TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN
Klinik und Poliklinik fiir Neurologie, Klinikum rechts der Isar

(Direktor: Prof. Dr. B. Hemmer)

Genomweite Assoziationsstudie

zu Liquorveranderungen

bei Multipler Sklerose

Natalie Beate Cathrin Giehl

Volistandiger Abdruck der von der Fakultét fur Medizin der Technischen Universitat Miinchen zur

Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. E. J. Rummeny
Prifer der Dissertation:
1. Prof. Dr. B. Hemmer

2. Prof. Dr. M. Mihlau

Die Dissertation wurde am 15.07.2016 bei der Technischen Universitat Mlnchen eingereicht und

durch die Fakultét fur Medizin am 18.10.2017 angenommen.



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS
ABKURZUNGSVERZEICHNIS 4
1 EINLEITUNG 6
1.1 Multiple Sklerose — eine Einfithrung 6
1.2 Einfluss der Genetik auf Multiple Sklerose 8
1.3 Liquordiagnostik bei Multipler Sklerose 9
1.3.1 Allgemeines zur Liquordiagnostik 9
1.3.2 Zellzahl im Liquor 10
1.33 Schrankenfunktion 10
1.3.4 Intrathekale Immunglobulin-Synthese 11
1.4 Ziel der Arbeit 15
2 PATIENTENKOLLEKTIVE, MATERIAL UND METHODIK 16
2.1 Verwendete Materialien 16
2.2 Patientenkollektive 20
2.3 Molekularbiologische Methoden 22
2.3.1 DNA-Extraktion 22
232 Genotypisierung des Initialkollektivs und des zweiten

Validierungskollektivs mittels Bead-Chip-Verfahren von Illumina 23
233 Genotypisierung des ersten Validierungskollektivs mittels MALDI-

TOF-Verfahren von Sequenom 25
2.4 Statistische Methoden 30
3 ERGEBNISSE 33
3.1 Patientenkollektive 33
3.2 Vergleich der intraindividuellen Variation der intrathekalen IgG-

Synthese 35
33 Genetische Assoziation mit der Zellzahl im Liquor 36
34 Genetische Assoziation mit der berechneten intrathekalen IgA-

Synthese (IgArr) 39



INHALTSVERZEICHNIS

35 Genetische Assoziation mit der berechneten intrathekalen IgM-

Synthese (IgMir) 40
3.6 Genetische Assoziation mit der intrathekalen IgG-Synthese 41
3.6.1 Berechnete IgG-Synthese (IgGir) 41
3.6.2 IgG-Index 43
3.7 Assoziation der intrathekalen IgG-Synthese mit dem IGHC-Locus 49
3.8 Assoziation der beschriebenen SNPs mit der Prédisposition zu

Multipler Sklerose 50
3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse 51
4 DISKUSSION 53
5 ZUSAMMENFASSUNG 59
LITERATURVERZEICHNIS 61
TABELLEN- UND ABBILDUNGSVERZEICHNIS 72

DANKSAGUNG 74



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Alb Albumin

bp Basenpaar

CIS Clinically isolated syndrome (Klinisch isoliertes Syndrom)

CSF Cerebrospinal fluid (Liquor cerebrospinalis)

EBV Epstein-Barr-Virus

ELISA enzyme linked immosorbent assay

Gm Genetic marker (der schweren Ketten des I1gG)

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

IEF Isoelektrische Fokussierung

Ig Immunglobulin

IGHC Immunoglobulin heavy chain (Immunglobulinschwerkette)

MHC Major Histocompatibility Complex

MRT Magnetresonanztomographie

MS Multiple Sklerose

OKB Oligoklonale Banden

PCR Polymerase chain reaction

pHWE p-Wert des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts

PPMS Primary progressive multiple sclerosis (primér chronisch-progrediente Multiple Skle-
rose)

Q Quotient

rpm Umdrehungen pro Minute

RRMS Relapsing-remitting multiple sclerosis (schubformig-remittierende Multiple Skle-

rose)



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

SNP Single Nucleotide Polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus)
SPMS Secondary progressive multiple sclerosis (sekundir chronisch-progrediente Multiple
Sklerose)

ZNS Zentrales Nervensystem



EINLEITUNG N

1 EINLEITUNG

1.1 Multiple Sklerose - eine Einfuhrung

Die Multiple Sklerose (MS) ist nach derzeitigem Stand der Wissenschaft eine chronisch-entziindliche
Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS). Die MS zihlt zu den hdufigen neurologischen
Krankheiten und ist in Nordamerika und Europa die hiufigste Ursache fiir eine nicht-traumatisch
bedingte Behinderung im jungen Erwachsenenalter (Hirtz et al., 2007; Weinshenker, 1996). Die MS
wird typischerweise in der dritten oder vierten Lebensdekade erstdiagnostiziert (Compston and
Coles, 2002; Trapp and Nave, 2008). Weltweit sind 2,5 Millionen Menschen betroffen (Freedman,
2006), wobei die Privalenz in Nord- und Zentraleuropa mit 1:1000 am hdchsten ist (Ebers, 2008;
Noseworthy et al., 2000).

Durch eine Entziindung im ZNS kommt es zu einer zunehmenden Demyelinisierung von Nervenfa-
sern und auch zu axonaler Schidigung (Trapp et al., 1998; Trapp and Nave, 2008). Schon zu Beginn
der Erkrankung und im weiteren Krankheitsverlauf zunehmend werden aulerdem neurodegenerative
Prozesse beobachtet. Alle diese Verdnderungen kdnnen zu einer entsprechenden klinischen Sympto-

matik fuhren.

Patienten mit MS entwickeln zumeist eines oder mehrere folgender Symptome: Sehstdrungen, Dop-
pelbilder, Sensibilititsstorungen, Lahmungen, eine Gleichgewichtstérung oder eine Blasen- / Mast-
darmschwéche (Frohman et al., 2003). Der klinische Verlauf der MS ist sehr unterschiedlich (Trapp
and Nave, 2008). Etwa 85% aller MS-Patienten haben zu Beginn einen schubformig-remittierenden
Krankheitsverlauf (RRMS). Dies bedeutet, dass sich Episoden mit neurologischen Symptomen, d.h.
Schiibe entwickeln, die sich zumindest initial zuriickbilden und von Phasen ohne Krankheitssymp-
tome abgeldst werden. Ein Klinisch isoliertes Syndrom (CIS) wird nach einem ersten Schub diag-
nostiziert, wenn alle Diagnosekriterien einer MS vorliegen, jedoch der chronische Verlauf der Er-
krankung (noch) nicht nachgewiesen ist. Bei der Mehrzahl der Patienten mit initial schubférmigem
Verlauf kommt es spéter zu dem sogenannten sekundir chronisch-progredienten Verlauf (SPMS)
(Hauser and Oksenberg, 2006; Trapp and Nave, 2008). Der sekundér chronisch-progrediente Verlauf
ist durch eine von Schiiben unabhéngige, schleichende Verschlechterung der neurologischen Symp-

tome, v.a. der Gehfahigkeit, gekennzeichnet.

Bis zu 15% aller MS-Patienten haben bereits von Beginn an eine schleichende Zunahme der neuro-

logischen Symptome, was dann als primér chronisch-progredienter Verlauf (PPMS) bezeichnet wird.

Von dem schubfoérmig-remittierenden Krankheitsverlauf sind zunehmend héufiger Frauen als Mén-

ner betroffen. Aktuell wird von einem Geschlechter-Verhiltnis von 3:1 ausgegangen (Celius and
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Vandvik, 2001; Debouverie et al., 2007; Orton et al., 2006; Sellner et al., 2011). Die primér chroni-
sche Form der MS tritt zumeist spéter im Leben und bei Méannern und Frauen gleich hiufig auf

(Trapp and Nave, 2008).

Die Diagnose einer MS wird anhand der sogenannten McDonald Kriterien gestellt. Hierbei handelt
es sich um ein Konsensuspapier eines internationalen Expertengremiums, das 2001 erstmals erschie-
nen ist und zuletzt 2010 tiberarbeitet wurde (McDonald et al., 2001; Polman et al., 2005; Polman et
al., 2011). Hauptdiagnosekriterien sind bei Vorliegen einer typischen klinischen Symptomatik der
klinische und/oder paraklinische Nachweis von Krankheitsaktivitdt mit ortlicher und zeitlicher Dis-
semination sowie der Ausschluss anderer Ursachen fiir die Symptomatik. Als paraklinischer Parame-
ter dient vor allem die Bildgebung mittels Magnetresonanztomografie (MRT). Eine Liquordiagnostik
kann nach den McDonald Kriterien zudem zur Diagnose einer PPMS herangezogen werden
(McDonald et al., 2001; Polman et al., 2005; Polman et al., 2011; Tumani et al., 2011). Vor allem in
Europa wird weiterhin bei jedem Patienten im Rahmen der Erstdiagnose eine Liquoruntersuchung
empfohlen, um mogliche Differentialdiagnosen einer Multiplen Sklerose auszuschlielen und bei ty-
pischem Liquorbefund schon in der Frithphase der Erkrankung die Diagnose zu erhirten (Tumani et

al., 2011).

Nach derzeitigem Wissensstand handelt es sich bei der MS um eine Autoimmunerkrankung
(Compston and Coles, 2002), bei der T-Zellen aber auch B-Zellen mit dem humoralen Immunsystem
eine wesentliche Rolle spielen (Compston and Coles, 2008; Disanto et al., 2012). Die Beteiligung
von B-Zellen und dem humoralen Immunsystem an der Krankheitsentstehung und Krankheitsaktivi-
tdit wird durch folgende Beobachtungen gestiitzt: in Liquor, Meningen und den MS-
charakteristischen ZNS-Lésionen wurde eine Akkumulation von klonalen B-Zellen, Antikorper- pro-
duzierenden Plasmazellen sowie Komplementablagerungen nachgewiesen (Baranzini et al., 1999;
Cepok et al., 2005; Owens et al., 1998; Storch et al., 1998). Komplementablagerungen werden dabei
vor allem bei Patienten gefunden, die besonders gut auf eine Plasmapherese zur eskalierten
Schubtherapie ansprechen (Keegan et al., 2005; Weinshenker et al., 1999). Auflerdem wurde in meh-
reren klinischen Studien belegt, dass B-Zell depletierende Therapien mit Anti-CD20-Antikdrpern
den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen (Hauser et al., 2008; Kappos et al., 2011; Piccio et
al., 2010).

Viele Aspekte der Pathogenese der MS sind allerdings noch immer weitgehend unklar und beim
einzelnen Patienten kann nach wie vor nicht benannt werden, was letztlich die Erkrankung ausgelost
hat. In den letzten Jahren konnten verschiedene Faktoren identifiziert werden, die die Entwicklung
einer Multiplen Sklerose moglicherweise beeinflussen. Dazu zdhlen eine Infektion mit dem Epstein-
Barr-Virus (EBV) im Kindesalter, ein niedriger Vitamin-D-Spiegel, ein Nikotinabusus und eine ge-

netische Pradisposition (Ascherio and Munger, 2007a; Ascherio and Munger, 2007b; Di Pauli et al.,
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2008; Simon et al., 2010). Letztlich geht man derzeit von einer multifaktoriellen Genese der MS aus,
bestehend aus Umwelteinfliissen bei Menschen mit entsprechender genetischer Pridisposition
(Ascherio and Munger, 2007a; Ascherio and Munger, 2007b; Hafler et al., 2007; Noseworthy et al.,
2000; Oksenberg et al., 2008; Sospedra and Martin, 2005).

1.2 Einfluss der Genetik auf Multiple

Sklerose

Epidemiologische Daten haben erste Hinweise dafiir gegeben, dass genetische Faktoren bei der Ent-
stehung einer MS eine Rolle spielen. So haben 15% der MS-Patienten eine positive Familienanam-
nese fir MS (Compston and Coles, 2002). In Europa und Nordamerika betrdgt die Pravalenz von MS
etwa 0,1%. Geschwister von MS-Patienten haben dagegen mit 3% ein hoheres, eineiige Zwillinge
mit 15 - 35% eine deutlich hoheres Risiko, eine Multiple Sklerose zu entwickeln (Compston and
Coles, 2002). Eine Vererbung nach den Mendel schen Regeln liegt bei der MS nicht vor (De Jager
et al., 2009). Frithe Kopplungsanalysen konnten deshalb die genetischen Grundlagen der Multiplen
Sklerose nicht entschliisseln. Erst durch den technologischen Fortschritt der Genotypisierungsver-
fahren und durch genomweite Assoziationsanalysen mit gro3en Fallzahlen ist es gelungen, zahlreiche
Varianten von Genen zu identifizieren, die die Priadisposition zur Krankheitsentstehung einer MS
beeinflussen (De Jager et al., 2009; Hafler et al., 2007; Patsopoulos et al., 2011; Sawcer, 2008;
Sawecer et al., 2011b).

Mit genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) kann der Zusammenhang von Einzelnukleotidpoly-
morphismen, sogenannten SNPs (single nucleotide polymorphism), mit einem Phénotyp untersucht
werden. Typischerweise werden dabei genetische Varianten untersucht, die in der Gesamtbevolke-
rung zu mindestens fiinf Prozent auftreten. Dieser Zusammenhang wird in unabhéngigen Kontroll-
kollektiven iiberpriift. Fiir genomweite Assoziationsstudien gilt gewdhnlich ein Signifikanzniveau
von 5 x 108, da fiir multiples Testen von bis zu einer Million unabhingiger Genorte korrigiert wird

(Hardy and Singleton, 2009).

Als erstes genetisches Merkmal der MS wurde vor tliber 40 Jahren die HLA-(humane Leukozytenan-
tigen) Region entdeckt (Jersild et al., 1972). Die HLA-Region ist auf Chromosom 6 lokalisiert und
kodiert fiir zellmembranstéindige Oberfldchen-Proteine, die die individuelle Immunregulation we-
sentlich mitbestimmen. Die HLA-Region weist eine besonders hohe Dichte an Polymorphismen auf
und ein starkes Kopplungsungleichgewicht, so dass zwei nebeneinander liegende Gene haufiger ge-

meinsam vererbt werden, als statistisch zu erwarten ist (Horton et al., 2004). Auch in aktuellen
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Studien zeigt der HLA-Locus mit dem Klasse II Allel HLA-DRB1*15:01 die stirkste Assoziation
mit MS (Sawcer et al., 2011a) und wurde in allen bisher untersuchten Populationen bestétigt
(Compston, 2006). Weitere Assoziationen innerhalb des HLA-Locus wurden fiir
DRB1*03:01-DQB1*02:01 und DRB1*13:01 sowie dem klassischen HLA-A*02:01 Allel gefunden,
wobei Letzteres einen protektiven Effekt aufweist (1976a; Moutsianas et al., 2015; Sawcer et al.,

2011a; Yeo et al., 2007).

Neben der HLA-Region wurden bislang 110 weitere Polymorphismen beschrieben, die mit einer
Pradisposition fiir MS assoziiert sind (Beecham et al., 2013). Die meisten dieser Polymorphismen
liegen in Genen, die eine immunologisch relevante Funktion codieren, was die Hypothese, dass die
Multiple Sklerose eine Autoimmunerkrankung ist, wesentlich unterstiitzt (Hafler et al., 2007; Sawcer
et al., 2011b). Bei den Varianten, die bislang identifiziert werden konnten, handelt es sich um soge-
nannte hdufige Polymorphismen, die auch in der gesunden Bevolkerung vorkommen und von denen
jeder einzelne nur eine kleine Effektstéirke hinsichtlich des Krankheitsrisikos aufweist (Sawcer et al.,

2011a).

