliert [151]. Bis auf wenige Ausnahmen
(z.B. GPR3, DNM1, YEATS2) konnten diese jedoch nicht unabhangig bestatigt werden
[151]. Ein weiterer Vvielversprechender Biomarker wurde von Axtell et al
vorgeschlagen [152]. Sie berichteten eine Assoziation zwischen hoher Expression von

IL-17F und einem schlechteren Ansprechen auf IFN-B-Therapie mit vermehrten Schiiben.

! »,Endogen” wird in der Literatur mehrdeutig verwendet. Im Folgenden bezieht es sich auf die Bedeutung
,korpereigen” bzw. ,vom Korper produziert” im Gegensatz zu ,pharmakologisch induziert”.
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Jedoch konnte dieser Zusammenhang von Bushnell et al. nicht bestatigt werden [153]. Bis
dato konnte keiner dieser potentiellen prognostischen Biomarker im klinischen Alltag

etabliert werden.

Eines der prominentesten ISG ist Myxovirus Resistance Protein 1 (MX1). Dessen
gleichnamiges Genprodukt ist ein Protein mit GTPase-Aktivitdt, welches als helikales
Oligomer die Replikation diverser Viren behindert [154]. Es konnte gezeigt werden, dass
die Expression von MX1 die immunregulatorische Aktivitdt seines Induktors — IFN-B —
sensitiv widerspiegelt [155-157]. Daher gilt MX1 als Surrogatparameter fir die
Bioverfliigbarkeit und molekulare Bioaktivitdt von IFN-B. Labormedizinisch konnte die
guantitative Messung der MX1-mRNA fir den indirekten Nachweis von NAb in die
klinische Praxis implementiert werden und ist somit ein ntitzlicher Biomarker wahrend der

IFN-B-Therapie [158-161].

Gegenstand kontroverser Diskussion ist aktuell die Frage, ob die Expression von MX1
bereits vor Einleitung einer IFN-B-Behandlung den individuellen, langfristigen klinischen

Verlauf prognostizieren kann.

Van Baarsen et al. beobachteten, dass einige MS-Patienten schon vor Initiierung einer
IFN-B-Therapie eine erhohte endogene Expression von MX1 und anderen ISG aufwiesen
und somit eine verstirkte endogene IFN-Typ-l-dhnliche Aktivitdt zeigten [162]. Zudem
reagierten diese Patienten auf molekularer Ebene nicht addaquat auf IFN-B-Applikationen
[163]. Comabella et al. beschrieben daraufhin eine Assoziation zwischen pratherapeutisch
erhohter ISG-Expression und einem ungtinstigen klinischen Verlauf unter IFN-B-Therapie
[164]. Sie zeigten, dass die anschlieende therapeutische Induktion dieser I1SG bei Non-
Respondern ausblieb, bei Therapie-Respondern jedoch sehr ausgepragt war. Die verstarkte
IFN-Typ-I-Signatur fihrten sie auf endogen vermehrte Expression und Phosphorylierung
der IFN-B-Signalweg-Komponente STAT1 sowie auf erhdhte Level des IFN-a/B-Rezeptors 1
(IFNAR1) in Monozyten zuriick [165, 166]. Dariber hinaus fanden Axtell et al. bei
Patienten mit schlechtem Therapieansprechen hohere pratherapeutische Serum-
konzentrationen von IFN-B selbst, was durch Bustamante et al. auf Expressionsebene

bestatigt werden konnte [152, 165].
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Im Widerspruch zu diesen Studien beschrieben Feng et al. eine verminderte
ISG-Expression in Patienten mit aktiver MS, was sie auf unterschiedliche
STAT1-Phosphorylierungen zurlickflihrten [167]. Sie vermuteten, dass ein Defekt der
IFN-B-Signalwege den klinischen Verlauf unter Therapie vorhersagen konnte. Erhohte
endogene MX1-mRNA-Level beschrieben van der Voort et al. als ein prognostisch
glinstiges Charakteristikum, da sie eine Assoziation zwischen hoher pratherapeutischer
MX1-Expression und niedrigeren Schubraten sowie einem ldangeren schubfreien
Uberleben beobachteten [168]. Eine indirekte negative Korrelation zwischen der
endogenen IFN-Typ-l-dhnlichen Aktivitdit und der Krankheitsaktivitdt wurde von
Hesse et al. auch bei untherapierten Patienten berichtet. Hier zeigte sich ein positiver
Zusammenhang zwischen der Expression von MX1 und IL-10 sowie eine negative

Korrelation zwischen IL-10 und der Krankheitsaktivitat im MRT [169].

Trotz dieser zum Teil kontroversen Studienergebnisse, zeigen die zahlreichen
Assoziationen zum klinischen Verlauf, dass MX1 ein vielversprechender prognostischer
Biomarker ist. Jedoch bedarf es der unabhdngigen Validierung, ob die individuelle
endogene MX1-Expression den klinischen Verlauf der MS unter IFN-B-Therapie

vorhersagen kann.
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2.  Fragestellungen

Die MS ist eine entzlindliche Erkrankung des ZNS mit individuell sehr variablem Verlauf.
Eine international etablierte immunmodulatorische Pharmakotherapie stellt IFN-B dar,
jedoch ist das Ansprechen auf diese Therapie bei etwa 40 % der Patienten unzureichend.
Eine Vorhersage Giber den Krankheitsverlauf unter Therapie ist im Einzelfall bislang nicht
moglich, da kein entsprechender prognostischer Biomarker zur Verfiigung steht. Einige
MS-Patienten zeigen bereits vor |Initiierung einer IFN-B-Therapie eine verstdrkte
Expression von MX1 und anderen ISG, entsprechend einer endogenen IFN-Typ-I-dhnlichen
Aktivitat. Die Relevanz dieses Phanomens fir das individuelle Therapieansprechen wird

kontrovers diskutiert und die molekularen Ursachen konnten bislang nicht geklart werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die endogene MX1-Expression mit dem langfristigen
Krankheitsverlauf von MS-Patienten unter Therapie assoziiert. Hierbei wurden folgende

Fragen untersucht:

e \Welche pratherapeutische prognostische Relevanz ergibt sich aus einem
veranderten endogenen MX1-mRNA-Level beziiglich
- der klinischen Parameter Schubfrequenz und EDSS
- des paraklinischen Parameters MRT

unter IFN-B-Therapie Uber einen Beobachtungszeitraum von funf Jahren?

e Gibt es Unterschiede zwischen verschiedenen IFN-B-Praparaten bezlglich der
prognostischen Relevanz einer erhéhten pratherapeutischen MX1-Expression flr

den klinischen Verlauf unter Therapie?

Zur genaueren Charakterisierung des Expressionsverhaltens von MX1 wurden folgende

molekularbiologische Fragen analysiert:

e Wie verhdlt sich die MX1-Expression unter IFN-B-Therapie?

e Gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen IFN-B-Praparaten bezlglich des

Verhaltens der MX1-Expression im Therapieverlauf?

e Wie ist der physiologische Verlauf der MX1-Expression Uber die Zeit?
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Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen und regulatorischen Interaktionen, die
zu einer vermehrten Transkription des MX1-Gens fiuhren, wurden folgende Fragen

adressiert:

e Gibt es systembiologische Hinweise auf eine Ursache fir die individuell

unterschiedliche endogene MX1-Gensignatur?

e Welchen Einfluss hat eine IFN-B-Therapie auf die Expression der Signalweg-Gene

der IFN-Typ-I-Immunantwort?
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3. Material und Methoden

Eine Zusammenfassung des Studienkonzeptes wird in Kapitel 3.1 als Ubersicht gegeben.
Detaillierte Ausfiihrungen zu den einzelnen Teilaspekten der Studie finden sich in den

nachfolgenden Abschnitten.

3.1 Studiendesign

Aus Blutproben von 61 Patienten mit schubférmiger MS wurden Genexpressionsprofile
mit Mikroarray-Technik erstellt, bevor eine IFN-B-Therapie eingeleitet wurde. Anhand der
MRNA-Level des MX1-Gens (als Surrogatparameter der endogenen IFN-B-Aktivitat)
erfolgte die Einteilung der Patienten in zwei Gruppen, MX1hoch und MX1piedrig. Nach einem
Monat unter Therapie folgten erneute  Genexpressionsmessungen aller
Studienteilnehmer. AnschlieBend wurden die Patienten (ber flinf Jahre regelmaRig
klinisch beobachtet und der Krankheitsverlauf zwischen den beiden Kohorten verglichen.
Paraklinische MRT-Untersuchungen erfolgten tber sieben Jahre bei klinischer Indikation.

Eine Zusammenfassung der Datenerhebung und Gruppeneinteilung zeigt Abb. 4.

Um die molekulare Ursache einer unterschiedlichen IFN-B-Aktivitdt besser zu verstehen,
wurden dariber hinaus die intrazelluldaren IFN-B-Signalwege aus der aktuellen Literatur
konstruiert [170]. Die Expression der darin beteiligten Signalweg-Gene wurde zwischen
den Patientengruppen MX1poch und MX1,ieqrig Verglichen, sowohl vor Therapiebeginn, als
auch nach einem Monat unter Therapie. Zudem wurde die Genexpressionsanderung jeder
Kohorte zwischen den beiden Zeitpunkten analysiert. Abb.5 zeigt ein Schema der

durchgefiihrten Genexpressionsvergleiche.
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Abb. 4: Ubersicht der Datenerhebung, Kohortenbildung und Therapieschemata

Die Einteilung der MS-Patienten erfolgte entsprechend der pratherapeutischen MX1-Transkriptlevel in
#MXLpoen® und ,MX1nearig”. Aufgrund unterschiedlicher Therapieschemata der drei IFN-B-Praparate
(s.c. IFN-B-1a: dreimal pro Woche, s.c. IFN-B-1b: alle 2 Tage; i.m. IFN-B-1a: einmal pro Woche) resultieren
unterschiedliche Zeitspannen zwischen Medikamentengabe und zweiter Blutabnahme, was einen Einfluss
auf die gemessenen mRNA-Level hat [139, 149, 150]. Daher wurden fir alle Genexpressions-Vergleiche nur
Patienten beriicksichtigt, die s.c. IFN-B-Prdparate erhielten. Klinische Verlaufskontrollen der Patienten
erfolgten (ber finf Jahre durch Dokumentation aufgetretener Schibe und Erhebung des
Behinderungsgrades entsprechend der Expanded Disability Status Scale (EDSS). MRT-Befunde wurden
wahrend eines siebenjdhrigen Zeitraums bei klinischer Indikation erhoben. Fir klinische und paraklinische

Vergleiche wurden Patienten aller Therapiegruppen eingeschlossen.
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Abb. 5: Ubersicht der Genexpressions-Vergleiche

Fiir jedes Gen der IFN-B-Signalwege wurde die mittlere Expression in den beiden Kohorten (MX1;. und
MX1iedrig) zU zwei Zeitpunkten verglichen — vor Therapiebeginn (Baseline) und nach einem Monat
regelmiBiger IFN-B-Applikation. Zudem wurden Anderungen der Genexpression zwischen den

Messzeitpunkten fiir beide Patientengruppen separat analysiert.

Vor Studienbeginn wurde von allen Patienten nach Aufkldarung Gber Inhalt und etwaige
Risiken der Studie das schriftliche Einverstandnis zur Teilnahme eingeholt. Die Studie
wurde von der  Ethikkommission der  Universitit  Rostock  genehmigt

(Reg.-Nr. Il HV 27/2003) und erfolgte gemaR der Deklaration von Helsinki.

Fir die Analysen dieser Arbeit wurden Patientendaten und Mikroarray-Datensitze aus
vorherigen Studien der Sektion Neuroimmunologie der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie
der Universitit Rostock verwendet [145-147]. Im Folgenden wird ein Uberblick tber die
Erhebung und Prozessierung der klinischen und paraklinischen Daten sowie der

Genexpressionsdaten gegeben.
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3.2 Patientenkollektiv

An dieser Studie nahmen 61 Patienten (42 weiblich, 19 mannlich) der Klinik und Poliklinik
fir Neurologie der Universitat Rostock teil. Diese wurden (iber einen Zeitraum von
dreieinhalb Jahren zwischen Oktober 2001 und Februar 2005 rekrutiert. Bei allen
Patienten wurde eine schubférmig-remittierende Multiple Sklerose nach den McDonald-
Kriterien von 2001 (Tab. A-3) diagnostiziert [38]. Eine eingeleitete Interferontherapie
erfolgte mit s.c.IFN-B-1a (3x22 pug oder 3x44ug/Woche; n=12), s.c.|IFN-B-1b
(250 pg jeden zweiten Tag; n=25) oder i.m. IFN-B-1a (1 x 30 ug / Woche; n=24). In der
Regel erhielten die Patienten in der Vergangenheit noch keine immunmodulatorische oder
zytotoxische Therapie (93 % der Studienteilnehmer); die Ubrigen 7% wurden nach
mehrmonatiger Schwangerschafts- oder Nebenwirkungs-bedingter Therapiepause
rekrutiert. Bei 95 % der Patienten erfolgte 30 Tage vor Studienbeginn keine

GCS-Schubtherapie.

Das Patientenalter zu Therapiebeginn lag zwischen 18 und 63 Jahren (Mittelwert:
38 Jahre, Standardabweichung: 10 Jahre). Fiir 53 Patienten betrug der Zeitraum zwischen
Diagnosestellung und Therapiebeginn weniger als neun Monate, flir die lbrigen acht

Patienten zwischen 25 und 134 Monaten.

3.3 Erhebung klinischer und bildgebender Verlaufsdaten

Zur Einschatzung des klinischen Zustandes der Patienten bei Studienbeginn wurden vor
Therapieinitiierung (Baseline) die Anzahl von Schiiben in den vorangegangen zwolf
Monaten erfasst und der Grad der Behinderung mittels EDSS beurteilt. Anschlieflend
wurden bei allen Patienten nach sechs Monaten, zw6lf Monaten und nachfolgend jahrlich
das Auftreten von Krankheitsschilbben dokumentiert sowie EDSS-Werte erhoben. Der
Beobachtungszeitraum erstreckte sich tiber flinf Jahre und die Fortfihrung der klinischen
Datenerhebung und -dokumentation erfolgte, wenn moglich, auch im Falle eines

vorzeitigen Therapieabbruchs.
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Bildgebende Untersuchungen erfolgten in Form kranialer Magnetresonanztomographien
(cMRT) in 1,5 Tesla Tomographen mit einer Schichtdicke von 5 mm. Bei 58 der 61
Patienten wurde binnen eines Jahres vor Studienbeginn eine kraniale MRT-Untersuchung
durchgefuhrt, welche als Ausgangswert fir die bildgebende Beurteilung des
Krankheitsverlaufs gewertet wurde (Baseline-cMRT). Die Aufnahmen erfolgten in
T2-Wichtung sowie T1-gewichtet vor und nach Gd-KM-Applikation. Beurteilt wurden die
Darstellung von T2-Hyperintensitdten (T2-Lasionen), T1-Hypointensitdten (T1-Ldsionen),
KM-aufnehmenden Lasionen in T1-Wichtung (T1 mit KM), sowie die globale Atrophie des
Gehirns gemessen am Durchmesser des lll. Ventrikels (Atrophie). Diese Parameter wurden
rein qualitativ erfasst und kategorisiert in ,normal“ oder ,pathologisch’. MRT-
Verlaufskontrollen der einzelnen Patienten wurden Uber einen Zeitraum von sieben
Jahren unregelmaRig bei klinischer Indikation durchgefiihrt. Hierbei erfolgte ein Vergleich
des Verlaufs-cMRT mit dem Baseline-cMRT und jede Veranderung der vier Parameter
wurde qualitativ beurteilt und eingeteilt in ,verschlechtert”, ,unverandert” oder
verbessert”. Als Verschlechterung galt fir die entsprechenden Parameter mindestens
eine neue T2-Lasion, neue T1-hypointense oder KM-aufnehmende Ldsionen bzw. die

Zunahme des Ventrikeldurchmessers um = 1,5 mm.

3.4 Probengewinnung, -prozessierung und Mikroarray-Analyse

Jedem Patienten wurden vor Therapiebeginn und nach einem Monat unter Therapie
jeweils 15 ml peripher-venoses Blut abgenommen. Die Blutabnahmen erfolgten hierbei
jeweils vor der nachsten IFN-B-Applikation. Zum Zeitpunkt der Blutabnahme gab es keinen
klinischen oder labormedizinischen (erhdhte Leukozytenzahlen, erhéhte CRP-Werte)

Hinweis auf eine akute Infektion.

Aus den Blutproben wurden PBMC mittels Ficoll-Dichtegradienten separiert, nachfolgend
lysiert und die Gesamt-RNA mithilfe des ,RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) extrahiert. Eine
Qualitatskontrolle der gewonnenen RNA erfolgte mit dem ,,2100 Bioanalyzer” (Agilent
Technologies). Die Gesamt-RNA wurde nach standardisierter Vorgehensweise prapariert,
revers transkribiert und die resultierende cDNA wiederum in Biotin-markierte cRNA

umgeschrieben. Nach Fragmentierung der cRNA erfolgte die Hybridisierung auf
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Oligonukleotid-Mikroarrays (Affymetrix® HG-U133 A und B fur i.m.IFN-B-1a und
s.c. IFN-B-1b oder Plus 2.0 fiir s.c. IFN-B-1a) gemaR der Herstellerangaben [143].

Nach dem Scannen der Arrays erfolgte die Berechnung der Genexpressionslevel mithilfe
der ,GeneChip Operating Software” (GCOS 1.4) und dem statistischen Algorithmus
,MAS5.0“ (Mikroarray Analysis Suite 5.0) der Firma , Affymetrix®“. Mit den Fortschritten
der Genomforschung hat sich die Gen-Annotation gedndert, wodurch manche der Probes
auf den Affymetrix® GeneChips zu keinem Transkriptionsprodukt passen und andere
gleich mehrere binden. Um derartige Probes aus der Analyse auszuschlielfen, wurde ein
sogenannter ,custom Chip Definition File“ (Version 2.1.0) angewandt [171, 172]. Die
Probeset-Gen-Zuordnung basierte hierbei auf den aktuellen Informationen der
Datenbanken ,GeneAnnot“ (Version 1.9) [173, 174] und ,GeneCards” (Version 2.41)
[175, 176]. Die Primaranalyse der Probe-Signalintensititen erfolgte in der

Programmierumgebung ,R“ (R Foundation for Statistical Computing).

Durch das beschriebene Vorgehen konnte zu jedem der 61 MS-Patienten an zwei
verschiedenen Zeitpunkten ein Expressionsprofil von jeweils Uber 17.000 Genen
gewonnen werden. Die kompletten Datensdtze konnen uUber die Gene-Expression-
Omnibus-Datenbank (GEQ) [177, 178] eingesehen werden (GEO-Eintragungsnummern:
GSE19285, GSE24427, GSE33464).

3.5 Einteilung der Studienkohorten

Basierend auf dem Baseline-Transkriptlevel von MX1 wurden die Patienten in zwei
Gruppen eingeteilt. Die gemessenen MX1-Signale reichten von einem Wert von 875 bis zu
11.588. Ein Grenzwert wurde bei 3.000 gelegt, was genau dem zweifachen Standardfehler
(Standard Error, SE) oberhalb des Mittelwertes entsprach. Folglich konnten Werte
oberhalb von 3.000 als erhoht gegenliber dem Durchschnitt betrachtet werden. Patienten,
deren MX1-Level oberhalb des Grenzwertes lag, wurden der Kohorte MX1oc zugeordnet

(n=11), Patienten mit niedrigeren Werten bildeten die Gruppe MX1jedrig (N=50).
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Um mogliche pratherapeutische Unterschiede der Kohortenzusammensetzung zu
erkennen, wurden die Patientengruppen MX1poch und MX1niearig in Bezug auf folgende
Parameter miteinander verglichen: Patientenalter und EDSS vor Studienbeginn,
Zeitspanne zwischen Diagnosestellung und Studienbeginn, sowie Anzahl von Schiiben in
den letzten 12 Monaten vor Studienbeginn. Hierzu wurde der zweiseitige t-Test
herangezogen mit einem Signifikanzlevel von a=0,05. Die Geschlechtsverteilung
innerhalb der Kohorten sowie die Patientenanzahl pro IFN-B-Praparat wurden mithilfe des

exakten Fisher-Tests bei einem Signifikanzlevel von a = 0,05 verglichen.

3.6 Statistische Analyse der klinischen und paraklinischen Verlaufsdaten

Die statistischen Tests dieser Studie wurden, soweit nicht anders beschrieben, mit der

Software ,,PASW Statistics“ (Version 18.0.0, SPSS Inc.) durchgefiihrt.

3.6.1 Schubfrequenz und Expanded Disability Status Scale

Zur Eruierung der prognostischen Bedeutung einer erhéhten Baseline-MX1-Expression
wurden die Gruppen MX1poch und MX1piearig im Hinblick auf den langfristigen klinischen
Krankheitsverlauf tber funf Jahre verglichen. Hierzu wurden die mittleren EDSS-Werte
sowie die kumulative Anzahl von Schiiben mittels t-Test mit Welch-Korrektur (bei
inhomogenen Varianzen) gegeniibergestellt (Signifikanzlevel a=0,05). AnschlieRend
wurden diese Analysen separat fiir die drei einzelnen IFN-B-Prdparate wiederholt, um
mogliche medikamentenspezifische Unterschiede zu evaluieren. Ein Interaktionseffekt
zwischen den Patientengruppen und den drei Praparaten auf die Schubrate
beziehungsweise den EDSS-Wert wurde durch eine Varianzanalyse (Analysis of Variance,
ANOVA) mit F-Statistik geprift [179]. Eine graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte

mit ,,SigmaPlot” (Version 10.0, Systat Software Inc.).

