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Einleitung / Ziel der Dissertation

1. Einleitung / Ziel der Dissertation

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch-inflammatorische, neurodegenerative
Erkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS), die in Europa mit einer Prdvalenz von
30-80 Personen/ 100 000 Einwohner auftritt (1). Klinisch zeigt sich bei den Betroffenen ein
sehr heterogenes Bild durch die unterschiedlichen Lokalisationen und Ausprdagungen der im
Rahmen der Erkrankung auftretenden Lasionen. Daher leitet sich auch der lateinische Name

der Erkrankung ,, Encephalomyelitis disseminata” ab.

Die Friihphase der Erkrankung ist bereits durch die Folgen deutlicher axonaler Schadigungen
gekennzeichnet, die durch fokal-entziindliche und nachfolgend regenerative Vorgange
auftreten. In der Spatphase kommt es zu fortschreitenden axonalen Schadigungen,
Degeneration und Demyelinisierung durch diffuse Aktivierung neuronaler Mikroglia. Durch
noch nicht genauer verstandene Pathomechanismen ist die Krankheit trotz fehlender florider
Entziindung progredient. Visualisierbar ist dies durch die Magnetresonanztomographie
(MRT), wo sich Zunahmen der Lasionsvolumina sowohl in Groéf3e als auch in der Anzahl zeigen

(2-4).

Die MRT stellt heutzutage den Goldstandard der bildgebenden Diagnostik bei MS-Patienten
dar, die in Zusammenschau mit den klinischen Befunden unter Berlicksichtigung der

McDonald-Kriterien die Stellung einer Diagnose MS erlauben (2-4).

Sowohl die genaue Pathogenese der MS als auch die Atiologie sind nach heutigem Stand noch
Gegenstand und Ziel der Forschung. In groRen Genom-weiten Assoziationsstudien (GWAS)
konnten 233 Risikogene in Zusammenhang mit der Entstehung von MS identifiziert werden
(5). Ein besonderes Augenmerk fallt dabei auf kleinste, interindividuell unterschiedliche
Genabschnitte, die single nucleotide polymorphisms (SNPs) genannt werden. In anderen
Studien wird von mehr als 300 mutmaRlich MS-suszeptiblen SNPs gesprochen.
Auch die Retina, als ausgelagerter Teil des Dienzephalons, ist von der Demyelinisierung
betroffen. Durch ihre exponierte Lage bietet sie die Moglichkeit, Unterschiede in der Dicke
nicht-invasiv per optischer Koharenztomographie (OCT) zu untersuchen und auch im Verlauf
zu beobachten. Bezliglich der Dickeabnahme der Retina sind in Studien ebenfalls Risikogene
identifiziert worden, allerdings meist im Kontext anderer primar ophthalmologischer

Erkrankungsbilder oder Erkrankungen mit ophthalmologischen Folgeschdaden (6). Die OCT
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wird mittlerweile aber auch als intravaskulares OCT in der Kardiologie oder endoskopisch in

der Gastroenterologie zur Krebsfriiherkennung eingesetzt (6-9).

Ziel der Dissertation ist die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Auftreten von
MS-Risikogenen in unserem Patientenkollektiv im Vergleich zur genetischen Ausstattung der
Normalbevolkerung und der per OCT gemessenen Abnahme der Retina-Dicke bei unseren
Patienten mit MS. Da die OCT-Messungen im Vergleich zu MRT-Aufnahmen kostengiinstig und
schnell durchfihrbar sind, bieten sie die Moglichkeit, sie mehr in den klinischen Alltag in der
Untersuchung von MS-Patienten zu integrieren. Aus der Dicke bzw. Dickeabnahme der Retina
in Zusammenschau mit einem kumulativen genetischen Risikoscore kénnten prognostisch
relevante Rickschlisse Uiber die erwartbare Schwere des Krankheitsverlaufs gezogen werden,
die dann gegebenenfalls intensiverer Therapien bedirften. Assoziationen von
Erkrankungsdauer, EDSS-Score (Extended Disability Status Scale), Geschlecht und Alter bei

Erkrankungsmanifestation werden ebenfalls betrachtet.
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2. Grundlagen der Multiplen Sklerose

Die MS ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des Zentralen Nervensystems, die vor

allem Frauen betrifft. Der allgemeine Verlauf der MS wird in drei Phasen unterteilt:

1. Die praklinische Phase, in der eine Kombination aus genetischen und
Umweltfaktoren als Erkrankungstrigger wirken;

2. Die klinische Phase, die meistens als schubformig-remittierende MS (RRMS) mit
zeitlich limitierten neurologischen Symptomen — sogenannten Schilben — gefolgt
von Phasen der Symptomverbesserung verlauft;

3. Die sekundar progressive Phase (SPMS) der Erkrankung mit bleibender und

schleichender Verschlechterung der neurologischen Symptomatik.

2.1 Epidemiologie
Die Multiple Sklerose ist seit langem eine weltweit zunehmende Erkrankung. Sie stellt die
haufigste Ursache Behinderungen junger Erwachsener dar (10, 11). Mit einem
durchschnittlichen Erkrankungsalter von 25-40 Jahren betrifft sie vor allem Menschen, die sich
in ihrer produktivsten sowie auch in der reproduktiven Phase des Lebens befinden (10). Die
Altersspanne des Erkrankungsbeginns reicht jedoch von der Kindheit bis ins hohere
Erwachsenenalter (10). Frauen sind weltweit im Schnitt doppelt so haufig betroffen wie
Manner. In den meisten entwickelten Landern hat sich das Geschlechterverhaltnis auf bis zu
3:1 zu Ungunsten der Frauen verschlechtert (11). Schatzungen zufolge wird gesamtglobal alle
flinf Minuten die Diagnose MS gestellt (12). Aus diesem Grund hat die Erkrankung einen

signifikanten sowohl individuellen als auch gesamtgesellschaftlichen Stellenwert.

In ihrer Studie aus dem Jahre 2020 haben Walton et al. epidemiologische Daten aus 115
Landern gesammelt, die 87% der Weltbevdlkerung einschliefen (12, 10). Aus diesen Daten
schatzen sie die weltweite Pravalenz von MS-Erkrankten im Jahre 2020 auf 2,8 Millionen und
kdnnen damit einen Pravalenzanstieg um 30% im Vergleich zum Jahr 2013 verzeichnen. Die
Inzidenzrate pro 100 000 Personen/ Jahr wird damit Gber alle Lander auf 2,1 gepoolt (12). In
den Daten konnte fiir Europa eine mit 6,8 pro 100 000 Personen/ Jahr weit tiber dem
weltweiten Schnitt liegende Inzidenzrate ermittelt werden (12). Generell zeichnet sich ein
Trend ansteigender Privalenzen mit zunehmender Entfernung vom Aquator ab. Auch in

3



Grundlagen der Multiplen Sklerose

Deutschland ist die Zahl ambulant versorgter MS-Patienten zwischen den Jahren 2015 und
2017 um 29% angestiegen, wie das Zentralinstitut der kassenarztlichen Versorgung
veroffentlichte (13). Schatzungsweise leben aktuell ca. 240.000 Menschen mit MS in
Deutschland (13, 1). Dass weltweit ein Pravalenzanstieg zu verzeichnen ist, wird vor allem auf
die verbesserten Diagnosekriterien, die zu einer friiheren Erstdiagnosestellung fiihren, aber

auch auf die verbesserten Therapiemoglichkeiten zurlickgefiihrt (14).

2.2 Klinische Krankheitsaspekte und Phanotypen der MS

Durch die generalisierte Entziindungsreaktion im zentralen Nervensystem weist die
Erkrankung ein heterogenes Spektrum neurologischer Symptome auf. Neben Motorik und
Sensorik sind haufig auch das visuelle und das autonome Nervensystem betroffen. Typisch
sind eine Optikusneuritis, das Uthoff-Phdnomen —eine Verschlechterung von MS-Symptomen
mit Anstieg der Kérpertemperatur durch Fieber oder meteorologische Einfllisse — oder auch
ein positives Lhermitte-Zeichen: elektrisch einschieBende Schmerzen im Bereich der

Wirbelsdule oder Beine bei Flexion des Kopfes (14, 15).

Im Verlauf der Erkrankung treten bei vielen Patienten zudem meist Bein-betonte Spastiken,
eine Blasenschwadche im Sinne einer neurogenen Detrusorhyperaktivitat mit Harninkontinenz,
chronische Fatigue und auch kognitive Defizite auf (14). Insgesamt ist die Multiple Sklerose
eine Erkrankung, die sich innerhalb eines Spektrums zwischen akuten Schiiben mit
dominanter inflammatorischer Komponente bis hin zu chronisch-progredienten Formen mit

kontinuierlicher Verschlechterung im Sinne einer permanenten Neurodegeneration bewegt.

Die haufigste Verlaufsform bei mehr als 85% der Erkrankten ist die RRMS, die durch
wiederholte Schibe, >24h anhaltend, mit neurologischen Defiziten im Sinne eines
akut-inflammatorischen Geschehens gefolgt von Symptombesserung bis hin zur vollen
Rekonvaleszenz gekennzeichnet ist (16). Diese wird jedoch von der Mehrheit der Patienten
meist nicht dauerhaft erreicht (14). Die Symptome eines Schubs manifestieren sich in der
Regel subakut Gber Stunden bis Tage, bleiben unbehandelt bis zu mehreren Wochen bestehen
und verbessern sich anschlieRend im Laufe der Zeit (11, 15). Das Auftreten von Schiiben ist
insgesamt eng mit dem Patienten-Outcome sowie neurologischen Defiziten vergesellschaftet.
Erstmanifestation stellt bei den Patienten mit RRMS in der Regel ein klinisch-isoliertes

Syndrom (KIS bzw. CIS) dar, das sich meist als Optikusneuritis, inkomplette Myelitis oder
4
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Hirnstammsyndrom mit u.a. motorischen Stdérungen, Ldahmungserscheinungen, Sprech-
und/oder Schluckstérungen oder Ataxien prasentiert. Beim CIS sind noch keine rdaumliche
und/oder zeitliche Dissemination nachweisbar, weswegen die Diagnose MS noch nicht gestellt
werden kann. Generell ist seit der Revision der McDonald-Kriterien 2017 die Diagnosestellung
eines CIS seltener geworden, da die MS-Diagnosestellung erleichtert worden ist (17). Vor der
Revision ging man von einer Transformation hin zu einer definitiven MS bei 43% der Patienten
innerhalb der ersten fiinf Jahre aus, nach zehn Jahren wurde ein Anstieg der Rate auf bis zu

59% prognostiziert (14).

Innerhalb von 15 Jahren entwickeln 24-40% der RRMS-Patienten mit schleichendem Ubergang
eine SPMS, die sich durch progressiv schlechter werdende Symptome 3uRert. Der Ubergang
der schubférmigen in die progressive Phase wird vor allem auf ein vermindertes
Kompensationsvermogen reparativer Mechanismen zurtickgefiihrt, wodurch es zu immer
weiter fortschreitenden neuronalen Schadigungen kommt. B- und T-Zellen scheinen
ursachlich an beiden Stadien der Krankheitsaktivitdt beteiligt zu sein (18). Meist ist dieser
Ubergang in eine SPMS nur retrospektiv feststellbar. Auch wahrend der Phase der SPMS

kdnnen neben der kontinuierlichen Krankheitsprogression noch Schiibe auftreten.

Bei 10-15% der Patienten hingegen wird eine primar-progrediente MS (PPMS) beobachtet, die
sich durch von Beginn an kontinuierliche neurologische Verschlechterungen ohne signifikante
Besserungen in der Zwischenzeit auszeichnet, zudem sich meist erst in einem Alter >40 Jahren
manifestiert und einen hoheren Anteil mannlicher Patienten aufweist (14, 15). Beachtenswert
ist hierbei eine voranschreitende Behinderung, die sich hdufig auf einen bestimmten Anteil

des zentralen Nervensystems konzentriert (11).

Eine weitere frihe Verlaufsform stellt das radiologisch-isolierte Syndrom (RIS) dar, bei dem
die Patienten stark auf MS hindeutende MRT-Befunde aufweisen, jedoch die klinische

Symptomatik fehlt und es sich per definitionem so nicht um eine Form der MS handelt (10, 2).

2.3 Atiologie und Pathogenese

Die genauen Entstehungsursachen der MS sind bis heute nicht vollstandig geklart. Es ist davon
auszugehen, dass neben genetischen Faktoren diverse Umwelt- und Sozialfaktoren, wie der

Einfluss von Zigarettenrauch, Vitamin D, Migration oder Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus
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(EBV) eine Rolle in der Atiologie und Pathogenese der MS spielen. Die Folge ist eine

Dysregulation des Immunsystems, die letztendlich die Erkrankung zu verursachen scheint.

Der genetische Einfluss der MS wird in dem Moment deutlich, wenn man sich den familiaren
Hintergrund MS-Erkrankter ansieht: 12,5% der Patienten haben eine positive
Familienanamnese fir MS und auch die Konkordanzrate weiblicher monozygoter Zwillinge
liegt bei bis zu 30% (11). In GWAS konnte des Weiteren eine Assoziation zum regionalen
Vorhandensein der HLA-DRB1*15-Variante in der Klasse Il der Histokompatibilitditskomplexe
(MHC-II) nachgewiesen werden, wobei die genauen Pathomechanismen noch aktueller
Gegenstand der Forschung sind (11, 15). Gleichzeitig gibt es kaum Hinweise darauf, dass die
MHC die MS-Auspragung im Sinne des ,Krankheitsphanotyps” (individuelle neurologische
Symptomatik) beeinflussen wiirden (19, 20), im Gegensatz zum teilweise als multigenetisch-
bedingt beschriebenen Risiko fir MS-Schiibe (16). In anderen Forschungskreisen ist auch
letzteres nicht uneingeschrdankt anerkannt. Die Studienergebnisse der GWAS-Analysen
verstarken jedoch die Vermutung zum Einfluss der Antigen-Prasentation auf die Entstehung
von MS. Damit ist jedoch nicht die Rolle der CD8+ T-Zellen erklart, die mit MHC-I-Molekilen
interagieren und auch wesentlich zur Entziindungsreaktion im Rahmen der MS beitragen. In
Subsequenz-GWAS-Analysen konnten zudem die Alpha-Gene der Rezeptoren der Interleukine
2 und 7 (IL2RA, IL7R) als Risikofaktoren identifiziert werden (15). MHC-Klasse | Allele, allen
voran HLA-A-Allele, scheinen einen protektiven Einfluss einer europdischen GWAS-Analyse

zufolge zu haben (19).

EBV-Infektionen sind mit dem Auftreten einer MS assoziiert, wie in der KKNMS-Studie
nachgewiesen werden konnte (21, 22). Nahezu alle MS-Patienten hatten eine EBV-Infektion,
sodass bei einer Seronegativitat gegen Epstein-Barr Nuklear Antigen 1 die Diagnose MS in
Frage zu stellen sei' (22). Eine symptomatische EBV-Erkrankung verdoppele nahezu das
MS-Risiko. Neben molekularem mimikry wird eine EBV-induzierte B-Zell-lmmortalisation oder
Einfluss auf andere immunregulatorische Elemente durch EBV fiir den Effekt verantwortlich
gemacht (22-24, 14).

Auch der Mangel von UVB-Strahlung und Vitamin D wirken sich negativ auf die Entstehung der

MS aus. Im Bereich des Immunsystems unterliegt die Unterdrickung von B- und

1 Dr. Lisa Gerdes, Neurologin und MS-Forscherin an der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen in einem Interview mit
Amboss Miamed
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T-Zell-Proliferation sowie die Modulation der T-Zell-Antwort Vitamin D-abhangigen
genomischen Effekten (23). Vitamin-D-Mangel spielt aus den genannten Griinden eine
allgemeine Rolle in der Entstehung von Autoimmunkrankheiten wie auch z.B. der
rheumatoiden Arthritis, Diabetes mellitus Typ | oder Systemischem Lupus erythematodes.
Korrespondierend zum Einfluss des Vitamin-D-Mangels passt der Gradient der
geographischen Breite: die Pravalenz der MS steigt mit gréRerer Entfernung zum Aquator an
(23).

Diese Umweltfaktoren scheinen die MS-Suszeptibilitat vor allem innerhalb der ersten beiden
Lebensdekaden zu beeinflussen, wie Migrationsstudien aufzeigen konnten (23). Aktuelle
Studienergebnisse aus Danemark und Schweden weisen darauf hin, dass insbesondere
Migration im Kindes- und Jugendalter und von Landern mit niedrigerer zu hoherer Pravalenz

das MS-Risiko steigert, was den Einfluss von Umweltfaktoren unterstreicht (19, 25, 26).

Zigarettenrauch wirkt sich negativ sowohl auf die Entstehung als auch den Verlauf der MS aus:
Raucher haben ein bis zu 50% hoheres Risiko, an MS zu erkranken (11). Auch hier wird als
Hypothese eine Beeinflussung des Immunsystems im Sinne einer durch Zigarettenrauch in den
Lungen ausgel6sten posttranslationalen Modifikation durch Antigen-prasentierende Zellen
angesehen (11).

Ein weiterer, unabhangiger Risikofaktor stellt die Adipositas dar (26). Protektiv fur Frauen ist
eine aktive bzw. kirzlich durch eine Geburt abgeschlossene Schwangerschaft, die einen
relativen Schutz vor MS fir die nachsten 5 Jahre bietet (23). Bei einer bereits manifesten MS
ist das Schubrisiko im ersten Post-Partum-Trimester jedoch signifikant erhoht, wohingegen

das Schubrisiko gegen Ende der Schwangerschaft geringer ist (16).

2.3.1 Theorien zur Pathophysiologie der MS nach aktueller Studienlage

Die genauen pathophysiologischen Mechanismen sind zwar bislang nicht geklart, jedoch
lassen sich in den frihen Phasen der MS starke inflammatorische Reaktionen des zentralen
Nervensystems nachweisen.

