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Einleitung / Ziel der Dissertation

1 Einleitung / Ziel der Dissertation

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine autoimmun vermittelte neurodegenerative
Erkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS). Mit weltweit etwa 2,8 Millionen
Betroffenen und zunehmender Pravalenz sowie einem durchschnittlichen
Erstmanifestationsalter zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr gehort die MS zu den
haufigsten Ursachen neurologischer Defizite bei jungen Erwachsenen. (1, 2)

Durch Demyelinisierung und axonale Schéden entstehen im Rahmen der Erkrankung
herdformige L&sionen im Gehirn und im Rickenmark, welche lage- und
groBenabhangig zu vielfaltigen neurologischen Symptomen fuhren kdnnen. Auch
wenn die Erkrankung Klinisch in mehrere Verlaufsformen unterteilt werden kann,
gestaltet sich das Fortschreiten der MS individuell héchst unterschiedlich, sodass
Aussagen Uber den Verlauf schwierig zu treffen sind und Behandelnde sich vor grol3e

therapeutische Herausforderungen gestellt sehen. (3)

Bildgebung mit Hilfe von Magnetresonanztomographie (MRT) gehort zu den
sensitivsten Methoden, um die durch MS verursachten L&sionen darzustellen und
andere Erkrankungen auszuschlie3en (1). Neben klinischen Kriterien stellt die MRT
somit eines der wichtigsten Verfahren sowohl zur Diagnose, welche nach den
sogenannten McDonald-Kriterien gestellt wird, als auch zur Verlaufsbeurteilung der
MS dar (4). Aktuelle Studien legen nahe, dass hierbei insbesondere eine erhdhte
Lasionslast sowie spezifische Lasionslokalisationen zum  Zeitpunkt der
Diagnosestellung prognostisch auf einen aggressiveren Krankheitsverlauf und

dementsprechend frihere Behinderung hindeuten (5, 6).

Ein erhohtes familiares Risiko bei Individuen mit positiver Familienanamnese und eine
auf 30% geschatzte Heritabilitat weisen darauf hin, dass neben Umwelteinflissen
genetische Faktoren maf3geblich zur Pathophysiologie der MS beitragen (7). Nachdem
erste genetische Studien bereits den Einfluss von Varianten im Humanen
Leukozytenantigen (HLA)-Gencluster auf MS nachweisen konnten, wurden in den
letzten Jahren durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS) Uber 200 weitere
genetische Risikovarianten aulRerhalb der HLA-Region bei MS-Patient/innen
identifiziert (8).

Vor dem Hintergrund der zuvor beschriebenen epidemiologischen Daten und

therapeutischen Herausforderungen bei individuellen Verlaufen ist ein besseres
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Verstandnis der krankheitsbeeinflussenden Faktoren sowie eine friilhe Einschatzung

des Krankheitsverlaufes unabdingbar.

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist die Untersuchung potenzieller Assoziationen zwischen
Genvarianten und dem zerebralen Lasionsvolumen (Total Lesion Volume, TLV) bei
Patient/innen mit verschiedenen Formen einer MS unter Berucksichtigung von

etablierten klinischen und bildgebenden Parametern der Krankheitsschwere.

Hierdurch soll ein Beitrag zu einem besseren Verstdndnis der heterogenen
Phanotypen, Verlaufe und Schweregrade der MS und der Rolle, die hierbei
genetischen Einflissen zukommt, geleistet werden. Ein erweitertes Wissen um
krankheitsmodifizierende Genmutationen und deren moglicher Einsatz als
prognostische Faktoren kénnte sowohl zu einer friihzeitigen Einordnung individueller
Krankheitsprognosen - und somit einer friihzeitigeren therapeutischen Konsequenz -
als auch zur Entwicklung praventiver Verhaltensstrategien und neuer adaptierter

Therapieansatze beitragen.

1.1 Grundlagen der Multiplen Sklerose

1.1.1 Epidemiologie

Die Pravalenz der MS wird mit 35,9/100.000 Einwohnern angegeben, was weltweit
circa 2,8 Millionen Erkrankten entspricht (2). Die beobachtete Zunahme der
Erkrankungsfalle Uber die letzten Jahre kann zu Teilen, jedoch nicht ganzlich, durch
eine verbesserte Lebenserwartung der Betroffenen dank verbesserter
Therapieoptionen, sensitivere Methoden der Diagnostik und den Ausbau von
Datenerfassungssystemen erklart werden (9). Auffallig sind hierbei eine hohe
geographische Varianz sowie geschlechterspezifische Unterschiede. Prévalenzen
variieren von 2,2 (Asien und Subsahara) bis 300 von 100.000 (Nordeuropa und
Nordamerika) (10). Ein genereller Trend einer ansteigenden Pravalenz mit
zunehmender Entfernung vom Aquator konnte festgestellt werden, es kommen jedoch
ebenfalls starke Unterschiede innerhalb ahnlicher Breitengrade vor (0,77/100.000
Hongkong; 85,8/100.000 Iran) (11). Migrationsstudien legen nahe, dass die Herkunft
und die dort herrschenden Pravalenzen auch nach der Migration nachhaltigen Einfluss
auf das Erkrankungsrisiko haben, dieses jedoch ebenfalls durch eine zunehmende

Verweildauer im Zielland modifiziert werden kann (12, 13).
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Frauen erkranken bis zu 2,5-mal haufiger an der remittierend-schubformigen MS
(RRMS) als Manner, wohingegen bei der primér-progredienten Verlaufsform (PPMS)
ein  ausgeglichenes  Geschlechterverhaltnis  vorliegt. (s. 1.1.4  Verlauf)

Verlaufsabhangig unterscheidet sich ebenfalls das Erstmanifestationsalter, welches
mit einem Gipfel um das 30. Lebensjahr bei der RRMS zehn Jahre friher eintritt als
bei der primar-progredienten Verlaufsform (Manifestationsgipfel um das 40.
Lebensjahr). (10, 14)

1.1.2 Atiologie

Auch wenn die genaue Ursache und der Entstehungsmechanismus der MS noch nicht
ganzlich  erklart werden konnen, ist in  Anbetracht regionaler und
geschlechterabhéngiger Unterschiede von einem komplexen Zusammenspiel
umweltbedingter, genetischer und epigenetischer Faktoren auszugehen. (15)

Ein erhdhtes familiares Risiko bei Individuen mit positiver Familienanamnese weist
darauf hin, dass genetische Faktoren bei der Entstehung der MS eine prominente
Rolle spielen. So betragt das Risiko an MS zu erkranken bei eineiigen Zwillingen 20-
30% und bei zweieiigen Zwillingen 2-5% (16—18). Bei betroffenen Geschwisterkindern
liegt ein 15fach erhthtes Erkrankungsrisiko vor, welches mit einem entfernteren
Verwandtschaftsgrad abnimmt, jedoch erhéht bleibt (18, 19). Es wird hierbei von einem
komplexen, polygenetischen Vererbungsmodell ausgegangen, bei welchem eine
Interaktion zahlreicher weitverbreiteter Risikoallele mit jeweils kleinen Effektstarken
zur Entstehung der Erkrankung beitragt (7). Erste genetische Studien konnten bereits
in den 1970er Jahren eine Assoziation zwischen Genvarianten, welche innerhalb des
Major Histocompatibility Komplex (MHC) Genclusters auf Chromosom 6p21 liegen,
und einem erhohten Risiko der MS-Entstehung nachweisen. Diese Genregion kodiert
fur die Humanen Leukozytenantigene, welche auf der Oberflache der Leukozyten
exprimiert werden und eine zentrale Rolle bei der Antigenprasentation und -erkennung
spielen und somit essenziell fur eine effiziente Immunantwort sind. (20) Insgesamt wird
der Beitrag des HLA-Genlocus zur genetischen Pradisposition der Erkrankung auf 20-
30% geschatzt (21), wobei insbesondere Trager des Allels HLA DRB1*15:01 ein
dreifach erhohtes Risiko an MS zu erkranken aufweisen (22). Durch die Einfihrung

genomweiter Assoziationsstudien (GWAS, s. 1.2.1 Genomweite Assoziationsstudien)
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konnten in den letzten Jahren Uber 200 weitere genetische Risikovarianten auf3erhalb

der HLA-Region bei MS-Patient/innen identifiziert werden (8).

Neben der genetischen Pradisposition tragen ebenfalls nicht-genetische Faktoren
malfigeblich zu der Entstehung der MS bei, welche teilweise auf pathogenetischer
Ebene mit Risikoallelen interagieren und die erworbene und angeborene
Immunantwort beeinflussen. Zu den lebensstil- und umweltbedingten Risikofaktoren
zahlen neben den bereits genannten geographischen Faktoren und dem weiblichen
Geschlecht Rauchen, durch mangelnde Sonnenexposition und Erndhrung verursachte
niedrige Vitamin D Level und Ubergewicht in der friihen Kindheit (23). Dariiber hinaus
wird von einem Zusammenhang zwischen einer Infektion mit dem Eppstein-Barr-Virus
und einem 32fach erhohten Erkrankungsrisiko ausgegangen (24, 25), wohingegen
stattgehabte Cytomegalievirus-Infektionen einen schwachen protektiven Einfluss

aufzuweisen scheinen (26).

1.1.3 Pathogenese

Trotz intensivierter Forschung und zunehmendem Verstdndnis bleiben zu der
Pathogenese der MS noch viele Fragen offen. Sie wird als autoimmun vermittelter
Prozess angesehen, infolgedessen es zu Inflammation, Demyelinisierung,
Neurodegeneration und Narbenbildung im ZNS kommt. Autoreaktiven T- und B-Zellen
wird hierbei eine Schllsselrolle zugeschrieben, wobei zur Entstehung der
Autoreaktivitat zwei Hypothesen diskutiert werden: Einer peripheren Aktivierung durch
unbekannte Antigene (beispielsweise im Rahmen einer systemischen Infektion) und
anschlieender Invasion des ZNS wird die Mdglichkeit einer zentralen Aktivierung der
T-Lymphozyten durch ein unbekanntes Antigen und sekundarer Einwanderung von T-
Lymphozyten gegenubergestellt. (27) Die ausgeloste Inflammation fihrt durch
Ausschittung von Entzindungsmediatoren, Rekrutierung weiterer T-Zellen und
dauerhafte Aktivierung von Mikroglia und Makrophagen zum herdférmigen Verlust der
neuronalen Myelinscheiden (Demyelinisierung) (28). Zusatzlich begunstigt eine
erhohte Expression endothelialer Adhasionsmolekile innerhalb der entstehenden
Lasionen die Einwanderung weiterer Immunzellen Uber die Blut-Hirn-Schranke,
wodurch inflammatorisch-demyelinisierende Prozesse aufrechterhalten und verstarkt
werden (29). Mit der Demyelinisierung einhergehend kommt es zur Minderversorgung
der Neurone und anschlieBend zu axonaler und neuronaler Schadigung

(Neurodegeneration), von welcher sowohl die wei3e als auch graue Substanz
4
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betroffen sein kann. Die Neurodegeneration wird zusatzlich unabh&ngig von
Demyelinisierung durch oxidativen Stress, mitochondriale Schadigung und eine
adaptive Umverteilung von lonen-Kanélen begunstigt, welche durch diffuse
Inflammation entstehen. (30) Entgegen friherer Annahmen laufen akute Entziindung
und chronische Neurodegeneration gleichzeitig ab und axonale Schadigung und

Verluste kdnnen bereits in frihen Stadien beobachtet werden (30, 31).

In den entstandenen Lasionsherden beglnstigen reaktive Prozesse wie eine
begrenzte Re-Myelinisierung sowie eine reaktive Proliferation von Astrozyten das
Entstehen der namensgebenden gliosen Vernarbung (Sklerose). Neben der Re-
Myelinisierung kommt es in der Nahe der Entztiindungsherde zu weiteren adaptiven
Mechanismen in Form von axonaler Regeneration und dendritischer Aussprossung
sowie synaptischer Plastizitdt, um die Schadigung zu begrenzen und einen
irreversiblen Substanzverlust zu kompensieren. Hierbei nehmen Makrophagen bei der
Schaffung eines optimalen Milieus fir Neurogenese durch Elimination
wachstumshemmender Faktoren und Ausschittung lokaler neurotropher Faktoren

eine wichtige Rolle ein. (32)

Bedingt durch die Variabilitdt der Lage und des Ausmal3es der Lasionen kénnen sich
diese sowohl klinisch stumm als auch in Form manifester neurologischer Ausfalle im
Rahmen eines Schubereignisses auflern. (33) Konnen neuroprotektive
Kompensationsmechanismen die schadigenden Prozesse nicht mehr aufwiegen,
kommt es klinisch zu einem Ubergang in eine progrediente Verlaufsform der
Erkrankung. Funktionelle Einschrankungen wie neurokognitive Defizite und Fatigue
sind hierbei Folge sowohl lasionsbedingter Schadigung als auch schubunabhangiger

neurodegenerativer Prozesse. (34)

1.1.4 Verlauf

Die Multiple Sklerose kann klinisch in mehrere Verlaufsformen unterteilt werden.
Hierbei unterscheidet man zwischen einem remittierend-schubférmigen Verlauf
(RRMS), welcher in eine sekundar progrediente Form (SPMS) Ubergehen kann, sowie
einem primar-progredienten Verlauf (PPMS). In Folge der RRMS kommt es im
Rahmen klar abgrenzbarer Schiibe zum Auftreten neurologischer Defizite, welche sich

zwischen den Schiiben vollstandig oder teilweise zuriickbilden. Der Ubergang zur

5
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SPMS ist meist nur retrospektiv festzulegen und zeichnet sich durch eine progrediente
Behinderungszunahme mit oder ohne aufgesetzte Schibe aus. In selteneren Féllen
(15%) liegt bereits bei Erstdiagnose eine progrediente Verschlechterung und somit
eine PPMS vor. (35)

Als erste klinische Manifestation einer moglichen MS wird das klinisch isolierte
Syndrom (KIS) diskutiert, welches sich in Form eines Schubereignisses mit
neurologischen Defiziten, welches mit einer MS zu vereinbaren ist, ohne Erfullung des

Kriteriums der zeitlichen Dissemination (s. 1.1.5 Diagnostik und Verlaufsbeurteilung)

prasentiert. Im Falle einer inzidentellen Entdeckung MS-typischer Lasionsherde in der
MRT ohne klinische Symptome spricht man von einem radiologisch-isolierten Syndrom
(RIS), ohne dass die Diagnose einer MS gestellt werden kann. (36)

In Anbetracht starker Heterogenitat auch innerhalb einer Verlaufsform bezlglich
klinischer Manifestation und Geschwindigkeit des Behinderungsprogresses kann
traditionell zwischen einer benignen und malignen Form unterschieden werden.
Letztere fUhrt hierbei innerhalb kiirzerer Zeit zu signifikanten neurologischen Ausfallen
oder dem Tod (35). Angesichts einer unscharfen Definition dieser rein deskriptiven
Unterteilung legt eine Uberarbeitung der Einteilung der Verlaufsformen von 2013 nahe,
zukUnftig innerhalb jeder Verlaufsform mithilfe der MRT und Klinischer Abschéatzung
zwischen aktiv und inaktiv sowie progredient und nicht-progredient zu differenzieren

und den individuellen Verlauf somit ndher zu charakterisieren (36).

