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Einleitung

Dieser Artikel beschaftigt sich mit neuen AnsatzanDiagnose von
demyelinisierenden Erkrankungen wie Multipler S&ks (MS) und transverser
Myelitis (TM). Es werden einige Begriffe vorgestetlie fur viele von Ihnen
neu sein werden, auch wenn Sie vielleicht daribezlich in einer Zeitung
oder Zeitschrift gelesen oder im Radio gehort habene Literaturliste im
Anhang). Manche der Begriffe werden anfangs konglizcheinen, aber ich
werde mein Bestes tun, sie im Verlauf des Beitrgdefinieren und in den
richtigen Kontext zu stellen.

Wie Sie sehr wohl wissen, sind MS und TM sehr sclauediagnostizieren und
zu behandeln. Viele von Ihnen haben schon perdoniicdiesem Problem zu
tun gehabt. Diese unglickliche Situation hat gnofgiés damit zu tun, dass
diese Erkrankungen biologisch sehr komplex undrbgés sind sowie mit dem
Mangel an akkuraten und aussagekraftigen Diagnstsete

Auch wenn ich mich hier hauptséachlich auf Fragemzemtrieren werde, die
MS betreffen, so sind viele der angesprochenenléspmich flr andere
demyelinisierende Erkrankungen relevant, einschdledM, Neuromyelitis
optica (NMO), Optikusneuritis (ON) und akute disseierte
Enzephalomyelitis (ADEM) — siehe die Beschreibundeser Krankheiten auf
der TMA-Webseite www.myelitis.org. All diese Erkiamgen sind bedingt
durch Schéadigungen des zentralen NervensystemsS(;,ZNGehirn und
Rickenmark), die von Fehlfunktionen des korpereegedmmunsystems
verursacht werden.
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Das Immunsystem ist das wichtigste Verteidigungesysies Korpers und
besteht aus einer grof3en Anzahl von spezialisigiéden, die im Blut
zirkulieren und in anderen Geweben residieren.®slen fungieren als
Wachter und sind fur unsere Fahigkeit verantwdrtllafektionen zu
bekampfen, indem sie bestimmte Proteine angreifeMdeoorganismen
(Bakterien und Viren) als fremd und potentiell defich erkennen. Wird ein
fremder Eindringling erkannt, so produziert das umsystem,Antikorper”,

das sind Proteine, die sich selektiv mit den Pneteider Eindringlinge
verbinden und die Mikroben fiir deren Zerstorungrizemnchnen. Gleichzeitig
werden andere Zellen eingesetzt, um die Mikroosggaan ausfindig zu machen
und sie zu zerstoren. Diese Zellen spielen auckddreHeilung von Wunden
und der Reaktion auf andere Arten von Gewebescuéden eine Rolle. Dieser
Prozess wirgEntziindung“ genannt.

Bei allen genannten demyelinisierenden Erkrankurgsteht eine Entztindung
des ZNS. Bei MS kommt als zusatzlicher komplizielemmFaktor die Tatsache
hinzu, dass es sich um eine AutoimmunerkrankungdiarBei
Autoimmunerkrankungen wie MS oder systemischem kugythematodes
(SLE oder Lupus) funktioniert das Immunsystem fialsnd verwechselt
bestimmte normale, von gesundem Gewebe produBesteine mit fremden
Eindringlingen und betrachtet diese als Angriffizie

Bei MS greift das Immunsystem Proteine an, die siaer Myelinscheide
befinden, der Schutzhille der Nerven im ZNS. Noenagise funktioniert die
Myelin- oder Markscheide wie die Isolierung um etedche Leiter und hat
damit grof3en Anteil daran, dass die Nervensignate Gehirn zu anderen
Teilen des Korpers korrekt Gbertragen werden. B8irddhten Antikorper, die
auf das Myelin abzielen, einen irrtimlichen Entaimglsangriff auf die
Myelinscheide und verursachen eine Demyelinisierimgser Vorgang kann
zu einer dauerhaften Schadigung der Nerven fuhmdnaichtige
NervenUbertragungen verlangsamen oder blockiereMdskeln koordinieren,
sowie haptisches Empfinden, Sehfahigkeit oder Bifasdtion steuern.

Englische Originalfassung

Eastman, Eric M. und Bigwood, Dougla$ext Generation Molecular Diagnostic Assays for MS
and Other Demyelinating Diseasd3dMA Journal Vol. 2 - April 2007, S. 24 - 29 Herunterladen,
Anhdéren



Eastman, Eric M. und Bigwood, Dougl&ie neue Generation molekularer diagnostischer
Nachweisverfahren fir MS und andere demyelinisierede Erkrankungen

www.myelitis.de Seite3

Bei MS konnen Antimyelin-AntikGrpern einen EntzUnggangriff i.S.e.
Jriendly fire* fihren, infiltrieren bestimmte Zedh des Immunsystems von
Gehirn und Rickenmark und verursachen direkte Schad den
Markscheiden.

Da alle genannten demyelinisierenden Erkrankungednderungen im
Immunsystem voraussetzen und die entziindliche Readine wesentliche
Treibkraft des Erkrankungsprozesses darstelltiesotlie Kenntnisse, die wir
bei der Untersuchung von MS gewinnen, uns auchidedifen, mehr Klarheit
uber die Ursachen von TM und anderen demyeliniste¥e Erkrankungen zu
erlangen. AuRerdem werden diese Kenntnisse den &afimdie Entwicklung
von Diagnosetests darstellen, die fir all diesedtkungen anwendbar sind.

Diagnose der Multiplen Sklerose

MS ist eine schwachende Autoimmunerkrankung, deezeatrale
Nervensystem angreift und die DemyelinisierungMiernven verursacht. In den
USA allein werden jahrlich 25.000 bis 30.000 neéd#d=von MS

diagnostiziert, wahrend Schéatzungen von einer bi;mzehn Mal hoheren
Anzahl von Patienten ausgehen, die mit klinischgm@omen eingeliefert
werden, die MS sein kdonnten. Gegenwartig leidetndiksame Behandlung am
Mangel an,klinischen Nachweisverfahren* (Diagnosetests), die verlassliche
und handlungsveranlassende Informationen Uber Ds&grPrognose,
Stadieneinteilung der Krankheit und Reaktion aefBehandlung liefern
konnen. Leider ist die Diagnose von MS teilweiskjsktiv, da sie sich auf die
Erfahrung des untersuchenden Arztes und auf diev&ehder Erkrankung zum
Zeitpunkt der Untersuchung griundet. Viele Patietegien monatelang,
manche Jahre, bevor eine endgultige Diagnose gqusgdgn wird.

