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1. Einleitung 7

1. Einleitung

1.1.  Multiple Sklerose (MS)

Die Multiple Sklerose (MS), auch Encephalomyelitis disseminata genannt, ist die haufigste
immunmediierte Erkrankung des zentralen Nervensystems (ZNS) mit inflammatorischen und
neurodegenerativen Aspekten [1]. Sie manifestiert sich meist im jungen Erwachsenenalter [2] und
verursacht bei den Patienten eine heterogene Symptomatik, weshalb sie auch ,die Krankheit der
1000 Gesichter* genannt wird. Trotz jahrelanger Forschung sind Atiologie und Pathomechanismen

der MS bislang nicht vollstandig geklart.

1.1.1. Epidemiologie

Weltweit sind circa (ca.) 2,8 Millionen Menschen an MS erkrankt, von denen mehr als 250.000 in
Deutschland leben [3]. Die globale Pravalenz der MS ist inhomogen (Abbildung (Abb.) 1). Wahrend
die Pravalenz der MS im Jahr 2020 in Gebieten des westlichen Pazifiks bei 4,8 und in Afrika sowie
Sldostasien bei 8,8 beziehungsweise (bzw.) 8,6 Patienten mit MS pro 100.000 Einwohnern lag,
betrug sie in Nord- und Siidamerika 117,5 und in Europa 142,8 Patienten pro 100.000 Einwohnern.
Die globale Pravalenz der MS ist zwischen 2013 und 2020 um ca. 50% von 29,3 auf rund 44,0
Patienten mit MS pro 100.000 Einwohner gestiegen [3]. Allerdings liegen nicht aus jedem Land
Daten vor. Aus den epidemiologischen Studien lasst sich schlussfolgern, dass die MS in Gebieten
mit gemaRigtem Klima und gut entwickelter Wirtschaft haufiger auftritt [2]. AuBerdem konnte
gezeigt werden, dass die Pravalenz der MS signifikant mit dem Breitengrad assoziiert ist (Zunahme

der Pravalenz um ca. drei pro 100.000 Einwohner pro Breitengrad) [4].

Pravalenz pro
100.000 Einwohner

<20
20-49
50 - 99
1100 - 174

W175-274

W=276

Abb. 1: Globale Pravalenz der MS

Die Weltkarte zeigt die globale Verteilung der Pravalenz der MS. Die Farbung der Lander reprasentiert die
jeweilige Anzahl an Patienten mit MS pro 100.000 Einwohner. Die Zuordnung der Farbe zur Pravalenz kann
der Legende in der unteren linken Ecke entnommen werden. Lander, fiir die keine Pravalenzdaten vorlagen,
sind grau dargestellt. Die Pravalenzdaten wurden dem Atlas der MS [3] entnommen. Die Abbildung wurde mit
Hilfe des Online-Tools Datawrapper erstellt.

MS: Multiple Sklerose.
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Dass trotz des gleichen Heimatlandes die MS-Pravalenz von der Ethnie abhangt, zeigen die
Ergebnisse einer Studie aus der sudafrikanischen Provinz KwaZulu-Natal. Hier war die Pravalenz
der MS unter WeiRen Einwohnern, die zum Grofteil auch in der Provinz geboren wurden, weitaus
hoéher (25,6 pro 100.000) als unter Schwarzen Einwohnern (0,2 pro 100.000) [5]. Auch Migration
und das Alter bei ebendieser scheinen einen Einfluss auf das MS-Risiko zu haben. Bei
Nordeuropdern, die nach Sudafrika, also aus einem Gebiet mit héherer in ein Gebiet mit
niedrigerer Pravalenz der MS immigrierten, wurde eine mehr als vier Mal héhere MS-Pravalenz
identifiziert als bei dort geborenen Weiften Sidafrikanern [6]. AuRerdem war die Pravalenz bei den
unter 15-jahrigen Immigranten deutlich geringer als jene bei den Uber 15-jahrigen [6]. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass sich bei Immigration vor dem 15. Lebensjahr das MS-Risiko zumindest
zum Teil an die Pravalenz des neuen Landes angleicht, wahrend sich das Risiko bei Individuen, die
nach dem 15. Lebensjahr immigrierten, nur wenig verandert und vergleichbar mit dem des
Herkunftslandes bleibt [6,7].

Die MS manifestiert sich typischerweise im jungen Erwachsenenalter zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr [2]. Etwa drei bis finf Prozent der Patienten leiden schon vor dem 18. Lebensjahr an
der Erkrankung [8], wohingegen bei rund finf Prozent der Patienten die ersten Symptome erst
nach dem 50. Lebensjahr auftreten [9]. Frauen sind ca. zwei bis drei Mal haufiger von MS betroffen
als Manner [10,11]. Hingegen zeigen sich bei Mannern oftmals schwerere Krankheitsverldufe und

eine schnellere Behinderungsprogression [11].