1.1.5 Diagnostik und Verlaufsbeurteilung
Die Diagnose der Multiplen Sklerose ist eine auf der Beurteilung des klinischen Bildes
und auf Bildgebung mittels MRT basierende Ausschlussdiagnose. Zusatzlich kdnnen

Liquorpunktionen, Blut- und Urindiagnostik weitere Anhaltspunkte liefern. (1)

Durch verbesserte technische Mdoglichkeiten hat die Bildgebung mittels MRT
zunehmend sowohl fir die Diagnostik als auch die anschlie3ende Verlaufsbeurteilung
und die Evaluation des Therapieansprechens an Wichtigkeit gewonnen, da es sich bei
dieser um die sensitivste Methode zu Detektion MS-typischer Lasionen handelt (1).
Diese prasentieren sich bei nahezu allen Patient/innen mit MS und 80% der
Patient/innen mit KIS als scharf abgrenzbare ovale Herde (37, 38) im Gehirn und treten

dort charakteristischerweise periventrikular, juxtacortikal und infratentoriell auf. 80%
6
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aller MS-Patient/innen weisen dartber hinaus Lasionen im Ruckenmark auf (1, 39).
Wahrend die Lasionen sich in den T2-Sequenzen hyperintens darstellen, wobei die
FLAIR-Einstellung bei der Identifikation kortikaler Lasionen anderen Wichtungen
Uberlegen ist, erscheinen sie in der T1-Einstellung hypointens. Die Aufnahme von
Kontrastmittel wird als Zeichen einer Stérung der Blut-Hirn-Schranke gewertet und
zeigt somit die Aktivitat von Lasionen an. Bei fortgeschrittener oder aggressiv
verlaufender Erkrankung lassen sich neurodegenerative Prozesse in Form
hypointenser Herde (,Black Holes®) sowie Atrophie des Hirngewebes und des
Ruckenmarkes beobachten. (40, 41)

Die Beurteilung und letztendliche Diagnosestellung mittels MRT erfolgt anhand der
zuletzt 2017 revidierten McDonald-Kriterien. Diese geben die Notwendigkeit des
Vorliegens einer raumlichen Dissemination, das heif3t dem Auftreten von L&asionen in
mindestens zwei von vier MS-typischen Regionen und zudem einer zeitlichen
Dissemination vor. Letztere kann sowohl durch das Nebeneinander aktiver und
inaktiver Lasionen als auch durch den Nachweis neu aufgetretener Lasionen in der
Verlaufsbildgebung belegt werden. (42) Fur die Vergleichbarkeit der Bildgebung sind
dabei standardisierte MRT-Protokolle notwendig (43). Zusatzlich wird der
Schweregrad der durch MS verursachten koérperlichen Behinderung regelmalig
klinisch mittels der EDSS (Expanded Disability Status Scale) evaluiert. Diese beurteilt
mittels einer Skala von 1.0 bis 10.0 sieben unterschiedliche Funktionssysteme sowie
die Gehfahigkeit und dient der Abschéatzung der Behinderungsprogression. (44)
Besonders in der friihen Krankheitsphase scheinen EDSS und die mittels MRT

dargestellte Lasionslast miteinander zu korrelieren. (5, 6, 44)

Das zunehmende Wissen Uber genetische Korrelate verschiedener Erkrankungen
tragt bereits partiell zum Prozess der Differenzialdiagnostik bei, genetische Tests
kénnen jedoch noch nicht fur eine differenziertere Charakterisierung eines

individuellen MS-Verlaufes eingesetzt werden. (1)

1.1.6 Therapie und Prognose
Durch das verbesserte Verstandnis der Erkrankung und den Einsatz zielgerichteter
krankheitsmodifizierender Medikamente konnte in den letzten Jahren die Prognose

deutlich verbessert werden. Neben symptomatisch ausgerichteten Therapieansatzen
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und einer  Glucocorticoid-basierten  Schubtherapie = kommen  zunehmend
immunmodulatorische und immunsuppressive Wirkstoffe zum Einsatz. (45) Diese
werden individuell ausgewahlt, da das Ansprechen sowie der Auspragungsgrad der
Nebenwirkungen stark in Abhangigkeit von der Verlaufsform, dem Schweregrad und
patientenbezogenen Faktoren variieren. (46) Da die Therapie mit Immunmodulatoren
anhand eines Stufenschemas mit Wirkstoffen unterschiedlicher Aggressivitat erfolgt
nimmt die Abschatzung der Krankheitsaktivitat und der individuellen Prognose eine
wichtige Schlusselrolle im klinischen Alltag bei der Auswahl eines Medikamentes ein.
Hierfur werden neben klinischen Aspekten die Lasionslast und Dynamik dieser mittels
Bildgebung zu Rate gezogen. (47) Als entscheidend fir ein gunstiges Outcome hat
sich neben der Wahl eines passenden Medikamentes die moéglichst frihe Intervention
erwiesen, um einem Krankheitsprogress und der Entstehung von Behinderung in einer

frihen und entscheidenden Phase effizient entgegen wirken zu kénnen (48).

Zu den prognostisch ungunstigen Faktoren werden ein méannliches Geschlecht, ein
spater, polysymptomatischer Krankheitsbeginn mit inkompletter Remission oder
progredientem Verlauf, sowie das friihe Erreichen eines EDSS von 4 gezahlt (49).
Zusatzlich koénnen zur Abschatzung des Verlaufes die Liquordiagnostik, sowie die
Bildgebung mittels MRT hinzugezogen werden: Der Nachweis oligoklonaler Banden
im Liquor als Ausdruck von Entziindungsprozessen des ZNS sowie mehr als zehn
Lasionen in der MRT bei Patient/innen mit KIS sind mit einer erh6hten Manifestationen
einer RRMS assoziiert. Hierbei spielt neben der Lasionsgro3e auch die Lage dieser
eine Rolle, da insbesondere infratentorielle und spinale Lasionen mit einem
schlechteren Langzeitergebnis einhergehen. Bei Patient/innen mit bereits
manifestierter RRMS geht dartber hinaus eine erhéhte initiale Lasionslast und deren
rasche Zunahme mit einem hdheren Behinderungsgrad nach 20 Jahren einher (s.
Abb. 1). (37, 47, 50) Als Korrelat bereits frih einsetzender Neurodegeneration kann
die mittels MRT ermittelte Atrophie der grauen Substanz Hinweise auf einen frihen
Krankheitsprogress und eine vorzeitige Konversion in eine sekundar progrediente

Erkrankungsform geben (51).
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Abb. 1 EDSS im Krankheitsverlauf in Abhangigkeit von der initialen Lasionslast Kreuze: >10
Lasionen; Dreiecke: 4-9 Lasionen; Vierecke: 1-3 Lasionen; Kreise: 0 Lasionen. Abbildung aus Tintore
et al. Defining high, medium and low impact prognostic factors for developing multiple sclerosis 2015
(50)

Genetische Tests bilden zurzeit keine Grundlagen zur Verlaufsbeurteilung oder
Auswahl der Medikamente. Zahlreiche Studien legen jedoch nahe, dass bestimmte
Risikomutationen genutzt werden kénnten, um die Schwere eines Krankheitsverlaufes

oder das Ansprechen auf bestimmte Medikamente abzuschétzen (52).

1.2 Allgemeine Grundlagen der Genetik

Die genetische Information eines Individuums wird in Form von DNA
(Desoxyribonukleinsdure) und RNA (Ribonukleinsaure) gespeichert und vererbt,
wobei Gene, proteinkodierende Abschnitte der DNA, die Grundeinheit der
Erbinformation bilden. Hierbei ist die Reihenfolge der Basenbausteine der DNA
entscheidend, welche durch Transkription und Translation in eine Aminosauresequenz

und dementsprechend in ein funktionelles Protein Ubersetzt wird. An einem Genlocus
9
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kann die DNA-Sequenz in Form unterschiedlicher Auspragungen (Allele) vorliegen,
welche in haufigere und seltenere Allele unterschieden werden. Kommt eine
bestimmte Sequenz mit einer erhdhten Haufigkeit vor (>1%) liegt in Abgrenzung zu
einer Mutation (<1%) ein Polymorphismus vor. Unterscheidet sich die Variante dabei
in nur einem Basenpaar, spricht man von einem Single Nucleotid Polymorphismus
(SNP). (53) Da nicht alle Abschnitte der DNA abgelesen werden und als Exons den
Zellkern verlassen, ist die Lage eines Polymorphismus mitentscheidend fir seine
Auswirkung. SNPs kénnen in kodierenden Regionen zu einem Aminosaureaustausch
(25% nicht-synonym) und zu einer funktionellen Einschrénkung eines Proteins fiihren
oder stumm auftreten (25% synonym). 50% der Polymorphismen liegen in nicht-
kodierenden Abschnitten zwischen Genen oder auf Introns, welche im Zellkern
verbleiben. Ein Einfluss dieser SNPs auf die Genexpression und Translationseffizienz

und somit auf die Diversitat unterschiedlicher Individuen wird jedoch diskutiert (54).

1.2.1 Genomweite Assoziationsstudien

Bei der Erforschung verschiedenster Erkrankungen nimmt die Suche nach der
Beziehung zwischen Genotyp und Phanotyp eine zentrale Rolle ein. Seit 2007
kommen zunehmend genomweite Assoziationsstudien zum Einsatz, um weit
verbreitete genetische Varianten im gesamten Genom zahlreicher Individuen zu
erfassen und solche zu identifizieren, welche mit einer Erkrankung assoziiert sind. Die
genomweite Analyse bietet den Vorteil, dass nicht im Vorfeld mogliche Gene von
Interesse  ausgewahlt werden mussen, sondern ohne  vorgeschaltete

Hypothesenbildung nach neuen Risikoallelen geforscht werden kann. (53, 55)

GWAS konnen im Design einer Fall-Kontroll-Studie basierend auf Unterschieden in
Allelfrequenzen durchgefuhrt werden und bieten so Rickschlisse auf Risikoallele,
welche mit dem generellen Entstehen einer Erkrankung im Zusammenhang stehen
(Suszeptibilitatsgene). Sie koénnen jedoch auch auf die Assoziation von SNPs mit
ausgewahlten quantitativen Erkrankungsmerkmalen (Endophéanotypen) prifen und

somit zum Verstandnis variabler Krankheitsverlaufe beitragen. (56)

Zu beachten ist hierbei, dass eine beobachtete Assoziation keine Rickschliisse auf
Kausalitdten zuldsst. In Anbetracht zahlreicher mdglicher Konfounder, wie

unterschiedlichen Ethnizitaten, Umweltfaktoren und DNA-Qualitat, ist eine genaue
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Charakterisierung des Patientenkollektivs und Qualitatskontrolle des Datensatzes
unerlasslich. Da den untersuchten Erkrankungen haufig polygenetische Strukturen
zugrunde liegen und die einzelnen detektierten Allelvarianten kleine Effektstarken
aufweisen sind grof3e Kohorten und eine anschlieBende Replikation in einer
unabhéngigen Population notwendig, um Assoziationen sensitiv zu identifizieren und

zu validieren. (53)
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2 Literaturdiskussion

Zu der Fragestellung welche genetischen Faktoren maf3geblich an der MS beteiligt
sind, wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv geforscht. Im Folgenden wird eine
Ubersicht zu im Rahmen von Genomanalysen identifizierten Risikovarianten gegeben.
Hierbei wird zwischen solchen genetischen Polymorphismen unterschieden, welche
mit der Entstehung von MS assoziiert sind (s. 2.1 Einfluss von Genvarianten auf MS:

Entstehung) und solchen, welche im Zusammenhang mit verlaufsbeurteilenden
Parametern stehen und somit Auswirkungen auf die Schwere des Krankheitsverlaufes
haben und zur Heterogenitat des Krankheitsbildes beitragen (s. 2.2 Einfluss von

Genvarianten auf MS: Endophénotypen). Angesichts der Fragestellung der

Dissertation werden im Folgenden die Studien zu verlaufsassoziierten genetischen
Varianten ausfuhrlicher wiedergegeben werden, obwohl die Studienlage zu

genetischen Einflissen auf die Entstehung der MS insgesamt umfangreicher ist.