Aktuell in der Literatur favorisierte Hypothese stellt die Folgende dar: Die Autoinflammation
beginne mit einer Migration peripherer CD4+ T-Lymphozyten durch die Blut-Hirn-Schranke
einhergehend mit der Sezernierung von Interferon-y sowie Interleukin-7 (23). Diese

T-Lymphozyten richteten sich autoreaktiv gegen die Myelinscheiden und andere Antigene des
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ZNS (14). Vor Ort im ZNS scheine es zu einer Reaktivierung dieser T-Zellen durch lokale
MHC-Il-positive  Antigen-prasentierende Zellen zu kommen, wodurch dann eine
Inflammationskaskade mit klonaler Expansion inflammatorischer CD20+ B-Lymphozyten,
CD8+ und CD4+ T-Zellen induziert sowie die Ausschittung zahlreicher Zytokine und
Chemokine in Gang gesetzt wiirde (14, 15, 18, 23). Zusatzlich finde parallel eine Aktivierung
von Mikroglia statt. Diese griffen Myelinscheiden sowie Oligodendrozyten an und trage somit
zur Demyelinisierung bei (14). Die axonalen Schaden trdaten sowohl wahrend der akuten
Entziindungsreaktion mit hohen Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a
als auch durch die permanente Mikroglia-Aktivierung auf (14, 16).

Alternativen Hypothesen zufolge hingegen werde die MS durch eine primdre Apoptose von
Oligodendrozyten ausgel6st, die wahrscheinlich ursachlich durch Mitochondrien-Dysfunktion
initilert werde. Direkte Folge davon seien axonale Schiaden und eine Aktivierung von
Mikroglia. Erst anschlieffend komme es zu einer autoimmunen Reaktion mit Einwanderung
von Immunzellen durch die Blut-Hirn-Schranke, die ihrerseits den Circulus vitiosus durch die
ausgeldste Immunreaktion gegen Oligodendrozyten verstarkten (18). Demzufolge sei also die
Neurodegeneration nicht nur Folge der Entziindung, sondern maRgeblich als Ursache

beteiligt.

Demyelinisierung, Schadigung von Oligodendrozyten und Axonen sind Folgen dieser
Entziindungsprozesse und flihren zu neurologischer Dysfunktion. Eine Remyelinisierung ist
parallel in allen Stadien der MS zu beobachten, vor allem jedoch in den Phasen akuter
Inflammation (11). Diese Remyelinisierung ist teilweise fiir die Remission im Anschluss an

einen aktiven Schub verantwortlich (23).

Die Krankheitsaktivitat kann signifikant durch B-Zell-Depletion via anti-CD20-Antikérper wie
Rituximab gemindert werden. Gleichzeitig ist in der MS-Diagnostik der Nachweis oligoklonaler
Banden (OKB) im Liquor cerebrospinalis, die bei >95% der Patienten nachweisbar sind, zwar
hochsensitiv jedoch nicht spezifisch. Die OKB stellen das Korrelat der sezernierten
Immunglobuline G (IgG) dar, die von Plasmazellen sezerniert werden, welche sich wiederum
aus B-Zellen entwickelten. CD20-depletierende Therapien fiihren bei langfristiger Anwendung
zu einer Hypogammaglobulindmie. Plasmazellen bleiben durch CD20-depletierende
Therapien primadr unberihrt; ein Plasmazellabfall ware erst nach einigen Jahren

Therapiedauer erwartbar (23).
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2.4  Erst- und Verlaufsdiagnostik

Die Diagnosestellung der Multiplen Sklerose (RRMS) erfolgt anhand der 2017 revidierten
McDonald-Kriterien klinisch sowie durch ergdnzende Liquor- und MRT-Diagnostik (17).
Voraussetzung zur Diagnosestellung ist immer eine Dissemination in Ort und Zeit (2-4).
Insgesamt stellt die Diagnose MS eine Ausschlussdiagnose dar, die McDonald-Kriterien
erlauben jedoch eine ausreichend sichere Diagnosestellung anhand klinischer und
paraklinischer Befunde (10, 17).

Rein klinisch ist eine MS-Diagnose nach zwei klinisch eindeutigen Schiilben mit mindestens 24
Stunden andauernden Symptomen und mit einem zeitlichen Mindestabstand von 30 Tagen
zwischen den einzelnen Schiiben zu stellen. Alternativ kann radiologisch via MRT auch bereits
bei einem Schub die Diagnose gestellt werden, indem ein simultaner Nachweis frischer,
aktiv-entziindlicher Lasionen mit Gadolinium-Kontrastmittel-Enhancement parallel zu
abgelaufenen, kein Kontrastmittel aufnehmenden Lasionen, gefiihrt werden kann. Letztere
Lasionen stellen das radiologische Korrelat vergangener Schiibe dar (2, 27).

Die MRT-Diagnostik ist hochsensitiv und wird heutzutage bevorzugt zum Nachweis der
Dissoziation in Ort und Zeit parallel zur klinischen Untersuchung angewendet, da sie einen
Beweis eines multifokalen und wiederholenden ZNS-Prozesses liefert. In den Leitlinien haben
sie als MAGNIMS-consensus-Kriterien Eingang gefunden (4, 27). Die per MRT nachgewiesenen
Lasionen missen sich an mindestens zwei der MS-typischen Lokalisationen befinden, namlich
periventrikuldr, (juxta-) kortikal, infratentoriell oder spinal (2, 14, 28). Alternativ zu einer
neuen aktiven Lasion ist der Nachweis einer akuten Blut-Hirn-Schrankenstérung oder
chronisch-inflammatorischer Geschehen durch ein MS-typisches Liquorprofil. Dieses weist
u.a. bis zu 50 Leukozyten/ul Liquor, positive OKB oder ein erhohtes IgG auf (3). Ein weiteres
Dogma der Diagnostik ist, dass die Symptomatik durch keine andere Erkrankung mit einer

héheren Wahrscheinlichkeit ausgel6st sein darf — ,no better explanation than MS“ (2, 10, 28).

Zur Diagnosestellung einer PPMS erfordern die Kriterien eine Krankheitsprogression von mehr
als einem Jahr unabhangig von klinischen Schiiben und zwei von drei nachfolgenden Kriterien:
mehr als eine T2-hyperintense Ldasionen an MS-typischen Lokalisationen in mehr als einem
ZNS-Bereich, mehr als zwei T2-hyperintense spinale Lasionen oder der isolierte Nachweis von

OKB im Liquor (2, 17).
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Noch keinen Eingang in die McDonald-Kriterien haben folgende Aspekte gefunden: weitere
Auffilligkeiten im Bereich der Bildgebung in der OCT — u.a. mit Ausdiinnung spezifischer
Retinaschichten —, neurophysiologische Untersuchungen wie P100-Latenzverlangerungen in
den visuell-evozierten Potentialen (VEP) oder relevante afferente Pupillendefizite (2).
Spezifische serologische Biomarker, durch deren Nachweis eine MS-Diagnose einfacher
gestellt werden koénnte, existieren bislang ebenfalls nicht. Vielversprechend erscheint in der
aktuellen Forschung ein erhéhtes Neurofilament light-chain (NfL), das als Biomarker axonaler
Schaden erforscht wird (3, 28). Die weiteren Forschungsergebnisse bleiben so ein

interessanter Ausblick fir die Zukunft.

2.5 Therapieprinzipien und Prognose

Im Laufe der Zeit wurden viele spezifische Therapeutika entwickelt, die eine immer bessere
Symptomkontrolle und Reduktion der Krankheitsprogression zulassen: die disease-modifying
therapy (DMT) ist Bestandteil eines personalisierten Therapiekonzeptes. Grundlage der
MS-Therapie stellt aktuell das NEDA-Konzept — ,no evidence of disease activity” — dar (10, 29,
30). Eine ,,stable disease” liegt jedoch nur vor, wenn in der MRT weder aktive Lasionen noch
eine Zunahme von Lasionen oder Lasionsvolumina nachweisbar sind, keine klinischen Schiibe
vorliegen und keine durch den EDSS-Score quantifizierte Verschlechterungen auftreten (18).
Die Patienten sollten eng an ein MS-Zentrum angebunden werden, um eventuell zeitnah
DMT-Schemata wechseln zu konnen. Patienten profitieren hier von multidisziplindren,

hochspezialisierten Zentren und speziell auf MS geschulten Neurologen (30, 31).

Essentiell in der DMT sind ein frihzeitiger Therapiebeginn sowie die Auswahl eines
personalisierten Therapieschemas (29). Beide DMT-Bestandteile gehen ebenfalls eng mit
prognostischen und pradiktiven Faktoren einher (31). Die Therapeutika-Wahl richtet sich vor
allem nach der Krankheitsschwere zu Beginn. Dieser Begriff der Krankheitsschwere beinhaltet
sowohl Krankheitsaktivitat als auch Krankheitsprogression. Frither Therapiebeginn ist
nachweislich mit einer geringeren Langzeitbehinderung assoziiert (14). Innerhalb der DMT
werden Induktions- und Eskalations-Therapiekonzepte unterschieden. Vor allem bei jungen
Patienten, die eine hohe initiale Krankheitsaktivitdit und negative pradiktive Faktoren
aufweisen, sollte eine aggressive immunsuppressive Induktionstherapie angestrebt werden,

um frilhe neurologische Langzeitfolgen effektiv abzuwenden wund auch das
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Transformationsrisiko einer RRMS in eine SPMS zu senken (29, 32). Auch den mittlerweile nur
noch selten als solche diagnostizierten CIS-Patienten sollte bereits eine DMT angeboten
werden, um das Risiko einer Konversion in eine definitive MS zu senken (14).

Additiv ist in jedem Krankheitsstadium der MS eine Vitamin-D-Supplementation
empfehlenswert, da bereits ein Serumlevel-Anstieg um 10 nmol/l das Schubrisiko um 9%
senken konnte, wie bereits in einer Studie 2010 nachgewiesen wurde (16, 33).

Wichtig fir das Therapiemonitoring und das Erreichen von NEDA sind dabei akkurate
follow-up-Methoden, die nach Wahl so minimal-invasiv wie moglich, dabei aber sensitiv,
spezifisch, reliabel reproduzierbar, kostenglinstig, wenig zeitaufwandig und ubiquitar
verfligbar sein sollten (18, 30). Auch aus diesem Grund wird im Bereich von Biomarkern weiter
geforscht. Eine vielversprechende Alternative Messmethode zur MRT stellt die OCT dar, auf
deren Nutzen vor allem auch unter Berlicksichtigung genetischer Hintergriinde und

Einflussfaktoren im Besonderen eingegangen werden wird.

2.5.1 EDSS-Score

Das Behandlungsziel unterscheidet sich je nach Grad der Behinderung des Patienten
gemessen am EDSS-Score. Der EDSS ist ein klinisch erhobener Score, der unterschiedliche
funktionelle Systeme bei Multipler Sklerose widerspiegelt, in 0.5-Punkte-Schritten angegeben
wird und mit dessen Hilfe die Effektivitat klinischer Therapien und die Krankheitsprogression
Uberwacht werden kénnen (34). Die funktionellen Systeme umfassen hierbei hohere zerebrale
Funktionen, Pyramidenbahn, Kleinhirn, Hirnstamm, Sensorik, Sehfunktion sowie Blasen- und
Mastdarmfunktion. Der EDSS dient somit als Skala, die den Grad der Behinderung durch MS
zum Erhebungszeitunkt angibt. Die Punktwerte reichen von 0 =normaler neurologischer

Befund in allen funktionellen Systemen bis hin zu 10 = Tod durch MS (34, 35).

Primares Ziel bei weniger affektierten Patienten mit einem EDSS =0-3 sind die
Aufrechterhaltung normaler korperlicher Aktivitdt sowie soziale und berufliche Teilhabe. Das
Augenmerk verschiebt sich bei bereits starker behinderten Patienten mit einem EDSS = >3-6
vor allem auf die Aufrechterhaltung der sozialen Aktionsfahigkeit sowie Arbeitsfahigkeit mit
Anschluss an den Arbeitsmarkt (31). Der EDSS-Score von >3 stellt in der Literatur einen
signifikanten Wendepunkt hin zu irreversiblen neurologischen Schaden dar, weswegen sich
ab diesem Wert die Therapieziele dndern (18). Ab einem EDSS >6 sollte das primare Ziel die

Wahrung der Patientenautonomie, Lebensqualitat und das Management krankheitsbedingter
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Komplikationen sein (31). Neueren Studien zufolge erreichen jedoch nach 16 Jahren
Krankheitsdauer nur noch <10% der Patienten einen entsprechenden Grad der Behinderung

(10, 36).

Beachtenswert ist die Veranderung der klinischen Folgen der Schiibe tiber den Verlauf der
Krankheit hinweg: visuelle und sensorische Ausfille kennzeichnen die Schibe zu
Krankheitsbeginn, wohingegen zerebelldre Ausfalle, pyramidale Stérungen, insbesondere der
unteren Extremitaten, sowie Sphinkterfunktionsstérungen in den spateren Stadien vermehrt
auftreten (16). Letztere neigen in der Mehrheit zu inkompletten Remissionen, woraus sich
auch die Zunahme an bleibenden Behinderungen mit Einschrankungen im Krankheitsverlauf
ergibt. Mehrheitlich sind bei den Patienten daher Gang- und Stand- sowie Feinmotorik
eingeschrankt, was einen groflen Einfluss auf den Alltag, die Autonomie aber auch die
Selbstwahrnehmung der Betroffenen ausubt. Pro Schub konnte eine
Funktionsverschlechterung von mindestens 0.5 Punkten im EDSS bei 42-49% der Schiibe
festgestellt werden, bei 28-33% der Schiibe verschlechterte sich der EDSS sogar um 1.0 oder
mehr Punkte (16). In Studien konnte zudem gezeigt werden, dass Regionen mit
vorangegangener Demyelinisierung im Rahmen eines Schubes auch in Zukunft haufiger
Zentren der Demyelinisierung und damit neuer Schibe sein kénnen. Es wird in diesem
Zusammenhang von einer vermutlich polygenetischen —vor allem die MS-Suszeptibilitatsgene

betreffenden — Ursache hierfiir gesprochen (16).

Die Prognose der MS wird kontinuierlich durch verbesserte Diagnostik und Therapien besser.
Auch die alterskorrigierte MS-bedingte Mortalitdt sinkt stetig. Als prognostisch unglinstig
gelten ein mannliches Geschlecht, ein spater Krankheitsbeginn, inkomplette remittierende

Schiibe sowie eine hohe Schubfrequenz zu Beginn (10).
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3. Allgemeine Grundlagen der Genetik

Die Genetik eines Menschen stellt die allumfassende Grundlage dar. Die individuellen
genetischen Informationen eines Organismus werden in Form von Nukleinsduren und deren
einzigartiger Reihenfolge gespeichert. Die Grundeinheit der Genetik stellt die auf
Chromosomen aufgeteilte DNA — Desoxyribonucleinsdure (engl.: acid) — dar, die in jedem
Zellkern des Organismus zu finden ist. Der Mensch besitzt 22 Autosomen-Paare und ein
Gonosomen-Paar, die im Rahmen der Befruchtung je zur Halfte von Vater und Mutter vererbt

werden (37).

Auf molekularer Ebene stellt das Gen als informationstragender Abschnitt die Grundeinheit
der Erbinformationen dar. Die DNA selbst besteht aus einem Pentose-Phosphat-Riickgrat, an
das je Zucker eine der vier Purin- oder Pyrimidin-Nukleinsdurebasen gebunden ist. Dabei ist
die Reihenfolge der Basen entscheidend fiir die Codierung der genetischen Information. Im
Rahmen der Proteinbiosynthese wird die Basenreihenfolge der DNA abgelesen (Transkription)
und in eine spezifische Aminosduresequenz lGbersetzt (Translation), die die Grundlage fiir das
fertige Protein bildet. Dieses wird im Anschluss noch auf vielfiltige Weise posttranslational
modifiziert, z.B. via Methylierung, bevor es seine Funktionalitdt voll erhalt. Die
proteincodierenden Anteile der DNA werden als Exons, die dazwischenliegenden,
nicht-codierenden Anteile als Introns bezeichnet. Letztere haben vor allem regulatorische
Funktionen und stellen einen Teil der Epigenetik dar, die die interindividuellen Unterschiede
bedingen. Der Genlocus beschreibt die physikalische Lage eines Gens auf einem Chromosom.
Allele stellen mogliche DNA-Sequenzen dar, die an einem spezifischen Genlocus auftreten. Als
Polymorphismen werden hierunter seltene Allele innerhalb einer Population bezeichnet. SNPs
stellen innerhalb einer Population auftretende Sequenzvarianten eines Allels dar, die sich nur
in einem einzigen Basenpaar unterscheiden (37, 38). SNPs werden in der Literatur als
Ursachen interindividueller Unterschiede in Bezug auf physische und psychische Merkmale,
genomische Evolution und auch interindividuelle Unterschiede in der Entstehung von
Krankheiten oder der Wirkung von Medikamenten diskutiert (39, 40). Haufig finden sie sich

im Bereich der regulatorischen bzw. nicht-codierenden DNA-Anteile.

Polymorphismen liegen per definitionem mit einer Haufigkeit >1% in Abgrenzung zu
Mutationen (<1%) in einer hdheren Frequenz in der Bevolkerung vor. Eine auf diesen Umstand

beruhende Hypothese besagt, dass seltene Mutationen mit seltenen Erkrankungen assoziiert
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seien, wohingegen SNP-Variationen zur Entstehung haufiger Krankheiten beitriigen (32).
Weitere Formen der Basenvariation stellen neben SNPs auch Insertion und Deletion, also
Hinzugewinn bzw. Verlust einer oder mehrerer Basen, dar. Beim Basenaustausch
unterscheidet man zwischen ca. 25% synonymen und nicht-synonymen Polymorphismen bzw.
Mutationen, da durch die Redundanz des genetischen Codes nicht jeder Austausch einer Base
eine Veranderung der Aminosaure in der Translation zur Folge hat. Weiter ist fir die
Auswirkungen von SNPs oder Mutationen entscheidend, in welchem Bereich der DNA, ob
Intron oder Exon, sie sich befinden und auch, ob das entstehende Protein in seiner Funktion
dadurch qualitativ verdandert oder beeintrachtigt bzw. seine Quantitat verandert wird. Viele
SNPs liegen jedoch nicht im Bereich Protein-codierender Exons, sondern haufiger in
Promotorabschnitten und Introns, Bereichen der Genexpression und Modulation. Dies
erschwert die Interpretation der Auswirkung bei Veranderungen des entsprechenden SNP, da
Genexpression und Gen-Gen-Interaktion in ihrer Komplexitdt und Vielfalt bis heute nicht

vollstandig verstanden sind und haufig viele Effekte hierbei zusammenspielen.