1.1.2. Atiologie und Pathogenese

Trotz intensiver Forschung ist die Atiologie der MS bisher nicht vollstandig verstanden. Es wurden
jedoch eine Reihe von genetischen Faktoren, beispielsweise (bspw.) Konstellationen der humanen
Leukozytenantigene (HLA) und Einzelnukleotidpolymorphismen (single-nucleotide polymorphism,
SNP) [12], Umweltfaktoren, wie die Sonnenlichtexposition [13] oder eine Infektion mit dem
Epstein-Barr-Virus (EBV) [14], und Faktoren des Lebensstils, bspw. Rauchen [15], mit der
Entstehung der MS in Verbindung gebracht (Kapitel (Kap.) 4.2.2.1., 4.2.2.2., 4.2.2.3.). Das weltweit
unterschiedliche Auftreten dieser Faktoren ist eine mdgliche Erklarung fir die Heterogenitat der
globalen MS-Pravalenz (Kap. 1.1.1., Abb. 1). Es ist nicht auszuschliel3en, dass sich die Ursache
der MS zwischen Patienten unterscheidet, es wird jedoch eine autoimmune Genese vermutet [16].
Wahrscheinlich fihrt ein Zusammenspiel von verschiedenen bekannten und unbekannten Faktoren

zur Krankheitsentstehung.

Die MS ist durch einen immunmediierten Neuronen- und Synapsenverlust des ZNS mit reaktiver
Gliose charakterisiert [17]. Kennzeichnend flir die Erkrankung sind lokale Immunreaktionen in
Gehirn und Ruckenmark (sogenannte L&sionen oder Herde) sowie diffuse Verdnderungen und
Demyeliniserungsreaktionen in weil3er und grauer Hirnsubstanz, in denen es u. a. zum Untergang
von Oligodendrozyten kommt [18,19]. Diese Veranderungen sind in Zahl und Grofe sehr variabel
und koénnen durch die Magnetresonanztomografie (MRT) dargestellt werden. In den L&sionen
finden sich in der histologischen Untersuchung perivaskuldare Ansammlungen von Immunzellen
[16]. Diese bestehen vor allem aus Makrophagen und CD8-positiven T-Zellen sowie CD4-positiven
T-Zellen und B-Zellen [20]. Physiologischerweise durchlaufen T- und B-Zellen verschiedene
Selektionsmechanismen, bspw. die positive und negative Selektion der T-Zellen im Thymus, um

Immunreaktionen gegen den eigenen Koérper zu verhindern und die immunologische Funktion der



1. Einleitung 9

Zellen zu gewahrleisten [21,22]. Dennoch gelangen einige autoreaktive T- und B-Zellen in die
Peripherie [21,22]. Es wird derzeit vermutet, dass die MS durch die periphere Aktivierung dieser
autoreaktiven T- und/oder B-Zellen beginnt [21,22]. Diesen ist es mdglich, die Blut-Hirn-Schranke
(BHS), eine Barriere zwischen ZNS und Peripherie, die unter anderem (u. a.) das besondere Milieu
des ZNS schitzt, zu dberqueren und ins ZNS zu gelangen, wo sie durch lokale
antigenprasentierende Zellen reaktiviert werden [21]. Als Folge dessen werden Zytokine,
Proteasen und Mediatoren ausgeschittet und weitere Immunzellen akkumulieren in den ZNS-
Lasionen, was schlief3lich zu den entziindlichen Lasionen fihrt [21,23]. Sowohl in Patienten mit MS
als auch in Gesunden konnten reaktive T-Zellen gegen das im ZNS vorkommende Myelin
(sogenannte myelin-reaktive T-Zellen) nachgewiesen werden [21]. Diese befanden sich bei MS-
Patienten meist in einem aktivierten Zustand, wohingegen sie bei Gesunden vorwiegend im naiven

Zustand waren.