2.1 Einfluss von Genvarianten auf MS: Entstehung

Da in Anbetracht eines erhéhten Auftretens von MS bei familiarer Vorbelastung und
groBer regionaler Unterschiede frih von einem genetischen Beitrag zur MS
ausgegangen werden konnte, bestand bereits in den 1970er Jahren der Wunsch,
Risikomutationen, welche zur Entstehung der MS beitragen, zu identifizieren. Seitdem
wurden in der MSgene Datenbank (msgene.org, (57)) bis 2012 tber 700 Studien zu
Uber 800 Genen registriert, wobei in einer ersten Phase der Studien, welche
Uberwiegend auf kleinen Kohorten kaukasischer Abstammung basierten, wenige
Ergebnisse repliziert werden konnten. Als robust erwies sich der durch Bertrams et al.
(58) und Naito et al. (59) 1972 erstmals beschriebene Zusammenhang zwischen
Genvarianten in dem auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 liegenden HLA-
Gencluster und MS, welcher durch mehrere Studien bestatigt werden konnte (7).
Durch verbesserte technische Moglichkeiten konnte 2002 durch Barcellos et al. (60)
innerhalb des HLA-Genclusters das mal3gebliche Allel HLA-DRB1*15:01 genauer
lokalisiert und identifiziert werden, welches innerhalb der Region die Einflussnahme

dominiert und das Risiko an MS zu erkranken um das Dreifache erhdht. (8)

Durch den Einsatz von GWAS ab Mitte der 2000er Jahre konnten in einer zweiten
Phase der Assoziationsstudien durch das hypothesenfreie Untersuchen des gesamten

Genoms in groBen Kohorten zahlreiche SNPs identifiziert werden. Einen Uberblick
12
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Uber die in den letzten Jahren durchgefiihrten GWAS gibt Tabelle 1. Die einzelnen
Polymorphismen wiesen dabei in den Studien nur kleine Effektstarken auf und konnten
zu einem verbesserten Verstandnis des komplexen Vererbungsmusters der MS
beitragen. Im Sinne der common disease - common variant-Hypothese, welche
besagt, dass das genetische Risiko haufigerer Erkrankungen durch ein breites
Spektrum haufiger Allelvarianten (>1% der Bevolkerung betreffend) bestimmt wird,
kann auch im Falle der MS von einem Zusammenspiel verschiedener weit verbreiteter
Risikovarianten, welche in einem akkumulierten Erkrankungsrisiko resultieren,

ausgegangen werden. (8, 61)

Die erste grol3 angelegte GWAS wurde 2007 durch das International Multiple Sclerosis
Genetics Consortium (IMSGC) durchgefuhrt und entdeckte Polymorphismen in den
Genen ILR2A und ILR7A, welche flr Interleukin-Rezeptoren kodieren, sowie
zahlreiche Varianten innerhalb der MHC-Region (62). In den folgenden Jahren
konnten mehrere Studien mittels GWAS weitere Genloci aul3erhalb des HLA-
Genclusters identifizieren, welchen moderate Effektstarken nachgewiesen wurden
(Odds Ratio<1.2) und welche somit nur jeweils einen kleinen Beitrag zur Entstehung

der Erkrankung leisten (63).

Im Rahmen einer aktuelleren Assoziationsanalyse aus dem Jahre 2019 konnte das
IMSGC (64) 233 SNPs innerhalb und auRRerhalb der MHC-Region identifizieren,
darunter eine erste das X-Chromosom betreffende Genvariante. Die funktionelle
Auswirkung dieser Polymorphismen, welche gréR3tenteils in nicht kodierenden
Regionen auf Introns oder intragenetisch liegen, ist Uberwiegend unbekannt, eine
regulatorische Einflussnahme auf die Genexpression und Splicingprozesse kann
jedoch angenommen werden. Die 200 autosomalen non-MHC Varianten wiesen
erneut geringe Effektstarken auf, deren akkumulierte Auswirkung den genetischen

Beitrag zur Krankheitsentstehung noch nicht ganzlich erklaren kann.

Neben der Identifikation haufig auftretender Risikovarianten mittels GWAS wurden
Exom- und Sequenzierungsstudien durchgefihrt, um auch seltene Varianten mit
Einfluss auf die Krankheitsentstehung zu erfassen. Das IMSGC konnte so weitere, in
GWAS bisher noch nicht beschriebene Varianten mit geringer Pravalenz ermitteln,

deren akkumulierter Einfluss auf das Auftreten der MS auf 5% geschétzt wird. (65)
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Das Zusammenspiel der einzelnen Risikovarianten, welche in einem erhohten
Erkrankungsrisiko resultieren, wurde in den letzten Jahren durch Analysen der
betroffenen Signalwege genauer erforscht. Hierbei fand sich in Uberschneidung mit
anderen Autoimmunerkrankungen eine Uberwiegende Beteiligung von Immunsystem-
betreffenden Signalwegen wie der Lymphozytenproliferation, T-Zell-Differenzierung
und -aktivierung. (66) Darlber hinaus scheinen Risikovarianten mit jeweils geringer
Effektstarke, welche insbesondere in Netzwerke der Zell-Adhasion involviert sind,
Uberproportional an der Entstehung der Multiplen Sklerose beteiligt zu sein (67).

Auch wenn die epidemiologischen Daten nahelegen, dass das Risiko an MS zu
erkranken, ethnizitatsabhangig variiert, ist zu den zugrundeliegenden Unterschieden
der genetischen Mechanismen wenig bekannt, da der Grof3teil der Studien auf
kaukasische Studienkohorten beschrénkt ist (8).

2.2 Einfluss von Genvarianten auf MS: Endophanotypen

In  Anbetracht des heterogenen Verlaufes des durch MS verursachten
Behinderungsgrades und -progress besteht ein groRes Interesse, neben
krankheitsverursachenden Polymorphismen auch verlaufsmodifizierende genetische
Varianten zu identifizieren und diese als prognostische Marker einsetzten zu kénnen.
Zu dieser Fragestellung durchgefihrte Studien lieferten in den letzten Jahren nicht nur
unterschiedliche Ergebnisse, sondern unterschieden sich auch in der Wahl des
Schweregrad-charakterisierenden Markers (68). Tabelle 2 bietet einen Uberblick tiber
bisherige genomweite Studien zur Assoziation von Genvarianten mit den
unterschiedlichen Verlaufsparametern. Lediglich zwei der in den GWAS analysierten
SNPs erreichten hierbei das zuvor definierte genomweite Signifikanzniveau von
p<1x1078 (p-Signifikanzwert), zahlreiche Polymorphismen konnen jedoch durch

niedrige p-Werte als hinweisend gewertet werden.

2009 untersuchten Baranzini et al. (69) erstmalig in einer genomweiten
Assoziationsstudie neben dem Einfluss von 551642 SNPs auf die generelle
Krankheitsentstehung den zusatzlichen Einfluss dieser Polymorphismen auf den
Krankheitsverlauf. Als verlaufsabbildende Parameter wurden hierfir das Alter bei
Krankheitsbeginn, die Krankheitsschwere, gemessen mittels Multiple Sclerosis

Severity Scale (MSSS), sowie das durch MRT ermittelte Gehirnparenchym- und
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Lasionsvolumen gewahlt. Weiterfuhrende Analysen der durch die Polymorphismen
betroffenen Gene und ihrer Signalwege stellten funktionelle Unterschiede zwischen
krankheitsauslésenden und verlaufsbeeinflussenden Genvarianten fest: Wéahrend im
ersteren Fall Uberwiegend an Antigenprozessierung und -prasentation beteiligte
Signalwege betroffen waren, wurden durch verlaufsbeeinflussende Polymorphismen
betroffene Gene uberwiegend in Geweben des ZNS exprimiert und spielten bei der
Axonausrichtung und Signallibertragung eine zentrale Rolle. Gene, welche mit dem
Lasionsvolumen assoziiert waren (Neuroligin 1, Huntingtin interacting Protein 2,
Cadherin 10), konnten regulatorischen Homoostase fordernden Zellprozessen

zugeordnet werden.

Weitere ebenfalls mit dem MSSS assoziierte genetische Varianten konnten im
Rahmen dreier sich anschlie3ender Studien 2010, 2011 und 2015 identifiziert werden:
Brynedal et al. (70) heben in ihrer Studie hierbei vor allem zwei SNPs hervor, welche
auf dem MGAT-Gen lokalisiert sind. Dieses kodiert fir ein Enzym, welches an der T-
Zell-Aktivierung beteiligt ist. Mittels einer grol3 angelegten Studie mit 1470
Patient/innen und 2,5 Millionen SNPs konnte das IMSGC 29 weitere Polymorphismen
identifizieren, welche unter anderem PTPRD (Protein Tyrosin Phosphatase, Rezeptor
Typ D), TRIMZ2 (Tripartite motif-containing 2) und die LOC100289506/YWHAG Region
betrafen. In Ubereinstimmung mit Baranzini et al. fand sich eine Beteiligung des Genes
GRIN2A (Glutamat N-methyl D-Aspartat Rezeptor Subtyp 2A) sowie in Signalweg-
Analysen eine Uberreprasentation von an Calcium-abhangigen und neuronalen
Prozessen beteiligten Genen (71). In einer kleineren italienischen Kohorte konnten
Giacalone et al. 2015 (72) keinen der zuvor entdeckten Polymorphismen replizieren,
fanden jedoch 26 neue mit MSSS assoziierte Polymorphismen, sowie 39 SNPs,
welche mit dem Erkrankungsalter im Zusammenhang standen. Interessanterweise
gab es beziiglich der assoziierten Genvarianten keine Ubereinstimmung zwischen
Patient/innen mit RRMS und PPMS. Die Analyse der durch die betroffenen Gene
gebildeten Netzwerke ergab eine Uberdurchschnittliche Involvierung CREB (CAMP-

response element-binding protein) - sowie p53-assoziierter Signalwege.

Matsushita et al. (73) wahlten im Rahmen einer weiteren Genomanalyse 2015 anstelle
des MSSS mittels MRT erhobene Daten zur Kortexdicke. Diese wurde als
Verlaufsparameter fur durch kortikale Lasionen und generalisierten Substanzverlust

verursachte Schadigungen der grauen Substanz und damit einhergehender
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Behinderungsakkumulation gewertet. Die betroffenen Gene, die in Ubereinstimmung
mit vorherigen Forschungsergebnissen Signalwegen zugeordnet wurden, welche die
neuronale Entwicklung, die Regulation der intrazellularen Calciumkonzentration und
das Glutamat-abhéngige Transmittersystem betreffen, wiesen erneut keine
Schnittmenge mit bekannten MS-verursachenden Genvarianten auf. Dem gegeniber
stehen die Ergebnisse einer Studie von Pan et al. aus dem Jahre 2016, in welcher
sieben Polymorphismen auf Genen identifiziert werden konnten, die sowohl mit der
Krankheitsentstehung als auch der Behinderungszunahme gemessen anhand des
EDSS assoziiert waren (74).

Sich anschlieRende Untersuchungen zu genetischen Varianten und mittels MRT
charakterisierten Phanotypen konnten zusétzlich eine Assoziation von HLA-
DRB1*15:01 mit einem erhdhten Lasionsvolumen der weiRen Substanz darstellen,
sowie weitere mit L&sionsverteilungen und Hirnstammvolumen assoziierte SNPs
identifizieren (75—77). Einem anderen Polymorphismus des HLA-Genclusters konnte
hingegen ein protektiver Charakter zugeordnet werden, da beispielsweise das HLA-
A*02-Allel in einer Studie von Lysandropoulos et al. mit einem niedrigeren MSSS,

EDSS und einer verringerten Lasionszahl assoziiert war (78).

Jokubaitis et al. kommen durch die Analyse der aufgefiihrten GWAS und einer Vielzahl
weiterer kleinerer Studien zu dem Schluss, dass dem Verlauf der MS unterschiedliche
Genarchitekturen zugrunde liegen: Wahrend Verlaufsmarker, welche ein
inflammatorisches  Geschehen widerspiegeln, Uberwiegend mit bekannten
krankheitsverursachenden Polymorphismen assoziiert sind, stehen Parameter der
Neurodegeneration, wie beispielsweise die Gehirnatrophie, mit einer eigenen Gruppe
an genetischen Varianten im Zusammenhang. Somit kann die geringe Schnittmenge
zwischen krankheitsbeeinflussenden Genvarianten bei schubférmigen und
progressiven Verlaufen teils durch Unterschiede der zugrundeliegenden
Pathomechanismen erklart werden, welche bei den beiden Verlaufsformen beziglich
des Anteils an inflammatorischen und neurodegenerativen Prozessen divergieren.
(68)

Die beiden verlaufsassoziierten Polymorphismen, welche ein genomweites
Signifikanzniveau erreichten, konnten Zhou et al. (79) in einer longitudinal angelegten
Studie 2017 und Vandebergh et al 2021 (80) identifizieren. Der durch Zhou et al.

beschriebene mit einem erhdhten Schubrisiko assoziierte Polymorphismus liegt auf
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dem LRP2(LDL-Rezeptor-related Protein 2)-Gen, welches Uberwiegend in Neuronen
und Oligodendrozyten exprimiert wird und als membranstandiger Rezeptor eine
zentrale Rolle bei dem Wachstum und der Ausrichtung von Axonen spielt. Auch Trager
des in der zweiten Studie beschriebenen Risikoallels rs11871306 auf dem Gen
WNTB9, welches ebenfalls an der Axonausrichtung und Bildung von Synapsen
beteiligt ist, wiesen hoherfrequentere Schubraten auf. Als zusatzlich mit dem
Schubrisiko assoziierten Genlocus, ohne jedoch genomweite Signifikanz zu erreichen,
identifizierten Graves et al. 2018 (81) AHI1, womit dieses bereits aus Fall-Kontroll-
GWAS bekannte Gen eine der wenigen  Schnittstellen  zwischen

krankheitsverursachenden und verlaufsmodifizierenden Genvarianten darstellt.

Keiner der zuvor beschriebenen Polymorphismen lief3 sich in der derzeit aktuellsten
Assoziationsstudie von Jokubaitis et al. (82) aus dem Jahr 2023 replizieren. Die Studie,
welche auf den Daten einer gut phanotypisierten und groRen Kohorte von
Patient/innen mit einer schubférmigen MS basiert, nutzt unter anderem den Median
longitudinal erhobener MSSS-Werte (I-MSSS) um den Schweregrad der Erkrankung
umfassend zu charakterisieren. Keine der genetischen Varianten erreichte das
genomweite Signifikanzniveau. Zahlreiche Polymorphismen wiesen jedoch niedrige p-
Werte auf, darunter mehrere innerhalb der fir SEZ6L (Seizure Related 6 Homolog
Like) kodierenden Region, einem mit dendritischer Fortsatzbildung und Aussprossung
assoziiertem Gen. Ebenso lieRen sich genetische Varianten innerhalb des MTSS1
(Missing In Metastasis Protein)-Genes identifizieren, welche sich nach Stratifizierung
nach Geschlecht fur Patientinnen als signifikant erwiesen. Wie in vorausgegangenen
GWAS liefl3 sich ein Grof3teil der Polymorphismen auf intergenetischen Arealen oder
Introns  lokalisieren und wies keinerlei Schnittmenge mit bekannten
krankheitsverursachenden SNPs auf. In weiterer Ubereinstimmung mit vorherigen
funktionellen Netzwerk-Analysen zeigten sich die betroffenen, tUberwiegend im ZNS
exprimierten Genen in Prozesse der synaptischen Plastizitat und der mitochondrialen
Funktion sowie in Kalzium-anhangige Signalwege involviert. In einem zweiten Schritt
nutzten Jokubaitis et al. einen Algorithmus um unter Berlcksichtigung 62000
ausgewahlter  Polymorphismen den  Krankheitsverlauf der Patient/innen
vorauszusagen. Dieser Ansatz zeigte sich prognostischen Herangehensweisen auf
Basis klinischer Daten tberlegen und konnte somit den mdglichen klinischen Nutzen

genetischer Analysen zur Abschatzung der Prognose und die damit einhergehende
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Relevanz verlaufsmodifizierende Polymorphismen umfassend zu identifizieren

hervorheben.