Zusitzlich erfolgte eine vergleichende Analyse des schubfreien Uberlebens
in den Kohorten MXlhoeh und MXlpiearig durch Konstruktion rechts-zensierter
Kaplan-Meier-Kurven in ,PASW Statistics”. Die Kurven beider Gruppen wurden mittels

Log-Rank-Test und proportionaler Hazard-Regression nach Cox auf eine signifikante
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Abweichung getestet. Dies wurde anschlieRend ebenfalls fiir die drei IFN-B-Prdaparate

einzeln durchgefihrt.

3.6.2 Magnet-Resonanz-Tomographie

Die prognostische Relevanz der endogenen MX1-Expression auf den paraklinischen
Krankheitsverlauf in der MRT wurde ebenfalls untersucht. In diese Analyse wurden alle
Patienten eingeschlossen, deren bildmorphologischer Verlauf durch mindestens zwei
(Baseline und Verlauf) MRT-Untersuchungen beurteilt werden konnte. Um den
betreffenden Patientenanteil zu vergrofRern, wurde der Beobachtungszeitraum fir die
paraklinische Analyse um weitere 24 Monate auf sieben Jahre erweitert. Ein Vergleich
zwischen den Patienten der MX1hoh- und MX1,iedrig-Kohorte erfolgte separat fir jeden
MRT-Parameter (T2-Lasionen, T1-Ldsionen, T1 mit KM und Atrophie). Hierflir wurde die
Verteilung der Befunde ,verbessert”, ,unverdndert” oder ,verschlechtert” innerhalb
beider Kohorten mithilfe des exakten Fisher-Tests in der Programmierumgebung ,R“
gegenlbergestellt (Signifikanzlevel a =0,05). Auf diese Weise wurden die Baseline-
Befunde sowie folgende Beobachtungszeitraume analysiert: 2.-3. Jahr, 4.-5. Jahr, 6.-7. Jahr,

1.-7. Jahr. Bei Mehrfachuntersuchungen eines Patienten innerhalb eines Zeitraums wurde

der jeweils schlechtere MRT-Befund bericksichtigt.

3.7 Statistische Analyse der MX1-Expression

Fir statistische Vergleiche der Genexpressionsdaten wurden lediglich Patienten
beriicksichtigt, die s.c. IFN-B-Praparate erhielten (s.c. IFN-B-1a, s.c. IFN-B-1b). Dies ist der
unterschiedlichen Applikationshaufigkeit von s.c. IFN-B (drei bis vier Injektionen pro
Woche) und i.m.IFN-B (eine Injektion pro Woche) geschuldet, wodurch folglich
verschiedene Zeitintervalle zwischen zwei aufeinanderfolgenden Injektionen resultieren.
Da die Blutabnahmen stets vor der ndchsten Injektion stattfanden, ergibt sich eine
unterschiedliche Zeitspanne zwischen letzter IFN-B-Applikation und Blutabnahme
(Abb. 4), was nach heutigem Wissensstand einen erheblichen Einfluss auf die gemessenen

mMRNA-Level hat (Kapitel 1.3.3).
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Zunachst wurde die Signifikanz der unterschiedlichen MX1-Expression zwischen den
beiden Kohorten geprift. Hierzu erfolgte ein Vergleich der MX1-mRNA-Level beider
Gruppen sowohl zu Baseline als auch nach einem Monat Interferongabe unter
Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests (Wilcoxon-Rangsummentest fiir unverbundene

Stichproben).

AnschlieBend wurde die Wirkung von IFN-B auf die Expression des MX1-Gens beurteilt.
Hierzu erfolgte innerhalb jeder Kohorte ein Vergleich der Expression zu Baseline mit dem
Expressionslevel nach einem Monat, woflir der Wilcoxon-Rangsummentest fir
verbundene Stichproben Anwendung fand. Fir das Signifikanzlevel wurde a=0,01
gewahlt. Eine Visualisierung der Verteilung der MX1-Daten wurde mit der Funktion

,ehplot” [180] des R-Softwarepaketes ,plotrix“ [181] erstellt.

Diese Analysen erfolgten im Anschluss noch einmal separat fir die Patienten der
jeweiligen IFN-B-Praparate, um medikamentenspezifische Unterschiede in der MX1-
Modulation zu evaluieren. Fiir diese, nach Therapieform getrennte Betrachtung, wurde

zusatzlich die Patientengruppe mit einbezogen, welche i.m. IFN-B-1a erhalten hatte.

3.8 Analyse der physiologischen MX1-Expression in einer gesunden Kohorte

Es stellte sich die Frage, ob die erhohte Expression des MX1-Gens eine charakteristische
Eigenschaft einiger MS-Patienten war, oder nur ein temporares Phanomen zum Zeitpunkt
der Blutabnahme darstellte. Beispielsweise konnte die Interferonaktivitdt der PBMC in
MX1hoch-Patienten durch eine subklinische akute Virusinfektion nur voriibergehend
gesteigert gewesen sein. Zur Kldrung dieser Frage sollte der langfristige physiologische
Verlauf der MX1-Expression in gesunden Personen analysiert werden. Zu diesem Zweck
wurde die GEO-Datenbank im August 2011 nach geeigneten Datensatzen durchsucht und
der Affymetrix® Mikroarray-Datensatz von Karlovich et al. ausgewdhlt (GEO-
Eintragungsnummer: GSE16028). Dieser enthdlt Vollblut-Genexpressionsmessungen von
22 gesunden Testpersonen, gemessen zu fiunf verschiedenen Zeitpunkten Uber eine
Spanne von sechs Monaten [182]. Die Rohdaten wurden in gleicher Weise pra-prozessiert

wie die Daten der MS-Patienten (Kapitel 3.4). AnschlieRend wurde die Korrelation der
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MX1-Level zu Studienbeginn und nach sechs Monaten mittels Spearman
Rangkorrelationskoeffizienten beurteilt. Es folgte zudem eine Varianzanalyse, um den
Einfluss von Alter, Geschlecht, Zeitpunkt und individuellem Probanden® auf die
gemessenen MX1-Transkriptmengen zu erfassen. Das lineare ANOVA-Modell mit

F-Statistik wurde mithilfe des R-Programms ,,car” [183] berechnet.

3.9 Konstruktion der Interferon-B-Signalwege

Zur Untersuchung der molekularen Ursache fiir die individuell unterschiedliche MX1-
Expression vor Therapiebeginn wurden involvierte Signalwege eingehender betrachtet. Da
die MX1-Transkription physiologischerweise durch IFN-B induziert wird, wurden zunéchst
die Gene eruiert, welche in den IFN-B-assoziierten Signalwegen involviert sind; entweder
in Signalwegen, welche die IFN-B-Expression regulieren, oder in Signalwegen, die durch
IFN-B aktiviert werden. Zu diesem Zweck wurde die PubMed-Datenbank [184] nach
Review-Artikeln durchsucht, welche diese Signalwege beschrieben und deren Publikation
maximal finf Jahre zuricklag. Hierbei konnten elf relevante Veréffentlichungen
ausgewdhlt werden [81, 82, 126, 185-192]. Aus diesen wurden Gene und deren
Interaktionen extrahiert, sofern sie redundant in mehreren Artikeln genannt wurden.
AnschlieBend wurde ein Netzwerk aus den entsprechenden Genen konstruiert mit
Darstellung der verschiedenen Interaktionen (z.B. Bindung, Aktivierung, Inhibierung). Die
Visualisierung erfolgte mit dem Programm ,Cytoscape” (Version 2.8.1, Cytoscape

Consortium) [193, 194].

3.10 Expressionsanalysen der Interferon-B-Signalweg-Gene

Im Anschluss wurden zu allen Signalweg-Genen die Expressionsdaten der MS-Patienten
extrahiert und analysiert. Zunachst wurde fir jedes Gen Uberprift, ob eine signifikante
Korrelation besteht zwischen Expressionshéhe und den klinischen Baseline-Daten (Alter

und EDSS zu Therapiebeginn, Geschlecht, Zeitspanne zwischen Diagnose und

2 ,Proband” bezeichnet in der vorliegenden Arbeit ausschlieRlich gesunde Testpersonen.
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Therapiebeginn, Schubhaufigkeit binnen 12 Monaten vor Therapie). Hierfiir fand der
Pearson-Korrelationskoeffizient Anwendung. Aufgrund der multiplen Testung
(Korrelationstest fiir jedes Gen mit jedem Baseline-Parameter) steigt das Risiko, dass ein
Test zufillig eine Korrelation ergibt, da sich die Irrtumswahrscheinlichkeiten (a) der
einzelnen Tests aufsummieren. Aus diesem Grund wurde eine a-Adjustierung mit

o = 0,001 gewahlt und nur kleinere p-Werte als statistisch signifikant gewertet.

Bei den folgenden Expressionsanalysen wurden wiederum lediglich Patienten
berticksichtigt, welche s.c. IFN-B-Praparate erhielten (Kapitel 3.7). Fir jedes Signalweg-
Gen erfolgte ein Vergleich der Baseline-Expression zwischen den MX1,»-Patienten und
den MXlpiearig-Patienten unter Anwendung des Mann-Whitney-U-Tests auf einem
Signifikanzniveau von a = 0,01. Zur Beurteilung der IFN-B-Wirkung auf die Transkription
der Signalweg-Gene wurde in gleicher Weise die RNA-Menge jedes Gens nach einem
Monat regelmaliger IFN-B-Applikation zwischen den Kohorten verglichen. Zudem wurden
therapieabhdngige Expressionsdnderungen innerhalb jeder Patientengruppe evaluiert.
Hierzu erfolgte flr beide Kohorten eine Betrachtung der mRNA-Level nach dem ersten
Therapiemonat im Vergleich zu den Baseline-Werten unter Anwendung des Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Tests. Expressionsunterschiede mit einem p-Wert<0,01 wurden als

statistisch signifikant angesehen.

Zur Darstellung von Unterschieden und Anderungen der Expression der Signalweg-Gene

im Netzwerk wurden die Daten in Cytoscape importiert und visualisiert.

3.11 Analyse der Transkriptionsfaktorbindungsstellen

Das Muster der zu Baseline differentiell exprimierten Gene wurde auf eventuell
bestehende genregulatorische Interaktionen untersucht. Hierfiir erfolgte eine Analyse der
Transkriptionsfaktorbindungsstellen (TFBS) in den Promotorbereichen der Signalweg-
Gene. Ausgangspunkt der Analyse bildeten diejenigen Gene, welche am Ende der
betreffenden Signalwege stehen und als Transkriptionsfaktoren direkt an die
chromosomale DNA binden kbénnen. Es wurde Uberprift, ob fir diese

Transkriptionsfaktoren passende Bindungsstellen in den regulatorischen DNA-Abschnitten
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der anderen Signalweg-Gene vorhanden sind. Als regulatorische Region wurde derjenige
DNA-Abschnitt definiert, der 1.000 Basenpaare in 3‘- und 5‘-Richtung der entsprechenden
Transkriptions-Startstelle liegt [195]. Die Startpositionen entstammen der GeneCards-
Datenbank (Version 2.41). Innerhalb der regulatorischen Regionen erfolgte die TFBS-
Analyse mithilfe computerbasierter Vorhersagen Uber evolutiondar konservierte TFBS,
welche von dem ,tfbsConsSites track” (Version hgl8) [196] der UCSC- (University of
California, Santa Cruz) Datenbank gewonnen wurden [197]. Hierbei handelt es sich um in
silico Vergleiche der Basensequenz im zu untersuchenden Genabschnitt mit der
Basenabfolge bekannter Bindemotive des jeweiligen TFs, wobei Bindemotiv-
Informationen der offentlichen Transfac-Datenbank [198] entstammen. Um die Spezifitat
der Sequenziibereinstimmungen zu erhohen, wurden diejenigen TFBS gefiltert, die
evolutiondr zwischen Mensch, Maus und Ratte konserviert sind, da phylogenetisch

erhaltene DNA-Bereiche mit hoherer Wahrscheinlichkeit regulatorisch relevant sind [199].

3.12 Validierung der Mikroarray-Daten mittels PCR

Die RNA-Proben der MS-Patienten wurden verwendet, um die mRNA-Level fiir 14 der
ermittelten Signalweg-Gene nachtraglich mittels gRT-PCR nachzumessen. Zuvor wurden
Quantitdt und Qualitdt der RNA mittels UV-Spektrometer (,NanoDrop 1000 Thermo
Scientific) und ,, 2100 Bioanalyzer” (Agilent Technologies) liberprift. Ausreichende RNA-
Mengen waren bei 44 der 61 MS-Patienten in beiden Blutproben (Baseline, nach einem
Monat) vorhanden. Von jeder Probe wurden 0,2 pg Gesamt-RNA revers transkribiert unter
Anwendung des , High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit“ (Applied Biosystems). Mit
Hilfe des ,,7900HT Sequence Detection System” (Applied Biosystems) wurde die so
gewonnene, stabilere cDNA anschlieffend in 384-Well-Platten mit vorgefertigten TagMan-
Reagenzien und -Primern nach Herstellerangaben quantifiziert. Die Fluoreszenzmessung
erfolgte wahrend jedes PCR-Zyklus und Schwellenwerte (Cr-Werte) wurden automatisch
mithilfe der Programme ,,SDS 2.3“ und ,RQ Manager 1.2“ (Applied Biosytems) berechnet.
Fir vier Patienten wurden die PCR-Messungen wiederholt und aus den Einzelmessungen

jeweils der Cr-Mittelwert gebildet.
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Zur Validierung der Mikroarray-Ergebnisse wurde geprift, ob die PCR-Daten mit den
Mikroarray-Daten korrelieren. Hierflir wurden Spearman Rangkorrelationskoeffizienten

und p-Werte in der Programmierumgebung ,R“ berechnet.

Von den insgesamt 44 MS-Patienten, fiir die eine PCR-Nachbestimmung durchgefiihrt
werden konnte, gehorten neun Patienten zur MX1p.n-Kohorte und 35 Patienten zur
MX1niedrig-Kohorte. Fiir jedes der 14 nachbestimmten Gene folgten verschiedene
kohorten- und zeitabhéngige Vergleiche der C;-Werte. Dies geschah in exakt der gleichen
Weise, wie schon zuvor fir die Mikroarray-Daten beschrieben. Folglich wurden die
Expressionslevel der Gruppen sowohl zu Baseline als auch nach einem Monat Therapie
gegenubergestellt und ebenfalls die Expressionsanderungen zwischen den beiden

Zeitpunkten fir jede Gruppe analysiert (Kapitel 3.10).
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4. Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Von den 61 Studienteilnehmern konnten 55 Patienten kontinuierlich Gber den gesamten,
flinfjdhrigen klinischen Beobachtungszeitraum an der Klinik und Poliklinik fir Neurologie
der Universitat Rostock nachverfolgt werden. Diese 55 Patienten erlitten durchschnittlich
1,7 Schiibe (SE: 0,27) wahrend des Beobachtungszeitraums, was einer mittleren jahrlichen
Schubrate von 0,34 entspricht. Nach fiinf Jahren waren 40 % der Patienten schubfrei und
die Gbrigen Patienten hatten durchschnittlich 2,8 Schibe (SE:0,32) erlitten (mittlere
jahrliche Schubrate: 0,56). Der mittlere EDSS-Wert lag zu Studienbeginn bei 1,8 (SE: 0,16)
und stieg binnen der flinf Jahre auf 2,7 (SE: 0,23). Die IFN-B-Therapie wurde bei insgesamt
20 Patienten vorzeitig beendet. Grinde hierflir waren Kinderwunsch, Nebenwirkungen,

Krankheitsprogression, Wohnortwechsel oder fehlende Adharenz.

40



Ergebnisse

Von den 61 rekrutierten RRMS-Patienten zeigten 11 Patienten zu Studienbeginn erhohte
endogene MX1-Expressionslevel. Sie wurden der Studienkohorte MX1y.cn zugeteilt. Die

ubrigen 50 Patienten bildeten die Kohorte MX1,eqrig (Abb. 6).

MX1

niedrig

A Al
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10.000 A

8.000 -
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MX1 mRNA - Level

2.000 -

MS-Patienten (n=61)
Legende

mmm s.c. IFN-beta-1a @ s.c. IFN-beta-1b mmm i.m.|FN-beta-1a

\ Mittelwert +/- 2*Standardfehler /

Abb. 6: Kohorteneinteilung der Studienpopulation

Dargestellt sind die pratherapeutisch gemessenen MX1-mRNA-Level aller 61 MS-Patienten. Die
Expressionshohe diente als Kriterium der Kohorteneinteilung, wobei der zweifache Standardfehler oberhalb
des Mittelwertes den Grenzwert bildete (MX1-mRNA-Level: 3000). Patienten mit héheren Werten wurden
der Kohorte MX1,0, zugeordnet (n=11), Patienten mit geringerer Expression bildeten die Gruppe MX1,edrig
(n=50). Farblich hervorgehoben ist die jeweilige, anschlieRend eingeleitete IFN-B-Therapieform. Man

beachte die schiefe Verteilung der Messwerte.
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Es ergab sich kein signifikanter pratherapeutischer Unterschied zwischen den beiden

Patientengruppen in Bezug auf die Baseline-Parameter (Tab. 3).

Tab.3: Vergleich der Kohorten beziiglich demographischer und klinischer Baseline-

Parameter
Demographische und klinische Parameter MX1hocn (N=11) | MX1pieqrig (n=50) | p-Wert
Alter zu Studienbeginn (Jahre) 34,8+8,7 38,3+10,4 0,31
Zeit Diagnosestellung bis Studienbeginn (Monate) 2,4+24 11,6 + 26,6 0,26
Anzahl von Schiiben im Jahr vor Studienbeginn 1,2+0,4 0,9+0,6 0,17
EDSS-Wert zu Studienbeginn 2,0+1,5 1,7+1,1 0,51
Geschlecht (weiblich/mannlich) 8/3 34/16 1,00
Verabreichtes IFN-B-Praparat (1aim./1a sc./1b sc.) 4/3/4 20/9/21 0,83

Fiir die oberen vier Parameter sind Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Unterschiede zwischen
den Patientengruppen MX1yon und MX1eqig Wurden mittels zweiseitigen t-Tests auf Signifikanz geprift.
Geschlechtsverteilung und die Anzahl an Patienten pro IFN-B-Prdparat sind in absoluten Zahlen angegeben.

P-Werte wurden hierfur mittels exakten Fisher-Tests berechnet.

4.2 Vergleich des klinischen und paraklinischen Verlaufs in Abhangigkeit der

endogenen MX1-Expression

4.2.1 Schubfrequenz und Expanded Disability Status Scale

Die prognostische Bedeutung einer erhéhten pratherapeutischen MX1-Expression auf den
klinischen Krankheitsverlauf wurde untersucht. Hierfiir erfolgte ein Vergleich der Kohorten
MX1hoch und MX1piearig beziiglich ihrer Schubraten und EDSS-Werte (iber finf Jahre.
Berlcksichtigt wurden alle Patienten, welche Uber den kompletten Studienzeitraum

klinisch evaluiert wurden (MX1hoch: N=10; MX1pjedrig: N=45).
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Die mittlere kumulative Schubanzahl wurde zwischen MX1yocn und MX1yieqrig Nach sechs
Monaten, zwolf Monaten und anschlieRend jahrlich verglichen. Zu keinem Zeitpunkt
ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die mittlere Fiinf-
Jahres-Schubrate betrug 1,6 (SE:0,7) in der MXlnon-Gruppe und 1,7 (SE:0,3) bei
MX1 piegrig-Patienten (Abb. 7).

2,0 +
[}
2
2 1,0+
(S}
(%)
+ Mthoch
—— IVIX]'niedrig
0,0 T T T T T T
6 12 24 36 48 60

Beobachtungszeit (Monate)

Abb. 7: Mittlere kumulative Schubanzahl der beiden Kohorten

Dargestellte Punkte zeigen die mittlere Schubanzahl seit Studienbeginn flir MX1,,.,-Patienten (rot, n=10)
und MX1,edrig-Patienten (schwarz, n=45). Die Kurven der beiden Gruppen zeigen einen sehr &hnlichen

Verlauf. Fehlerbalken reprasentieren Standardfehler.

Entsprechende Ergebnisse lieferte auch die Analyse des schubfreien Uberlebens in den
beiden Patientengruppen. Die hierfiir konstruierten Kaplan-Meier-Kurven der Kohorten
MX1hoch und MX1,iedrig zeigten einen sehr dhnlichen Verlauf. Insbesondere wahrend der
ersten zwei Jahre war der Anteil an Patienten, die einen Schub erlitten, nahezu identisch.
Nach funf Jahren waren noch 5 der verbliebenen 10 MX1,.h-Patienten und 17 der 45
MX1niedrig-Patienten schubfrei. Uber funf Jahre betrachtet ergaben der Log-Rank-Test
(p-Wert = 0,424) und die Hazard-Ratio (HR =0,68; Konfidenzintervall: 0,27-1,76) keinen

signifikanten Unterschied im Anteil schubfreier Patienten in den Kohorten (Abb. 8).
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Abb. 8: Schubfreies Uberleben beider Patientengruppen

Die Kurven reprasentieren den Anteil an Patienten, die seit Studienbeginn keinen Schub erlitten. Absolute
Patientenzahlen zeigt untenstehende Tabelle. Vertikale Striche entsprechen rechts-zensierten
Studienabbrechern (n=3). Der Kurvenverlauf der beiden Patientengruppen (MX1poehn: rot; MX1pieqrig: SChwarz)
stellte sich insbesondere wahrend der ersten 18 Monate sehr dhnlich dar. Auch statistisch ergab sich kein

signifikanter Unterschied.

