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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein moglicher neuroprotektiver Effekt von 4-Aminopyridin bzw.
Fampridin, einem Blocker von spannungsgesteuerten Kalium-Kanalen, auf retinale Schichten bei
Patienten mit Multipler Sklerose mittels Optischer Koharenztomographie (OCT) untersucht und mit
praklinischen Daten verglichen. Diese hatten sowohl in vitro als auch in vivo einen protektiven Effekt
auf Oligodendrozyten und die Myelinscheide gezeigt sowie eine geringere retinale Degeneration
bei Messung der inneren retinalen Schichten in der OCT im Mausmodell der Multiplen Sklerose, der
experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis mit Optikusneuritis (EAEON). In einer
retrospektiven Multicenter-Studie wurden 52 MS-Patienten unter Fampridin-Therapie mit 51
gematchten Kontrollen longitudinal untersucht. Zur Baseline-Messung, nach ungefahr 12 und
teilweise nach 24 Monaten erfolgte die Messung folgender Schichten: in einem peripapillaren
Ringscan wurde die retinale Nervenfaserschicht (pRNFL) erfasst. Ein makuldrer Volumenscan
lieferte Daten fiir die Dicke der makularen retinalen Nervenfaserschicht (mRNFL), des Komplexes
aus innerer plexiformer und Ganglienzellschicht (mGCIPL) und der inneren nukledren Schicht (mINL)
sowie die gesamtretinale Dicke (mTRT). Die Dickendnderungen wurden auf 12 bzw. 24 Monate
annualisiert. Mittels verallgemeinerter Schatzungsgleichungen (generalized estimating equation;
GEE) wurden beide Gruppen miteinander verglichen sowie fiir intra-individuelle inter-Augen-
Korrelationen und mogliche Confounder (Alter, Geschlecht, Erkrankungsdauer, MS-Verlaufsform,
immunmodulatorische Therapie) adjustiert. Wir wiesen einen signifikanten Einfluss der Fampridin-
Therapie auf die mRNFL nach, welche bei den Kontroll-Patienten eine Dickenreduktion Gber 24
Monate zeigte, wiahrend sie in der Fampridin-Gruppe keine Anderung aufwies. In der pRNFL zeigte
sich ein gegenlaufiger Effekt, die Gbrigen Schichten zeigten keine Unterschiede. Eine Sub-Analyse
untersuchte mogliche Unterschiede zwischen den Verlaufsformen der Multiplen Sklerose:
schubformig-remittierend, priméar und sekundér progredient. Limitierend sind die geringe Fallzahl
sowie das Studiendesign einer retrospektiven Studie. Daher ist eine prospektive Placebo-
kontrollierte Studie mit Randomisierung der Gruppen von Noten, um derartige Therapieeffekte zu

verifizieren.



Summary

The present study aimed to detect a neuroprotective effect of 4-Aminopyridine/ Fampridine, a
voltage-gated sodium channel blocker, on retinal layers of patients with multiple sclerosis using
optic coherence tomography (OCT). The results were compared to preclinical data, which showed
a protective effect on oligodendrocytes and Myelin in vitro and in vivo as well as a lesser decrease
of inner retinal layers in a mouse model of MS, the experimental autoimmunoencephalomyelitis
with opticus neuritis (EAEON). This multicentre, retrospective study compared 52 patients with
Fampridine therapy with 51 matched controls. At baseline, after approximately 12 and partly after
24 months, the following data was obtained: a peripapillary ring scan measured the peripapillary
retinal nerve fibre layer (pRNFL). In a macular volume scan the thickness of the macular retinal
nerve fibre layer (mRNFL), the complex of inner plexiform and ganglion cell layer (mGCIPL) and
inner nuclear layer (mINL) as well as the total retinal thickness (mTRT) were measured. Thickness
changes were annualised. Both groups were compared using generalised estimating equations
(GEE) adjusting for intra-individual inter-eye correlations as well as possible confounders (age, sex,
disease duration, MS subtype, immunomodulatory medication). We found a significant effect of
Fampridine on the mRNFL, which showed a thickness loss over the course of 24 months for the
control group while the Fampridine group showed no thickness change. The pRNFL showed an
opposed effect, the other layers no difference. A sub-analysis examined possible differences
between the MS subtypes: relapsing remitting and primary and secondary progressive. The small
study population as well as the retrospective study design limit the informative value of this study.
A prospective, placebo-controlled randomised study is warranted to verify such protective effects

of Fampridine.



Abklirzungsverzeichnis

MGCIPL: makuldrer Komplex aus GCL und IPL

mMGCL: makulare Ganglienzellschicht

mINL: makuldre innere nukledre Schicht

mIPL: makulare innere plexiforme Schicht

mMTRT: makulare gesamtretinale Dicke (engl. total retinal thickness)

(p/m) RNFL: (peripapillare/ makulére) retinale Nervenfaserschicht

A v1 —vO0: annualisierte Dickenanderung in um nach 12 Monaten

A v2 —vO0: annualisierte Dickendanderung in um nach 24 Monaten

4AP: 4-Aminopyridin = Fampridin

BTK: Brutons Tyrosin-Kinase-Inhibitor

CIS: Klinisch isoliertes Syndrom

DD: engl. Duration of Disease (Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt des Baseline-OCT)
DFA: US Food and Drug Administration

EAEON: experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis mit Opticusneuritis
EBV: Epstein-Barr-Virus

EDSS: Expanded Disability Status Scale

EDTRS: Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study

EMA: European Medicines Agency

FTY: Fingolimod

GEE: Generalised Estimations Equations (Allgemeine Schatzungsgleichung)
GSNO: S-Nitrosoglutathion

HON: Stattgehabte Optikusneuritis > 6 Monate vor Studienbeginn

JH: Johns Hopkins University Baltimore

LMU: Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

mMOCP: murine Oligodendrozyten-Vorlauferzellen

MS: Multiple Sklerose

MWU: Man-Whitney-U Test

NFAT: nuclear factor of activated T-cells

Nrf2: nuclear factor erythroid 2-related factor 2



OCT: Optische Koharenztomografie

ON: Optikusneuritis

PPMS: Primar progrediente Multiple Sklerose
RRMS: Schubférmig remittierende (relapsing-remitting) Multiple Sklerose
S.F.: University of California San Francisco.

SPMS: Sekundar progrediente Multiple Sklerose
TU: Technische Universitat Miinchen.

v0: Baseline Visite

v1(a): annualisierte Schichtdicke nach 12 Monaten
v1: Visite nach 1 Jahr

v2(a): annualisierte Schichtdicke nach 24 Monaten
v2: Visite nach zwei Jahren

VUMOC: Vrije Universiteit Medical Center Amsterdam
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1 Einleitung
1.1 Multiple Sklerose

Bei der Multiplen Sklerose (MS) handelt es sich um eine autoimmun-entziindliche neurologische

Erkrankung, bei welcher es durch Inflammation und Demyelinisierung konsekutiv zu
neuroaxonalem Schaden im Sinne einer Neurodegeneration kommt (Trapp & Nave 2008; Ferguson
et al. 1997). Die MS verlauft in verschiedenen Formen, welche durch den klinisch-radiologischen
Verlauf definiert werden (Lublin & Reingold 1996; Klineova & Lublin 2018). Der schubférmig
remittierende Verlauf (RRMS) beschreibt eine episodische neurologische Verschlechterung mit
kompletter oder partieller Remission der Symptomatik. Kommt es nach einer gewissen Zeit zu einer
zusatzlichen Progression der neurologischen Symptomatik unabhangig von Schiiben, handelt es
sich um einen sekundar progressiven Verlauf (SPMS), es sind auch weiterhin Schiibe zusatzlich zur
Krankheitsprogression moglich. Bei der primar progressiven Form (PPMS) treten keine Schiibe auf,
von Beginn an erlebt der Patient eine schleichende Verschlechterung seines Zustands. In der Folge
von inkomplett zurlck gebildeten Schiiben oder von Progression kommt es zu korperlichen
Einschrankungen bis hin zur schweren Behinderung. Pathophysiologisch ist hier die
Neurodegeneration durch neuroaxonalen Schaden als Ursache bekannt (Reich, Lucchinetti &
Calabresi 2018). Insbesondere Gangstorungen stehen hier im Vordergrund. Quantifiziert wird das
Ausmal der Behinderung mittels des Expanded Disability Status Scale (EDSS) (Kurtzke 1983).
Bildmorphologisch ldsst sich hier ein Zusammenhang zwischen Behinderung und der Atrophie der

grauen und weniger der weiRen Substanz herstellen (Fisniku et al. 2008).

Die Pathogenese der MS ist vielschichtig und in vielen Details noch nicht verstanden. Etabliert ist
die Hypothese der in der Peripherie aktivierten ZNS-Antigen spezifischen CD4+ T-Zellen, welche im
Tiermodell nach Transfer in immunkompetente  Tiere eine experimentelle
Autoimmunenzephalomyelitis mit Optikusneuritis (EAEON) auslésen konnten (Ben-Nun, Wekerle &
Cohen 1981). Diskutiert wird, ob die CD4+ T-Zellen durch Kontakt mit Antigenen bzw. Antigen-
prasentierenden Zellen aus dem ZNS aktiviert werden (Sospedra & Martin 2016), oder durch eine
Kreuzreaktion mit einem Fremdantigen beispielsweise nach Impfungen oder viralen Infektionen
(Fujinami & Oldstone 1985). Immer wiederkehrend wird die Rolle es Epstein-Barr-Virus (EBV)
diskutiert. Eine aktuell Studie (Bjornevik et al. 2022), durchgefiihrt an Soldaten des US-Militars, wies
bei positiver EBV-Serologie ein erhdhtes Risiko an MS zu erkranken nach. ZNS-Antigen spezifische
CD8+ T-Zellen scheinen eine Rolle bei der Entwicklung eines ZNS-Schadens durch direktes Erkennen
ihres Antigens auf den Neuronen zu spielen (Yshii et al. 2015). Darliber hinaus weist der Nachweis
von oligoklonalen IgG Banden im Liquor auf eine Beteiligung der B-Zellen hin (Kabat, Moore &

Landow 1942). Die monoklonalen anti-CD20-Antikérper Rituximab (Hauser et al. 2008),
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Ocrelizumab (Mayer et al. 2019) und Ofatumumab (Hauser et al. 2020) nutzen dies therapeutisch.
Im Rahmen des Entziindungsprozesses kommt es zu einer Migration von T-Zellen aus dem
peripheren Blut in das Hirnparenchym, hierbei spielt das Oberflachenmolekil a4f 1 Integrin eine
Rolle, welches die Adhdsion der T-Zellen an aktivierte Endothelzellen der Bluthirnschranke
vermittelt (Yednock et al. 1992). Der traficking agent Natalizumab verhindert diese Adhéasion. Eine
neue Generation der MS-Therapie wird aktuell in Phase-3-Studien getestet: Brutons Tyrosin-Kinase
Inhibitoren (BTK), bekannt aus der Onkologie, hemmen die B-Zell-Aktivierung und beeinflussen die
B- und T-Zell-Interaktion (Li et al. 2022), in einer Phase 2 Studie wurde eine geringere Anzahl
Kontrastmittel-aufnehmender Lasionen nachgewiesen (Montalban et al. 2019). Praklinisch wurde
in Tiermodellen ein Einfluss auf die leptomeningeale Inflammation (Bhargava et al. 2021) sowie
Remyelinisierung (Martin et al. 2020) gezeigt. Im Hirnparenchym kommt es kommt es zur
Inflammation und Neurodegeneration (Frischer et al. 2009). Neben weiteren Mechanismen wird
die Glutamat-vermittelte Exzitotoxizitat als ursachlich fir den neuroaxonalen Schaden in MS-
Lasionen diskutiert, bei der es durch einen intrazelluldren Ca%*-Einstrom zum Zelltod kommt; bereits
im Jahr 1994 beschrieben Lipton und Rosenberg diesen Effekt ausfiihrlich und diskutierten ein
Vorkommen in diversen akut und chronisch neurodegenerativen Erkrankungen (Lipton &
Rosenberg 1994). Auch in vivo konnte eine Erhéhung der Glutamatkonzentration via
Magnetresonaz-Spektroskopie in und um MS-Lasionen nachgewiesen werden (Srinivasan et al.
2005). Im Jahr 2000 zeigten erste Experimente, welche eine Blockade der AMPA/ Kainat-
Glutamatrezeptoren beinhalteten, in der experimentellen Autoimmunenzephalomyelitis im
Tiermodell eine Verringerung des axonalen Schadens, ein vermehrtes Uberleben der
Olidodendrozyten sowie eine geringere Behinderung der Versuchstiere (Pitt, Werner & Raine 2000;

Smith et al. 2000; Groom, Smith & Turski 2003).