1.3 Liquordiagnostik bei Multipler

Sklerose

1.3.1 Allgemeines zur Liquordiagnostik

Die Entnahme von Liquor cerebrospinalis aus dem Subarachnoidalraum ist ein wichtiger Bestandteil
der neurologischen Diagnostik zur Sicherung einer klinischen Verdachtsdiagnose. Quantitativer
Nachweis oder Ausschluss von Erregern, Zellen, Proteinen oder Entziindungsfaktoren liefern wich-
tige Ergebnisse filir Diagnose und Therapie verschiedener neurologischer Erkrankungen. Einen MS-
spezifischen Liquorbefund gibt es nicht, doch findet sich bei Patienten mit einer MS typischerweise
eine lymphomonozytire Pleozytose, eine intrathekale IgG-Synthese mit Nachweis oligoklonaler
Banden im Liquor sowie eine Antikorperreaktion gegen Masern, Roteln und Zoster (MRZ-Reaktion)
(Tumani et al., 2009). In den europédischen Leitlinien der Liquordiagnostik bei Multipler Sklerose
von 1994 wurde der Nachweis von oligoklonalen Banden als einzig obligatorischer Test festgesetzt.
Eine Bestimmung der Blut-Liquor-Schrankenfunktion, des IgG-Quotienten und der Zellzahl werden

als hilfreiche Zusatzparameter empfohlen (Andersson et al., 1994).
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1.3.2 Zellzahl im Liquor

Die Bestimmung der Zellzahl zur Quantifizierung von Leukozyten im Liquor ist bei Erkrankungen
des ZNS wesentlicher Bestandteil der Liquordiagnostik. Zellzahl und Zelldifferenzierung miissen
innerhalb der ersten zwei Stunden (idealerweise in den ersten 30 Minuten) nach Lumbalpunktion
bestimmt werden, da es dann bereits zu einer Lyse von Erythrozyten und Leukozyten kommen kann
(Wick, Liquordiagnostik, Buch Nr. 1). Die Zellzahl wird mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-Kammer
bestimmt, bei Normozytose kann eine Zellzahlbestimmung durch Membranfilter zu besseren Ergeb-
nissen fithren (Burechailo and Cunningham, 1974). Beim Gesunden findet man 0-4 Leukozyten/ul,
darunter etwa 2/3 Lymphozyten und 1/3 Monozyten. Bei zwei Drittel der MS-Patienten zeigt sich
kein Anstieg der Zellzahl, bei einem Drittel eine leichte Pleozytose bis 50 Leukozyten/ul (Drulovic
et al., 1995; Freedman et al., 2005). Eine Pleozytose >50 Leukozyten/ul ist fiir eine MS ungewdhn-
lich und sollte dazu fiihren, dass die Diagnose einer MS kritisch iiberpriift wird (Awad et al., 2010).

1.3.3 Schrankenfunktion

Die sogenannte Blut-Liquor-Schranke wird von Kapillaren sowie der Basalmembran der perivasku-
laren Zellschicht gebildet und reguliert den Austausch von Zellen und Molekiilen zwischen Blut und
Zerebrospinalfliissigkeit. Um den Zusammenhang zwischen Proteinen im Blut und im Liquor zu be-
schreiben, spricht man von einer funktionellen Blut-Liquor-Schrankenfunktion, die bei Erkrankun-
gen des ZNS eine besondere Rolle spielt. Die absolute Konzentration eines Proteins im Liquor héngt
nicht nur von der Blut-Liquor-Schrankenfunktion, sondern auch von der Serumkonzentration, dem
Liquorfluss, der Molekiilgroe, dem Patientenalter und dem Liquorvolumen ab (Andersson et al.,

1994).

Albumin ist der ideale Parameter um die Blut-Liquor-Schrankenfunktion zu bestimmen, da es aus-
schlieBlich in Hepatozyten synthetisiert wird. Fiir den Gesamtproteingehalt des Liquors besteht kein
derart spezifischer Zusammenhang. Daher stellt der Albumin-Liquor-Serum-Konzentrationsquotient
(Qamn = Alb (CSF)/Alb (Serum)) das beste quantitative Mal} fiir die Blut-Liquor-Schrankenfunktion
dar (Andersson et al., 1994; Reiber et al., 2003). Der Albumin-Quotient ist altersabhingig (Tabelle
1), mit starken Schwankungen innerhalb der ersten vier Lebensmonate, auf die hier jedoch nicht
ndher  eingegangen  wird. Einen = Naherungswert  gibt auch  die  Formel
Qan < (4 + Alter/15) x 103. Der Hauptmodulator der Dynamik der Liquorproteine und somit der
Blut-Liquor-Schrankenfunktion ist die Liquorflussgeschwindigkeit (Reiber, 2001; Reiber, 2003). Die
Albuminkonzentration bzw. der Albuminquotient steigen daher mit zunehmendem Alter des Men-
schen, weil die Liquorflussgeschwindigkeit, aber auch die Liquorproduktionsgeschwindigkeit sin-

ken.
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Tabelle 1: Altersabhiingigkeit des Albuminquotienten

(Andersson et al., 1994)

Alter des Patienten Qaib (oberer Referenzwert fiir die ersten 10 ml
(in Jahren) lumbal gewonnenen Liquors)

Unter 15 5,0x 1073

16-40 6,5x 107

40-60 8,0x 107

Uber 60 8-9x 107

Bei MS-Patienten ist der Albuminquotient selten und dann meist nur leicht erhoht (Wildemann, Neu-
rologische Labordiagnostik, Buch Nr. 2), was bedeutet, dass bei ca. 10% der MS-Patienten eine
Schrankenstorung vorliegt. In der vorliegenden Arbeit wird der Albuminquotient nicht genauer un-
tersucht, spielt jedoch zur Quantifizierung der intrathekalen Immunglobulin-Synthese (IgG, IgA,
IgM) eine groB3e Rolle.

1.3.4 Intrathekale Immunglobulin-Synthese

1.3.4.1 Allgemeines

Eine intrathekale Immunglobulin-Synthese, d.h. eine Produktion von Immunglobulinen im Liquor-
kompartiment, dient als Nachweis fiir eine entziindliche Erkrankung des ZNS. Die intrathekale Syn-
these von IgG gilt als der wichtigste Liquorparameter fiir die Diagnose einer MS (Ohman et al.,
1992). Insbesondere die Isotypen IgG1 und IgG3 (Greve et al., 2001) sind bei der MS erhoht. IgG ist
entweder mit qualitativen Methoden (Nachweis von oligoklonalen Banden) oder mit quantitativen
Tests messbar. Quantitative Tests sind weniger sensitiv fiir MS als qualitative Methoden: OKBs sind
bei ca. 90-95% aller MS-Patienten nachweisbar, eine quantitativ nachweisbare intrathekale IgG-Syn-
these dagegen nur bei ca. 70% (Link and Huang, 2006). Studien haben gezeigt, dass das Ausmalf der
intrathekalen IgG-Synthese bei verschiedenen MS-Patienten variiert, jedoch beim individuellen Pa-
tienten relativ stabil bleibt (Schipper, 1989; Walsh and Tourtellotte, 1986; Warren and Catz, 1985).

Therapeutische Ansétze wie Glukokortikoide, Interferon-Beta, B-Zell-Depletion oder autologe
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Stammzelltransplantation verdndern die individuelle intrathekale IgG-Synthese kaum (Archelos et
al., 2000; Piccio et al., 2010; Saiz et al., 2001), selbst wenn es darunter zu einer Reduktion der

B-Zellen im Liquor kommt (Piccio et al., 2010).

1.3.4.2 Qualitdtsmessungen: Oligoklonale Banden

Der Nachweis von oligoklonalen Banden (OKB) ist - verglichen mit allen anderen qualitativen und
quantitativen Tests - die sensitivste Methode, eine intrathekale Immunglobulin-Synthese nachzuwei-
sen (Andersson et al., 1994; Freedman et al., 2005). OKB werden mittels Elektrophorese in zeitgleich
abgenommenen Serum- und Liquorproben nachgewiesen. Die fiinf klassischen Befundmuster von

OKB sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Befundmuster von oligoklonalen Banden

(Andersson et al., 1994; Freedman et al., 2005)

Typ | Oligoklonale Banden Interpretation
1 Keine OKB in Liquor und Serum Normalbefund
2 OKB ausschlielich im Liquor Intrathekale Ig-Synthese

3 OKB im Liquor und zusétzlich identi- | Intrathekale Ig-Synthese

sche Banden in Liquor und Serum

4 Identische OKB in Liquor und Serum | Keine intrathekale Ig-Synthese; systemische Im-

munreaktion ohne intrathekale Beteiligung

5 Monoklonale Banden in Liquor und Se- | Keine intrathekale Ig-Synthese; Banden durch

rum Paraproteine

Die sensitivste Methode (>95%) zum Nachweis von OKB ist die isoelektrische Fokussierung (IEF)
auf Agarose-Gel mit anschlieBendem Western Blot (Awad et al., 2010; Fortini et al., 2003; Keir et
al., 1990; Keren, 2003). OKB werden als positiv definiert, wenn mindestens zwei liquorspezifische
Banden detektiert werden (Awad et al., 2010; Link and Huang, 2006). Eine weitere, jedoch weniger
sensitive Methode, um OKB nachzuweisen, ist die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit
anschlieBender Silberfarbung (Awad et al., 2010; Luque and Jaffe, 2007).
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Mehr als 95% aller Patienten mit klinisch definitiver MS haben positive oligoklonale IgG-Banden
(Tumani et al., 2011). IgG-OKB sind jedoch nicht spezifisch fiir eine MS (Andersson et al., 1994).
Sie haben einen hohen negativen, jedoch einen niedrigen positiven pradiktiven Wert, so dass sie le-
diglich ein guter Screening-Marker sind (Awad et al., 2010). Verschiedene Untersuchungen, ob OKB
moglicherweise auch einen prognostischen Wert haben, deuten darauf hin, dass Patienten mit Kli-
nisch isoliertem Syndrom und nachweisbaren OKB ein erhohtes Risiko fiir die Entstehung einer ma-
nifesten MS haben (Dobson et al., 2013; Joseph et al., 2009; Lourenco et al., 2012; Siritho and
Freedman, 2009). Eine Reduktion der OKB bei klinischer Besserung oder durch medikamentdse
Therapie tritt in der Regel nicht ein (Cross et al., 2006; Rudick et al., 1999; Stuve et al., 2009).

Oligoklonale Banden vom IgA- und IgM-Typ spielen bei der Diagnostik einer MS eine untergeord-
nete Rolle (Awad et al., 2010). IgA-Banden sind bei MS-Patienten eher ungewoéhnlich und sollten an
Differentialdiagnosen denken lassen (Andersson et al., 1994; Martino et al., 1993; Mehta et al.,
1984). IgM-Banden werden bei etwa 30-60% aller MS-Patienten gefunden, meistens in der
Friihphase der Erkrankung (Lolli et al., 1991; Sharief and Thompson, 1991; Villar et al., 2005).

1.3.4.3 Quantitdtsmessung: IgG-Index und Quotientendiagramme

Zur quantitativen Differenzierung von Immunglobulinen im Liquorkompartiment miissen eine Lum-
balpunktion und eine vendse Blutentnahme zum gleichen Zeitpunkt erfolgen, um die Werte in Rela-
tion zueinander setzen zu konnen. Dazu bildet man Liquor-Serum-Quotienten der verschiedenen Im-

munglobulin-Konzentrationen und von Albumin.

Der IgG-Index wird nach Delpech und Lichtblau mit folgender Formel berechnet (Delpech and
Lichtblau, 1972):

IgG-Index = [

Qec] _ [ 18G(CSP) Alb (CSF)
QAlb] B [IgG (Serum) [Alb (Serum)

Er stellt einen linearen Ansatz zur Quantifizierung der intrathekalen IgG-Synthese dar (Link and
Huang, 20006). Ist er auf tiber 0,66 erhoht, geht man von einer IgG-Produktion im ZNS aus (Awad et
al., 2010). Einen erhdhten IgG Index findet man nur bei ca. 70% der Patienten mit MS (Link and
Huang, 2006), so dass dieser Parameter in der klinischen Anwendung nicht so sensitiv wie der Nach-
weis von OKB ist. Reiber und Felgenhauer haben bei der grafischen Darstellung der Quotienten
gezeigt, dass die Grenzlinie zwischen intrathekaler Ig-Synthese und Ig-Diffusion aus dem Blut nicht
linear verlduft, sondern durch eine hyperbolische Funktion beschrieben wird (Reiber and

Felgenhauer, 1987). Im Beispiel hier die Hyperbelfunktion fiir IgG:

Quim (IgG) = 0,93 \/(QAlb)2+ 6*10-6-1,7%1073



Wenn eine intrathekale IgG-Synthese vorliegt, kann sie nach folge
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nder Formel berechnet werden:

IgLoc = [ QIgG - Qle(IgG) ] * IgSerum

Im Quotientendiagramm (Abb.1) kann man erkennen, ob eine Schrankenfunktionsstérung und/oder

eine lokale Ig-Synthese vorliegen. Typische Befundkonstellationen konnen somit auf einen Blick

einer bestimmten Erkrankung zugeordnet werden. Auf x- und y-Achse werden jeweils Albuminquo-

tient und Ig-Quotient aufgetragen, so dass sich folgende vier Befundkonstellationen ergeben

(Andersson et al., 1994):
1. Normalbefund
2. Isolierte lokale Ig-Synthese

3. Isolierte Schrankenfunktionsstérung

4. Kombinierte lokale Ig-Synthese und Schrankenfunktionsstérung

Eine isolierte lokale Ig-Synthese ist typisch fiir Multiple Sklerose und kommt so als Diagnostikmar-

ker in Deutschland zum Einsatz.