3.1 HapMap Datenbank

In Bezug auf interindividuelle Unterschiede der DNA bei Menschen ist es immer wieder
erstaunlich, dass sich die Erbinformationen nur zu 0,1% von Individuum zu Individuum
unterscheiden. Diese Unterschiede haben jedoch einen groRen Einfluss auf u.a.
interindividuelle Krankheitsrisiken sowie Medikamentenwirkungen. Seit der Erforschung des
genetischen Codes interessieren vor allem auch die haufigen genetischen Variationen, die mit
einer Mindesthdufigkeit von >5% als Allele in der Bevdlkerung vorkommen. Diese
genotypischen Daten wurden durch das Internationale HapMap Consortium seit 2002
gesammelt (41), um eine Datenbank haufiger Sequenzvariationen zum Vergleich anzubieten
und damit die Grundlage Genom-weiter Assoziationsstudien zu bilden (40). Bei HapMap
werden Haplotypen auf abweichende SNPs hin verglichen. Genetische Sequenzen
verschiedener Individuen konnten gesammelt und mithilfe der SNPs die chromosomalen
Regionen identifiziert werden (40). Bereits im Jahre 2010 wurden auch die DNA-Varianten mit
einer geringeren Allelfrequenz, namlich <5% MAF (minor allel frequency) ebenfalls als
Risikofaktor haufiger Krankheiten erkannt und auch diese SNPs in die HapMap-Datenbank

eingefligt, um ganzheitlichere Analysen zu ermoglichen (41).
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3.2 Genomweite Assoziationsstudien

GWAS haben zum Ziel, genetische Varianten, die an der Entstehung von Krankheiten beteiligt
sind, zu identifizieren. Dies geschieht in dem Verstdndnis, dass in der Ursachenforschung von
Krankheiten die Genotypen eine wichtige Rolle spielen. Ein besonderer Fokus liegt hierbei auf
der Analyse von Polymorphismen und SNPs, die in der Bevolkerung mit einer Frequenz >1%,
vorkommen. Hierbei scheinen jedoch vor allem Allele mit einer niedrigen MAF <5% einen
essentiellen Beitrag zum hereditdren Risiko von Gesellschaftskrankheiten zu haben (42).
Weiter verbreitete DNA-Varianten mit einer MAF >5% wurden bereits ausfiihrlicher
untersucht, wobei keine mono- oder oligogenetischen Ursachen fiir jene ,common diseases”
gefunden werden konnten (42). SNPs kommen mit einer geschatzten Frequenz von 500-1.000
base pairs (bp) lUber das Genom hinweg verteilt vor. Durch ihren vermuteten Einfluss auf
Promotoraktivitdten, mRNA-Stabilitdit sowie subzellulire mRNA-Positionsbeeinflussung
stellen sie einen vielversprechenden Ausgangspunkt medizinscher Forschung vor allem
hinsichtlich groRer Volkskrankheiten dar (43), um verbesserte und individuellere Therapien
entwickeln und eine hohere Therapiesicherheit erreichen zu konnen. Auch soll die
interindividuell unterschiedliche Krankheits-Suszeptibilitat daraus erklart werden kénnen, um
unterschiedliche Risikoprofile mit sich daraus ableitenden Strategien entwickeln zu kénnen
(43). SNPs bieten sich des Weiteren an, da sie als genetisch stabil betrachtet werden und zu
50% in nicht-kodierenden DNA-Abschnitten vorkommen. Lediglich 25% der SNPs resultieren

in Miss-sense-Mutationen (43).

Ein groBer Vorteil von GWAS ist die hohe statistische Power, die durch die Analyse sehr groRer
Populationen entsteht, bei der verbreitete genetische Varianten aus groRen Mengen
genomweit gesammelter Daten als Vergleichsgrundlage gespeichert werden. Die Haufigkeiten
des Individuums werden im Anschluss mit denen der Bevolkerungsgesamtheit verglichen. Auf
diese Art und Weise kdnnen Rickschliisse auf Risikoallele gezogen werden, die mit einem
erhohten  Erkrankungsrisiko  einhergehen (44). Diese werden als sogenannte
Suszeptibilitatsgene bezeichnet. Haufig sind diese identifizierten genetischen Varianten
jedoch in regulatorischen Genregionen lokalisiert, was eine genaue Zuordnung zur
Pathophysiologie der einzelnen Erkrankung erschwert, da die funktionellen Regionen und
regulatorischen Elemente viele unterschiedliche Gene sowie wiederum ihrerseits andere
genexpressive  Mechanismen beeinflussen konnen (44, 45). Von besonderem

wissenschaftlichen Interesse ist in diesem Kontext unter anderem die Zuordnung von
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neurobiologischen Korrelaten — sogenannten Endophanotypen — zu Genotypen, um eine
verbesserte individuelle Krankheitsprognose abgeben zu kénnen (44, 46).

Ein weiterer Vorteil von GWAS stellt die Analyse gesamt-genomischer Marker dar, sodass kein
Datenverlust durch prdanalytisch zu treffende Auswahl bestimmter Marker oder Allele
geschieht (32). Es kann somit direkt nach neuen Risikoallelen gesucht werden. Zur
Bestimmung von Umwelteinflissen zusatzlich zur individuellen genetischen Ausstattung
konnten GWAS bereits in der Vergangenheit erfolgreich zur Risikovorhersage genutzt werden
(47); an dieser Stelle besteht also Forschungsbedarf in Bezug auf viele
Gesellschaftskrankheiten. Je hoher die Anzahl affektierter Genloci, je groRer die Stichprobe,
je umfangreicher das zur GWAS genutzte Panel und je einheitlicher die Krankheitsauspragung,
desto aussagekraftiger sind die Ergebnisse von GWAS (47). Hieraus ergeben sich Limitationen
in Bezug auf den Einsatz von GWAS bei seltenen und heterogenen Krankheiten wie MS.
Dennoch ist dieses neue Forschungsmodul ein vielversprechender Ansatz, mehr iiber Atiologie
und Pathophysiologie verstehen zu lernen. Des Weiteren wurden gerade bei MS schon lber
300 Risikogene mit Hilfe von GWAS bestimmt (5). Durch die Pleiotropie des Genoms sind die
gleichen genetischen Variationen oftmals mit unterschiedlichen Krankheiten bei
verschiedenen Personen assoziiert. Bei Autoimmunerkrankungen, zu denen die MS mitunter
auch gezahlt wird, scheinen zum Teil die gleichen genetischen Varianten fir unterschiedliche

Autoimmunkrankheiten mit auslésend zu sein (45, 47).
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4. Grundlagen der Optischen Koharenztomographie

Die OCT stellt ein bildgebendes Verfahren dar, das minimal-invasiv und beriihrungslos
arbeitet. Primdre Anwendungsfelder in der medizinischen Diagnostik liegen im Fachbereich
der Augenheilkunde, die OCT wird jedoch mittlerweile auch endovaskular in der Kardiologie
sowie endoskopisch in der gastroenterologischen Diagnostik eingesetzt (6, 11). Abgeleitet
vom OCT-Einsatz bei der Messung neuronaler Schiaden beim Erkrankungsbild einer
diabetischen Retinopathie, wird die OCT zunehmend auch zur Messung der
Neurodegeneration bei MS eingesetzt (48). Es konnte ein Zusammenhang zwischen
Retina-Atrophie im Rahmen von MS und physischer Behinderung, kognitiven Defiziten sowie
cerebraler Atrophie belegt werden (18), was neben den strukturellen Vorziigen die Bedeutung

der OCT als bildgebendes Verfahren zum direkten Monitoring bei MS hervorhebt.

Als strukturelle Vorteile der OCT sind neben der Minimal-Invasivitat auch eine schnelle
Durchfiihrbarkeit sowie vergleichsweise kostengiinstige und ubiquitar vorkommende Gerate
zu nennen (18, 49). Auch die Messungen selbst sind fiir Patient und Untersucher weniger
zeitaufwandig als eine MRT-Untersuchung, was zu einer héheren follow-up-Compliance der

Patienten bei geringeren Kosten fiir das Gesundheitssystem beitragen konnte.

In der Augenheilkunde wird die OCT im Rahmen der Hinterabschnittsdiagnostik eingesetzt,
wobei Atrophien oder Odeme u.a. im Rahmen von Erkrankungen wie diabetischer
Retinopathie oder Chorioretinopathia centralis serosa nachgewiesen werden. Die Schichten
der Netzhaut lassen sich hierbei deutlich voneinander abgrenzen (50). So lassen sich auch
Informationen Uber die strukturelle Retinabeschaffenheit erheben. Da der Einsatz der OCT in
der Neurologie noch neuer ist, finden sich hierbei weniger Publikationen als zu
Krankheitsbildern der Augenheilkunde, wo die OCT bereits seit Anfang der 1990er Jahre

etabliert ist.

4.1 Funktionsweise und Messverfahren

Grundlage der OCT stellen Reflexionen von Lichtstrahlen an Grenzflaichen mit
unterschiedlichen Brechungsindices dar. Die Funktionsweise der OCT ist in diesem Sinne
analog zu der der Sonographie. Unterschiedlich sind die eingesetzten Signaltechniken: Bei der
OCT werden statt Schallquellen als Signale Lichtquellen im nah-infraroten Bereich verwendet.
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Das genutzte Verfahren nennt sich WeiBlichtinterferometrie. Die Geschwindigkeit der
Lichtstrahlen betragt dabei circa 300.000 km/s wodurch eine genaue Messung von Entfernung
und Dicke gewahrleistet werden kann (48). Hierbei wird die Interferenz von Referenzlicht und
zurilickgestreutem Licht gemessen, um eine Abbildung des Tiefenprofils der Messprobe mit
moglichst guter Auflosung im um-Bereich zu erhalten (51). Weilles Licht reagiert besonders
empfindlich auf Veranderungen von Brechungsindices. Neben dem gesamten Retinavolumen
(total retina volume, TRV) kdonnen die einzelnen Retinaschichten in ihrer Dicke differenziert
betrachtet werden. Heutzutage wird vor allem die viel messgenauere Form der OCT, SD-OCT
— spectral-domain optical coherence tomography — bevorzugt (48). Bei dieser Messform sind
sowohl die Aufnahmedauer kiirzer als auch die Auflésung hoéher. Daraus resultiert ein
genaueres Bild und auch die Reproduzierbarkeit wird erhéht. Deswegen ist die SD-OCT vor
allem im Bereich der Diagnostik und Verlaufskontrolle von Krankheiten des Sehnerven von
Vorteil (48, 52), obwohl die TD-OCT — time-domain OCT — das verbreitetere Verfahren
darstellt. In-vivo-Messungen des Corneavolumens oder des vorderen Augenabschnitts
scheinen adadquat via SD-OCT-Messungen abgebildet werden zu koénnen, die retinalen

Schichten werden besser mittels TD-OCT-Messungen dargestellt (6).

Das genutzte Messverfahren nennt sich low-coherence interferometry-Messung. Es werden
die Zeitverzogerung und die Intensitdt des reflektierten Lichts im Vergleich zur einem
Referenzstrahl gemessen.

Der ausgesendete Lichtstrahl wird zunachst geteilt, um zeitgleich auf zu messendes Objekt
sowie Referenzobjekt gesendet werden zu kdnnen. Beide Lichtstrahlen werden vom gleichen
Photodetektor aufgefangen, nachdem sie reflektiert worden sind (53). Hier werden dann Zeit-
sowie Intensitdtsunterschiede gemessen und schlielRlich als Interferogramm graphisch
abgebildet (54). Das Interferogramm beschreibt den Vergleich der Reflexionszeiten des Lichts
mit einem anderen Lichtstrahl als Referenzzeit und -Medium, da durch die hohe
Geschwindigkeit von Licht keine direkten Zeitunterschiede technisch messbar sind (53). Umso
mehr Lichtphotonen nicht vom Gewebe absorbiert wurden und dementsprechend durch den
Photodetektor nach der Reflexion detektiert werden konnten, desto hoher ist die
Tiefenauflésung des Bildes (53). Die Starke des Referenzstrahls muss umgekehrt angepasst
werden, da dieser ohne Photonenverlust in jedem Fall starker als der reflektierte Probenstrahl

ist, damit das Bild weder verrauscht noch Uberstrahlt wird, je nach zu schwacher bzw. starker
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Referenz (50). In der Regel erfolgt diese Anpassung automatisiert bei den klinisch eingesetzten

Geraten.
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(Tiefenausdehnung)

________

Teilung der
Strahlungin
Mess- und
Referenzstrahl

Lichtquelle:
Aussendung niedrig
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0
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Interferogramm:
Intensitatsunterschiede
werden iiber die Zeit
aufgetragen

~

Photodetektor:

Ubersetzung der
Messwerte in ein
Interferogramm
(rechts)

0 1 1 ] >t
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Abbildung 1: Funktionsweise und Messverfahren einer OCT (Bildquellen: nach (49, 55))

Damit die Lichtstrahlen fir die OCT nutzbar sind, missen sie kohdrent sein. Das heifkt sie
miussen in definierten zeitlichen und rdumlichen Beziehungen zueinander stehen, um eine
moglichst grofe messbare Interferenz zu erzeugen (53). Interferenz entsteht durch die
Spaltung des Lichtstrahls in die beiden Teilarme in Referenz- und Messstrahl.

Das OCT-Signal besteht schlussendlich aus orts- und wellenlangenabhéngiger Interferenz, die
zwischen dem reflektierten Licht aus der Probe und vom Referenzspiegel gemessen werden
kann (53). Uber eine Fourier-Transformation kann die Tiefe aus der Reflexion der Photonen
bestimmt und so eine Tiefenmessung gemacht werden. Bei den auch in dieser Studie
verwendeten Messgerat wurde ein SD-OCT verwendet, wobei das Interferometer noch durch
ein optisches Gitter ergdnzt wurde. Hierdurch werden die Wellenlangen innerhalb des
Lichtstrahls je nach Wellenlange abgelenkt, wodurch ein praziseres Bild am Ende erfasst

werden kann (53).
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Diese Messungen werden an unterschiedlichen Stellen wiederholt, um ein Schnittbild zu
erstellen (53). Dieses wird schlief3lich in die uns bekannte Darstellungsform (ibersetzt, woraus
medizinische Daten erhoben und ausgewertet werden kénnen.

Analog zum Ultraschall wird auch bei der OCT eine Tiefenmessung als A-Scan und ein
Schnittbild als B-Scan bezeichnet (53), wodurch aus vielen benachbarten Schnittbildern auch
dreidimensionale Volumenaufnahmen generiert werden kénnen. OCT-Scans werden in der
Regel als B-Scans ausgewertet (53). Vereinfacht gesagt: Durch Zusammenfligung der oben
beschriebenen Tiefenmessungen an verschiedenen Stellen der Netzhaut (A-Scans) entstehen
im Anschluss Schnittbilder (B-Scans) bei Geraten dieser technischen Ausstattung, wie sie auch

hier verwendet wurden (50, 53, 56, 57).

Die Auswertung der Bilder und die Angabe der Ergebnisse in geldufigen Zahlen wird
automatisch durch eine gerateinterne oder durch eine hierfiir programmierte und
eingespeiste Software durchgefiihrt. So kdnnen bei gleichem Messobjekt je nach Verrechnung
der Daten unterschiedliche Werte entstehen. Wichtig bei der Betrachtung von longitudinal
erhobenen Daten ist dabei vor allem, dass die Auswertung immer anhand der gleichen
Berechnungssoftware durchgefiihrt wird, um eine Vergleichbarkeit der Daten gewahrleisten

zu kénnen.

4.2 Einsatzgebiet der OCT bei MS

50% der Patienten mit MS erleben im Laufe der Erkrankung mindestens einmal eine Episode
einer Retrobulbarneuritis (RBN), bei 25% der Patienten stellt sie eines der initialen Symptome
dar. Die hohe Pravalenz innerhalb der Erkrankten unterstreicht den Stellenwert der
OCT-Bildgebung. Studien zufolge sind bei Patienten mit MS sowohl die Ganglienzell-Schicht
(GCL) als auch die innere plexiforme Schicht (IPL) signifikant diinner, wobei die Ausdinnung
der IPL relativ akkurat mit dem AusmaR der Neurodegeneration zu korrelieren scheint (57).
Beide Schichten werden haufig zusammengefasst als GCIPL. Eine weitere Korrelation konnte
zwischen der H6he des EDSS — bzw. dem Grad der Behinderung bei MS-Patienten — und der
Dicke der inneren Retinaschichten sowie des vaskuldren Netzwerkes gefunden werden (57).
Vor allem die RNFL-Atrophie (retinal nerve fiber layer) korreliert Studien zufolge mit
klinisch-neurologischer Einschrankung sowie per MRT dargestellter Atrophie. Diese

Neurodegeneration der Augen konnte bei 80% der Patienten post-mortem verifiziert werden
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(58). Einer koreanischen Zwillings- und Familienstudie aus dem Jahr 2020 zufolge, ist die
RNFL-Dicke der Makula signifikant durch genetische Faktoren bedingt. Die Autoren konnten
jedoch eine hohe Variabilitat innerhalb der einzelnen Makulaabschnitte feststellen, wobei die
hochste Vererbbarkeit im Bereich des zentralen Unterfelds und die geringste in den inneren
Bereichen festgestellt werden konnte (59). Ahnliche Ergebnisse konnten auch fiir andere
Netzhautschichten wie GCIPL ebenfalls bei koreanischen Studienpopulationen gewonnen
werden (60). Die Vergleichbarkeit zum kaukasischen Patientenkollektiv in unserer Studie ist
hierbei nur bedingt gegeben, andererseits kdnnen auch hier dhnliche Ergebnisse vermutet
werden. Auch in der UK Biobank Analyse konnten genetische Risikofaktoren fir die
Entstehung einer altersabhangigen Makuladegeneration gefunden werden, die vor allem die

Dicke der duReren Retinaschichten beeinflussten (61).