Zur Behandlung der MS stehen mittlerweile diverse antiinflammatorische Agentien zur Verfiigung,

spezifisch anti-degenerative bzw. neuroprotektive Medikamente sind bisher nicht vorhanden.

1.2 4-Aminopyridin

4-Aminopyridin  (4AP) ist ein oraler Kalium-Kanal-Blocker und wird seit ldangerem zur
symptomatischen Therapie in der Neurologie eingesetzt (Leussink, Montalban & Hartung 2018). In
seiner retardierten Form wurde 4AP sowohl von der US Food and Drug Administration (FDA) sowie
der European Medicines Agency (EMA) zur symptomatischen Therapie von Gangstorungen im
Rahmen der MS (Expanded Disability Status Scale, EDSS 4—7) zugelassen. Neben einer Verbesserung
der motorischen und Geh-Fahigkeiten zeigte sich auch eine hhere Gehgeschwindigkeit (Goodman
et al. 2007; Goodman et al. 2015; Goodman et al. 2010; Goodman et al. 2009; Hupperts et al. 2016).

Eine weitere Arbeit konnte eine Verbesserung der Sehfahigkeit nachweisen (Horton et al. 2013).
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Zuletzt wurden Effekte auf zerebrale Funktionen wie Kognition und Depression (Broicher et al.

2018) sowie Fatigue (Morrow, Rosehart & Johnson 2017) aufgezeigt.

Aktuell wird von einer Blockade von spannungs-abhangigen Kaliumkandlen und konsekutiver
Verbesserung der axonalen Reizleitung als verantwortlichem Wirkmechanismus in der MS
ausgegangen (Bostock, Sears & Sherratt 1981). Dariiberhinaus ergeb sich Hinweise auf weitere
Effekte des 4AP: so wiesen Schmalhofer et al. eine inhibierte T-Zell-Aktivierung nach (Schmalhofer
et al. 2002). Auch wurden eine verringerte Demyelinisierung und Degeneration in der EAE im

Tiermodell beschrieben (Jukkola et al. 2017).

1.3 Optische Kohdrenztomographie und MS

Bei der optischen Kohdrenztomographie (OCT) handelt es sich um ein nicht-invasives Verfahren,
welches auf der Breitspektrum-Licht-Interferometrie beruht (Huang et al. 1991). Zunachst wurde
es in der Ophthalmologie zur Darstellung der Netzhaut verwendet und hat seit einigen Jahren
Einzug in die Neurologie gehalten. Gleich einer in vivo Histologie kdnnen die einzelnen retinalen
Schichten dargestellt werden. In mittlerweile diversen Arbeiten konnten Verdanderungen der
retinalen Schichtdicken in MS-Patienten nachgewiesen werden, die erste Publikation beschrieb
eine Reduktion der retinalen Nervenfaserschicht (RNFL), in welcher die Axone der retinalen
Ganglienzellen verlaufen, welche den Sehnerv formen, bei Patienten mit MS (Parisi et al. 1999).
Unabhangig von MS-Verlaufsform und stattgehabter Opticus-Neuritis (ON) konnten verringerte
innere retinale Schichten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden (Albrecht et
al. 2012). Auch einen Dickenverlust der Ganglienzellschicht (GCL), welche die Somata der retinalen
Ganglienzellen enthélt, wurde nach stattgehabter Opticus-Neuritis beobachtet (Syc et al. 2012).
Eine Korrelation zwischen dem Dickenverlust der peripapilldren retinalen Nervenfaserschicht
(pRNFL) als innerste retinaler Schicht und einer Visusverschlechterung wurde publiziert (Trip et al.
2005; Talman et al. 2010). Ebenso konnten Zusammenhange zwischen retinalen OCT-Messungen
und Kernspintomographie-Untersuchungen festgestellt werden. Zu Beginn der MS weist ein Verlust
an retinalen Axonen in der RNFL auf eine Schadigung der weiRen Substanz hin (Young et al. 2013).
In einer prospektiven Untersuchung liber vier Jahre zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der
Atrophie des Komplexes aus Ganglienzell- und innerer plexiformer Schicht (GCIPL) und der
Hirnatrophie, insbesondere der grauen Substanz, sowie der Lasionslastzunahme (Saidha et al.
2015). Eine weitere longitudinale Studie konnte eine moderate Korrelation zwischen RNFL-Verlust

und Zunahme der Behinderung verdeutlichen (Garcia-Martin et al. 2017).

Zusammengefasst ist die Optische Kohdarenztomographie mittlerweile eine etablierte Methode zur
Intersuchung von neuroaxonalem Schaden, Neurodegeneration und -regeneration (Martinez-

Lapiscina et al. 2014).



1.4 Praklinische Untersuchung der Wirkung von 4AP

Unter Flihrung von Michael Dietrich wurden in meiner Arbeitsgruppe sowohl in vitro als auch in
vivo Experimente im Mausmodell der MS durchgefiihrt, um eine mogliche neuroprotektive Wirkung
zu untersuchen (Dietrich et al. 2020). Der folgende Abschnitt zitiert aus der gemeinsamen
Veroéffentlichung (Dietrich et al. 2020). Im ersten Schritt wurde, wie bereits in vorherigen Studien
etabliert, eine EAEON Uber 120 Tage durchgefiihrt (Dietrich et al. 2018), als Positiv-Kontrolle diente
eine Fingolimod-Behandlung, eine immunmodulatorische Substanz zur Behandlung der MS,
welches die Lymphozyten in den Lymphknoten sequestriert. Sowohl bei der prophylaktischen (7
Tage vor Immunisierung) als auch der frihen (ab dem Tag der Immunisierung) und spaten
Behandlung (ab Tag 14 nach Immunisierung) mit 4AP zeigte sich ein geringerer klinischer
Behinderungsscore im Vergleich zur Vehikel-Gruppe. In der OCT-Untersuchung wiesen die inneren
retinalen Schichten eine geringere Degeneration im Verlauf von 120 Tagen auf, welches sich in der
anschlieRenden histologischen Untersuchung der Retina in einer Reduktion des Verlusts der
retinalen Ganglienzellzahl widerspiegelte. Auch nach Beendigung der Behandlung mit 4AP 21 Tage
nach der Immunisierung zeigte sich ein prolongierter Effekt mit einer geringeren Behinderung der
Mause Uber den weiteren Zeitverlauf, was auf einen Uber die symptomatische therapeutische
Wirkung hinausgehenden Wirkmechanismus hinweist. Direkte neuroprotektive Effekte des 4AP
konnten in mit den aus den Maus-Retinae gewonnenen Ganglienzell-Kulturen nicht nachgewiesen
werden, hohe Konzentrationen des 4AP erwiesen sich als toxisch. In der histologischen
Aufarbeitung der Sehnerven im Anschluss an die EAEON wiesen die mit dem Vehikel behandelten
Tiere im Vergleich zu mit 4AP und Fingolimod behandelten Tieren groRere Demyelinisierungsareale
auf. Nach Fingolimod-Behandlung konnte zusatzlich eine Reduktion der Mikroglia-Aktivierung und
T-Zell-Zahl nachgewiesen werden. Eine Kombinationstherapie von 4AP und Fingolimod flihrten zu
einem akkumulierenden, abschwachenden Effekt auf den klinischen Behinderungsscore der Mause,
war auf eine unterschiedliche Wirkweise der beiden Substanzen hindeutet. Ergdnzend wurden
Hirnschnitt-Kulturen aus C57BL/6J Mausen Oxidationsstress mittels S-Nitrosoglutathion (GSNO)
ausgesetzt, wobei sich unter 4AP-Behandlung ein geringerer Schaden an weifSer Substanz und
Myelin nachweisen lieR. AbschliefRend wurden murine Oligodendrozyten-Vorlduferzellen (mOPCs)
aus C57BL/6J Mausen isoliert und ndher untersucht, welche nach Behandlung mit 4AP sowohl ohne
als auch mit Glutamat-induziertem Stress eine Reduktion der Caspase-Aktivitdt aufwiesen.
AulRerdem wurde die nukledre Translokation von diversen Transkriptionsfaktoren untersucht,
wobei sich kein Effekt auf den nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) nachweisen lieR,
jedoch eine deutliche Erhéhung der Translokation des nuclear factor of activated T-cells (NFAT).
Mittels fura2-basierter Calcium Messung konnte ein erhohter Calcium-Einstrom in die mOPCs
darstellt werden, welcher die NFAT-Translokation beeinflusst. Einen Einfluss auf die Differenzierung
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der mOPCs durch 4AP konnte mittels Myelin Basisprotein (MBP)-Farbung nicht aufgezeigt werden.
Die spannungsgesteuerten Kalium-Kandle scheinen bei diesem Effekt keine Rolle zu spielen, da
unter der Kontroll-Behandlung von d&quivalent untersuchten OPCs von Ratten mittels
Tetraethylammonium (TEA, ebenfalls Blocker von spannungsabhdngigen Kaliumkanalen) kein

derartiger Einfluss detektiert werden konnte.

1.5 Ziele der Arbeit

In meiner Doktorarbeit sollte die neuroprotektive Wirkung von 4-Aminopyridin in Multipler

Sklerose untersucht werden. Hierfir wurden Daten aus vorangegangen Untersuchungen mit
entsprechenden Mausmodellen mit Patientendaten verglichen und so eine Translation vom
praklinischen Experiment in die klinische Forschung durchgefiihrt. In ersten Tierversuchen hatte
sich gezeigt, dass 4-Aminopyridin die Neurodegeneration der retinalen Nervenfaserschichten
vermindert bzw. verlangsamt. Diese Entwicklung sollte auch in Augen von Patienten mit MS

untersucht werden.