100 x1073 ﬁo % 60 /4/0 %
= Q 7 ;Ai'
- e

50 ~19G A

o oA 2

1 D Qaip

= 5 10 20x03 50 100
[ U N AN N 1 I I e R
Abb. 1: Quotientendiagramm nach Reiber

((Reiber, 1994); Homepage 1, siehe Literaturverzeichnis)



EINLEITUNG

1.4 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, ob bei Multipler Sklerose das Ausmal} der
Pleozytose sowie der intrathekalen Antikorper-Synthese genetisch determiniert ist. Studien konnten
zeigen, dass das Ausmal der intrathekalen Synthese von IgG bei MS-Patienten relativ stabil bleibt
und nicht durch Medikamente beeinflusst wird. Somit ergibt sich die Hypothese, dass genetische
Varianten das Ausmaf der intrathekalen IgG-Synthese beeinflussen. Zur Uberpriifung dieser Hypo-
these wurde eine genomweite Assoziationsstudie mit der Liquorzellzahl und Parametern der intrathe-

kalen Immunglobulinsynthese bei Patienten mit Multipler Sklerose durchgefiihrt.
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2 PATIENTENKOLLEKTIVE,
MATERIAL UND METHODIK

2.1 Verwendete Materialien

Tabelle 3: Zur DNA-Extraktion verwendete Materialien

Material Hersteller

Verbrauchsmaterialien

Roéhrchen 50 ml Sarstedt
Safe-Seal Rohrchen 1,5 ml Sarstedt
Filterspitzen fiir Pipetten Eppendorf
Reagenzien

Cell Lysis Solution 1000 ml Qiagen

Protein Precipitation Solution 350 ml | Qiagen

Isopropanol 2,5 1 Merck
Ethanol (70%) 2,51 Merck

50 x TE Buffer pH 7,5 USB
Geriite

Pipetten Eppendorf
Uberkopfmischer Reax 2 Heidolph
Zentrifuge Multifuge 3S Heraeus
Wasserbad Memmert
Vortex Heidolph
Gefrierschrank Sanyo
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Tabelle 4: Zur DNA-Konzentrationsbestimmung verwendete Materialien

Material Hersteller

Verbrauchsmaterialien

Filterspitzen fiir Pipetten Eppendorf

0,8 ml 96-well storage plate Thermo

Verschlussfolie: Adhesive PCR Foil Seals | Thermo

Reagenzien

50 x TE Buffer pH 7,5 USB
Geriite

Spectrophotometer NanoDrop 2000 Thermo
Pipetten Eppendorf

Tabelle S: Fiir die MALDI-TOF-Genotypisierung verwendete Materialien

Material Hersteller
Verbrauchsmaterialien

Deep-well-96er-Platten Qiagen
Thermo-Fast 384 Platten Thermo Scientific
Pipettenspitzen Rainin

Rohrchen 14 ml BD Falcon
Rohrchen 50 ml BD Falcon
Fliissigkeitsreservoir PVC ,,Rotilabo* Roth
Verschlussfolien ,,Adhesive PCR Film* Thermo Scientific
96-well-V-Bodenmikrotiterplatte Greiner
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Clean-Resin-Platten Sequenom
Diinne Verschlussfolien Qiagen
SpectroCHIP Array Sequenom
Reagenzien

0,1x und 1x TE-Puffer selbst hergestellt
Nanopure LiChrosolv H,O Merck
PCR-Pufter mit MgCl, (10x) Qiagen
DNTP-Set (25mM) Fermentas

Primer (50uM) Ella-Biotech
DNA-Polymerase HotStarTaq (SU/pl) Qiagen

Agarose in Pulverform Biozym
Ethidiumbromid Merck

Blue Juice selbst hergestellt
100 bp Plus DNA ,,Gene Ruler* Fermentas

SAP Puffer 10x Sequenom
SAP-Enzym (1U/ul) Sequenom
iPLEX Buffer plus (10x) Sequenom
iPLEX termination mix Sequenom

Primer Ella-Biotech
iPLEX Enzyme Sequenom
Clean Resin Sequenom
Geriite

Pipettierroboter TEMO Tecan
1-/12-Kanal-Pipetten Rainin
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Vortex

Tischzentrifuge

Pipettierroboter Genesis RSP 150 Tecan
Rotanta 46 RS Zentrifuge Hettich
C 1000 Thermal Cycler Bio-Rad
200 ml Kolben Schott
Mikrowelle Severin
Gelschlitten, Gelkdmme, Gelkammer Biozym
UV-Lichtkammer Peqlab
Multimek 96 Pipettier-Roboter Beckman
High speed microplate shaker [Mlumina
Zentrifuge Sigma
DNA Engine Tetrad Biozym

Roto-Shake Genie

Scientific Industries

Mass Array™ Nanodispenser

Sequenom / Samsung

Massenspektromieter Maldi-TOF ,,Bruker*

Sequenom
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2.2 Patientenkollektive

Eingeschlossen wurden Patienten mit Diagnose einer Multiplen Sklerose (MS) oder Klinisch isolier-
tem Syndrom (CIS). Dabei wurden ein initiales Kollektiv und zwei unabhéngige Validierungskollek-
tive untersucht. Patienten des Initialkollektivs und des ersten Validierungskollektivs wurden in
Deutschland rekrutiert; das zweite Validierungskollektiv stammt aus Belgien. Alle Patienten hatten
vor Einschluss in die Studie ihr schriftliches Einverstdndnis zur Teilnahme gegeben. Die Genehmi-
gungen durch die Ethikkommissionen der rekrutierenden Zentren (Universitaten Marburg, Dussel-

dorf, TU Miinchen und KU Leuven) lagen vor. Alle Patienten sind europdischer Abstammung.

Nach Uberpriifung der Diagnose anhand von Arztbriefen wurden die klinischen Parameter bei Lum-
balpunktion (Alter, Geschlecht) sowie der Liquorbefund aller Patienten erfasst. Die Daten der Li-
quoruntersuchungen stammen von Lumbalpunktionen bei Erstdiagnose der Multiplen Sklerose
(MS). Nach den deutschen Leitlinien wird eine Liquoruntersuchung bei Erstdiagnose empfohlen, so
dass die Patienten, die in die vorliegende Arbeit eingeschlossen wurden, einen unverfilschten Quer-
schnitt von MS-Patienten bei Erstdiagnose darstellen. Alle Laboratorien, in denen Liquor fiir unsere

Studie untersucht wurde, haben an Ringversuchen teilgenommen und sind zertifiziert.

Folgende Liquorparameter wurden erhoben:

¢ Oligoklonale Banden

o Leukozyten

o 109G, Qigs, 19Gir (nach der Reiberformel berechnet), lokale 1gG-Synthese (vom Labor an-
gegeben), IgG-Index

e IgA, Quga, IgAIF (nach der Reiberformel berechnet), lokale IgA-Synthese (vom Labor ange-
geben)

o IgM, Qigm, IgM e (nach der Reiberformel berechnet), lokale IgM-Synthese (vom Labor an-
gegeben)

Bei der Betrachtung der intrathekalen IgG-Synthese erwiesen sich quantitative Parameter als geeig-
neter fiir die genetische Assoziationsstudie als oligoklonale Banden, die bei 90-95% aller MS-
Patienten positiv sind. Daher wurden nur der IgG-Index sowie die nach Reiber berechnete IgG-Syn-

these (IgGrr) als Liquorparameter in die Studie aufgenommen.

Fiir die Analyse der genetischen Assoziation wurden folgende Liquorparameter ausgewihlt: Leuko-

zyten, [gG-Index, IgGrr, IgArr, [gMir.

In Tabelle 6 sind die Anzahl der Befunde dieser Liquorparameter fiir alle drei Kollektive sowie die

Normwerte dargestellt.
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Tabelle 6: n-Zahl der Liquorparameter in allen drei Kollektiven

Darstellung aller in die Studie eingeschlossenen Liquorparameter mit Angabe der Anzahl der primér erhobenen sowie der

schlieBlich in die Studie eingeschlossenen Befunde (nach Qualititskontrolle), die im Verlauf untersucht wurden.
1. Zahl: primédr erhobene Anzahl an Befunden

2. Zahl: nach Qualititskontrolle eingeschlossene Befunde

Parameter Norm- Anzahl der Befunde nach Qualitiatskontrolle
werte
Initialkol- | 1.Validie- 2.Validie-
lektiv rungs-kollek- | rungs-kollek-
tiv tiv
Leukozyten/ pl <4/ ul 444/ 434 353/ 330
- 56 153
l¢G-Index = [ngc] 0,34 229 279/2
Alb 0,66
Lokale IgG-Synthese nach Reiber 196 276/252

Formel [%] (IgGir)

Lokale IgA-Synthese nach Reiber 121
Formel [%] (IgAir)

Lokale IgM-Synthese nach Reiber 101
Formel [%] (IgMF)

Um die Hypothese zu stiitzen, dass die intrathekale IgG-Synthese im Laufe des Lebens jedes Patien-
ten mit Multipler Sklerose stabil bleibt und somit eine genetische Disposition vermutet werden kann,
wurden bei einem kleinen Kollektiv die Werte untersucht. Insgesamt waren aus dem vorhandenen
Kollektiv bei elf Patienten Daten von zwei Lumbalpunktionen vorhanden. Der IgG-Index wurde fiir

diese 11 Patienten im Zeitverlauf dargestellt.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA fiir die genetischen Untersuchungen erfolgte aus Vollblut. Nach vendser
Blutentnahme einer EDTA-Monovette wurde die DNA mit Hilfe des Gentra Puregene Blood Kit
(Qiagen, Deutschland) bzw. dem [llustra Nucleon BACC Genomic DNA Extraction Kit (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Grofbritannien) extrahiert. Nacheinander erfolgten Trennung der
Blutbestandteile, Zelllyse und Phasentrennung, Prézipitation, Waschen und das Auflésen der DNA.
Die verwendeten Materialien finden sich in Tabelle 3.

Zunichst wurde ein Wasserbad auf 37°C vorgeheizt, worin die Blutproben unter leichtem Schiitteln
aufgetaut wurden. Um die Blutbestandteile voneinander zu trennen, wurden 30 ml Cel! Lysis Solution
in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt und 10 ml Vollblut zugegeben. Dieses wurde durch mehr-
maliges Wenden gemischt und bei Raumtemperatur (15-25°C) inkubiert. Danach wurde das Gemisch
zwei Minuten lang bei 2000 g zentrifugiert, so dass sich die Leukozyten in einem Pellet absetzten.
Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen, so dass nur das Pellet und max. 200 ul der Restfliissigkeit
im Rohrchen blieben. Dann mischte man die Fliissigkeit 10 Sekunden lang zur Resuspension des

Pellets auf dem Vortexer.

Im Anschluss erfolgte die Lyse der Leukozyten und die Phasentrennung: Dazu wurden 3,33 ml der
Protein Precipitation Solution zu der Probe hinzugegeben und auf dem Vortexer fiir ca. 20 Sekunden
gemischt, so dass die Zellen lysierten und die Proteine ausfielen. Es folgte ein 6-miniitiges Zentrifu-
gieren bei 2000 g. Die prézipitierten Proteine sollten sich als dunkelbraune Ablagerung am Ge-
faBrand zeigen. Falls das nicht der Fall war, wurde das Gemisch fiir ca. 5 Minuten auf Eis inkubiert

und dann nochmals zentrifugiert.

Zur Préazipitation der DNA wurden 10 ml Isopropanol in ein sauberes 50 ml Zentrifugenrohrchen
vorgelegt und dann dem Uberstand hinzugefiigt. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass sich die
Proteinablagerung nicht 16st. AnschlieBend sollte die Probe etwa 2 Minuten auf dem Uberkopfmi-
scher bei langsamer Umdrehung ausféllen und danach fiir 3 Minuten bei 2000 g zentrifugiert werden.

Die DNA wird so als kleines, weil3es Pellet sichtbar.

Im Anschluss wurde die DNA gewaschen. Der Uberstand konnte verworfen werden und die Rest-
fliissigkeit vorsichtig mit Hilfe eines saugfahigen Papiers aufgefangen werden. Dabei war darauf zu
achten, dass das DNA-Pellet im Rohrchen blieb. Dann wurden 10 ml Ethanol (70%) hinzugefiigt,
alles kurz gemischt und fiir 2 Minuten bei 2000 g zentrifugiert. Der Uberstand konnte wiederum
verworfen und die Restfliissigkeit mit saugfahigem Papier entfernt werden. Nach 10-miniitigem
Trocknen wurden 100-1000 ul TE-Puffer (je nach Pellet-Grofie) hinzugefiigt und fiir 5 Sekunden bei

mittlerer Geschwindigkeit auf dem Vortexer gemischt.
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Zum Auflésen der DNA wurde die Probe zunichst 60 Minuten lang im Wasserbad bei 65°C inkubiert
und dann nochmals bei Raumtemperatur iiber Nacht auf dem Uberkopfmischer bei langsamer Um-

drehung.

Um die DNA lénger lagern zu konnen, erfolgte nach kurzem Zentrifugieren eine Umfiillung in ein

1,5 ml Réhrchen zur Lagerung bei -80°C.

Fir die DNA-Typisierung wurde eine Konzentration von 50 ng/pl eingesetzt. Die DNA-
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des Spectrophotometers NanoDrop 2000. Zu Beginn
wurde der Leerwert eingestellt, indem 1,5 pl TE-Puffer an die dafiir vorhergesehene Stelle des Gerits
pipettiert wurden. Im Anschluss gab man jeweils 1,5 pl der bei Raumtemperatur aufgetauten DNA
in das Gerit und mal die Konzentration. Jede Konzentrationsmessung erfolgte zweimal. Wenn beide
Messungen mehr als 10% voneinander abwichen, wurde die Konzentration weiter gepriift. Zwischen
zwei Messungen wurde die Vorrichtung mit einem weichen Tuch gereinigt. Im Gerét erfolgte gleich-
zeitig eine erste Qualitétskontrolle der Reinheit der DNA. Dazu wurde der Quotient von OD»so zu
OD»2go bestimmt, der bei einer reinen DNA-Isolierung etwa bei 1,8 liegen sollte. Bei Verunreinigung

der Probe durch Phenol oder Proteinreste war der Wert signifikant kleiner.

Der vorgegebene Zielwert von 50 ng/ul wurde durch entsprechende Verdiinnung mit dem TE-Puffer
eingestellt. Fiir die anschlieBende Genotypisierung beider Kollektive wurden jeweils 50 pl in

96-well-Platten gefiillt, mit Folie verschlossen und auf Trockeneis transportiert.

2.3.2 Genotypisierung des Initialkollektivs und des
zweiten Validierungskollektivs mittels Bead-Chip-

Verfahren von Illumina

2.3.2.1 Allgemeines

Die DNA-Proben des Initialkollektivs wurden mit dem Human660-Quad BeadChip (Illumina, San
Diego DA, USA) mit Hilfe der /llumina Infinium Plattform im Wellcome Trust Sanger Institute
(WTSI) im Rahmen des WTCCC2-Projekts (Sawcer et al., 2011b) in Hinxton, Grof3britannien geno-
typisiert.

Das zweite Validierungskollektiv mit 153 Probanden wurde wie das Initialkollektiv mit dem Hu-

man660-Quad chip (Illumina, San Diego, CA, USA) am Sanger Institut in Cambridge genotypisiert.
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2.3.2.2 Qualitdtskontrolle der Genotypisierung

Die Qualitétskontrolle der Genotypisierung wurde fiir jede Patientenprobe und fiir jeden SNP durch-
gefiihrt. In die vorliegende Studie wurden nur Proben eingeschlossen, deren prozentualer Anteil er-
folgreich genotypisierter Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) zu der SNP-Gesamtzahl tiber 95%
lag (Call rate > 95%). Beim Initialkollektiv mussten nach Qualitdtskontrolle insgesamt zehn Proben
aus der Studie ausgeschlossen werden: Zwei Proben wiesen keine ausreichende Genotypisierungs-
qualitdt auf. Nach Geschlechtskontrolle mit Sequenom-Markern (gender check) wurden fiinf weitere
Proben wegen inkorrekter oder fehlender Geschlechtsangabe ausgeschlossen. Drei weitere Proben
wurden durch multidimensionale Skalierung als nicht-européischer Herkunft erkannt und entspra-

chen somit nicht mehr den Einschlusskriterien der Studie.

SNPs des Initialkollektivs wurden nur dann analysiert, wenn die Haufigkeit des Minorallels (minor
allel frequency = MAF) iiber 5% lag und die Call rate > 95% betrug. Nach Qualitétskontrolle standen
526 014 SNPs fiir die Analyse des Initialkollektivs zur Verfiigung.

Im ersten Validierungskollektiv lag die call rate von 23 Proben < 90%, so dass diese Proben ausge-
schlossen wurden. Die call rate der SNPs in der Analyse des ersten Validierungskollektivs betrug
>97% und in der Analyse des zweiten Validierungskollektivs 94%. Die Qualitét der Genotypisierung
von SNPs wurde auBlerdem in einer visuellen Auswertung der Cluster plots durch einen erfahrenen

Wissenschaftler des Helmholtz-Instituts gepriift.