In den letzten Jahren hat die Sequenzierung des Exoms ebenfalls fir das genauere
Verstandnis verlaufsmodifizierender Mechanismen an Wichtigkeit gewonnen. Im
Rahmen einer Exom-Sequenzierung, welche den Einfluss genetischer Varianten auf
den Krankheitsverlauf untersuchte, konnten Sadovnick et al. 2017 (83) PSMG4
(Proteasome Assembly Chaperone 4) und NLRP5 (NLR Family Pyrin Domain
containing 5) als mit der Verlaufsschwere, Verlaufsform und Krankheitsbeginn
assoziierte Genloci identifizieren. Studien aus dem Jahr 2022 mit gezielter
Genotypisierung auf Basis vorheriger genomweiter Assoziationsstudien konnten
weitere Assoziationen zwischen Polymorphismen und der Krankheitsschwere,
gemessen am MSSS nachweisen: So gehen Polymorphismen im P2X7-Rezeptor-
Gen, welches von Mikrogliazellen exprimiert wird und eine entziindungsférdernde
Rolle durch Aktivierung von T-Zellen einnimmt, insbesondere in frihen
Krankheitsphasen mit einem erhdhten MSSS einher (84). Ebenfalls die Expression in
Mikrogliazellen betreffend scheint eine Veranderung des CYBA (Cytochrome b-245
Alpha Chain)-Gens Uuber eine verminderte Produktion freier Sauerstoffradikale
hingegen eine protektive und somit positive Auswirkung auf den Krankheitsverlauf

auszulben (85).

Einen zusatzlichen Zugang zum Verstandnis des Zusammenhanges von Genetik und
Krankheitsverlauf ermoéglicht einer Reihe epigenetischer Studien der letzten Jahre.
Diese untersuchen die Einflussnahme epigenetisch beeinflusster Genaktivitat und -
expression durch Methylierung und Histonmodifikation auf Myelinisierungsprozesse
und neuro-axonale Vulnerabilitat und die damit einhergehende
Behinderungsprogression. Eine post mortem Studie von Kular et al. (86) konnte 2019
abweichende Methylierungsmuster in neuronalen Zellen von MS-Patient/innen
nachweisen, welche, in Ubereinstimmung mit Giacalone et al., in CREB-assoziierte
Signalwege involviert sind und somit Einfluss auf die Ausrichtung von Axonen und

synaptische Plastizitat nehmen (72, 87).
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Tabelle 1 Literaturiibersicht: Entstehung der MS Uberblick bisheriger Studien zur Assoziation von Genvarianten mit der Entstehung von MS, Tabelle iibernommen
und angepasst von Cotsapas et al. 2018 (63), in Klammern werden exemplarisch die durch die identifizierten SNPs betroffenen Gene angegeben

Referenz (Nr.) Falle/Kontrollen Signifikanzniveau Interne Replikationen Signifikante Loci nach/vor Replikation
IMSGC, 2007 (62) 931/2 431 1x10™ 1x 2/1 (IL2RA, IL7RA)
Comabella et al., 2008 242/242 0,01 2x 2/2 (HLA-DRB/DQA)

(88)

Baranzini et al., 2009 (69) 978/883 1x10™ Ausgewahlte SNPs 1/5 (GPC5)

ANZgene, 2009 (89) 1618/3 413 1x10™ 1x 2/6

Jager et al., 2009 (90) 2 624/220 1x1073 1x 10/6 (TNFRSF1A, IRF8, CD6)
Jakkula et al., 2010 (91) 768/136 1x1073 2x 8/7 (STAT3)

Sanna et al., 2010 (92) 882/872 5x107® 1x 11/10 (CBLB)

Nischwitz et al., 2010 (93) 592/825 10 x 1076 - 3 (VAV2, ZNF433)
Patsopoulos et al., 2011 5545/12 153 5x1078 Meta-Analyse 3 (MLANA)

(94)
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Referenz (Nr.)

Falle/Kontrollen

Signifikanzniveau

Interne Replikationen

Signifikante Loci nach/vor Replikation

IMSGC, 2011 (95)
IMSGC, 2013 (96)

IMSGC, 2019 (64)

9 772/17 376

14 498/24 091

14 802/26 703

10 x 1074°

1x10™

1x10™

20
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52/102

103/135

200/207
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Tabelle 2 Literaturiibersicht: Endoph&notypen der MS Uberblick bisheriger Studien zur Assoziation von Genvarianten mit Verlaufsparametern der MS, Tabelle zu
Teilen tbernommen und erganzt von Jokubaitis et al., 2016 (68), in Klammern werden exemplarisch die durch die identifizierten SNPs betroffenen Gene angegeben

Referenz (Nr.) Outcome Anzahl (Erkrankung) Ergebnisse (Gene)
Baranzini et al., 2009 Erkrankungsalter, MSSS, 794 (RRMS, SPMS) Kein SNP mit p<1x1078
(69) Gehirnparenchymvolumen, 15/21/17/13 SNP mit p<1x10~°
TLV
Brynedal et al., 2010 MSSS 1040/873 (RRMS, SPMS, PPMS) Kein SNP mit p<1x1078
(70) Ein SNP mit p<1x107® (MGAT5)
IMSGC, 2011 (71) MSSS 1470 (RRMS, SPMS, PPMS, Kein SNP mit p<1x1078
RRMS) 29 SNP mit p<1x1073
Matsushita et al., 2015 Cortexdicke 775 (CIS, RRMS, SPMS, PRMS, Kein SNP mit p<1x1078; Signalweg-
(73) unbekannt) Analysis
Giacalone et al., 2015  Erkrankungsalter, MSSS 451 (PPMS), 407 (RRMS) Kein SNP mit p<1x1078
(72) 39/26 SNP mit p<1x107
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Referenz (Nr.)

Outcome

Anzahl (Erkrankung)

Ergebnisse (Gene)

Pan et al., 2016 (74)

Zhou et al., 2017 (79)

Graves et al., 2018
(81)

Vandebergh et al.,
2021 (80)

Sun et al., 2021 (97)

Jokubaitis et al., 2023
(82)

Konversion zu MS, Schubrate,
EDSS

Schub-Risiko

Schub-Risiko

Schub-Risiko

Volumen der grauen Substanz

[-MSSS, altersbezogener I-
MSSS

282 (Demyelinisierende
Erkrankung des ZNS)

449 (CIS, RRMS)

323 (CIS, RRMS)

2231 (CIS, RRMS)

1391

1813 (RRMS)

22

Kein SNP mit p<1x1078,
5/4/7 SNP mit p<0,05

Ein SNP mit p=3.30x108 (LRP2)

Kein SNP mit p<1x1078
Ein SNP mit p=0,006 (AHI1)

Ein SNP mit p<5x108 (WNT9B)

Kein SNP mit p<1x1078

623 SNP mit p=0,036

Kein SNP mit p<1x1078

>100 SNP 1x107° (SEZ6L, MTSS1)
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Reagenzien

RBC Lysepuffer

NH4CI 8,299 (155mM)

KHCO3 1,00g (20mM)

Na;EDTA  0,034g (0,1mM)

Finales Volumen: 1 Liter, pH-angepasst mit
HCI/NaOH auf 7,4

SE Puffer

NaCl 4,399 (75mM)

Na;EDTA  8,41g (25mM)

Finales Volumen: 1 Liter, pH-angepasst mit
NaOH auf 8,0

Proteinase K

10mg/ml aqua dest. Merck Nr. 124568, gelagert
bei -20°C.

SDS 20%

20g SDS + 80ml aqua bidest

Gesattigte NaCl-Losung

6 M, autoclave the solution (58,44g/mol)

TE Puffer

Tris/HCI (pH 8,0) 10mM (0,121g / 100ml)
EDTA 1mM (0,02925g / 100ml)

3.1.2 Laborgerate und Zubehor

Zentrifuge

Thermo Scientific™ Heraeus™ Multifuge ™
X1

Thermo Scientific™ Heraeus™ Multifuge™ 3
L-R

Thermo Scientific™ Heraeus™ Fresco™ 21

Vortex-Schittler

VWR® Analog
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Biologische
Sicherheitswerkbank

Thermo Scientific™ MSC-Advantage™

-80° Labor-Gefrierschrank

Panasonic® Ultra-low temperature Freezer
DU700VH

Mundschutz

HALYARD Health The lite one* Procedure Mask

Eppendorfgefale 2,0ml

Eppendorf Safe-Lock Tubes

Pipetten 10-1000 pl

Eppendorf Research®

Akku-betriebene Pipettierhilfe

Hirschmann® Pipetus®

Pipettenspitzen

STARLAB TipOne®

Falcon R6hrchen 50ml

Greiner Bio-One™

3.2 Methoden
3.2.1 Studiendesign

In die Studie im Querschnittsdesign wurden 358 Patient/innen (n=358) mit nach

McDonald-Kriterien diagnostizierter MS sowie KIS aufgenommen, welche Mitglieder
der Kohorte der MS-Gutenbergstudie sind und zwischen 2013 und 2019 eine

standardisierte MRT in der Neurologie der Universitatsmedizinerhalten Mainz erhalten

haben. Mittels der Lesion Segmentation Toolbox (LST) konnten das zerebrale

Lasionsvolumen sowie die Volumina der grauen und weiRen Substanz automatisch

erfasst werden. Einschlusskriterien waren hierbei:

- die Diagnose einer schubférmig oder sekundar progredient verlaufenden MS
(CISIRRMS/SPMS) nach den 2017 revidierten McDonald-Kriterien (zwischen

2013 und 2017 gestellten Erstdiagnosen lagen die McDonald-Kriterien von

2010 zugrunde)

- das Vorliegen einer cMRT mit den folgenden Sequenzen: T1-Wichtung

(,magnetization prepared rapid gradient echo“ (MP-RAGE)-Sequenzen) und

T2-Wichtung (,fluid attenuated inversion recovery“ (FLAIR)-Sequenzen)

- das Vorliegen von demographischen und klinischen Daten zum Zeitpunkt der

MRT
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Zusatzlich wurden folgende Ausschlusskriterien definiert:

- Diagnose einer PPMS
- Nicht-europaische Abstammung (mittels anamnestischer Erhebung der
Abstammung der Eltern und der Grol3eltern)

Um SNP-Daten zu generieren, wurde von den Patient/innen EDTA-Blut gewonnen und
DNA extrahiert, welche anschlieRend mithilfe eines genomweiten Array-Chips am
Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin in Goéttingen genotypisiert wurde.

Zusatzlich wurden neben den demographischen Daten Geschlecht und Alter weitere
klinische Daten retrospektiv zum Zeitpunkt der Bildgebung anhand der &rztlichen
Dokumentation erhoben. Hierzu zdhlen der EDSS-Wert zur Erfassung des durch MS
verursachten Grades der Behinderung, die Verlaufsform der MS (RRMS, KIS, PPMS,

SPMS) und die eventuelle Behandlungsart und -dauer.

Das schriftliche Einverstandnis zur Studienteilnahme wurde von allen Patient/innen im
Vorfeld eingeholt und ein Ethikantrag bei der lokalen Ethikkommission beantragt und
bewilligt (837.019.10).

3.2.2 Bestimmung des TLVs mittels LST

Die Bildgebung mittels MRT erfolgte als Routineuntersuchung teils im Kontext der
Diagnosestellung, teils im Rahmen der Verlaufskontrollen nach standardisiertem
Schema im Neuroimaging Center in Mainz. Hierbei erhielten alle Patient/innen mit
einem 3 Tesla Magnetresonanztomographen (Magnetom Tim Trio, Siemens
Healthcare, Erlangen, Germany) mit einer 32-Kanal Empfangerspule Aufnahmen vom
Kopf in T1-Wichtung (sagittale 3D T1-gewichtete MP-RAGE-Sequenzen (TE/TI/TR =
2,52/900/1900ms, Anregungswinkel = 9°, FOV (field of view) = 256 x 256 mm,
MatrixgrofR3e = 256 x 256, slab thickness = 192 mm, voxel size =1 x 1 x 1 mm)) und in
T2-Wichtung (sagittale 3D T2-gewichtete FLAIR-Sequenzen (TE/TI/TR =
388/1800/5000 ms, echo-train length = 848, FOV = 256 x 256 mm, Matrixgrof3e = 256
X 256, slab thickness = 192 mm, voxel size =1 x1 x 1 mm)) (s. Abb. 2).

Die MRT-Aufnahmen im DICOM Format (Digital Imaging and Communications in
Medicine Format) wurden im ersten Schritt in das NIFTI Format (Neuroimaging

Informatics Technology Initiative Format) Uberflhrt. Aus diesen Daten lie3en sich
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anschlieend das zerebrale Lasionsvolumen sowie die Volumina der wei3en und
grauen Substanz ermitteln. Fur die Segmentierung der Lasionen verwendeten wir den
Lesion Growth Algorithmus (LGA, Schmidt et al., 2021), welcher Teil der Lesion
Segmentation Toolbox (LST, Version 3.0.0, www.statistical-modelling.de/Ist.html) ist,
sowie die VBMS8 (voxel-based morphometry) Toolbox (98). Hierflir nutzten wir die
Statistical Parametric Mapping (SPM8) Software, welche Uber die Plattform Matlab
R2021b (www.mathworks.de/products/matlab/) lief. (99)

Abb. 2 Kranielle MRT Aufnahmen eines Patienten (Subject419, 35 Jahre alt, mannlich mit einem
Lasionsvolumen von 2,68ml, dem Median unserer Kohorte (2,05ml) dhnelnd) a) T1-gewichtet sagittal
b) T2-gewichtet FLAIR sagittal

Fur die Segmentierung ordnet der Algorithmus Bereiche der 3D T1-gewichteten Bilder
intensitatsbasiert den drei Gewebsklassen Liguor, graue Substanz und weil3e
Substanz zu. Mittels einer Ko-Registrierung mit den 3D FLAIR Bildern wird das
Lasionsvolumen berechnet, indem voxelweise in der FLAIR-Einstellung fur
hyperintens erscheinende Areale Wahrscheinlichkeiten, dem Lasionsgewebe

anzugehoren, errechnet werden.