2 Material und Methoden

2.1 Stichprobe
2.1.1 Studienform

Die Fragestellung wurde retrospektiv in einer Multicenter Studie untersucht. Die Fall-Gruppe
bestand aus Patienten, welche 4-Aminopyridin einnahmen, die Kontroll-Gruppe aus MS-Patienten

ohne dieses Medikament. Es wurden longitudinale Messungen ausgewertet.

2.1.2 Patientenrekrutierung

Die zu analysierende Stichprobe ergibt sich aus bereits mit dem OCT untersuchten Patienten, bei
denen entsprechend den McDonald-Kriterien (2010) (Polman et al. 2011) eine MS diagnostiziert
wurde und welche 4-Aminopyridin (2x10mg retard) einnehmen, und einer entsprechenden
Kontrollgruppe. Der Kontrollarm setzt sich aus Patienten zusammen, welche in MS-Verlaufsform,
Begleitmedikation sowie Erkrankungsdauer einem Patienten aus dem Studienarm entsprechen. Zu
beachten ist, dass die Studienteilnahme in keinem Fall die Behandlung mit 4AP beeinflusste.
Weitere Einflusskriterien waren das Alter (>18 Jahre) und die unterschriebene
Einverstandniserklarung. Des Weiteren mussten mindestens zwei OCT-Messungen pro Patienten
durchgefihrt worden sein: eine Baseline-Messung (v0) vor Beginn der Therapie mit 4AP sowie eine
weitere (v1) nach mindestens neun Monaten. Dieser zeitliche Mindestabstand galt auch fir die
Kontrollkohorte. Optional war eine dritte Messung (v2) nach ebenfalls mindestens 9 weiteren
Monaten. Ausschlusskriterien waren beispielsweise rezente Opticusneuritiden oder andere okulare
bzw. makuldre Pathologien wie bps. makuldre Drusen oder ein Glaukom, welche zu einer

Verfdlschung der OCT-Messung fiihren wiirden.

2.1.3 Datengewinnung

Da es sich um eine retrospektive Erhebung handelt, wurden alle verfligharen Patientendaten
ausgewertet. Zwischen Dezember 2015 und Dezember 2019 wurden die Patienten in den
teilnehmenden Zentren rekrutiert: Universitatsklinikum der Heinrich Heine Universitat Disseldorf
(HHU), Vrije Universiteit Medical Center Amsterdam (VUMC), University of California San Francisco
(UCSF), Universitatsspital Zirich, Johns Hopkins Hospital Baltimore, Universitatsklinikum Barcelona
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU), Technische Universitdt Minchen (TU) und
Charité Berlin. SchlieRlich ergab sich eine Studienpopulation von 52 4AP- und 51 Kontrollpatienten.
Erstere waren durchschnittlich 53.23 + 0.875, letztere 50.71+- 0.852 Jahre alt (p=0.040; zweiseitiger
T-Test; Median 4AP: 55.0 Jahre, Kontrollen 51.00 Jahre), in beiden Gruppen fanden sich mehr
Frauen als Méanner (65.4 vs. 68.6 %; p=0.621). Neben den OCT-Messungen wurden allgemeine

Patientendaten erfasst: MS-Verlaufsform, (antiinflammatorische) Begleitmedikation sowie EDSS in



den Intervallen vor der jeweiligen OCT-Untersuchung, Geburtsdatum, Erkrankungsjahr und
Geschlecht. Ausgehend von Geburtsdatum und Erkrankungsjahr wurden das Alter und die

Erkrankungsdauer (engl. disease duration, DD) zum Zeitpunkt des Baseline-OCT berechnet.

2.1.4 Kontrollenmatching

Fiir die Zuordnung von Kontrollpatienten wurde ein Matching-Protokoll ausgearbeitet, um jedem
mit Fampridin behandelten Patienten einen Kontroll-Patienten zuordnen zu kdnnen. Da wir eher
kleinere Fallzahlen bei erst rezenter Zulassung von Fampridin zum Zeitpunkt der Untersuchung
erwarteten, war eine derartige Zusammenstellung der Kontroll-Gruppe notwendig, um die
Unterschiede in allen Parametern so gering wie moglich zu halten und eine bessere Vergleichbarkeit
der Gruppen zu ermoglichen. Hierflir wurden sechs Items ausgewahlt, welche als mogliche
Confounder in Frage kamen. AnschlieRend wurde eine Hierarchie der Iltems nach angenommener

Relevanz erstellt:

1. MS-Subtyp (kodiert als 1=RRMS, 2=PPMS, 3= SPMS)
2. (Antiinflammatorische) Begleitmedikation in vier Kategorien:
0. keine Medikation
1. hochaktive Medikation: Natalizumab/ Fingolimod/ Alemtuzumab/ Rituximab
2. Basismedikation: Glatiramercetat, Teriflunomid, Dimethylfumarat, Interferon beta
3. Zytostatika: Mitoxantron/ Cyclophsophamid
3. Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt des Baseline-OCT (DD) in Kategorien:
1. <5 Jahre
2. 5bis 10 Jahre
3. >10.1Jahre
4. Baseline pRNFL-Dicke: Einteilung nach den aus der gesamten Studienpopulation
berechneten Tertilen:

1. <77um
2. 77um < pRNFL-Dicke £ 92um
3. >92um

5. Alter zum Zeitpunkt des Baseline-OCT in Kategorien:
1. 18-29 Jahre
2. 30-39Jahre
3. 40-49 Jahre

4. >50Jahre
6. Geschlecht:

1. Mannlich

2. Weiblich

Die ersten drei Items beschreiben indirekt eine mogliche Krankheitsaktivitat bzw. den
Krankheitsverlauf und wurden als obligatorisch betrachtet, und mussten bei jedem Patienten-
Match zutreffen. Die Items vier bis sechs wurden optional angewendet. Das heilt, bei mehreren in

Frage kommenden Kontroll-Patienten, bei welchen die Items eins bis drei zutrafen, wurde mittels
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der weiteren Items ein Kontroll-Patient ausgewahlt. Unterschiede in den Items zwischen Fall-

Patient und Kontrolle wurden zusatzlich statistisch kontrolliert (s.u.).

2.2 Optische Kohdrenztomographie

Die retinalen Schichten werden mittels Optischer Koharenztomografie dargestellt. Durch Vergleich
der Reflexion eines Referenzarms im Gerat mit dem Messarm im Gewebe kdnnen Querschnitte der
Retina erstellt werden, auf denen die einzelnen Schichten gut zu erkennen sind. Mehrere solcher
Schichtaufnahmen (=B-Scans) generieren ein dreidimensionales Bild der Retina. Alle bis auf ein
Zentrum verwendeten das Spectralis™ Gerat der Firma Heidelberg Engineering zur Durchflihrung
der OCT-Messungen, die Kollegen der Johns Hopkins Universitat nutzen das spectral-domain Cirrus
HD-OCT (Modell 4000, Software Version 6.0; Carl Zeiss Meditec) (Warner et al. 2011). Alle
Aufnahmen entsprachen den Apostel Empfehlungen (Cruz-Herranz et al. 2016). Zunachst wurde in
einem peripapillaren Ringscan mit Zentrierung auf den Sehnervkopf die Dicke der peripapillaren
RNFL (pRNFL) bestimmt (Abbildung 1A). Bei dieser Messung werden in einem Durchmesser von
3,4mm 100 A-Scans, welche die Dicke der pRNFL messen, um den Sehnervkopf herum durchgefiihrt
und anschlieBend automatisch der Mittelwert berechnet. Weiter wurde ein Volumenscan lber der
Macula lutea durchgefiihrt (Abbildung 1B), bei dem mehrere B-Scans zu einem Volumenscan
zusammen gefligt werden. In Tabelle 1 sind Details beziglich der Anzahl der B-Scans in den
einzelnen Zentren aufgezeigt. Die Auswertung erfolgte mit der zugehdérigen Software des jeweiligen
OCT-Gerats: die B-Scans werden automatisch segmentiert, manuell werden eventuelle Abweichung
korrigiert. Nach erfolgter Segmentation berechnet die Software das Volumen der einzelnen
retinalen Schichten. Folgende Schichten wurden anschlieRend statistisch ausgewertet: makulare
gesamtretinale Dicke Dicke (mTRT), makuldre RNFL (mRNFL), makuldre GCIPL (mGCIPL) sowie
makuldre innere nukledre Schicht (mINL) (Abbildung 1C). Von allen Patienten wurden beide Augen
gemessen, sofern ein Auge nicht aufgrund von Ausschlusskriterien (siehe oben) nicht verwendet

werden durfte.



RMFL GCIPL IML

Abb. 1 Durchfilhrung der optischen Kohdrenztomographie. (A) Peripapillairer Ringscan um den
Sehnervenkopf. Durchmesser 3,4mm. 100 A-Scans. (B) Makularer Volumenscan, 25 B-Scans (iber der Macula
lutea. (C) Makularer Volumenscan, Aufzeigen der einzelnen Schichten in einem B-Scan.

Zentrum Anzahl B-scans
Diisseldorf 25

San Francisco 19

Amsterdam 49

Zurich 25

Baltimore Cirrus Macular Cube

512x128 Protokoll

Barcelona 25

Technische Universitdt Miinchen 61
Ludwig-Maximillians University Miinchen | 25

Berlin 61

Tabelle 1 Optische Kohdarenztomographie — Technische Daten. Dargestellt ist die Anzahl der B-Scans der
makuldren Volumenscans der teilnehmenden Zentren.



OCT-Datenverarbeitung

Die Dicke der papillaren RNFL (pRNFL, in um), ermittelt mittels Ringscan, wurde direkt aus dem
OCT-Auswertungsprogramm entnommen. Im Rahmen des Kontrollenmatchings berechneten wir
aus den pRNFL-Werten zur Baseline-Messung der gesamten Studienpopulation drei Tertile. Wie
oben beschrieben, errechnet das Auswertungsprogramm nach erfolgter Segmentierung des
makuldren Volumenscans die Volumina der einzelnen Schichten in mm3. Unter Verwendung der
Formel fir die Kreisformel und der durch die Auswertungsmaske (1,3,6mm Early Treatment of
Diabetic Retinopathy Study = EDTRS; siehe Abbildung 2) des OCT-Programms vorgegebenen
Kreisflache lieR sich so die durchschnittliche Dicke der einzelnen Schichten berechnen: mRNFL,

mTRT, mGCIPL und mINL.

Abb. 2 Auswertung des makuldaren Volumenscans. Dargestellt wird die Auswertungsmaske 1,3,6 mm EDTRS
der Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study.
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2.3 Statistische Auswertung

2.3.1 Allgemeines Vorgehen

Retrospektiv wurden die Anderungen der Schichtdicken {iber die Zeit berechnet und zwischen
beiden Gruppen verglichen. Zur Auswertung wurden die Programme Microsoft Excel,
GraphpadPrism sowie IBM SPSS Statistics 20 verwendet. Zwischen den Messzeitpunkten v0 und v1
bzw. vO und v2 wurde die Anderung der Schichtdicken auf zwélf bzw. 24 Monate zur besseren

Vergleichbarkeit annualisiert.