Abbildung 1 stelltden Prozess dar, der gegenwadttigdiagnose von Patienten
verwendet wird, die MS-Symptome aufweisen. Diesedem einer ganzen
Reihe von Tests unterzogen, die sowohl die MS-Doagrstitzen missen als
auch die haufigen ahnlichen Erkrankungen aussaiieffissen. Diese
Untersuchungen sind teuer,
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erfordern wiederholte Krankenhausbesuche und marmhénen sind invasiv
und schmerzhaft, so etwa eine Lumbalpunktion férldguordiagnostik.
Patienten mit frilhen Anzeichen flr Demyelinisierumgerziehen sich dieser
Untersuchungssequenz um einschatzen zu konnemogieihr Risiko ist, MS
zu bekommen. Das MS-Risiko wird in groben Prozen&ézwischen 20 und
80% ausgedriickt, abh&ngig von den Symptomen uné&dgbnissen der
Kernspintomographie. Noch schlimmer ist, dass dgsléhis dieser
diagnostischen Aufarbeitung zu einem ernsthaftéanbna fiir die Behandlung
fahrt: durch die Vorteile einer friihen Behandlurey MS (Kappos et al., 2007)
mussen die Patienten entscheiden ob sie mit kosésmsiven, invasiven
Behandlungen unterziehen wollen, obwohl die Diagnuzch nicht sicher
steht.

Patient mit
neurologischen Symptomen

A 4

MRT
Anormales Normales
MRT (80% MRT (20%
v v
weitere weitere
Untersuchungen Untersuchungen
Patient beginnt Patient beginnt
mit nicht mit
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Abb. 1: Der gegenwartige diagnostische Prozess b
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Die Patienten mussen sich entscheiden, ob sieanit d

Behandlung beginnernwollen, auch wenn die Diagnose unsicher ist, im
Bewusstsein, dass eine friihe Behandlung die béstesichten verspricht,
die langfristigen Beeintrachtigungen auf ein Minimau reduzieren. Leider
wird sich ein Teil dieser Patienten den aufwandiglearapien unndotig
unterziehetJND maoglicherweise jahrelang keine sichere Diagnosedran
bekommen. Viele dieser Patienten werden sich mtaedesinmal im Jahr
Kernspintomographien und andere Untersuchungemaigien massen, im
Bemihen, die Diagnose zu bestatigen und zu Ubemprob die Therapie
wirksam ist.

ODER ob sie die

Behandlung aussetzemvollen, da die Diagnose unsicher ist. In diesem
Szenario unterziehen sich die Patienten in der IRegeu vier
Kernspintomographien im Jahr fur eine Dauer vorehi§inf Jahren, als Tell
eine Programms zur Erkennung von Veranderungerautidefinitive MS
hinweisen. Diese Strategie birgt das Risiko, daas Patienten in der
Zwischenzeit weitere Demyelinisierungen auftretha,zu zusatzlichen
permanenten Beeintrachtigungen flhren

Warum ist MS so schwer zu diagnostizieren und zu l@ndeln?

Hier einige Aspekte, warum MS (und andere demysbknende Erkrankungen)
so schwer zu diagnostizieren und zu behandeln sind:

* Die MS-Symptome variieren von Patient zu Patient.

» Es gibt verschiedene Untertypen von MS — die teriPatienten leiden
unter wiederkehrender MS (RRMS - relapsing rengttihS), andere
haufig vorkommende Untertypen sind primare progvess!S (PPMS)
und sekundare progressive MS (SPMS).
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» Etliche andere Erkrankungen haben ein Erscheshiltly das dem der MS
ahnelt, besonders in ihren frihen Phasen. Dazuegeli@myelinisierende
Erkrankungen wie TM, Neuromyelitis optica (NMO), tipisneuritis
(ON) und akute disseminierte Enzephalomyelitis (MDEandere
Autoimmunerkrankungen, wie systemischer Lupus emyidtodes (SLE
oder Lupus), Sjogren-Syndrom usw.

Zu den Symptomen, die diesen Erkrankungen gemesisdngehdren
unscharfe Sicht oder Doppelsehen, unartikuliertea&pe, muskulére
Schwéche, Erschopfung, partielle Lahmung, Geflhkstait, grundlose
Schmerzen, Inkontinenz etc.

* Manche Patienten, bei denen anfanglich TM, ON O\Ntdtler ADEM
diagnostiziert wird, haben tatsachlich noch nidagdostizierte MS.

 Manche Patienten, bei denen MS diagnostizierdeunaben schwerere
Symptome als andere Patienten oder ihre Erkrankangint schneller
fortzuschreiten als bei anderen Patienten.

» Die Krankheit kann sich bei verschiedenen Patiemiuf unterschiedliche
Weise entwickeln und sogar im Verlauf der Entwicidieinen anderen
Kurs einschlagen. So tritt beispielsweise bei délftel der Patienten, ftr
die ursprtnglich die Diagnose RRMS ausgesprochedewmowar, die
aggressivere Form SPMS auf.

. Patienten mit unterschiedlichen Formen von MRMS, SPMS oder
PPMD - erfordern verschiedene Therapien.

* Nicht alle Patienten, bei den ein bestimmter tggevon MS
diagnostiziert wird, reagieren auf die gleichen reipeen und manche
sprechen Uberhaupt nicht an.
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Diese Aspekte stellen eine ernsthafte Herausfongefiir Patienten wie Arzte
dar. Es besteht daher dringender Bedarf nach lmesbézthoden der Diagnose,
Prognose und Uberwachung von Patienten mit MS addran
demyelinisierenden Erkrankungen.