2.3.2.3 Sequenzierung

Bei dem Bead-Chip-Verfahren von //lumina handelt es sich um eine Hochdurchsatz-Genotypisie-
rung, so dass es die Durchfiihrung von genomweiten Genotypisierungen erlaubt. Dabei konnten vier
Proben gleichzeitig auf viele verschiedene Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) mittels 657 366
Bead-Marker untersucht werden. Auf dem Chip waren Streifen, in denen verschiedene Bead-Typen
enthalten sind. Jeder Bead-Marker bestand aus einem in seiner Identitdt bekannten Biomolekiil, das
zu einem entsprechenden SNP komplementar ist. Die zu untersuchende Probe und eine Kontroll-
probe wurden — nach Vervielfaltigung durch gewdhnliche PCR - mit jeweils unterschiedlich fluores-
zierenden Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTP) markiert. Wenn die untersuchte DNA und das
ddNTP komplementdr zueinander waren, wurde das ddNTP durch eine Polymerase eingebaut,
wodurch die DNA durch Fluoreszenz markiert wurde. Bei der anschlieBenden Hybridisierung banden
die DNA-Fragmente der zu untersuchenden Patientenproben an Bead-Marker auf dem Chip, so dass
eine Identifikation der SNPs erfolgte. Nach mehrmaligem Waschen konnte ein hochaufldsender
Zwei-Farben-Laserscanner Farbintensitét, Wellenldnge und Farbposition messen und SNPs identifi-

zieren (Homepage 2, siehe Literaturverzeichnis).
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2.3.3 Genotypisierung des ersten Validierungskol-
lektivs mittels MALDI-TOF-Verfahren von Se-
quenom

Alle SNPs, die im initialen Kollektiv ein Signifikanzniveau von p < 10~ erreichten, wurden in einem
ersten Validierungskollektiv weiter untersucht. Hierzu wurde das MALDI-TOF-Verfahren des Se-
quenom iPlex Gold System (Sequenom, San Diego, CA, USA) im Helmholtz-Institut Miinchen,
Deutschland verwendet. Das Genotyp-Calling wurde mit der Software SpectroTYPER 3.4 durchge-
fiihrt. Das Versuchsdesign wurde durch AssayDesign 3.1.2.2 mit iPLEX Gold chemistry default pa-

rameter entworfen.

Fiir die Zellzahl fanden sich im Initialkollektiv sechs SNPs, die im ersten Validierungskollektiv un-
tersucht werden sollten. Einer der sechs SNPs (rs7430165) konnte nicht mit dem iPLEX bestimmt
werden und ein weiterer SNP (rs6770719) fiel aus technischen Griinden aus. Im ersten Validierungs-

kollektiv lagen nach Qualititskontrolle somit Ergebnisse von vier SNPs vor.

Fiir IgGir fanden sich im Initialkollektiv sechs SNPs, die alle im Validierungskollektiv erfolgreich

untersucht werden konnten.

Fiir den IgG-Index wurden im Initialkollektiv 17 SNPs gefunden, deren Assoziation im ersten Vali-
dierungskollektiv iiberpriift werden sollte. Der SNP rs1134590 fiel bei der Typisierung aus. Drei
SNPs (rs34398108, rs12897751 und rs34295723) wurden nicht typisiert, da bereits geeignete SNPs
in derselben Genregion mit der Platte typisiert wurden und eine Kombination technisch nicht mog-
lich war. Bei SNP rs12884389 konnte keine ausreichende Call rate erreicht werden, so dass der SNP
von der weiteren Analyse ausgeschlossen wurde. 23 Proben mussten wegen individuell niedriger

Call rates (< 90%) aus dem ersten Validierungskollektiv genommen werden.

MALDI-TOF ist ein Analyseverfahren, das das Molekulargewicht von chemischen Verbindungen
bestimmen kann. Die matrixunterstiitzte Laser-Desorptions-lonisation (MALDI) ist dabei mit einer
Flugzeit-Massenspektrometrie (TOF) kombiniert. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Verfahren
genutzt, um das Molekulargewicht von kleinen DNA-Fragmenten zu bestimmen, so dass eine spezi-
fische Analyse von einzelnen Basen moglich war und SNPs identifiziert werden konnten. Um einen
SNP mit dem MALDI-TOF-Verfahren zu genotypisieren, musste die DNA-Sequenz, die den SNP
umgibt, zunadchst amplifiziert werden. Nur bei ausreichender DNA-Konzentration konnte die spezi-
fische iPLEX-Reaktion ablaufen. Das Ergebnis bekam man durch Ubertragung der DNA auf einen
Mikrochip, der dann mit Hilfe des MALDI-TOF-Massenspektrometers den SNP entschliisseln
konnte. Die einzelnen Molekiile wurden in dem Gerét durch ein elektrisches Feld beschleunigt. Die
Zeit, die ein Molekiil benétigt, um auf den Detektor aufzuschlagen, lie3 auf das Molekulargewicht

des Molekiils schlieen. Je leichter das DNA-Fragment war, desto friiher erreichte es den Detektor.
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Dadurch kann der Austausch einer einzelnen Base in einem DNA-Fragment identifiziert werden. Das
gesamte Verfahren wurde in mehrere Abschnitte aufgeteilt, die im Folgenden genauer beschrieben
sind: allgemeine Vorbereitungen, Vervielfaltigung der DNA-Abschnitte durch Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR), Gelelektrophorese zur Uberpriifung der PCR-Produkte, SAP-Reaktion zur Aufteini-
gung, Extensionsreaktion, Aufreinigung der Extensionsprodukte durch Entzug der Salze, Dispensie-
ren der Extensionsprodukte auf den SpectroCHIP und Massenspektrometrie mit dem MALDI-TOF-

Verfahren.

Fiir das iPLEX-Verfahren wurden 384-well-Microtiterplatten bendtigt. Aus vier 96er deep-well-
Platten mit einer DNA-Konzentration von 1 ng/pl wurden mittels dem Pipettier-Roboter TEMO je
eine 384er Mikrotiterplatte mit je 5 ul der Verdiinnung pro well hergestellt. Diese wurden bei Raum-
temperatur tiber Nacht getrocknet, so dass in den 384-well-Microtitierplatten eine DNA-Menge von
5 ng/well vorlag.

Um ein SNP mit Hilfe eines Massenspektrometers identifizieren zu konnen, mussten die umliegen-
den Abschnitte der DNA vervielfaltigt werden. Dabei sollten DNA-Amplifikate mit einer Lange von
etwa 100 Basenpaaren (bp) entstehen. Dazu wurde eine Polymeraseketten-Reaktion (PCR) mit dem
Qiagen HotStarTaq-Kit nach Protokoll durchgefiihrt. Dabei wurden zu der DNA mehrere spezifische
Primer gemischt (,,Multiplex-PCR*), die an den SNP-flankierenden Stellen der DNA andocken.
Dadurch bildeten dNTPs neue komplementére Strénge. Das fiir die Reaktion notwendige Enzym war
die hitzestabile DNA-Polymerase. In einem ThermoCycler liefen hintereinander folgende Schritte
ab: Denaturierung der DNA bei 94°C, Anlagerung der Primer (Annealing) bei 56°C und Amplifika-
tion der DNA (Elongation) bei 72°C. Durch die Wiederholung dieser Schritte kam es zu einer expo-

nentiellen Zunahme der DNA-Konzentration, so dass nun einzelne SNPs untersucht werden konnten.

Zur Entstehung des Mastermix wurden 15312 pl Reinstwasser in ein 50 ml Rohrchen vorgelegt.
PCR-Puffer, MgCl; und der ANTP-Mix wurden kurz gevortext und auf der Tischzentrifuge abzentri-
fugiert. Dann wurden davon 3000 pl PCR-Puffer, 1,625 mM MgCl; und 500 pM dNTP-Mix in das
50 ml RShrchen hinzugegeben. Nach mehrmaligem Wenden der Primer-Platten (F und R fiir den
5¢3¢-Strang und den 3‘5°-Strang) wurden aus jeder Vertiefung 100nM in das 50 ml Réhrchen pipet-
tiert. Unter Zuhilfenahme einer 12-Kanal-Pipette und eines Reservoirs konnte dieser Schritt verein-
facht werden. Zuletzt wurde die DNA-Polymerase HotStarTaq (0,5 U/rxn) hinzugegeben, fiir einige
Sekunden abzentrifugiert und dann 960 pl in das Réhrchen hinzugegeben.

Die Zugabe des Mastermix zur DNA erfolgte mit dem Pipettier-Roboter Genesis RSP 150. Es wurden
5 pl des Mastermix zu jeder DNA-Probe pipettiert und im Anschluss die Platten mit thermostabiler

Folie verschlossen.



PATIENTENKOLLEKTIVE, MATERIAL UND METHODIK

Die nachfolgende PCR im Thermo Cycler erfolgte nach unten stehendem Programm (Tabelle 7).

Tabelle 7: Cycler-Programm der PCR

Schritt Temperatur | Dauer Zyklen
94°C 15 Minuten | 1x
Denaturierung | 94°C 20 Sekunden
Annealing 56°C 30 Sekunden | 45 X
Elongation 72°C 60 Sekunden
72°C 3 Minuten Ix
20°C 1x

2.3.3.1 Gelelektrophorese

Zur Sicherstellung, dass die PCR tatsdchlich erfolgreich abgelaufen ist, erfolgte stichprobenartig eine
Gelelektrophorese. Das Prinzip beruht darauf, dass Nukleinséduren eine negative Ladung haben und
somit unter elektrischer Spannung wandern. Die Geschwindigkeit ist dabei proportional zu ihrem
Molekulargewicht, so dass anhand der entstehenden Bandenmuster die Grof3e der einzelnen DNA-
Abschnitte abgeschitzt werden kann. Mit Hilfe eines 100bp-Kontroll-Ladder konnte anhand der
Banden verifiziert werden, ob in der vorangegangenen PCR DNA-Amplifikate von 100 bp entstan-

den waren.
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2.3.3.2 SAP-Reaktion

Im anschlieBenden Schritt wurden die PCR-Produkte mit dem Enzym SAP (shrimp alkaline phos-
phatase) des IPLEX Gold Kit aufgereinigt.

Zur Entstehung des Mastermix wurden 7956 ul Reinstwasser in ein 50 ml Rohrchen vorgelegt. Der
SAP-Puffer und das SAP-Enzym wurden gevortext und dann 884 ul des SAP-Puffers und 1560 pl
des SAP-Enzyms in das Rohrchen gegeben. Anschlieend wurde das Rohrchen wieder verschlossen,
gevortext und in ein Fliissigkeitsreservoir gegeben, so dass man nun mit einer 12-Kanal-Pipette

10,5 pl in jede Vertiefung einer 96-well-V-Bodenmikrotiterplatte geben konnte.

Im Anschluss wurden 2 pl des Mastermix mit dem Pipettier-Roboter Multimek 96 zur DNA gegeben.
Die anschlieBende SAP-Reaktion im ThermoCycler erfolgte nach feststehendem Programm

(Tabelle 8).

Tabelle 8: Programm fiir die SAP-Reaktion

Schritt Temperatur | Dauer Zyklen
Aktivierung | 37 °C 40 Minuten | 1x
Inaktivierung | 85°C 5 Minuten | 1x

20 °C 1x

2.3.3.3 IPLEX-Reaktion

Bei der iPLEX-Reaktion lagern sich spezifische Extentions-Primer so an die DNA-Fragmente an,
dass der Primer genau eine Base vor dem zu detektierenden SNP aufhort. Mit Hilfe einer DNA-
Polymerase lagern sich dem entsprechenden SNP Didesoxynukleotide an, die dann im nichsten

Schritt identifiziert werden konnen.

Zur Entstehung des Mastermix wurden wiederum 4017,3 ul Reinstwasser in ein 50 ml Rohrchen
vorgelegt. Der iPLEX-Puffer und der iPLEX termination mix (= massemodifizierte Nukleotide) wur-
den im Vortexer gemischt und jeweils 1040 pl in das Rohrchen gegeben. Im Anschluss wurden die
Primer dazu pipettiert, wobei das Volumen von der Masse des spezifischen Primers abhing. Je schwe-
rer der Primer war, desto mehr Volumen musste zum Mastermix gegeben werden. Das Volumen war
in 4 Bereiche gestaffelt (9,5 — 19,5 ul pro Platte). Zum Schluss wurden 213 ul des iPLEX-Enzyms

(= DNA-Polymerase) dazugegeben und das verschlossene R6hrchen auf dem Vortexer gemischt. Der
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Inhalt wurde in ein Fliissigkeitsreservoir gegeben, so dass man nun mit einer 12-Kanal-Pipette
10,5 pl in jede 96-well-V-Bodenmikrotiterplatte verteilen konnte. Nach sorgfaltigem Verschluss mit

einer Folie wurden die 96-well-Platten kurz bei 1500 rpm zentrifugiert.

Wie zuvor erfolgte die Zugabe von 2 pl des Mastermix in die Tochterplatten der SAP-Reaktion mit
dem Pipettier-Roboter Multimek 96. Die anschlieende iPLEX-Reaktion erfolgte im ThermoCycler

nach feststehendem Programm (Tabelle 9).

Tabelle 9: Cycler-Programm der iPLEX-Reaktion

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
94°C 30 Sekunden Ix
Denaturierung | 94°C 5 Sekunden | 1x
Annealing 52°C 5 Sekunden 40x
5x
Elongation 80°C 5 Sekunden
72°C 3 Minuten 1x
20°C 1x

2.3.3.4 Aufreinigung der Extensionsprodukte

Damit die Ergebnisse bei der anschliefenden Massenspektrometrie nicht durch verschiedene Salze
beeinflusst und verfalscht wurden, wurde zum Extensionsprodukt Resin-Pulver gegeben. Durch Ent-

salzen der iPLEX-Reaktionsprodukte konnte die Spectro-Analyse optimiert werden.

Das Extensionsprodukt wurde dabei mit Hilfe des Multimeck-Pipettier-Roboters mit 24l Reinst-
wasser verdiinnt und ihm danach 6mg Resin zugegeben. Nach Verschluss der Platten mit einer Folie
wurden sie 30 Minuten auf dem Roto-Shaker gemischt und anschlieBend bei 3000 x g fiir 10 Minuten

zentrifugiert.
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2.3.3.5 Spotting

Unter Spotting versteht man die Ubertragung der verarbeiteten Proben auf den Sequenom-Silizium-
Chip. Mit Hilfe eines Nanodispensers wurde der Analyt mit einem Volumen von 15 bis 25 nl auf den
SpectroCHIP Array iibertragen. Der fertige Chip konnte dann mit dem Massenspektrometer MALDI-
TOF unter Vakuum-Bedingungen gelesen und die Ergebnisse generiert werden. Anhand des Mole-

kulargewichts wurden jeweils beide Allele einer Probe identifiziert.

2.4 Statistische Methoden

Die statistischen Analysen der genomweiten Assoziation wurden durch die Statistikerin Frau Dr. Eva

Albrecht des Instituts fiir Genetische Epidemiologie am Helmholtz Zentrum Miinchen durchgefiihrt.

Im Initialkollektiv folgte die Verteilung des IgG-Index nicht einer Gauf’schen Normalverteilung,
sondern war rechtsschief. Daher wurden die Werte des IgG-Index fiir alle Kollektive logarithmisch
transformiert. Die nach dem Reiber-Schema berechnete IgG-Synthese war normalverteilt, so dass

keine Transformation erforderlich war (Abbildung 2).

lgG-Index lgG-Index lgG-Synthese
(Originaldaten) (logarithmisch transformiert) (berechnet mit dem Reiber-Schema)
80, 801 80-
g 60 601 60
g 40 401 401
o 1 2 3 4 1.40 -065 010 085 160 9 45 0 45 90

Abb. 2: Hiufigkeitsverteilung der intrathekalen IgG-Synthese

Abbildung der Haufigkeitsverteilung der intrathekalen IgG-Synthese im Initialkollektiv — Originaldaten des 1gG-Index,
IgG-Index nach logarithmischer Transformation und Originaldaten der nach der Reiber-Formel berechneten IgG-Synthese

(IgGir)
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Um eine Assoziation zwischen jedem einzelnen SNP und dem jeweiligen Phinotyp zu priifen, wur-
den lineare Regressionsmodelle des Programms PLINK (Purcell et al., 2007) verwendet. Es wurde
ein additiver Effekt der SNPs angenommen. Fiir das Geschlecht wurde adjustiert. SNPs, die im Ini-
tialkollektiv ein Signifikanzniveau von p < 1x107 erreichten und damit potentiell eine Assoziation

aufwiesen, wurden im ersten Validierungskollektiv {iberpriift.