Des Weiteren wurden die EDSS-Werte als MaR des Behinderungsgrades zwischen den
beiden Gruppen verglichen. Die Werte der einzelnen MS-Patienten zeigten hierbei
erhebliche interindividuelle Unterschiede und zum Teil auch intraindividuelle
Schwankungen (ber die Zeit. Bei Betrachtung der mittleren EDSS-Werte der beiden
Kohorten ergab sich eine dhnliche Krankheitsprogression. Nach finf Jahren waren die
EDSS-Werte der MX1pocn-Kohorte und der MX1iedrig-Kohorte um durchschnittlich 0,85
bzw. 0,92 Punkte angestiegen (Abb. 9).
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Abb. 9: EDSS-Mittelwerte im Zeitverlauf fiir beide Patientenkohorten

MX1p,cn-Patienten (rot, n=10) zeigten einen etwas hoheren EDSS-Ausgangswert als MX1eqrig-Patienten
(schwarz, n=45). Dieser nicht signifikante Unterschied persistierte wahrend des flinfjahrigen
Beobachtungszeitraums. Die Zunahme des Behinderungsgrades war nahezu identisch in beiden Kohorten.

Standardfehler sind durch Fehlerbalken dargestellt.

4.2.2 Magnet-Resonanz-Tomographie

Der paraklinische Krankheitsverlauf wurde anhand von MRT-Befunden zwischen MX1hoch
und MX1,ieqrig Verglichen. Fir insgesamt 46 MS-Patienten lagen Baseline- und Verlaufs-
cMRT-Daten vor (MX1poeh: n=10; MXl,iearig: N=36). Die Zeitspanne zwischen beiden
Untersuchungen war sehr inhomogen, betrug im Durchschnitt etwa vier Jahre
(Mittelwert: 49 Monate, Standardabweichung: 22 Monate). Eine Ubersicht der
durchgefihrten MRT-Untersuchungen zeigt Tab. A-4. Das Baseline-MRT stellte sich bei
allen Patienten pathologisch dar. Im Verlauf blieben drei Patienten der MX1,,n-Kohorte
und 13 Patienten der MXlpiedrig-Gruppe bildmorphologisch  progressionsfrei
(p-Wert = 1,00), die Ubrigen Patienten zeigten unter Therapie eine Zunahme von MRT-
Ldsionen in mindestens einem Parameter (T2-Ldsionen, T1-Ldsionen, T1 mit KM,
Atrophie). Bei Einzelparameteranalyse der MRT-Befunde unterschieden sich MX10c und

MX1piegrig in keinem Untersuchungszeitraum signifikant (Tab. A-5).
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4.3 Therapiespezifischer Vergleich des klinischen Verlaufs in Abhangigkeit der

endogenen MX1-Expression

Die klinischen Parameter Schubhaufigkeit und EDSS wurden noch einmal separat fir die

drei IFN-B-Praparate analysiert, um medikamentenspezifische Unterschiede zu evaluieren.

Bei Betrachtung der Schubraten zeigten sich hierbei deutliche Divergenzen. Alle
i.m. IFN-B-therapierten MX1yoch-Patienten waren Uber finf Jahre komplett schubfrei,
wahrend die entsprechenden MX1iedrig-Patienten durchschnittlich 1,6 Schiibe erlitten. Im
Gegensatz dazu zeigten in der Patientengruppe, welche mit s.c. IFN-B-1b behandelt
wurde, MX1,edrig-Patienten (mittlere Schubanzahl: 1,3) eine geringere Krankheitsaktivitat
als MX1,on-Patienten (mittlere Schubanzahl: 2,7). Die Flinf-Jahres-Schubrate der mit
s.c. IFN-B-1a therapierten Patienten war in beiden Kohorten &hnlich (MX1hoeh: 2,7;
MX1niedrig:  3,0) (Abb. 10). Aufgrund dieser unterschiedlichen Ergebnisse fir die
verschiedenen Prdparate wurde eine multifaktorielle Varianzanalyse vorgenommen,
welche einen signifikanten Interaktionseffekt zwischen den beiden Patientengruppen und

den drei Medikamenten auf die Schubrate zeigte (p-Wert = 0,0002).

Auch die Analyse des schubfreien Uberlebens ergab Unterschiede zwischen den IFN-B-
Préaparaten. Bei Patienten, welche s.c.IFN-B erhielten, waren die Zeiten von
Therapiebeginn bis zum Auftreten des ersten Schubes in beiden Kohorten adhnlich.
Hingegen gab es bei i.m.IFN-B-behandelten Patienten eine deutliche Abweichung
zwischen der schubfreien MX1,ch-Kohorte und der MX1,eqrig-Kohorte, die jedoch knapp

oberhalb des Signifikanzlevels lag (p-Wert = 0,072, nach Log-Rank-Test) (Abb. A-1).

Bei separater Auswertung der EDSS-Werte lieB sich fir keine Medikamentenform ein
signifikanter Unterschied zwischen den EDSS-Anderungen der MX1hoch-Gruppe und der
MX1niedrig-Gruppe feststellen. Allerdings lag der EDSS-Wert zu Studienbeginn deutlich
niedriger bei i.m. IFN-B-Therapierten (mittlerer EDSSgasciine: 1,0), als bei Patienten, denen
s.c. IFN-B verordnet wurde (mittlerer EDSSgaseiine: 2,3) (Abb. 10). Es bestand kein
signifikanter Interaktionseffekt zwischen den Kohorten und den IFN-B-Praparaten auf den

EDSS-Wert.
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4.4 MX1-Expressionsdnderung unter Interferon-B-Therapie

Fir Vergleiche der Genexpression wurden nur s.c. |IFN-B-therapierte Patienten
eingeschlossen (Kapitel 3.7). Hiervon hatten sieben Patienten pratherapeutisch erhohte
MX1-Level und 30 Patienten gehorten zur Gruppe MXlieqrig. Nach einem Monat unter
IFN-B-Therapie blieben die MX1-Transkriptlevel der MX1,.c-Kohorte relativ unverandert.
MX1niedrig-Patienten hingegen zeigten eine stark induzierte MX1-Expression (p-Wert:

1,9*107), sodass die beiden Patientengruppen nach einem Monat dhnliche MX1-mRNA-

Mengen exprimierten (Abb. 11).

Baseline 1 Monat
® %
- 10000 - . e ..:.::.
E :. e o‘ﬁoo
L 5000 . ¢ °3e
Z H
E ....
. 2000 - ..,}:
= wgfiter
1000 - 3

I\/I)(:I'hoch I\/I)(:I'niedrig Mthoch I\/I)(:I'niedrig

Abb. 11: Wirkung der Interferon-B-Therapie auf die MX1-Genexpression

Logarithmische Darstellung der individuellen MX1-mRNA-Level in PBMC von MX1,.,-Patienten (rote Punkte,
n=7) und MX1,,qrig-Patienten (schwarze Punkte, n=30) vor und nach einem Monat s.c. IFN-B-Therapie.
Studienteilnehmer mit erhdhter endogener MX1-Baseline-Expression zeigten unter Therapie nur eine
schwache Induktion der Genexpression. Im Gegensatz dazu wiesen Patienten der MX1,.qrig-Kohorte eine
signifikante Expressionssteigerung auf und erreichten nach dem ersten Therapiemonat MX1-Transkriptlevel,

die vergleichbar waren mit denen der MX1,,.,-Gruppe.
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Ein &hnliches Expressionsverhalten des MX1-Gens zeigte sich auch bei einzelner
Betrachtung der beiden s.c. IFN-B-Praparate. Hingegen blieben bei i.m. IFN-B-therapierten
Patienten die MX1-mRNA-Level der MX1,cqrig-Kohorte relativ unverandert, wahrend die

Transkription in MX1,0c-Patienten abfiel (Abb. 12).
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Abb. 12: MX1-Genexpression vor und nach einem Monat Interferon-B-Therapie

dargestellt fiir beide MX1-Kohorten und die drei Interferon-B-Praparate

Nach einem Monat unter IFN-B-Therapie lagen die MX1-mRNA-Level der beiden Kohorten MX1,,., (rot) und
MX1,edrig (sSchwarz) innerhalb jeder Praparategruppe auf vergleichbarem Expressionsniveau. Die Abbildung
verdeutlicht jedoch, dass die MX1-Transkriptmengen bei i.m. IFN-B-behandelten Patienten unter Therapie
deutlich geringer waren, als bei s.c. IFN-B-therapierten Patienten, wohingegen die pratherapeutischen

Baseline-Level in allen drei Therapiegruppen ahnliche Verteilungen aufwiesen.
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4.5 Analyse der physiologischen MX1-Expression bei Probanden

In den Genexpressionsdaten von Karlovich et al. fanden sich bei etwa einem Fiinftel der
Probanden zu Studienbeginn relativ erhohte MX1-Transkriptlevel (5 von 22 Probanden)
[182]. Dies entsprach ungefahr dem Anteil, der auch bei den MS-Patienten als MX1noch
eingestuft wurde (11 von 61 Patienten). Darliber hinaus war das Expressionslevel der
einzelnen Probanden Uber die Zeit stabil (Abb. 13). Die H6he der MX1-Expression zu
Studienbeginn korrelierte stark mit den gemessenen Leveln nach 6 Monaten
(p-Wert = 0,00003). Zudem ergab die ANOVA-Analyse, dass die Varianz der Daten am
besten durch interindividuelle Unterschiede erklirt werden kann (p-Wert = 3,6%10™?),

wohingegen die Effekte von Alter und Geschlecht nicht signifikant waren.
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Abb. 13: Physiologischer Verlauf der MX1-Transkriptmengen bei Probanden

Linien reprasentieren den MX1-Expressionsverlauf einzelner Personen (n=22) iber sechs Monate, wobei die
Hohe der zu Studienbeginn gemessenen mRNA-Level farblich kodiert ist (rot: hohe MX1-Level >6000,
schwarz: mittlere MX1-Level, griin: niedrige MX1-Level <4000). Probanden mit initial hohen MX1-Werten
zeigten auch nach sechs Monaten hohe Werte (Spearman Rangkorrelationskoeffizient: 0,79,

p-Wert = 0,00003). Zur Analyse wurden Genexpressions-Rohdaten von Karlovich et al. genutzt [182].
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4.6 Interferon-B-Signalwege

Es konnten 43 Gene identifiziert werden, die in der Literatur wiederholt als Komponenten
der IFN-B-assoziierten Signalwege beschrieben wurden. Zusatzlich wurde das Gen ZBP1
(Z-DNA-Binding Protein 1) in die Signalkaskaden integriert, da es einen intrazellularen
DNA-Rezeptor kodiert, welcher mit der Fahigkeit zur Pathogen-unabhangigen IFN-Typ-I-
Induktion im aktuellen Interesse der Autoimmunforschung steht [200, 201]. Entsprechend
wurden auch die beiden Inhibitoren der IFN-Antwort, SOCS1 und SOCS3 (Suppressor of
Cytokine Signaling), eingearbeitet [202]. Diese Liste wurde durch zehn weitere Gene
erganzt, die redundant als bedeutende I1SG und somit Ziel- und Effektorgene des IFN-B-
Signalwegs genannt wurden, allen voran MX1. Diese insgesamt 56 resultierenden Gene
und deren Interaktionen innerhalb der IFN-B-induzierenden und IFN-B-Effektor-
Signalwege sind in Abb. 14 dargestellt und werden im Folgenden kurz vorgestellt. Im
Rahmen der physiologischen Immunabwehr wird der IFN-B-Induktionsweg durch
intrazelluldre und membrangebundene Rezeptoren angestoRen, sobald diese virale bzw.
bakterielle Nukleinsduren oder Hiillproteine erkennen [81]. Ebenso kénnen abgebaute
kérpereigene Nukleinsduren sowie extranukledre endogene Doppelstrang-DNA — als
Zeichen eines Zellschadens — zur Rezeptoraktivierung fiihren [185]. Das Signal zur
Aktivierung der IFN-B-Transkription wird anschlieBend, je nach Rezeptor, liber einen von
zwei Hauptsignalwegen weitergeleitet. Die endosomalen Toll-like-Rezeptoren (TLR) TLR7,
-8 und -9 aktivieren einen MyD88-abhangigen Signalweg mit den Signaltransduktoren
IRAK4, IRAK1 und TRAF6. Letzterer wiederum fihrt mittels MAP3K7 (=TAK1) zur
Phosphorylierung der drei Kinasen IKK, MAPK8 (=JNK) und MAPK14 (=p38), welche
ihrerseits die entsprechenden Transkriptionsfaktoren NFkB, JUN und ATF2 aktivieren. Der
zweite Hauptsignalweg wird durch den endosomalen Rezeptor TLR3 sowie durch die
zytoplasmatischen Rezeptoren IFIH1 (=MDAS5), DDX58 (=RIG-I) und ZBP1 (=DAI) aktiviert.
Uber TRAF3 und TBK1/IKKe fiihren diese zur Phosphorylierung der IFN-regulierenden
Faktoren (IRF) IRF3 und IRF7, welche daraufhin Homo- und Heterodimere bilden und in
den Nukleus translozieren. Es sei erwahnt, dass zur vollen Aktivierung von IRF3 eine
zweite Phosphorylierung tber TLR3-PIK3R1(=PI3K)-AKT1-IRF3 notwendig ist [81]. Der

zellmembrangebundene Rezeptor TLR4 erkennt virale und bakterielle Hiullmolekile und
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kann beide Signalwege aktivieren, sowohl den MyD88-abhangigen, als auch den TRAF3-
abhangigen Signalweg. Die aktivierten Transkriptionsfaktoren binden schlieBlich an die
Promotorregion des IFN-B-Gens und initiieren dessen Transkription [203]. Die beiden
Signalwege sind jedoch nicht streng getrennt, vielmehr existieren mehrere
Quervernetzungen zwischen dem MyD88-Signalweg und dem TRAF3-Signalweg. So kann
TRAF6 als Komponente des MyD88-abhangigen Signalweges auch durch die Rezeptoren
IFIH1 und DDX58 via MAVS (=IPS1) aktiviert werden sowie durch die Rezeptoren TLR3 und
TLR4 via TICAM1 (=TRIF) [82, 192]. Im Gegenzug ist eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors IRF7 durch IRAK1 via CHUK (=IKKa) moglich [81].

Sowohl endogen produziertes, als auch exogen injiziertes IFN-B bindet an den IFN-a/B-
Rezeptor (IFNAR). Dieser setzt sich aus den Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 mit den
jeweilig gebundenen Kinasen TYK2 und JAK1 zusammen. Sobald dieser IFNAR-Komplex
aktiviert wird, phosphoryliert er die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT2, welche
zusammen mit IRF9 heterotrimerisieren und den ISGF3-Komplex bilden (JAK/STAT-
Signalweg). ISGF3 transloziert in den Nukleus und bindet dort an Interferon-Stimulated
Response Element (ISRE), ein DNA-Motiv, welches in den Promotorregionen zahlreicher
ISG gefunden werden kann. Aktivierte STAT-Proteine bilden untereinander auch Homo-
und Heterodimere, die unabhangig von IRF9 als Transkriptionsfaktoren fungieren

kbnnen [81].

Die Komplexitdt der IFN-B-Regulation wird durch mehrere positive und negative
Rickkopplungs-Schleifen erhoht. So wird die Expression zahlreicher Rezeptoren,
Signaltransduktoren und Transkriptionsfaktoren innerhalb der Signalwege ihrerseits durch
IFN-B induziert, wodurch die IFN-Antwort gesteigert wird. Als Beispiele seien IRF7, DDX58
und IFIH1 genannt [126, 187]. Die 2‘-5‘-Oligoadenylat-Synthetase 1 (OAS1), als eines der
zahlreichen IFN-stimulierten Gene, fihrt zur Aktivierung der Ribonuklease L (RNase L),
welche zelluldre Einzelstrang-RNA degradiert. Die entstehenden kurzen RNA-Abschnitte
kdnnen wiederum von den Rezeptoren IFIH1 und DDX58 gebunden werden und die IFN-B-
Induktion wird weiter verstarkt [186, 190]. Im Sinne einer negativen Riickkopplung
stimuliert der JAK/STAT-Signalweg die Transkription verschiedener SOCS-Gene, welche

als Inhibitoren von TLR-Rezeptoren und JAK-Proteinen agieren und zudem den
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IFNAR-Komplex fiir den proteasomalen Abbau markieren [81]. Das IFN-stimulierte Gen
IFIT1 wirkt ebenfalls negativ auf die IFN-Antwort, indem es die allgemeine
Proteinbiosynthese am Ribosom blockiert und somit die Translation von IFN-B sowie der
IFN-stimulierten Gene hemmt [81, 126]. Eine Liste der Gene (Tab. A-6), sowie deren

Interaktionen und die entsprechenden Literaturquellen (Tab. A-7) finden sich im Anhang.
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Abb. 14: Interferon-B-induzierende Signalwege (links) und Interferon-B-Effektor-

Signalwege (rechts), vereinfachte Darstellung

Eine pathogenvermittelte Stimulation der endosomalen Rezeptoren TLR7, -8 und -9 fiihrt Gber einen
MyD88-abhdngigen Signalweg zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren JUN, ATF2 und NFKB. Eine
Aktivierung der intrazellularen Rezeptoren IFIH1, DDX58 und ZBP1 fiihrt (iber den TRAF3-Signalweg zur
Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7. Der zellmembrangebundene TLR4-Rezeptor
kann beide Signalwege aktivieren. Die Transkriptionsfaktoren initiieren anschlieBend im Nukleus die
Transkription von IFN-B. IFN-B wiederum bindet den IFNAR-Rezeptorkomplex, wodurch STAT1 und -2
phosphoryliert werden. Diese bilden mit IRF9 den ISGF3-Komplex, welcher im Nukleus die Transkription
zahlreicher ISG induziert. Zwischen den Signalwegen existieren mehrere Quervernetzungen. Positive und

negative Rickkopplungsschleifen modulieren die IFN-B-Antwort. TF = Transkriptionsfaktor
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4.7 Vergleichende Analyse der Expression von Interferon-B-Signalweg-Genen

Vorab konnte fiir kein analysiertes Gen eine signifikante Korrelation zwischen endogener
Expressionshéhe zu Studienbeginn und den klinischen Baseline-Daten der Patienten
nachgewiesen werden. Die mittlere pratherapeutische Expression aller 56 Signalweg-Gene
wurde anschlieRend zwischen den Kohorten MX1pocn und MX1iearig Verglichen. Hierbei
waren in MX1,.n-Patienten elf Gene signifikant starker exprimiert. Hohere Transkriptlevel
fanden sich fiir zytoplasmatische Rezeptoren (IFIH1), Transkriptionsfaktoren (IRF7, IRF9,
STAT1) und fiir die meisten ISG. Andere Rezeptoren wie TLR7 und TLR8, aber auch DDX58
und ZBP1, sowie der Transkriptionsfaktor STAT2 zeigten ebenfalls erhohte mRNA-Level in
der MX1ocn-Kohorte, jedoch mit p-Werten oberhalb des Signifikanzlevels von a=0,01
(Tab. A-8). Es konnte kein Expressionsunterschied fiir das IFN-B-Gen und seine Rezeptoren
IFNAR1 und IFNAR2 gefunden werden. Samtliche Transduktionsproteine unterschieden

sich ebenfalls kaum in ihrer Expression zwischen den beiden Kohorten (Abb. 15).
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Abb. 15: Vergleich der Expression von Signalweg-Genen zwischen MX1;,4 und
MX1iearig vor Therapiebeginn

Die Farbe jedes Gens entspricht dem mittleren Expressionsunterschied zwischen MX1,.,-Patienten (n=7)

und MX1,eqrig-Patienten (n=30). Schwarze Genbeschriftungen kennzeichnen signifikante

Expressionsunterschiede. Hohere mRNA-Level der MX1,,,.,-Patienten zeigten sich fiir Rezeptoren (z.B. IFIH1),

Transkriptionsfaktoren (IRF7, IRF9, STAT1) sowie fir die meisten ISG. IFN-B selbst war nicht unterschiedlich

exprimiert.