Die meisten existierenden Diagnosetests messegimem einzigen Biomarker.
Wir verwenden hier den Begriff ,Biomarker“ im Sineeer beliebigen
biologischen Messgrol3e, die im Blut, in anderenpeditissigkeiten oder im
Gewebe des Patienten vorkommt, die objektiv gemmesseden kann und mit
einem bestimmten biologischen Prozess korreliggs®einfachen
Einzelanalysetests neigen dazu, ungenau zu seisindd&elten endgultig. Gute
Bespiele daflr sich der PSA-Test (PSA = prostatafpehes Antigen) fir
Prostatakrebs und ANA-Tests (ANA = antinukleareikanper) fr
Autoimmunkrankheiten. Der gegenwartig verwendetd-H8st hat eine sehr
geringe Spezifitdt. Nur rund 25% der Individuen positivem PSA-Test haben
auf Grund der Biopsieergebnisse tatsachlich Padgibs, wahrend rund 15%
der Individuen, bei denen das Testergebnis negstitatsachlich Krebs auftritt
(Paul et al., 2005). Fast jeder von uns hat ein@age Menge von ANA im

Blut. Unter den Menschen mit hohem ANA-Spiegelmat die Halfte
tatsachlich eine Autoimmunkrankheit wie SLE, Sjgg&yndrom oder Gelenk-
rheumatismus vor.

Ein wachsender Trend in der Humanmedizin siehgliieehzeitige
Verwendung ganzer Reihen von Biomarkern (in derdRBgitzende von
Markern) vor. Einzelne Biomarker in diesen Reiherr&lieren oft mit
unterschiedlichen biologischen Prozessen, die drekEdkrankung eine Rolle
spielen. In dieser Art von Nachweismethoden spisidstile aber
charakteristische Veranderungen im Muster des Aaftans der Biomarker
eine grolRere Rolle als die Verdnderungen eine&lgiez Biomarkers. Neuere
Fortschritte der Forschung auf den Gebieten depfén(die sich mit der
Identifikation aller Gene und deren Funktionen ien@m eines Organismus
befasst) und der Proteomik (die sich mit der Idiation aller Proteine, die im
Genom eines Organismus enkodiert sind, und derektibnen befasst)
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machen es heute moéglichMolekulardiagnosetests” (,MDx") einer neuen
Generation zu entwickeln, wie im Folgenden genausgefiuhrt wird.

Ein weiterer aktueller Trend im Gesundheitssystandie Kopplung
spezifischer Diagnosetests an spezifische Theraprarsicherzustellen, dass
Patienten die Medikamente bekommen, die ihnen raidtgr Wahrscheinlich-
keit helfen. Dieser Ansatz wird oft glsompanion diagnostics“oder
»1heranostik“ (Thergie plus Diagnostikbezeichnet.

Zusammen machen diese Trends den Traunypeéesonalisierten Medizin®,
auch als,individualisierten Medizin“ oder,Molekularmedizin“ wahr. Die
Personalized Medicine Coalition (www.personalizediti@ecoalition.org),
eine von fuhrenden Unternehmen zusammen mit akadbemn Einrichtungen
und Regierungsbehoérden gegriindete Interessengregoytegdartber,Durch

die Verwendung neuer Methoden der Molekularanatysdesseren
Einordnung der Erkrankung oder der Pradispositianemer Erkrankung eines
Patienten, zielt die personalisierte Medizin darabf optimale medizinische
Ergebnisse zu erzielen, indem sie Arzten und Retiestabei hilft,
Behandlungsansatze zu wahlen, die am besten iKaolaext des genetischen
Profils und der Umweltfaktoren des Patienten passéits Ergebnis stehen
nun neue Diagnosewerkzeuge flr schwer zu diagmastie und zu
behandelnde Erkrankungen wie MS und TM zur Verfigguxis Beispiel fir

die Resonanz der personalisierten Medizin hat deratige US-Senator fur
lllinois, Barack Obama, im US-Kongress einen Antnaiggdem Titel,Zur
Verbesserung des Zugangs zu und der angemessemnandang von gultigen,
verlasslichen und genauen molekularen genetisclests Beitens aller
Bevdlkerungsschichten, im Interesse der Sicherasgvarzige einer
personalisierten Medizin fur alle AmerikangAntrag S.3822, 2. Sitzung, 1009.
Kongress).
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Wie wird sich die personalisierte Medizin auf die Dagnostik und
Behandlung von MS auswirken?

Es wird allgemein akzeptiert, dass MS durch dasa#usenspiel von
Umweltfaktoren und genetischen Faktoren bedingZistden Umweltfaktoren
gehoren: 1.) Belastung durch Toxine, durch Schinckeéalation oder
Aufnahme Uber die Haut; 2.) Infektionskrankheitaa ®akterien und Viren;
3.) Strahlungsbelastung; und 4.) Stress. Zu deatgehen Faktoren gehéren
Veranderungen auf Ebene der DNS oder der Genehdigi8lich der Mutation
von Genen sowie der Duplizierung oder L6schung@ensequenzen; ebenso
die anormale Aktivierung von Genen (mutiert odemmal), die in vielen
komplexen biologischen Prozessen eine Rolle spielsva bei DNS-Reparatur,
Zellmetabolismus, Entziindung und Immunreaktioned&brgang, der das
normale Funktionieren eines oder mehrerer diesdodpschen Prozesse stort,
kann zu einer Erkrankung fthren.

Das menschliche Genomdie ,,genetische Blaupause® enthélt geschatzt
20.000 bis 30.000 einzelner Gene. In den Genendtfisich die Information,
die gebraucht wird um Proteine zu bilden, die wdgdren Funktionsbestand-
teile aller Zellen. Proteine wirken als Enzyme, iHone, Signalmolektle und
Antikorper, die fur die korrekte Funktionsfahigkeiner jeden Zelle und
dadurch wiederum eines jeden Organs im Koérper rgitidg. Obwohl man
friher dachte, jedes Gen wiurde nur ein einzelneteiarmit einer Funktion
produzieren, so wissen wir heute, dass die me{Stere in der Lage sind,
verschiedene Versionen eines Proteins zu produzierd jede Version eine
verschiedene Funktion haben kann. Auf diese Weaisa klas Genom
Hunderttausende verschiedener Proteine generigzde.der rund 50 Billionen
— ja, Billionen!! — Zellen in unserem Korper enth@daktisch die gleichen
Gene. Was eine Leberzelle von einer Nierenzelle bleskelzelle,
Gehirnzelle, Blutzelle usw. unterscheidet, hangbdaab, welche Gene in
welchem Mald im jeweiligen Zelltygktiviert” sind.
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So mussen beispielsweise die roten Blutzellen dasdktivieren, das
Hamoglobin produziert, ein Protein, das Sauerstof€h den Korper
transportiert. Andere Zellen missen kein Hamogldlarstellen um zu
funktionieren und daher wird das betreffende Gehtraktiviert. Die B-Zellen,
die im Immunsystem daflr verantwortlich sind, dietikorper herzustellen, die
Infektionen bekampfen, aktivieren die Gene, diediérProduktion der
verschiedenen bakterien- und virenspezifischenkénper-Proteine zustandig
sind — andere Zellen tun das nicht.