Im Rahmen entziindlicher Erkrankungen der Retina schwellen hauptsachlich die Schichten IPL
und OPL, im Rahmen neurodegenerativer Prozesse atrophieren am starksten die Schichten
RNFL sowie GCIPL (62, 63). Die Autoren schlossen aus ihren Forschungsergebnissen, dass
anhand der GCIPL-Atrophie vor allem die kontinuierliche Neurodegeneration bei Patienten
mit frlhen MS-Stadien gemessen werden kann. Der anhaltende axonale Verlust kann
hingegen anhand des mRNFL-Volumenriickgangs gemessen werden. Dieser sei durch
stattgehabte RBN induzierbar (63). Die OCT bietet hier ein einfaches, nicht-invasives
Verfahren, um diese Unterschiede nachzuweisen, wenn Patienten klinisch stumm bleibende
RBN erleiden, die einen Indikator fiir eine hohere Krankheitsaktivitat darstellen. So konnte in
einer longitudinal angelegten Studie eine moderate Korrelation zwischen RNFL-Ausdinnung

und Zunahme des EDSS nachgewiesen werden (43, 64, 65).

In einer Fall-Kontroll-Studie konnte bei Patienten mit frilhen Krankheitsstadien von MS im
Vergleich zu gesunden Probanden via OCT eine signifikante Atrophie des TRV festgestellt
werden (63). In Subgruppenanalysen konnte weiterhin anhand der Atrophie unterschiedlicher
Retinaschichten zwischen Patienten mit und ohne stattgehabter RBN differenziert werden:
bei den Patienten mit einer RBN in der Historie nahm neben dem TRV signifikant das Volumen

der mRNFL ab, bei Patienten ohne RBN hingegen fand sich eine Atrophie der GCIPL (63).
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4.3 Limitationen

Seit der Einflihrung der OCT-Angiographie im Jahre 2015 sind Studiendaten einer bislang
immer noch nur kleinen Population vorhanden, weswegen Validitdat und Evidenz der
Studienergebnisse kritisch betrachtet werden missen (57). Dies trifft jedoch weitaus weniger
auf die herkdmmliche OCT zu, die schon seit 1993 immer verbreiteter eingesetzt wird (6, 48).
Eine weitere Limitation ergibt sich aus dem Untersuchungsablauf selbst, bei dem die Patienten
aktiv mitarbeiten und so ein hohes Mal} an Compliance fiir die Messung zeigen miussen.
Schlechte Scan-Qualitat ist in den meisten Fallen auf eine ungeniigende Signalstarke oder eine
Dezentralisation des Messpunktes um die Makula durch (unwillkiirliche Eigen-) Bewegung des
Auges zurickzufihren (58). Vor allem TD-OCT-Messungen sind anféllig fiir Letzteres,
weswegen zur Gewinnung der vorliegenden Daten ein SD-OCT-Geradt verwendet wurde.
Da OCT-Technik haufig bei Erkrankungsbildern eingesetzt wird, die mit Neurodegeneration
und verminderter zerebraler und zerebellarer Kapazitat einhergehen, kdnnen teilweise keine
guten Bilddaten generiert und daraus folgend auch keine akkuraten Dateninterpretationen
gewahrleistet werden (57). Hierflr ist der Einsatz von Gerdten mit Eye-Tracking
empfehlenswert, da die Eigenbewegungen des Auges automatisch mit einberechnet und das
Bild und die Messung angepasst werden (50). Andererseits erhohen sich durch den Einsatz des
Eye-Trackings die Untersuchungsdauer und dadurch ebenfalls indirekt die Kosten der

Messung.

Haufige Begleiterkrankungen wie diabetische oder hypertensive Retinopathien stellen
Limitationen in Bezug auf den spezifischen Einsatz der OCT-Angiographie bei MS dar (57), die
OCT an sich wird hiervon weniger affektiert. Die Pravalenz dieser Erkrankungen nimmt mit
steigendem Alter zu, wohingegen sich der Erkrankungsbeginn bei MS in einem viel friiheren
Lebensabschnitt befindet. Fiir die OCT muss zudem die ophthalmologische Historie eines
jeden Patienten prazise erfasst werden (48), um Confounder erkennen zu kénnen. So ist auch
eine fortgeschrittene Katarakt als Limitation der OCT bei der Messung des hinteren
Augenabschnitts zu werten, da durch die Triibung der Linse auch die Streuung der Photonen
bei der Messung zunimmt, wodurch ein schwacheres Probensignal generiert wird und ggf. die
Tiefenmessung ungenau ist (53). Der Einsatz der OCT zur Beurteilung des hinteren
Augenabschnitts ist somit besser bei jungen Patienten, da die Linsentriibung physiologisch im
Rahmen des natirlichen Alterungsprozesses zunimmt. Es ist des Weiteren in Frage zu stellen,

inwieweit der Einsatz hochdosierter Glucocorticoide vor allem (iber einen langeren Zeitraum
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hinweg eine Linsentriibung verursachen und so die Messergebnisse verandern. Hierliber gibt

es jedoch keine Erkenntnisse in der aktuellen Fachliteratur.

Die Aufnahme mehrerer Messungen an einem Bildpunkt und die Berechnung eines
Mittelwerts erhéhen die Messgenauigkeit, verlangern jedoch die Untersuchungsdauer
(50, 53).

Generell ist zu sagen, dass die Messgenauigkeit und Vergleichbarkeit der Daten durch Nutzung
des selben Geradts im longitudinalen Verlauf erhoht wird (53) und daher follow-up-
Untersuchungen entsprechend am selben Gerat durchgefiihrt werden sollten. Dies ist auch in

Bezug auf die Daten-Auswertungssoftware, wie oben beschrieben, sinnvoll.
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5. Literaturdiskussion

5.1 Einfluss der Genetik auf MS

In einer international angelegten Studie konnten durch eine GWAS-Analyse von 47.429
MS-Patienten im Vergleich zu 68.374 gesunden Kontroll-Patienten 233 genomweit
signifikante Risikoallele flir MS identifiziert werden (66). Weitere 416 Varianten konnten nicht
das genomweite Signifikanzniveau erreichen, dennoch fanden sich statistische Hinweise auf
geringere Signifikanz (66). Im Rahmen der Studie wurden auf diese Art und Weise circa
7,8 Mio. SNPs mit einer MAF >1% analysiert (66). In einer weiteren longitudinal angelegten
Studie und unter Verwendung eines kumulativen genetischen Risikoscores (cGRS) konnten
Pan et al. einen signifikanten Zusammenhang zwischen sieben bekannten Risikogenen und
deren pradiktiver Aussagekraft bezlglich Schubfrequenz und/oder Krankheitsprogression
nachweisen (46, 67). Kritisch zu betrachten ist jedoch, dass keine der in den Analysen
gefundenen SNPs alleine, d.h. ohne cGRS, eine Assoziation zum EDSS zeigte (67), was die
Notwendigkeit einer Suche nach weiteren klinisch signifikanten Parametern unterstreicht. Die
Autoren schlieBen daraus, dass die Konversion eines CIS in eine MS und auch Schiibe durch
andere pathogenetische Prozesse bedingt sein konnten als der Fortschritt der Behinderung
selbst (67). Auch der Einfluss des bereits im Rahmen der Atiopathogenese beschriebenen
HLA-DRB1*15-Allels wurde kritisch hinterfragt: in einigen Studien konnte lediglich eine
Assoziation zu einem friheren Erkrankungsbeginn festgestellt werden (67, 68), andere
wiederum konnten einen Einfluss auf die MS-Schwere statistisch nachweisen (67, 69). Sawcer
et al. beschreiben die meist familiar gehauft auftretenden Variationen innerhalb des
MHC-Komplexes als den groRten Einflussfaktor auf das individuelle MS-Risiko (56). In ihrer
Analyse konnten sie vor allem immunologisch relevante Gene hinsichtlich der
HLA-DRB1-Risikoallele bestatigen und weiter die atiopathogenetische These der T-Helfer-Zell-
Differenzierung stiitzen (56). Beachtenswert bei diesen Studienergebnissen ist die
Panel-Auswahl der GWAS hinsichtlich europdischer Abstammung, wie es auch in der hier

vorliegenden Arbeit der Fall war. Dadurch gewinnen die Ergebnisse an Vergleichbarkeit.

Insgesamt wurden bis 2022 diverse MS-Suszeptibilititsgene nachgewiesen, 32 genetische
Signale, den MHC-Komplex betreffend, und circa 200 autosomale Genloci sowie auch ein
Genlocus auf dem X-Chromosom (19). Bis 2024 haben sich die Daten hierzu nur wenig

geandert. Diese Gene machen die zuvor beschriebenen knapp 50% der Erblichkeit von
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Multipler Sklerose aus (19). Die mehrheitlich fiir das genetische Suszeptibilitatsrisiko
relevanten Gene finden sich jedoch vorwiegend an Gen-Orten fiir die adaptive Immunantwort
und nahezu nicht im Bereich neuronaler Gene (70, 71). Als beachtenswert heben die Autoren
hervor, dass 78% der in GWAS eingespeisten genetischen Daten europadischer Abstammung
sind, was eine Unterreprasentation anderer Abstammungslinien auf der einen Seite bedeutet,
fir die hier vorliegende Studie jedoch die Vergleichbarkeit erhoht. Aus ethischer und
wissenschaftlicher Hinsicht wird daher eine erweiterte GWAS-Analyse mit Schwerpunkt auf

der nicht-europaischen Bevolkerung gefordert (19).

Analysen zufolge erklaren die bis jetzt bekannten genetischen Mechanismen jedoch
hochstens 48% der MS-Erblichkeit (45, 71). Die andere Halfte entfallt auf epigenetische
Faktoren, Gen-Gen-Interaktionen, Gen-Umwelt-Interaktionen und noch unbekannte
Begleiteffekte (45, 71). So bleibt die Rolle von beeinflussenden Umwelt- und epigenetischen
Faktoren wie Vitamin D, EBV, Nikotin, Alter, Komorbiditditen oder MS-Therapie, die als
mogliche Confounder fungieren konnen, weiter zu beachten (44, 46, 67). Auch hier sei noch
einmal auf das oben beschriebene Phanomen der Multikausalitat von genetischen Varianten

auf verschiedene Autoimmunkrankheiten hingewiesen (45).

5.2 MS-assoziierte Erkrankung: Neuritis nervi optici

Nachfolgend wird auf die Neuritis nervi optici als Auswahl MS-assoziierter Erkrankungsbilder
eingegangen, die fiur die durchgefihrte Studie inklusive Datenerhebungen und
Untersuchungen besondere Relevanz besitzt. Andere, im Kapitel 2 beispielhaft beschriebene
Erkrankungen, werden hier nicht detailliert dargestellt, da sie nicht Gegenstand der Analyse

sind und auch nur geringen Einfluss auf durchgefiihrte Datenerhebung und Messungen haben.

Eine Neuritis nervi optici — oder synonym RBN - kann Ausdruck entziindlicher
Systemerkrankungen sein und tritt insbesondere bei Multipler Sklerose in 20-30% der
Erkrankungsfélle als Erstmanifestation auf (72, 73). Aus diesem Grund wurde bei der
Auswertung der Krankenakten besonderen Wert auf die Erhebung der Krankheitshistorie
beziglich einer RBN gelegt. Aufgrund des haufig assoziierten Auftretens der beiden
Erkrankungen gehort zur Standarddiagnostik bei Verdacht auf eine Neuritis nervi optici eine
cMRT, um in der Bildgebung direkt auch eine Aussage beziiglich des Vorliegens einer MS

treffen zu konnen. Zusatzlich kann eine Lumbalpunktion die Diagnostik hinsichtlich der
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Diagnosestellung MS erganzen (72, 73). Je starker die Hinweise auf eine entzlindliche
Systemerkrankung, desto friher kann eine immunmodulatorische Therapie eingeleitet

werden, wodurch sich das Outcome der Patienten maRgeblich verbessert.

Klinisch manifestiert sich die Neuritis nervi optici bei MS meist in Form einer schmerzhaften,
progressiven Visusminderung, teilweise auch nur in einer Farbentsattigung oder einem
Nebelsehen. Die RBN ist ein- oder beidseitig, nachfolgend oder simultan auftretend und bei
MS haufig mit einem Bulbusbewegungsschmerz assoziiert (73). Bei einseitiger Schadigung ist
im Swinging-Flashlight-Test ein relativer afferenter Pupillendefekt nachweisbar. Der
Funduskopiebefund ist bei MS-Patienten mit einer RBN meist unauffallig. Im Gegensatz ist bei
einer anterioren ischamischen Optikusneuropathie (AION) in der Funduskopie hingegen in der
Regel ein Papillenddem auffallig. Im Verlauf entwickelt sich bei MS-bedingter RBN meist eine
temporalseitige Atrophie von Nervenfasern des Nervus opticus (73). Unter hochdosierter
Glucocorticoidgabe ist die Visusminderung regelhaft vollstandig im Verlauf von Wochen
ricklaufig, unter Steroidreduktion steigt jedoch das Risiko von Rezidiven (72, 73).
Kontrastscharfe, Farbsehen und Tiefenwahrnehmung hingegen erholen sich hingegen meist

nicht vollstandig (11). Der Grad der Visusminderung ist nicht prognostisch (11, 72, 73).

Patienten mit stattgehabter RBN konnten in einer randomisierten Studie von Patienten mit
einer negativen Historie bezliglich einer RBN anhand veranderter Retinaschicht-Dicken im OCT
unterschieden werden (63). Es konnten signifikant verminderte TRV- sowie mRNFL- und
GCIPL-Werte bei den Patienten mit stattgehabter RBN nachgewiesen werden. In dieser Studie
konnte ebenfalls bereits gezeigt werden, dass das TRV bei allen MS-Patienten — unabhangig

von einer positiven oder negativen RBN-Historie — im Laufe der Zeit abnahm (63).
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6. Material und Methoden

6.1 Studiendesign und Gewinnung genetischer Daten

In die Datenerhebung wurden urspriinglich 112 Personen eingeschlossen, von denen OCTs
erstellt wurden. Fir die vorliegende Studie mussten jedoch nachtraglich neun Personen
ausgeschlossen werden. Bei davon funf Patienten fanden sich andere Differentialdiagnosen
von MS wie beispielsweise die chronisch rezidivierende Immun-Optikusneuropathie (CRION),
Neuromyelitis optica-Spektrum-Erkrankungen, eine Raumforderung am N. opticus oder eine
beidseitige Uveitis. Die anderen vier Personen mussten aufgrund abweichender genetischer
Herkunft aus der Analyse ausgeschlossen werden.

Grundlage fiir den Einschluss der verbleibenden 103 Personen waren somit ausschlieBlich
nach den 2017 revidierten McDonald-Kriterien diagnostizierte Falle von MS
(CIS/RRMS/SPMS/PPMS). Alle Studienteilnehmer hatten vorab einer Teilnahme an der Studie
inklusive Erhebung wissenschaftlicher Gesundheitsdaten in diesem Rahmen, einer
anschliefenden Pseudonymisierung der Daten, Speicherung sowie Auswertung und
Datenweitergabe an Dritte schriftlich zugestimmt. Im Falle einer Publikation der aus der Studie

erhobenen Daten erfolgt dies ausschlief3lich in anonymisierter Form.

Der genetische Hintergrund aller Personen wurde u{berprift, sodass nur Personen
kaukasischen Erbguts in die Analyse eingeschlossen wurden. So konnte eine groéRere
Vergleichbarkeit der Daten im Querschnittsdesign ermdoglicht werden. Dieser Schritt ist
notwendig, da unterschiedliche Risiken fiir MS je nach genetischer Ausstattung bestehen. Des
Weiteren wurde geringere Effektivitat fir cross-population Analysen beschrieben, da v.a.
niederfrequente Allele in solchen Studien unterreprasentiert waren (56).

Der non-european ancestry check der Haplotypen wurde per HapMap3 durchgefiihrt. Von den
103 Patienten der Universitatsmedizin (UM) Mainz, konnte von sieben Personen keine DNA
gewonnen werden, wodurch keine Auswertung der genetischen Daten durch das Max-Plank-
Institut fiir experimentelle Medizin in Gottingen moglich war, sodass auch diese Teilnehmer
aus der Studie nachtraglich exkludiert wurden. Die finale Studie umfasst somit 96
Teilnehmer (n=96), deren Diagnosen gesicherte Formen von MS sind, deren genetischer
Hintergrund europdischer Abstammung ist, deren Daten genomweit analysiert werden

konnten und von denen OCT-Messwerte vorlagen.
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Das Max-Plank-Institut fiir experimentelle Medizin genotypisierte mithilfe eines genomweiten
Array-Chips die aus dem Patientenblut extrahierte DNA, um SNP-Daten zu erhalten. Initial
wurden den Patienten hierfiir EDTA-Blut in der UM Mainz abgenommen. Weitere
Patientendaten wie Alter, Geschlecht, Diagnosezeitpunkt der MS, Krankheitsdauer und EDSS-
Score zu verschiedenen Zeitpunkten konnten der Anamnese oder den Krankenakten der
Patienten entnommen werden. Mit dem Analysetool PLINK 1.9 (Purcell et al., 2019) konnten

die SNPs dieser Kohorte analysiert werden.

Die finale Studie selbst ist schlussendlich aus verschiedenen Studientypen aufgebaut: die
OCT-Messungen werden als longitudinale Datenanalyse verstanden. Messungen der
Retinadicke wurden an mindestens zwei verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt und die
Messwerte im Verlauf der Zeit betrachtet. Die Analyse der genetischen Daten gleicht jedoch
einer Querschnittsstudie, da das Genom eines Menschen als konstant betrachtet wird. Hier
werden die genetischen Daten des Patientenkollektivs im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung
betrachtet. Eine genaue Zuordnung der SNPs zu den einzelnen Personen sowie eine

Korrelation der persénlichen OCT-Messdaten findet nicht statt.

In der Auswertung werden somit Langsschnittdaten mit Querschnittsdaten korreliert. Dies
dient dem Zweck, Erklarungen in den genetischen Hintergriinden und den analysierten SNPs
fir Unterschiede innerhalb der OCT-Messergebnisse des Patientenkollektivs im Vergleich zur
Normalbevdlkerung im Verlauf zu finden.

Die weitere Auswertung der Daten erfolgte mittels IBM® SPSS 27.0.1 und ist in nachfolgenden

Kapiteln genauer dargestellt.