Fiir das erste Validierungskollektiv wurden fiir die Phanotypen der intrathekalen IgG-Synthese p-
Werte < 7,1x107 als signifikant angenommen und in einem zweiten Validierungskollektiv iiberpriift.
Dieser p-Wert entspricht einer Bonferroni-Korrektur fiir sieben voneinander unabhéngige Tests, kor-

respondierend zu 16 SNPs in sieben untersuchten Regionen im Genom.

Zusitzlich wurden SNPs im zweiten Validierungskollektiv analysiert, die in einer Metaanalyse des
Initialkollektivs und des ersten Validierungskollektivs das genomweite Signifikanzniveau erreichten.
Dabei wurden p-Werte < 9,5x10® als genomweit signifikant angenommen, was einer Bonferroni-
Korrektur fiir 526 014 Tests (SNPs) entspricht. Die Metaanalysen wurden mit einem Fixed-Effects-
Modell der Software METAL durchgefiihrt, wobei eine Gewichtung mit der inversen Varianz vorge-

nommen wurde (Homepage 3, siche Literaturverzeichnis).

Die grafischen Darstellungen wurden mit der Software R (Homepage 4, siche Literaturverzeichnis),
GraphPad Prism und Locus Zoom (Pruim et al., 2010) angefertigt. Zur Berechnung, ob verschiedene
SNPs im Kopplungsungleichgewicht (linkage desquilibrium) stehen, wurde die
—1d-Option von PLINK genutzt.

Zur Berechnung der erklarten Varianz wurde in beiden Validierungskollektiven der multiple Deter-
minationskoeffizient R? des Kovariatenmodells von demjenigen des Gesamtmodells, in welchem so-
wohl Kovariaten als auch SNPs enthalten sind, separat abgezogen und der mit der Stichprobengrofie

gewichtete Durchschnitt ermittelt.

Die statistische Teststiarke wurde mit Hilfe von Quanto (Homepage 5, siche Literaturverzeichnis)

jeweils fur Initial- und Validierungskollektive getrennt berechnet (Tabelle 10).
Am Beispiel des [gG-Index:

Im Initialkollektiv mit 229 Probanden wurden mit einer Teststarke von >80% SNPs entdeckt, die bei
einem Signifikanzniveau von p=1x10~ mindestens 11,4% der phianotypischen Varianz erkléren. Im
ersten Validierungskollektiv mit 256 Probanden konnten mit einer Teststirke >80% SNPs gefunden
werden, die bei einem Signifikanzniveau von p = 7,1x10 die phénotypische Varianz zu mindestens
4,8% erklaren. Im zweiten Validierungskollektiv mit 153 Probanden wurden mit einer Teststirke
>80% SNPs gefunden, die bei einem Signifikanzniveau von 0,025 mindestens 6% der phanotypi-

schen Varianz erkliren (entspricht einer Bonferroni-Korrektur fiir zwei genomische Regionen).
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Tabelle 10: Statistische Auswertung am Beispiel des IgG-Index

Probandenzahl | p-Wert | Erklirte Varianz

(Teststirke > 80%)
Initialkollektiv 229 1x10° >11,4%
1. Validierungskollektiv | 256 7,1x103 | > 4,8%

2. Validierungskollektiv | 153 0,025 > 6%
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientenkollektive

Im Initialkollektiv wurden nach Qualitatskontrolle 434 (Leukozyten) bzw. 229 (IgG) Patienten mit
einem Klinisch isolierten Syndrom (CIS) oder einer definitiven Multiplen Sklerose (MS) analysiert.
Im ersten unabhéngigen Validierungskollektiv wurden weitere 330 (Leukozyten) bzw. 256 (IgG) Pa-
tienten aus Deutschland untersucht und in einem zweiten unabhingigen Kollektiv aus Belgien 153
Patienten. In beide Validierungskollektive wurden Patienten mit Multipler Sklerose sowie Klinisch
isoliertem Syndrom eingeschlossen. In Tabelle 11 sind Geschlechtsverteilung, Patientenalter und An-
teil der Patienten mit primér chronisch-progredienter Multipler Sklerose aller drei Kollektive darge-
stellt. Es konnte nicht von allen Patienten, von denen genetische Analysen vorlagen, alle Liquorpa-

rameter erhoben werden. Dies wird ebenfalls in Tabelle 11 aufgefiihrt.
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Tabelle 11: Darstellung der klinischen Charakteristika der drei Patientenkollektive

Darstellung der klinischen Charakteristika des Initialkollektivs und der beiden Validierungskollektive. Das Alter der Pati-
enten entspricht dem Alter bei Lumbalpunktion. Es wird die Anzahl der Patienten nach Qualitétskontrolle und somit der in
der genetischen Analyse beriicksichtigten Patienten fiir die jeweiligen Liquorparameter angegeben.

PPMS = primér progressiv verlaufende Multiple Sklerose.

Liquorparameter | Initialkollektiv | Validierungs- Validierungs-
kollektiv 1 kollektiv 2
Anzahl Zellzahl 434 330
IgG-Index 229 256 153
IgGie 196 252
IgArr 121
IgMir 101
Geschlecht (w: m) Zellzahl 319: 115 211 : 119
IgG-Index 173 :56 164 :92 106 : 47
IgGir 151: 45 161 :91
IgArr 88 :33
IgMr 71:30
Alter in Jahren Zellzahl 35 (16-67) 35 (15-72)
e I¢G-Index 35 (16-67) 35 (15-72) 41 (14-71)
spanne))
IgGir 35 (16-67) 35 (15-72)
IgArr 36 (16-67)
IgM 35 (16-59)
PPMS (n (%)) Zellzahl 10 (4,6)
IgG-Index 11 (4,8) 5(2,0) 27 (17,6)
IgGrr 94,5)
IgAr 6 (5,0)
IgMir 4 (4,0)
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3.2 Vergleich der intraindividuellen Vari-

ation der intrathekalen IgG-Synthese

In der Literatur wird beschrieben, dass die Quantitit der intrathekalen IgG-Synthese bei Patienten
mit Multipler Sklerose zwar sehr unterschiedlich ist, jedoch beim einzelnen Patienten lebenslang
relativ konstant bleibt. Um dies in unserem Kollektiv zu evaluieren, wurde bei elf Patienten mit MS,
bei denen mindestens zwei Liquorproben vorlagen, der [gG-Index im Verlauf gepriift. Das zeitliche
Intervall zwischen den zwei Lumbalpunktionen der elf Patienten betrug zwischen 2 und 28 Monaten
und lag im Mittel bei 12 Monaten. Wie in der unten stehenden Abbildung 3 dargestellt, zeigt sich der

IgG-Index iiber die Zeit intraindividuell recht stabil bei hoher interindividueller Variabilitét.

1gG-Index

1. Lumbalpunktion 2. Lumbalpunktion

Abb. 3: Intrathekale IgG-Synthese im Verlauf der Zeit (n=11)
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3.3 Genetische Assoziation mit der Zell-

zahl im Liquor

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Initialkollektiv von Patienten mit Multipler Sklerose und

CIS eine genomweite Assoziationsstudie der Zellzahl im Liquor und 526 014 SNPs durchgefiihrt.

Die Verteilung der Zellzahl, d.h. die Anzahl der Leukozyten pro Mikroliter im Liquor, ist im Initial-
kollektiv und im ersten Validierungskollektiv vergleichbar (Tabelle 12).

Tabelle 12: Vergleich der Zellzahl in den zwei Kollektiven

Initialkollektiv | 1.Validierungskollektiv

Zellzahl/pl [Mittelwert] 9,83 11
Zellzahl [Minimum und | (0-73) (0-125)
Maximum]

Bei der genomweiten Assoziationsanalyse der Zellzahl im Liquor fanden sich im Initialkollektiv
sechs SNPs, die einen p — Wert <1x10~° aufwiesen. Der Manhatten plot der Zellzahl ist in Abbildung
4 dargestellt.
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Abb. 4: GWAS-Manhatten plot der Zellzahl

Darstellung der im Initialkollektiv (n = 434) analysierten 526 014 SNPs und deren Assoziation zur Zellzahl. Auf der y-
Achse sind die negativen Logarithmen der p-Werte der jeweiligen SNPs aufgetragen, auf der x-Achse sind die SNPs nach

Chromosomenposition aufgereiht. Die horizontale Linie zeigt den willkiirlich gew#hlten Cutt-off-Wert von p = 1x10-.

Sechs SNPs zeigten im Initialkollektiv einen p-Wert < 10: 1s7566783 auf Chromosom 2, 1s2070179,
rs4482697, rs7430165 und rs6770719 auf Chromosom 3 sowie rs17055484 auf Chromosom 13. Fiinf
der sechs SNPs konnten mithilfe der iPLEX-Methode im ersten Validierungskollektiv untersucht
werden (alle auBer SNP rs7430165). Der SNPs rs6770719 fiel dabei aus technischen Griinden aus,
so dass im ersten Validierungskollektiv noch vier SNPs analysiert werden konnten. Die Genotyp-
Verteilung entsprach dabei dem Hardy-Weinberg-Equilibrium. Im Validierungskollektiv konnte je-
doch keine Assoziation bestétigt werden. Es konnte somit keine genetische Assoziation zur Zellzahl
im Liquor nachgewiesen werden (Tabelle 13). Eine Untersuchung im zweiten Validierungskollektiv

erfolgte daher nicht.
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Tabelle 13: Ergebnisse der genetischen Assoziation von der Zellzahl im Liquor

(*hg19 = Humaner Genombrowser 19, ** pHWE = p-Wert fiir Hardy-Weinberg-Gleichgewicht)

rs7566783 | rs2070179 | rs4482697 | rs17055484
Chromosom 2 3 3 13
Position (hg19%) 240626750 | 121353254 | 121536497 | 59376143
Probandenzahl n | 433 434 434 433

>

% Call rate 0,999 0,999 1,000 0,998

=

v

= pHWE** 548x 10! [ 5,13x 10" | 1,12x 10" | 6,72 x 10!

.‘é’

= p-Wert 3,26 x 10° | 3,37x10° | 1,11 x 10° | 9,92 x 10°

o Probandenzahl 330 328 330 330

z

gn N Call rate 0,997 0,991 0,997 0,997

= O

} &

-% < pHWE** 1,66 x 10" | 6,52x 10" | 5,57 x 10" | 4,92 x 10!

.E

< p-Wert 6,01 x 10" | 3,23 x 10" | 3,17x 10" | 6,11 x 10!



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000002.11?report=graph&v=240626250:240627250&content=5&m=240626750!&mn=rs7566783&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000003.11?report=graph&v=121352754:121353754&content=5&m=121353254!&mn=rs2070179&dispmax=1&currpage=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/nuccore/NC_000003.11?report=graph&v=121535997:121536997&content=5&m=121536497!&mn=rs4482697&dispmax=1&currpage=1
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3.4 Genetische Assoziation mit der
berechneten intrathekalen IgA-Syn-
these (IgAir)

Im Weiteren wurden genetische Assoziationen zur berechneten intrathekalen IgA-Synthese (IgAir)
analysiert. Auf den Chromosomen 1, 2 und 20 konnten vier SNPs gefunden werden, die einen
p-Wert < 1x107° aufweisen. Der dazugehorige Manhatten plot ist in Abbildung 5 dargestellt. Auf
Grund besserer p-Werte bei der intrathekalen IgG-Synthese hat man im Rahmen dieser Arbeit darauf
verzichtet, die Ergebnisse beziiglich der intrathekalen IgA-Synthese weiter zu verfolgen. Diese wer-

den unabhingig von dieser Arbeit weiterbearbeitet.

1 2 3 4 5 5 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 18 20 21

Abb. 5: GWAS-Manhatten plot zur berechneten intrathekalen IgA-Synthese (IgAr)

Darstellung der im Initialkollektiv (n = 121) analysierten 526 014 SNPs und deren Assoziation zur berechneten intrathe-
kalen IgA-Synthese (IgAir). Auf der y-Achse sind die negativen Logarithmen der p-Werte der jeweiligen SNPs aufgetragen,
auf der x-Achse sind die SNPs nach Chromosomenposition aufgereiht. Die horizontale Linie zeigt den willkiirlich gewéhl-
ten Cutt-off-Wert von p = 1x107.
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3.5 Genetische Assoziation mit der
berechneten intrathekalen IgM-Syn-
these (IgMiF)

In der genomweiten Assoziationsstudie mit der berechneten intrathekalen IgM-Synthese (IgMi)
zeigten sich auf den Chromosomen 4,5 und 22 drei SNPs, die einen p-Wert von < 1x10~° aufweisen.
In der Abbildung 6 ist der Manhatten plot dargestellt. Auf Grund besserer p-Werte bei der intrathe-
kalen IgG-Synthese hat man im Rahmen dieser Arbeit auch darauf verzichtet, die Ergebnisse beziig-
lich der intrathekalen IgM-Synthese weiter zu verfolgen. Die Frage der genomweiten Signifikanz der

IgM-Synthese wird unabhingig von dieser Arbeit weiterbearbeitet.

log10 p
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Abb. 6: GWAS-Manhatten plot zur berechneten intrathekalen IgM-Synthese (IgMir)

Darstellung der im Initialkollektiv (n = 101) analysierten 526 014 SNPs und deren Assoziation zur berechneten intrathe-
kalen IgM-Synthese (IgMir). Auf der y-Achse sind die negativen Logarithmen der p-Werte der jeweiligen SNPs aufgetra-
gen, auf der x-Achse sind die SNPs nach Chromosomenposition aufgereiht. Die horizontale Linie zeigt den willkiirlich

gewihlten Cutt-off-Wert von p = 1x1073.
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3.6 Genetische Assoziation mit der
intrathekalen IgG-Synthese

3.6.1 Berechnete IgG-Synthese (IgGir)

Bei Analyse einer genetischen Assoziation mit der intrathekalen IgG-Synthese bei Patienten mit Mul-
tipler Sklerose wurden zwei Parameter im Liquor untersucht: die berechnete IgG-Synthese (IgGir)

sowie der IgG-Index.

In Abbildung 7 ist der Manhatten plot der berechneten IgG-Synthese (IgGir) dargestellt.

log10 p

Chromosom

Abb. 7: GWAS-Manhatten plot zur berechneten intrathekalen IgG-Synthese (IgGir)

Darstellung der im Initialkollektiv (n = 212) analysierten 526 014 SNPs und deren Assoziation zur berechneten intrathe-
kalen IgG-Synthese (IgGir). Auf der y-Achse sind die negativen Logarithmen der p-Werte der jeweiligen SNPs aufgetragen,
auf der x-Achse sind die SNPs nach Chromosomenposition aufgereiht. Die horizontale Linie zeigt den willkiirlich gewéhl-

ten Cutt-off-Wert von p = 1x107.