Nach einem Monat unter s.c. IFN-B-Therapie zeigte die MX1.n-Gruppe fiir kein einziges
Gen der Signalwege eine signifikante Anderung der Expressionsstirke (Abb. A-2). Lediglich
die Transkription des Rezeptors TLR3, welcher zu Baseline relativ niedrige mRNA-Level

aufwies, wurde nach einem Therapiemonat deutlich, jedoch nicht signifikant, induziert.
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Im Gegensatz dazu waren in der MX1piedrig-Gruppe nach einem Monat 25 der 56 Gene
signifikant in ihrer Expression moduliert. Hiervon wurden unter Therapie 23 Gene
hochreguliert und zwei (TLR9 und IRAK4) herabreguliert (Abb.16). Bei den
hochregulierten Genen waren alle diejenigen vertreten, die pratherapeutisch in MX1yoch-

Patienten signifikant erh6ht waren.
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Abb. 16: Veranderungen der Expressionslevel von Signalweg-Genen in der MX1,eqrig-

Kohorte nach einem Monat subkutaner Interferon-B-Therapie

Die Farbe der Gene zeigt das Log2-Verhaltnis der Expressionslevel vor Therapiebeginn und nach einem
Monat Interferon-B-Therapie. Signifikante Expressionsdanderungen sind durch schwarze Genbeschriftungen
hervorgehoben. Insgesamt 23 Gene wurden als signifikant hochreguliert gefunden. Darunter waren alle
Gene, die in MX1,,,-Patienten pratherapeutisch hoher exprimiert waren (Abb. 15, Tab. A-8). Die mRNA-

Level zweier weiterer Gene (TLR9, IRAK4) waren unter Therapie signifikant reduziert.

56



Ergebnisse

Nach einem Monat unter s.c. IFN-B-Therapie bestand zwischen den beiden Kohorten kein

Unterschied mehr in der Expression der Signalweg-Gene (Abb. A-3).

Eine Zusammenfassung der Expressionsunterschiede Uber die Zeit und zwischen den
Kohorten zeigt Abb.17. Eine Aufstellung aller Signalweg-Gene mit deren mittleren
Expressionsleveln, sowie aller p-Werte der beschriebenen Vergleiche findet sich in

Tab. A-8.

/ IFN-B Therapie \

Zeitpunkte
Baseline 0 1 Monat
A
MX1hoch x |— x
Patienten- 119 0
Gruppen
A
MX1niedrig x |— x
231,24
Legende

% Mikroarray-Messung =) Durchgefiihrte Vergleichsanalysen
M Anzahl vermehrt oder vermindert exprimierter Gene

Abb. 17: Zusammenfassung der Expressionsunterschiede zwischen den Kohorten sowie

der genregulatorischen Interferon-B-Therapieeffekte

Vor Therapiebeginn waren in MX1,,,.,-Patienten elf Gene signifikant starker exprimiert. Das Expressionsprofil
dieser Patienten dnderte sich unter s.c. IFN-B-Therapie nicht signifikant, wohingegen bei MX1cqrig-Patienten
25 Gene therapeutisch hoch- bzw. herabreguliert wurden. Nach dem ersten Therapiemonat waren zwischen

den beiden Patientenkohorten keine signifikanten Expressionsunterschiede mehr nachweisbar.
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4.8 Transkriptionsfaktorbindungsstellen

Fir die Transkriptionsfaktoren der IFN-B-Signalwege fanden sich vorhergesagte
Bindungsstellen in den regulatorischen DNA-Regionen zahlreicher anderer Signalweg-
Gene, was die Komplexitat der IFN-B-Regulation unterstreicht. Das Muster der potentiell
durch IRF7, JUN, ATF2 und NFkB regulierten Gene konnte jeweils nicht hinreichend das
Muster der zu Baseline zwischen den Patientengruppen differentiell exprimierten Gene
erklaren. Aufféllig hingegen war die TFBS-Analyse fiir den ISGF3-Komplex (Transfac-
Accession-Number: M00258;  Transfac-ldentifier: VSISRE_01), welche passende
Bindungsstellen in den regulatorischen Bereichen von zehn der 56 Signalweg-Gene
vorhersagte. Dabei zeigte sich eine Uberlappung der vermutlich durch ISGF3-regulierten
Gene, mit den Genen, die zu Baseline in MX1,h-Patienten Uberexprimiert waren. So
enthielten die Promotoren der Rezeptor-Gene IFIH1, DDX58 und ZBP1 sowie
erwartungsgemald auch der ISG (CXCL10, ISG20) vorhergesagte DNA-Bindungsstellen fir
ISGF3. Zusatzlich zeigten sich bei Inhibitoren (SOCS1, SOCS3) und Transkriptionsfaktoren
(IRF9, STAT2) passende Promotorbereiche, sodass ISGF3 positive und negative
Rickkopplungsschleifen bildet. Beispielsweise wurden flir den ISGF3-regulierten
Transkriptionsfaktor IRF7 wiederum Bindungsstellen in den regulatorischen Bereichen von
STAT1 und STAT2 (Komponenten des ISGF3-Komplexes) vorhergesagt. Diese Ergebnisse
legen den Riickschluss nahe, dass eine Uberexpression und vermehrte Aktivitit des
ISGF3-Komplexes assoziiert ist mit der erhdhten IFN-Typ-I-dhnlichen Aktivitdt bei einigen
MS-Patienten. Eine Liste der Signalweg-Gene und TFBS zeigt Tab. A-9.

4.9 PCR-Validierung der Expressionsunterschiede

Flr 14 der 56 Signalweg-Gene wurden die mRNA-Level zu beiden Zeitpunkten (Baseline,
nach einem Monat) mittels qRT-PCR nachgemessen. Die Auswertung der PCR-Daten
konnte dabei die Mikroarray-Resultate bestdtigen. Trotz der langen, zwischenzeitlichen
Probenlagerung, korrelierten die erhobenen Daten beider Messmethoden signifikant fir

alle Gene aulRer TLR9 (Tab. A-10).
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Die PCR-Messungen wurden bei 44 der 61 MS-Patienten durchgefiihrt, wobei neun
Patienten dem urspriinglichen MX1,.cn-Kollektiv entstammten. Wie in den Mikroarray-
Daten, zeigten MX1y.cn-Patienten zu Baseline hohere MX1-Level (Cr-Mittelwert: 25,27;

SE: 0,31) als MX1niearig-Patienten (Cr-Mittelwert: 27,84; SE: 0,08).

Von den 44 Patienten, fur die PCR-Messungen erfolgten, wurden 26 Patienten
mit s.c. IFN-B therapiert (MX1poch: N=5, MXljiearig: N=21). Vor Therapiebeginn wiesen
MX1hoch-Patienten signifikant hohere Expressionslevel der Signalweg-Gene MX1, MyD88,
RSAD2, STAT1 und STAT2 auf. Unter Therapie anderten sich die Expressionslevel der
MX1hoch-Kohorte nicht signifikant, wohingegen bei MX1lgieqrig-Patienten 10 der 14
nachgemessenen Gene signifikant hochreguliert wurden. Nach einem Monat zeigten die
PCR-Daten keinen signifikanten Expressionsunterschied zwischen MX1poch und MX1yieqrig
(Tab. A-11). Trotz der geringeren KohortengroRe bestatigten somit die PCR-Messungen die

Expressionsunterschiede und —veranderungen aus der Mikroarray-Analyse.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der physiologischen Bedeutung einer
pratherapeutisch erhéhten endogenen [IFN-Typ-l-dhnlichen Aktivitdit und ihrer
prognostischen Relevanz bezliglich des klinischen Krankheitsverlaufs. Ferner wurden
molekulare Ursachen einer individuell verstarkten endogenen IFN-Typ-I-dhnlichen

Aktivitat sowie genregulatorische Effekte einer IFN-B-Therapie evaluiert.

Hierfir wurden longitudinale Mikroarray-Transkriptomdaten zu PBMC von 61 RRMS-
Patienten zu zwei Zeitpunkten — vor Initiierung einer IFN-B-Therapie sowie nach dem
ersten Therapiemonat — analysiert. Dies stellt den aktuell grofSten publizierten
Genexpressionsdatensatz zu RRMS-Patienten dar [139, 151]. Die Transkriptionsdaten

wurden mit dem langfristigen klinischen Verlauf unter Therapie korreliert.

Etwa ein flinftel der untersuchten MS-Patienten zeigte vor IFN-B-Therapiebeginn erhthte
mRNA-Level des MX1-Gens. Uber den fiinf- bzw. siebenjihrigen Beobachtungszeitraum
ergab sich jedoch kein unterschiedlicher klinischer bzw. paraklinischer Verlauf zwischen
Patienten mit niedriger und hoher Baseline-MX1-Expression. Weder die durchschnittliche
Anzahl von Schiiben, noch die EDSS-Zunahme oder der bildmorphologische Verlauf unter

Therapie unterschieden sich signifikant zwischen den Gruppen.

5.1 Patientenkollektiv

Die untersuchte Kohorte von 61 RRMS-Patienten ist sowohl demographisch, als auch
klinisch eine reprdsentative Patientenpopulation. Die Patienten waren zu Studienbeginn
und somit Therapiebeginn im Durchschnitt 37,6 + 10,1 Jahre alt (mittleres Alter bei
Diagnosestellung: 36,8 £ 10,1 Jahre). Der Anteil weiblicher Patienten betrug 68,9 %. Dies
deckt sich mit demographischen Daten des deutschen MS-Registers zu 5445 MS-Patienten
[204]. Hier erfolgte die Diagnosestellung durchschnittlich im Alter von 34,8 £ 10,7 Jahren

und der weibliche Patientenanteil lag bei 72 %.

Wahrend des finfjahrigen klinischen Beobachtungszeitraums der vorliegenden Studie

konnten 55 der 61 MS-Patienten regelmaRig an der Klinik fir Neurologie der Universitat
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Rostock nachuntersucht werden. Die Daten dieses auBergewoéhnlich Ilangen
Beobachtungszeitraums sind schwer mit anderen Studien zu vergleichen, da Patienten
meist nur Uber zwei Jahre nachverfolgt wurden. Die mittlere jahrliche Schubrate der
Rostocker Kohorte betrug tber die ersten zwei Jahre unter Therapie 0,38 und war somit
niedriger als in den zweijahrigen Zulassungsstudien der IFN-B-Prdparate (0,61-0,87)
[93, 94, 96, 97]. Jedoch lag die Schubrate schon vor Therapiebeginn (0,9) unter den
entsprechenden Raten der genannten Studien (> 1,0). Der Anteil schubfreier Patienten
nach zweijahriger IFN-B-Applikation (58 %) war groRer als in den Zulassungsstudien
(29-38 %). Der mittlere EDSS-Wert der Rostocker Patienten betrug vor Therapiebeginn 1,8
und stieg binnen zwei Jahren um 0,6 Punkte. Im Vergleich wies eine ab 1995 von Rio et al.
rekrutierte, groBe Kohorte Therapie-naiver RRMS-Patienten vor Therapieinitiierung
(EDSSgaseline: 2,2) und nach zweijahriger IFN-B-Therapie (EDSS-Anstieg: 1,0 Punkte) hohere
Werte auf [121]. Sowohl vor als auch unter IFN-B-Therapie zeigte die MS-Kohorte der
vorliegenden Arbeit somit etwas geringere klinische Krankheitsaktivitat als die
vorgenannten Studienpopulationen. Patienten heutiger Studien befinden sich
typischerweise in einem klinisch friheren bzw. milderen Krankheitsstadium als die
Studienpopulationen zu Zeiten der Zulassung von IFN-B Mitte der 90er Jahre [205, 206].
Dies erklart sich moglicherweise durch neue Therapierichtlinien, wonach MS-Patienten in
zunehmend friheren Krankheitsstadien immunmodulatorisch therapiert werden
[50, 207]. Die Patienten der vorliegenden Arbeit wurden auf Basis der McDonald-Kriterien
von 2001 diagnostiziert [38]. Unter Anwendung der aktuellen Kriterien von 2010 waren
die Patienten womoglich friher diagnostiziert und rekrutiert worden und wiirden zum
Initiierungszeitpunkt der immunmodulatorischen Therapie eventuell noch geringere EDSS-

Werte aufweisen [40].

Die Rate an Therapieabbrechern Uber fiinf Jahre lag in der Rostocker Kohorte bei 32,8 %.
Studien mit vergleichbar langen Nachbeobachtungszeiten berichten Abbrecherraten bei
RRMS-Patienten von unter 13,5 % bis Gber 67 % [208-210]. Diese starken Schwankungen
lassen sich u.a. durch unterschiedliche Definitionen eines Therapieabbruchs erklaren
(Beendigung jeglicher DMT versus Wechsel der Medikation, wie in vorliegender Studie).

Hauptgrinde fir einen Therapieabbruch oder -wechsel sind Nebenwirkungen und eine
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mangelnde, subjektiv empfundene Wirksamkeit [208, 211]. Eine engmaschige
Patientenbetreuung und die Qualitdt des Arzt-Patienten-Verhiltnisses kann die Adharenz
entscheidend beeinflussen [212, 213]. Insbesondere sollten realistische Vorstellungen
beziglich zu erwartender Wirkungen und Nebenwirkungen thematisiert werden [214]. Ein
weiterer Ansatz zur Verbesserung der Adhdrenz ist die Entwicklung neuer
anwendungsfreundlicherer und nebenwirkungsarmerer Medikamente. Mit diesem Ziel
werden aktuell pegylierte IFN-B-Praparate erforscht, welche seltenere Injektionen
versprechen [215]. Zudem erfolgte kiirzlich die Zulassung filir zwei peroral applizierbare
immunmodulatorische Basistherapeutika bei MS (Dimethylfumarat, Teriflunomid)
[216, 217]; langfristige Wirksamkeits- und Vertraglichkeitserfahrungen bleiben jedoch

abzuwarten.

5.2 Diskussion der angewandten Methodik

5.2.1 Probengewinnung und -untersuchung

Die in diese Studie analysierten Transkriptom-Daten wurden aus der PBMC-Fraktion
peripherer Blutproben erhoben. Hierdurch waren in vivo Messungen der aktuellen
transkriptionellen Vorgange in Immunzellen von MS-Patienten moglich. Die Untersuchung
peripherer Immunzellen erlaubt Rickschlisse Uber die kausalen Initiierungs- und
Regulationsvorgidnge der autoaggressiven Immunreaktion im Rahmen der MS. Alternative
Analysen des ZNS-Parenchyms oder des Liquor zerebrospinalis beleuchten hingegen das
Ziel und somit die Folgen dieser pathologischen Immunreaktion. Die komplikationsarme
und minimalinvasive Zuganglichkeit von Blutproben erlaubte serielle Untersuchungen an
einer groBen Kohorte, was bei der Analyse zerebralen Materials schwierig und aufgrund

der Invasivitat kritisch abzuwagen ist.

PBMC stellen einen guten Kompromiss zwischen einer umfassenden, jedoch
undifferenzierten Abbildung zirkulierender, pathogenetisch relevanter Zellpopulationen
(Vollblut) und der sensitiveren, jedoch lediglich ausschnitthaften Analyse einzelner
Akteure des Immunsystems dar. Granulozyten-RNA und erythrozytire Globin-RNA

Uberlagern bei der Vollblut-Expressionsmessung aufgrund ihres groflen Mengenanteils die
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Expressionsunterschiede kleinerer Leukozytenpopulationen [218]. Die Analyse einzelner
(Sub-) Populationen, beispielsweise T-Lymphozyten (z.B. CD3", CD4" oder CDS8"
T-Lymphozyten), erlaubt hingegen sensitive, gezielte Aussagen, ignoriert dafiir jedoch
pathophysiologische und therapeutische Transkriptionsvorginge anderer Immun-
komponenten. Daher ist die Untersuchung von PBMC insbesondere fiir Transkriptom-
analysen bei Autoimmunerkrankungen gdngige Praxis [139]. In nachfolgenden Studien
wadre eine Untersuchung einzelner Zellpopulationen sicherlich interessant, da sich die
Expression einzelner Gene zum Teil erheblich zwischen den verschiedenen Populationen
unterscheidet [219]. In diesem Zusammenhang bieten sich insbesondere Monozyten an,
da Comabella et al. zeigten, dass sich eine endogene IFN-Typ-l-dhnliche Aktivitat
womoglich  vorwiegend in dieser pathophysiologisch relevanten Zellpopulation

manifestiert [164, 166].

Die RNA-Messung mittels etablierter Mikroarray-Technik erlaubte effiziente,
reproduzierbare und vergleichbare Expressionsmessungen. Dies gab Auskunft Gber die
Aktivitat von mehr als 17.000 Genen zu verschiedenen Zeitpunkten. Als Zwischenprodukt
von Genen und Proteinen spiegelt die mRNA Expressionsdynamiken wider und erlaubt zu
einem gewissen Grad Riickschliisse auf die entsprechenden Proteinmengen [138]. Direkte
Proteinanalysen kdnnten weitere Folgerungen zulassen, allerdings sind Protein-Screening-
Methoden wie Protein-Arrays aber auch Massenspektrometrie oder 2-D-Gel-
elektrophorese bislang in ihrer Sensitivitdt und Spezifitdt nicht mit der Mikroarray-Technik
vergleichbar. Ein generelles Problem von RNA-basierten Biomarkern ist, dass die
individuelle Gentranskription durch zahlreiche exogene und endogene Faktoren
beeinflusst wird (z.B. Alter, Geschlecht, Genotyp, Umwelteinflisse,
Erndhrungsgewohnheiten), was zu einer erhéhten Varianz der Daten fiihren kann [131].
Jedoch wurden in der vorliegenden Studie longitudinale Daten mit einmonatigem Intervall
ausgewertet, sodass diese Faktoren nur einen geringen Einfluss auf die
Expressionsvergleiche Uber die Zeit hatten, da eine Statistik fiir verbundene Stichproben
berechnet wurde. Eine spezielle Herausforderung der Transkriptomanalyse stellt die
Instabilitdt der Transkripte dar [138]. Um die mRNA-Degradation zu minimieren wurde auf

zligige und standardisierte Probengewinnung und -analyse geachtet.
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Die hier ausgewerteten Genexpressionsmessungen erfolgten mit der Oligonukleotid-
Mikroarray-Technik, welche den Goldstandard zur genomweiten Erfassung von
Expressionsmustern darstellte. Die alternative PCR-Methode ist zwar insbesondere bei
niedrigexprimierten Genen deutlich sensitiver, jedoch nicht fiir die Expressions-Messung
einer groBen Anzahl von Genen geeignet. Aus diesem Grund wurde die qRT-PCR in den
vorliegenden Daten gemdaR gangiger Empfehlungen zur Validierung der Mikroarray-
Ergebnisse eingesetzt [220]. Kirzlich wurde eine neue Affymetrix® Chip-Generation
(Human Transcriptome Array 2.0) mit aktualisierter Gen-Annotation vorgestellt, welche
erheblich mehr Transkripte erfasst und zudem Sonden zur Detektion von Exon-Exon-
Ubergingen enthélt, wodurch die Messung alternativ gespleiRter mRNA erméglicht wird
[221]. Dariiber hinaus sind in den letzten Jahren aus der rapiden Weiterentwicklung der
Genom-Sequenzierungstechnik  neue alternative Methoden zur genomweiten
Expressionsmessung hervorgegangen, welche jedoch erst nach Erhebung der
vorliegenden Daten kommerziell verfligbar wurden [222, 223]. Die verschiedenen Formen
der ,massiven parallelen Sequenzierung” basieren nicht auf der Hybridisierung an
vorgefertigte Sonden, wodurch prinzipiell eine ergebnisoffene Analyse ohne Vorkenntnis
Uber die zu messende RNA ermoglicht wird. Hierdurch kénnen auch Einzelnukleotid-
Polymorphismen, Genmutationen und bislang unbekannte RNA-Signaturen mit erfasst
werden [224, 225]. Diese Techniken sind aktuell noch sehr zeit- und kostenintensiv. Die
hier verwendete Mikroarray-Technik ist in Bezug auf die methodische Erfahrung und
Standardisierung  sowie die ausgereifte statistische Datenauswertung den
Sequenzierungstechniken noch immer Uberlegen und bis heute eine qualitativ
vergleichbare Standardmethode zur Transkriptomerfassung [226-228]. Zukinftige Studien
kdnnten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mittels neuerer und verbesserter
Techniken verifizieren und insbesondere unterschiedlich gespleiSte Varianten der IFN-3-
Signalweg-Gene als mogliche Ursache der unterschiedlichen IFN-Typ-I-dhnlichen Aktivitat

berucksichtigen.

5.2.2 Analyse der Interferon-B-Signalwege

Bei der Analyse der molekularen Ursachen einer individuell unterschiedlichen endogenen

MX1-Expression wurde ein Fokus auf die IFN-B-assoziierten Signalwege gelegt. Die
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Literatur zu diesen Signalwegen variiert haufig im Kontext unterschiedlicher Pathologien
und Datenbanken sind nicht zwangsldufig auf dem aktuellen Stand der rasch
voranschreitenden Forschung. Daher wurden diese Signalwege eigens anhand der
aktuellen Literatur erstellt. Eine besondere Herausforderung stellt hierbei die Abgrenzung
zu anderen Signalwegen dar, da zahlreiche Interaktionen sowie gemeinsame Gene und
Teilstrecken bestehen. Um die relevanten und wissenschaftlich gesicherten Hauptakteure
zu filtern wurden zur Signalweg-Konstruktion nur Gene berticksichtigt, die mehrfach in
Reviews publiziert wurden und in direktem Zusammenhang mit den IFN-B-Signalwegen

stehen [170].