6.2 OCT-Messungen

Bei dem in dieser Studie verwendeten SD-OCT-Gerat der Firma Heidelberg Engineering
Germany erfolgte die Messung mit einer Abbildung von 11,38 um Retina pro Pixel als Ringscan
um die Austrittsstelle des Nervus opticus, woraus sich 768 x 496 Pixel pro Retinascan ergaben.
Durch einen Scanwinkel von 30° x 25° konnten neben 2D- auch 3D-Abbildungen erzeugt
werden. Eine bessere Signalerfassung konnte durch die Verwendung des aktiven eye-tracking
Systems TruTrack™ gewahrleistet werden (51, 55, 57). Die Messgenauigkeit wurde bei den
vorliegenden Daten zusatzlich noch durch die Aktivierung des automatic real time-Modus

erhoht, wodurch pro Bildpunkt circa 100 Bilder erzeugt, gemessen und so ein
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durchschnittliches Messsignal abgeleitet werden konnte (51, 55). Ausgerichtet sind die
Messpunkte auf die flir Neurodegeneration sensibelsten Anteile der Retina: die Fovea
centralis sowie die Austrittsstelle des Nervus opticus, was als posterior pole- bzw. optical-

nerve-head-Messung bezeichnet wird.

In dieser Studie werden neben dem gesamten Retinavolumen Messergebnisse fiir die
folgenden einzelnen Schichten erhoben: mRNFL und GCIPL, des Weiteren INL, OPL und ONL.
Die Segmentierung der B-Scans in die einzelnen Schichten erfolgt automatisiert via einer von
einem Informatiker der UM programmierten Software (Spectralis Viewing Module Version
6.9.5.0 des Heidelberg Eye Explorer (Version 1.10.2.0.)). Je nach eingesetzter Software kdnnen
sich hier die nummerischen Messergebnisse voneinander unterscheiden, obwohl dieselbe
Probe verwendet und die gleiche Messung durchgefiihrt wurde.

Generell wurden die Messungen in einem abgedunkelten Raum bei ambienter Beleuchtung
ohne Pupillendilatation durch geschulte Untersucher durchgefihrt. Den
APOSTEL-Empfehlungen (Advised Protocol for OCT Study and Terminology Elements) wurde

zur Erhéhung der Studienqualitédt Folge gleistet (63, 75).

6.2.1 OSCAR-IB-Kriterien

Die Messergebnisse wurden anhand der OSCAR-IB Kriterien validiert, um Qualitatskontrollen
(QC) mit hoher Interrater-Reliabilitdt und damit validen Outcome-Parametern garantieren zu
kénnen. Der Begriff OSCAR-IB ist ein Akronym, das fiir die einzelnen Bestandteile , Kriterien

und moglichen Fehlerquellen der OCT-Messungen steht (57):

e (0O) obvious problems including violation of the protocol
e (S) poor signal strength defined as <15 dB
e (C) wrong centration of scan
e (A) algorithm failure
e (R) retinal pathology other than MS-related
e (I)illumination
e (B) beam placement
Diese Kriterien sollen im klinischen Alltag zur Beurteilung und QC von Ringscans des Nervus

opticus nutzerfreundlich herangezogen werden kénnen. Aus diesem Grund wurden auch nur
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validierte, einwandfreie, den OSCAR-IB-Kriterien entsprechende OCT-Messungen in die Studie

aufgenommen.

6.2.2 Datenauswahl und Selektion

Um eine Vereinheitlichung der Daten zu Auswertungs- und Vergleichszwecken zu erreichen,
mittelten wir die Werte der gemessenen OCT-Daten je nach Subgruppe. Bei den Patienten
ohne stattgehabte Retrobulbarneuritis (RBNneg) wurden die Mittelwerte beider Augen als je
ein Messpunkt betrachtet, genauso wurden bei den Patienten mit bilateralen RBN (RBNpos)
verfahren. Bei den Patienten mit einseitig stattgehabter RBN (RBNpos) wurden nur die
Messungen des affektierten Auges bericksichtigt.

Je Patient floss so ein Messpunkt in die statistische Analyse ein. Dieses Vorgehen fand auch

bei anderen, dhnlichen Studien bereits Anwendung (62, 63).

6.3 Genotypisierung

Den in der Studie aufgenommenen Patienten wurde vends EDTA-Blut abgenommen, um
daraus nach einem erprobten, standardisierten Protokoll der Klinik flir Neurologie der
UM Mainz Zellen zu isolieren und daraus deren DNA zu gewinnen. In Sinne eines
multizentrischen Studiendesigns wurde anschlieBend im Max-Plank-Institut  fir
experimentelle Medizin in Gottingen die Genotypisierung der DNA-Proben durchgefiihrt, um
genomweite SNP-Daten zu generieren. Dies geschah gemall Herstellerangaben der Firma

ThermoFisher Scientific, deren Affymetrix Axiom® myDesign™ GW Array Chip hierbei

verwendet wurde. Dieser ist speziell auf neurowissenschaftliche Forschungsansatze
zugeschnitten. Der verwendete Chip wurde auf das vorliegende kaukasische Patientengut
angepasst, um eventuelle genetische Nebeneffekte zu vermindern. Aus diesem Grund erfolgte
der non-european ancestry check via HapMap3, um das Patientenkollektiv hinsichtlich der
genetischen Abstammung zwecks Vergleichbarkeit vorzuselektieren (siehe Kapitel 6.1).
Der verwendete Array-Chip umfasst 610.849 SNPs, die bei den DNA-Daten der Patienten

getestet wurden.
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Die eigentliche Genotypisierung erfolgt zunachst nach dem Prinzip der DNA-Amplifikation
sowie anschlieRend der DNA-Sequenzierung, deren Grundprinzip von Sanger bereits 1975
entwickelt wurde: Nach Fragmentierung der DNA in Stiicke von mit einer Lange von 25 bis
125 bp werden diese aufgereinigt, suspendiert und auf die Axiome Genome-Wide Human
Array Plate aufgebracht. Daraufhin erfolgt die Hybridisierung mit Primern sowie ein
anschlielender Waschvorgang, um (iberschiissige Primer zu entfernen. Diese Waschung dient
der Reduktion unspezifischer Signale durch zufallige Bindungsereignisse der Primer mit
DNA-Fragmenten. Die an der Array-Oberflaiche gebundenen unterschiedlichen Nukleotide
werden mit farblich kodierten Markern versehen — Ligation genannt —, angefarbt und am

Schluss durch das GeneTitan™ Multi-Channel Instrument ausgelesen und abgebildet.

6.3.1 Qualitatskontrolle

Via PLINK 1.9 erfolgte die standardisierte Qualitatskontrolle der genotypisierten sowie
klinischen Daten nach deren Einlesen inklusive Plausibilitatspriifung. PLINK ist als kostenfreies
und erprobtes Toolset fiir genomweite Assoziationsanalysen etabliert. Im nachfolgenden
Kapitel wird ausfihrlich auf das Vorgehen bei einer genomweiten Assoziationsanalyse im

Allgemeinen sowie auf das Vorgehen bei der hier vorliegenden GWAS eingegangen.

6.3.2 Genome-wide association study (GWAS) workflow

Entlang des durch Reed et al. graphisch dargestellten Workflows wird bei einer genomweiten
Assoziationsanalyse im Allgemeinen vorgegangen (74). Auch in dieser Studie wurde sich an
einem analogen Schema orientiert: Zundachst wurden im Schritt Data pre-processing die
Dateien zum Einlesen aus den Messdaten und Krankenakten der Teilnehmer erstellt und in
PLINK in die entsprechenden bindren .fam-Dateien (enthalten Informationen (iber die
Probanden), .bim-Dateien (Codierung von Informationen zu den genetischen Markern: SNPs)
und .bed-Dateien (Verschlisselung von Probanden-ID sowie Genotyp) konvertiert (74, 75).
Parallel wurden auch bei unserer Studie separat Datensatze der klinischen Parameter mithilfe

von R eingepflegt (74).

Bei der Filterung nach SNP-Leveln wurde zunéachst hierfiir die Call Rate < 95% festgelegt,

wodurch SNPs ausgeschlossen wurden, die bei > 5% der Patienten keine Treffer erzielen
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konnten.

Um einer Verfalschung der Analyseergebnisse vorzubeugen, wurde zeitgleich die MAF > 5%
festgelegt. Das heiRt, die Frequenz seltener Allele muss mindestens 5% betragen. Dieser
Schritt ist notwendig, da Genotypisierungsfehler einen héheren Einfluss auf seltenere Allele
haben (76). Beide Schritte sind auch im Schema von Reed et al. dargestellt und bei

herkommlichen GWAS (blich (74).

AnschlieBend wurde die sample-level Filterung vorgenommen, bei der die Daten auf Ebene
der DNA-Proben kontrolliert und (aus-) sortiert wurden. Hierbei wurde eine Call Rate < 99%
festgelegt, um Proben auszuschlielen, bei denen weniger als 99% der SNPs vorkamen, daher
die strengere Begrenzung der Call Rate. Weiter wurden die Probendaten auf zu hohe
Heterozygotie — stellvertretend fiir schlechte Probenqualitdt stehend —, Verwandtschaft und
genetischen Hintergrund geprift. Proben mit mehr als drei Standardabweichungen an
genetischer Heterozygotie wurden eliminiert. Das verwendete GWAS-Protokoll findet sich im

Anhang (siehe Kapitel 11.2).

Die Auswahl an Studienteilnehmern aus dem Patientengut der UM Mainz stellt eine Kohorte
regional ausgewahlter Teilnehmer dar. Im Falle der Verwandtschaft zweier Proben wurde nur
die DNA mit der hoheren Call Rate behalten, um die Qualitdt der Proben zu bereinigen. Der
genetische Hintergrund wurde, wie bereits zuvor beschrieben, mithilfe des Referenzpaneels
HapMap3 nach dem AncenstryCheck.pdf?> Gberprift, um den Teilnehmerkreis auf
kaukasisches Erbgut zu begrenzen. Das hier verwendete Protokoll findet sich ebenfalls im
Anhang (siehe Kapitel 11.1). Aus der Kontrollkohorte wurden hierdurch in einem vorherigen
Schritt 459 Individuen entfernt.

In der PLINK-Analyse verblieben 327 Personen nach der ersten Selektion auf Lasionsvolumina.
Auch ein Check des Geschlechts via homozygote X-Chromosomen wurde mittels F-Statistik in
R vorgenommen, um die Giltigkeit der Regressionsfunktion zu Gberpriifen. Die Analyse wurde
insgesamt auf die Autosomen begrenzt (siehe Kapitel 11.2). Fir die Gonosomen wiére eine
gesonderte Betrachtung vonnéten gewesen. Nach diesem Schritt verblieben 594.024
Varianten von 327 Kontrollindividuen in der PLINK-Analyse, die alle Filterungen sowie die QC

der Proben bis dahin Uberstanden hatten.

2 Hannah Meyer, Stand 08.02.2021
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Im Schritt der eigentlichen QC wurden 61.549 Varianten aufgrund fehlender genetischer
Daten sowie 47.121 Varianten wegen einer zu geringen MAF (MAF < 5%) entfernt, woraus sich

schlussendlich 485.345 verbleibende Varianten ergaben (siehe Kapitel 11.2).

In folgenden Schritten innerhalb des GWAS-workflows wurden die SNPs gestrichen, die eine
zu starke Abweichung vom Hardy-Weinberg-Equilibrium aufwiesen. Darunter versteht sich
eine zu stark von der theoretischen Idealpopulation abweichende Allelfrequenz des
Individuums. In der Idealpopulation werden Allelfrequenz und Phanotyp als
generationsbergreifend konstantes Gleichgewicht betrachtet (77). SNPs, bei denen in der
HWE-Teststatistik ein p-Wert <1x10® ermittelt wurde, wurden gestrichen. In unserer
Stichprobe war dies bei 316 SNP-Varianten der Fall (siehe Kapitel 11.2). Schlussendlich
konnten somit 485.038 Varianten von 315 Kontrollpersonen in die finalen Analysen und
Regressionen eingehen (siehe Kapitel 11.2). Dies entspricht 81,65% der urspriinglich zur

Analyse bereitstehenden genetischen Varianten.

Mittels PLINK wurde anschlieBend die finale lineare Regression durchgefiihrt. Ein Beispiel fiir
den Aufbau von PLINK-Kommandos geben Marees et al. in ihrem Artikel aus dem Jahr 2018
(75). Daran wurde sich auch im hier vorliegenden Fall orientiert. Die Regression wurde dabei
dreimal fir die Gesamtheit der Studienpopulation durchgefiihrt: Eingang fanden die
baseline-Daten, die follow-up-Daten sowie die absolute Differenz der Phanotypen. Unter
Phanotyp wird hierbei die per OCT in mm3 gemessenen Volumina der Retina verstanden.
SNPs wurden hierbei fiir das TRV sowie die einzelnen Schichten GCL, IPL, GCIPL, RNFL separat
analysiert. AnschlieRend wurde in doppelter Ausfiihrung — baseline und follow-up — die SNPs
nach unterschiedlichen Kovariaten der Teilnehmer adjustiert, um eine Unterscheidung
zwischen den Kohorten mit und ohne stattgehabter RBN treffen zu kdnnen (Protokoll siehe
Kapitel 11.3). Unter Kovariaten werden in der Statistik Variablen verstanden, die die
Beziehung zwischen der unabhingigen und der abhangigen Variable beeinflussen, jedoch

nicht von direktem Interesse bei der Analyse sind.

Visualisierung und QC sowie Auswertung und Bedeutung der GWAS-Datenberechnung sind im

Kapitel Ergebnisse nachfolgend detailliert beschrieben.

Eine Korrektur fiir multiples Testen wurde durchgefiihrt und gemall der Genomic-Control-
Korrektur durch PLINK p-Werte <5x10e°%® als genomweit-signifikant sowie p-Werte <5x10e®
als suggestiv definiert, sodass nach diesen Grenzwerten ausgewertet wurde (75, 78).
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7. Ergebnisse

7.1 Deskriptive Statistik des Studienkollektivs

7.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung

In die Auswertung der Daten flossen insgesamt 96 Studienteilnehmer (n=96) ein, von denen
genetische Daten sowie OCT-Messwerte erhoben werden konnten. Auf die Auswahl- und

Diagnosekriterien wurde bereits in vorangegangenen Kapiteln ausfiihrlich eingegangen.

62,5% der Patienten (n=60) sind weiblich, woraus sich eine Ratio von 1,67 :1 im
Geschlechterverhiltnis Frauen : Manner ergibt. Damit liegt die Geschlechterverteilung in

unserem Studienkollektiv ein wenig unter dem statistischen Durchschnitt von 2 : 1 weltweit

(9).

Parameter Anzahl (%) Median (IQR)
Alter (Jahre) 33,5 (26,8-43)
Alle Geschlechter 96 (100%)

- Maénnlich 36 (37,5%)

- Weiblich 60 (62,5%)

Tabelle 1: Epidemiologische Daten

Das Durchschnittsalter bei Erhebung des ersten OCT war 35,73 Jahre (OCT_baseline). Dieses
OCT wurde im Patientenkollektiv nach durchschnittlich 3,4 Jahren Erkrankungsdauer
durchgefiihrt. Der Begriff Erkrankungsdauer ist hierbei als Zeitabstand zwischen
dokumentiertem Diagnosezeitpunkt und OCT_baseline zu verstehen und nicht auf die Dauer
der eigentlichen Erkrankung bezogen. Wie in den Kapiteln 2.3 Atiologie und Pathogenese
sowie 2.4 Erst- und Verlaufsdiagnostik beschrieben, ist die Krankheitsmanifestation ein
zunachst schleichender Prozess, dessen immunologischer Beginn im Nachhinein kaum
feststellbar ist. Die Diagnosestellung MS hingegen ist unter anderem an zeitliche Kriterien
gebunden. Des Weiteren hat auch die medizinische Infrastruktur mit Anbindung der Patienten
an einen Neurologen bzw. eine Klinik fiir Neurologie zwecks Diagnostik Einfluss auf den
Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Beim OCT_follow-up lag der Altersmittelwert bei 39,09 Jahren. Der jlingste Patient war bei

den ersten OCT-Messungen 21,09 Jahre alt, wohingegen der alteste Patient 67,93 Jahre alt
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war. Hierdurch ergibt sich eine Altersspanne von 46,85 Jahren. Beim OCT_follow-up wuchs die

Altersspanne sogar auf 49,09 Jahre an.

n Minimum Maximum  Mittelwert Spannweite
Alter bei OCT_b 96 21,09y 67,93y 35,73y 46,85y
Alter bei OCT_fu 96 21,95y 71,04y 39,08y 49,08 y

Tabelle 2: Deskriptive Statistik des Patientenalters (y) bei OCT_baseline und OCT_follow-up

7.1.2 Zeitpunkte der OCT-Untersuchungen

Zwischen OCT _baseline und OCT_follow-up vergingen durchschnittlich 40,2 Monate
(Cluster 7), das heil’t etwa 3,35 Jahre. Im Median vergingen 44,5 Monate (Cluster 8). Grafisch

ist dies im Folgenden nach Clustern a je 6 Monate dargestellt:

Héaufigkeitsverteilung der OCT-Messungen nach Zeitdifferenz in Clustern von 6 Monaten

1=6m
2=12m
3=18m
4=24m
5=30m
G=36m
7=42m
7=48m
9=54m
10=69m
11=66m
12=72m
13=78m
14=84m
15<80m
16=86m
17=102m
18=108m
18=114m
20=120m

Haufigkeit

1 2 3 4 5 B 7 3 9 1 1 13 15 16 17

OCT Messungen in Clustern von & Monaten

Abbildung 3: Haufigkeitsverteilung der OCT-Messungen nach Zeitdifferenz in Clustern a je 6 Monate,

Legende der Cluster in Monaten an der Seite angegeben

Bei einigen Patienten wurden bis zu sieben OCT-Untersuchungen lber die Zeit hinweg

durchgefiihrt. In die Auswertung der Daten sind daher bei allen Patienten die Werte der ersten
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und letzten OCT-Messung eingeflossen, um eine groRtmogliche Veranderung longitudinal
abbilden zu kénnen. Diese Auswahl der in die Datenanalyse einflieRenden Werte geschah
unabhangig davon, wie viele Zwischenmessungen es zusatzlich gab. Das in die Auswertung

eingehende OCT_follow-up ist im Mittel 6,7 Jahre nach Erstdiagnose durchgefiihrt worden.