Bei IgGir fanden sich im Initialkollektiv bei einem Signifikanzniveau von p <1x 10 sechs assozi-
ierte SNPs: rs17361780 auf Chromosom 3, rs6908581 und rs7771156 auf Chromosom 6, rs13277723
auf Chromosom 8 und zwei weitere SNPs auf Chromosom 14: rs10136766 und rs11160868. Bei den
vier erstgenannten SNPs, die sich auf den Chromosomen 3, 6 und 8 befinden, konnte im ersten Vali-
dierungskollektiv keine Assoziation zu IgGir nachgewiesen werden. Die {ibrigen beiden SNPs auf
Chromosom 14 konnten im ersten Validierungskollektiv repliziert werden: rs10136766 und
rs11160868 mit p-Werten von 6,07 x 10" und 3,29 x 10. Eine Verteilung der Genotypen nach dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht konnte bewiesen werden (Tabelle 14).
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Da der IgG-Index im Verlauf mehr signifikante Ergebnisse erzielte, wurde beziiglich der berechneten

IgG-Synthese zunéchst kein zweites Validierungskollektiv untersucht.

Tabelle 14: Ergebnisse der genetischen Assoziation von IgGir

(*hg19 = Humaner Genombrowser 19, ** pHWE = p-Wert fiir Hardy-Weinberg-Gleichgewicht)

rs17361780 | rs6908581 | rs7771156 | rs13277723 | rs11160868 | rs10136766

Chromosom 3 6 6 8 14 14
Position (hgl19*) 59772328 134417322 | 151721749 | 18241486 106212273 | 106232585
Probandenzahl n | 196 196 196 196 196 191
4=
% Call rate 0,999 1,000 1,000 0,998 0,987 0,976
S
=
= pHWE** 7,04 x 107! 89x10! 1,00 6,66 x 10 536x 102 | 2,54x 10!
=
8 p-Wert 3,12x 10°° 8,69x 107 | 5,05x10° | 3,49x10°¢ 8,69x 10° | 3,64x10°
. Probandenzahl 251 251 250 252 248 252
E
Eo Call rate 0,997 0,997 0,994 0,997 0,976 0,997
EN
% =| pHWE** 6,84 x 10! 8,03x 107" | 8,01 x10" | 7,44x 10" 3,92 x 10! 7,82 x 10!
K.
—

p-Wert 2,54x 107 | 3,02x 10" | 6,05x 10" | 9,17x 10" | 3,29x 10° | 6,07 x 10¢
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3.6.2 IgG-Index

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem Initialkollektiv eine genomweite Assoziationsstudie bei

229 Patienten mit Multipler Sklerose zwischen IgG-Index und 526 014 SNPs durchgefiihrt.

Die Verteilung der IgG-Index-Werte ist in den verschiedenen Kollektiven vergleichbar
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Vergleich des IgG-Index in den drei Kollektiven

Initialkol- 1.Validierungskol- | 2.Validierungskol-

lektiv lektiv lektiv
IgG-Index 0,95 0,85 0,99
[geometrisches Mittel (Minimum - | (0,29 —3,94) | (0,37 —5,20) (0,43 - 5,36)

Maximum)]

Der Manbhatten plot des IgG-Index ist in Abbildung 8 abgebildet. Im Initialkollektiv konnten in der
genomweiten Analyse 17 SNPs mit einer potentiellen Assoziation (p-Wert < 1x107%) identifiziert wer-

den. Diese 17 SNPs liegen in 7 verschiedenen Regionen des Genoms.

Chromosom

Abb. 8: GWAS-Manhatten plot des IgG-Index

Darstellung der im Initialkollektiv (n = 229) analysierten 526 014 SNPs und deren Assoziation zum IgG-Index. Auf der y-
Achse sind die negativen Logarithmen der p-Werte der jeweiligen SNPs aufgetragen, auf der x-Achse sind die SNPs nach
Chromosomenposition aufgereiht. Die horizontale Linie zeigt den willkiirlich gewihlten Cutt-off-Wert von

p = 1x107. SNPs mit kleineren p-Werten sind rot markiert.
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Zur Replikation dieser SNPs wurde ein unabhingiges Kollektiv mit 256 Patienten herangezogen. Es
wurden 14 der 17 SNPs fiir die Replikation ausgewéhlt, die alle 7 Regionen abdecken. In einer Re-
gion auf Chromosom 14 fanden sich eng beieinanderliegend mehrere potentiell assoziierte SNPs, so
dass drei dieser SNPs (rs34398108, rs12897751 und rs34295723) aus technischen Griinden nicht
weiter verfolgt wurden. Bei der Qualitidtskontrolle der Genotypisierung des ersten Validierungskol-
lektivs mussten zwei SNPs ausgeschlossen werden: rs12884389 zeigte bei der visuellen Cluster plot
Analyse keine hinreichende Trennschérfe der Genotypen und rs1134590 ergab kein hinreichendes
Genotypisierungssignal. Sechs der 14 SNPs, konnten im ersten Validierungskollektiv nicht verifiziert
werden. Weder in der Einzelanalyse noch in der Metaanalyse der ersten beiden Kollektive konnte
eine Signifikanz nachgewiesen werden. Bei fiinf SNPs auf Chromosom 14 wurde im Initialkollektiv
sowie im ersten Validierungskollektiv eine statistisch signifikante Assoziation nachgewiesen:
rs11621145, rs11160868, rs10136766, rs2725142 und rs2753571 mit p-Werten zwischen 1,4x10
und 3,4x10°8.

In einer ersten Metaanalyse des Initialkollektivs und des ersten Validierungskollektivs bestitigten
sich die Ergebnisse der fiinf SNPs auf Chromosom 14. Zusétzlich zeigte ein SNP auf Chromosom 8
(rs2408007) einen p-Wert von p = 5,0x 10" und somit eine genomweite Signifikanz.

Zur weiteren Priifung der Assoziation der genannten sechs SNPs, die sowohl im Initialkollektiv als
auch im ersten Validierungskollektiv bzw. in der Metaanalyse dieser beiden Kollektive eine statisti-
sche Signifikanz zum IgG-Index aufgewiesen hatten, wurde ein zweites Validierungskollektiv unter-
sucht (n= 153). Dabei ergab der SNP auf Chromosom 8 (rs2408007) einen p-Wert von 7,8x107; bei
den fiinf SNPs auf Chromosom 14 (rs11621145, rs11160868, rs10136766, rs2725142 und
rs2753571) lagen die p-Werte zwischen 3,5x10"! und 7,9x107.

Ergénzend wurde eine Metaanalyse aller drei Kollektive durchgefiihrt: Bei SNP rs2408007 auf Chro-
mosom 8 konnte bei einem p-Wert von p = 4,7x107 keine genomweite Assoziation zum IgG-Index
bei Patienten mit Multipler Sklerose dargestellt werden. Bei den fiinf SNPs auf Chromosom 14
(rs11621145, 1511160868, 1510136766, 152725142 und rs2753571) ergaben sich p-Werte von
6,5x10!! bis 7,5x107'%, so dass man von einer genomweit signifikanten Assoziation dieser SNPs mit
dem IgG-Index bei Patienten mit Multipler Sklerose sprechen kann. Das genomweite Signifikanzni-
veau wird bei p = 5x10" angenommen. Die stéirkste Assoziation zeigte sich fiir den SNP rs10136766
mit einem p-Wert von p = 7,5x10'®. In den Validierungskollektiven ist dieser SNP fiir 8,9% der
Varianz der intrathekalen IgG-Synthese verantwortlich.

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der 17 SNPs fiir das Initialkollektiv, die Validierungskollektive und
die Metaanalysen dargestellt.



Tabelle 16: Mit dem IgG-Index assoziierte SNPs

Tabelle mit allen SNPs, die im Initialkollektiv und im 1. Validierungskollektiv eine Assoziation mit dem IgG-Index aufwiesen. Grau hinterlegt sind SNPs, die sowohl im 1. sowie 2. Validierungskollektiv

sowie in der Metaanalyse aller drei Kollektive eine genomweite Assoziation zum IgG-Index aufwiesen. n = Anzahl der Probanden, EAF = Effect allel frequency

Initialkollektiv 1.Validierungskollektiv 1.Metaanalyse | 2.Validierungskollektiv | 2.Metaanalyse

SNP Chromosom | Position | Effektallel | Zweites Allel n | EAF | Beta [ p-Wert | n | EAF | Beta | p-Wert | Beta | p-Wert | n | EAF | Beta | p-Wert | Beta | p-Wert
159848578 3 3094310 G A 229 0.87 [ 0.273 | 8.8E-06 | 256 | 0.85 | 0.006 |9.2E-01|0.142 | 9.0E-04 | - | - | --
1s3816325 5 34682767 G A 2291 0.19 |0.230 | 8.0E-06 | 255 | 0.23 | -0.046 | 3.8E-01 | 0.097 | 7.2E-03 | - | - | --
152408007 8 5460838 C A 2291 0.72 [0.228 | 2.7E-07 | 255 0.77 | 0.112 | 3.3E-02 | 0.181 | 5.0E-08 | 153 | 0.74 |-0.117 | 7.8E-2 |0.121 | 4.7E-5
157948482 11 128044966 G A 229 0.18 |0.252 | 8.0E-06 | 255 0.19 | -0.079 | 1.6E-01 | 0.090 | 2.2E-02 | - | - | ---
19582694 13 104026274 C A 229 0.14 | 0.262 | 8.9E-06 | 256 | 0.17 | -0.082 | 1.0E-01 | 0.068 | 7.5E-02 | - | --- | ---
1s9582695 13 104036436 G A 2291 0.15 [ 0.259 | 9.7E-06 | 256 | 0.17 | -0.085 | 9.4E-02 | 0.066 | 8 2E-02 | - | - | ---
1s34398108 14 106169056 A G 227102710216 [ 2.1E-06 | — | — | -
rs11621145 14 106172880 G A 218 0.25 [ 0.223 | 2.2E-06 | 254 | 0.29 | 0.241 |2.5E-07 | 0.232 | 6.5E-13 | 144 | 0.28 | 0.157 | 7.9E-03 | 0.215 | 3.1E-14
151134590 14 106188230 G A 226|021 [0.252|2.6E-06| - | - | -
rs11160868 14 106212273 A G 229 0.24 [0.224 | 9.1E-07 | 252 | 0.26 | 0.247 |2.4E-07 | 0.235 | 2.5E-13 [ 150 | 0.26 | 0.114 | 5.0E-02 | 0.206 | 1.9E-13
1510136766 14 106232585 A G 224 0.24 [0.250 | 2.6E-07 | 256 | 0.27 | 0.254 | 3.4E-08 | 0.252 | 6.7E-15 [ 149 | 0.26 | 0.152 | 1.2E-02 | 0.229 | 7.5E-16
rs34295723 14 106233106 G A 1981027 [0.222 | 82E-06| — | — | -
1512897751 14 106233748 C G 211] 0250215 3.8E-06| — | — | -
1s12884389 14 106244123 C A 229024 [0.257 | 5.4E-06| - | — | -
rs2725142 14 106249173 G C 227029 [0.217 | 8.5E-07 | 254 | 0.31 | 0.222 | 1.4E-06 | 0.220 | 1.5E-12 [ 151 | 0.29 | 0.062 | 3.0E-01 | 0.185 | 1.5E-11
152753571 14 106252699 A C 229 0.29 [0.202 | 4.9E-06 | 254 | 0.31 | 0.227 |8.0E-07 | 0.214 | 5.8E-12 [ 152 0.29 | 0.055 | 3.5E-01 | 0.180 | 6.5E-11
15743931 22 45959540 G A 2291 0.29 [0.207 | 2.6E-06 | 252 0.28 | 0.085 | 1.0E-01 | 0.157 | 1.9E-06 | - | --- | ---




Alle diese fiinf SNPs auf Chromosom 14 sind in den vorliegenden Kollektiven in hohem Kopplungs-
ungleichgewicht, d.h. sie werden miteinander vererbt. Das Kopplungsungleichgewicht LD (linkage
desequilibrium) ist perfekt, wenn r>=1. Im Initialkollektiv ergeben sich r*-Werte zwischen 0,93
(rs11160868) und 0,75 (rs11621145), im ersten Validierungskollektiv r?-Werte zwischen 0,95
(rs11160868) und 0,79 (rs2725142) und im zweiten Validierungskollektiv solche zwischen 0,95
(rs11160868) und 0,71 (rs2725142).

In einem weiteren Schritt wurden diese fiinf SNPs, die beim IgG-Index eine signifikante Assoziation
zeigten, auch auf eine Assoziation bei der nach der Reiber-Formel berechneten IgG-Synthese (IgGir)
iberpriift. Es zeigte sich bei allen fiinf SNPs ebenfalls eine genomweit signifikante Assoziation, je-
doch mit etwas groBBeren p-Werten als beim IgG-Index. In der folgenden Tabelle 17 sind diese Werte

fiir alle drei Kohorten sowie die Metaanalyse dargestellt.



ERGEBNISSE

Tabelle 17: Mit der intrathekalen IgG-Synthese assoziierte SNPs

EAF = effect allele frequency, n = Anzahl der Probanden

IgG-Index IgGir
SNP IS IS IS IS IS IS IS IS s IS
10136766 | 11160868 | 11621145 | 2725142 [ 2753571 [ 10136766 | 11160868 | 11621145 | 2725142 | 2753571
Chromosom 14 14
Position 106232585 | 106212273 | 106172880 | 106249173 | 106252699 | 106232585 | 106212273 | 106172880 | 106249173 | 106252699
Effekt allel | A A G G A A A G G A
Zweites Allel | G G A C C G G A C C
EAF |0.24 0.24 0.25 0.29 0.29 0.24 0.24 0.25 0.29 0.29
E n 224 229 218 227 229 191 196 185 194 196
c
é Beta | 0.250 0.224 0.223 0.217 0.202 18.440 16.400 15.730 15.690 14.780
£
= |p-
2.6E-07 9.1E-07 2.2E-06 8.5E-07 | 4.9E-06 [ 3.6E-06 8.7E-06 6.6E-05 1.0E-05 | 3.2E-05
Wert
. EAF (0.27 0.26 0.29 0.31 0.31 0.27 0.26 0.29 0.31 0.31
Z
5
% n 256 252 254 254 254 252 248 250 250 250
%
g Beta |0.254 0.247 0.241 0.222 0.227 18.010 17.290 17.210 14.230 14.740
3
=
— p_
§ 3.4E-08 2.4E-07 2.5E-07 1.4E-06 [ 8.0E-07 | 6.1E-06 3.3E-05 2.0E-05 3.6E-04 |2.1E-04
- Wert
~ EAF |0.26 0.26 0.28 0.29 0.29 0.26 0.26 0.28 0.29 0.29
&
5
:c' n 149 150 144 151 152 97 97 93 97 98
v
o
g Beta |0.152 0.114 0.157 0.062 0.055 12.620 10.590 12.440 7.370 6.785
3
= p
§ 1.2E-02 5.0E-02 7.9E-03 3.0E-01 [3.5E-01 | 1.6E-02 3.9E-02 9.9E-03 1.4E-01 | 1.8E-01
~ Wert
Y Beta |0.229 0.206 0.215 0.185 0.180 16.992 15.421 15.430 13.403 13.059
>
=
g |p-
g 7.5E-16 1.9E-13 3.1E-14 1.5E-11 [6.5E-11 | 2.3E-12 9.3E-11 9.4E-11 5.7E-09 | 1.4E-08
= Wert
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In einem zusétzlichen Schritt wurden bei SNP rs10136766, der die starkste Assoziation zur intrathe-
kalen IgG-Synthese zeigt, die Werte des IgG-Index bei homozygoten und heterozygoten Trigern
dargestellt (Abbildung 9). Es ergab sich eine héhere intrathekale IgG-Produktion bei homozygoten
Tragern des Allel A.