Was bewirkt, welche Gene in einer bestimmten Zatkviert werden? Man
kann sich die Regulierung dgbenaktivierung“ als aus 20.000 bis 30.000
molekularen Reglern bestehend vorstellen, die j&eglern dhneln, die in
unseren Hausern die Beleuchtungsintensitat odegesehwindigkeit von
Ventilatoren kontrollieren. Jedes Gen kann abgdsth@aerden; wenn es
angeschaltet ist, so kann es stufenlos von deriggtdn bis zur hochsten
Intensitat eingestellt werden. Es kann auch jedtensder oder niedriger
eingestellt werden. Jedes einzelne Gen wird voeneimolekularen Regler
kontrolliert. Die Gesamtsumme der aktivierten Geneiner Zelle stellt das
»Aktivierungsprofil des Gesamtgenoms“der Zelle dar und bestimmt, welche
Proteine die Zelle produziert und damit die Funkier Zelle. Es bestimmt
auch, ob die Zelle normal oder anormal funktioniert

Die einzelnen Proteine arbeiten aul3erdem nichthéraig voneinander,
sondern stehen in dauernder Wechselwirkung mitrand@roteinen in
komplexen biologischen Netzwerken, die den versaignen elektrischen
Kreislaufen von Computern &hneln. Das komplexeesgdiiologischer
Netzwerke erfordert eine sorgfaltige Steuerung,itipade Zelle, jedes Organ
und letztlich der gesamte Korper normal operier@mien. Schaden an
Schlisselgenen oder deren fehlerhafte Regulierang Kie Auspragung einer
ernsthaften Krankheit zur Folge haben. Wenn soldrénderungen
zuverlassig messbar sind und nachweisbar ist,gla$s spezifischer
Verbindung zu einer Krankheit wie MS stehen, dand sie als,Biomarker*
in einem Diagnosetest tauglich.
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Im Allgemeinen ist jeder Biomarker einem spezifesctbiologischen Netzwerk
zugeordnet. Ein bestimmter Biomarker ist daherdaum aussagekraftig, wenn
das entsprechende biologische Netzwerk im betréffierPatienten
beeintrachtigt ist. Es ist nicht aussagekraftignmvdie Krankheit des Patienten
Ergebnis der Veranderungen anderer biologischervideke ist. Die beste Art,
diese komplexen Erkrankungen zu diagnostizierémlaker die Messung
multipler Biomarker, die mit sdmtlichen verschiederiiologischen Systemen
assoziiert sind, von denen bekannt ist, dass siédbén Frage stehenden
Krankheit eine Rolle spielen.

MS ist schwer zu diagnostizieren, weil es von deraalen Regelung
mehrerer biologischer Netzwerke bedingt sein k&vias bei verschiedenen
Patienten als gleiche Krankheit diagnostiziert wkahn durch verschiedene
biologische Netzwerke verursacht werden. Wie saragedeutet, ist MS
tatsachlich eine Klasse von verwandten Erkrankundienetliche Untertypen
umfasst. Hinzu kommt, dass es etliche andere Kt gibt, die auf dem
ersten Blick wie MS aussehMS-ahnlich* ), zu denen die anderen
demyelinisierenden Erkrankungen wie TM, NMO, ON WIREM gehdren.
Leider ermdglichen es uns die besten gegenwartiyyedfligung stehenden
Diagnosetests nicht, prompt zwischen MS und MSiéhah Erkrankungen zu
unterscheiden oder die Untertypen von MS zu unteigen. Dies trifft
besonders auf die frihen Phasen der Krankheit as.dfesem Grund werden
Patienten mit unterschiedlichen Krankheiten odetedypen oft als an der
gleichen Krankheit leidend diagnostiziert und isigher Weise behandelt,
obwohl sie in Wirklichkeit sehr unterschiedliche&kEankungen haben, die
unterschiedliche Therapien erfordern.

All diese Faktoren komplizieren die Diagnose undeanessene Behandlung
dieser Erkrankungen betrachtlich, da Patienterdemtverschiedenen
Untertypen von MS und den MS-ahnlichen Erkrankura&nunterschiedliche
Therapien ansprecherDie korrekte Therapie hangt von einer genauen
Diagnose ab.
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Zur Behandlung von MS-Patienten steht eine Reingcheedener
Medikamente zur Verfugung. Fur Patienten mit RRNt& gs relativ gute
Medikamente, die Medikamente zur Behandlung von BRiNd SPMS sind
nicht so wirksam und erfordern oft den Einsatz @emotherapie, die fr die
Behandlung von Krebspatienten entwickelt wurde.

Im Allgemeinen sprechen nicht mehr als 25% bis 8@¥oPatienten auf die
Ublicherweise verschriebenen Medikamente an (Sgtesr, 2001). Dies
bedeutet, dass in manchen Fallen bis zu 75% demRat, die ein bestimmtes
Medikament erhalten, von der Behandlung keinenailonaben. Viele MS-
Patienten reagieren positiv auf die gegenwartigegrdpien. Leider wird
geschatzt, dass bis zu 50% der MS-Patienten, iikeBehandlung mit Beta-
Interferon bekommen, auch weiterhin schwere Rikkf#itd ein Fortschreiten
der Krankheit bis hin zu schwerer Beeintrachtigarlgiden werden (Byun et
al., 2008). Dies unterstreicht den zuséatzlichenaBedach neuen MDx-Tests,
um vorherzusagen, welches Medikament beim jeweailB&tienten mit der
groten Wahrscheinlichkeit anschlagt, sowie um lairefeéend zu kontrollieren,
ob das Medikament funktioniert, nachdem die Behamglidamit eingeleitet
wurde.