Zwischen OCT_baseline und OCT_follow-up verschlechterte sich der EDSS des
durchschnittlichen Patienten von einem Ausgangswert von 1,11 auf 1,74 im Mittelwert. Bei
drei Patienten verbesserte sich der EDSS im Laufe der Zeit Uber den Erhebungszeitraum
hinweg jeweils um 0,5 Punkte. Dies legt die Vermutung nahe, dass zum Zeitpunkt der ersten
Datenerhebung ein akut entziindliches Geschehen im Bereich von Sehnerv bzw. Retina in
Gang war. Diese temporare Verschlechterung wurde in einem héheren EDSS abgebildet im
Vergleich zur follow-up-Untersuchung im Rahmen des letzten OCTs. Allerdings ist auch eine
Untersucher-bezogene Abweichung des EDSS nicht ausgeschlossen, da der Score wesentlich
von der klinischen Untersuchung sowie der Einordnung des Untersuchungsbefundes abhangt.

Diese Unscharfe ist retrospektiv nicht abschlielend zu ermitteln.

7.1.3 MS-Subtyp

Zu den weiteren Kovariatendaten: 89,58% (n=86) der Patienten haben die Diagnose RRMS, zu
denen man wahrscheinlich heute auch zusatzlich die n=2 Patienten zdhlen kann, bei denen zu
den Untersuchungszeitpunkten lediglich die Diagnose eines CIS gestellt wurde. Weitere n=5
Patienten hatten bereits die Diagnose SPMS erhalten, davon sind n=2 Patienten weiblich. Auch
hier ist statistisch zum jetzigen Zeitpunkt ein Ubertritt von RRMS-Patienten in eine SPMS nach
langerer Erkrankungsdauer zu erwarten. Bei n=3 Patienten wurde die Diagnose PPMS gestellt,

hiervon ist nur n=1 Patient mannlichen Geschlechts.

Parameter Anzahl (%) Median (IQR) Mittelwert
Diagnose RRMS 86 (89,58%)

SPMS 5 (5,21%)

PPMS 3 (3,13%)

CIS 2 (2,08%)
Alter bei OCT- Bei OCT _baseline 33,5 (26,8-41) 35,72
Messungen (Jahre) Bei OCT_follow-up 37 (31-46,7) 39,09
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EDSS Bei OCT _baseline 1,0 (0-1,75) 1,11

Bei OCT_follow-up 1,5 (0-2,5) 1,74
Erkrankungsdauer Bei OCT_baseline 1,0 (0-5) 3,41
bei OCTs (Jahre) Bei OCT_follow-up 5 (2-9,75) 6,72

Tabelle 3: Klinische Parameter des Patientenkollektivs

7.1.4 Vorliegen einer RBN-Krankheitshistorie

Innerhalb des Studienkollektivs wurde zur Subgruppenanalyse zwischen zwei
Patientengruppen unterschieden, je nachdem, ob sie in ihrer Krankheitshistorie eine RBN
aufwiesen oder nicht. 67,71% aller Patienten hatten keine RBN zum Erhebungszeitpunkt
gehabt (RBNneg: n=65), davon sind n=40 (61,54%) Frauen.

Innerhalb der Gruppe der Patienten mit einer stattgehabten RBN (RBNpos: n=31) waren bei
vier der 31 Patienten (12,90%) sogar mehrmalige Ereignisse dokumentiert. Bei n=7 (22,58%)
der RBNpos-Patienten war eine beidseitige RBN dokumentiert. Hierbei spielt keine Rolle, ob
die RBN zeitgleich oder zeitversetzt an beiden Augen aufgetreten sind.

Zusammenfassend flossen also von jedem Patienten der erste und der letzte Mittelwert in die
Analyse ein. Bei den Patienten mit einem affektierten Auge (RBNpos einseitig) wurden keine
Mittelwerte berechnet, sondern lediglich das jeweils affektierte Auge zum ersten und letzten
Messzeitpunkt berticksichtigt. Genauer wurde das Vorgehen zur Ermittlung der Messpunkte

fur die Datenanalyse in Kapitel 6.2.2 beschrieben.

Gesamt=96 (100%) davon Manner davon Frauen
RBNneg 65 (67,71%) 25 (26,04%) 40 (41,67%)
RBNpos 31 (32,29%) 11 (11,46%) 20 (20,83%)
- Ein Auge 24 (25.00%) 8 (25,00%) 16 (16,67%)
- Beide Augen 7 (7,29%) 3(3,13%) 4 (4,17%)

Tabelle 4: Retrobulbarneuritiden

Kritisch betrachtet werden muss, dass aus den Akten keine Daten zum aktuellen klinischen
Zustand des Auges zum Zeitpunkt der OCT-Messungen erhoben werden und auch die

Patienten darliber keine valide Aussage retrospektiv treffen konnten. Daher ist es nicht
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ausgeschlossen, dass bei einigen Patienten subklinische entziindliche Prozesse am Sehnerven
abliefen, die die Patienten zunachst oder auch im Verlauf gar nicht bemerkten. Unsicher ist
dabei, inwieweit die Messergebnisse in diesem Fall durch mogliche subklinische
Entziindungen verandert wurden. Bei Erhebung der Daten wurde jedoch auf Plausibilitat der
Messergebnisse sowie ein hohes Mal§ an Messqualitdt geachtet, um entsprechenden Effekten

vorzubeugen.

7.2 OCT-Daten

Pro Patienten wurden nach Moglichkeit mindestens zwei Messwerte zu verschiedenen
Zeitpunkten erhoben. Die Beachtung der ophthalmologischen Historie der Patienten ist zur
korrekten Einordnung und Interpretation der OCT-Messwerte wichtig.

Zunachst betrachten wir das TRV und vergleichen die durchschnittlichen Messwerte vom
ersten OCT (OCT_b) mit denen des letzten follow-ups (OCT_fu). Des Weiteren werden die
Mittelwerte fir das TRV je nach Subgruppe (RBNneg bzw. RBNpos) verglichen. Die Angabe

aller OCT-Messwerte erfolgt in der Einheit mm?.

TRV GCIPL mRNFL TRV RBNneg TRV RBNpos
OCT_b 3,03 0,76 0,20 3,06 2,97
OCT_fu 3,04 0,78 0,21 3,07 2,97

Tabelle 5: OCT-Mittelwerte absolut (alle Messwerte haben die Einheit mm?3)

Durch SPSS wurden die Werte fir die folgenden Berechnungen mit dem Faktor 100 erweitert,
weswegen die Werte in der Einheit mm3*103 stehen. Unterschieden wurde in den

Gruppenstatistiken jeweils zwischen Gruppe 1 (RBNneg) und Gruppe 2 (RBNpos).
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Gruppenstatistiken

Standardfehle

Std - rdes
1 neg, 2 pos I Mittelwert Abweichung Mittelweres
TRVE_all 1 64 3062188 16,01633 2,00204
P 32 | 297 2555 17,893532 317055
TRVU_all 1 55 307 2809 1696639 228775
2 26 4007308 52553573 10306604

Tabelle 6: SPSS-Gruppenstatistiken: oben: TRVb_all, unten: TRVfu_all

Beim Vergleich der deskriptiven Statistik der TRV-Werte zu Beginn (TRVb_all, Tabelle oben)
und der TRV-Werte beim follow-up (TRVfu_all, Tabelle unten) fallt zunachst auf, dass von den
urspriinglichen 96 Studienteilnehmern beim follow-up nur noch 81 Werte vorliegen.
Dies entspricht einem Ausscheiden von 15,6% der Teilnehmer aus der Studie im Verlauf der
Messungen. Auffallend ist auRerdem, dass die Mittelwerte fiir das TRVfu (Mgenneg =307,29,
Mgenpos =400,73) in beiden Gruppen im follow-up hoher sind als die Mittelwerte bei TRVb
(Mrenneg =306,21, Mganpos =297,26). Allen gemessenen Werten gemeinsam ist, dass sie kleiner
als die in der Literatur in Studien ermittelten Normalwerte fiir das TRV von 4,3-11,5 um sind
(79).Fir TRVb kann eine vorliegende Varianzhomogenitat bestdtigt werden. -

:1:
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7.3 Zunachst wird die Signifikanz als GrofRe betrachtet, um eine
Angabe uber einen vorhandenen Effekt treffen zu kénnen. Je
nach Subgruppe wurden ungepaarte t-Teste fiur das TRV zu
Beginn und zu Ende des Messzeitraums durchgefiihrt, um eine
Aussage Uber den Vergleich der Mittelwerte treffen zu kdnnen.

Test bei unabhingigen

Levene-Test der
Varianzgleichheit

F Sig. 3T, df
TRVb_all  Varianzen sind gleich 122 728 2,483 94
Varianzen sind nicht 2,390 56,249

gleich

Zur besseren Lesbarkeit der Werte wurde die Tabelle geteilt und
vergrof3ert:

7.4

Tabelle 7: t-Test TRVb

Stichproben

+Test fir die Mittelwertgleichheit

95% Konfidenzintervall der

Differenz fur Differenz
Mittlere Standardfehle
Sig. (2-seitig) Differenz I Unterer Wert Chberer Wert
015 8,96321 3,60954 1,79558 16,13083
0z0 B,96321 3,744974 1,45231 16,47410
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7.5

Im Levene-Test werden die beiden Subgruppen zunachst auf
Varianzhomogenitat getestet. Diese Voraussetzung des
ungepaarten t-Tests kann fur die TRVb-Berechnung positiv
bestatigt werden und der Standardfehler kann problemlos
berechnet werden. Dieser betragt
3,61*10% mm?. Es gibt einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den TRVb-Werten der beiden Subgruppen, wobei die
mittlere  Differenz des TRV der beiden Subgruppen
8,96*102 mm?3 betragt (95%-Cl [1,80; 16,13]*102 mm?3),
t(94) = 2,483, p >0,05.

Da der Levene-Test nicht signifikant wurde, wird hier die obere

Zeile innerhalb der Tabelle, ,,Varianzen sind gleich®, betrachtet.

Test bei unabhingigen

Levene-Test der
Varianzgleichheit

F Sig. T df

TRViu_all

Varianzen sind gleich 8,112 006 -1,327 79

Varianzen sind nicht -.906 25,025
gleich

7.6

Stichproben

t-Testflr die Mittelwergleichheit
95% Konfidenzintervall der
Differenz flr Differenz
Mittlere Standardfehle
Sig. (2-seitig) Differenz r Unterer Wert QbererWert
188 -93 43986 70,44035 -233,64787 46,76815
373 -93 43986 10309142 -305,75002 118,87030

Tabelle 8: t-Test TRVfu
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7.7

Im Vergleich werden die Werte des t-Tests des TRVfu aller
Patienten betrachtet. Auch hier wurde die Tabelle zur besseren
Lesbarkeit geteilt und vergrofRert. Es zeigte sich ein signifikant
gewordener Levene-Test, woraus sich eine fehlende
Varianzhomogenitat innerhalb der Gruppen ableiten lasst. Im
Folgenden muss also, im Gegensatz zu Tabelle 7, die untere

Tabellenzeile, ,,Varianzen sind nicht gleich®, betrachtet werden.

Bei mangelnder Varianzhomogenitat wird in solchen Féllen der
Welch-Test (untere Zeile von Tabelle 8) berechnet, der Experten
zufolge generell robuster und daher dem t-Test vorzuziehen ist
(80). Hier zeigte sich keine statistische Signifikanz beziglich der
Unterschiede des TRVfu zwischen den beiden Subgruppen,
t(79) = -0,906, p <0,373.
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7.8 Im Anschluss wird die Effektstarke als das Mal} betrachtet, das
die Starke und Relevanz des vorhandenen Effekts angibt, bzw.
die Grolle des Zusammenhangs zwischen Variablen in Studien.
Auch Ergebnisse unterschiedlicher Studien kénnen anhand der
Effektstarke besser verglichen werden. Uber die Betrachtung der
GrofRe des Zusammenhangs kann auch die Bedeutung von

Ergebnissen unabhéngig von der StichprobengrolRe bewertet

EffektgréRen bei unabhidngigen Stichproben

Etand_a;disier Birikisehatey 95% Konfidenzintervall R

= nag UntererWert  Oberer Wert

TRVb_all  Cohen's d 16,67361 538 105 967
Hedges' Karrektur 16,80814 533 04 860

Glass'Delta 17,83532 500 054 938

TREVfu_all Cohen'sd 205 96954 -316 -, 784 154
Hedges' Kaorrelktur 20881642 -,313 - 776 163

Glass' Delta 525535713 - 178 - 645 293

a. Der bei der Schatzung der Effeltaroffen verwendete Menner.
Cohen's dverwendet die zusammengefasste Standardabweichung.
Hedges' Korrektur verwendet die zusammengefasste Standardabweichung und einen
Korrekturfaktor.
Glass' Delta verwendet die Standardabweichung einer Stichprobe von der Kontrollgruppe.

7.14

7.15
7.16

Tabelle 9: Effektstarke Cohen’s d fir TRVb_all und TRVfu_all
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7.17
Um die Effektstarke von TRVb und TRVfu zu vergleichen,

betrachten wir Cohen’s d als Mal3 derselben. Die GrofRe des
Effekts wird durch Cohen’s d standardisiert und damit
vergleichbar gemacht. Je gréRBer Cohen’s d, desto starker der
Effekt.

Fur TRVb_all wurde mit einem Cohen’s d = 0,538 eine mittlere
Effektstarke flr einen positiven Zusammenhang nachgewiesen.
Bei einem Cohen’s d =-0,316 ergab sich fur TRVfu_all eine
geringe-mittlere Effektstarke far einen negativen

Zusammenhang.
7.18

7.19 PLINK-Analyse

In der PLINK-Analyse wurden multiple statistische Tests durchgefiihrt, unter anderem nach
Bonferroni, Sidak und Holm. Durch uns wurden im Anschluss die genomic-control corrected
p-Werte als statistische Referenz zusammen mit Chromosomennummer und SNP-Identifier
verglichen. Die p-Werte werden hierbei als negative dekadische Logarithmen angegeben:
Je kleiner die Zahl, desto hoher die Signifikanz. Als genomweit signifikant definierten wir
p-Werte <10e™, als suggestiv bereits p-Werte <10e. Die Analyse wurde zudem anhand der
Kovariaten in Subgruppen mit/ohne stattgehabter RBN (RBNpos bzw. RBNneg), nach den
einzelnen OCT-Schichten (TRV, RNFL, GCL, IPL, GCIPL) sowie den unterschiedlichen

OCT-Erhebungszeitpunkten differenziert.

Insgesamt konnten 170 SNPs mit p-Werten <10e identifiziert werden, davon 19 mit
p-Werten <10e®” und ein SNP mit einem p-Wert <10e ™, das somit genomweite Signifikanz

besitzt.

Die Haufigkeitsverteilung der SNPs je nach Lokalisation auf den Chromosomen ist nachfolgend
dargestellt. Chromosom 7 ist hierbei mit Abstand am haufigsten vertreten mit n=28 Treffern

(16,47%).
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Abbildung 4: Haufigkeitsverteilung aller SNPs mit p-Werten <10e-06 nach Chromosomen
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Das genomweit signifikante SNP mit dem Namen rs2243468 (p-Wert 2.848e’®) liegt auf
Chromosom 21. Die Hélfte der acht SNP-Treffer auf Chromosom 21 weisen p-Werte <10e™’
auf. Die anderen SNPs mit suggestiveren p-Werten <10e®’ sind auf Chromosom 6 (n=2),
Chromosom 7 (n=3), Chromosom 10 (n=3), Chromosom 13 (n=1), Chromosom 15 (n=5) sowie

Chromosom 22 (n=1) lokalisiert.

Bei Eingabe der SNP-Identifier in die gangige Datenbank des National Institute of Health (NIH),
der National Library of Medicine des National Center for Biotechnology Information finden
sich nur circa 55% der SNP als Treffer auf Introns, Exons oder anderweitig bekannten
Genomabschnitten wieder. Diese werden in der folgenden Abbildung 4 veranschaulicht. Die
restlichen 45% der SNPs liegen auf bislang noch unbekannten Genabschnitten und sind
folglich weder in Position noch Funktion oder Nahe zu funktionellen Einheiten des Genoms
bekannt. Hieran wird deutlich, dass bei der Genotypisierung sowie bei der Identifikation der
Genabschnitte noch vielfiltige Forschungsmoglichkeiten bestehen. Die Analyse muss daher

zum aktuellen Zeitpunkt auf diese 55% bekannter SNPs beschrankt werden.

Die Beschreibung der 19 SNP-Haupttreffer mit p-Werten <10e™’ erfolgt gesondert in einem
eigenen Kapitel (siehe Kapitel 7.3.1), die Diskussion erfolgt anschlieBend in Kapitel 8.1., wenn

auch diese nicht alle das genomweite Signifikanzniveau erreichen konnten
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-06

Die Beschreibung aller SNPs mit suggestiver Signifikanz bei p-Werten <10e®* wiirde an dieser

Stelle den Umfang der Arbeit sprengen, weswegen sich auf die SNP mit einer hoheren
(p-Werten <10e?’), wenn auch noch nicht genomweiten Signifikanz beschrankt wurde.

Abbildung 4 gibt eine orientierende Ubersicht iiber die Haufigkeitsverteilung der einzelnen
genotypisierbaren SNPs. Dargestellt werden jedoch nur die 55% der SNPs mit p-Werten <10e"

%6 die, wie oben beschrieben, bereits bekannt sind und identifiziert werden konnten:
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Abbildung 5: Haufigkeitsverteilung identifizierbarer SNPs (55% aller SNPs mit p-Werten <10e°)
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Die SNPs auf den Genen LINC und ICQM wiesen allesamt nur p- Werte <10e auf, weswegen
diese im folgenden Kapitel 7.3.1 keinen Eingang in die Tabelle 9 gefunden haben. Dort wurde

sich auf die SNPs mit p-Werten <10e%’ beschrankt.

Bei Kumulation der Werte der Subgruppenanalyse nach RBN-Historie, so finden sichfinden
sich n=57 (33,5%) SNP-Treffer bei RBNneg-OCTs, bei der Gruppe der RBNpos-OCTs
wurdenn=49 (28,8%) Treffer gefundenfindet man und entsprechend zusatzlich n=64 (37,6%)
SNPs bei Analyse aller Daten unabhangig von stattgehabten Opticusneuritiden. Diese

Verteilung entspricht grob einer Drittelung der Werte.