Zur Analyse der genregulatorischen Interaktionen innerhalb der IFN-B-Signalwege wurden
in silico Vorhersagen bezliglich evolutiondr konservierter TFBS in den Promotorregionen
der beteiligten Signalweg-Gene verwendet. Diese basieren auf einem Vergleich der
Basenabfolge des zu untersuchenden Promotorbereichs mit bekannten TF-Bindemotiven.
Zur Reduktion falsch positiver Sequenziibereinstimmungen, im Sinne von funktionslosen
Bindestellen, wurden nur solche TFBS bericksichtigt, die evolutiondr zwischen Mensch,
Maus und Ratte konserviert sind und daher mit héherer Wahrscheinlichkeit regulatorische
Funktionen besitzen [199]. Limitiert ist die Methode dadurch, dass phylogenetisch ,,neue”
TFBS nicht erfasst werden [229]. Zudem werden die rdumliche Struktur und Zuganglichkeit
der DNA-Bereiche nicht berticksichtigt. Daher waren zukiinftig TFBS-Vorhersagemethoden
nitzlich, welche z.B. Nukleosomen-Positionen einbeziehen. Experimentelle Daten zu TFBS
sind aufwendig zu erheben und bislang rar, waren jedoch zur Validierung der hier
beschriebenen genregulatorischen Wechselwirkungen optimal, da sie auch die
zahlreichen in vivo Einfliisse auf TF-DNA-Interaktionen abbilden kdnnen — beispielsweise

die dreidimensionale Struktur von TF und Chromatin sowie Histon-Modifizierungen und

Methylierungsstatus der DNA [230-233].

5.2.3 Beurteilung des Krankheitsverlaufs

Zur klinischen und paraklinischen Beurteilung des individuellen Krankheitsverlaufs wurden
Schibe, EDSS-Werte und MRT-Befunde als Mal} herangezogen [122]. In der vorliegenden

Arbeit wurde bewusst eine prospektive Herangehensweise gewahlt, indem die Kohorten
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zu Baseline entsprechend ihrer endogenen MX1-Expression eingeteilt wurden und der
anschlielende klinische Verlauf verglichen wurde. Andere Arbeitsgruppen gruppierten
ihre Patienten retrospektiv gemaR dem klinischen oder paraklinischen Verlauf in Therapie-
Responder und Non-Responder bzw. Patienten mit gutem oder ungiinstigem klinischen
Verlauf unter Therapie und verglichen deren pratherapeutische Genexpression
[152, 164, 166, 234]. Dies kann jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen fihren, da es
bislang keine einheitliche Definition flir Therapie-Response und Non-Response gibt.
Typischerweise erfolgt die Beurteilung des Therapieansprechens anhand von
Schubaktivitdt und EDSS-Progression, ggf. auch anhand der Veranderungen im MRT —

genaue Definitionen sind jedoch Gegenstand einer fortwahrenden Kontroverse [121, 235].

Die MS ist eine chronische, duRerst variabel verlaufende Erkrankung und heutige
immunmodulatorische Pharmaka vermogen den Krankheitsverlauf meist nicht zu stoppen,
sondern lediglich zu verlangsamen. Ein erneuter Schub bedeutet demnach nicht
automatisch, dass der Patient nicht auf die Therapie anspricht und sollte nicht
zwangslaufig zum Therapieabbruch oder -wechsel fihren [207]. Daher ist es eine
besondere Herausforderung, fiir den individuellen Patienten eine gute oder
unzureichende Therapiewirkung zu definieren. Dies unterstreicht den groflen Bedarf an
prognostischen und therapeutischen Biomarkern um den Krankheitsverlauf unter

Therapie vorhersagen und kontrollieren zu kénnen.

5.3 Klinischer und paraklinischer Verlauf in Abhangigkeit der endogenen

MX1-Expression

Beim Vergleich des klinischen Verlaufs zwischen Patienten mit hoher und niedriger
endogener MX1-Expression zeigte sich kein signifikanter Unterschied der kumulativen
Schubereignisse. Die Flinf-Jahres-Schubrate betrug 1,6 (SE:0,7) in der MX1,,h-Gruppe
und 1,7 (SE: 0,3) bei MX1piedrig-Patienten. Auch die Zeit bis zum Auftreten eines ersten
Schubes unter Therapie war in beiden Kohorten dhnlich. Nach finf Jahren verblieben
5 von 10 MX1poch-Patienten und 17 von 45 MX1ieqrig-Patienten komplett schubfrei, was
keinen signifikanten Unterschied darstellte (p-Wert = 0,42). Im Gegensatz dazu ergab eine

Studie von van der Voort et al., dass eine hohe MX1-Expression pradiktiv sei fir eine
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langere Zeitspanne bis zu einem erneuten Schub [168]. In besagter Studie wurde jedoch
nur bei 47 % der initial Therapie-naiven Patienten wahrend des Beobachtungszeitraums
eine immunmodulatorische Therapie gestartet. Bei alleiniger Betrachtung der
therapierten Patienten zeigten sich keine unterschiedlichen MX1-Level zwischen
Respondern und Non-Respondern. Zudem analysierten van der Voort et al. Vollblutproben,

was ebenfalls zu abweichenden Ergebnissen gefiihrt haben kdnnte.

In den letzten Jahren werden Schiibe zunehmend differenzierter betrachtet und
entsprechend ihrer Dauer, Intensitdt, Rickbildung, sowie des GCS-Ansprechens
weitergehend untergliedert und quantifiziert. Fiir eine noch detailliertere Analyse sollte

dies bei zukunftigen Studien bertcksichtigt werden [207].

Der Vergleich der EDSS-Progression zwischen den beiden Kohorten ergab eine nahzu
identische Zunahme des Behinderungsgrades. Nach fiinf Jahren waren die EDSS-Werte
der MX1hoch-Gruppe und der MX1,ieqrig-Gruppe um durchschnittlich 0,85 bzw. 0,92 Punkte
angestiegen. Trotz groRer individueller Schwankungen der EDSS-Werte innerhalb beider
Patientengruppen, war die mittlere Progression beider Kohorten vergleichbar. Dies deckt
sich mit Ergebnissen von Hesse et al., die keinen pratherapeutischen Unterschied der
MX1-Expression zwischen Patienten mit gutem und schlechtem klinischen Verlauf unter
IFN-B-Therapie fanden [236]. Bustamante et al. zeigten hingegen eine erhéhte endogene
IFN-Typ-I-Gensignatur in Monozyten von klinischen Non-Respondern [165]. Dies ist
schwer mit den vorliegenden Expressionsmessungen in PBMC zu vergleichen, da

unterschiedliche Immunzellpopulationen untersucht wurden.

Limitiert ist die Interpretation der klinischen Verlaufsdaten dadurch, dass die Patienten im
Laufe der Langzeitbehandlung nicht systematisch auf NAb getestet wurden, da zum
Zeitpunkt der Studie noch kein Konsens lber Testmethoden und klinische Relevanz der
NAb bestand. Die Expressionsmessungen bleiben hiervon unberiihrt, da NAb erst nach
mehrmonatiger Therapie auftreten, jedoch konnte die therapeutische Wirkung bei einigen
Patienten reduziert worden sein [112, 113]. Aktuelle Empfehlungen sehen

reproduzierbare NAb-Bestimmung nach circa 12 monatiger IFN-B-Therapie vor [237].
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In der vorliegenden Arbeit wurde der klinische Krankheitsverlauf unter Therapie beurteilt.
Dieser wird sowohl durch die individuelle, natiirliche Krankheitsaktivitat, als auch durch
das individuelle Therapieansprechen bestimmt. Aus den vorliegenden Daten lassen sich
diese zwei Teilaspekte nicht voneinander abgrenzen. Zur Differenzierung des
Therapieffektes und der Krankheitsaktivitdit mdussten Verlaufsparameter vor
Behandlungsbeginn bericksichtigt werden. Da das Patientenkollektiv gemaR aktueller
Richtlinien friihzeitig auf eine IFN-B-Therapie eingestellt wurde, stehen jedoch in der
Mehrzahl der Félle keine pratherapeutischen Langzeitbefunde zur Verfligung [50, 69, 97].
Die durchschnittliche Zeit von Diagnosestellung bis zur Einleitung einer Pharmakotherapie

betrug etwa 10 Monate.

Man beachte, dass die Zeitspanne seit Diagnosestellung bei MX1n.n-Patienten im
Durchschnitt etwas kiirzer war (2,4+2,4 Monate) als bei MXlgieqrig-Patienten
(11,6 £26,6 Monate), obgleich nicht signifikant (p-Wert=0,26). Zudem wiesen
MX1hoch-Patienten zu Baseline etwas hohere EDSS-Werte auf (EDSSgaseiine: 2,0) als
MX1piegrig-Patienten (EDSSgaseiine: 1,7). Vor immunmodulatorischer Therapie erreichten
MX1hoch-Patienten folglich in durchschnittlich kiirzerer Zeit einen etwas stdrkeren
Behinderungsgrad und auch die Schubrate im Jahr vor Therapie war etwas hoéher
(MX1hoch: 1,2, MX2piearig: 0,9). Dies kdnnte womoglich einen aggressiveren natiirlichen
Krankheitsverlauf der MX1,.cn-Patienten andeuten. Im Widerspruch hierzu beschrieben
Hesse et al. bei unbehandelten MS-Patienten eine indirekte negative Korrelation zwischen
der MX1-Expression und der Anzahl aktiver MRT-Ldsionen [169]. Jedoch konnten sie
keinen Zusammenhang zu klinischen Verlaufsparametern zeigen. Sicherlich wadre eine
zukinftige Untersuchung der pratherapeutischen Krankheitsverlaufe in Abhéngigkeit der
MX1-Expression mit einer ldngeren therapiefreien Beobachtungszeit aufschlussreich,
jedoch aufgrund der Vorenthaltung der Pharmakotherapie aus ethisch-moralischen

Grunden nicht durchfihrbar.

Die klinischen Langzeitverlaufe der MX1poch- und MX1,ieqrig-Patienten wurden separat fiir
drei verschiedene IFN-B-Praparate analysiert, wobei durch das einheitliche
Studienprotokoll eine direkte Vergleichbarkeit ermdglicht wurde. Hierbei wurden erstmals

therapiespezifische Unterschiede des klinischen Verlaufs in Abhdngigkeit des MX1-Status
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gezeigt, insbesondere bezliglich der Schubraten. In den vorliegenden Daten erlitten
MX1hoch-Patienten, die einmal wochentlich mit 30 ug i.m. IFN-B-1a behandelt wurden,
keinen einzigen Schub in finf Jahren, wohingegen MX1,.,-Patienten, welche in hoher
Frequenz hohe Dosen s.c. IFN-B-1b erhielten (3-4 x 250 pg / Woche), durchschnittlich
2,7 Schiibe erlitten. Uber die Ursachen dieser Diskrepanz ldsst sich hier lediglich
spekulieren. Eine Erklarung ware, dass eventuell nur moderate IFN-B-Level vorteilhaft
sind. Dies wiirde bedeuten, dass Patienten mit niedriger endogener Signalwegaktivierung
eine intensive Therapie bendtigen konnten, um die IFN-B-Signalwege effektiv zu
aktivieren, wohingegen eine hochdosierte Therapie bei MX1,h-Patienten moéglicherweise
nicht den gewilinschten Effekt zeigt. Eine alternative Erklarung konnte in der
Krankheitsdauer liegen. Patienten, welche mit i.m. IFN-B-1a behandelt wurden, befanden
sich, gemessen am EDSS zu Studienbeginn, in einem friiheren Krankheitsstadium. Somit
waére vorstellbar, dass der positive Effekt einer hohen korpereigenen IFN-Signatur in
Kombination mit einer IFN-B-Therapie bevorzugt im frilhen Krankheitsverlauf zum Tragen
kommt. Diese Ergebnisse missen jedoch vorsichtig interpretiert werden, da die

Patientenzahl pro MX1-Gruppe, flr jede Therapieform einzeln betrachtet, gering war.

Die Analyse der bildmorphologischen Befundprogression im MRT zeigte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den MX1-Kohorten. Uber durchschnittlich vier Jahre
hatten 30 % der MX1,.n-Patienten und 36 % der MX1piedrig-Patienten keine Zunahme
pathologischer MRT-Verdanderungen (p-Wert=1,0). Die Progression der einzeln
analysierten MRT-Parameter (T2-Ldsionen, T1-Lasionen, KM-aufnehmende Lé&sionen,
Atrophie) unterschied sich ebenfalls zu keinem Zeitraum signifikant zwischen den
Kohorten. Auch van der Voort et al. fanden wahrend zweijdhriger Verlaufskontrolle keine
unterschiedliche Anzahl neuer T2-Lasionen zwischen Patienten mit hoher und niedriger
Baseline-MX1-Expression [168]. Es sei jedoch betont, dass die vorliegend ausgewerteten
MRT-Untersuchungen lediglich qualitativ beurteilt wurden und im Rahmen von klinischen
Verlaufskontrollen durchgefiihrt wurden. Daher war die Zeitspanne zwischen Baseline-
und Verlaufs-MRT individuell sehr unterschiedlich und u.a. abhangig von der klinischen
Situation der Patienten. In nachfolgenden Studien kdnnten serielle MRT-Untersuchungen

zu definierten Zeitpunkten durchgefiuhrt werden, wobei auch spinale MRT-Befunde und
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weitere, Uber die konventionellen MRT-Wichtungen hinausgehende Methoden zur

Darstellung von kortikalen Ldsionen Berticksichtigung finden sollten [238].

In Zusammenschau der klinischen und paraklinischen Verlaufe konnte gezeigt werden,
dass eine erhohte endogene MX1-Expression in PBMC von RRMS-Patienten kein
Biomarker fiir den Krankheitsverlauf unter IFN-B-Therapie ist, womoglich jedoch die

Auswahl des IFN-B-Praparates fur den individuellen MS-Patienten unterstiitzen kénnte.

5.4 MX1-Expression unter Interferon-B-Therapie und bei Probanden

Die Analyse der Daten gab Einblick in das Verhalten der MX1-Transkription unter IFN-B-
Therapie. Es konnte gezeigt werden, dass die MX1-Expression in PBMC von Patienten mit
initial niedrigen MX1-Leveln unter IFN-B-Therapie deutlich gesteigert wird. Bei MX1hoch-
Patienten hingegen bewirkt exogen zugefiihrtes IFN-B keine signifikante Anderung der
Transkriptionsstarke, zumindest nicht zum Zeitpunkt der Blutabnahme 2-3 Tage nach
IFN-B-Injektion. Eventuell wiirden fiir beide Kohorten hoéhere MX1-mRNA-Mengen
detektiert werden, wenn die Messungen innerhalb von zwolf Stunden nach Injektion
erfolgten [139, 150]. Bei separater Betrachtung der Medikamente fallt auf, dass nach
einem Monat unter Therapie die MX1-Level der MX1,,ch-Kohorte und der MX1yiegrig-
Kohorte innerhalb jeder Praparategruppe etwa auf gleichem Niveau lagen. Jedoch zeigten
i.m. IFN-B behandelte Patienten unter Therapie deutlich niedrigere mRNA-Level als
Patienten, denen s.c. IFN-B appliziert wurde. Dies ist vermutlich auf die unterschiedlichen
Zeitspannen zwischen letzter Medikamentengabe und Blutabnahme zurlickzufiihren
(s.c. IFN-B: bis zu 2-3 Tage, i.m.IFN-B: bis zu 7 Tage), da die Blut-mRNA-Level des
MX1-Gens bereits nach 3-12 Stunden ihr Maximum erreichen und anschlieRend wieder
abfallen [150]. Sieben Tage nach i.m. IFN-B-Applikation liegen die MX1-mRNA-Spiegel
nachweislich bereits wieder nahe dem Ausgangswert oder sogar darunter [148, 239].
Bertolotto et al. konnten zeigen, dass die drei IFN-B-Préparate zwolf Stunden nach
Injektion keine signifikanten Unterschiede beziiglich der induzierten MX1-mRNA-Level in
PBMC aufweisen [240]. In den vorliegenden Ergebnissen fiel zudem auf, dass MX1och-
Patienten, welche mit i.m.IFN-B behandelt wurden, nach einem Therapiemonat

verglichen mit ihren pratherapeutischen Ausgangswerten tendenziell eher reduzierte
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MX1-Expressionswerte zeigten. Ursachlich lassen sich hier gegenregulatorische Vorgdange
auf molekularer Ebene in Reaktion auf die Therapie vermuten. In Zusammenschau mit der
finfjahrigen  Schubfreiheit dieser Patientengruppe, konnte ein periodisches
Expressionsprofil (mit wochentlicher, kurzfristiger Induktion) fir MX1,.n-Patienten
klinisch vorteilhaft sein. Dies bedarf jedoch weiterer Analysen in gréReren

Studienpopulationen.

Eine wichtige Erkenntnis aus den vorgestellten Ergebnissen der Probanden-Analyse ist,
dass erhéhte MX1-mRNA-Level nicht MS-spezifisch sind, sondern auch physiologisch,
unabhangig vom Krankheitsbild der MS vorkommen und langfristig persistieren. Demnach
scheinen einige Menschen konstant die Gensignatur einer aktivierten Immunantwort zu
zeigen. Ursachen hierfir konnten beispielsweise dufere Umwelteinflisse,
Lebensgewohnheiten, Allergien oder genetische Variationen sein. Die langfristige
Konstanz der erhéhten MX1-Expression spricht gegen eine akut-infektiose Ursache. Dies
deutet darauf hin, dass auch bei MS-Patienten eine verstarkte IFN-Typ-l-dhnliche Aktivitat
nicht durch eine kurzfristige, subklinische Virusinfektion bedingt ist. Comabella et al.
konnten bei Patienten mit erhohter endogener IFN-Typ-I-Aktivitdt keine virale DNA des
EBV oder des Humanen Herpesvirus 6 in PBMC feststellen und keine entsprechende IgM-
Seropositivitdt nachweisen [164]. Chronisch-persistierende Viren und insbesondere
endogene Retroviren lassen sich als Ursprung der erhéhten MX1-Expression jedoch nicht

ausschlieBen [241].

5.5 Expression der Interferon-B-Signalweg-Gene

Die natdrliche Expression von IFN-B kann sowohl durch pathogene als auch kdrpereigene
Nukleinsduren (iber zwei Hauptsignalwege, den MyD88-abhangigen und den TRAF3-
Signalweg induziert werden. Endogenes sowie pharmakologisches IFN-B aktiviert
wiederum den ISGF3-Komplex, bestehend aus den Transkriptionsfaktoren STAT1, STAT2
und IRF9, und vermittelt hiertber die Induktion zahlreicher ISG. Das komplexe Netzwerk
enthalt zahlreiche Quervernetzungen sowie positive und negative Rickkopplungs-

schleifen. Die hier konstruierten Signalwege enthalten die nach aktuellem Wissen
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malgeblichen Hauptakteure und -mechanismen, kénnen jedoch die IFN-B-Regulation nur

ausschnitthaft und nicht taxativ beleuchten.

Diverse Arbeitsgruppen vermuteten in der Vergangenheit aufgrund erhohter
ISG-Expression einiger Therapie-naiver Patienten, dass bei diesen Patienten die IFN-B-
Signalwege verstarkt aktiviert seien [152, 163, 164]. Dies wurde bislang jedoch nicht
systematisch untersucht. Um der molekularen Ursache einer individuell erhéhten MX1-
Expression auf den Grund zu gehen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die
Transkription aller Gene analysiert, die in den IFN-B-assoziierten Signalwegen integriert
sind. Die Mikroarray-Ergebnisse zeigen, dass Patienten mit erhéhter pratherapeutischer
IFN-Typ-l-dhnlicher Aktivitat nicht nur hohe mRNA-Level des Surrogatparameters MX1
aufweisen, sondern auch eine erhohte Transkription anderer ISG und zahlreicher Gene
der IFN-B-Signalwege. Insbesondere zytoplasmatische und endosomale Rezeptoren
(IFIH1, DDX58, ZBP1, TLR7, TLR8) sowie Transkriptionsfaktoren (IRF7, STAT1, IRF9) waren
verstarkt exprimiert. Die mRNA-Level der Transduktionsmolekiile, als Bindeglieder
zwischen Rezeptoren und TF, waren hingegen nur leicht und nicht signifikant
unterschiedlich zwischen den Kohorten MX1poch und MX1,iedrig- Einige Gene zeigten eine
verstarkte Expression in MX1y.ch-Patienten, obgleich der Unterschied nicht die stringente
Signifikanzschwelle erreichte (p-Wert < 0,01). Dies konnte darin begriindet sein, dass fir
s.c. IFN-B-1la-behandelte Patienten ein anderer Affymetrix®-Chip (U133 Plus 2.0)
verwendet wurde, als bei den Patienten der anderen Therapieformen (U133 A und B). Fir
manche Gene, z.B. TLR7 und TLR8, fiihrten Unterschiede zwischen den entsprechenden
Probesets der beiden Chip-Typen zu einer starkeren Varianz der Daten und somit etwas

hoheren p-Werten (Tab. A-8).