Es besteht daher, wie bereits angesprochen, d¢isckier und bisher nicht
befriedigter Bedarf nach besseren Methoden derridisg, Prognose und
Kontrolle fir Patienten mit diesen komplexen Erkuamgen.

DioGenix

Das Unternehmen DioGenix beschaftigt sich mit Fuiflesdiagnostik und hat
eine neue Strategie zur Entwicklung von MDx-Naclswerfahren entwickelt,
die Reihen von Biomarkern zur Verbesserung der iiag schwer diagnosti-
zierender Erkrankungen verwenden.
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DioGenix konzentriert sich gegenwartig auf die Bokiing von MDx-
Nachweisverfahren fur Autoimmunerkrankungen unai@mdliche Erkrankung
mit neurologischer Basis. Im Moment entwickeln MiDx-Tests fur MS.

DioGenix stellt den neuesten Stand der Genomiki&olgie und verfeinerte
Biostatistik in den Dienst einer schnellen Idekafion und Validierung neuer
Reihen genomischer genetischer Biomarker, die,&easignatur*

darstellen. Eine Gensignatur ist eine Reihe gendmisgenetischer Biomarker,
deren Genaktivierungsmuster mit dem Status derkKmnhkorreliert. Die
Gensignaturreihen kénnen verwendet werden, 1.) lagridse und Prognose
der Erkrankung zu erstellen; 2.) den Fortschritt Biickfélle vorherzusagen,;
sowie, 3.) die Reaktion des Patienten auf die Thenzorherzusagen und zu
kontrollieren. Idealerweise sind die Biomarker inez Gensignatur mit den
verschiedenen biologischen Netzwerken assoziiertyei der in Frage
stehenden Krankheit eine Rolle spielen. Man kaam die Gensignatur als
einzigartigen molekularen Fingerabdruck vorstell@a.genomische genetische
Biomarker die Veranderung in biologischen ProzesedMolekularebene
messen, sind sie in der Lage, &hnliche ErkrankungenJntertypen genauer
zu identifizieren und differenzieren, selbst wemnlgktroffenen Patienten sehr
ahnliche klinische Symptome aufweisen. Die Gengigea stellen die
Grundlage ftr die Entwicklung der dringend ben&imgMDx-Tests dar und
verbessern die Behandlungsmdglichkeiten fir Parentit schwer
einzuschatzenden Erkrankungen wie MS und TM. Smn&id auch als
Schlisselbestandteile zukunftiger theranostiscimsvefhdungen dienen, damit
der jeweilige Patient das Medikament bekommen kdas,am besten zu
seinem individuellen Genomprofil passt.
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DioGenix hat sich aus Gene Logic entwickelt, eiiidarenden Dienstleistungs-
gesellschaft auf dem Gebiet der Genomik Genetiklivar 10 Jahren Erfahrung
in der Erarbeitung qualitativ hochstehender Gendatdn Genetikdaten und im
Aufbau gro3er GenomikGenetik-Datenbanken wie BioEgg®. BioExpress®
ist eine umfassende Datenbank mit menschlichenngiscben genetischen und
klinischen Informationen. Sie enthélfesamt-genetische“Aktivierungsprofile
fur Gber 12.000 klinische Falle, die Gber 400 vieisdene Erkrankungsarten
abdecken. DioGenix steht weiterhin in engem KontakGene Logic und hat
bevorzugten Zugang zu BioExpress®, zu deren aubgésia klinischen
Netzwerk sowie den Aufbewahrungs- und Datenerstgilaboren.

DioGenix nutzt diese Verbindung und hat neue Kaetak klinischen

Experten und wichtigen Organisationen in der MS3 TiM-Forschung
hergestellt, darunter zu Dr. Benjamin Greenberg) Heiter des Johns Hopkins
Encephalitis Center und stellvertretendem Leiter ghns Hopkins Transverse
Myelitis Center; mit dem Accelerated Cure ProjectMultiple Sclerosis

(ACP) und der Transverse Myelitis Association (TMA)

Wie entwickelt DioGenix die MDx-Tests der neuen Geazration fur MS?

DioGenix verfolgt eine Forschungs- und Produktecdkivingsstrategie, die aus
drei Hauptphasen besteht:

1. Entdeckung der Gensignatur
2.  Validierung der Gensignatur
3.  Produktentwicklung

Die Entdeckung der Gensignatur umfasst folgendeitgeh

* Analyse bestehender Daten in 6ffentlichen unéreeg (BioExpress®)
Genom-Datenbanken als Test einer klinischen HypeathRioGenix hat
exklusiven Zugang zu BioExpress® zum Zweck der ksklng von
Diagnosetests. Dies stellt einen einzigartigen &bdar.
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* Durchflihrung Kklinischer Studien zur Sammlung gorm charakterisierten
klinischen Fallen von Patienten, die nachweislighid Frage stehende
Krankheit haben; von Patienten mit verwandten Erkuagen oder
Erkrankungen mit denen Verwechslungsgefahr bestehtentsprechenden
gesunden Kontrollfallen.

* Messung von Genaktivierungsprofilen unter Verwerglvon DNS-
Mikroarrays, die das Aktivierungsniveau praktistieraGene im
menschlichen Genom messen um ein gesamtgenomisches
gesamtgenetisches Aktivierungsprofil zu erstellen.

» |dentifikation der Gene, die bei Patienten mit ieFrage stehenden/
ahnlichen/verwandten Krankheiten sowie den Korgesdonen, mit hoher
statistischer Signifikanz abweichend aktiviert sindter Verwendung von
verfeinerten Methoden der Bioinformatik und Biokstik.

» |dentifikation des Prototypen einer Reihe von @kalaren Biomarkern
(,Gensignatur®), der in der Lage ist, Patienten mit der in Fraghenden
Krankheit von der Kontrollgruppe sowie von Patiente unterscheiden,
die ahnliche Krankheiten oder Krankheiten habem demnen
Verwechslungsgefahr besteht.

Die Entdeckung von Gensignaturen wird typischereverst DNS-Mikroarrays
durchgefuhrt. DNS-Mikroarrays konnen die Aktiviegitausender Gene in
einem einzigen Test messen und werden flur umfaciggdintersuchungen der
Genaktivierung verwendet, die in Lage sind, glegitig die Genaktivierungs-
profile praktisch aller bekannter menschlichen Gamehzufihren.