Durch das Ausflllen dieser Bereiche im korrespondierenden T1-gewichteten Bild
entstehen sogenannte Lesion Belief Maps. Die ausgefillten Bereiche kdnnen

anschlieBend bei der Zuordnung der grauen und weil3en Substanz als Lasionen im
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Mark kategorisiert werden und werden nicht mehr aufgrund ihrer abweichenden
Intensitat falschlicherweise dem Kortex oder dem Marklager zugeordnet. Wir legten fur
alle Patient/innen einen Schwellenwert (k) von 0,1 fest, fur welchen wir im Vorfeld
durch mehrmaliges Testen und visuelles Abgleichen herausfanden, dass dieser die

genauesten Ergebnisse bei unserem Patientenkollektiv erzielte.

Abb. 3 Prozess der Segmentierung: MRT T1-gewichtete Sequenz in Coronar-, Sagittal- und
Transversalebene a) mit sichtbar eingezeichneten Lasionen (gelb) periventrikular (s. Pfeil) und
juxtacortical nach der Co-Registrierung mit den Flair-Aufnahmen und Erstellung einer Lesion Belief Map
b) nach erfolgtem Lesion Filling (grau) c) nach Erstellung einer bindren Maske (Lasionen in griin) durch
Applikation des Schwellenwerts Kappa=0,1 und Segmentierung in weie und graue Substanz
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Durch Anwendung des Schwellenwerts wird eine binédre Lasionsmaske generiert (s.
Abb. 3) und nach Auslesung des Lasionsvolumens werden die Bilder durch den
Algorithmus atlas-basiert (MNI (Montreal Neurological Institute) normalisiert) in Liquor,
weil3e und graue Substanz segmentiert. (s. Abb. 4) Das Gehirngesamtvolumen wurde
als die Summe von Liquor, grauer und weil3er Substanz definiert. Abschliel3end
wurden die Ergebnisse der Segmentierung optisch gepruft, um die Zuverlassigkeit der

automatischen Zuteilung zu tuberprufen.

Abb. 4 Ergebnis des Segmentierungsprozesses Darstellung der grauen und weil3en Substanz,
sowie der Lasionen (griin) am Beispiel des Coronarschnitts nach atlas-basierter Normalisierung

3.2.3 Genotypisierung

Durch Gewinnung von EDTA-BIut im Rahmen einer vendsen Blutentnahme konnte flir
alle Patient/innen DNA aus den Zellen nach standardisiertem Schema isoliert werden.
Dies geschah nach laborinternem Protokoll (s. 3.1 Material) durch das Neurologie

Labor der Universitdatsmedizin Mainz.

Fur die Generierung genomweiter SNP-Daten wurde der Affymetrix Axiom®
myDesign™ GW Array Chip (Thermofischer) verwendet. Dieser umfasst 610 849
SNPs, deren Auswahl auf neurowissenschaftliche Fragestellungen und ein
kaukasisches Patientenkollektiv zurechtgeschnitten wurde. Letzteres berlcksichtigten
wir, um die Wabhrscheinlichkeit zu reduzieren, dass eventuelle Effekte auf das
Lasionsvolumen durch unterschiedliche genetische Abstammung und nicht durch

krankheitsspezifische Mechanismen verursacht worden sein kdnnten. Aus diesem
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Grund wurden im Rahmen der anschlieBenden Qualitéatskontrolle und Auswertung
ausschlief3lich Daten von Patient/innen europaischer Abstammung beriicksichtigt. Das
Array wurde nach Protokoll der Hersteller im Rahmen eines multizentrischen Projektes
durch das Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin in Gottingen durchgefihrt.
(s. Abb.5)
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Abb. 5 Schematische Darstellung des Arrays Nach Vermehrung der gesamten DNA (200ng) wird
diese zuféllig fragmentiert (25 bis 125 Basenpaare). Die Fragmente werden aufgereinigt, suspendiert
und auf die Axiom Genome-Wide Human Array Plate aufgebracht. Nach Hybridisierung werden die
gebundenen Zielstrukturen gewaschen, um unspezifische Hintergrundsignale durch zuféllige
Bindungsereignisse zu minimieren. Jedes unterschiedliche Nukleotid wird an der Arrayoberflache mit
einem farblich verschiedenen Marker versehen. Nach der Bindung wird der Array angefarbt und mittels
des GeneTitan™ Multi-Channel Instrumentes abgebildet.
(http://www.affymetrix.com/products_services/axiom_custom/axiom_mydesign.affx#1 1)

3.2.4 Qualitatskontrolle

Die Qualitatskontrolle erfolgte nach standardisiertem Protokoll nach dem Einlesen der
klinischen und genotypisierten Daten in PLINK 1.9. (Purcell et al., 2007,
http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) (100):
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3.2.4.1 SNP-level filtering

Im ersten Schritt wurden SNPs, fur welche bei mehr als 5% der Patient/innenproben
keine Daten generiert werden konnten, ausgeschlossen (Call Rate < 95%). Simultan
wurde eine Mindestfrequenz des selteneren Allels von 5% festgelegt (Minor Allele
Frequencies, MAF=5%), da Genotypisierungsfehler auf seltenere Allele einen hoheren
Einfluss haben und so einer Verfalschung der Analyseergebnisse entgegengewirkt
werden kann. Es wurden ausschlieBlich autosomale SNPs in der spateren
Assoziationsanalyse berlcksichtigt. 125 495 der urspringlichen 610 849 SNPs

entsprachen diesen Kriterien nicht und wurden ausgeschlossen.

3.2.4.2 Sample-level filtering

Im zweiten Schritt wurden die Daten auf Probenebene bereinigt. Analog zu den SNPs
wurde eine call rate auf 99% festgelegt und Patient/innen, bei denen weniger als 99%
der SNP-Daten generiert werden konnten, wurden ausgeschlossen. Zuséatzlich wurden
Proben, welche signifikant (P<107) von dem zu erwartenden Hardy-Weinberg
Equilibrium (HWE) abwichen, ausgeschlossen, da eine uberdurchschnittliche
Heterozygotie Uber alle SNPs als Hinweis auf eine schlechte Probenqualitat gewertet
werden kann (101). Dariber hinaus wurde, da es sich um eine regionale Kohorte
handelt, geprift, ob Proben von verwandten Patient/innen vorliegen und lediglich die
Daten des Individuums des verwandten Paares mit der héheren call rate beibehalten.
Hierzu wurde ein relativer Cut off von 0,125 gewahlt. Proben, bei welchen das
angegebene Geschlecht nicht mit dem Genotyp Ubereinstimmte, wurden
ausgeschlossen. Durch einen Abgleich mit Referenzgenomanalysen konnten, wie
bereits genannt, Patient/innen europaischer Abstammung herausgefiltert werden
(HapMap3). Zusatzlich konnte durch die Analyse &hnlicher SNP-Muster und die
Identifikation von Hauptkomponenten (Principal Components, PCs) eine Stratifikation

von Subpopulationsstrukturen erzielt werden (102).

Insgesamt verblieben nach der vollstandigen Qualitatskontrolle 485 038 SNPs und 315

Patient/innen fur die anschlieBende Assoziationsanalyse.
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3.2.5 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mittels PLINK 1.9 und SPSS 27.0 (IBM Corp.,
USA). Hierbei handelt es sich um eine explorative und nicht-konfirmatorische

Datenanalyse.

Fur die deskriptive Statistik werden im Folgenden stetige Variablen wie Alter und
Lasionsvolumen durch Mittelwert, Median und ihren Interquartilsabstand (IQR)
beschrieben und mittels Boxplots graphisch dargestellt. Fir kategoriale Variablen wie
Geschlecht und Erkrankungsform werden absolute und relative Haufigkeiten

angegeben.

Die Daten wurden mittels des Shapiro-Wilk-Tests und des Kolmogorov-Smirnov-Tests

auf eine Normalverteilung gepruft.

Fur den Vergleich zweier Gruppen nutzten wir in Anbetracht fehlender
Normalverteilung (Lasionsvolumen, Erkrankungsdauer, EDSS) den Mann-Whitney-U-
Test. Mehrere Gruppen wurden mittels des Kruskal-Wallis-Tests verglichen. Fur die
optische Darstellung nicht normalverteilter Daten wahlten wir eine logarithmische
Skalierung. Auf den Zusammenhang von Daten priften wir mit Hilfe der
Korrelationsanalyse nach Spearman, Starke und Richtung der Beziehung wurden mit
dem Korrelationskoeffizienten beschrieben und in Form eines Streudiagrammes

optisch dargestellt.

Die Assoziationsanalyse der nach der Qualitatskontrolle verbleibenden SNPs erfolgte
durch lineare Regressionsmodelle fir jeden einzelnen SNP separat und dem TLV als
abhangige Variable Gber PLINK. Hierbei wurden folgende Parameter als Kovariaten in

das Regressionsmodell aufgenommen:

- Geschlecht: Wir wahlten das Geschlecht als Kovariate, da Studien belegen,
dass es sowohl bezuglich der Krankheitsentstehung als auch des Verlaufes
Unterschiede zwischen Manner und Frauen gibt. Wahrend Frauen haufiger von
MS betroffen sind, ist der Verlauf bei Mannern aggressiver, sodass es bei
diesen schneller zu einem héheren Behinderungsgrad und friher zu einem

Progress zur sekundar progredienten Form kommt. (103)

- Alter: In der Literatur wird vielfach ein Einfluss der Erkrankungsdauer auf die
zerebrale Lasionslast beschrieben: Hier wird sowohl eine stetige Zunahme und
das anschlielRende Erreichen eines Plateaus bei fortgeschrittener Krankheit

(104), als auch ein Volumenabnahme im Rahmen akuter Entziindung und
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Remodelierungsprozesse beobachtet (105). Da eine anamnestische Erhebung
der Erkrankungsdauer durch retrospektive Erfragung erster Symptome nicht
objektivierbar ist und wir davon ausgehen, dass zunehmendes Alter mit einer
weiter fortgeschrittenen Krankheit und somit hoheren Lasionslast einhergeht,

berucksichtigten wir dieses in unserem Regressionsmodell.

- Therapieform: Der therapeutischen Intention entsprechend wirken sich
unterschiedliche krankheitsmodifizierende Medikamente, wie sie zurzeit zu der
Behandlung der MS eingesetzt werden, auf die zerebrale Lasionslast und somit
das in der MRT dargestellte Lasionsvolumen aus. Zwar ist der Effekt
unterschiedlicher Wirkstoffe von grof3er Heterogenitat (106—109), dennoch
entschieden wir lediglich die Frage nach Therapienaivitat in unserer

Regressionsanalyse zu beriicksichtigen, um diese Ubersichtlich zu gestalten.

- PCs: Als mdogliche Konfounder wurden abschlielend die ersten zehn
Hauptkomponenten der Genanalyse gewahlt und in unser Modell der
Regressionsanalyse aufgenommen, um eventuellen Effekten durch
unterschiedliche genetische Subgruppierungen anstelle von
krankheitsspezifischen Mechanismen Rechnung zu tragen. Die hier gewahlte
Zahl entspricht etablierten Standards bei GWAS. (102)

Um eine Korrektur fir multiples Testen zu gewaéhrleisten und falsch positiven
Ergebnissen entgegenzuwirken, wurde das genomweite Signifikanzniveau auf 5x1078
festgelegt. Genvarianten, welche einen p-Wert von 1x107° erreichen, wurden als
suggestiv definiert. Diese Grenzwerte haben sich auf Grundlage vorausgegangener
Studien als Standard fur GWAS etabliert. (110) Da es sich um eine explorative
Fragestellung handelt, ist der p-Wert im Folgenden aus informativen Grinden
angegeben und als statistisch relevant anstelle von statistisch signifikant einzuordnen.

Die Darstellung der Mutationsverteilung erfolgt mittels Manhattan Blot.
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4 Ergebnisse
4.1 Beschreibung des Kollektivs

4.1.1 Demographische Daten

Nach Ausschluss aller Patient/innen nicht-europaischer Abstammung und der mittels
PLINK durchgefuihrten Qualitatskontrolle verblieben 315 Patient/innen fur unsere
Studie. In dieser Kohorte befanden sich der epidemiologischen Verteilung der
schubférmigen MS entsprechend (2-3:1) mehr Frauen (67.6%) als Manner (32.4%)
(103). Das Alter (Minimum: 17, Maximum: 69) wurde zum Zeitpunkt der Bildgebung
festgehalten. Bezuglich des mittleren Alters und seiner Verteilung unterschieden sich

Manner und Frauen nicht. Die demographischen Parameter werden in Tabelle 3

zusammengefasst.
Parameter Anzahl (%) Median (IQR)
Alter (Jahre) 34 (27 - 45)
Geschlecht
Mannlich 102 (32.4%)
Weiblich 213 (67.6%)

Tabelle 3 Demographische Daten, die relativen Daten und Interquartilsabstande werden in Klammern
angegeben

4.1.2 Klinische Daten

Bei 259 (82,2%) der 315 in der Studie ausgewerteten Patient/innen konnte zum
Zeitpunkt der Bildgebung die Diagnose einer MS nach den 2017 revidierten McDonald-
Kriterien gestellt werden. Der Grol3teil wies hierbei einen schubférmig-remittierenden
Verlauf auf wohingegen 9 Patient/innen bereits in das Stadium einer sekundéaren
Behinderungsprogression mit oder ohne aufgesetzte Schilbe Ubergegangen waren.
Bei 56 (17,8%) Patient/innen lag zum Zeitpunkt der Bildgebung ein KIS vor, wobei
dieses als das Vorliegen eines Schubereignisses mit neurologischen Defiziten,
welches mit MS vereinbar ist, ohne Erfillung des Kriteriums der zeitlichen
Dissemination definiert wurde. Eine raumliche Dissemination zerebraler und spinaler

Lasionen konnte nachgewiesen werden (s. Tabelle 4). (36)

33



Ergebnisse

Bei einem mittleren Alter von 31 (IQR: 25-40) Jahren bei Erstdiagnose erfolgte die
Bildgebung mittels MRT bei der Halfte unseres Kollektivs innerhalb eines Jahres
(Median:12 Monate, IQR:2-53). Der maximale Abstand zwischen Diagnose und MRT
lag bei 27,5 Jahren. Das hier dokumentierte durchschnittlicher Erkrankungsalter

entspricht ebenfalls den epidemiologischen Daten weltweit (10).