2.3.2 Vergleich beider Gruppen

Die Stichproben wurden zuerst beziiglich der demographischen Daten miteinander verglichen.
Alter sowie Erkrankungsdauer zu Untersuchungsbeginn wurden mittels zweiseitigem T-Test
verglichen, fir den Vergleich von MS-Verlaufsform, Basistherapie und Geschlecht verwendeten wir
den Chi-Quadrat-Test. Der ordinal skalierte EDSS wurde mittels Man-Whitney-U-Test verglichen.
Ein Signifikanzniveau von p=0.05 wurde als signifikant angesehen. AnschlieRend wurden die beiden
Gruppen beziglich der einzelnen Schichten in den OCT-Messungen untersucht. Es wurden zunachst
die Mittelwerte mit Standardfehler der Baseline-Messung berechnet und beide Gruppen mittels
zweiseitigem T-Test miteinander verglichen. AnschlieRend wurde die jahrliche Dickendnderung fir
die Zeitpunkte vl und v2 errechnet. Mittels des unten beschriebenen Generezalized Estimation
Equations Modells (GEE) erfolgte der Vergleich der annualisierten Schichtdickendnderungen der

4AP-Gruppe mit denen der Kontroll-Gruppe.

2.3.3 Statistische Kontrolle von moglichen Confoundern

SchlieBlich erfolgte eine ausfiihrliche Analyse des Datensatzes mit Hinblick auf den Einfluss
moglicher Confounder. Auch Effekte der Inner-Subjekt-inter-Augen-Korrelation wurden untersucht.
Hierflir nutzten wir erneut ein Generalized Estimation Equations Modell (GEE). Als Subjektvariabel
wurde die fir jeden Patienten erstellte Subjekt-ldentifikationsnummer, als Innersubjektvariable die
dichotome Variable , Auge” (1=rechts; 2=links) verwendet. Stetige Variablen waren das Alter sowie
die Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der ersten OCT-Messung. Kategoriale Variablen waren die
Therapie mit bzw. ohne Fampridin, die MS-Verlaufsform, der EDSS zum Zeitpunkt der ersten
Messung, die Kategorie der (antiinflammatorischen) Begleitmedikation, die zuvor errechneten drei

Percentile der pRNFL-Dicke sowie das Geschlecht.

In einer Sub-Analyse wurde zusatzlich der Effekt einer stattgehabten Optikusneuritis sowie eines
klinischen Schubs wahrend des Beobachtungszeitraums mit dem oben beschriebenen statistischen

Modell untersucht.
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2.3.4 Sub-Analyse: Unterschiede bei den MS-Verlaufsformen?

Zunichst berechneten wir die durchschnittlichen Anderungen der Schichtdicken iiber die Zeit wie
bereits oben beschrieben, jedoch stratifiziert nach MS-Verlaufsform. Der anschliefende
Gruppenvergleich erfolge unter Verwendung des Man-Whitney-U-Tests, da aufgrund teilweise sehr

kleiner GruppengréRen keine Normalverteilung vorhanden war.

2.3.5 Untersuchung der Assoziation zwischen EDSS und Schichtdickendnderung

Der Median des EDSS (intervallskalierte Variable) wurde fiir die einzelnen Untersuchungszeitpunkte
bestimmt und die Gruppen mittels Wilcoxon-Test fiir verbundene und mittels Man-Whitney-U-Test
fir nicht-verbundene Stichproben verglichen. AnschlieBend wurde eine mogliche Assoziation
zwischen der Anderung des EDSS iber die Zeit mit der Anderung der einzelnen Schichtdicken in der
OCT-Untersuchung mittels der oben beschriebenen GEE-Modelle untersucht. Die Analyse erfolgte

in den beiden Studienkohorten getrennt voneinander.

2.4 Ethikvotum

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf hat das
Dissertationsvorhaben am 04.12.2015 durch das Ethikvotum 4228R genehmigt. Die OCT-
Messungen der Patienten erfolgen routinemalig in der Neurologischen Klinik und sind durch das

Ethikvotum 4389R abgedeckt.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 103 Patienten untersucht, 52 Fall-Patienten und 51 Kontrollen (Abbildung 3,

Rekrutierungsprozess). 17 dieser Patienten wurden dem Dusseldorfer Patientenpool entnommen,
die restlichen OCT-Datensadtze wurden von kooperierenden Zentren in Amsterdam (VUMC; 4
Patienten), San Francisco (UCSF; 8 Patienten), Zirich (Universitatsspital; 6 Patienten), Baltimore
(Johns Hopkins Hospital; 40 Patienten), Barcelona (Universitatsklinikum, 13 Patienten), Miinchen
(LMU, 3 Patienten; TU 6 Patienten) und Berlin (Charité, 6 Patienten) freundlicherweise zur

Verfligung gestellt.

4AP-Patienten HHU Kontroll-Patienten HHU
n=10 n=7
Kontroll-Patienten VUMC
n=4
4AP-Patienten S.F. Kontroll-Patienten S.F.
n=6 n=2
y
4AP-Patienten Kontroll-Patienten
n=16 n=13
4AP-Patienten Zurich Kontroll-Patienten Zurich
n=3 n=3
Y
4AP-Patienten Kontroll-Patienten
n=19 n=16
4AP-Patienten JH Kontroll-Patienten JH
n=20 n=20
Y
4AP-Patienten Kontroll-Patienten
n=39 n=36
4AP-Patienten Barcelona Kontroll-Patienten Barcelona
n=6 n=7
A 4
4AP-Patienten Kontroll-Patienten
n=45 n=43
4AP-Patienten LMU Kontroll-Patienten LMU
n=1 n=2
y
4AP-Patienten Kontroll-Patienten
n=46 n=45
4AP-Patienten TU Kontroll-Patienten TU
n=3 n=3
A 4 A 4
4AP-Patienten Kontroll-Patienten
n=49 n=48
4AP-Patienten Charité Kontroll-Patienten Charité
n=3 n=3
A 4
4AP-Patienten Kontroll-Patienten
n=52 n=51

Abb. 3 Rekrutierungsprozess. 4AP-Patienten = Fampridin-Patienten. HHU = Heinrich-
Heine-Universitat Dusseldorf. VUMC = Vrije Universiteit Medical Center Amsterdam.
S.F. = University of California San Francisco. JH = Johns Hopkins University Baltimore.
LMU = Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen. TU = Technische Universitat
Miinchen.
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Ausgeschlossen wurden anschlieRend in der 4AP-Kohorte ein Auge aufgrund einer retinalen Narbe
und zwei aufgrund fehlender Daten sowie in der Kontroll-Kohorte ein Auge aufgrund einer rezenten
Optikusneuritis und eins wegen fehlender Daten. Die von der John‘s Hopkins Universitat zur
Verfligung gestellten Patientendaten enthielten lediglich Angaben zur pRNFL und mGCIPL.
Zuziiglich bei den Folge-Messungen auftretenden fehlenden Daten ergibt sich insgesamt die in
Abbildung 4 aufgezeigte Verteilung der jeweils zu den einzelnen Messzeitpunkten und in den

einzelnen Schichten vorhandenen Daten.

52 4AP-Patienten/ 51 Kontroll-Patienten

23 / 26 Patienten erhielten dritte

104 / 102 Augen
Exkludierte Augen:
» 4AP: 1retinale Narbe; 2 fehlende Daten
Kontrollen: 1 rezente ON; 1 fehlende Daten
| John‘s Hopkins: lediglich Daten tiber pRNFL
"] und mGCIPL (40 / 40 eyes)
A4
Baseline Visite: Fehlende Daten:
100/99 pRNFL 1/1 pRNFL
62/60 mTRT .| 1/0 mTRT
61/60 mRNFL | 2/0 mRNFL
97/99 mGCIPL 4/1 mGCIPL
97/99 mINL 4/1 mINL
Zweite Visite: Fehlende Daten:
98/97 pRNFL 3/3 pRNFL
61/59 mTRT | 2/1 mTRT
60/59 mRNFL "| 3/2 mRNFL
96/94 mGCIPL 5/6 mGCIPL
96/94 mINL 5/6 mINL

Messung
v

Dritte Visite: Fehlende Daten:
42/51 pRNFL 3/0 pRNFL
28/29 mTRT .| 0/1 mTRT
27/29 mRNFL | 1/1 mRNFL
45/50 mGCIPL 1/1 mGCIPL
45/50 mINL 1/1 mINL

Abb. 4 Ubersicht iiber nach Ausschluss von Augen aufgrund fehlender Daten vorhandene Daten. 4AP =
Fampridin. ON = Optikusneuritis. pRNFL = peripapillare retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makulare
gesamtretinale Dicke. mRNFL = makulare retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makulare Ganglienzell- und
innere plexiforme Schicht. mINL = makulare innere nukledre Schicht.
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3.1 Demographische Daten

In dieser multicenter-Studie konnten letztendlich 52 4AP- und 51 Kontrollpatienten eingeschlossen
werden. Erstere waren durchschnittlich 53.23 + 0.875, letztere 50.71+- 0.852 Jahre alt (p=0.040;
zweiseitiger T-Test), in den folgenden Analysen wurde u.a. fiir das Alter als moglichen Confounder
kontrolliert. In beiden Gruppen fanden sich mehr Frauen als Manner (65.4 vs. 68.6 %; p=0.621). In
den weiteren untersuchten Kategorien wie MS-Verlaufsform, Erkrankungsdauer sowie der Basis-
Medikation fanden sich keine Unterschiede (siehe Tabelle 2, Demographische Daten der beiden

Studienkohorten) (Dietrich et al. 2020).

Einheit 4AP Kontrollen Statistik
n 52 51
t(204)=-2.066;
Alter Jahre: MW £ SF | 53.23 + 0.875 50.71%- 0.852 p=0.040;
zweiseitig
o X?(1)=0.245;
Geschlecht % weiblich 65.4 68.6
p=0.621
% RRMS 15.4 15.7
X3(2)=0.571;
MS-Verlaufsform | % PPMS 38.5 43.1
p=0.752
% SPMS 46.2 41.2

t(204)=-0.102;
Erkrankungsdauer | Jahre: MW + SF | 13.58 £ 0.903 13.45+0.859 p=0.919;

zweiseitig
MW 4.895 4.610
, U=2824; 2=-
EDSS Median 5 4
1.025; p=0.305
N 38 41
% 1 (<77um 30.7 35.
_ 61(<77um) X2(2)=0.611;
pPRNFL-Tertil % 2 (77-92um) 33.7 333 ~0.737
% 3 (>92um) 35.6 31.3 p=0-
% keine 51.9 60.8
Baseline % Aktiv 21.2 19.6 X?(3)=3.317;
Medikation % Basis 17.3 15.7 p=0.345
% Mito/ Cyclo 9.6 3.9

Tabelle 2 Demographische Daten der beiden Studienkohorten. 4AP = Fampridin. MW = Mittelwert. SF =
Standardfehler. RRMS = schubférmig-remittierende Multiple Sklerose. PPMS = primar-progrediente Multiple
Sklerose. SPMS = sekundar-progrediente Multiple Sklerose. EDSS = Expanded Disability Status Scale. pRNFL =
peripapilldre retinale Nervenfaserschicht. Aktiv: Natalizumab/ Fingolimod/ Alemtuzumab/ Rituximab. Basis:
Glatiramercetat, Teriflunomid, Dimethylfumarat, Interferon beta. Mito/ Cyclo: Mitoxantron/
CyclophsophamidAlter sowie Erkrankungsdauer wurden mittels zweiseitigem T-Test verglichen. Geschlecht,
MS-Verlaufsform, pNRLF-Tertil und die Basis-Medikation wurden mittels Chi-Quadrat-Test verglichen. Der
EDSS der beiden Gruppen wurde mithilfe des Man-Whitney-U-Tests untersucht.
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3.2 Baseline Messung

Im ersten Schritt untersichten wir die jeweiligen Schichtdickten zum Zeitpunkt der ersten Messung
mittels eines zweiseitigen t-Tests, welche in Tabelle 3 und Abbildung 5 dargestellt werden. Sowohl

in der peripapillaren RNFL als auch in allen makuldar gemessenen Schichten zeigten sich keine

Unterschiede zwischen den Gruppen.