B-Zellen durchlaufen einen physiologischen Prozess fir die Ausbildung der zentralen und
peripheren Toleranz. Es wird davon ausgegangen, dass es bei Patienten mit MS zu Fehlern in der
Ausbildung der peripheren Toleranz kommt [22]. Da sowohl die Anzahl als auch die Funktion von
immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen bei Patienten mit MS vermindert ist, diese jedoch
grolRe Relevanz bei der Kontrolle autoreaktiver B-Zellen haben, wird bei diesen eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese vermutet [22]. B-Zell- und antikérperproduzierende Plasmazellklone, die
intrathekal Antikérper (AK) produzieren, welche sich als oligoklonale Banden (OKB) im Liquor
cerebrospinalis nachweisen lassen, konnten im ZNS von MS-Patienten nachgewiesen werden
[22,24]. Diese AK scheinen an der Entmarkung der Axone beteiligt zu sein und fiihrten in
Tiermodellen zu Schadigungen von Nervenzellen [16]. Weiterhin konnten Myelinfragmente mit
gebundenen myelin-spezifischen AK in phagozytierenden Zellen in perivaskularen Lasionen bei

Patienten mit MS nachgewiesen werden [22].

Neben den Immunzellen tragen auch Zellen innerhalb des ZNS zur Pathophysiologie der MS bei.
So konnte gezeigt werden, dass sich in den ZNS-Lasionen Astrozyten vom Typ A1 befinden, die
destruktive Wirkungen auf Synapsen haben [25]. Zudem wird vermutet, dass A1-Astrozyten die
Remyelinisierung der Axone durch Stérung der Oligodendrozytenproliferation verhindern. Die
Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia spielt somit u. a. bei der Hirnatrophie ein Rolle [18].
Kortikale Demyelinisierung kann schon in frihen Stadien der MS identifiziert werden, verstarkt sich

jedoch beim Ubergang zum progressiven Krankheitsverlauf [19].

1.1.3.  Symptomatik

Das klinische Bild der MS ist interindividuell sehr heterogen und vielgestaltig. Dennoch gelten u. a.
Empfindungsstérungen, Paresen, Sehstérungen, Schwachesymptomatiken (Fatigue), kognitive
Defizite, sexuelle Dysfunktionen sowie Blasen- und Darmentleerungsstérungen zu den haufigsten
Symptomen der MS [26,27]. Das Auftreten und die Schwere der Symptomatik hangen u. a. von der
Verlaufsform der MS (Kap. 1.1.4.) und der Lokalisation der Lasionen im ZNS ab. Auch die
Erkrankungsdauer ist mit der Symptomatik assoziiert. So haben Patienten im friihen Stadium der
Krankheit vor allem Empfindungsstorungen, Optikusneuritiden, Paresen, kognitive und psychische
Stérungen und Fatigue [26]. Mit langerer Krankheitsdauer treten vermehrt Ataxien, Spastiken und

Schmerzsyndrome auf.
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1.1.4. Verlaufsformen

Der Verlauf der Erkrankung wird nach Lublin et al. [28] in drei Hauptverlaufsformen eingeteilt: die
schubférmig remittierende MS (relapsing-remitting MS, RRMS), die sekundar progrediente MS
(secondary progressive MS, SPMS) und die primar progrediente MS (primary progressive MS,
PPMS). Zusatzlich zur Klassifikation des Verlaufs kann bei der RRMS die aktive von der
nicht-aktiven Form unterschieden werden. SPMS und PPMS kdénnen in aktiv oder nicht-aktiv und
progredient oder nicht-progredient differenziert werden [28]. Aktiv ist dabei als auftretende
Schubsymptomatik und/oder Aktivitdt im MRT definiert. Progression beschreibt eine objektive,
schubunabhangige Zunahme der neurologischen Defizite liber einen definierten Zeitraum [28]. Der
Diagnose der MS geht haufig das klinisch isolierte Syndrom (clinically isolated syndrome, CIS)
voraus. Das CIS beschreibt eine einzelne akute oder subakute Episode von neurologischen
Storungen, die die Diagnosekriterien der MS (Kap. 1.1.5.) jedoch nicht erfillt [29]. Im Durchschnitt
betragt die Zeit zwischen ersten Symptomen und Diagnose einer RRMS etwa ein Jahr [30].

Schubférmig remittierende MS

Mit ca. 85-90% der Falle ist die RRMS die mit Abstand haufigste initiale Manifestation der MS [31].
Die RRMS ist durch Symptomschiibe gekennzeichnet, die sich meist Uber Tage oder Wochen
entwickeln und anschliefiend wieder zurtickbilden kénnen (Abb. 2). Dies geschieht nicht immer
vollstéandig, sodass bei unvollstandiger Remission Einschrankungen bestehen bleiben kdénnen.
Zwischen zwei Schiben sind die Patienten meist stabil und erleiden keine Verschlechterungen
[28]. Schibe sind definiert als akutes oder subakutes Auftreten von neuen oder als Wiederauftreten
eines oder mehrerer neurologischer Defizite [32]. Die Symptomatik muss langer als 24 Stunden
bestehen und seit dem letzten Schubereignis missen mehr als 30 Tage vergangen sein. Des
Weiteren missen andere Ursachen fir die Defizite, bspw. das Uthoff-Phanomen [33],
ausgeschlossen sein [32,34]. Jahrlich konvertiert bei etwa zwei bis drei Prozent der initial mit
RRMS diagnostizierten Patienten die Erkrankung in eine SPMS [35]. Es ist allerdings nicht

zwingend erforderlich, dass es bei Patienten mit RRMS zu einer Konversion kommt.
Sekundar progrediente MS