Parameter Anzahl (%) Median (IQR)
Diagnose

KIS 56 (17.8%)

RRMS 250 (79.4%)

SPMS 9 (2.8%)
Therapie

Naiv 123 (39%)

Unter Behandlung 192 (61%)
Erkrankungsdauer zum 12 (2 - 53)
Zeitpunkt der MRT (Monate)
Alter bei Erstdiagnose (Jahre) 31 (25 - 40)
EDSS 1.0(0-2)

Tabelle 4 Klinische Parameter

Mit einem Median von 1 des EDSS zum Zeitpunkt der Bildgebung lag bei unserer
Kohorte ein eher milder Beeintrachtigungsgrad vor, was den Erwartungen einer
diagnosenahen Erhebung entspricht. Ebenfalls den Erwartungen entsprechend waren
Patient/innen mit einem sekundar-progredienten Krankheitsverlauf signifikant langere
Zeit erkrankt (n=9, Median 200 Monate, IQR 72,5-258 Monate) und wiesen einen
héheren Beeintrachtigungsgrad auf (EDSS: Median 6, IQR 4,74-6,5) als Patient/innen
mit RRMS (n=250, Median 14 Monate, IQR 2-70,75 Monate; EDSS Median 1, IQR 1-
2) und KIS (n=56, Median 3,5 Monate, IQR 1-8,75 Monate; EDSS Median 1, IQR 0-
1,5) (s. Abb. 6).

Unter Behandlung mit velaufsmodifizierenden Medikamenten standen zum Zeitpunkt

der MRT 61% unserer Kohorte, 39% der Patient/innen waren therapienaiv.
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Abb. 6 Verlaufsabhangige Erkrankungsdauer und -schwere Vergleich a) der Erkrankungsdauer,
p<0,001 und b) des EDSS, p<0,001, (beide auf der y-Achse in logarithmischer Skalierung aufgetragen)
zwischen Patient/innen mit KIS (56), RRMS (250) und SPMS (9). Der Boxplot gibt den Median

(horizontale Linie), die 25. Und 75. Perzentile (Box), sowie minimale und maximale Werte an (Whiskers),
Ausreil3er werden als Sternchen dargestellt

4.1.3 MRT-Auswertung

Das in der MRT dargestellte mittlere Lasionsvolumen lag bei 2,05ml (IQR:0,8-6,47).
Alle weiteren Volumina werden in Tabelle 5 angegeben.
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Parameter (ml) Median (IQR) Mittelwert (SE)
TLV 2,05 (0,8 - 6,47) 6,84 (11,3)
Totale Volume 1409,55 (1336,16 — 1508,73) 14254

CSF 224,94 231,05

GM 620,61 618,03

WM 566,85 571,18

Tabelle 5 zerebrale MRT-Befunde Gesamtes Lasionsvolumen (TLV), Cerebrospinalflissigkeit (CSF),
graue Substanz (GM), und weiRe Substanz (WM)

4.2 Einfluss demographischer und klinischer Parameter auf das TLV

Das Lasionsvolumen unterschied sich geschlechterabhéngig statistisch signifikant (p
< 0.001), wobei Frauen (n=213, Median 1,64 ml, IQR 0,59-5,05 ml) ein geringeres
Lasionsvolumen aufwiesen als Manner (n=102, Median 3,75 ml, IQR 1,42-5,05ml). (s.
Abb. 7)
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Abb. 7 Geschlechterabhangiges Lasionsvolumen Vergleich des Lasionsvolumens (auf der y-Achse
in logarithmischer Skalierung aufgetragen) zwischen mannlichen (102) und weiblichen (213)
Patient/innen (p<0,001)
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Das Alter der Patient/innen zum Zeitpunkt der Bildgebung und das Lasionsvolumen

korrelierten moderat miteinander (Spearmans p = 0,295 p <0,001).
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Abb. 8 Korrelation des L&asionsvolumen mit Krankheitsdauer und EDSS Korrelation des
Lasionsvolumens (TLV) mit a) der Krankheitsdauer ab Erstdiagnose zum Zeitpunkt der Bildgebung und
b) dem Grad der Beeintrachtigung (EDSS). Es zeigt sich in beiden Fallen ein signifikanter
Zusammenhang (Erkrankungsdauer: Spearmans p=0,403, p<0,001; EDSS Spearmans p=0,316,
p<0,001). Lasionsvolumen, Erkrankungsdauer und EDSS werden auf der x- und y-Achse in
logarithmischer Skalierung aufgetragen.
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Die Erkrankungsdauer stand in starkem Zusammenhang mit dem L&asionsvolumen
(Spearmans p = 0,403 p <0,001), hiermit einhergehend korrelierten der EDSS und das
Lasionsvolumen moderat miteinander (Spearmans p = 0,316 p <0,001, s. Abb. 8). Das
Alter bei Erstdiagnose und das Lasionsvolumen standen in keinem signifikanten
Zusammenhang (p=0,2).

Bezlglich der Verlaufsform zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede des
Lasionsvolumens (p<0,001): Patient/innen mit einem progressiven Verlauf wiesen ein
hoheres Lasionsvolumen auf (n=9, Median 4,35ml, IQR 3,18-16,55ml) als solche mit
einem remittierend-schubformigen Verlauf (n=250, Median 2,44ml, IQR 0,9-8,23ml).
Das geringste Lasionsvolumen war in der Untergruppe der Patient/innen mit einem
KIS zu beobachten (n=56, Median 0,97ml, IQR 0,34-3,52ml). (s. Abb. 9)
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Abb. 9 Verlaufsabhangiges Lasionsvolumen Vergleich des Lasionsvolumens (auf der y-Achse in
logarithmischer Skalierung aufgetragen) zwischen Patient/innen mit RRMS (250), SPMS (9) und KIS
(56), es zeigen sich signifikante Unterschiede (p<0,001)

4.3 Einfluss von Genvarianten auf das TLV

Die Assoziationsanalyse wurde nach der Qualitatskontrolle fir 485 038 SNPs an 315
Patient/innenproben durchgefiihrt. Hierbei wurde ein additives Modell gewé&hlt, bei
welchem die SNPs durch die Anzahl des selteneren Allels definiert wurden (0,1,2). Die
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Regressionsanalyse erfolgte separat fur jeden einzelnen SNP unter Berucksichtigung

der zuvor gewahlten Kovariaten.

Nach Durchfiihrung der Regressionsanalyse zeigten sich statistisch signifikant erhéhte
Lasionsvolumina bei drei SNPs auf den Chromosomen 2, 9 und 15. Zwolf weitere
SNPs auf zehn Chromosomen kodnnen als hinweisend gewertet werden, ohne
statistische Signifikanz zu erreichten. Diese werden in Tabelle 6 bezuglich ihrer Lage,
ihres p-Wertes und ihres Regressionskoeffizientens () genauer beschrieben. Die
Verteilung der identifizierten Basenaustausche sind in Abbildung 10 in Form eines
Manhattan-Blots grafisch dargestellt.
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Abb. 10 Manhattan Blot Darstellung der statistischen Signifikanz in Form des negativen dekadischen
Logarithmus des p-Wertes (y-Achse) fur jeden SNP (graue und schwarze Punkte) aufgetrennt nach

chromosomaler Lage (x-Achse). Drei SNPs erreichen statistische Signifikanz (p <5 x 1078 - rote Linie)
auf Chromosom 2, 9 und 15, zwolf sind suggestiv (p <1 x 107° - blaue Linie)
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Auf die drei signifikantesten und einige der suggestiven SNPs wird im Folgenden
genauer eingegangen. Alle Daten bezlglich der durch die Polymorphismen
betroffenen Gene, ihrer Haufigkeiten und Funktion entstammen der SNP-Database
des NCBI (National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/), sowie dem UCSC (University of California Santa

Cruz) Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) (111, 112).

Auf Chromosom 9p23 liegt der SNP rs12348024 (-Logl10(P) 7.537) an der 9069573.
Basenpaarstelle. Hier kommt es zu einem Austausch von Guanin zu Adenin im Intron
(11/16) des PTPRD Gens (Protein Tyrosin Phosphatase, Rezeptor Typ D), welches
fur ein Mitglied der Protein Tyrosin Phosphatasen Familie kodiert. Auf einem anderen
Intron dieses Genes liegend (5/16) konnten wir einen weiteren SNP identifizieren
(rs10491913), welcher mit einem p-Wert<1x10™> (-Logl0(P) 5.123) als suggestiv

angesehen werden kann.

Ein weiterer statistisch signifikanter SNP (rs11636752, -Logl0(P) 7.472) liegt auf
Chromosom 15025 an der 88899726. Basenpaarstelle im Intron des nicht-
proteinkodierenden Genlocus LOC105370959, benachbart zu dem Gen NTRK3
(Neurotrophische Tyrosin Kinase, Rezeptor Typ 3). Letzteres erstreckt sich, DNA-
aufwarts von rs11636752 gelegen, von Basenpaar 88420166 bis 88799384 und
kodiert fir einen membran-gebundenen Rezeptor. In der Néhe dieses Genes liegend
(Position 88.891.497 und 88.897.349) konnten wir dartber hinaus rs4392026 (-
Log10(P) 6.327) und rs1899416 (-Log(P) 5.667) als weitere moglicherweise mit dem

Lasionsvolumen assoziierte SNPs identifizieren.

Auf Chromosom 2p14 kommt es im Rahmen des dritten statistisch signifikanten SNPs
rs7583237 (-Logl0(P) 7.441) innerhalb eines intergenetischen, nicht Protein-
kodierenden Abschnitts zu einem Austausch von Guanin zu Adenin an
Basenpaarstelle 66.079.084. Innerhalb desselben Abschnittes findet sich ebenfalls
rs6546185, ein weiterer Polymorphismus, welcher als statistisch hinweisend gewertet

werden kann.

Von den bisher nicht naher erlauterten acht der zwolf SNPs, welche als hinweisend

angesehen werden kénnen (P<1x10-5), sind einige weitere zu nennen:
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Auf Chromosom 7 fihrt der SNP rs2041001 (-Log (P) 5.847) an der 108083099.
Basenpaarstelle im Intron des Gens NRCAM (Neuronales Zell-Adhasionsmolekil) zu

einem Basenaustausch.

Ein weiteres fur ein Zell-Adhasionsmolekil kodierendes Gen, CNTN4 (Contactin 4) auf
Chromosom 3, ist durch den Polymorphismus rs12497706 (-Log (P) 5.220) betroffen.

Der SNP rs397977 (-Log10 (P) 5.805) betrifft auf Chromosom 19 an der 56539240.
Basenpaarstelle den Protein-kodierenden Bereich (Exon 7/15) des Genes NLRP5
(NLR family pyrin domain containing 5), fuhrt jedoch zu einer synonymen Variante und
somit zu keinem Aminosaurenaustausch. Der negative Korrelationskoeffizient (B: -
4.015) zeigt an, dass das seltenere Allel mit einem geringeren L&sionsvolumen

assoziiert ist.

Auf Chromosom 14 liegend, betrifft der SNP rs2355062 (-Log (P) 5.623) ein Intron des
Genes KCNH5 (Potassium voltage-gated Channel Subfamily H Member 5), welches
fur eine Porus-bildende Untereinheit spannungsabhéangiger Kaliumkanale kodiert
(113).

Der Polymorphismus rs4818738 (-Log(P) 5.053) liegt an der 46284110.
Basenpaarstelle des 21. Chromosoms und somit auf einem Intron des Genes
PTTGL1IP (Pituitary Tumor-transforming 1 interacting Protein). Dieses befindet sich in
raumlicher Nahe zu dem Gen ITGB2 (Integrin Beta 2), welches sich DNA-abwarts von
Position 46305868 bis Basenpaarstelle 46330741 erstreckt.
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Tabelle 6 Die 15 statistisch relevantesten SNPs (-log10(P)>5,0), ausgewéhlte benachbarte Gene
werden in Klammern angegeben, Abkurzungen: Chr, Chromosom; Beta (gibt die Effektstarke an, ein
positives Beta zeigt einen positiven Zusammenhang zwischen dem selteneren Allel und einem gréReren
Lasionsvolumen an), Neg. logP, negativ dekadisch logarithmierter p-Wert, Alle Gene, Allele und
Funktionen der SNPs wurden der SNPdb des NCBI und der UCSC entnommen. Die minor allele
Frequenzen entsprechen den Angaben der ALFA Project-Datenbank fur Europé&er (L. Phan 2020,

www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/docs/gstr/alfa/) (114)

SNP Chr  Position Gen Funktion Allele MAF BETA -Log10(P)
rs12348024 9 9069573  PTPRD Intron G>A 0.064 9.996 7.537
(11/16)
rs11636752 15 88899726 LOC1053 Intron G>A 0.293 5.278 7.472
70959 (2/2)
(NTRK3)
rs7583237 2 66079084 - - A>G 0.109 6.875 7.441
rs6546185 2 66074830 - - >G 0.046 8.264 6.438
rs4392026 15 88891497 LOC1053 Intron G>C 0.15 5196 6.327
70959
(NTRK3)
rs17067747 13 78032193 LOC1249 Intron A>G 0.172 5.352 6.057
03186
(SCEL,
MYCBP2)
rs16983630 19 52745749 LOC1053 Intron T>C 0.027 7.284  5.905
72449
rs2041001 7 10808309 NRCAM Intron A/G/T> 0.053 8.959 5.847
9 (1/30) C
rs397977 19 56539240 NLRP5 Exon C>T 0.449 -4.015 5.805
(7/15)
rs1899416 15 88897349 LOC1053 Intron T>C 0.35 4.4 5.667
70959
(NTRK)
rs2355062 14 63179771 KCNH5 Intron G>A 0.085 8.759 5.623
(10/10)
rs2129345 6 15369396 LOC1053 Intron C>A 0.253 4.335 5.258
2 78066
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SNP Chr  Position Gen Funktion Allele MAF BETA -Logl0(P)
rs12497706 3 2910734 CNTN4 Intron G>A 0.145 553 5.220
(8/20)
rs10491913 9 9906906 PTPRD Intron C>G 0.14 5.245 5123
(5/16)
rs4818738 21 46284110 PTTG1IP Intron T>C 0.089 7.022 5.053
(ITGB2) (2/5)
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5 Diskussion