4AP Kontrollen Statistik
PRNFL [pm] 85.500 + 1.412 (n=100) | 83.720+1.441 (n=99) t(197)=-0.884; p=0.378
mTRT [pum] 298.642 +2.369 (n=62) | 292.943 +2.593 (n=60) | t(120)=-1.625; p=0.107
mRNFL [pm] 30.325 £ 0.741 (n=61) 30.683 + 0.764 (n=60) t(119)=0.336; p=0.737
mGCIPL [um] | 63.574 + 0.885 (n=97) 63.735 + 0.986 (n=99) t(194)=0.122; p=0.903
mINL [pum] 38.874 £ 0.533 (n=97) 38.928 + 0.485 (n=99) t(194)=0.075; p=0.941

Tabelle 2 Schichtdicken zur Baseline-Messung. Aufgezeigt werden die durchschnittlichen Schichtdicken in
pm zum Zeitpunkt der ersten OCT-Messung jeweils unter Angabe des Mittelwertes und Standardfehlers.
Vergleich mittels zweiseitigem t-Test. 4AP = Fampridin. pRNFL = peripapillére retinale Nervenfaserschicht.
mTRT = makuldre gesamtretinale Dicke. mRNFL = makulare retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makulare
Ganglienzell- und innere plexifome Schicht. mINL = makulére innere nukledre Schicht. Signifikanzniveau
p<0.05.
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=% 260 [ Kontrollen
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ﬁ 60

< 401
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Baseline Messung

Abb. 5 Schichtdicken zur Baseline-Messung. Aufgezeigt werden die durchschnittlichen Schichtdicken in pm
zum Zeitpunkt der ersten OCT-Messung. 4AP = Fampridin. pRNFL = peripapilldre retinale Nervenfaserschicht.
mTRT = makuldre gesamtretinale Dicke. mRNFL = makulare retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makulare
Ganglienzell- und innere plexifome Schicht. mINL = makulare innere nukleare Schicht.

3.3 Longitudinaler Vergleich

AnschlieBend wurde die Anderung der Schichtdicken {iber die Zeit zwischen den beiden
Studienkohorten miteinander verglichen. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 4 zu finden.
Die v1-Messung erfolgten in der 4AP-Gruppe 14.8 + 0.6 Monate nach der Baseline-Messung, in der
Kontroll-Gruppe nach 16.6 + 0.9 Monate (p=0.105, zweiseitiger t-Test). Zwischen der Baseline- und
v2-Messung lagen im Durchschnitt 28.2 + 1.3 Monate bei den Fampridin-Patienten und 32.0 £ 2.0

Monate bei den Kontroll-Patienten (p=0.126, zweiseitiger T-Test). Die Anderungen der
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Schichtdicken wurden jeweils auf 12 (A vi1-v0) und 24 Monate (A v2-v0) annualisiert. Der statistische
Vergleich erfolgte mittels GEE-Analyse unter Kontrolle der intra-Subjekt-inter-Augen-Korrelation
sowie der weiteren Confounder Alter, Geschlecht, MS-Verlaufsform, Basis-Therapie, EDSS sowie

Baseline-pRNFL-Tertil (Dietrich et al. 2020).

Statistik: GEE 4AP vs.
4AP Kontrollen
Kontrollen
PRNFL [pum]
Av1-v0 -0.631+0.319 0.270+£ 0.639 p=0.798; n =98/97
A v2-v0 -1.810+0.417 0.320+1.208 p=0.137; n=42/51
mTRT [um]
A v1-v0 -1.595 +0.618 —-0.976 £ 0.630 p=0.512; n=61/59
A v2-v0 -1.351 + 0.600 —-2.064 £ 0.451 p =0.330; n=28/29
mMRNFL [pum]
Av1-v0 0.068 + 0.198 —-0.253 £ 0.157 p =0.011; n = 60/59
A v2-v0 —0.022 £ 0.267 -0.622 +0.220 p<0.001; n=27/29
mGCIPL [um]
A v1-v0 -0.393+£0.164 -0.236+0.163 p=0.213; n=96/94
A v2-v0 -0.230+0.274 -0.577+£0.191 p =0.883; n=45/50
mINL [um]
A v1-v0 -0.214 £ 0.107 -0.077 £ 0.098 p=0.679; n=96/94
A v2-v0 -0.471+£0.148 0.024+0.116 p = 0.001 ; n=45/50

Tabelle 4 Longitudinaler Vergleich der Anderung der Schichtdicken im Verlauf von zwei Jahren. Aufgezeigt
werden die durchschnittlichen Schichtdickendnderungen in um jeweils unter Angabe des Mittelwertes und
Standardfehlers. Der Gruppenvergleich zwischen den beiden Kohorten erfolgte mittels der GEE-Modelle
unter Kontrolle der intra-Subjekt-inter-Augen-Korrelation sowie der Confounder Alter, Geschlecht,
Erkrankungsdauer, MS-Verlaufsform, Basistherapie, pRNFL-Tertil sowie EDSS. 4AP = Fampridin. pRNFL =
peripapilldre retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makulare gesamtretinale Dicke. mRNFL = makulére retinale
Nervenfaserschicht. mGCIPL = makuldre Ganglienzell- und innere plexifome Schicht. mINL = makulare innere
nukledre Schicht. VO = Baseline-Messung. A v1-v0 = annualisierte Dickendnderung nach 12 Monaten A v2-v0
= annualisierte Dickendanderung nach 24 Monaten). GEE: Generalised Estimations Equations.
Signifikanzniveau p<0.05, signifikante Werte fettgedruckt.
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Abb. 6 Anderung der Schichtdicken im Verlauf von zwei Jahren. Dargestellt werden die jihelichen
Dickendnderungen in um nach 1 bzw. 2 Jahren. pRNFL = peripapilldre retinale Nervenfaserschicht. mTRT =
makuldre gesamtretinale Dicke. mRNFL = makuldre retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makuldre
Ganglienzell- und innere plexifome Schicht. mINL = makulare innere nukledre Schicht. VO = Baseline-Messung.
A = Anderungsrate pro Jahr. GEE: Generalised Estimations Equations. *Signifikanzniveau p<0.05.

In der peripapillaren Bestimmung der RNFL zeigte sich in der Fampridin-Kohorte ein Dickenverlust
Uber die Zeit, wahrend die Dicke in der Kontroll-Kohorte konstant blieb. Diese Tendenz zeigte sich
in der GEE-Analyse jedoch nicht signifikant (Abbildung 6A). Der makuldre Volumenscan beschrieb
bei der Messung der gesamtretinalen Dicke (mTRT) eine Abnahme im Verlauf von zwei Jahren,
welche in beiden Kohorten zu verzeichnen war. Die Fampridin-Patienten verloren im Durchschnitt
1.351 + 0.600 um, wahrend die Retina der Kontroll-Patienten um 2.064 + 0.451 mm abnahm. Auch
hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abbildung 6B). Die makuldre RNFL zeigte nun in der
Kontroll-Kohorte im Vergleich zur 4AP-Kohorte einen signifikant héheren Dickenverlust sowohl
nach zwolf (4AP: 0.068 + 0.198 um; Kontrollen: —0.253 + 0.157 um; p=0.011) als auch nach 24
Monaten (4AP: —0.022 + 0.267 um; Kontrollen: —0.622 + 0.220 um; p<0.001) (Abbildung 6C). Der
makulare GCIPL-Komplex wiederum zeigte in der Kontroll-Gruppe einen stetigen Verlust an Dicke
im Verlauf von zwei Jahren, in der 4AP-Gruppe wiederum kam ein Dickenverlust nach einem Jahr
zur Darstellung, welcher sich nach dem zweiten Jahr wieder aufhob. Auch hier konnte in den GEE-
Modellen kein Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen festgestellt werden

(Abbildung 6D). Die mINL zeigte in der 4AP-Gruppe einen Dickenverlust liber die Zeit, welcher im
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Vergleich zur Kontroll-Gruppe nach 24 Monaten mit -0.471 + 0.148 um (4AP) im Vergleich zu 0.024
+ 0.116 um (Kontrolle) signifikant war (p < 0.001, GEE) (Abbildung 6E) (Dietrich et al. 2020).

3.3.1 Stattgehabte Opticus-Neuritis

Ergdnzend dazu fihrten wir eine Erweiterung des GEE-Modells um den Confounder einer
Optikusneuritis > 6 Monate vor Studienbeginn (HON) durch, um den Einfluss auf die Baseline-Werte
sowie auf die Hauptanalyse zu untersuchen. Von 71 Patienten waren Daten vorhanden und flossen
in die Analyse ein. 24 Augen waren von einer Optikusneuritis vor dem Studienzeitraum betroffen,
14 davon aus der 4AP-Gruppe. Eine stattgehabte Optikusneuritis hatte einen signifikanten Einfluss
auf die Baseline-Werte der Schichten pRNFL, mTRT, mRNFL (jeweils p<0.001; GEE) und mGCIPL
(p=0.001; GEE). Auf die Dickenanderung der mRNFL nach 24 Monaten hatte die HON ebenfalls
einen signifikanten Einfluss (p=0.007; GEE). Der im GEE-Modell errechnete Einfluss der 4AP-
Therapie auf die Dickendnderung der mRNFL nach 12 und 24 Monaten war in dieser Analyse nicht
mehr signifikant (12 Monate: p=0.059; 24 Monate: p=0.151; GEE). Auch auf die Anderung der
Schichtdicke der mINL hatte die HON nach 24 Monaten einen Einfluss (p=0.020; GEE), auch hier war
der Therapieeinfluss des 4AP nach 24 Monaten nicht mehr signifikant (p=0.159; GEE) (Dietrich et
al. 2020).

3.3.2 Klinischer Schub wahrend des Beobachtungszeitpunktes

In einer weiteren Analyse wurde das GEE-Modell erweitert, um den Einfluss eines klinischen Schubs
wahrend des Beobachtungszeitraums zu untersuchen. Vier Patienten der ausgewerteten Kohorte
mit erfassten Daten zu dieser Fragestellung (59 Patienten) erlitten einen klinischen Schub (keine
Optikusneuritis) in den ersten 12 Monaten des Beobachtungszeitraums, drei davon aus der
Fampridin-Gruppe. 26 4AP- und 33 Kontroll-Patienten erlitten keinen Schub innerhalb der ersten
12 Monate. Nach erneuter Berechnung der GEE zeigte sich lediglich auf die Dickenanderung der
MGCIPL ein signifikanter Einfluss durch den stattgehabten Schub (p=0.026; GEE). Hierdurch ergab
sich im Gruppenvergleich zwischen 4AP-Patienten und den Kontrollen ebenfalls ein signifikanter

Unterschied (p=0.042; GEE) (Dietrich et al. 2020).