Die Validierung der Gensignatur umfasst folgenderie.

» Testen und Verfeinerung der Gensignatur duratiddhe Studien unter
Beteiligung grofRerer Zahlen von Patienten.
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* Validierung der Gensignatur durch Verwendung eirestplattform
geringer Dichte, die sensibler und quantitativ zlassiger ist als ein DNS-
Mikroarray. Im ldealfall kbnnte diese Testplattfodazu verwendet werden
den fertigen Diagnosetest zu vermarkten, wennrég fist.

Die Produktentwicklung umfasst folgende Schritte:

» Entwicklung diagnostischer und Screening-TestsGaundlage der
validierten Gensignatur, unter Verwendung einetfdlagform geringer
Dichte, die fir die kommerzielle klinische Verwemduangemessen ist.

* Validierung des marktreifen MDx-Tests in eineogpektiven klinischen
Blindstudie.

Die klinische Analyse der Genaktivierung flr MDxst® erfordert die Analyse
einer deutlich geringeren Anzahl von Genen (in@egif3enordnung von
Dutzenden oder Hunderten) als flr die Entdeckumgs@msignatur notig sind.
Das ist teilweise durch die hohen Kosten der Diidechfng von Mikroarrays
hoher Dichte in einem klinischen Umfeld und denr$etenden Kostendruck
im Gesundheitssystem bedingt. Eine wichtige Anfaxdg bei der Entwicklung
eines genombasierten MDx-Nachweisverfahrens istiddile |dentifikation der
kleinstmdglichen Zahl von Biomarkern flir den gefatdn Zweck.

Ein Aspekt von kritischer Bedeutung in diesem gdsar®rozess, aber
besonders wahrend der friihen Phasen der Entdecikwhgalidierung der
Gensignatur, ist der Zugang zu einer grol3en Anzaimigut charakterisierten
Proben von Patienten und Kontrollpersonen. Wenh das grof3e
Aufbewahrungslabor von Gene Logic tber 45.000 nmditde und tierische
Gewebeproben enthélt, fur die alle detailliertaikiche und experimentelle
Informationen vorliegen, so ist dies doch nichtraichend fir die Entwicklung
marktreifer MDx-Tests, die von der Zulassungsbeba®DA genehmigt
werden missen.
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Dieses Aufbewahrunglabor wurde geschaffen um eiaBegBandbreite von
Gewebetypen und Krankheiten abzudecken. Es vedfilggr nicht Gber eine
umfassende Sammlung von Proben fiir jede Krankhedh wenn es tber
3.500 Proben von Patienten mit immunologischen Kinaiten enthalt, so ist
die Anzahl der MS-Proben doch relativ gering, uredrdeisten davon sind
bereits in BioExpress® abgebildet. Um diese Basigerbreitern, sind wir eine
strategische Zusammenarbeit mit The Acceleratee €urject eingegangen,
die uns den Zugang zu deren umfassenden SammlunGewebeproben fur
MS und andere demyelinisierende Erkrankungen eifgttg|

The Accelerated Cure Project (ACP) ist eine gemégirige Organisation, die
sich zum Ziel gesetzt hat, ,MS durch die Feststgjlinrer Ursachen zu
heilen®. Die Organisation besitzt ein umfassendasdr zur Aufbewahrung von
Blutproben und klinischen Daten von MS-Patienteatidhten mit anderen
demyelinisierenden Krankheiten wie TM, NMO, ON UNAEM und den
entsprechenden Kontrollpersonen. Sie stellt di@é&rd-orschern zur
Verfiigung, die sich mit den Ursachen von MS besa®if. Obwohl sie sich
vor allem darauf konzentriert, die Forschung tUberdtsachen der MS zu
fordern, erkennt sie auch die Bedeutung verwaritiierankungen fur die
Erforschung der MS an. Weitere Informationen Ulb®e Accelerated Cure
Project kdnnen von deren Webseite — www.accelecateccom — abgerufen
werden; auch der Beitrag von Jana Goins im Nevesldir Transverse
Myelitis Association vom Fruhjahr 2007 (Volume Eslie 2, Seite 21) ist
aufschlussreich. Jana ist die Koordinatorin fur A€2Rder Johns Hopkins
School of Medicine.

Zum 14. Februar 2008 enthielt die ACP-Sammlung@Bhlien von insgesamt
970 Personen, darunter

. 631 MS-Proben
55 TM-Proben
10 NMO-Proben
4 ON-Proben
5 ADEM-Proben
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Molekularer Diagnosetest fir Multiple Sklerose

DioGenix hat sich aus folgenden Grinden dafir &slen, MS als

vorrangigen Bereich zu verfolgen:

* der Mdglichkeit, die Behandlung an etlichen Penktu verbessern: von
der ersten Untersuchung bis hin zur Kontrolle deal&ion auf die

Therapie;

Seite18

 dem gegenwartigen invasiven, zeitaufwandigenwewlig genauen
Diagnoseprozess;

* den Kosten der ineffektiven Diagnose und Behamgtlu

 dem Vorhandensein von gesamtgenomischen Genaktiviergsdaten
fur passende Proben in BioExpress®.

Patient mit
neurologischen Symptomen

A 4

H MRT
Anormales Normales
MRT (80% MRT (20%
A 4 A 4
weitere weitere
Untersuchungen Untersuchungen
] x// ‘\\
Patient beginnt Patient beginnt
mit nicht mit
‘// []\\‘ ‘// \\‘
~80% ~20% KEINE ~80% KEINE ~20%
Bestatigu Bestdtigung; Dx Bestdtigung; Dx = Bestatigu
ng = ?2? ?27? ng

Abb. 2: Ansatzpunkte im gegenwartigen Prozess der BtDiagnose, an
denen MDx-Tests den grof3ten Unterschied ausmachebhknen
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Abbildung 2 zeigt, wo die neuen MDx-Tests mit gnoB&hrscheinlichkeit
einen bedeutenden Unterschied im Diagnoseprozessaahhen werden, um die
Betreuung von MS-Patienten zu verbessern.