Die  vorliegende Arbeit ist methodisch dahingehend limitiert, dass
Genexpressionsmessungen auf mRNA-Ebene erfolgten und diese nicht zwangslaufig mit
der Menge aktiver Proteine korrelieren muss. Abweichungen koénnten durch
post-transkriptionelle Genregulationsmechanismen wie mikroRNA-mRNA-Interaktionen
oder alternatives SpleiRen entstehen [242, 243]. So wurden in den Daten keine
signifikanten Unterschiede der Blut-mRNA-Mengen der IFN-a/B-Rezeptoren zwischen den

MX1-Kohorten gefunden. Uber die entsprechenden Proteinmengen oder zellspezifische
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Lokalisation der Rezeptoren ldsst sich jedoch nur spekulieren. Comabella et al.
verwendeten Durchflusszytometrie, um die Expression von IFNAR1 auf Monozyten zu
messen [164, 165]. In Patienten mit fortschreitender Krankheitsaktivitat trotz IFN-B-
Behandlung fanden sie eine héhere Baseline-Expression dieses Rezeptors. Severa et al.
konnten flr dendritischen Zellen schlussfolgern, dass eine Regulation der IFNAR1- und
IFNAR2-Oberflachenexpression auf post-transkriptionaler Ebene stattfindet [244].
Genetische Polymorphismen oder alternatives SpleiRen dieser Rezeptoren kdnnten
ebenfalls einen Einfluss haben. Unterschiedlich gespleilte Varianten des IFNAR2-
Rezeptors zeigen verschiedene biologische Reaktionen auf endogenes und exogenes

IFN-B [245].

Aufféllig war, dass bei MX1,.n-Patienten keine verstarkte Expression des IFN-B-Gens
(IFNB1) selbst gefunden wurde. Eine andere Arbeitsgruppe detektierte mittels PCR eine
erhohte pratherapeutische IFN-B-Expression in PBMC-Zellen von Non-Respondern [165],
was sie als Ursache einer verstarkten endogenen IFN-Typ-I-Signatur betrachteten [164].
Diese Schlussfolgerung konnte nach den Daten der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt
werden, jedoch waren die IFNB1-Transkriptlevel in den Mikroarray-Daten im Bereich der

Detektionsgrenze und wurden bisher nicht mittels sensitiverer PCR gepruft.

Die hier gezeigten Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin, dass die Ursache des
verstarkten Expressionsmusters in einer vermehrten Transkription des ISGF3-Komplexes
zu vermuten ist. Dieser Komplex ist nicht nur ein Regulator der ISG-Expression, sondern
auch ein wichtiger Induktor diverser Gene der IFN-B-Regulations- und -Signalkaskade,
wodurch positive Rickkopplungsschleifen entstehen [126, 246]. Der Zusammenhang
zwischen ISGF3 und einer IFN-Typ-I-Signatur wird durch die Ergebnisse der TFBS-Analyse
bestarkt. Diese zeigte, dass die Liste der ISGF3-Zielgene zu einem gewissen Grad das
Muster der Gberexprimierten Gene in MX1,.-Patienten widerspiegelt (Tab. A-8). Friihere
Studien konnten auf Proteinebene bereits eine Korrelation zwischen dem
Phosphorylierungsstatus der ISGF3-Komponente STAT1 und der ISG-Expression in
MS-Patienten nachweisen [167]. Das Ausmall der IFN-B-bedingten STAT1-Phos-

phorylierung scheint sich zwischen verschiedenen Leukozytenpopulationen zu unter-
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scheiden, mit starkster Phosphorylierung in Monozyten und geringerer Phosphorylierung

in B-Lymphozyten [247].

5.6 Expressionsanderungen der Interferon-B-Signalweg-Gene unter Therapie

Die Analyse der Expressionsinderungen der Signalweg-Gene bei MS-Patienten
unter Therapie gab Einblicke in die molekularen Effekte von IFN-B und zeigte
deutliche Unterschiede zwischen den Kohorten auf. Bei Patienten mit initial erhdhter
ISG-Expression bewirkte eine s.c. IFN-B-Therapie keine signifikante Modulation der
Expression von Genen der IFN-B-assoziierten Signalwege. Im Gegensatz hierzu wurde bei
MX1niedrig-Patienten nach einem Therapiemonat eine stark gesteigerte Transkription
zahlreicher Signalweg-Gene detektiert. Die therapeutisch bei MX1,eqrig-Patienten
induzierten Gene zeigten eine deutliche Ubereinstimmung mit den Genen, die initial in
MX1hoch-Patienten lGberexprimiert waren. Zudem bestand nach einem Monat unter IFN-B-
Therapie zwischen den Kohorten kein signifikanter Unterschied der Signalweg-Expression.
Dies spricht dafiir, dass MX1,.cn-Patienten schon vor Therapiebeginn stark aktivierte bzw.
ausgelastete Signalwege haben und folglich appliziertes IFN-B auf molekularer Ebene
weniger effektiv ist. Diese Hypothese wurde in der Vergangenheit bereits von anderen
Arbeitsgruppen aufgestellt [152, 163, 164]. Die vorliegende Arbeit bestdtigt erstmals
diesen Zusammenhang fir die einzelnen Gene der IFN-B-Signalwege — sowohl mittels
Mikroarray als auch PCR. Im Gegensatz zu den genannten Studien fihrte jedoch in den
hier vorgestellten Daten sowie in einer Untersuchung von Hesse et al. [169] das geringere
molekulare Therapieansprechen der MX1,.-Patienten nicht zu einem schlechteren

klinischen Ergebnis.

Es stellt sich die Frage, weshalb die Expression der Signalweg-Gene bei MX1,,-Patienten
unter Therapie nicht signifikant steigerbar ist. Mogliche Ursachen lassen sich nicht scharf
voneinander trennen und aus den Daten dieser Arbeit nicht abschliefend eruieren.
Moglicherweise stellt der eigentliche Transkriptionsvorgang der Signalweg-Gene oder die
ribosomale Biosynthese der entsprechenden Proteine einen limitierenden Faktor dar und
ist nicht weiter steigerbar. Alternativ konnte durch koinduzierte, gegenregulatorische I1SG

eine zunehmende Hemmung der Transkriptions- bzw. Signalweg-Aktivitdt bewirkt
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werden. Fiir die zweite Theorie spricht, dass ein bekanntes inhibitorisches ISG, namentlich
das Proteinbiosynthese-hemmende Gen IFIT1 [248], in MX1p.n-Patiente zu Baseline
Uberexprimiert war und bei beiden Kohorten unter Therapie transkriptionell induziert
wurde, wenngleich nur bei MX1,eqrig-Patienten signifikant. Ebenfalls wurde das
Signalweg-hemmende Gen SOCS1 [249] in MXlpedrig-Patienten therapeutisch
hochreguliert (p-Wert=0,017). Die pathophysiologische Relevanz dieses Gens wird
dadurch untermauert, dass ein Einzelnukleotidpolymorphismus in der 5’-regulatorischen

Region des SOCS1-Gens als Risikofaktor flir MS beschrieben wurde [250].

Eine weitere interessante Beobachtung war, dass bei MX1,eqrig-Patienten unter Therapie
die Expression des TLR7-Rezeptors gesteigert wurde. TLR7 ist an der Reifung dendritischer
Zellen beteiligt, welche ein Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitat
darstellen [251]. Es konnte gezeigt werden, dass eine IFN-B-bedingte Hochregulation des
TLR7-Rezeptors auf dendritischen Zellen die Differenzierung von Thl7-Lymphozyten
hemmt, welche als proinflammatorische Lymphozytensubpopulation an der MS-

Pathogenese beteiligt sind [252, 253].

5.7 Fazit und Ausblick

Dank der Kombination aus sehr grolem Mikroarray-Datensatz und langer
Patientenbeobachtung konnte belegt werden, dass eine verdnderte endogene
MX1-Expression in PBMC von RRMS-Patienten keine Prognose des klinischen oder
paraklinischen Verlaufs unter IFN-B-Therapie erlaubt. Es ergaben sich jedoch erstmals
Hinweise auf Unterschiede des MX1-abhdngigen Krankheitsverlaufs zwischen den drei
IFN-B-Prdaparaten. Um der Frage auf den Grund zu gehen, ob MX1 das Potential hat,
Kliniker bei der Wahl des individuell effektivsten IFN-B-Préparates zu unterstiitzen, bedarf
es prospektiver, therapiespezifischer Studien mit deutlich gréBeren Kohorten. Diese
Untersuchungen missen Dosierung und Frequenz der IFN-B-Applikation sehr genau
berucksichtigen und die NAb-Bildung kontrollieren. Mit zunehmender Zahl von
Mikroarray-Daten bieten sich hierflir datensatziibergreifende Analysen an, sofern ein

einheitliches Studiendesign berticksichtigt wird.
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Auf molekularer Ebene ergab die vorliegende Studie ein unterschiedliches
Therapieansprechen zwischen MX1lpocn und MXljieqrig. Die geringere medikamentdse
Modulation der Expression von Signalweg-Genen in MX1.c-Patienten in Zusammenschau
mit dem vergleichbaren klinischen Verlauf der beiden Kohorten, wirft die Frage auf, ob
MS-Patienten mit ohnehin erhéhter IFN-Typ-I-Signatur von einer anderen
Pharmakotherapie mehr profitieren koénnten. Der Therapiebenefit des endogenen
MX1-Levels (Baseline) fiir den Therapieerfolg unter IFN-B sollte im Head-to-Head
Studiendesign mit dem therapeutischen Benefit des MX1-Levels fiir die Therapie mit
einem neuen DMD (z.B. Dimethylfumarat) verglichen werden, um eine individuell
moglichst effektive Therapie zu gewahrleisten. Zahlreiche weitere Pharmaka befinden sich

aktuell in klinischer Erprobung [25, 74, 254].

Die systembiologischen Analysen der IFN-B-Signalwege konnten das Verstandnis der
molekularen IFN-B-Therapiemechanismen erweitern und zeigen, dass ISGF3 malgeblich
an einer erhdhten endogenen IFN-Typ-I-Aktivitdt beteiligt ist. Die hierfir gemessenen
MRNA-Level missen jedoch nicht zwangslaufig mit der Menge aktiver Proteine
korrelieren, da die Gentranskription zusatzlichen regulatorischen Mechanismen
unterliegt. Daher sollte die individuell unterschiedliche molekulare IFN-B-Wirkung auf
weiteren molekularbiologischen Ebenen untersucht werden. Hierflir bieten sich z.B.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- (ELISA) und Durchflusszytometrie-Analysen auf
Proteinebene an, aber auch die Beeinflussung der Genexpression durch mikroRNA und

alternatives SpleiRen sollte weiter erforscht werden.

Biomarker werden dringend bendétigt, um den Therapieerfolg oder -misserfolg friihzeitig
vorhersagen zu konnen. In Anbetracht neuer Therapiealternativen, ist es umso
bedeutender eine Entscheidungsgrundlage fiir die optimale Wahl der Pharmakotherapie
zu schaffen. Ein verbesserte Kenntnis der molekularen Wirkung verfligbarer
Immuntherapeutika bildet die Basis, um potentielle prozessspezifische Biomarker zu
finden, die eine frihzeitige Prognose des individuellen Therapieerfolgs erlauben.
AnschlieBend bedarf es der griindlichen Validierung der prognostischen Wertigkeit. Erste

Schritte sind in dieser Arbeit unternommen und publiziert worden [170].
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6. Zusammenfassung

MS ist die haufigste zu persistierender Behinderung fiihrende neurologische Erkrankung
im jungen Erwachsenenalter. Zur pharmakologischen Behandlung hat sich IFN-B
international als immunmodulatorische Basistherapie etabliert. Ein Teil von MS-Patienten
ist bereits vor Einleitung einer IFN-B-Therapie durch eine verstirkte endogene Expression
des IFN-stimulierten MX1-Gens gekennzeichnet. Die MX1-mRNA-Menge im Blut gilt als
Surrogatparameter fur die Aktivitdt des IFN-B- bzw. IFN-Typ-I-Signalwegs. Die Relevanz
dieses Phanomens fiir das individuelle Therapieansprechen wird kontrovers diskutiert und

die molekularen Ursachen sind unbekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Potential einer endogen erhdhten
MX1-Expression als prognostischen Marker fir den individuellen, klinischen und
paraklinischen Krankheitsverlauf unter IFN-B-Therapie bei MS-Patienten zu evaluieren.
Ferner sollten molekulare Ursache einer verstarkten endogenen IFN-Typ-I-Aktivitdat sowie

genregulatorische Effekte der IFN-B-Therapie eruiert werden.

Analysiert wurden Mikroarray-Transkriptomdaten zu PBMC von 61 RRMS-Patienten,
longitudinal erhoben unmittelbar vor Initiilerung einer IFN-B-Therapie sowie nach dem
ersten Therapiemonat. Eine Gruppierung der Patienten erfolgte entsprechend ihrer
pratherapeutischen MX1-mRNA-Expression in zwei Kohorten (MX1poch und MX1piedrig) und
die anschlieRende, fiinfjdhrige klinische und siebenjdhrige  paraklinische
Verlaufsbeobachtung wurde vergleichend ausgewertet bezliglich aufgetretener Schiibe,
der EDSS-Progression und MRT-Befunde. Des Weiteren erfolgte eine Analyse der Dynamik
der MX1-Transkription unter IFN-B-Therapie fiir beide Patientengruppen, sowie die
Untersuchung des physiologischen Langzeitverlaufs der MX1-Expression in gesunden
Personen. Zur weiteren molekularen Analyse wurden auf Basis der aktuellen Literatur die
Signalwege konstruiert, welche IFN-B induzieren oder durch IFN-B aktiviert werden. Die
Expression der darin enthaltenen Gene wurde zwischen MX1,ch-Patienten und MX1piedrig-
Patienten verglichen und die Expressionsdanderungen im ersten Therapiemonat fiir jede

Kohorte separat analysiert.
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Vor Therapiebeginn fanden sich bei 11 von 61 MS-Patienten erhohte Expressionswerte
des MX1-Gens. Klinisch ergab sich Gber finf bzw. sieben Jahre kein Unterschied im
Krankheitsverlauf zwischen MX1poch- und MX1,ieqrig-Patienten, weder gemessen an der
Schubfrequenz, noch an der EDSS-Progression oder der bildmorphologischen
Befundentwicklung im MRT. Bezogen auf die Schubraten konnten jedoch
therapiespezifische Unterschiede zwischen drei verschiedenen IFN-B-Préparaten in
Abhédngigkeit des MX1-Status festgestellt werden. So waren MX1y.,-Patienten unter
i.m. IFN-B-1a-Therapie (iber funf Jahre komplett schubfrei. Die geringste Schubrate der
MX1niedrig-Patienten ergab sich hingegen bei Medikation mit s.c. IFN-B-1b und lag hier
niedriger als die Schubrate der s.c. therapierten MX1,,.,-Patienten. Diese Daten bedirfen

jedoch der Validierung durch weitere prospektive Studien mit groeren Kohorten.

Auf molekularer Ebene bewirkte die eingeleitete IFN-B-Behandlung bei MX1niedrig-
Patienten eine starke Induktion der MX1-Transkription, wohingegen MX1,,n-Patienten
keine signifikante Expressionssteigerung erfuhren. Nach dem ersten Therapiemonat lagen
die mRNA-Werte beider Gruppen auf vergleichbarem Niveau. Ein Teil der Probanden wies
ebenfalls erhohte MX1-Werte auf, und diese Gensignatur war (iber sechs Monate stabil.
Somit scheint eine erhohte endogene IFN-Typ-I-Aktivitdt eine physiologische, individuelle,
erworbene oder angeborene Charakteristik des Immunsystems zu reprédsentieren, welche
beispielsweise durch duflere Umwelteinflisse, Lebensgewohnheiten oder genetische

Variationen bedingt sein konnte.

Insgesamt 46 Signalweg-Gene sowie 10 ISG konnten als Hauptakteure der IFN-B-
assoziierten Signalkaskaden eruiert werden. Die Expressionsanalysen dieser Gene
ergaben, dass Patienten mit verstarkter IFN-Typ-I-dhnlicher Aktivitat vor Initiierung einer
IFN-B-Therapie nicht nur MX1 und andere ISG vermehrt exprimierten, sondern auch
Pathogen-Rezeptoren (z.B. IFIH1) und Transkriptionsfaktoren (z.B. STAT1, IRF9, IRF7).
Wahrend natiirliches IFN-B und dessen Rezeptoren in beiden Kohorten auf dhnlichem
Niveau exprimiert wurden, zeigten Patienten mit verstarkter IFN-Typ-I-Signatur eine
signifikant hohere Expression der Gene des ISGF3-Transkriptionsfaktor-Komplexes. Eine
TFBS-Analyse fiihrte zu der Hypothese, dass die Aktivitdit des ISGF3-Komplexes

entscheidend ist flir einen unterschiedlichen Aktivitdtsstatus der IFN-B-Signalwege.
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Die einmonatige IFN-B-Therapie bewirkte bei MX1,.,-Patienten nur eine schwache, nicht
signifikante Modulation der Expressionsstirke von Signalweg-Genen. Im Gegensatz dazu
erfolgte bei Patienten mit niedriger initialer MX1-Expression unter Therapie eine starke
Induktion der Transkription zahlreicher Gene der IFN-B-Signalkaskade. Das Muster basal
Uberexprimierter Gene in MX1,.-Patienten entsprach dem Muster der therapeutisch
hochregulierten Gene bei MXlniedrig-Patienten. Folglich waren nach dem ersten
Therapiemonat keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen den beiden

Kohorten erkennbar.

Es konnte gezeigt werden, dass die physiologische, individuell unterschiedliche
MX1-Expression vor Initiierung einer IFN-B-Therapie im Allgemeinen keine prognostische
Wertigkeit als Marker fir den weiteren klinischen und paraklinischen Krankheitsverlauf
bei RRMS-Patienten besitzt. Jedoch ergaben sich erste Hinweise auf den moglichen
Nutzen der MX1-Messung fir die Wahl des IFN-B-Prdaparates. Therapeutisch appliziertes
IFN-B induziert tber Rickkopplungsmechanismen zahlreiche Gene der IFN-B-assoziierten
Signalwege. In  MX1,.n-Patienten ist die Expression dieser Gene bereits vor
Therapiebeginn gesteigert, vermutlich angetrieben durch eine Uberexpression von ISGF3.
Die pharmakologische Modifikation der Transkriptionsstiarke von Signalweg-Genen
fallt bei MX1poch-Patienten geringer aus, als bei Patienten mit niedriger endogener

MX1-Expression.

Die in dieser Studie gezeigten individuellen Expressionsunterschiede der
IFN-Typ-I-Signalweg-Gene und die pharmakologischen Wirkungen von IFN-B auf die
MRNA-Transkription erweitern das Verstandnis Gber die molekularen Mechanismen der
IFN-B-Therapie. Die mRNA unterliegt jedoch noch weiteren Regulationsschritten
(z.B. durch mikroRNA) bis zur Translation in die entsprechenden Proteine als Effektoren
der Medikamentenwirkung. Auf dieser Grundlage sollte in neuen Studien untersucht
werden, ob die jeweiligen transkriptionellen Unterschiede und Modulationen auch auf
Proteinebene nachweisbar sind. Nachfolgende Studien kdnnten zudem MX1-abhdngig den

klinischen Erfolg verschiedener IFN-B-Préparate und Therapiealternativen vergleichen.
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8.4 Supplementare Tabellen und Abbildungen

Tab. A-1: Haufige Symptome der Multiplen Sklerose

Funktionelles System

Haufige Symptome und Befunde

Pyramidenbahn

Zentrale Paresen und Spastik, Hyper- und Hyporeflexie, Kloni,
Kontrakturen

Kleinhirn

Tremor, Ataxie, Dysmetrie, Schwindel, Nystagmus

Hirnstamm

Dysarthrie, Dysphagie, Augenmotilitatsstorungen,
Funktionsstérungen der Nervi Facialis und Trigeminus

Sensibilitat/Schmerz

Hypasthesie, Parasthesie, gestorte Propriozeption (beinbetont),
Neuropathische Schmerzen

Blase/Mastdarm

Blasen- und Mastdarmentleerungsstorungen, Inkontinenz,
sexuelle Funktionsstorungen

Visuell

Visusminderung, Gesichtsfeldausfalle, Optikusneuritis,
Dyschromatopsie

Psychisch/Kognitiv

Depression, Euphorie, Fatigue, kognitive Defizite

Andere

Epileptische Anfille
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Tab. A-2: Expanded Disability Status Scale (EDSS) (nach [57])

EDSS Beschreibung

0,0 Neurologische Untersuchung ohne pathologische Befunde.

1,0 Keine Behinderung. Minimale Abnormitat in einem Funktionssystem (FS).
1,5 Keine Behinderung. Minimale Abnormitat in mehr als einem FS.

2,0 Minimale Behinderung in einem FS.

2,5 Minimale Behinderung in zwei FS.

Uneingeschrankt gehfahig. Massiggradige Behinderung in einem FS oder minimale

3,0 Behinderung in drei bis vier FS.

Uneingeschrankt gehfahig. Massiggradige Behinderung in zwei FS oder maRig-
3,5 gradige Behinderung in einem FS und minimale Behinderung in maximal zwei FS
oder minimale Behinderung in fiinf FS.

Gehstrecke mindestens 500 m ohne Hilfe und Pause. Aktiv wahrend ca. zwolf

4,0 Stunden pro Tag. Relativ schwere Behinderung.

45 Gehstrecke mindestens 300 m ohne Hilfe und Pause. Ganztagig arbeitsfahig, jedoch
! mit gewissen Einschrankungen. Relativ schwere Behinderung.

50 Gehstrecke etwa 200 m ohne Hilfe und Pause. Tagliche Aktivitat beeintrachtigt.
! Starke Behinderung.

55 Gehstrecke etwa 100 m ohne Hilfe und Pause. Normale tagliche Aktivitat unmaglich.
! Starke Behinderung.

6.0 Gehhilfe intermittierend oder einseitig konstant nétig, um etwa 100 m ohne Pause
’ zu gehen.

6,5 Gehhilfe beidseits konstant nétig, um 20 m ohne Pause zu gehen.