ALL (%) RBNpos (%) RBNneg (%)

Anzahl SNPs mit 64 (37,6%) 49 (28,8%) 57 (33,5%)
p-Wert<10e®

Tabelle 7: SNP-Verteilung nach RBN-Historie

Durch Differenzierung der gefundenen SNPs je nach per OCT gemessener Retinaschicht

unabhangig von der RBN-Historie wird die Verteilung der in Tabelle 8 dargestellt: SNP-Treffer

Schichten OCT_b (%) OCT_fu (%)
TRV 15 (8,8%) 11 (6,5%)
RNFL 24 (14,1%) 20 (11,7%)
GCL 21 (12,4%) 11 (6,5%)
IPL 22 (12,9%) 10 (5,9%)
GCIPL 23 (13,5%) 13 (7,6%)

Tabelle 8: Anzahl der SNPs nach OCT-Schicht (baseline vs. follow-up)

In der Literatur werden die Schichten GCL und IPL meist gemeinsam betrachtet. Aus diesem
Grund ist eine PLINK-Analyse fiir die Schichtkombination durchgefiihrt worden. Zum Teil sind
unterschiedliche SNPs in den verschiedenen OCT-Schichten GCL und IPL mit unterschiedlichen
p-Werten doppelt (siehe Tabelle 9, z.B. rs28361472, rs218123 und rs2025458) vertreten. Im
Bezug auf die Auswertung der OCT-Daten, in der die Schicht GCIPL Eingang findet, werden alle

verfligbaren SNP-Daten aus allen drei Subanalysen hiermit korreliert.
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7.19.1 Beschreibung der SNP-Haupttreffer

Tabellarisch werden nachfolgend die 19 SNPs mit p-Werten <10e™® beschrieben, dazu die

Position, das Chromosom (CHR), die MAF und der p-Wert, der nach genomic consequence in

der PLINK-Analyse berechnet wurde. Alle Funktionen und , Charaktereigenschaften” der SNPs

wurden der SNP-Datenbank des NIH entnommen. Die MAF wurde nach der HapMap-Analyse

angegeben, nach deren Protokoll auch die urspriingliche GWAS durchgefiihrt worden war.

Ausgewahlte Gene in der SNP-Umgebung werden in Klammern angegeben. Des Weiteren wird

die Retina-Schicht angegeben, der OCT-Messzeitpunkt (b: baseline, fu: follow-up) sowie die

Patientensubgruppe.

Wie bereits erwdhnt wiesen den Genen nur ¢ auf und werden deswegen nachfolgend nicht

mit aufgeflihrt, omit suggestiven p-Werten

SNP CHR Position Gen Funktion Allel MAF p-Wert Messzeitpunkt
[kbp] (HapMap) und Subgruppe,
OCT-Schicht
rs2243468 21 29594472  GRIK1 Intron T>C 0.3619 2.848e-09 RBNpos_fu
RNFL
rs2243508 21 29594843 GRIK1 Intron T>A,C 0.178 2.725e-07 RBNpos_fu
RNFL
rs2832407 21 29595188 GRIK1 Intron C>A,G,T 0.3599 2.725e-07 RBNpos_fu
RNFL
rs2243474 21 29594693  GRIK1 Intron C>G,T 0.486275 2.725e-07 RBNpos_fu
(alfa) RNFL
rs978164 6 164751626 None G>A,C 0.374 2.814e-07 RBNneg_fu
TRV
rs7994907 13 102434212 None T>A,C,G 0.494 3.838e-07 RBNpos_fu
(FGF14) RNFL
rs868389 6 164694232 None G>A,T 0.2997 4.108e-07 RBNneg_fu
TRV
rs7176450 15 24787630  None T 0.2527 7.282e-07 RBNpos_b
(SNRPN) GCIPL
rs7176450 15 24787630 None T 0.2527 9.793e-07 RBNpos_b
(SNRPN) IPL
rs218123 7 31440043 None G>A 0.2767 2.213e-07 RBNneg_b
GCIPL
rs2025458 10 87645841 None G>C 0.118 2.294e-07 RBNneg_fu
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(PAPSS2) GCL

rs2025458 6.652e-07 RBNneg_fu
GCIPL

rs28361472 15 55121010 None A>G 0.08100 2.317e-07 RBNneg_b
(alfa) GCIPL

rs28361472 2.799e-07 RBNneg_b
IPL

1s28361472 3.583e-07 RBNneg_b
GCL

rs218123 7 31440043  None G>A 0.2767 3.044e-07  RBNneg_b
GCL

rs218123 3.187e-07 RBNneg_b
IPL

rs12411709 10 87652036 None c>T 0.09980 8.814e-07  RBNneg_fu
(PAPSS2) (alfa) GCL

rs4820891 22 30636322 SLC35E4 5Prime  C>G,T 0.3536 9.112e-07  ALL fu
UTR RNFL

Variant

Tabelle 9: SNPs mit p-Werten <10e%’

Auffallend ist, dass nur n=8 (42,1 %) der SNPs in der Baseline-Gruppe gefunden werden
konnten. Bemerkenswert ist des Weiteren, dass die Mehrheit der SNPs in der RBN-naiven
Gruppe signifikant wurde. Die durchschnittliche MAF betragt 0.23236. Am haufigsten ist

Chromosom 4 mit n=4 Treffern vertreten.
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8. Diskussion

8.1 Diskussion der SNP-Haupttreffer

Das GRIK1-Intron codiert fiir einen ionotropen Glutamat-Rezeptor vom Kainat-Typ, Subunit 1,
der eine weit verbreitete Rezeptorgattung im ZNS darstellt und pra- sowie postsynaptisch
exprimiert wird (81). Besonders vertreten sind diese Rezeptoren im Bereich des Hippocampus
sowie in den Basalganglien. Hier werden diese Rezeptoren als Angriffspunkte neuer
Pharmakotherapien diskutiert, die vor allem bei Bewegungsstorungen zum Einsatz kommen
sollen, weil die Kainat-Rezeptoren direkten Einfluss auf die intrinsische Zellaktivitdt haben
(81). In der Literatur finden Verdanderungen in der Glutamat-Rezeptor-Ausstattung vom
Kainat-Typ verschiedene Erwdhnungen bei unterschiedlichsten Krankheitsbildern, unter
anderem im Zusammenhang mit ADHS (Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Storung),
beim kolorektalen Karzinom oder im Zusammenhang mit schweren Depressionen,
Schizophrenie und erhohter Suizidalitait (81-84). Bei ADHS konnte eine signifikant
herunterregulierte GRIK1-Expression nachgewiesen werden (83), wohingegen die
Hirnregionen eine hohere Expression aufweisen (sollten), die fir Lernen und Gedachtnis
relevant sind. Auch beim kolorektalen Karzinom war die GRIK1-Expression signifikant
herunterreguliert. Diese Erkenntnis und die Korrelation zwischen Ausmal der Downregulation
mit Lymphknotenstatus und TumorgréRe unterstreicht laut Ren et al. den Einfluss von GRIK1
als Tumorsuppressor (84).

In unserer Studie wurden vier SNPs (rs2243468, rs2243508, rs2832407, rs2243474) mit

p-Werten <10e im Bereich dieses Gens ermittelt.

Das SNP mit dem Identifier rs2832407 wird in 14 Publikationen zitiert, beispielsweise in zwei
Publikationen aus dem Jahr 2022 zu den Themen Opioid- und Alkoholabhangigkeit (85, 86).
Unter anderem konnten dem SNP rs2832407 moderierende Effekte beim Einsatz von
Topiramat bei Alkoholabhdngigkeit nachgewiesen werden, sodass die Menge getrunkenen
Alkohols unter Therapie geringer war. In einer zweiten randomisiert-kontrollierten Studie
konnten diese Therapieeffekte jedoch nicht erneut bestdtigt werden (85).
Der Einfluss der SNP-Expression auf die Wirkung von Topiramat scheint im Bereich der
Pharmakogenetik zu liegen (85). Weitere Studienergebnisse bleiben abzuwarten, ob die

Expression von rs2832407 auch andere Medikamentenwirkungen
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positiv beeinflussen kann. Bei einer Opioidabhangigkeit scheint die dopaminerge Homoostase
ebenfalls SNP-abhangig zu sein (86). Daraus lasst sich ableiten, dass unterschiedliche Risiken
zur Entwicklung einer Abhangigkeit selbst vom Vorhandensein des entsprechenden SNPs

beeinflusst werden (86).

Andere SNPs, die nicht genau auf einem Gen liegen, befinden sich teilweise in der Ndhe
anderer Gene: Zum Beispiel befindet sich rs7994907 nahe dem FGF14-Gen, das einen
Fibroblasten-Wachstumsfaktor codiert. In einer kanadischen Studie konnte fiir eine Expansion
eines GAA-Nukleotid-Tripletts >250 Wiederholungen eine Assoziation zur autosomal
dominant vererbten late-onset zerebellaren Ataxie nachgewiesen werden (87, 88). In einer
anderen Studie konnten die Autoren FGF14-AS2, einer Antisense-long-coding-RNA zu FGF14,
eine supprimierende Wirkung in der ossaren Metastasierung bei Brustkrebs nachweisen. Die
genaue Wirkung von FGF14 besteht darin, die Translation von RUNX2 zu supprimieren,
dadurch diverse Zwischenschritte der Genregulation zu inhibieren und schlussendlich die

Transkription von RANKL, dem Osteoklasten-stimulierenden Protein, zu vermindern (89).

rs7176450 und rs7176450 liegen in der Nahe des SNRPN-Gens, das im Primaten-Tiermodell
die axonale Regeneration retinaler Ganglionzellen reguliert (90). Dieses Gen codiert das
Neuronen-spezifische humane Ribonukleoprotein N. Bei einer Up-Regulation konnte ein
Abfall neuroregeneratorischer Fahigkeiten beobachtet werden, wohingegen durch den
SNPRN-Knockout ex vivo die Regenerationsfdahigkeit der Axone reaktiviert werden konnte
(90). Bei Saugetieren, so die Autoren, gehe diese Zellregenrationsfahigkeit im Laufe des
Aufwachsens verloren (90). Damit eroffnet das Neuronen-spezifische humane
Ribonukleoprotein N (90) vielfdltige Forschungsansatze fir alle Erkrankungen, die mit

axonalen Schaden verbunden sind, so unter anderem auch die Multiple Sklerose.

Das auf Chromosom 22 gelegene SNP rs4820891 liegt auf dem SLC35E4-Gen bzw. auf der
5" Prime untranslated variant. Diese RNA-Regionen sind direkt upstream der Initiationscodons
auf der mRNA gelegen, regulieren damit mafigeblich die Translation und so auch
Proteinexpression (91). Obwohl fiir andere SNPs in der ClinvVar-Datenbank weitere
Informationen hinterlegt sind, findet sich bei dem hiesigen SNP kein Eintrag. Vielfaltige Effekte
sind anzunehmen, da die Initiationscodons héaufig diverse Gene epigenetisch
beeinflussen.Zwei SNPs — rs2025458 und rs12411709 - finden sich in Nachbarschaft zum

PAPSS2-Gen auf Chromosom 10, das eine 3’-Phosphoadenosin-5"-Phosphosulfat-Synthase 2
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codiert. Damit verwandte Zellsignalwege sind Peptidkettenverlangerungen sowie die
Sulfonierung kleiner Molekiile im Zytosol. Das Sulfonieren endogener Lipide, Proteine und
Kohlenhydrate sowie exogener Xenobiotika und Medikamente unter der Verwendung von
ATP (Adenosintriphosphat) ist ein alltaglicher zellinterner Prozess, der von zwei PAPS-
Synthetasen durchgefiihrt wird und fiir etliche Stoffwechselwege, Zell-Zell-Interaktionen oder
auch Zellregenreration relevant ist. Der vielfdltige Einfluss bei einem Defekt oder einer
Modulation dieser Enzyme kann in diesem Falle wenn iberhaupt nur annahernd abgeschatzt
werden.

Ein Defekt im Bereich dieser Gene 16st den pakistanischen Typ der spondyloepimetaphysaren
Dysplasie oder auch eine Juvenile Polyposis coli sowie Harmatome aus, wie in der

NIH-Datenbank des NCBI zu lesen ist3.

8.2 GWAS

Der Vorteil von GWAS ist der Vergleich gesamt-genomischer Daten auf Basis einer breiten
Bevolkerungsgruppe mit einer Vergleichsgruppe. Diese stellt in unserem Fall das
Patientenkollektiv nach voran beschriebener Auswahl an MS-Patienten der UM Mainz dar.
Demnach entspricht die Auswahl der Patienten objektiven Kriterien, wie Diagnosestellung und
genetischer Herkunft, jedoch auch zufdlligen Kriterien wie dem Wohnort und der

Klinikzugehorigkeit, die statistisch nicht beeinflussbar sind.

Im Rahmen der GWAS-Analyse kann eine durchschnittliche Haufigkeit samtlicher Gene und
SNPs angegeben werden, anhand derer in unserer Studie das Patientenkollektiv mit dem
Durchschnitt der Allgemeinheit verglichen werden kann. Von der Allgemeinheit wurden in
vorliegendem Fall jedoch keine OCT-Daten erhoben, sondern sich auf Referenzwerte dieser
Daten in der Literatur berufen.

Schlussendlich erfolgte die Analyse der Daten nach Folgendem Prinzip: Die OCT-Daten des
Patientenkollektivs wurden analysiert und auf Veranderungen im longitudinalen Verlauf
innerhalb des Kollektivs hin ausgewertet. Zeitgleich wurden die genetischen Daten dieses
Kollektivs mit denen der Allgemeinbevodlkerung verglichen. Im Anschluss wurden die

signifikant vom Gesamtkollektiv abweichenden SNPs in der Literatur recherchiert, ob deren

3 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9060#gene-expression, Zugriff am 01.05.2023, 14:29
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Vorkommen in der Patientengruppe die gemessenen Veranderungen der OCT-Werte im
Verlauf erklaren konnen. Es fand keine Korrelation personlicher genetischer Daten zu
entsprechenden individuellen OCT-Messwerten statt. Dies kann in einer zukiinftigen Studie
weiter verfeinerte Auswertungen ermoglichen, um noch prazisere Aussagen treffen zu

konnen.

Die in unserer Studie im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung abweichenden SNPs haben bis
dato keinen bekannten Einfluss auf MS oder sind noch nicht in diesem Zusammenhang
beschrieben. Die verwendete Datenbank zur Einordnung dieser signifikanten bzw. suggestiven
SNPs stellt die der National Library of Medicine des National Center for Biotechnology

Information des NIH dar.

Bei der Einordnung der SNPs ist es von Bedeutung, dass die Funktionen und Interaktionen von
Promotoren untereinander weiterhin Gegenstand aktueller und zukiinftiger Forschung sind.
Daher sind diesbeziiglich nur Deutungen bzw. Erklarungsversuche moglich. Nichtsdestotrotz

bilden solche Ergebnisse haufig die Ausgangspunkte neuer Forschungsansétze.

Generell ist die Zuordnung von SNP zu Pathophysiologie durch die Heterogenitat der
Erkrankung erschwert. Die Auspragung der MS ist durch den unterschiedlichen individuellen
Ort der Lasionen zerebral bzw. zerebellar sowie durch persénliche Lern- und
Kompensationsmechanismen interindividuell sehr verschieden. Bei Studien, die genetische
Hinweise zum verbesserten Verstandnis der entsprechenden Pathophysiologie finden wollen,
stellt diese Heterogenitat hierdurch eine Limitation dar. Gleichzeit macht genau dieser Aspekt
die Krankheit in ihrer klinischen Auspragung hierdurch unter anderem interessant.
Herausfordernd ist zusatzlich die Auspragung der Krankheit in unterschiedlichen
,Phinotypen” (RRMS/SPMS/PPMS) sowie der teils flieRende Ubergang zwischen den
einzelnen Auspragungsformen der Erkrankung. Ein spannender Ausblick fiir die Zukunft ist so
sicher auch die Differenzierung innerhalb der Genetik, ob anhand der genetischen Ausstattung
unterschieden werden kann, welcher Erkrankungsphanotyp vorliegt und ob, wann, auch eine
Transformation z.B. einer RRMS in eine SPMS stattfindet. Hieraus kénnten sich neue
pharmakogenetische Forschungsansatze ergeben, um das Transitionsrisiko zu senken oder

zumindest den Zeitpunkt hinauszuschieben.
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8.3 Patientenkollektiv

Aufgrund der geringen Fallzahl sind bei unserer Studie nicht alle nummerischen Ergebnisse zu
den in der Literatur beschriebenen durchschnittlichen Verteilungen passend. Als Beispiele
hierfir sind unter anderem das Geschlechterverhiltnis bei der Diagnose MS 1,67 :1 in
unserem Kollektivim Vergleich zum weltweiten statistischen Schnitt von 2 : 1 zu nennen. Des
Weiteren ist bei uns nur einer von drei Betroffenen einer PPMS mannlich, was ebenfalls nicht
der in der Literatur beschriebenen Verteilung entspricht.

Belastbarere Ergebnisse konnten durch eine Ausweitung der Studie mit einer groRReren
Fallzahl gewonnen werden. Die statistische Power steigt mit der Anzahl der
Studienteilnehmer. Limitierend ist hierflir im vorliegenden Fall die Beschrankung in der
Auswahl der Patienten auf das Kollektivder UM Mainz. Gerade in Bezug auf genetische Daten
bieten sich beispielsweise multizentrische Studiendesigns an, da diese eine héhere Power

aufweisen.

8.4 Diskussion der OCT-Daten

Die automatisierte Auswertung der OCT-Messungen erfolgte anhand einer eigens durch einen
Informatiker der UM programmierten Auswertungssoftware, die auf das verwendete
Messgerat von Heidelberg Ingeneering aufgespielt wurde. Im Gegensatz zur gerateinternen
Software sind durch den programmierten Algorithmus hierdurch andere nummerische Werte
berechnet worden. Dies erschwert die direkte Vergleichbarkeit unserer nummerischen Daten
mit denen anderer Studien, bei denen die gerateinterne Software desselben Gerats oder sogar
eine dritte Software verwendet wurden. Die statistische Signifikanz der Werte wird hingegen

nicht beeinflusst.