Ein einfacher, sehr genauer, blutbasierter TesEeatstellung des MS-Risikos
(Test 1 in Abb. 2) kdnnte die Anzahl der Lumbalptimken zur
Liquordiagnostik und der Kernspintomographien, agieRatienten unterzogen
werden, die mit MS-Symptomen vorstellig werden,tligureduzieren. Auf
ahnliche Weise konnte ein sehr empfindlicher Bhiiitder in der Lage ist, die
MS-Diagnose zu bestatigen bzw. zwischen MS-DiagnnskeDiagnose anderer
demyelinisierender Erkrankungen wie TM, NMO, ON WIQEM zu
differenzieren (Test 2 in Abb. 2), die Kosten umel dnsicherheit deutlich
reduzieren, die gegenwartig Begleiterscheinungesalikomplizierten
Erkrankung sind.
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Abb. 3: Die anfangliche Gensignatur unterscheidetwischen Blutproben,
die von MS-Patienten g), Lupus-Patienten (a) und gesunden
Kontrollpersonen (o) stammen.
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MDx-Tests werden auch gebraucht, um die Wirksane&agr Therapie
vorherzusagen und zu kontrollieren (Test 3 in AYbWie bereits
angesprochen, werden bei bis zu 50% der mit Bea&féron behandelten MS-
Patienten weiterhin ernsthafte Rickféalle und eiees¢hlimmerung der
Beeintrachtigungen auftreten (Byun et al., 2008¢. \Zerfigbarkeit von MDx-
Tests, die in der Lage sind, vorherzusagen, wdbaienten auf ein bestimmtes
Medikament ansprechen, wird dabei helfen, die amgsenste Therapie flr
jeden Patienten zu finden. Bis zu 40% der Patiemtienmit Beta-Interferon
behandelt werden, werden gegen Interferon resigtehsprechen nicht mehr
auf dieses Medikament an. Diese Art von Test wizdesammen mit einem
Test, der tberprifen kann, wie gut ein Patient@ifTherapie anspricht, einen
grof3en Schritt vorwarts fir MS-Patienten darstelied die Therapiemoglich-
keiten fir MS-Patienten fir immer verandern.

Erste Ergebnisse der MS-Untersuchung von DioGenix

Wir sind von der Hypothese ausgegangen, dass estarimte Anzahl von
Genen im Blut von MS-Patienten anders aktivieralstbei Patienten mit
anderen entzindlichen demyelinisierenden Erkrangindie schwer von MS
zu unterscheiden sind, als auch bei gesunden thaiwi. Diese falsch regulier-
ten Gene wirden auch die anfangliche Gruppe vomaikern fir die Ent-
wicklung eines blutbasierten MDx-Test darstellegr, eine definitive MS-
Diagnose fur Patienten in den friihen Phasen deaikkng ermdglichen
wiurde.

Die statistische Analyse der Daten aus der BioEsg®eDatenbank
identifizierte eine anfangliche Gensignatur vonrtg) Genen, die bei MS-
Patienten anders aktiviert sind als bei Nicht-M$dPden und gesunden
Kontrollpersonen.
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Diese Voruntersuchung umfasste die Analyse demgggamomischen
gesamtgenetischen Aktivierungsdaten von 19 Blugmplion denen 11 von
bestatigten MS-Patienten und 8 von gesunden Kdintloliduen aus der
selben klinischen Ortlichkeit stammten (Abb. 3).

In Abbildung 3 sind die Daten dieses Experimenteiuxerwendung der
Principal Components Analysis (PCA — Analyse desamtlichen Bestandteile)
graphisch dargestellt. PCA ist eine mathematischthbtle, die zur
Visualisierung der potentiellen Nitzlichkeit eirmstimmten Gensignatur
verwendet wird. Die enge, eindeutig getrennte Balder zusammengehdrigen
Proben weist darauf hin, dass die anfangliche @easiir klinischen Nutzen
haben kdnnte. Abbildung 3 demonstriert, dass emsener anfanglichen
Gensignaturen in der Lage ist, aus einer Gruppe2@daroben, zu der 8 Proben
von gesunden Individuen und 4 Proben von LupusRen gehotren, alle 11
MS-Proben eindeutig zu identifizieren.

Durch die Verwendung rigoroserer statistischer psah waren wir in der Lage
eine Anzahl von kleineren Gensignaturen mit unteestticher Testtauglichkeit
abzuleiten. Diese Ergebnisse bestatigen unsereafdgsgypothese und stellen
uns eine grofRe Gruppe von Markerkandidaten fUbDdhgnose zur Verfugung,
mit denen wir arbeiten kbnnen.

Um die Nutzlichkeit dieser Biomarker in einem kéohen Testverfahren
genauer einzuschéatzen, stellten wir unsere Gertsigamaweiter auf die Probe,
iIndem wir zuséatzliche Daten aus der BioExpress®eblaank verwendeten.
Wir flgten die Daten der Blutproben von 24 unabigemg MS-Patienten und 2
Asthma-Patienten (Abb. 4) hinzu.

Es war immer noch mdglich, alle 35 MS-Proben eitigezu identifizieren.
Interessanterweise tauchten die 2 Asthma-Probeanauen mit denen der
Kontrollgruppe auf.
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1' ® 11 original MS training samples
+ 24 additional MS samples
+ + ® 8 original control samples
& # 2 asthma samples.
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Abb. 4: Zusatzliche MS-Proben bestatigen die Taugthkeit der
Markerkandidaten. Die 11 ursprtinglichen MS-Proben snd durch
Quadrate (m) gekennzeichnet, die zusatzlichen 24 MS-Proben dthr
Kreuze (O0). Die Proben der Asthmapatienten und der Kontrollgrsonen
sind durch (O0) bzw. Kreise () gekennzeichnet.

Im Bewusstsein, dass ein kommerziell nutzbarer bagtest mit einer
deutliche geringeren Anzahl von Genen wirde auskemmissen, haben wir
versucht eine ,minimale“ MS-Gensignatur zu entwlok&Vir verglichen die
Féahigkeit verschiedener Kombinationen von (zweiradehr) Genen aus der
ursprunglichen MS-Gensignatur, die MS-Proben in d&mvon MS-, Lupus-,
Asthma- und Kontrollproben eindeutig zu identifiae. Es stellte sich heraus,
dass auch nur zwei Gene aus der urspringlichen Bi&iGnatur in der Lage
waren, fast alle 35 MS-Proben eindeutig zu idenéfen (Abb. 5).
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Abb. 5: Nicht mehr als 2 Gene sind erforderlich, unMS-Proben von
Lupus-, Asthma- und Kontrollproben zu unterscheiden Die 11
ursprunglichen MS-Proben sind durch Quadrate @) dargestellt, die
zusatzlichen 24 MS-Proben durch Kreuzer). Die Proben der
Asthmapatienten und der Kontrollpersonen sind durch(g) bzw. Kreise ()
gekennzeichnet.