Vier Patienten der ausgewerteten Kohorte (Information liber stattgehabten Schub innerhalb des
Beobachtungszeitraums, 32 Patienten) erlitten einen Schub innerhalb der gesamten 24 Monate,
drei von ihnen aus der 4AP-Gruppe. 13 4AP- und 16 Kontroll-Patienten zeigten keinen Schub in
diesem Zeitraum. Ein stattgehabter Schub hatte einen signifikanten Einfluss auf die Dickenanderung
nach 24 Monaten in den Schichten pRNFL, mTRT und mRNFL. Der Einfluss der 4AP-Therapie wurde
hierdurch nicht verandert. Lediglich die Dickenanderung der mINL war nach zusétzlicher Kontrolle
fiir einen stattgehabten Schub nicht mehr signifikant zwischen den beiden Therapiegruppen

(p=0.320; GEE) (Dietrich et al. 2020).
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3.4 Sub-Analyse: MS-Verlaufsform

In einer Sub-Analyse wurde untersucht, ob es innerhalb der einzelnen MS-Verlaufsformen einen

Unterschied bezliglich des Einflusses der Therapie mit Fampridin gibt. Zunachst berechneten wir
die durchschnittlichen Anderungen der Schichtdicken (iber die Zeit nach Stratifikation nach MS-
Verlaufsform. AnschlieRend erfolgte ein Gruppenvergleich beider Studienkohorten unter

Verwendung des Man-Whitney-U-Tests (MWU; teilweise sehr kleine Gruppen).

3.4.1 Schubférmig-remittierende Multiple Sklerose

Die Patienten mit einer schubférmig-remittierenden Multiplen Sklerose (siehe Tabelle 5) zeigten in
der Kontroll-Kohorte einen signifikant starkeren Dickenverlust der mTRT (iber 24 Monate als in der
Fampridin-Kohorte (4AP: -0.070 £ 0.696 um; Kontrolle: -3.445 + 0.437 um; p=0.011; MWU). Bei
Analyse der mRNFL wiesen wir bereits in der Baseline-Messung eine signifikant hohere Dicke in der
Kontrolle-Gruppe im Vergleich zur 4AP-Gruppe nach (4AP: 27.630 + 1.898 um; Kontrolle: 34.059 +
1.449um; p=0.034; MWU). Hier wiesen die 4AP-Patienten eine Dickenzunahme der mRNFL Gber 12
Monate auf, wahrend die Kontroll-Patienten einen Dickenverlust verzeichneten (4AP: 1.005 +
0.386um; Kontrolle: -0.153 + 0.351 um; p=0.024; MWU). In der pRNFL hingegen zeigte sich in der
4AP-Gruppe ein starkerer Dickenverlust nach 24 Monaten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (4A): -
0.751 £ 0.475 pum; Kontrolle -0.594 + 0.241 um; p=0.009 MWU). Die mGCIPL zeigte einen signifikant
starkeren Dickenverlust nach 24 Monaten in der Kontroll-Gruppe nach (4AP: -0.001 + 0.272 um;
Kontrolle + -0.747 0.283 um; p=0.009; MWU). In der mINL konnte die Analyse einen Dickenverlust
bei den 4AP-Patienten und eine Dickenzunahme bei den Kontroll-Patienten nach 12 Monaten
nachweisen (4AP: -0.566 * 0.176um; Kontrolle: 0.271 + 0.249um; p=0.020; MWU), dieser
Unterschied kehrte sich nach 24 Monaten um und zeigte nun einen starkeren Dickenverlust in der
Kontroll-Kohorte, jedoch ohne Signifikanzniveau zu erreichen. Auf eine graphische Abbildung

wurde aufgrund der sehr geringen Fallzahl in dieser Untergruppe verzichtet.
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4AP Kontrollen Statistik: 4AP vs. Kontrollen
PRNFL [um]
v0 81.600 (4.320) 88.250 (4.115) U=99.0; z=-0.832; p=0.405; n=15/16
A vi-v0 0.125 (1.079) -0.530 (0.347) U=78.0; z=-1.663; p=0.096; n=15/16
A v2-v0 -0.751 (0.475) -0.594 (0.241) U=0.0; z=-2.598; p=0.009; n=6/4
mTRT [um]
v0 295.047 (6.581) | 299.725 (4.395) | U=106.0; z=-0.554; p=0.579; n=15/16
Av1-v0 -2.019 (0.814) -0.664 (0.482) U=86.0; z=-1.347; p=0.178; n=15/16
A v2-v0 -0.070 (0.696) -3.445 (0.437) U=0.0; z=-2.598; p=0.009; n=6/4
mMRNFL [pum]
vO 27.630(1.898) | 34.059 (1.449) | U=64.0; 2=-2.217; p=0.027; n=15/16
A vi-v0 1.005 (0.386) -0.153 (0.351) U=56.0; z=-2.534; p=0.011; n=15/16
A v2-v0 0.381(0.272) -0.269 (0.328) U=4.0; z=-1.732; p=0.083; n=6/4
mGCIPL [um]
v0 60.707 (2.971) 64.693 (1.943) U=90.0; z=-1.189; p=0.235; n=15/16
Avi-v0 -0.959 (0.303) -0.047 (0.403) U=72.0; z=-1.910; p=0.056; n=15/16
A v2-v0 -0.001 (0.272) -0.747 (0.283) U=0.0; z=-2.598; p=0.009; n=6/4
mINL [um]
v0 36.377 (0.663) 36.048 (0.319) U=96.0; z=-0.950; p=0.342; n=15/16
Av1-v0 -0.566 (0.176) 0.271 (0.249) U=42.0 z=-3.088; p=0.002; n=15/16
A v2-v0 -0.263 (0.139) -0.885 (0.439) U=8.0; z=-0.866; p=0.386; n=6/4

Tabelle 5 Anderungen der Schichtdicken bei Patienten mit RRMS. Aufgezeigt werden die durchschnittlichen
Schichtdicken in um zum Zeitpunkt der ersten OCT-Messung sowie die jahrliche Anderung nach 12 bzw. 24
Monaten. Jeweils unter Angabe des Mittelwertes und Standardfehlers. RRMS = schubférmig remittierende
Multiple Sklerose. pRNFL = peripapilldre retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makulédre gesamtretinale Dicke.
MRNFL = makulare retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makuladre Ganglienzell- und innere plexifome
Schicht. mINL = makuldre innere nukledre Schicht. vO = Baseline-Messung. A vl — v0 = annualisierte
Dickendanderung nach 12 Monaten. A v2 — vO = annualisierte Dickendanderung nach 24 Monaten.

Gruppenvergleich mittels Man-Whitney-U-Test.
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3.4.2 Primér-progrediente Multiple Sklerose

Die Gruppe von Patienten mit primar progredienter MS war gréRer, sodass hier eine graphische
Darstellung der Ergebnisse (Tabelle 6) in Abbildung 7 erfolgte. Die Baseline-Werte der beiden
Therapiegruppen unterschieden sich in keiner Schicht signifikant. Die 4AP-Patienten zeigten in der
pPRNFL einen starkeren Dickenverlust, welcher nach 24 Monaten signifikant war (4AP: -1.926 +0.823
pum; Kontrollen: -1.075 + 0.583 pum; p= 0.019; MWU) (Abbildung 7A). Ein dhnlicher Verlauf ldsst sich
in der mTRT darstellen, jedoch ohne Signifikanzniveau zu erreichen (Abbildung 7B). In der mRNFL
zeigt sich nach 12 Monaten ein paralleler Verlauf der Dickenreduktion, nach 24 Monaten zeigen
hier die Kontroll-Patienten eine starkere Dickenreduktion (Abbildung 7C), jedoch ebenfalls ohne
signifikanten Unterschied. Die Fampridin-Patienten wiesen in der mGCIPL im Beobachtungs-
zeitraum ebenfalls einen starkeren Dickenverlust als die Kontroll-Gruppe auf, welcher nach 12
Monaten signifikant war (4AP: -0.734 + 0.394 um; Kontrollen: -0.205 + 0.334 um; p=0.014; MWU)
(Abbildung 7D). In der mINL schlieBlich zeigten sich keine Gruppenunterschiede (Abbildung 7E).
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4AP Kontrollen Statistik: 4AP vs. Kontrollen
PRNFL [pum]
vO 91.59 (1.978) 88.23 (2.076) U=722.0; z=-1.584; p=0.113; n=41/44
A v1-v0 -0.364 (0.257) 0.680 (0.770) U=672.0; z=-1.870; p=0.061; n=41/44
A v2-v0 -1.926 (0.823) | -1.075(0.583) | U=82.0; z=-2.342; p=0.019; n=14/22
mTRT [um]
v0 295.206 (3.468) | 290.182 (4.617) | U=408.0; z=-0.187; p=0.852; n=28/30
A vi-vO -2.492 (1.520) -1.447 (1.389) U=324.0; z=-1.495; p=0.135 n=28/30
A v2-v0 -3.389 (1.508) -0.243 (1.105) U=68.0; z=-0.117; p=0.907; n=10/14
mMRNFL [pum]
v0 31.258 (1.039) 30.603 (1.071) U=372.0; z=-0.747; p=0.455; n=28/30
A v1-v0 -0.404 (0.219) -0.386 (0.172) U=408.0; z=-0.187; p=0.852; n=28/30
A v2-v0 0.166 (0.752) -1.188 (0.507) U=48.0; z=-1.292; p=0.197; n=10/14
mGCIPL [um]
v0 64.849 (1.350) 64.172 (1.702) U=884.0; z=-0.158; p=0.874; n=41/44
Avi-v0 -0.734 (0.394) -0.205 (0.334) U=590.0; -2.469; p=0.014; n=41/42
A v2-v0 -1.916 (0.413) -0.517 (0.361) U=176.0; z=-0.599; p=0.54; n=18/22
mINL [um]
v0 37.054 (0.901) 38.132 (0.876) U=830.0; z=-0.633; p=0.526; n=41/44
A vi-v0 -0.223 (0.241) -0.225 (0.171) U=708.0; z=-1.395; p=0.163; n=41/42
A v2-v0 -0.472 (0.337) -0.20 (0.095) U=168.0; z=-0.817; p=0.414; n=18/22

Tabelle 6 Anderungen der Schichtdicken bei Patienten mit PPMS. Aufgezeigt werden die durchschnittlichen
Schichtdicken in um zum Zeitpunkt der ersten OCT-Messung sowie die jahrliche Anderung nach 12 bzw. 24
Monaten. Jeweils unter Angabe des Mittelwertes und Standardfehlers. PPMS = primar progrediente Multiple
Sklerose. pRNFL = peripapillare retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makulare gesamtretinale Dicke. mRNFL
= makuléare retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makulare Ganglienzell- und innere plexifome Schicht. mINL
= makuldre innere nukledre Schicht. vO = Baseline-Messung. A vl — v0 = annualisierte Dickendanderung nach
12 Monaten. A v2 — v0 = annualisierte Dickenanderung nach 24 Monaten. Gruppenvergleich mittels Man-
Whitney-U-Test.
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Abb. 7 Anderung der Schichtdicken im Verlauf von zwei Jahren bei Patienten mit PPMS. Aufgezeigt werden
die durchschnittlichen Schichtdickendnderungen in um nach 12 bzw. 24 Monaten. Jeweils unter Angabe des
Mittelwertes und Standardfehlers. pRNFL = peripapilldre retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makulare
gesamtretinale Dicke. mRNFL = makulare retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makuldre Ganglienzell- und
innere plexifome Schicht. mINL = makulare innere nukledre Schicht. vO = Baseline-Messung. vl = Messung
nach 12 Monaten. v2 = Messung nach 24 Monaten. GEE: Generalised Estimations Equations.
*Signifikanzniveau p<0.05. Gruppenvergleich mittels Man-Whitney-U-Test.