70 Gehstrecke trotz Hilfsmitteln maximal 5 m. Weitgehend an den Rollstuhl gebunden.

Transfer und Fortbewegung im Rollstuhl selbstandig.

Gehstrecke trotz Hilfsmitteln nur ein paar Schritte. An den Rollstuhl gebunden.
7,5 Bendtigt Hilfe fur Transfer. Bewegt Rollstuhl selbst, aber vermag nicht den ganzen
Tag im Rollstuhl zu verbringen. Bendtigt eventuell motorisierten Rollstuhl.

Weitgehend an Bett oder Rollstuhl gebunden. Pflegt sich weitgehend selbstandig.

8,0 Meist guter Gebrauch der Arme.

85 Uberwiegend bettlagerig. Partiell niitzlicher Gebrauch der Arme. Selbstpflege
’ teilweise moglich.

9,0 Bettlagerig und hilflos. Essen und Kommunizieren mdoglich.

95 Bettlagerig und vollkommen hilflos. Nahrungsaufnahme und Kommunikation

gestort. Schluckstérungen.
10,0 Tod durch Multiple Sklerose.

101



Anhang

Tab. A-3: Diagnosekriterien der Multiplen Sklerose (2001) (nach [38])

Klinisch
Inische Erfiillte Kriterien (v') und erforderliche Nachweise

Prasentation
Schub- | Lasions- Zeitliche Raumliche
Anzahl orte' Dissemination Dissemination
>2 >2 v v
Eines der Folgenden:
- positives MRT?
- positiver Liquorbefund® und
>2 1 v > 2 MS-typische MRT-Lasionen
- weiterer klinischer Schub
(entsprechend einer anderen
Lasionslokalisation)
Eines der Folgenden:
1 >2 - positives MRT v
- zweiter klinischer Schub
Eines der Folgenden: Eines der Folgenden:
1 1 - positives MRT? - positives MRT?
- zweiter klinischer Schub - positiver Liquorbefund® und
> 2 MS-typische MRT-Lasionen

- weiterer klinischer Schub

Klinisch isoliertes )
(entsprechend einer anderen

- klinische Progression
Uber 1 Jahr (pro- oder
retrospektiv)

Syndrom Lasionslokalisation)
Positiver Liquorbefund* Positiver Liquorbefund®
und und
0 0 Eines der Folgenden: Eines der Folgenden:

- positives MRT
(> 9 zerebrale T2-Lasionen oder
> 2 spinale Lasionen oder

4-8 zerebrale + 1 spinale Lasion)
- positive visuell evozierte Potenziale
und
4-8 zerebrale MRT-Lasionen oder
< 4 zerebrale + 1 spinale Lasion

. 3
PPMS-verdichtige, - positives MRT

chronische
Progression

PPMS = Primar chronisch-progrediente Multiple Sklerose
! Objektivierbare, klinisch manifestierte ZNS-Lasionen an verschiedener anatomischer Lokalisation
? Nachweis der raumlichen Dissemination im MRT durch drei der vier folgenden Kriterien:
a) Eine Gadolinium (Gd)-anreichernde Lasion oder neun T2-hyperintense Ladsionen.
b) Mindestens eine infratentorielle Lasion.
c) Mindestens eine juxtakortikale Lasion.
d) Mindestens drei periventrikuldre Lasionen.
* Nachweis der zeitlichen Dissemination im MRT durch:
a) Eine Gd-anreichernde Lasion mindestens drei Monate nach einem klinischen Schub, welche nicht
dem Schubereignis entspricht. Falls dies nicht zutrifft:
b) Verlaufs-MRT nach weiteren drei Monaten mit Nachweis einer neuen Gd-anreichernden oder
T2-hyperintensen Lasion.
* Nachweis der intrazerebralen 1gG-Synthese durch Detektion oligoklonaler Banden im Liquor zerebro-
spinalis oder eines erhéhten 1gG-Index.
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Tab. A-5: Vergleich der MRT-Befunde zwischen MX1;,5cn und MX1piedrig
Anzahl Patienten mit MRT-Untersuchung im Zeitraum
T2-Ldsionen
Baseline 2.-3. Jahr 4.-5. Jahr 6.-7. Jahr 1.-7. Jahr
MX1-Status MX1}0cn MXlniedriﬂ MX1}0cn MXlniedriﬂ MX1}0cn MXlniedriﬂ MX1}0cn MXlniedriﬂ MX1}0cn MXlniedrig
physiologisch 0 0
-g pathologisch 10 36
E verbessert 0 0 0 1 0 0 1
'EI unverdndert 1 6 1 10 3 10 5 16
S | verschlechtert 2 2 1 12 1 5 5 19
gesamt 10 36 3 8 2 23 4 15 10 36
p-Wert 1,00 0,49 1,00 1,00 1,00
Anzahl Patienten mit MRT-Untersuchung im Zeitraum
T1-Ldsionen
Baseline 2.-3. Jahr 4.-5. Jahr 6.-7. Jahr 1.-7. Jahr
MX1-Status MXZhoch |MXLiedrig] MXZhoch | MXLiedrigl MXZhoch |MXLniearigl MXLnoch [MXLiedrig] MXZnoch | MXLpiearig
physiologisch 5 25
-g pathologisch 5 11
E: verbessert 0 0 0 0 0 1 0 1
'EI unverdndert 3 8 0 18 4 8 8 25
S | verschlechtert 0 0 2 5 0 6 2 10
gesamt 10 36 3 8 2 23 4 15 10 36
p-Wert 0,28 1,00 0,07 0,40 0,77
Anzahl Patienten mit MRT-Untersuchung im Zeitraum
T1 mit KM
Baseline 2.-3. Jahr 4.-5. Jahr 6.-7. Jahr 1.-7. Jahr
MX1-Status MXLnoch |MXLiedrig] MXZhoch | MXLniedrigl MXLhoch |MXLniearigl MXLnoch [MXLiearig] MXZnoch | MXLiearig
physiologisch 6 25
.g pathologisch 4 11
:'n-’ verbessert 1 2 0 4 0 1 2 5
'EI unverdndert 1 6 2 13 4 11 7 22
S | verschlechtert 1 0 0 6 0 3 1 9
gesamt 10 36 3 8 2 23 4 15 10 36
p-Wert 0,71 0,41 1,00 1,00 0,67
Anzahl Patienten mit MRT-Untersuchung im Zeitraum
Atrophie
Baseline 2.-3. Jahr 4.-5. Jahr 6.-7. Jahr 1.-7. Jahr
MX1-Status MXLnoch |MXLiedrig] MXZhoch | MXLniedrigl MXLhoch |MXLniearigl MXLnoch [MXLiedrig] MXZnoch | MXLiearig
physiologisch 7 30
.g pathologisch 3 6
:'n-’ verbessert 0 0 0 0 0 0 0
'EI unverdndert 3 8 1 17 2 14 7 30
S | verschlechtert 0 0 1 6 2 1 3 6
gesamt 10 36 3 8 2 23 4 15 10 36
p-Wert 0,38 1,00 0,49 0,10 0,38

Dargestellt sind die absoluten Zahlen der MRT-Befunde wéahrend verschiedener Untersuchungszeitrdume,

gruppiert nach den Patientengruppen MX1poch (n=10) und MX1,ieqrig (N=36). Die vier Tabellen zeigen die

Auswertung jeweils eines analysierten MRT-Parameters (T2-Ldsionen, T1-Ldsionen, T1 mit KM und

Atrophie). Die berechneten p-Werte entstammen den jeweiligen Kohortenvergleichen mittels exakten

Fisher-Tests. Fiir keinen untersuchten Parameter ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den

Befunden der beiden Kohorten

weder

Verlaufszeitraume unter Interferon-B-Therapie.

pratherapeutisch

(Baseline)

noch wahrend eines der
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Tab. A-6: Gene der Interferon-B-Signalwege
Gen-Symbol | GeneCards ID | Entrez ID Chromosomen-Position Offizieller Name
AKT1 GC14M104361 207 | chrl14:104306731-104333125 (-) | v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
ATF2 GC02M175645 1386 | chr2:175645224-175741180 (-) activating transcription factor 2
CHUK GC10M101938 1147 | chr10:101938114-101979334 (-) | conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
CXCL10 GC04M077132 3627 | chr4:77161295-77163674 (-) chemokine (C-X-C motif) ligand 10
DDX58 GCO9M032447 23586 | chr9:32445300-32516322 (-) DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58
EIF2AK2 GC02M037246 5610 | chr2:37179857-37405184 (-) eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2
IF127 GC14P093646 3429 | chr14:93646832-93652786 (+) interferon, alpha-inducible protein 27
IFIH1 GC02M162831 64135 | chr2:162831835-162883285 (-) interferon induced with helicase C domain 1
IFIT1 GC10P091142 3434 | chr10:91142302-91153725 (+) interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1
IFNAR1 GC21P033619 3454 | chr21:33619084-33653999 (+) interferon (alpha, beta and omega) receptor 1
IFNAR2 GC21P033524 3455 | chr21:33524101-33558700 (+) interferon (alpha, beta and omega) receptor 2
IFNB1 GCO09M021067 3456 | chr9:21067104-21067962 (-) interferon, beta 1, fibroblast
e GCOBPOA2247 3551 | chr8:42247986-42309122 (+) ir?hibitorof kappa light polypeptide gene enhancerin B-cells,
kinase beta
IKBKE GCO1P204710 9641 | chr1:204710415-204736845 (+) ir?hibitoro-fkappalight polypeptide gene enhancer in B-cells,
kinase epsilon
IRAK1 GCOXM152929 3654 | chrX:152929151-152938536 (-) interleukin-1 receptor-associated kinase 1
IRAK4 GC12P042439 51135 | chr12:42439047-42468166 (+) interleukin-1receptor-associated kinase 4
IRF3 GC19M054854 3661 | chr19:54854641-54860936 (-) interferon regulatory factor 3
IRF7 GC11M000602 3665 | chr11:602555-605999 (-) interferon regulatory factor 7
IRF9 GC14P023690 10379 | chr14:23690267-23706451 (+) interferon regulatory factor 9
1SG15 GC01P000938 9636 | chr1:938742-939782 (+) ISG15 ubiquitin-like modifier
1SG20 GC15P086983 3669 | chr15:86982978-87000718 (+) interferon stimulated exonuclease gene 20kDa
JAK1 GCO01M065010 3716 | chr1:65071494-65204775 (-) Janus kinase 1
JUN GC01M058958 3725 | chr1:59019048-59022587 (-) jun oncogene
MAP3K7 GC06M091282 6885 | chr6:91282074-91353628 (-) mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7
MAPK14 GC06P036103 1432 | chr6:36103551-36186513 (+) mitogen-activated protein kinase 14
MAPK8 GC10P049279 5599 | chr10:49184739-49317409 (+) mitogen-activated protein kinase 8
MAVS GC20P003783 57506 | chr20:3775484-3795973 (+) mitochondrial antiviral signaling protein
Mx1 GCI1POA1720 4599 | chr21:41714312-41753011 (+) myxoyirus(influenza virus) resistance 1, interferon-inducible
protein p78 (mouse)
MYD88 GCO03P038155 4615 | chr3:38155009-38159517 (+) myeloid differentiation primary response gene (88)
NFKB1 GCO4P103641 4790 | chra:103641518-103757507 (+) ;“:;ijrlfacmr of kappa light polypeptide gene enhancer in
NFKB2 GC10P104144 4791 | chr10:104144219- 104152271 (+) | MUCI€2" factor of kappalight polypeptide gene enhancerin
B-cells 2 (p49/p100)
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancerin
NFKBIA GC14M034940 4792 | chr14:34940468-34943703 (-) .
B-cells inhibitor, alpha
0AS1 GC12P111807 4938 | chr12:111829122-111854177 (+) | 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa
PIK3R1 GCO5P067558 5295 | chr5:67558218-67633405 (+) phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (alpha)
REL GC02P061020 5966 | chr2:60962256-61003682 (+) v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog (avian)
RELA GC11M065178 5970 | chr11:65177649-65186959 (-) v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
RELB GC19P050196 5971 | chr19:50196539-50233292 (+) v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B
RSAD2 GC02P006969 91543 | chr2:6935247-6955814 (+) radical S-adenosyl methionine domain containing 2
SOCS1 GC16M011255 8651 | chrl6:11255775-11257540 (-) suppressor of cytokine signaling 1
SOCS3 GC17M073864 9021 | chr17:73864454-73867753 (-) suppressor of cytokine signaling 3
STAT1 GC02M191542 6772 | chr2:191542121-191587181 (-) signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
STAT2 GC12M055021 6773 | chr12:55021648-55040176 (-) signal transducer and activator of transcription 2, 113kDa
TBK1 GC12P063132 29110 | chr12:63132204-63182158 (+) TANK-binding kinase 1
TICAM1 GC19M004767 148022 | chr19:4766944-4782716 (-) toll-like receptor adaptor molecule 1
TICAM2 GCO5M114942 353376 | chr5:114942238-114989757 (-) toll-like receptor adaptor molecule 2
TIRAP GC11P125658 | 114609 | chrl1:125658192-125670038 (+) :)Or'cl;g;;e”e“k'” 1receptor (TIR) domain containing adaptor
TLR3 GC04P187227 7098 | chr4:187227303-187243246 (+) toll-like receptor 3
TLR4 GC09P119506 7099 | chr9:119506291-119519589 (+) | toll-like receptor 4
TLR7 GCOXP012795 51284 | chrX:12795123-12818401 (+) toll-like receptor 7
TLR8 GCOXP012834 51311 | chrX:12834679-12851209 (+) toll-like receptor 8
TLR9 GC03M052230 54106 | chr3:52230138-52235219 (-) toll-like receptor 9
TNFSF10 GC0O3M173706 8743 | chr3:173706158-173723963 (-) tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
TRAF3 GC14P102313 7187 | chr14:102313569-102442381 (+) | TNF receptor-associated factor 3
TRAF6 GC11M036467 7189 | chr11:36467299-36488398 (-) TNF receptor-associated factor 6
TYK2 GC19M010322 7297 | chr19:10322209-10352211 (-) tyrosine kinase 2
ZBP1 GC20M055602 81030 | chr20:55612308-55629038 (-) Z-DNA binding protein 1
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Tab. A-7: Interaktionen der Interferon-B-Signalweg-Gene mit Literaturquellen
&
Fpd EPs & S S
N F DO F T S
» N AN QY § @‘b &
& & S PSSP E
NG NIT QPO Y
& K > & & ™ O & & ‘q} X,
ARG PN SN
F & FE LIS T O @
. 3B o o0 o8 (B ot ot (Y B a2 P
Genl Interaktion Gen2 T Q¥ Q¥ ¥ T R PP A
AKT1 Aktivierung IRF3 - | X - [ X - - - | X - -
ATF2 Bindung DNA o|lo| - [ X[ X]| -] X]|]o]| -[X]| o
ATF2 Bindung JUN olo | -[X[X]-]|X]o] -|[-]o
CHUK Phosphorylierung |IRF7 X | X | - -l - - - X - o -
DDX58 Bindung MAVS S X - XX - XX -] X -
DNA Transkription IFNB1 X X[ X ]| X[ X[ X ]| X ]| X[X]X]|X
IFIH1 Bindung MAVS S X - X X[ - XX -] X -
IFNAR Phosphorylierung |STAT1 - X[ X[ XXX X]| -] X[ X]| -
IFNAR Phosphorylierung |STAT2 - X[ X[ XX ]| X]X]| -] X[ X]| -
IFNAR1  |Bindung TYK2 - X[o | X X[ X])]o]| -] X]|X| -
IFNAR2  |Bindung JAK1 - X[o [ XX | X]o]| -| X[ X]| -
IFNB1 Bindung IFNAR1 - XXX X[ X] o - X | X -
IFNB1 Bindung IFNAR2 S X[ XX X[ X))o ]| -] X]|X| -
IKK Phosphorylierung |NFKBIA X| X[ X]| X]| X -lo | o] X - [ X
IRAK1 Phosphorylierung |CHUK X | o - - - - - | X - | o -
IRAK1 Bindung TRAF6 Xlo | X | -] -] -] -1X[-]-1X
IRAK4 Phosphorylierung |IRAK1 X | o - - - - - | X - o] X
IRF3 Bindung DNA XX | X[ X]| X[ X|X]| X[ -]X]X
IRF3 Bindung IRF3 - X[ - X - X X]-]-]-{o
IRF3 Bindung IRF7 - | X - | o - - | o - - - -
IRF7 Bindung DNA XX | X[ X] X[ X[ X] X X | X
IRF7 Bindung IRF7 - X - [ X - - - - - - | o
IRF9 Bindung STAT1+2 S X[ XX X[ X X] -] X ] X[ -
ISGF3 Bindung ISRE S X[ XX X[ X)X -] X | X | -
ISRE Transkription CXCL10 - X - XX - - - - [ XX
ISRE Transkription EIF2AK2 - X[ X X[ X | X ] X - X[ X -
ISRE Transkription IF127 - - o] X - | o - - - - -
ISRE Transkription IFIT1 - X o | X[ X ]| o] X - [ X - -
ISRE Transkription ISG15 - X | X[ X X ] o - X | X -
ISRE Transkription I1ISG20 - - XX | X[ o] X -] X - -
ISRE Transkription MX1 S X[ XXX ]| X ] X | X]| X[X -
ISRE Transkription 0OAS1 - X | X | X | X - X X | X[ X -
ISRE Transkription RSAD2 - - - X | X - - - X - -
ISRE Transkription TNFSF10 - - - X ] o - | X - - - -
JAK1 Phosphorylierung |TYK2 - - - X X ] o - - - [ X -
JUN Bindung DNA o|lo | -[X[X] -] X]o]|] -[X]|o
MAP3K7 |Phosphorylierung |IKK X[ X]|]o|X]o]| -J]o[X[|[-]-]o0
MAP3K7 |Phosphorylierung |MAPK14 o| o - [ X ] o - - | o - - | o
MAP3K7 |Phosphorylierung |MAPKS8 o| o - X ] o - - | o - - | o
MAPK14 |Phosphorylierung |ATF2 olo| -| X| X]| - -lo]| -| -|o
MAPKS8 Phosphorylierung |JUN o| o - XX - - | o - - | o
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(Tab. A-7, Fortsetzung)

S
Fop TP S S
S P T Y &S
& & SE PSS S
PRGN NP OSSP O
PSP O A A A AL
9@" ‘b\'& Q‘\@\' o@@‘ ‘\Q‘Qé o‘z ';‘)‘ V'\‘ \l:b?.‘ ‘;\\
N & ST E &
. [ o o0 o8 (B ot ot (Y B a2 AP
Genl Interaktion Gen2 T Q¥ Q¥ ¥ T R PP A
MAVS Bindung TRAF3 - | X - XX - o] X - | o
MAVS Bindung TRAF6 - - - XX ] - -1 -1 -] -
MYD88 Bindung IRAK4 X | o - - - - - | X -l o] X
NFKB Bindung DNA X X[ X[ X]| X]| -] X] X[ -]X]|X
NFKBIA  [Inhibierung NFKB X X[ X[ X]|X| -Jo]Jo|[X] -]X
PIK3R1 Phosphorylierung |AKT1 - X - X | -1 - - X -] X | -
SOCS Inhibierung IFNAR - - - x] - - Xt - -] -0 -
SOCS Inhibierung TIRAP - | X - - - - - - - -
SOCS Inhibierung TLR3 - | X - - - - - - - - -
SOCS Inhibierung TLR4 - | o - - - - - - - - -
SOCS Inhibierung TLR7 - | X - - - - - - - - -
SOCS Inhibierung TLR8 - | X - - - - - - -
SOCS Inhibierung TLR9 - | X - - - - - - - - -
STAT1 Bindung STAT1 - | X -fo | X | X - - XX -
STAT1 Bindung STAT2 S X[ XXX X)X -] X ] X | -
STAT1+1 |Bindung DNA - X -] - XX -] - XX -
TBK/IKKe |Phosphorylierung |[IRF3 X| X[ X]| X]| X - X | X - X | X
TBK/IKKe |Phosphorylierung [IRF7 - X[ X | X ] X X | X X | X
TICAM1 |Bindung TRAF3 X| | X]o [ X ]| X| -] -] X[ -]o]X
TICAM1  [Bindung TRAF6 X| -] -[X| X| -] -]X[-]-1X
TICAM2  |Bindung TICAM1 X| X[ X[o] -} -] -]-1-1X]X
TIRAP Bindung MYD88 o| X[ X - - - - - - X | X
TLR3 Aktivierung PIK3R1 - | X - [ X - - - | X - - -
TLR3 Bindung TICAM1 X X[ X[ X]| X| -] -] X[ -]X]|X
TLR3 Bindung TLR3 o| X[ X ]| X ]| X - - - - - -
TLR4 Bindung TICAM2 X]| X[ X| o - - - - - X ] X
TLR4 Bindung TIRAP o | X | X | -] -1 -]-1]1-1-1X]X
TLR4 Bindung TLR4 o | X - [ X - - - - - - -
TLR7 Bindung MYD88 XX X -] -1 -] -1X[-]1X]X
TLR7 Bindung TLR7 o X | -| X -1-1-1-1-1-1-
TLR8 Bindung MYD88 - XX -] -1 -1 -1 -] -1 XX
TLR8 Bindung TLR8 o | X - [ X - - - - - - -
TLR9 Bindung MYD88 XX X -] -1 -] -1X[-]1X]X
TLR9 Bindung TLR9 o | X - [ X - - - - - - -
TRAF3 Aktivierung TBK/IKKe X| X| X ]| X | X - o| X - o| X
TRAF6 Bindung MAP3K7 X| X[o] X]| o - o] X - - | o
TYK2 Phosphorylierung [JAK1 - -l - X X]Jo) -] -] -] X| -
ZBP1 Aktivierung TRAF3 - | X - - - - - - - - -
Legende:

El Eine Interaktion der beiden Proteine ist genannt.
Eine Interaktion der beiden Proteine ist mit Art der Interaktion beschrieben.
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Tab. A-8: Interferon-B-Signalweg-Gene: Mikroarray-Daten und Expressionsvergleiche
) \) -l :
o we® e e\\ge“. @ we® - e\\ﬂe“ o ‘@m,ﬂ\ o “\e“m’%ase\‘“e 2;‘f)e\\(\ 5?3"0“
o .\ o .\ & o NS AV \QS\
< & Y & o 8¢ o™ 0,\o“ ao\®
) N\*’& “wk\‘ N\*X e ) “\*'&“oc“ ) N\*‘& el ) N\*X oo ) “\*’& o c ‘..'; ! o . 6\’“%5
ST e o2 e a0 o0 N od? y ‘3_%\(\
Gen-Symbol  %°° ®° A AW ®° AW NN gt
AKTL 959 1056 1046 ] 1087 0,138] 0,330] 0,469] 0,299 -
ATF2 305 329 315 349] 0531] 0,199] o0688| 0114 -
CHUK 475 390 544 429| 0635] 0482] 0031] 0,043 -
CXCL10 989 309 1152 998 | 0,021] 0,040] 1,000 v
DDX58 939 644 1171 1323| 0370] 0,172] 0375 v
EIF2AK2 1738 874 | 2422|2265 0,925 [ 0,078 -
IF127 974 50 1649 1555 0,925 [ 0,297 -
IFIH1 592 345 675 832 0,128 | 0,469 v
IFITL 2986 630 | 5303| 5745 0,330 0,109 -
IFNARL 401 333 384 366| 0,556 | 0,747 0,469 -
IFNAR2 982 809 954 778| 0312| 0138] 0813] 0,245 -
IFNB1 10 11 8 9] 0925| 0312] 0469] 0641 v
IKBKB 537 517 547 509| 0894| 0506] 0,813] 0,685 -
IKBKE 446 435 512 491 o0413] 0556] 0,016 -
IRAK1 1592 1881 1570 1904 | 0,482] 0,227] 0,938 -
IRAK4 459 531 441 470 0,149 0,391] 0,578 -
IRF3 1444 1472 1543 1573 | 0,985] 0,955 | 0,375 -
IRF7 2787 1357 3203 3435 0,330 0,469 v
IRF9 3744 | 2467| 3538| 3392 0,719 0,688 -
1SG15 4676 1553 | 7196 | 8729 0,138 [ 0,156 -
1SG20 2290 1836 | 2495 | 2827 0,227| 0,227] 0,578 v
JAKL 4336 | 4976 | 4554 4896 0,370 0,835 0,688 0,440 -
JUN 197 242 213 185 | 0,835 0,391 0469 0,339 -
MAP3K7 803 749 767 741 0413| 0556| 0578 0,641 -
MAPK14 1079 976 962 902| 0805| 0719] 0578] 0,016 -
MAPK8 187 199 201 184 0835 0,747 0,813 0,213 -
MAVS 370 374 369 361| 0,865| 0,805] 1,000] 0,253 -
MX1 5804 | 1668 | 8019 | 8110 |IN0,0000 0.776] 0,156 - -
MYD88 8034 | 6627| 8741] 8035| 0,608[ 0,608] 0,297 -
NFKB1 2119 | 2122 2134 2129 0925| 0925] 0469| 0,887 -
NFKB2 403 426 392 218| 0391 0690 0813] 0,404 -
NFKBIA 5164 | 5461| 4964] 4963| 0985] 0,776] 0938] 0,570 -
0AST 2976 | 1219|3497 | 3498 |II0005] 0,556 | 0,469 [IN0,0000 -
PIK3R1 1016 959 1298 954| 0582 | 0172] 0078 0,952 -
REL 1147 1029 1135 1064 | 0,662 0,865] 1,000| 0,318 -
RELA 912 919 895 949| 0,925| 0582 0813] 0,584 -
RELB 458 497 444 491 0435] 0391] 0578 1,000 -
RSAD2 1908 335 | 3584 4300 H 0243] 0078 H -
SOCS1 90 71 92 100 0662 0,747] 1,000] 0,017] v
SOCS3 206 193 170 172| 0662 098] 0047] 0,109] v
STATL 5600 | 2294 | 4034| 3826 H 0,955 [ 0,375 -
STAT2 616 427 501 594| 0071] 0,259] 0,219 v
TBK1 776 781 765 879] 0835 0531] 0,688 -
TICAM1 296 264 278 269| 0719] 0865] 0,938] 0,529 -
TICAM2 1154 1059 1006 | 1068 | 0,199 0,458 0,031 0,952 -
TIRAP 180 155 154 165 | 0,227 0,776 0,219]| 0,140 -
TLR3 54 79 125 126 | 0,059 0,719] 0,016 -
TLR4 1599 1494 1571 1510 | 0,719| 0,608 | 0,813 -
TLR7 524 360 517 542| 0,458] 0,582 0,938 -
TLR8 2363 1738 2017 1653 | 0,662 | 0,556 | 0,469 -
TLR9 293 336 239 273| 0582 0662] 0,219 -
TNFSF10 5474 | 3462| 5732] 5823| 0,118] 0,531] 0,688 -
TRAF3 470 460 464 437| 0635] 0312] 0688] 0,025 -
TRAF6 519 540 539 540 0,719] 0925] 0469| 0,903 -
TYK2 1830 1774 1767 1709 0,776 1,000| 0,297 0,092 -
ZBP1 210 125 258 268| 0,026] 0435] 0,469 — v
Legende:
- Expression auf signifikant h6herem Level (p-Wert <0,01) ja
- Expression auf signifikant niedrigerem Level (p-Wert < 0,01) El nein

Fiir die Gene der IFN-B-Signalwege sind die mittleren Mikroarray-Signalintensitdten der Kohorten (MX1;4ch,

MX1,iegrig) zu Baseline und nach einem Monat Therapie dargelegt. Zudem finden sich die berechneten

p-Werte (Wilcoxon-Test, gerundet) der Expressionsvergleiche (Spalte 6-9), sowie Informationen uber

vorhergesagte ISGF3-Bindungsstellen.
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Tab. A-9:  Transkriptionsfaktorbindungsstellen des Interferon-B-Netzwerks
Transkriptionsfaktorbindestellen fiir Analysierte Transkriptionsfaktoren
Gen-Symbol | IRF7 | JUN | ATF2 | NEkB |STATY/2| 1SGF3 | |TF-Gene| I"2nsfac Transfac
Accession Identifier
AKT1 - - - - - -
ATF2 - X X - IRF3 . i
CHUK - X X - - -
CXCLI0 - . - " - " IRF7 | M00453 VSIRF7_01
DDX58 X - X - X MO00037 | VSNFE2 01
EIF2AK2 - - - - X - M00172 VSAP1F)_Q2
IFI27 - - - - - MO00173 VSAP1 Q2
IFIH1 - - - - - X M00188 VSAP1 Q4
IFIT1 - - - - - - JUN MO00174 VSAP1_Q6
IFNAR1 - - - - - - MO00199 VSAP1 C
IFNAR2 - - - - - MO00517 VSAP1 01
IFNB1 X - - X - X MO00490 VSBACH2_01
IKBKB - - X - - - M00495 VSBACH1 01
IKBKE - - - X - - M00039 VSCREB 01
IRAK1 - X X - - - MO00177 VSCREB_Q2
IRAK4 - - - - - - MO00178 VSCREB_Q4
IRF3 _ _ - X % - MO00179 | VSCREBP1_Q2
IRF7 - - - - - X ATE2 MO00041 VSCREBP1CJUN_01
IRF9 - X - X - - MO00113 VSCREB_02
1SG15 - - - - - - MO00114 VSTAXCREB 01
1SG20 X X - - - X MO00115 VSTAXCREB_02
JAK1 - - X - - - M00040 VSCREBP1_01
JUN - X X - X - M00017 VSATF 01
MAP3K7 - - X - - - MO00051 VSNFKAPPABS50_01
MAPK14 - - - X X - MO00052 VSNFKAPPAB65_01
MAPKS8 - X X - - - NEKB MO00054 VSNFKAPPAB_01
MAVS . - . - . - MO0053 | VSCREL 01
MX1 - - - - MO00194 VSNFKB_Q6
MYD88 - X - - - - M00208 VSNFKB C
NFKB1 - - X X - - M00223 VSSTAT 01
NFKB2 - X X X - - MO00224 VSSTAT1 01
NFKBIA - X X X X - MO00225 VSSTAT3_01
OASL - - - - - - STATL2| \iooas7 | v$STATSA 01
PIK3R1 - X - X X - M00459 VSSTATSB_01
REL - X X X - M00460 VSSTATSA_02
RELA - X X - - -
RELB . - " ” . a ISGF3 | M00258 VSISRE_01
RSAD2 . . - - - -
SOCS1 X - X X X X
SOCS3 - - X X X X
STATL X - - - - -
STAT2 X - - X
TBK1 - X - - - -
TICAM1 - - - - - -
TICAM2 - - - - - -
TIRAP - - - - - -
TLR3 - ; - ; - -
TLR4 - - - - - -
TLR7 - - - X - - Legende:
TLRS - - - - - -
TLR9 - - - - - - - | keine Bindestelle vorhergesagt
TNFSF10 - - - - - -
TRAF3 - X - - - - x___| Bindestelle innerhalb von 1000
TRAF6 z - Z A X - Basenpaaren um den Transkrip-
g‘;i : : : x tionsstart vorhergesagt

Die regulatorischen DNA-Regionen der IFN-B-Signalweg-Gene wurden auf Bindungsstellen fur die

Transkriptionsfaktoren der Signalwege untersucht (links). Die fiir die Vorhersage verwendeten Bindemotive

der acht Transkriptionsfaktoren entstammen der Transfac-Datenbank (rechts).
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Tab. A-10: Korrelation PCR-Daten mit Mikroarray-Daten
Gen-Symbol | TagMan Assay Spearman Rang- p-Wert
korrelationskoeffizient

CXCL10 Hs00171042_m1 -0,83 < 2,2 x101®
MX1 Hs00895608_m1 -0,92 < 2,2 x1016
MYD88 Hs00182082_m1 - 0,63 < 2,2 x101®
RSAD2 Hs00369813_m1 -0,88 < 2,2 x1016
SOCS1 Hs00705164_s1 -0,26 1,6 x107°?
SOCS3 Hs02330328_s1 - 0,50 1,0 x1006
STAT1 Hs01013996_m1 -0,81 < 2,2 x1016
STAT2 Hs01013123_m1 -0,38 2,6 x10%
TLR3 Hs01551078_m1 - 0,49 1,4 x107°6
TLR4 Hs00152939 m1 -0,43 3,5 x10°°
TLR7 Hs00152971_m1 -0,72 < 2,2 x101¢
TLRS Hs00607866_mH -0,41 7,4 x100°
TLR9 Hs00152973_m1 0,08 4,3 x10%*
TNFSF10 Hs00921974_m1 - 0,80 < 2,2 x1016

Zur Validierung der Mikroarray-Ergebnisse wurden die mRNA-Level fir 14 der 56 IFN-B-Signalweg-Gene

mittels qRT-PCR nachbestimmt. Die Korrelation der Ergebnisse beider Messmethoden wurde geprift.

Dargestellt sind die hierfiir berechneten Rangkorrelationskoeffizienten (Spearman) und p-Werte. Der Wert

2,2x10™"° ist die maximale Rechengenauigkeit der Programmierumgebung ,R“ Zudem sind die zur PCR-

Messung verwendeten TagMan Assays der Gene gelistet.
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Tab. A-11: Interferon-B-Signalweg-Gene: PCR-Daten und Expressionsvergleiche

D D

2 & » &

g S o S

5 o S o

o < > <

= o § o
o o < < ¢

A

<

N S S N S

s § s s S
& & & & & &
F & F s
Gen-Symbol < N ~ ~ N ~
CXCL10 30,73 32,88 30,53 30,29 0,028 0,613
MX1 25,24 27,72 24,88 24,88 0,659
MYDS88 25,70 26,61 26,03 25,97 0,527
RSAD2 27,88 30,79 26,82 26,71 0,900
SOCS1 27,75 28,70 27,97 28,15 0,178 0,659
SOCS3 26,73 27,51 27,21 27,45 0,079 0,447
STAT1 23,76 25,29 24,31 24,18 0,659
STAT2 25,26 26,87 25,90 25,87 0,900
TLR3 33,77 33,92 33,20 32,95 0,950 0,659
TLR4 26,56 27,54 27,09 27,30 0,019 0,569
TLR7 29,43 30,15 29,91 29,46 0,250 0,447
TLR8 26,44 27,94 27,20 27,68 0,015 0,308
TLR9 31,80 32,37 32,57 32,61 0,447 0,569
TNFSF10 26,28 27,41 26,51 26,17 0,023 0,278

Legende:

- Expression auf signifikant hoherem Level (p-Wert <0,01)
- Expression auf signifikant niedrigerem Level (p-Wert <0,01)

Fir 14 der 56 IFN-B-Signalweg-Gene wurden die mRNA-Level mittels gRT-PCR nachbestimmt. Dargestellt
sind die mittleren Cr-Werte der MX1p,n-Patienten (n=5) und MX1,;eqrig-Patienten (n=21) zu Baseline und
nach dem ersten Therapiemonat. Zudem sind die p-Werte (Wilcoxon-Test, gerundet) der

Expressionsvergleiche zwischen den Kohorten sowie zwischen beiden Zeitpunkten angegeben (Spalte 6-9).
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Abb. A-2:  Expressionsanderungen von Signalweg-Genen in der MX1,,.,-Kohorte nach

einem Monat subkutaner Interferon-B-Therapie

Die Farbe jedes Gens entspricht dem Log2-Verhaltnis der Expressionslevel vor Therapieinitiierung und nach
dem ersten Therapiemonat. Keines der Gene zeigte nach einmonatiger Interferon-B-Therapie eine
signifikante Anderung der Expressionsstirke. Dennoch war die Transkription einiger Gene im Vergleich zu
Baseline tendenziell moduliert. So waren beispielsweise IFI27 (p-Wert = 0,078) und der Rezeptor TLR3
(p-Wert = 0,016) moderat hochreguliert, wohingegen der Transkriptionsfaktor STAT1 (p-Wert=0,375)

tendenziell herabreguliert war.
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Abb. A-3:  Vergleich der Expression von Signalweg-Genen zwischen MX1,s und

MX1iedarig Nach einem Monat subkutaner Interferon-B-Therapie

Die GroRenordnung des mittleren Expressionsunterschiedes zwischen MX1,,.-Patienten (n=7) und
MX1,ieqrig-Patienten (n=30) ist durch die Farbe jedes Genes dargestellt. Nach einem Monat unter
Interferon-B-Therapie waren die Expressionslevel der Signalweg-Gene in beiden Kohorten dhnlich. Auch die
elf pratherapeutisch in MX1,,-Patienten Uberexprimierten Gene zeigten unter Therapie keinen

signifikanten Unterschied der Transkriptionsstarke (Abb. 15).
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8.5

Thesen

Eine international etablierte Basistherapie der schubférmigen Multiplen Sklerose
(RRMS) stellt das immunmodulatorisch wirksame Interferon-B (IFN-B) dar. Das
individuelle Therapieansprechen ist sehr heterogen und bislang kaum prognosti-
zierbar. Auch die molekularen Wirkmechanismen der Pharmakotherapie sind noch

unzureichend erforscht.

Einige Therapie-naive MS-Patienten zeigen eine verstarkte endogene IFN-Typ-I-
Aktivitat gemessen an einer erhéhten Expression des IFN-stimulierten Gens MX1
vor Therapie. Die prognostische Relevanz fiir den Krankheitsverlauf unter IFN-B-
Therapie und die molekularen Ursachen dieses Phanomens sind bislang nicht

geklart.

In dieser Arbeit wurde die prognostische Wertigkeit einer pratherapeutisch
erhohten MX1-Expression fiir den langfristigen Krankheitsverlauf bei
RRMS-Patienten untersucht. Ferner sollte eine systembiologische Analyse der
IFN-B-Signalwege Aufschluss Gber mogliche Ursachen einer individuell verstarkten
endogenen MX1-Expression geben und das Wissen Uber molekulare

Wirkmechanismen von IFN-B erweitern.

Grundlage der Analysen bildeten Mikroarray-Transkriptomdaten aus peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMC) von 61 RRMS-Patienten zu zwei
Zeitpunkten — unmittelbar vor Initiierung einer IFN-B-Therapie (i.m.IFN-B-1a,
s.c. IFN-B-1a oder s.c.IFN-B-1b) sowie nach dem ersten Therapiemonat.
Die Beurteilung des Krankheitsverlaufs basierte auf flinfjdahrigen, prospektiven
Daten zu klinischen Schiben und Progression der Symptomatik sowie
siebenjdhrigen Daten zu paraklinischen MRT-Befunden. Patienten mit starker
(Kohorte  MX1poeh, n=11) und schwacher (Kohorte MXlyieqrig, Nn=50)
pratherapeutischer MX1-Expression wurden bezliglich des Krankheitsverlaufs und

der Genexpression verglichen.
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Nach den vorliegenden Daten zeigt die Auspragung der endogenen
MX1-Expression im Blut von RRMS-Patienten keine signifikante Assoziation zum
langfristigen klinischen und MRT-morphologischen Krankheitsverlauf unter
IFN-B-Therapie und erlaubt diesbezliglich keine Prognose. Jedoch ergeben sich
Hinweise auf Unterschiede des MX1-abhangigen Krankheitsverlaufs zwischen den

drei IFN-B-Praparaten.

Therapeutisches IFN-B bewirkt bei Patienten mit niedrigen endogenen
MX1-mRNA-Leveln eine starke Induktion dieses Gens; bei MX1,.-Patienten
erfolgt nur eine geringe Transkriptionssteigerung. Die MX1-mRNA-Level unter
Therapie sind in beiden Patientengruppen auf dhnlichem Niveau und somit

unabhangig von der pratherapeutischen Expression.

Analysen der MX1-Expression in einer gesunden Kohorte erlaubten Riickschliisse
auf die physiologische Aktivitait dieses Gens. Eine verstarkte endogene
MX1-Transkription ist nicht MS-spezifisch und vermutlich kein transientes
Phdnomen, sondern vielmehr eine individuelle Konstitution des Immunsystems,

die auch bei etwa 20 % gesunder Menschen beobachtet werden kann.

Die IFN-B-Signalwege wurden literaturbasiert konstruiert, um die Expression der
beteiligten Gene zwischen den Kohorten und Uber die Zeit zu vergleichen.
Patienten mit erhdhter endogener MX1-Expression zeichnen sich auch durch
vermehrte Transkriptmengen anderer ISG (z.B. IFI27, RSAD2), zelluldrer Rezeptoren

(z.B. IFIH1) und Transkriptionsfaktoren (z.B. IRF7, STAT1, IRF9) aus.

Auf molekularer Ebene bewirkt appliziertes IFN-B bei MX1yieqrig-Patienten eine
starke transkriptionelle Induktion zahlreicher IFN-B-Signalweg-Gene. Bei Patienten
mit endogen bereits aktivierten Signalwegen erfolgt nur eine geringgradige
Modulation der Expressionsstarke dieser Gene. Nach einmonatiger Therapie sind

die mRNA-Level der Signalweg-Gene in beiden Kohorten auf dhnlichem Niveau.
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10.

11.

12.

Das Muster pratherapeutisch (iberexprimierter Signalweg-Gene in MX1hoeh-
Patienten zeigt starke Ahnlichkeit mit dem Muster pharmakologisch induzierter
Gene bei MX1piedrig-Patienten. Somit spiegelt die MX1-Uberexpression einiger MS-

Patienten eine endogene IFN-B-dhnliche Aktivitat wider.

Eine Transkriptionsfaktorbindungsstellen-Analyse zeigte, dass der Transkriptions-
faktor-Komplex ISGF3 — bestehend aus STAT1, STAT2 und IRF9 — maligeblich an
einer verstarkten IFN-Typ-I-Gensignatur beteiligt ist. Bindestellen fir ISGF3 finden
sich in den Promotorbereichen zahlreicher endogen Uberexprimierter Signalweg-

Gene.

Die gewonnen Erkenntnisse konnten das Wissen uber die prognostische
Bedeutung sowie die Ursachen einer erhdhten endogenen MX1-Expression
erweitern und den Einblick in molekulare IFN-B-Therapiemechanismen vertiefen.
Obgleich die individuelle MX1-Expression keinen Einfluss auf den Benefit einer
IFN-B-Therapie hatte, sollte dies mit dem MX1-abhangigen Therapiebenefit neuer
immunmodulatorischer Pharmaka im Head-to-Head Studiendesign weiter
verglichen werden, um eine individuell moglichst effektive Therapie zu

gewahrleisten.
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