Klinisch wird die Diagnose der SPMS in den meisten Fallen retrospektiv gestellt, wenn sich nach
initialer Erkrankung an RRMS eine progrediente Verschlechterung der Symptomatik abzeichnet
[28] (Abb. 2). Trotz des progredienten Verlaufs kdnnen aufgesetzte Schibe, stabile Phasen und
leichte Remissionen auftreten [28]. Es ist bisher nicht bekannt, weshalb es zu einer Konversion
kommt, allerdings konnte gezeigt werden, dass das mannliche Geschlecht sowie ein hdheres Alter

bei Erkrankungsbeginn mit einer klirzeren Zeit bis zur Konversion assoziiert sind [36].
Primar progrediente MS

Im Gegensatz zur RRMS ist die PPMS nicht durch initiale Schibe mit anschlieRender Remission
charakterisiert, sondern durch eine seit Anfang an bestehende kontinuierliche Progression mit
individuell unterschiedlicher Dynamik der Symptomatik (Abb. 2), ahnlich der SPMS [28]. Auch hier
kann es trotz Progression der Symptomatik zu Plateaus, geringfligigen Remissionen oder selten zu
aufgesetzten Schilbben kommen [28,34]. Mit ca. zehn Prozent der Patienten bildet diese Form der
MS den geringsten Anteil [31]. Im Vergleich zur RRMS wird die Diagnose der PPMS typischerweise
im hoheren Lebensalter gestellt, wobei beide Geschlechter gleichermalen betroffen sind [31].
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Abb. 2: Schematischer Verlauf der drei Hauptverlaufsformen der MS

Die Abbildung skizziert den klinischen Krankheitsverlauf der drei Hauptverlaufsformen der MS: RRMS, SPMS
und PPMS. Das relative Ausmalf} des neurologischen Defizits (Y-Achse) ist Uiber die Erkrankungsdauer
(X-Achse) aufgetragen. Die RRMS konvertiert typischerweise nach mehreren Jahren in eine SPMS (mit Pfeil
markiert). Die farbliche Zuordnung der Verlaufsformen ist der Legende zu entnehmen. Diese Abbildung wurde
mit Microsoft Powerpoint (Version 2210) erstellt.

MS: Multiple Sklerose; PPMS: primar progrediente MS; RRMS: schubférmig remittierende MS; SPMS:
sekundar progrediente MS.

1.1.5. Diagnostik

Die Kriterien zur Diagnose der MS wurden in den vergangenen Jahrzehnten mehrfach
Uberarbeitet, um die Diagnose sicherer und schneller stellen zu kénnen [34,37-40]. In den aktuellen
McDonald-Kriterien zur Diagnose der MS von 2017 [34] wird neben klinischen und paraklinischen
Befunden besonders auch die Bildgebung des ZNS durch die MRT hervorgehoben, wobei die
raumliche und zeitliche Dissemination von Lasionen eine wesentliche Rolle spielt. Eine MS kann
diagnostiziert werden, sofern mdgliche Differentialdiagnosen ausgeschlossen sind [34]. Die
Diagnose der RRMS kann bei Vorliegen von mehr als zwei Schiben in der Vergangenheit und
mehr als zwei klinisch belegten Lasionen in verschiedenen Regionen des ZNS gestellt werden [34].
Bei weniger Schiben und/oder Lasionen sind zusatzlich die Nachweise von OKB und/oder der
zeitlichen oder raumlichen Dissemination der Lasionen im ZNS notwendig, um eine definitive
RRMS zu diagnostizieren. Bei rund 95% der Patienten mit MS liegen im Liquor OKB von IgG-AK
vor, welche auf eine pathologische intrathekale AK-Synthese hinweisen [22,41]. Die SPMS wird
nach initialer RRMS-Erkrankung retrospektiv diagnostiziert. Grundlage dafiir ist der Ubergang von
primar schubférmiger Symptomatik in eine kontinuierlich progrediente Symptomatik (Kap. 1.1.4.)
[28].