Auch hier tauchten die beiden Asthmaproben in eBraippe mit den
Kontrollproben auf. Die 4 Lupusproben waren klanen Asthma- und
Kontrollproben abgegrenzt, erschienen aber nahdearMS-Proben. Eine der
Lupusproben Uberlappte sogar mit einer der MS-Rralmeder aul3eren Grenze
des MS-Clusters. Das ist nicht vollkommen tberrasdhda sowohl MS als
SLE autoimmun bedingte Erkrankungen sind.

Obwohl Lupus, klinisch betrachtet, keine wirklictilerwechslungsgefahr mit
MS darstellt, so sind die beiden doch insofern e, als dass sie beide
Autoimmunkrankheiten sind. Hinzu kommt, dass Patiemmit SLE und
anderen Autoimmunkrankheiten in der Frihphase daaBkung Symptome
aufweisen kdnnen, die denen der MS — und der Tkinela.

Englische Originalfassung

Eastman, Eric M. und Bigwood, Dougla$ext Generation Molecular Diagnostic Assays for MS
and Other Demyelinating Diseasd3dMA Journal Vol. 2 - April 2007, S. 24 - 29 Herunterladen,
Anhdéren



Eastman, Eric M. und Bigwood, Dougl&ie neue Generation molekularer diagnostischer
Nachweisverfahren fir MS und andere demyelinisierede Erkrankungen

www.myelitis.de Seite24

Eine gute Darstellung der Schwierigkeiten bei dexgDose dieser
Erkrankungen findet sich im Beitrag von Julius Baam, der in der Ausgabe
vom Frihling 2007 der TMA-Newsletter (Vol. 7, I125.S. 18) veroffentlicht
wurde. Die hier dargestellten Daten demonstrieenRbtenzial dieses
Ansatzes.

Asthma ist eine entzindliche Erkrankung des Atetesys und hat insofern mit
dem zentralen Nervensystem nichts zu tun. In iGesamtheit weisen die
Daten darauf hin, dass unsere Signatur nicht getigh) Patienten mit
vermischten Autoimmunkrankheiten und entzindlickesnkheiten zu
erkennen. Diese Signatur scheint MS-spezifischemy svobei wir keinen
Zugang zu genigend Proben von Patienten mit verteandtankheiten wie
TM, NMO, ON und ADEM haben, um festzustellen obséi&ignatur oder eine
der davon abgeleiteten kleineren Signaturen irLedge sind, MS von diesen
anderen Krankheiten zu unterscheiden. Das istd#nélerausforderungen vor
denen wir jetzt stehen. Wir brauchen Zugang zudsbliten einer grol3en
Anzahl von Patienten mit jeder dieser Krankheitandiese Hypothese testen
zu kénnen. Das ist von grof3er Bedeutung um die Ewhlpfhkeit und

Spezifitat unserer Signaturen feststellen und desP der klinischen
Validierung der Produktentwicklung abschlie3en @anen. Wir hoffen, diese
Blutproben in nachster Zukunft vom Aufbewahrungstadber ACP bekommen
zu koénnen.

Zusammenfassung

MS ist eine komplexe Krankheit, die durch das Zusamspiel von
Umweltfaktoren und genetischen Faktoren verursaaiat Es besteht ein
offensichtlicher, dringender Bedarf nach besserethiblden flr die Diagnose,
Prognose und Kontrolle von Patienten mit MS undeaeid demyelinisierenden
Krankheiten.
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DioGenix entwickelt eine Reihe von neuen molekulddgagnosetests, die
folgende Aufgaben vereinfachen werden: 1.) die &iddnose von MS; 2.) die
Differenzierung der MS von anderen demyelinisiemnirankheiten; 3.) die
Voraussage, welche Patienten mit grof3er Wahrsatiekalit auf bestimmte
Medikamente ansprechen werden; sowie, 4.) die idbatder Reaktion auf die
verabreichten Medikamente und der HerausbildungResistenzen gegen
diese.

Wie bereits ausgefihrt, teilt MS zahlreiche gemams Eigenschaften mit
anderen demyelinisierenden Krankheiten, zu denenNWO, ON und ADEM
gehoren. So spielt z.B. Entziindung eine zentraleeRei der Verursachung
von Nervenschaden, ein Kennzeichen all dieser Kraién. Daher sollten die
Kenntnisse, die wir durch die Untersuchung von M®%ignen, auch dazu
beitragen konnen, Einblick in die zu Grunde lieggmtdrsachen von TM und
anderer demyelinisierender Krankheiten zu gewinkiémzu kommt, dass diese
Kenntnisse den Rahmen fir die Entwicklung von Daagtests fir alle diese
Krankheiten bilden werden.

Um diese Ziele erreichen zu kdnnen, brauchen var Zbgang zu hunderten
Patienten mit MS-Diagnose und TM-, NMO-, ON- und Ad-Diagnosen,
ebenso wie zu gesunden Kontrollpersonen. Wir for@Ratienten mit diesen
Krankheiten und deren Familienangehérige dahersath,als Blutspender fir
das Accelerated Cure Project fur MS zu beteilidg#as wird auch den
Anstrengungen von DioGenix und anderer behilfliemssowohl die
molekularen Diagnosetests als auch verbessert@afgieentglichkeiten fir
Patienten mit diesen verheerenden Krankheiten zumakeln. Hoffentlich wird
es eines Tages in naher Zukunft mdglich sein, P@ame die mit TM-, ON- oder
ADEM-Symptomen vorstellig werden, einem einfachéutt@st zu
unterziehen, um zu klaren, ob sie einen ersten MfadPoder eine einmalige
Demyelinisierungsepisode erlitten haben. Dieseriméion ist von
grundlegender Bedeutung bei der Auswahl der bésters wie langfristigen
Behandlungsstrategie. Dazu brauchen wir Ihre Hilfe.
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