Die grof3e Bandbreite klinischer Prasentation, Verlaufsform und Therapieansprechen
bei Patient/innen mit MS stellt weiterhin eine grof3e Herausforderung dar, aus dem
bestehenden Spektrum an Medikamenten zielgerichtet zu wéhlen. In Anbetracht nicht
unerheblicher potenzieller Nebenwirkungen der zurzeit zur Verfuigung stehenden
Therapieoptionen sowie des Nutzens eines fruhen Therapiebeginnes mussen
Therapieform und Zeitpunkt individuell abgewogen werden. Trotz grof3er Fortschritte
im Verstandnis und der Therapie fehlt dennoch ein umfassendes Wissen zu den
Faktoren der Behinderungszunahme und des Ph&notyps. Fir eine individuelle
Risikostratifizierung bedarf es der Identifikation verlaufsspezifischer (epi-)genetischer
und biologischer Merkmale, welche als prognostische und préadiktive Marker im frithen
Krankheitsstadium den bereits eingetretenen Gewebsschaden und das individuelle
Risiko eines schnellen Progresses einschatzen kénnen. (46, 48) Bisherigen Studien
gelang es, die der MS zugrunde liegende genetische Architektur genauer zu
entschlisseln, im Rahmen welcher eine Vielzahl an hdufigen Genvarianten mit jeweils
geringen Effektstarken im Sinne eines polygenetischen Modells zu der
Krankheitsentstehung beitragen. Der Einsatz genomweiter Assoziationsstudien
ermdglichte in den letzten Jahren die Identifikation zahlreicher Risikovarianten, welche
den genetischen Beitrag zur Erkrankung bislang jedoch nicht ganzlich erklaren
kénnen. Die Ergebnisse legen nahe, dass zwischen Polymorphismen differenziert
werden muss, welche einen Einfluss auf das Risiko an MS zu erkranken austiben, und
solchen, welche mit einem schwereren Verlauf im Zusammenhang stehen. (115)
Wahrend bereits Uber 200 krankheitsverursachende Polymorphismen bekannt sind,
konnten in verlaufsassoziierten genomweiten Studien lediglich zwei SNPs ein

genomweites Signifikanzniveau (p<1x1078) erreichen (64, 79, 80).

In dieser Arbeit untersuchten wir den Zusammenhang genetischer Polymorphismen
und dem durch MRT ermittelten zerebralen L&sionsvolumen, welches wir als
Parameter zur Abbildung des Krankheitsverlaufes der Patient/innen unserer Kohorte
nutzten. Im Rahmen der durchgefiihrten GWAS untersuchten wir 485 038 SNPs bei
315 Patient/innen und konnten drei Polymorphismen identifizieren, welche
genomweite Signifikanz erreichen, zwolf weitere SNPs verfligen (ber einen

suggestiven Charakter.
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Von besonderem Interesse ist hierbei das Gen PTPRD auf Chromosom 9, auf
welchem zwei der detektierten Polymorphismen liegen (rs12348024 und rs10491913).
Dieses kodiert fir ein transmembranes Protein der Immunoglobulin-Superfamilie,
einem Uberwiegend in Geweben des Gehirns exprimierten und unter anderem als
neuronalen Zelladh&asionsmolekil fungierenden Protein. Dariiber hinaus spielt es im
Gehirn bei zahlreichen zellularen Prozessen eine zentrale Rolle, wie bei der
Ausdifferenzierung von Neuronen, der Aussprossung von Neuriten und der Ausbildung
exzitatorischer Synapsen (116). In genomweiten Assoziationsstudien konnte gezeigt
werden, dass PTPRD mdglicherweise im Zusammenhang mit Suchterkrankungen,
neurofibrillarer Degeneration bei Alzheimer, Zwangsstoérungen und dem Restless-Leg-
Syndrom steht. Interessanterweise findet sich letzteres gehauft bei MS-Patient/innen
mit einer schwereren Beeintrachtigung. (117-120) Zusatzlich konnte eine veranderte
PTPRD-Expression in Leukozyten bei Patient/innen mit rheumatoider Arthritis
nachgewiesen werden, was in Ubereinstimmung mit bisherigen Erkenntnissen auf
einen gemeinsamen genetischen Hintergrund verschiedener autoimmuner
Erkrankungen hinweist (121, 122). Auch in zahlreichen Tumorentitaten liegen
Mutationen im PTPRD-Gen vor und nehmen Einfluss auf das Immunsystem, wobei
eine verminderte oder erhohte Gen-Expression mit einer verédnderten
Immunzellinvasion in das jeweilige Tumorgewebe einhergeht (123). Bezuglich eines
Zusammenhanges mit MS bestéatigen wir mit unserer Studie die Ergebnisse des
IMSGC von 2011, welche erstmalig eine Assoziation von einem anderen auf PTPRD
liegendem Polymorphismus und dem Krankheitsverlauf, charakterisiert durch den
MSSS, beobachten konnten. Jokubaitis et al. konnten 2023 diesen Zusammenhang
zwar nicht bestatigen (p= 8.63E-01), wiesen jedoch in ihrer Assoziationsstudie eine
Korrelation zwischen PTPRD-AS2, einem gegenlaufigen Transkript des Genes, und
einem jungeren Alter bei Erkrankung nach (82). Dariliber hinaus interagiert PTPRD mit
MTSS1, welches durch Jokubaitis et al. nach Geschlechtsstratifikation als statistisch
signifikant im Zusammenhang mit einem schwereren Verlauf bei Frauen beschrieben
wurde: In in vitro Studien zeigte sich eine Hochregulation der PTPRD-Expression in
Anwesenheit von MTSS1 sowie eine verminderte Transkription bei niedrigen MTSS1-
Leveln. (82, 124) Zusatzlich ist PTPRD mafgeblich an der Phosphorylierung von
STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) und dessen Mdglichkeit,
im Zellkern Einfluss auf die Genexpression zu nehmen, beteiligt (125). Fiur STAT3

konnte bereits durch Jakkula et al. eine Assoziation mit der Entstehung von MS
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beschrieben und durch Lill et al. repliziert werden (91, 126). Die Beteiligung von
PTPRD an Prozessen der Axonausrichtung und Bildung exzitatorischer Synapsen
entspricht der Beobachtung von Baranzini et al. und Matsushita et al., dass die mit
dem Krankheitsverlauf assoziierten Polymorphismen in Signalweganalysen
Uberwiegend Proteine betreffen, welche in neuronale Netzwerke der
Signalubertragung und Glutamat-abhangige Transmittersysteme involvierte sind (69,
73).

Ebenfalls an der neuronalen Zelldifferenzierung und -entwicklung beteiligt ist NTRKS,
ein membrangebundener Rezeptor in dessen Gen-Nahe wir einen statistisch
signifikanten (rs11636752) und einen suggestiven (rs1899416) Polymorphismus
nachweisen konnten. Das zu der Familie der Neurotrophischen Tyrosin Rezeptor
Kinasen gehorige Protein wird Gberwiegend im Nerven- und Fettgewebe exprimiert.
Es stellt einen wichtigen Bestandteil des MAP (mitogen activated Protein)-
Kinaseweges dar, fur welchen bei Uberaktivierung in Mikrogliazellen lokoregionare
Prozesse der Demyelinisierung beobachtet werden konnten (127, 128). In diesen
findet sich ebenfalls PTPRD involviert und interagiert mit anderen Proteinen der NTRK-
Familie (123). NTRK3 selbst wurde bisher noch nicht als Risikovariante fir einen
schweren MS-Verlauf diskutiert, jedoch im Zusammenhang mit Bipolaren Stérungen
und zahlreichen Krebsentitdten, darunter dem Medulloblastom beschrieben (128,
129).

Weitere Polymorphismen, welche in unserer Studie keine genomweite Signifikanz
erreichten, jedoch durch niedrige p-Werte auffielen zeigten ebenfalls eine
Uberproportionale Lokalisierung auf Genen, welche in neuronale Prozesse involviert
sind: Hervorzuheben ist ein SNP auf dem NRCAM-Gen auf Chromosom 7
(rs2041001). Dieses kodiert wie auch PTPRD fir ein der Immunoglobulin-Superfamilie
angehoriges neuronales Zelladhéasionsmolekil und ist sowohl in den gerichteten
Wachstum von Axonen, die Ausbildung von Synapsen und Myelinscheiden als auch
in Prozesse der Zell-Zell-Kkommunikation involviert (130). NRCAM wird in der Literatur
als moglicher Marker fur ein Therapie-Monitoring bei Alzheimer diskutiert, sowie
verstarkt bei Patient/innen mit Schizophrenie exprimiert (131, 132). Erhdhte Serumtiter
des Proteins treten dartber hinaus im Rahmen der Antikorper-positiven Neuromyelitis
Optica Spektrum Erkrankung auf, einer ebenfalls inflammatorisch demyelinisierenden

Erkrankung des ZNS (133). Mit seinen axonausbildenden und pro-myelinisierenden
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Funktionen entspricht dieses Zelladhasionsmolekil der Gruppe regulatorischer
Homdostase fordernder Proteine, welche Baranzini et al. als mit dem Lasionsvolumen
assoziiert identifizieren konnten (69). Mit einigen dieser lasionsassoziierten Proteine
interagiert NRCAM, so beispielsweise mit Neuroligin bei der Formierung glutamaterger

Synapsen (134).

Um ein weiteres der Immunoglobulin-Superfamilie angehdriges neuronales
Zelladhasionsmolekul handelt es sich bei Contactin 4, dessen zugehdriges Gen
betreffend wir einen weiteren Polymorphismus identifizieren konnten (rs12497706).
Mit Erkrankungen wie Autismus, Schizophrenie und Alzheimer assoziiert, scheint
Contactin 4 von Bedeutung fur die neuronale Entwicklung, insbesondere der
Neuritenaussprossung und Bildung neuronaler Netzwerke zu sein (135). Sowohl in
vitro als auch in vivo Studien konnten eine Dichteabnahme der dendritischen Fortsatze
in Neuronen mit verminderter CNTN4-Expression nachweisen. In Ubereinstimmung
mit  vorausgegangenen Signalweganalysen  der  verlaufsmodifizierenden
Polymorphismen findet sich hierbei insbesondere eine Fehlregulation der Ausbildung
glutamaterger Synapsen (73, 136). Veranderte Methylierungsmuster von CNTN4 in
CD8+ T-Zellen bei Patient/innen mit MS wurden in der Literatur beschrieben (137),
sowie eine starke Assoziation verschiedener auf CNTN4 liegender Polymorphismen
und der Harnsaure-Konzentration im Serum, welche bei MS-Patient/innen haufig
erniedrigt ist (138). Weitere Contactine wurden ebenfalls bereits im Zusammenhang
mit MS diskutiert,: so beispielsweise CNTNG6 als mit dem Erkrankungsalter assoziiert
und Contactin 1 als prognostischer Marker fur eine schwerere Langzeitbehinderung
bei MS-Patient/innen unter Natalizumab-Therapie (69, 139). Dartber hinaus konnten
in einigen Patient/innen mit MS Autoantikorper gegen Contactin 2 nachgewiesen
werden, welche im Tiermodell zu Schaden der grauen Substanz flhren. Diese
Beobachtungen férdern die Annahme, dass diese Gruppe der Zelladhasionsmolekile

in die Immunpathogenese der Erkrankung involviert sein kénnte. (140)

Genauer zu betrachten ist der Polymorphismus im Protein-kodierenden Bereich des
Genes NLRP5, welcher auf einem Intron liegend negativ mit dem L&sionsvolumen
assoziiert ist (rs397977). Als Mitglied der NOD (Nucleotide-binding Oligomerization
Domain)-like Rezeptor(NLR)-Familie, der eine wichtige Rolle bei
autoinflammatorischen Erkrankungen zugeschrieben wird, ist NLRP5 an der

regulatorischen Antwort des angeborenen Immunsystems beteiligt. NLRP5 induziert
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Uber die Aktivierung von Caspasen die Apoptose in geschadigten Neuronen und wird
als mogliche therapeutische Zielstruktur bei neurodegenerativen Erkrankungen
diskutiert. (141, 142) In Anbetracht erhdhter Caspase-Level in MS-assoziierten
Lasionen wird von einem NLR-vermittelten proinflammatorischen Beitrag zur
Pathogenese der MS ausgegangen (143, 144). Spezifisch NLRP5 betreffend deckt
sich unsere Identifikation dieses Genes mit Ergebnissen genomweiter Exom-
Sequenzierungen: Sadovnick et al. beschrieben 2017 funf weitere Polymorphismen,
welche zu Missense-Mutation des Genes fihren und mit der Verlaufsschwere,
Verlaufsform und dem Erkrankungsalter assoziiert sind (83). Interessanterweise weist
ein auf demselben Exon gelegener Polymorphismus (rs471979), wie der durch uns
erstmalig beschriebene SNP gegensatzlich zu unseren Beobachtungen eine positive
Assoziation mit der Krankheitsschwere und der schwereren progredienten
Verlaufsform auf. Eine Assoziation eines weiteren Proteins der NLRP-Subfamilie
(NLRP11) mit der Verteilung und Form von Lasionen in der MRT bei Patient/innen mit
MS konnte durch Gourraud et al. beobachtet werden, was die Vermutung bestarkt,
dass Mitglieder dieser Proteingruppe an der Pathogenese der MS und hier explizit an

der Entstehung von Lasionsherden beteiligt sind.