3.4.3 Sekundar-progrediente Multiple Sklerose

Zuletzt wurde auch die Untergruppe der Patienten mit sekundar progredienter MS untersucht
(Tabelle 7, Abbildung 8). Einzig die mTRT zeigte einen signifikanten Unterschied in der Baseline-
Messung, die 4AP-Patienten wiesen eine dickere Schicht auf (4AP: 304.104 + 3.936 um; Kontrollen:
286.251 + 3.825 um; p=0.002; MWU). In der pRNFL zeigte sich nach 12 Monaten eine parallele
Entwicklung der Schichtdicken, wahrend nach 24 Monaten die 4AP Patienten einen grofReren
Dickenverlust aufwiesen (Abbildung 8A), jedoch ohne Erreichen des Signifikanzniveaus. Die
Dickendanderung der mTRT verlief in beiden Gruppen ohne signifikanten Unterschied (Abbildung
8B). In der mRNFL konnte nach 24 Monaten in der Fampridin-Kohorte eine geringere
Dickenreduktion aufgezeigt werden (Abbildung 8C), jedoch ohne signifikanten Unterschied. Der
MGCIPL-Komplex hingegen zeigte in der 4AP-Gruppe eine Dickenzunahme, wahrend es in der
Kontroll-Gruppe zu einer Reduktion kam (Abbildung 8D). Nach 24 Monaten war dieser Unterschied
signifikant (4AP: 0.345 + 0.455 um; Kontrollen: -0.585 + 0.265 pum; p=0.021; MWU). die mINL zeigte

zunachst keinen Unterschied der Dickenanderung nach 12 Monaten. Nach 24 Monaten jedoch
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nahm die mINL in der 4AP-Gruppe ab, wahrend die Kontroll-Patienten keine Reduktion erfuhren

(4AP: -0.842 + 0.219 um; Kontrollen: 0.240 + 0.204 um; p=0.001; MWU) (Abbildung 8E).

4AP Kontrollen Statistik: 4AP vs. Kontrollen
PRNFL [um]
v0 81.82 (1.862) 79.42 (2.105) U=760.0; z=-1.234; p=0.217; n=45/40
A vi-v0 -0.852 (0.573) -0.631 (0.452) U=730.0; z=-1.145; p=0.252; n=45/38
A v2-v0 -2.151 (0.612) -0.707 (0.529) U=258.0; z=-0.363; p=0.717; n=22/25
mTRT [um]
v0 304.104 (3.936) | 286.251 (3.825) | U=56.0; z=-3.137; p=0.002; n=20/15
Av1-v0 -0.190 (0.590) -0.433 (0.451) U=148.0; z=-0.067; p=0.947; n=20/15
A v2-v0 -1.119 (1.028) -1.297 (0.467) U=58.0; z=-0.812; p=0.417; n=12/12
mMRNFL [pum]
vO 31.964 (1.210) | 28.563 (1.476) | U=92.0; z=-1.936; p=0.053; n=20/15
A v1-v0 -0.074 (0.448) -0.139 (0.466) U=140.0; z=-0.334; p=0.739; n=20/15
A v2-v0 -0.135 (0.452) -0.409 (0.265) U=64.0; z=-0.63; p=0.643; n=12/12
mGCIPL [um]
v0 63.345 (1.301) 63.070 (1.536) U=830.0; z=-0.448; p=0.654; n=44/40
A vi-v0 0.031 (0.168) -0.356 (0.175) U=736.0; z=-1.2900; p=0.197; n=44/40
A v2-v0 0.345 (0.455) -0.585 (0.265) U=202.0; z=-2.304; p=0.021; n=24/27
mINL [um]
v0 41.506 (0.770) 41.271 (0.690) U=822.0; z=-0.520; p=0.603; n=44/40
Avi-v0 0.149 (0.136) -0.077 (0.130) U=806.0; z=-0.663; p=0.507; n=44/40
A v2-v0 -0.842 (0.219) 0.240 (0.204) U=128.0; z=-3.442; p=0.001; n=24/25

Tabelle 7 Anderungen der Schichtdicken bei Patienten mit SPMS. Aufgezeigt werden die durchschnittlichen
Schichtdicken in um zum Zeitpunkt der ersten OCT-Messung sowie die jahrliche Anderung nach 12 bzw. 24
Monaten. Jeweils unter Angabe des Mittelwertes und Standardfehlers. SPMS = sekundar progrediente
Multiple Sklerose. pRNFL = peripapilldre retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makulédre gesamtretinale Dicke.
MRNFL = makuldre retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makuldre Ganglienzell- und innere plexifome
Schicht. mINL = makuldre innere nukledre Schicht. vO = Baseline-Messung. A vl — v0 = annualisierte
Dickenanderung nach 12 Monaten. A v2 — vO = annualisierte Dickendanderung nach 24 Monaten.
Gruppenvergleich mittels Man-Whitney-U-Test.
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Abb. 8 Anderung der Schichtdicken im Verlauf von zwei Jahren bei Patienten mit SPMS. Aufgezeigt werden
die durchschnittlichen Schichtdickenanderungen in um nach 1 bzw. 2 Jahren. Jeweils unter Angabe des
Mittelwertes und Standardfehlers. pRNFL = peripapilldre retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makuldre
gesamtretinale Dicke. mRNFL = makulare retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makuldre Ganglienzell- und
innere plexifome Schicht. mINL = makulare innere nukleadre Schicht. vO = Baseline-Messung. vl = Messung
nach 12 Monaten. v2 = Messung nach 24 Monaten. GEE: Generalised Estimations Equations.
*Signifikanzniveau p<0.05. Gruppenvergleich mittels Man-Whitney-U-Test.

3.5 EDSS-Assoziation

Zuletzt wurde eine mogliche Assoziation zwischen der zeitlichen Entwicklung des EDSS und der

Anderungen der einzelnen Schichtdicken analysiert. Im Verlauf vom untersuchten Zeitraum von
zwei Jahren lief sich in beiden Gruppen ein Anstieg im EDSS nachweisen, welcher jedoch weder im
Vergleich zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten noch im Gruppenvergleich zwischen

den beiden Kohorten einen signifikanten Unterschied aufwies (siehe Tabelle 8 und Abbildung 9).

26



EDSS 4AP Kontrollen Statistik®
v0 Median (n) 5(38) 4 (41) p=0.305
vl Median (n); p? 5.5 (34); p=0.096 | 4.333 (38) p=0.380 | p=0.088
Avi-v0 Median (n) 0(34) 0(38) p=0.814
v2 Median (n); p® 6.0 (17); p=0.120 | 5.544 (15); p=0.078 | p=0.588
Av2-v0 Median (n) 0(17) 0(15) p=0.931

Tabelle 8 Anderung des EDSS iiber die Zeit. Dargestellt werden der Baseline-Wert vO sowie die annualisierten
Scores zum Zeitpunkt v1 und v2. Zudem wurden die annualisierten Anderungen zwischen den Zeitpunkten vO
und vl sowie vO und v2 berechnet.  Gruppenvergleich vl bzw. v2 gegen v0 mittels Wilcoxon-Test. P
Gruppenvergleich 4AP gegen Kontrollen mittels Man-Whitney-U-Test. EDSS = Expanded Disability Status
Scale. 4AP= Fampridin. vO= Baseline-Messung. vl = Messung nach 12 Monaten. v2 = Messung nach 24
Monaten. A vl — vO = annualisierte Dickendnderung nach 12 Monaten. A v2 — vO0 = annualisierte

Dickendnderung nach 24 Monaten.

EDSS

o N A O OO O

0

T 1

1 2

Zeit in Jahren

- 4AP

- Kontrollen

Abb. 9 Verlauf des EDSS uiber die Zeit. EDSS = Expanded Disability Status Scale.

Folgend analysierten wir einen moglichen Zusammenhang zwischen den Anderungen im EDSS und
den Anderungen der einzelnen Schichten iiber den Zeitraum der untersuchten zwei Jahre (Tabelle

9) mittels der bereits beschriebenen GEE-Modelle.
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Assoziationsfaktoren 4AP Kontrollen

Faktor 1 Faktor 2 B p(n) B p (n)
PRNFL [pum]
EDSS A 12 Monate | A 12 Monate | 0.265 p=0.378; n=68 0.693 p=0.313; n=73
EDSS 12 Monate 12 Monate 2.408 p=0.069; n=68 -2.268 p=0.064; n=73
EDSS A 24 Monate | A 24 Monate | -0.456 p=0.353; n=32 2.709 p=0.070; n=30
EDSS 24 Monate 24 Monate -0.030 p=0.993; n=32 0.801 p=0.528; n=30
mTRT [um]
EDSS A 12 Monate | A 12 Monate | 0.448 p=0.293; n=53 -0.096 p=0.835; n=48
EDSS 12 Monate 12 Monate 2.443 p=0.310; n=53 -4.441 p=0.002; n=48
EDSS A 24 Monate | A 24 Monate | -0.178 p=0.830; n=28 4.097 p<0.001; n=15
EDSS 24 Monate 24 Monate -1.562 p=0.773; n=28 -0.885 p=0.792; n=15
mMRNFL [pum]
EDSS A 12 Monate | A 12 Monate | 0.122 p=0.453; n=52 -0.229 p=0.249; n=48
EDSS 12 Monate 12 Monate 0.995 p=0.095; n=52 -2.032 p<0.001; n=48
EDSS A 24 Monate | A 24 Monate | -0.383 p=0.113; n=27 -0.400 p=0.485; n=15
EDSS 24 Monate 24 Monate -0.496 p=0.720; n=27 -0.559 p=0.523; n=15
mGCIPL [um]
EDSSA 12 Monate | A 12 Monate | 0.137 p=0.649; n=66 0.300 p=0.106; n=71
EDSS 12 Monate 12 Monate 1.446 p=0.058; n=66 -1.390 p=0.112; n=71
EDSS A 24 Monate | A 24 Monate | 0.295 p=0.417; n=33 0.462 p=0.211; n=29
EDSS 24 Monate 24 Monate 1.940 p=0.380; n=33 0.216 p=0.881; n=29
mINL [um]
EDSS A 12 Monate | A 12 Monate | 0.131 p=0.439; n=66 0.052 p=0.631; n=71
EDSS 12 Monate 12 Monate 0.475 p=0.293; n=66 0.300 p=0.490; n=71
EDSS A 24 Monate | A 24 Monate | -0.10 p=0.934; n=33 0.461 p=0.052; n=29
EDSS 24 Monate 24 Monate -0.814 p=0.281; n=33 0.154 p=0.837; n=29