Kritisch zu betrachten ist bei unseren Werten, dass sie iber alle Schichten hinweg kleinere
nummerische Werte im Vergleich zu durch andere Auswertungssoftwares gemessene Werten
aufweisen. Dies erschwert etwas die Betrachtung kleinerer Unterschiede im longitudinalen
Verlauf, da sich diese Unterschiede schnell im Rahmen der Messgenauigkeit befinden. Dies
kann u.a. als limitierender Faktor angesehen werden. Die Vergleichbarkeit der internen Daten

steigt durch die Verwendung desselben Gerats bei allen Messungen.
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Generell war auffallend, dass die fiir das TRV gemessenen Werte allesamt geringer als fiir ein
allgemeines Kollektiv in der Literatur ausfielen. Das kann nicht mit Sicherheit beweisend auf
die Gemeinsamkeit des Kollektivs, an MS erkrankt zu sein, zuriickgefiihrt werden. Dennoch
scheint dies die naheliegendste logische Erklarung zu sein. Auch pathophysiologisch ist die
TRV-Reduktion durch die Nervenfaseratrophie erklarbar. Unbestritten ist, dass sowohl bei
gesunden Personen als auch vor allem bei Patienten mit MS im Laufe des Lebens die Dicke der

Retina abnimmt.

Die Abweichung bei der Berechnung von TRV-Unterschieden innerhalb der Subgruppe
RBNneg bewegt sich mit umgerechnet 0,01 mm?3 hierbei im Rahmen der Messgenauigkeit.
Dass bei den RBNpos eine hohere Abweichung vorliegt, kann dadurch erklart werden, dass
durch die Entziindung von retinalen Nervenfasern bzw. dem Sehnerv es zu einer Odembildung
innerhalb der Netzhaut kommt, was in einem hdheren TRV abgebildet wird. Alle Patienten,
die jemals eine RBN hatten, wurden der Gruppe RBNpos zugeteilt, unabhangig davon, zu
welchem Zeitpunkt die RBN stattgefunden hatte. Entsprechende Zeitpunkte sind retrospektiv
nicht eindeutig festzustellen und von der Mitarbeit, Motivation und dem
Erinnerungsvermdgen der Patienten abhangig.

Diverse mogliche Quellen fiir inhaltliche Fehler und statistische Unscharfe liegen
bekanntermalien in einer entsprechenden Abhangigkeit in der Informationsgewinnung von
Patienten. Messinstrumente, deren Messergebnisse im Bereich der Messgenauigkeit liegen,
eignen nicht zum prazisen Monitoring. Eine Entscheidung z.B. bzgl. Therapiefortsetzung oder
-Umstellung abhangig von entsprechend fehleranfilligen Messmethoden wadre geradezu
fahrlassig. Auch wenn die OCT strukturelle Vorteile mit sich bringt, sollte zum aktuellen
Zeitpunkt auf die praziseren Messtechniken von MRT beim Monitoring zuriickgegriffen
werden. Die Hypothese, per OCT konnte nicht-invasives, kostenglinstiges und schnell
durchzufiihrendes Monitoring langfristig durchgeflihrt werden, kann an dieser Stelle nicht

angenommen werden.

Durch genaue Anamnese wurde versucht, die Messzeitpunkte nicht wahrend einer aktiven
RBN vorzunehmen. Jedoch ist nicht auszuschlieRen, dass trotz negativer Anamnese eine
beginnende oder vom Patienten unbemerkte RBN vorlag. MS-Patienten sind aufgrund ihrer
Erkrankung nicht immer in der Lage, akute Verschlechterungen von einer chronischen
Progredienz zu unterscheiden, sodass sich hierdurch Fehler in die Statistik einschleichen

konnten.muss
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Die Differenz der TRV-Werte von baseline sowie follow-up waren gemaR dem Shapiro-Wilk-
Test nicht normalverteilt (p=0.001). Da die StichprobengroBe jedoch weitaus grofRer als 30 ist,
kann von einer Normalverteilung ausgegangen werden®. Des Weiteren ist der gepaarte t-Test
relativ robust gegeniliber Verletzungen der Normalverteilungsannahme, sodass er

durchgefiihrt werden konnte.

4 (Stone, E. R. (2010). t Test, Paired Samples. In N. J. Salkind (Ed.), Encyclopedia of research design (pp. 1560-1565
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9. Zusammenfassung

Dieser Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass bei MS Patienten im Rahmen der Erkrankung
die Retina starker als bei der Normalbevolkerung atrophiert. Ziel der Arbeit ist es, hierfiir eine
Erklarung in der genetischen Ausstattung dieses Patientenkollektivs im Vergleich zur Genetik
der Allgemeinbevodlkerung zu finden. Referenzwerte fiir den Vergleich des Genoms bietet die
HapMap-Datenbank, in der seit 2002 genetische Daten in Form von SNPs gespeichert werden.
So stellt diese Datenbank die Grundlage vieler Genom-weiter Assoziationsstudien dar. Als
Sekundarhypothese sollte in dieser Studie erforscht werden, ob via OCT ein prazises,
nicht-invasives Monitoring der Krankheitsaktivitdt durch wiederholte Messungen der

Retinadicke maoglich sein kénnte.

Fir die Studie konnten 96 Personen rekrutiert werden, die samtlichen Einschlusskriterien
entsprachen. Den Patienten wurde Blut abgenommen, um daraus DNA zu extrahieren, und es
wurden mehrere Messungen der Dicke des Augenhintergrundes via OCT durchgefiihrt, um die
Retinadicke beurteilen zu konnen. Es fand keine Zuordnung von genetischen Daten zu
entsprechend individuell gemessenen OCT-Werten statt, es erfolgte jedoch eine Gruppierung
der Patienten in Gruppen mit und ohne stattgehabte RBN. Dies geschah unter der Pramisse,
dass diese Erkrankung von hohem Stellenwert fiir sowohl die Diagnostik der MS als auch die

Messung der Retinadicke ist.

Im Rahmen der Auswertung der genetischen Daten wurde eine ausfiihrliche Analyse mittels
PLINK durchgefiihrt, die im Anschluss noch durch multiple statistische Tests erganzt wurde.
Hierdurch konnten 170 SNPs identifiziert werden, die zumindest suggestiv fir eine
genomweite Signifikanz sind. In der NIH Datenbank der National Library of Medicine des
National Center for Biotechnology Information konnten fiir 19 dieser SNPs mit
p-Werten <10e™ genetische Informationen zur Lage in Bezug auf codierende Genabschnitte

oder Promotoren gefunden werden.

Keiner dieser SNPs gibt eine direkte Erklarung fiir die beobachtete stdrkere Atrophie der
Retina bei MS-Patienten in friiherem Alter als im Vergleich zur Normalbevélkerung. Unsere
Hypothese kann daher nicht eindeutig bestatigt bzw. begriindet werden.

Beispielsweise konnte jedoch ein ionotroper Glutamat-Rezeptor identifiziert werden, der in

unterschiedlichen Zusammenhadngen mit anderen neurologischen Erkrankungen oder auch

58



Zusammenfassung

zellularer Dysregulation im Rahmen der Karzinogenese steht. Ein anderer signifikanter SNP
mit der Bezeichnung rs2832407 wurde bereits in anderen Studien im Zusammenhang mit
veranderter Pharmakogenetik und verbesserten Therapieeffekten von Medikamenten
beschrieben. Ob diese genetische Ausstattung auch zu einer besseren Wirkung von im
Rahmen der MS-Therapie eingesetzten Medikamenten fiihrt, kann ein interessanter neuer

Ansatzpunkt fiir zuklinftige Forschungsprojekte darstellen.

Bis heute ist die genaue Pathogenese der MS durch ihre Komplexitdt nicht vollstandig
verstanden. Im Rahmen unserer Studie wurden jedoch zwei SNPs in der Nachbarschaft zu
einer an vielen Zellsignalwegen beteiligten 3’-Phosphoadenosin-5"-Phosphosulfat-Synthetase
2 gefunden. Da diese Enzyme bei diversen zellinternen Prozessen permanent beteiligt sind,
kann eine Verdanderung dieser Proteine kaum ansatzweise in der vollstandigen Auswirkung
erahnt werden. So kann eine Assoziation zur Pathogenese einer komplexen Erkrankung wie

MS vermutet werden.

In vorherigen Studien konnte bereits eine moderate Korrelation zwischen RNFL-Ausdinnung
und Zunahme des EDSS nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten in anderen Studien
bereits Patienten mit stattgehabte RBN von Patienten mit einer negativen RBN-Historie
anhand veranderter Retinaschichtdicken, namlich signifikant verminderten Werten fir TRV,
RNFL und GCIPL, differenziert werden.

Auch in unserem Patientenkollektiv zeigte sich, dass bei der Baseline-Untersuchung das TRV
in der Gruppe der RBNneg-Patienten 0,09 mm?® groBer war als bei den Patienten mit
stattgehabter RBN. Bei der Follow-up-Untersuchung wies jedoch die Gruppe der
RBNpos-Patienten hohere Werte fiir das TRV auf. Dies erklarten wir unter dem Gesichtspunkt,
dass im Rahmen einer aktiven RBN eine 6dematdse Schwellung der Retina bzw. des Nervus
opticus auftritt, was zu einer temporaren Erhohung der Werte fiir das TRV fiihrt. Ob eine
Verlangerung des Beobachtungszeitraums zu anderen Ergebnissen gefiihrt hatte, kann nicht

sicher beantwortet werden.

Passend zu den in der Literatur angegebenen Werten, verschlechterte sich auch in unserer

Patientengruppe der EDSS Uber den Verlauf der Zeit im Mittelwert um 0,63 Punkte.

Im Rahmen der Auswertung der OCT-Messwerte ist kritisch zu betrachten, dass die
verwendete Software zur Auswertung der Messdaten und Transformation derselben in Zahlen
von der in den meisten Studien verwendeten Software abweicht, woraus sich andere
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numerische Werte ergeben. Dies erschwert den direkten Vergleich, jedoch wird die
statistische Signifikanz nicht beeinflusst. Limitierend in Bezug auf die Messungen per OCT ist
sicherlich auch die Anamnesefahigkeit der Patienten, ob sich hinsichtlich einer stattgehabten
RBN korrekt erinnert wird, ob diese ggf. subklinisch ablief oder durch fehlenden Arztkontakt
unerkannt blieb. Gegenliber Confoundern dieser Art ist die Untersuchung per cMRT robuster
als das OCT. Es ist daher zum aktuellen Zeitpunkt nicht zu erwarten, dass die cMRT zur
klinischen Verlaufskontrolle in nachster Zeit durch Untersuchungen per OCT abgelost werden
wird. Auch die Hypothese, OCT-Messungen konnten zum  Follow-up als
Monitoring-Instrument unter Therapie fungieren, musste abgelehnt werden, da sich die
Messergebnisse teils im Bereich der Messgenauigkeit befanden. Erganzende OCT-Messungen
in Korrelation mit klinischer Untersuchung sowie Bildgebung per cMRT kénnen jedoch

sicherlich weiter interessante Einblicke in die Dynamik dieser vielfaltigen Erkrankung bieten.
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11. Anhang

11.1 Ancestry check protocol

Perform QC on original data set (,,sample”)

plink --bfile sample --maf 0.05 --geno 0.01 --mind 0.05 --write-snplist --make-just-fam --out
sample.QC

plink --bfile sample --keep sample.QC.fam --extract sample.QC.snplist --indep-pairwise 200
50 0.25 --out sample.QC

dat <- read.table("C:/Users/eng5s/Desktop/Ancestry/sample.QC.het",
header=T)

m <- mean(datSF)
s <- sd(datSF)
valid <- subset(dat, F <= m+3*s & F >= m-3*s)
print(head(valid))
write.table(valid[,c(1,2)],

"C:/Users/eng5s/Desktop/Ancestry/sample.QC.valid.sample", quote=F, row.names=F)

plink --bfile sample --extract sample.QC.prune.in --keep sample.QC.valid.sample --check-sex -
-out sample.QC

valid <- read.table("C:/Users/eng5s/Desktop/Ancestry/sample.QC.valid.sample", header=T)

dat <- read.table("C:/Users/eng5s/Desktop/Ancestry/sample.QC.sexcheck", header=T)

valid <- subset(dat, STATUS=="0K" & FID %in% validSFID)

write.table(valid[,c("FID", "lID")], "C:/Users/eng5s/Desktop/Ancestry/sample.QC.valid",
row.names=F, col.names=F, sep="\t", quote=F)

plink --bfile sample --extract sample.QC.prune.in --keep sample.QC.valid --rel-cutoff 0.125 --
out sample.QC

plink --bfile sample --make-bed --keep sample.QC.rel.id --out sample.QC --extract
sample.QC.snplist

Perform Ancestry check using AncestryCheck.pdf by Hannah Meyer
Exclude subjects of non-European origin
plink --bfile sample.QC --remove nonEurop.txt --make-bed --out sample.QC.eu

Check for HWE
plink --bfile sample.QC.eu --hwe le-6 --make-bed --out sample.QC.final
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11.2 GWAS Protokoll

Analog dieses nachfolgenden Protokolls wurde die GWAS fiir unsere Studie durchgefiihrt.
Angegeben sind die einzelnen Arbeitsschritte (#) mit Zwischenergebnissen sowie die parallel

durdchzufiihrenden Arbeitsanweisungen fir R.

# Pat. mit Lasionsvolumen selektieren
plink --bfile MS_array --keep LesionCohortIDs.txt --make-bed --out lesion

-> 327 people remaining (non-European ancestry already excluded in previous analysis), no
duplicated SNPs

# Analysen nur mit Chromosomen 1-22, da gesonderte Betrachtung von X/Y erforderlich
ware

plink --bfile lesion --chr 1-22 --make-bed --out lesionAuto
only include autosomal chromosomes

594.024 variants and 327 people pass filters and QC

# QC (siehe auch: https://choishingwan.github.io/PRS-Tutorial/target/)

plink --bfile lesionAuto --maf 0.05 --geno 0.01 --mind 0.05 --write-snplist --make-just-fam --
out lesion.QC

61.549 variants removed due to missing genotype data (--geno).
47.121 variants removed due to minor allele threshold(s)
485.354 variants and 327 people pass filters and QC.

plink --bfile lesionAuto --keep lesion.QC.fam --extract lesion.QC.snplist --indep-pairwise 200
50 0.25 --out lesion.QC

plink --bfile lesionAuto --extract lesion.QC.prune.in --keep lesion.QC.fam --het --out
lesion.QC

# Schritte in griner Schrift in R:
dat <- read.table("C:/Users/eng5s/Desktop/LesionGWAS/lesion.QC.het",

header=T)

Vi
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m <- mean(datSF)

s <- sd(datSF)

valid <- subset(dat, F <= m+3*s & F >= m-3*s)
print(head(valid))

write.table(valid[,c(1,2)],

"C:/Users/eng5s/Desktop/LesionGWAS/lesion.QC.valid.sample", quote=F,
row.names=F)

plink --bfile lesionAuto --extract lesion.QC.prune.in --keep lesion.QC.valid.sample --rel-cutoff
0.125 --out lesion.QC

plink --bfile lesionAuto --make-bed --keep lesion.QC.rel.id --out lesion.QC --extract
lesion.QC.snplist

485.354 variants and 315 people pass filters and QC.
plink --bfile lesion.QC --hwe 1le-6 --make-bed --out lesion.QC.final
316 variants removed due to Hardy-Weinberg exact test.

485.038 variants and 315 people pass filters and QC.

Calculate PCs:

plink --bfile lesion.QC.final --indep-pairwise 200 50 0.25 --out lesion.QC.final

plink -- bfile lesion.QC.final --extract lesion.QC.final.prune.in --pca 10 --out lesion-QC.final

Formatieren der Kovariaten- und Phanotyp-Datei in R

Lineare Regression in Plink:

plink --bfile lesion.QC.final --linear --pheno phenotype.txt --covar covariates.txt --hide-covar

Vi
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11.3 Skript fur OCT-GWAS bei imputiertem MS_array Datensatz
1. Plink v1.9beta in den Ordner kopieren
2. UMich Imputation von Chr12 von MS_array in den Ordner kopieren
3. total_chromosomes.vcf.gz entpacken

4. .ped und .map Dateien erstellen:
plink --vcf total_chromosomes.vcf --out total_chromosomes --recode --double-id

5. .bed, .bim und .fam Dateien erstellen:
plink --file total_chromosomes --make-bed --out total_chromosomes

6. Hardy-Weinberg exact test Uberpriifung:
plink --bfile total_chromosomes --hwe le-6 --make-bed --out sample.HW

7. non-EU Patienten entfernen:
plink --bfile sample.HW --remove nonEU.txt -make-bed --out OCT

8. Standard QC-Filterung:
plink --bfile OCT --hwe 0.05 --maf 0.01 --geno 0.10 --mind 0.10 --chr 1-22 --genome --min
0.20 --out cryptic —recode

9. GWAS fiir alle Phdnotypen:
plink --file cryptic --linear --all-pheno --pheno 221106_phenoALLbaseline.txt --covar
covariates.txt --hide-covar --adjust --allow-no-sex

plink --file cryptic --linear --all-pheno --pheno 221106_phenoALLbaseline.txt --covar
covariates.txt --hide-covar --adjust --allow-no-sex

plink --file cryptic --linear --all-pheno --pheno 221107 _phenoALLfollow-up.txt --covar
covariates.txt --hide-covar --adjust --allow-no-sex

plink --file cryptic --linear --all-pheno --pheno 221106_phenoRBNnegbaseline.txt --covar
covariates.txt --hide-covar --adjust --allow-no-sex

plink --file cryptic --linear --all-pheno --pheno 221107_phenoRBNnegfollow-up.txt --covar
covariates.txt --hide-covar --adjust --allow-no-sex

plink --file cryptic --linear --all-pheno --pheno 221106_phenoRBNposbaseline.txt --covar
covariates.txt --hide-covar --adjust --allow-no-sex

Vil
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plink --file cryptic --linear --all-pheno --pheno
221107 _phenoRBNposfollow-up.txt --covar covariates.txt --

hide-covar --adjust --allow-no-sex
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