KCNH5 (rs2355062), ein auf Chromosom 14 liegendes und fiir eine Untereinheit
spannungsabhangiger Kalium-Kanale kodierendes Gen, wird in exzitatorischen
Neuronen des Cortex und des Hippocampus exprimiert, wo es Einfluss auf die
neuronale Erregbarkeit nimmt (145). Varianten dieses Gens wurden tUberwiegend im
Zusammenhang mit Epilepsie, jedoch ebenfalls als einflussnehmend auf MS
beschrieben. Eine Assoziation von einem anderen KCNH5-betreffenden
Polymorphismus und dem Alter bei Erstdiagnose bei Patient/innen mit PPMS konnte
durch Giacalone et al. festgestellt werden (72). KCNKS5, ein weiteres Mitglied der
Familie spannungsabhangiger Kalium-Kanéle, fand sich bei Signalweganalysen bei
Baranzini et al. ebenfalls in Prozesse involviert, welche verstarkt mit dem
Erkrankungsalter assoziiert waren (69). Auf KCNH7 konnten dartber hinaus mit der
MS-Entstehung und weiteren Autoimmunerkrankungen assoziierte Polymorphismen
identifiziert werden (146). Hinsichtlich unserer Fragestellung von Interesse konnte eine
Transkriptom-Studien in Lasionen der weil3en Substanz eine Hochregulation der
KCNH5-Expression in Neuronen und Astrozyten nachweisen, sodass dieser
Untereinheit bei MS eine funktionelle Rolle Uber eine Einflussnahme auf die
Erregbarkeit geschadigter Neurone zugeschrieben wird (147). Bildmorphologisch
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zeigten sich bei Patient/innen mit Mutationen auf dem KCNH5-Gen, welche unter
kognitiven Entwicklungsstorungen und Epilepsie litten, diverse Auffalligkeiten,
darunter periventrikulare Lasionen und kortikale Atrophie (145).

ITGB2 auf Chromosom 21, auch bekannt als CD18 und mac-1, in dessen Nahe ein
weiterer SNP liegt (rs4818738), kodiert fur eine beta-Untereinheit des bei der
Immunantwort eine wichtige Rolle spielenden Integrins 2. Dieses wird von CD8+-
Zellen exprimiert und ist zusammen mit weiteren Oberflachenproteinen mal3geblich an
der Migration der Entzindungszellen Uber die Blut-Hirnschranke und T-Zell-
Aktivierung beteiligt. Eine erhohte ITGB2-Expression in isolierten T-Zellen konnte bei
Patient/innen mit RRMS nachgewiesen werden. Hierbei lag eine Korrelation mit dem
EDSS vor, sodass ITGB2 als mdglicher prognostischer Biomarker diskutiert werden
kann (148). In experimentellen Studien an Makaken konnte nachgewiesen werden,
dass der Einsatz gegen diese und weitere Integrin-Untereinheiten gerichteter
Antikorper  Immunzell-vermittelt zu einem  verlangsamten  Fortschreiten
demyelinisierender Erkrankungen fiohrt und in der MRT nachweisbare
Inflammationsprozesse in Lasionen der weil3en Substanz reduziert (149). Eine
Korrelation von dem in unserer Studie identifiziertem SNP und einem erhdhten
Lasionsvolumen ware durch einen funktionellen Zugewinn des Proteins durch den
Polymorphismus oder eine verstarkte Expression zu erklaren, wobei der Mechanismus
ungeklart bleibt. Der effektive Einsatz des Immunmodulators Natalizumab, welcher
sich gegen VLA-4, einem Integrin-Dimer aus einer alpha-4- und beta-1-Untereinheit
richtet, zeigt, dass Integrine als maogliche Zielstruktur bei der Therapie eine
malf3gebliche Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen (150). Weitere fir Integrin-
Untereinheiten kodierende Gene konnten in der verlaufsassoziierten Genomanalyse
von MS-Patient/innen von Giacalone et al. in einer Signalweganalyse Protein-
Netzwerken zugeordnet werden, welche sich als mit dem Erkrankungsalter (ITGB7)
und der Verlaufsschwere gemessen anhand des MSSS (ITGB3) assoziiert erwiesen
(72).

Insgesamt konnten wir zahlreiche genetische Varianten identifizieren, welche
potentiell mit dem zerebralen Lasionsvolumen bei Patient/innen mit MS assoziiert sind.
Vier der betroffenen Gene, PTPRD, CNTN4, NLRP5 und KCNH5 wurden bereits im
Rahmen genomweiter Assoziations- und Transkriptionsstudien der letzten Jahre als

assoziiert mit verschiedenen Parametern der Verlaufsschwere und -form beschrieben.
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Besonders hervorzuheben ist hierbei der PTPRD-betreffende Polymorphismus,
welcher genomweite Signifikanz erreichen konnte und somit die Beobachtung der
grofRangelegten GWAS des IMSGC aus dem Jahre 2011 in unserer unabhangigen
Kohorte bestatigt. Entgegen einigen Beobachtungen konnten wir keinen signifikanten
Zusammenhang von Polymorphismen des MHC-Komplexes und dem zerebralen
Lasionsvolumen beobachten. Auch lieRen sich die zwei Polymorphismen auf den
Genen LRP2 und WNTB9 nicht replizieren, bei welchen es sich um die einzigen
genomweite  Signifikanz  erreichenden  Risikovarianten  aller  bisherigen
verlaufsassoziierten Genomstudien handelt. Wohl aber lie3 sich die Wichtigkeit
weiterer an der Axonausrichtung beteiligten Proteine bestatigen. An GWAS
angeschlossene Signalweganalysen der letzten Jahre konnten verlaufsassoziierte
Risikogene Uberwiegend neuronalen Prozessen der Axonaussprossung und der
Calcium-abhangigen und Glutamat-vermittelten Signalibertragung zuordnen. Dieser
Beobachtung entsprechen die durch unsere Studie identifizierten und diskutierten
Gene, welche Uberwiegend an neuronaler Ausdifferenzierung und Plastizitat, sowie
exzitatorischer Synapsenbildung und Zell-Kommunikation beteiligt sind. Beobachtete
Effekte einer erhdhten Lasionslast bei Risikoallel-Trager/innen kdnnten somit auf eine
erhohte Vulnerabilitat der zerebralen Nervenzellen mangels neuronaler Plastizitat und
Reorganisation zurtckzufihren sein, welche in einem erhdhten Gewebeschaden
resultieren. Unsere Ergebnisse decken sich dartber hinaus mit den Beobachtungen
der letzten Jahre, dass das Risiko an MS zu erkranken und das Risiko einen schweren
Krankheitsverlauf zu erleiden, auf unterschiedliche genetische Varianten
zurlckzufihren ist, da die im Rahmen unserer Studie diskutierten Gene keine
Schnittmenge mit bereits bekannten krankheitsverursachenden Genen aufweisen. Als
ebenfalls Ubereinstimmend mit der bisherigen Forschungslage erweist sich die geringe
Effektstarke der assoziierten Polymorphismen und die Beteiligung der identifizierten

Gene an weiteren autoimmun-vermittelten und neurodegenerativen Erkrankungen.

Mit der Identifikation dreier genomweite Signifikanz erreichenden Polymorphismen
konnten wir das Spektrum bisher bekannter verlaufsassoziierter Risikogene erweitern.
Daruber hinaus konnten wir mit unserer Arbeit bisherige Erkenntnisse zur genetischen
Architektur der MS bestatigen, sowie weitere suggestive Risikogene identifizieren und
somit zu einem vertieften Verstandnis der an der Krankheitsprogredienz beteiligten

Mechanismen beitragen.
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Starken unserer Studie lagen dabei in der gut charakterisierten und homogenen
Kohorte, in welche keine Patient/innen mit einem primér progredienten Verlauf oder
nicht-europaischer Abstammung eingeschlossen wurden. Um den Einfluss
genetischer Varianten auf das zerebrale Lasionsvolumen frei von weiteren
Einflussfaktoren bestimmen und bewerten zu kodnnen, erhoben wir von allen
Patient/innen zuséatzlich demographische und klinische Daten und bertcksichtigten
diese im Rahmen der Regressionsanalyse. Unsere Kohorte entsprach hierbei
beziglich der Geschlechterverteilung sowie des Ersterkrankungsalters den in der
Literatur beschriebenen Daten. Wie zu erwarten war, zeigte sich neben genetischen
Varianten ein signifikanter Einfluss von Geschlecht und Verlaufsform auf das
Lasionsvolumen, wobei Ma&nner und Patient/innen mit einer sekundar-progredienten
Verlaufsform eine hohere Lasionslast aufwiesen. Diese korrelierte dartber hinaus
signifikant mit dem  Behinderungsgrad, was unsere auf aktuellen
Forschungskenntnissen basierende Annahme bestatigte, dass eine fortgeschrittene
Schadigung der Gehirnsubstanz mit einem schwerer beeintrachtigenden
Krankheitsverlauf einhergeht. Das mittels MRT bestimmte L&asionsvolumen stellt
hierbei einen Marker dar, welcher, im Gegensatz zum EDSS und dem auf diesem
basierenden MSSS, durch ein standardisiertes MRT-Protokoll und die automatisierte
Segmentierung nicht Untersucher-abhangig ist. Zudem handelt es sich um einen
robusten Marker, der den im Krankheitsverlauf akkumulierten Gewebsschaden
widerspiegelt und dabei von intermittierenden Schubereignissen unbeeinflusst bleibt.
Um die Lasionslast zu beschreiben, wahlten wir hierbei gegensatzlich zu zahlreichen
Studien, welche die Anzahl der L&sionen beschrieben, das Volumen, um die

tatsachliche Schadigung der grauen und weil3en Substanz besser abbilden zu kénnen.

Es bleibt zu beachten, dass wir in unserer Studie ausschlie3lich das zerebrale
Lasionsvolumen betrachteten. Genetische Zusammenhange mit moglichen Lasionen
des Ruckenmarks, welchen ebenfalls eine klinische und prognostische Relevanz
zukommt, wurden dementsprechend nicht miteinbezogen. Da es sich um kein
longitudinales Studiendesign handelt, bildet unsere Studie nur die Lasionslast zu
einem diagnosenahen Zeitpunkt, nicht aber im Verlauf ab. Zudem befragten wir die
Patient/innen nicht zu zusatzlichen Umweltfaktoren, wie Rauchen oder Vitamin D-
Spiegel, sodass eine Einflussnahme uber zusatzliche patientenbezogene und
umweltbedingte Faktoren auf das Lasionsvolumen und den Behinderungsprogress
nicht ausgeschlossen werden kann. Bezuglich der genetischen Varianten
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konzentrierten wir uns auf den Beitrag der genomischen DNA, wobei in
Ubereinstimmung bisheriger GWAS (iberwiegend nicht-codierende Genabschnitte
betroffen waren. Weiterfuhrende Studien zu den molekularen Mechanismen nicht-
codierender Polymorphismen sowie der Rolle der mitochondrialen und epigenetischen

Einflussfaktoren waren winschenswert.

In Anbetracht des kleinen Patientenkollektives und einer fehlenden Replikation der
Ergebnisse in einer unabhangigen Kohorte muss der explorative Charakter unserer
Studie betont und die statistische Signifikanz unserer Ergebnisse als statistische
Relevanz gewertet werden. Durch die fehlende statistische Power und das Wissen um
die polygenetische Architektur der Erkrankung ist nicht auszuschlie3en, dass
Risikovarianten mit geringen Effektstarken hierbei unentdeckt blieben. Weitere
Studien werden nétig sein, um die Ergebnisse unserer Studie in einer grof3en und
unabhangigen Kohorte durch Replikation zu validieren und die Interaktion der

diskutierten Gene in ihren funktionellen Netzwerken genauer zu entschlisseln.
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6 Zusammenfassung

Wir fuhrten in Rahmen unserer Arbeit eine genomweite Assoziationsstudie durch und
untersuchten explorativ den Beitrag genetischer Varianten zu dem mittels MRT
nachgewiesenen zerebralen Lasionsvolumen bei Patient/innen mit Multipler Sklerose.
Dabei konnten wir als wesentliche Ergebnisse zeigen, dass drei der genomweit
untersuchten Polymorphismen signifikant mit einem erhdhten zerebralen
Lasionsvolumen einhergehen und konnten somit das bekannte Spektrum der
verlaufsassoziierten genetischen Varianten erweitern. Von diesen ist als besonders
vielversprechend das fur ein neuronales Zelladh&asionsmolekil kodierende Gen
PTPRD hervorzuheben. Daruber hinaus konnten wir nachweisen, dass die
identifizierten Gene (grofldtenteils keine Schnittmenge mit bekannten MS-
verursachenden, wohl aber teilweise mit verlaufsassoziierten Genen aufwiesen und
bereits im Zusammenhang anderer autoimmuner und neurodegenerativer
Erkrankungen diskutiert werden. Mit unserer Beobachtung, dass alle weiteren
potenziell assoziierten Polymorphismen auf Genen liegen, welche tUberwiegend in
neuronale Prozesse der Axonausrichtung, der Formierung exzitatorischer Synapsen
und des Calcium-Haushaltes involviert sind, konnten wir die Vermutung friherer
Arbeiten bestatigen, dass verlaufsassoziierte Gene Signalwegen der neuronalen

Netzwerkbildung und Homoéostase-Forderung zugeordnet werden kdnnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir in unserer Studie zahlreiche neue
Anhaltspunkte flr weitere Forschung an verlaufsassoziierten Risikogenen
identifizieren konnten. Die hier prasentierten Ergebnisse heben die Rolle der
Neurodegeneration bei der Lasionsentstehung im Rahmen der Multiplen Sklerose
hervor, welche unter dem genetischen Einfluss zahlreicher Risikovarianten zu stehen
scheint, und sich in Form neurologischer Ausfalle bezuglich der Verlaufsschwere und

Verlaufsform klinisch heterogen manifestiert.

Weitere Studien werden notig sein, um die erbrachten Ergebnisse in groReren
Kohorten durch Replikation zu validieren und um die unseren Beobachtungen
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen besser zu verstehen. Das vertiefte
Wissen um weitere verlaufsassoziierte Polymorphismen kann somit zu einem
verbesserten Verstandnis der Multiplen Sklerose beitragen und langfristig neue

Ansatze fur eine frihe Verlaufsabschatzung sowie adaptierte Therapie liefern.
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