Tabelle 9 Assoziation der Verinderungen des EDSS mit der Anderung der Schichtdicken. Die Berechnungen
erfolgten mittels GEE-Modellen unter Kontrolle von Erkrankungsdauer und Geschlecht, stratifiziert nach
Behandlungs-Kohorten. Faktor 1 = EDSS (Expanded Disability Status Scale): annualisierte Anderung tber 12
bzw. 24 Monate (A 12 bzw. A 24 Monate) sowie annualisierter Status zum Messpunkt 12 bzw. 24 Monate.
Faktor 2: entsprechend annualisierte Dickendanderung bzw. annualisierte Dicke nach 12 bzw. 24 Monaten.
pPRNFL = peripapillare retinale Nervenfaserschicht. mTRT = makulare gesamtretinale Dicke. mRNFL = makulare
retinale Nervenfaserschicht. mGCIPL = makuladre Ganglienzell- und innere plexifome Schicht. mINL = makulare
innere nukledre Schicht.
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Wir konnten nachweisen, dass in der Kontroll-Gruppe ein hoherer EDSS nach zwo6lf Monaten mit
einer dinneren makuldren gesamtretinalen Dicke (mTRT: B=-0.441; p=0.002; GEE) und einer
dinneren makuldren retinalen Nervenfaserschicht (mRNFL: B=-2.032; p<0.001; GEE) assoziiert
waren. In der Fampridin-Kohorte konnte dieser Effekt nicht aufgezeigt werden (mTRT: B=2.443;
p=0.310 // mRNFL: B=0.995; p=0.095 // jeweils GEE). In der pNRLF sowie der mGCIPL und mINL

konnte in keiner der Therapiegruppen ein Unterschied beschrieben werden (Dietrich et al. 2020).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Einfluss von Fampridin auf die neuronale

Degeneration in der Retina in einer longitudinalen Studie bei MS-Patienten untersucht. In kurzen
Beobachtungszeitraumen kann die Kontrolle des EDSS diskrete Verdanderungen schlechter erfassen,
sodass sich die Verlaufsmessung mittels nicht-invasiver in vivo Messung retinaler Parameter
leichter vom praklinischen ins klinische Setting Ubertragen lieB. Aufgrund zunehmender
Verfligbarkeit und Einbettung in die klinische Routine sowie Etablierung als verldsslicher
Verlaufsparameter bietet sich die Optische Kohdrenztomographie ebenfalls an. Gemeinsam mit
dem IMSVISUAL Konsortium (Balcer et al. 2018) konnten insgesamt 52 Patienten mit longitudinalen
OCT-Messungen sowie 51 gematchte Kontrollen identifiziert werden. Die zuvor bereits im
Tiermodell aufgezeigten protektiven Effekte konnten teilweise auch in den Humandaten
reproduziert werden (Dietrich et al. 2020). Die Ergebnisse wurden gemeinsam in der Zeitschrift
Brain nach einem Peer-Review (Englisch Gutachten durch Fachleute) veroffentlicht (Dietrich et al.
2020). Trotz unterschiedlicher OCT-Protokolle und -Gerate in der humanen Population ist die
Vergleichbarkeit der Daten bereits in der Vergangenheit bestatigt worden (Gonzalez Caldito et al.

2018).

Wir konnten eine geringere Atrophierate der makuldren RNFL bei den mit Fampridin behandelten
Patienten im Vergleich zu den Kontroll-Patienten nachweisen. Die peripapillire RNFL hingegen
zeigte eine genau gegenldufige Tendenz ohne Erreichen des Signifikanzniveaus. Dieser Widerspruch
ist teilweise auf die unterschiedliche Anzahl an untersuchten Augen in den jeweiligen Schichten
zuriickzufihren, da die Kollegen der Johns Hopkins University keine Daten zur mRNFL erhoben
haben. Zuletzt scheint die makulare RNFL, obwohl sie insgesamt diinner als um den Kopf des
Sehnerven ist, sensitiver Atrophien aufzuzeigen (Stellmann et al. 2017). Die gesamtretinale Dicke
sowie die Dicke des GCIPL-Komplexes zeigten im makuldren Volumenscan eine annahernd parallel
verlaufende Reduktion ohne signifikanten Gruppenunterschied. Syc et al. konnten in einer
prospektiven Untersuchung nach Opticus-Neuritis eine signifikante Reduktion der mGCIPL nach
drei sowie sechs Monaten nachweisen (Syc et al. 2012) und zeigten damit dhnliche Effekte in der
akuten Phase der Erkrankung. Moglicherweise weist die mRNFL eine Neurodegeneration schneller
auf als der GCIPL-Komplex, welcher die Zellsomata und den Dendritenbaum der retinalen
Ganglienzellen enthalt, wahrend in der mRNFL nur die Axone enthalten sind. Der Dickenverlust der
mGCIPL fiel geringer aus als in einer vorherigen Studie der Kolleginnen Balk et al (Balk et al. 2016),
welche in einem Zeitraum von zwei Jahren einen Dickenverlust von durchschnittlich 1,1 um
beobachteten. Die makuldre INL zeigte keine relevante Dickendnderung, dhnlich wie in unserer

Kontroll-Kohorte (Balk et al. 2016). Die Fampridin-Kohorte unserer Studie hingegen wies nach 24
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Monaten eine hohere Dickenreduktion der mINL nach. Die Ursache hierfiir verbleibt unklar,
denkbar wire die Abnahme eines (entziindlichen) Odems in dieser Schicht. Longitudinale
Untersuchungen der gesamtretinalen Dicke (mTRT) sind bisher nicht erfolgt, unsere Studie hat
unabhangig von der Behandlung mit Fampridin eine Dickenreduktion Uber die Zeit auch in der

chronischen Krankheitsphase aufgezeigt.

Wie bereits vorherige Studien zeigten (Albrecht et al. 2012), hatte eine stattgehabte Optikusneuritis

einen signifikanten Einfluss auf die Baseline Werte aller Schichten.

Bereits im Jahr 2009 wurden unterschiedliche Dicken der pRNFL bei verschiedenen MS-
Verlaufsformen beschrieben (Costello et al. 2009), Patienten mit SPMS zeigten hier geringe Werte
als diejenigen mit RRMS oder einem Klinisch isolierten Syndrom (CIS). In der longitudinalen
Untersuchung zeigten sich jedoch in allen Gruppen keine signifikanten Anderungen. Henderson et
al. beschrieben eine signifikante Dickenreduktion der pRNFL und dem makuldren Volumen bei
Patienten mit SPMS im Vergleich zu gesunden Kontrollen, jedoch nicht bei Patienten mit PPMS
(Henderson et al. 2008). Die vorliegenden Ergebnisse der Analyse bei Patienten mit schubférmig-
remittierender MS sind aufgrund der sehr geringen Fallzahl mit Vorsicht zu geniefSen und sollten in
einem grofReren Rahmen erneut untersucht werden. Bei den Patienten mit primar und sekundar
progredienter MS zeigte sich in den Schichten pRNFL, mTRT und mRNFL ein anndhernd paralleler
Verlauf zwischen beiden Gruppen, jedoch eine Dickenzunahme der mGCIPL in der Fampridin-
Gruppe bei Patienten mit SPMS. Diese unterschiedliche Entwicklung kdnnte ein Hinweis auf

unterschiedliche pathophysiologische Abldufe beider Krankheitsentitaten sein.

Um longitudinale Veranderungen und insbesondere Atrophieraten liber zwei Jahre untersuchen zu
kénnen, war die Fallzahl in dieser Studie gering. Zudem ist der Indikations-Bias bei retrospektiver
Auswahl von bereits therapierten Patienten zu beachten. Mittels vorher definierter Matching-
Kriterien zur Zuordnung der 4AP-Patienten und ihren Kontroll-Patienten wurde versucht, diesen
Bias so gering wie moglich zu halten und mdoglichst gleichmdRige Gruppen zu erhalten. Die
demographischen Daten zur Baseline-Messung zeigen entsprechend bis auf das in der Fampridin-
Gruppe hohere Alter keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen auf. Auch die
Schichtdicken zur Baseline-Messung unterschieden sich nicht. Dringend ist eine prospektive Studie
notig, welche mittels Randomisierung die Gruppen einteilt, um die Nachteile einer retrospektiven

Studie umgehen zu kénnen.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden aufgrund der Zulassungssituation (Gehbehinderung mit
EDSS 4 — 7) notgedrungen im fortgeschrittenen Krankheitsstadium ohne akute Optikusneuritis

vorgenommen, und haben somit die chronische retinale Degeneration untersucht. Ursachlich
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hierfiir ist die Zulassung von Fampridin nur fir Patienten mit einer Gehbehinderung in einem
Krankheitsstadium, in welchem Optikusneuritiden nur noch selten vorkommen. Im Gegensatz
hierzu wurden die praklinischen Versuche in einem Tiermodell der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis mit Optikusneuritis durchgefiihrt und konsekutiv die akute Neurodegeneration
erfasst. Eine prospektive randomisierte Studie mit Fokus auf den Effekt einer Fampridin-Therapie
in der akuten Optikusneuritis kénnte hier ggf. in einem kiirzeren Beobachtungszeitraum bereits

entsprechende Ergebnisse erzielen.

Die von uns verwendete Wirkstoffkonzentration in den Tier-Modellen war ungefahr dreimal héher
als die Aquivalentdosis in der Behandlung von Patienten mit MS. Auch der Zusatznutzen von
Fampridin auf eine Therapie mit Fingolimod konnte aufgrund zu geringer Fallzahlen nicht auf die
Humandaten Ubertragen werden. Hier wiirde sich zusatzlich groRes Potential fir die konkomitante

Therapie zu einer bestehenden Immunmodulation ergeben.

Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten nach Bestatigung in einer prospektiven randomisierten Studie

einen groBen Einfluss auf die Therapie der MS erlangen. Trotz der Vielzahl an
immunmodulatorischen Therapien fehlt es aktuell an protektiven Ansatzen fiir axonale und
neuronale Degeneration. Nachdem bereits in praklinischen Daten ein indirekter neuroprotektiver
Effekt von Fampridin nachgewiesen werden konnte (Dietrich et al. 2020), erfolgte nun die
Untersuchung in einer retrospektiven Studie in Patienten mit MS. Gemal} der Zulassung wird
Fampridin Patienten im fortgeschrittenen Krankheitsstadium und einer Gehbehinderung (EDSS 4 —
7) zur symptomatischen Behandlung verschrieben. Bei fehlendem Therapieeffekt, zum Beispiel
einer Verbesserung im 25-Foot-Walk, wird es wieder abgesetzt. Sollte sich der mogliche
neuroprotektive Effekt in folgenden Studien bestatigen, kdnnte das Medikament deutlich mehr

Patienten unabhangig vom rein symptomatischen Effekt verschreiben werden kénnen.
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