IgG-Index - rs10136766

AA AG GG AA AG GG AA AG GG

Initiallcollektiv 1. Validierungskollektiv 2. Validierungskollektiv

Abb. 9: Hohe des IgG-Index bei dem SNP rs10136766

Bildliche Darstellung der Hohe des IgG-Index bei Patienten im Initialkollektiv sowie den beiden unabhéngigen Validie-
rungskollektiven, die im SNP rs10136766 homozygot fiir das Allel A (AA) oder G (GG) oder heterozygot (AG) sind. In

jeder Gruppe sind Minimum und Maximum der Werte als vertikale, der Median der Werte als horizontale Linie dargestellt.
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3.7 Assoziation der intrathekalen IgG-

Synthese mit dem IGHC-Locus

Die fiinf mit dem IgG-Index signifikant assoziierten SNPs liegen in einer Region auf dem langen
Arm von Chromosom 14 (14q32.33). In dieser Region findet sich der sogenannte Immunglobulin-
Schwerketten-Locus (Immunoglobulin heavy chain locus = IGHC). Hier liegen die Gene, die die
schweren Ketten der Immunoglobulin-Isotypen IgG1-4 kodieren. Der SNP rs10136766, bei dem die
stirkste Assoziation zum IgG-Index nachgewiesen werden konnte, liegt in einem Intron zwischen
Exon 8 und 9 des Gens IGHG3 (HGNC: 5527). In Abbildung 10 ist die regionale Assoziation des
IgG-Index um SNP rs10136766 dargestellt.
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Abb. 10: Plot der regionalen Assoziation des IgG-Index um rs10136766

Darstellung aller SNPs, die +/- 500kb von dem SNP rs10136766 entfernt sind, und deren Assoziation zum IgG-Index. Auf
der y-Achse sind die negativen Logarithmen der p-Werte der jeweiligen SNPs aufgetragen, auf der x-Achse sind die SNPs
nach Chromosomenposition aufgereiht. Der SNP rs10136766 ist violett markiert, die Farbe der anderen SNPs hédngt von
ihrer Korrelation mit dem SNP-Index wie im Farbschema ab. Graue Farbe bedeutet, dass die Korrelation unbekannt ist.
Die Korrelationen entsprechen den hg19/1000g EUR Nov2010-Daten. Die Gene IGHG1-4 im unteren Kasten wurden ent-
sprechend der SNP-Datenbank bei LocusZoom manuell hinzugefiigt.



3.8 Assoziation der beschriebenen SNPs
mit der Pradisposition zu Multipler

Sklerose

Um herauszufinden, ob die im IGHC-Locus identifizierten SNPs nicht nur mit der intrathekalen IgG-
Synthese, sondern auch mit Multipler Sklerose assoziiert sind, wurden weitere Untersuchungen
durchgefiihrt. Drei der fiinf identifizierten SNPs (rs11621145, rs2725142, rs2753571) wurden bei
1854 MS-Patienten sowie 5175 Kontrollprobanden aus England untersucht. Rs11160868 und
rs10136766 fielen bei den Kontrollprobanden durch die Qualitdtskontrolle, so dass keine Analyse
mdglich war. Bei den anderen drei SNPs konnte in dem vorliegenden Datensatz keine Assoziation

mit der Erkrankung an Multipler Sklerose nachgewiesen werden (Tabelle 18).

Tabelle 18: Assoziation der SNPs mit Multipler Sklerose

SNP p-Wert | Odds ratio

rs11621145 | 0,132 | 0,94 (0,87 - 1,02)

rs2725142 | 0,140 0,94 (0,87 - 1,02)

rs2753571 | 0,170 1,06 (0,98 - 1,14)
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3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Studie beruht auf der Annahme, dass das Ausmal der intrathekalen Entziindungsreaktion bei
Patienten mit Multipler Sklerose genetisch determiniert ist. Zunichst wurde die Variabilitdt der in-
trathekalen IgG-Synthese iiber die Zeit bei elf Patienten mit Multipler Sklerose untersucht. Uber ein
Zeitintervall von 2-28 Monaten (im Mittel 12 Monate) zeigte sich bei allen Patienten eine grofe

intraindividuelle Stabilitat bei hoher interindividueller Variabilitat.

In einer genomweiten Assoziationsstudie wurden bei Patienten mit gesicherter Multipler Sklerose
und Klinisch isoliertem Syndrom (CIS) 526 014 Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) auf eine
Assoziation mit den Liquorparametern Leukozytenzahl (n=434), IgG-Index (n=229), berechnete
intrathekale [gG-Synthese (IgGir) (n=196), berechnete intrathekale IgA-Synthese (IgAir) (n=121)
und berechnete intrathekale IgM-Synthese (IgMir) (n=101) untersucht. Bei der intrathekalen IgA-
und IgM-Synthese wurden im Initialkollektiv potentiell signifikante SNPs gefunden, jedoch wegen
der geringen n-Zahl vorerst nicht weiter verfolgt. Bei einem Signifikanzniveau von p= 1x10~ zeig-
ten sechs SNPs eine signifikante Assoziation zur Zellzahl im Liquor und 21 SNPs zur intrathekalen
IgG-Synthese. Von diesen 21 SNPs waren sechs SNPs bei der berechneten IgG-Synthese nach Rei-
ber (IgGir) und 17 SNPs beim IgG-Index im entsprechenden Signifikanzniveau. Zwei SNPs waren
fiir beide Phanotypen signifikant. Von diesen insgesamt 27 SNPs konnten 12 mit Hilfe des iPLEX-
Verfahrens in einem zweiten unabhéngigen Kollektiv mit 256 Patienten mit Multipler Sklerose und
CIS untersucht werden. Eine genetische Assoziation zur Zellzahl im Liquor konnte nicht bestatigt
werden. Bei insgesamt fiinf SNPs konnte eine statistisch signifikante Assoziation zur intrathekalen
IgG-Synthese gezeigt werden: Fiir die erste Validierung wurde ein Signifikanzniveau von

p < 7,1 x 10 angenommen; entsprechend der Bonferroni-Korrektur fiir sieben unabhiingige Tests
(=7 Regionen von 16 SNPs). Eine Assoziationsanalyse von fiinf SNPs, die alle auf Chromosom 14
liegen, mit der berechneten intrathekalen IgG-Synthese erbrachte ein statistisch signifikantes Er-
gebnis. In der Metaanalyse der ersten beiden Kohorten erwies sich ein weiterer SNP auf Chromo-
som 8 als assoziiert. Zur Uberpriifung der bisherigen Ergebnisse wurde eine dritte Kohorte von 153
Patienten mit Multipler Sklerose untersucht. Dabei erreichte der SNP auf Chromosom 8
(rs2408007) einen p-Wert von 7,8x102, was eine genomweite Assoziation nicht bestitigt. Die fiinf
SNPs auf Chromosom 14 zeigten auch im zweiten Validierungskollektiv eine Assoziation mit in-
trathekalem IgG. In einer Metaanalyse aller drei Kohorten ergaben sich fiir die fiinf SNPs auf Chro-
mosom 14 (rs11621145, rs11160868, rs10136766, 1s2725142 und rs2753571) p-Werte zwischen
6,5x10"" und 7,5x10'°. Das genomweite Signifikanzniveau wird bei p =5 x 10® angenommen.
Diese fiinf SNPs liegen alle im Genlocus IGHC des Chromosoms 14, der die Schwerketten der
IgG-Isotypen kodiert. Fiir SNP rs10136766, der in der Metaanalyse aller drei Kohorten mit einem
p-Wert von p = 7,5 x 107'¢ die stiirkste Assoziation zeigt, wurden die Werte des IgG-Index bei
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homozygoten und heterozygoten Tragern dargestellt. Es bestdtigte sich eine erhohte intrathekale
IgG-Produktion bei homozygoten Trigern des Allels A. Eine Assoziation der genannten fiinf SNPs

mit der Suszeptibilitit einer Multiplen Sklerose konnte nicht gezeigt werden.
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4 DISKUSSION

Multiple Sklerose (MS) ist nach derzeitigem Kenntnisstand eine Autoimmunerkrankung, die durch
ein Zusammenspiel von genetischen Faktoren und Umweltfaktoren entsteht. Eine erhdhte Produktion
von Antikorpern im Liquor, insbesondere von Immunglobulinen der Subklasse IgG1 und IgG3, gilt
als charakteristisches Merkmal der Erkrankung. Da die intrathekale IgG-Synthese bei verschiedenen
MS-Patienten unterschiedlich hoch, jedoch bei jedem Individuum ein Leben lang relativ konstant
bleibt, also eine hohe interindividuelle Variabilitét bei geringer intraindividueller Variabilitit auf-
weist, wurde eine genetische Grundlage fiir das Ausmal} der intrathekalen IgG-Synthese vermutet
(Schipper, 1989; Walsh and Tourtellotte, 1986; Warren and Catz, 1985). Dies konnte von uns in ei-

nem Kollektiv von elf Patienten fiir den IgG-Index bestitigt werden.

Ein weiteres Argument, dass die intrathekale IgG-Synthese bei MS-Patienten genetisch determiniert
sein konnte, ergeben Studien aus Japan, Spanien, Westaustralien, Schweden und der Tiirkei. Dort
konnte eine Assoziation zwischen HLA-DRB1-Allelen und dem Nachweis von oligoklonalen Ban-
den (OKB) im Liquor gezeigt werden (Idiman et al., 2009; Imrell et al., 2006; Kikuchi et al., 2003;
Leone et al., 2013; Mero et al., 2013; Romero-Pinel et al., 2011; Wu et al., 2010).

Es ist bekannt, dass der IgG-Index nicht nur bei MS, sondern auch bei anderen neurologischen Er-
krankungen erhoht ist. Insbesondere bei infektiosen Krankheiten des zentralen Nervensystems zeigt
sich voriibergehend ein erhdhter IgG-Index, der jedoch im Laufe der Erkrankung stark variiert
(Cepok et al., 2003). Bei Patienten mit Multipler Sklerose dagegen bleibt ein bestehender IgG-Index
weitgehend stabil (Schipper, 1989; Walsh and Tourtellotte, 1986; Warren and Catz, 1985). Auch the-
rapeutische Ansdtze wie Glukokortikoide, Interferon-Beta, B-Zell-Depletion oder autologe Stamm-
zelltransplantation verdndern die individuelle intrathekale IgG-Synthese bei MS-Patienten kaum
(Archelos et al., 2000; Piccio et al., 2010; Saiz et al., 2001). Die Anzahl der B-Zellen, die im Liquor

nachgewiesen werden kann, reduziert sich allerdings unter Therapie zum Teil signifikant.

Um die Hypothese eines Zusammenhangs zwischen entziindlicher Liquorreaktion und Genetik zu
priifen, wurde eine genomweite Assoziationsstudie zu héufigen genetischen Varianten durchgefiihrt.
In einer ersten Kohorte wurden bei Patienten mit gesicherter Multipler Sklerose 526 014 Einzelnuk-
leotidpolymorphismen (SNPs) auf eine Assoziation mit den Liquorparametern Leukozyten (n=434),
intrathekale Synthese von IgG, IgA und IgM (n=196/ 121/ 101) sowie IgG-Index (n=229) untersucht.
SNPs, die im initialen Kollektiv eine Assoziation mit einen p-Wert < 1 x 10 aufwiesen, wurden in

zwei Validierungskollektiven weiter untersucht.
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In der vorliegenden Arbeit wurden nur Patienten europdischer Herkunft eingeschlossen. Da fiir das
Initialkollektiv maximal 434 Proben zur Verfiigung standen und fiir das erste Validierungskollektiv
max. 330 Proben, wurde zur Sicherung der Ergebnisse ein zweites Validierungskollektiv mit 153
Proben aus Belgien hinzugezogen. Eine Kontrollgruppe mit gesunden Probanden war nicht moglich,
da kaum Liquorbefunde mit DNA-Proben verfiigbar sind. Die im Initialkollektiv gefundenen mogli-
chen Assoziationen wurden zunéchst im ersten Validierungskollektiv tiberpriift. Die signifikanten
SNPs wurden im zweiten Validierungskollektiv untersucht. Zum Ende der Arbeit wurde eine Me-
taanalyse der drei Kollektive durchgefiihrt. Fiir die intrathekale Synthese von IgA und IgM konnten
im Initialkollektiv wenige potentiell signifikante SNPs gefunden werden. Auf Grund der niedrigen
Probenzahl (n =121 bzw. n = 101) wurden diese SNPs jedoch in den weiteren Kollektiven nicht
untersucht. Es kann somit keine Aussage iiber eine mogliche Assoziation zu genetischen Varianten

getroffen werden.

Fiir die Zellzahl wurden im Initialkollektiv drei moglich assoziierte Regionen im Genom identifiziert.
Im ersten Validierungskollektiv konnte keine der Regionen verifiziert werden. Mdoglicherweise ist
die Probandenzahl dieser Arbeit nicht ausreichend gewesen, so dass keine statistisch signifikanten
Assoziationen erreicht werden konnten. Vielleicht ist die Pleozytose im Liquor bei MS-Patienten
jedoch nicht genetisch determiniert. Etwa 2/3 aller MS-Patienten haben eine normale Zellzahl im
Liquor; bei etwa 1/3 der Patienten besteht eine leicht erhdhte Zellzahl mit 5-50 Zellen/pl. Werte
> 100 Zellen/ul sprechen gegen die Diagnose MS. Da die Zellzahl im Zeitverlauf eines Patienten mit
Multipler Sklerose tiblicherweise eher nicht konstant ist, iiberrascht das Ergebnis der vorliegenden
Arbeit nicht. Moglichweise ist die Zellzahl daher eher von der Akuitét der entziindlichen Krankheits-

aktivitét abhingig.

Bei der Betrachtung der intrathekalen IgG-Synthese erwiesen sich quantitative Parameter als geeig-
neter fiir die Studie als oligoklonale Banden, die bei 90-95% aller MS-Patienten positiv sind. Daher
wurden der IgG-Index sowie die nach der Reiber-Formel berechnete IgG-Synthese (IgGir) in die

Studie aufgenommen.

Trotzdem bleibt der Nachweis von oligoklonalen Banden - verglichen mit allen anderen qualitativen
und quantitativen Tests - die sensitivste Methode, eine intrathekale Immunglobulin-Synthese nach-
zuweisen (Andersson et al., 1994; Freedman et al., 2005). Einige Studien haben bereits eine Assozi-
ation zwischen dem Nachweis von oligoklonalen Banden im Liquor und dem HLA-DRB1-Gen des
Haupthistokompatibilitdtskomplex zeigen konnen (Idiman et al., 2009; Imrell et al., 2006; Kikuchi
et al., 2003; Romero-Pinel et al., 2011; Wu et al., 2010). Zwei neuere Studien aus Skandinavien und
Italien haben inzwischen mit einer sehr viel hoheren Fallzahl als in unserer Studie eine Assoziation
zu zwei SNPs des HLA-Komplexes sowie zu einem SNP des Calsyntenin-2-Gens und einem SNP

auf Chromosom 6q nachgewiesen (Leone et al., 2013; Mero et al., 2013). Patienten mit OKBs und
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Patienten ohne OKBs scheinen immunogenetisch unterschiedlich zu sein, sodass man von einer ge-
netischen Determinierung von OKBs sprechen kann (Imrell et al., 2006). Ob eine Assoziation der
oligoklonalen Banden im Liquor zum IGHC-Locus besteht, kann in dieser Studie nicht beantwortet

werden.

Fiir die Assoziation der intrathekalen IgG-Synthese wurden in der vorliegenden Arbeit der [gG-Index
sowie die nach der Reiber-Formel berechnete IgG-Synthese (IgGir) herangezogen. Dabei wurden im
Initialkollektiv acht Regionen im Genom gefunden, die mit dem IgG-Index bzw. der IgG-Synthese
potentiell assoziiert sind. Sieben dieser Regionen (Chromosom 3, 5, 6, 8, 11, 13 und 22) konnten in
den Validierungskollektiven nicht repliziert werden. Moglicherweise ist fiir diese Regionen die Fall-
zahl der Studie zu niedrig, so dass keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden konnten. Um die
Assoziation dieser SNPs zu priifen, sollte daher eine Studie mit mehr Probanden durchgefiihrt wer-
den. Zu Beginn der Studie wurden die IgGi-Synthese und der IgG-Index getrennt untersucht. Da
sich beim IgG-Index eine hohere Signifikanz zeigte als bei der IgGr-Synthese, wurden die weiteren
Untersuchungen zunéchst nur fiir den IgG-Index gemacht. In einem spéteren Schritt konnte jedoch
gezeigt werden, dass die fiir den IgG-Index genomweit signifikanten SNPs ebenfalls eine Assoziation
mit der IgGir-Synthese zeigen. Erwdhnenswert scheint, dass der SNP rs10136766 bei beiden Tests
der intrathekalen IgG-Synthese die grofite Assoziation zeigte.

In allen drei Patientenkollektiven konnte eine genetische Region identifiziert werden, die signifikant
mit dem IgG-Index und der IgGir-Synthese assoziiert ist. Es wurden 5 SNPs gefunden, die alle auf
dem Schwerkettenimmunglobulin-Locus (IGHC) des Chromosoms 14 liegen. Der SNP rs10136766
im IGHG3-Gen zeigt mit einem p-Wert von 7,5 x 107'® die stirkste Assoziation zur intrathekalen
IgG-Synthese und liegt in einem Intron zwischen Exon 8 und Exon 9. Alle fiinf assoziierten SNPs
stehen zudem in einem hohen Kopplungsungleichgewicht, was dafiir spricht, dass es sich um ein
tatsiichlich positives Ergebnis handelt und die Region von biologischer Relevanz ist. Ahnlich wie die

HLA-Region weist der IGHC-Locus eine sehr hohe Anzahl an Polymorphismen auf.

Um die Rolle des IGHC-Locus genauer zu verstehen, ist die Kenntnis {iber den Aufbau der Antikor-

per wichtig, insbesondere des Immunglobulins G.

Immunglobuline bestehen aus je zwei identischen leichten Ketten und zwei schweren Ketten, die
durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Es konnten neun Subklassen der Immunglobu-
line nachgewiesen werden, die durch die Aminosduresequenz der konstanten Region der schweren
Ketten definiert sind (Jefteris, 2007; Nezlin and Ghetie, 2004; Woof and Burton, 2004). Neben den
Subklassen IgA, IgM, IgD und IgE existiert das IgG, das im Folgenden genauer betrachtet wird.

Die leichten Ketten des IgG (IgL: Igk und Igh) bestehen aus einer variablen und einer konstanten
Doméne (Vi und Cp). Die schweren Ketten des IgG (IgH) haben eine variable (V¢) sowie drei kon-

stante Doménen (Cul-3). Der IGHC-Locus beschreibt den Genort, an dem die konstanten Doménen
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der schweren Ketten genetisch determiniert sind (Giudicelli et al., 2005). Je nach Kombination der
konstanten Domédnen von schweren Ketten und leichter Kette entstehen unterschiedliche Allotypen

des IgG.

Allotypen der schweren Ketten werden Gm (Genetic marker) abgekiirzt. Eine erste Ziffer gibt die
Subklasse des IgG an (z.B. Glm fiir einen IgG1-Allotyp), eine zweite Ziffer nummeriert die ver-
schiedenen Allotypen durch (Glml, GIm2, ...) (1976b; Jefferis and Lefranc, 2009). Die Gene des
IGHC-Locus stehen in einem hohen Kopplungsungleichgewicht, so dass diese in den meisten Fillen
gemeinsam vererbt werden. Dabei spricht man von einem haploiden Genotyp, bzw. in diesem Fall
von den Gm-Haplotypen (Jefferis and Lefranc, 2009). Die schweren Ketten der verschiedenen Gm-
Haplotypen unterscheiden sich letztlich durch den Austausch weniger Aminosiuren (Compston et

al., 1976; Link et al., 2012; Terasaki et al., 1976).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine starke Assoziation der intrathekalen IgG-Synthese zum Gen-
locus IGHC nachgewiesen werden. Unklar bleibt, ob diese Assoziation nur bei Patienten mit Multip-
ler Sklerose vorliegt oder generell eine Assoziation zu einer héheren intrathekalen IgG-Synthese be-

steht.

In der Literatur wird die Korrelation des Gm-Allotyps mit Multipler Sklerose kontrovers diskutiert.
Studien zu Préadisposition, Verlauf und Schwere der Erkrankung sowie zur absoluten Hohe des IgG
im Liquor ergeben unterschiedliche Ergebnisse. Sesboue, Haile und Raknes konnten bei ihren Kol-
lektiven keinen Zusammenhang zwischen Gm-Allotypen und Patienten mit Multipler Sklerose fin-
den (Haile et al., 1985; Raknes et al., 2000; Sesboue et al., 1985). Pandey vermutet ein vierfach
erhohtes Risiko an Multipler Sklerose zu erkranken, wenn man den G1m17,21-Allotyp hat (Pandey
et al., 1981). Blanc zeigte eine Assoziation zu MS fiir den G3m23,5-Allotyp (Blanc et al., 1986).
Salier konnte IgG aus ZNS-Lésionen isolieren und zeigen, dass speziell der G3m-Allotyp keine As-

soziation zu MS aufweist (Salier et al., 1983).

Bereits 1993 hat man eine Assoziation zwischen Gm-Allotypen und MS untersucht, ohne signifi-
kante Ergebnisse (Hillert, 1993). In der 2011 durchgefiihrten genomweiten Assoziationsstudie von
Sawcer (Sawcer et al., 2011b) konnten die in der vorliegenden Studie signifikanten SNPs nicht ge-
nauer untersucht werden, da dieser Locus bei den Kontrollprobanden nicht adédquat genotypisiert
werden konnte. Daher wurde im Rahmen der vorliegenden Studie bei einem Kollektiv von 1854
Patienten mit Multipler Sklerose und 5175 Kontrollen das Genom auf die fiinf signifikanten SNPs
untersucht. Nach Qualititskontrolle konnten drei SNPs auf ihre Assoziation tiberpriift werden. Diese
zeigten bei dem vorliegenden Kollektiv keine Assoziation zu Multipler Sklerose. Anhand unserer
Daten muss daher davon ausgegangen werden, dass der IGHC-Locus fiir die Entstehung der Multip-

len Sklerose keine Rolle spielt.
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Ob Polymorphismen des IGHC-Locus den Krankheitsverlauf der Multiplen Sklerose beeinflussen,
bleibt ebenfalls herauszufinden. Verschiedene unkontrollierte Versuchsreihen und neuropathologi-
sche Studien ergeben indirekte Hinweise darauf, dass das Ausmal3 der humoralen Immunantwort im
ZNS fiir die Langzeitprognose der MS-Patienten relevant sein konnte. Stendahl-Brodin zeigte bereits
1980, dass Patienten mit positiven oligoklonalen Banden eine deutlich hohere intrathekale Entziin-
dungsaktivitit haben und dies wiederum mit einem schnelleren Fortschreiten der Multiplen Sklerose
einhergeht (Stendahl-Brodin and Link, 1980). Howell wies nach, dass das Auftreten von B-Zell-Fol-
likeln im ZNS mit einer erhohten diffusen Entziindungsaktivitét sowie schwerem Verlauf der Erkran-
kung korreliert (Howell et al., 2011). Auch Calabrese konnte zeigen, dass viele kortikale Lésionen
und eine erhohte intrathekale Ig-Synthese zu einer hoheren Konversionsrate von Klinisch isoliertem
Syndrom (CIS) zu MS fiihren bzw. zu einem aggressiveren Krankheitsverlauf bei manifester MS
(Calabrese et al., 2012). Auch Dobson und Kuhle konnten eine enge Assoziation zwischen kortikalen
Lisionen, Patientenalter und dem Nachweis von oligoklonalen Banden im Liquor mit einem Uber-
gang vom Klinisch isolierten Syndrom zu manifester Multiplen Sklerose zeigen (Dobson et al., 2013;

Kuhle et al., 2015).

Moglicherweise beeinflussen die SNPs im IGHC-Locus die Interaktion zwischen IgG und diversen
Fc-y-Rezeptoren, insbesondere dem neonatalen Fc-y-Rezeptor, der an der Blut-Liquor-Schranke ge-
bildet wird und bei der Homoostase des IgG und dessen Verteilung im Gehirn eine Rolle spielt (Garg
and Balthasar, 2009; Roopenian and Akilesh, 2007; Schlachetzki et al., 2002).

Bisher ist fiir die G1m- und G2m-Allotypen eine Assoziation mit einer anderen Immunerkrankungen
beschrieben: Asthma bronchiale bei Kindern (Oxelius et al., 1998). Der Vergleich der genetischen
Assoziationen von verschiedenen Autoimmunerkrankungen wird in Zukunft wichtig sein, um die

Pathogenese der MS besser zu verstehen (Nylander and Hafler, 2012).

Somit zeigt die vorliegende Studie, dass die Anzahl der intrathekalen IgG-Antikdrper zumindest teil-
weise genetisch determiniert ist. Die Hohe des intrathekalen IgGs bei MS-Patienten ist mit dem
IGHC-Locus assoziiert. Der IGHC-Locus hat antigenunabhéngig Einfluss auf die Menge des in-
trathekalen IgGs. Wenn erhdhtes IgG pathogen ist, dann sollte eine hohere Ausschiittung zur Sché-
digung von liquornahem Gewebe fiihren, was bei Multipler Sklerose der Fall ist. Somit kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass die Menge des intrathekalen IgGs kein Marker fiir die Krank-
heitsaktivitdt ist. Vielmehr scheint die Antikdrper-Homoostase im Liquor genetisch determiniert zu
sein. Somit wire die quantitative Messung der intrathekal produzierten Antikdrper nur ein Epiphé-
nomen der Genetik eines Patienten mit Multipler Sklerose. Ein hoher IgG-Index oder ein starker
Nachweis von oligoklonalen Banden (OKB) wiren dann kein Zeichen fiir eine primér hohe Krank-

heitsaktivitat.
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Es werden weitere Studien bei Menschen mit verschiedenen neurologischen Erkrankungen und er-
hohter intrathekaler IgG-Synthese nétig sein, um die Rolle des IGHC-Locus vollstindig zu verste-
hen. Vielleicht ist er fiir die Entstehung und Regulierung der Immunantwort durch IgG verantwort-
lich - unabhéngig von der zugrunde liegenden Erkrankung. Zukiinftige Studien werden untersuchen
miissen, wodurch dieser Locus ein hoheres intrathekales IgG induziert und inwieweit diese geneti-
sche Variation im IGHC-Locus mit Multipler Sklerose assoziiert ist. Es bleibt herauszufinden, ob
diese genetische Variation eine Verdnderung des Krankheitsverlaufs und schlussendlich der Thera-
piemoglichkeiten haben wird — sei es nun bei Multipler Sklerose oder anderen entziindlichen Erkran-
kungen des zentralen Nervensystems. Moglicherweise wird man durch Kenntnisse der genetischen
Disposition gerade in frithen Stadien von Erkrankungen Moglichkeiten haben, die Therapie indivi-

duell abzustimmen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Multiple Sklerose ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems.
Man geht heute davon aus, dass es sich um eine Autoimmunerkrankung handelt, deren Manifestation
durch Umwelt und Genetik beeinflusst wird. In der Diagnostik der Multiplen Sklerose wird in
Deutschland routineméfig eine Lumbalpunktion durchgefiihrt und der Liquor untersucht. Dabei zei-
gen sich Verdnderungen verschiedener Parameter, wovon jedoch keiner spezifisch fiir eine Multiple
Sklerose ist. Charakteristisch fiir Multiple Sklerose sind insbesondere eine erhdhte Zellzahl im Li-
quor sowie eine erhohte intrathekale IgG-Synthese. Daher besteht Grund zur Annahme, dass diese
Parameter relevant fiir die Entstehung der Erkrankung sein konnten. Bisher sind die genaue Patho-
genese der Erkrankung sowie die Relevanz der Pleozytose und der intrathekalen Immunglobulinsyn-
these nicht bekannt. Insbesondere bei der IgG-Synthese kann ein genetischer Zusammenhang ver-
mutet werden, da die intrathekale IgG-Synthese bei verschiedenen Patienten mit Multipler Sklerose

unterschiedlich hoch, jedoch bei jedem Individuum lebenslénglich konstant zu sein scheint.

In einer genomweiten Assoziationsstudie wurden in einem Initialkollektiv bei einem p-Wert < 10
526 014 Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) auf Assoziationen mit den Liquorbefunden von
Patienten mit Multipler Sklerose untersucht. Die gefundenen SNPs wurden in zwei Validierungskol-
lektiven von Patienten mit Multipler Sklerose iiberpriift. Bei der Zellzahl konnten die drei im Initial-
kollektiv gefundenen Regionen im Genom in einem ersten Validierungskollektiv nicht bestitigt wer-
den. Es konnte somit keine genomweite Assoziation der Zellzahl im Liquor von MS-Patienten zu
einer bestimmten Genregion nachgewiesen werden. Eine zu Beginn verfolgte mogliche Assoziation
zur intrathekalen IgA- bzw. IgM-Synthese wurde auf Grund von niedrigen n-Zahlen nicht weiter

verfolgt.

Bei der intrathekalen IgG-Synthese wurden im Initialkollektiv acht genetische Regionen identifiziert,
die moglicherweise eine Assoziation aufweisen. Fiir eine Region auf Chromosom 14 mit fiinf SNPs
(rs11621145, rs11160868, rs10136766, rs2725142 und rs2753571) konnte in einem ersten sowie in
einem zweiten Validierungskollektiv eine genomweite Assoziation bestdtigt werden: Der SNP
rs10136766 zeigte in der Metaanalyse der drei Kollektive mit einem p-Wert von p = 7,5 x 10°'¢ die
stirkste Assoziation zum IgG-Index. Alle fiinf SNPs sind in den vorliegenden Kollektiven in einem
hohen Kopplungsungleichgewicht. Die fiinf SNPs liegen auf dem Genlocus, der die konstante Do-

méne der Schwerkettenimmunglobuline kodiert IGHC-Locus).

Genetische Varianten des IGHC-Locus sind folglich mit der Menge des intrathekalen IgGs bei Pati-
enten mit Multipler Sklerose assoziiert. Da jedoch fiir den IGHC-Locus in dieser und anderen Studien
keine signifikante Assoziation zu Multipler Sklerose nachgewiesen werden konnte, muss aktuell da-

von ausgegangen werden, dass der IGHC-Locus die intrathekale IgG-Synthese unabhingig von der
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zugrundeliegenden Erkrankung und daher antigenunabhéngig beeinflusst. Es konnte somit eine ge-
netische Determinierung der intrathekalen I[gG-Synthese nachgewiesen werden, ohne dass diese Syn-
these sicher von der zugrunde liegenden Erkrankung abhéngt. Somit scheint die Menge des intrathe-
kalen IgGs auch kein primérer Marker fiir die Krankheitsaktivitdt zu sein. Die Ergebnisse
ermdglichen ein besseres Verstéindnis der erhohten I[gG-Liquorwerte bei MS-Patienten und moglich-
erweise auch bei anderen Erkrankungen. Weitere Studien miissen in Zukunft untersuchen, durch wel-
che Mechanismen der IGHC-Locus die IgG-Liquorwerte beeinflusst und wie diese Erkenntnisse in
Zukunft bei der Therapie der Multiplen Sklerose oder anderer neurologischer Erkrankungen mit er-

hoéhtem intrathekalen IgG verwendet werden kdnnen.
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