Zur Diagnose einer PPMS missen eine schubunabhangige Symptomatik und eine
Verschlechterung dieser Uber ein Jahr vorliegen. Zusatzlich missen zwei der folgenden Kriterien
erfullt sein: 1. mindestens eine MS-typische L&sion in bestimmten Hirnregionen; 2. zwei oder mehr
Lasionen im Riickenmark im MRT; 3. Liquor-spezifische OKB [34]. Trotz standiger Uberarbeitung
der Diagnosekriterien sind Fehldiagnosen mdglich, da die Diagnosestellung durch die heterogene
Symptomatik und uneindeutige oder atypische klinische und paraklinische Prasentationen
erschwert wird [42,43]. Eine Unterscheidung zwischen einer MS und mdglichen

Differentialdiagnosen ist zudem nicht immer eindeutig.
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1.1.6. Beurteilung der Krankheitsschwere

Zur klinischen Beurteilung der neurologischen Defizite der Patienten mit MS werden
Leistungsskalen genutzt. Am haufigsten wird die klinisch etablierte Expanded Disability Status
Scale (EDSS) verwendet, die 1983 von John F. Kurtzke eingefiihrt wurde [44]. Fir die
Einschatzung des EDSS-Scores eines Patienten werden die Defizite innerhalb von acht
funktionellen Systemen (FS), u. a. Pyramidenbahn, Kleinhirn und Sensorik, anhand von Graden
eingeschatzt und mithilfe von Kriterien einem Punktwert auf der EDSS zugeordnet. Die EDSS
reicht von 0 bis 10, wobei 0 die Freiheit von neurologischen Defiziten beschreibt (,gesunder®
Zustand) und 10 den Tod infolge der MS-Erkrankung (Kap. 8.4., Tabelle (Tab.) S1) [44]. Ein
Hauptkritikpunkt am EDSS-Score ist u. a. die asymmetrische Wichtung der Funktionssysteme mit
einer Dominanz der Motorik der unteren Extremitat und Vernachlassigung kognitiver Fahigkeit
sowie Variabilitdt bei der Einschatzung der Beeintrachtigung einzelner Funktionssysteme [45].
Dennoch ist er einer der am haufigsten verwendeten Scores zur Einschatzung des

Behinderungsgrades und der -progression bei Patienten mit MS.

Ein weiterer Score zur Objektivierung der Korperfunktion der Patienten ist der Multiple Sclerosis
Functional Composite (MSFC) -Score der amerikanischen National Multiple Sclerosis Society
[46,47]. Hierflir werden verschiedene Tests zur Funktionsprifung der Arme, Beine und Kognition
des Patienten durchgefiihrt. Anhand von Referenzwerten gesunder Probanden koénnen

Abweichungen der Kérperfunktionen eingeschatzt werden.

Des Weiteren gibt es den Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS) [48] und die Age-Related
Multiple Sclerosis Severity (ARMSS) [49], die sich beide auf den EDSS-Score beziehen. Der
MSSS setzt den EDSS-Score ins Verhaltnis zur Krankheitsdauer und schatzt damit die Schwere
der Erkrankung bei einmaliger Messung des EDSS-Scores ein [48]. Der ARMSS-Score hingegen
setzt den EDSS-Score in Relation zum Alter [49].

1.1.7. Prognose

Aufgrund der Heterogenitat der Erkrankung ist es schwierig, den weiteren Krankheitsverlauf
individuell vorherzusagen. Dennoch ermdglichen einige Faktoren eine grobe Prognose. Patienten
mit CIS, bei denen OKB im Liquor nachgewiesen wurden, haben verglichen mit Patienten ohne
OKB ein etwa doppelt so hohes Risiko fiir die Entwicklung einer klinisch gesicherten MS [30]. Fir
die Konversion von der RRMS zur SPMS sind bisher keine spezifischen Biomarker bekannt.
Allgemein sind eine unvollstdndige Erholung von einem Schub, ein kurzer Zeitraum zwischen dem
ersten und dem zweiten Schub sowie eine héhere Anzahl an Schiiben innerhalb der ersten finf
Jahre der Erkrankung mit einer schlechteren Prognose assoziiert [50,51]. Das weibliche
Geschlecht, eine lange Zeit zwischen erstem und zweitem Schub und ein jungeres Alter zu Beginn
der Erkrankung sind hingegen eher glinstige Prognosefaktoren [52]. Patienten mit PPMS haben
einen eher ungunstigeren Krankheitsverlauf als Patienten mit RRMS und eine ca. sechs Jahre
geringere Lebenserwartung [31,53,54]. Paraklinische Untersuchungen wie die Bildgebung mit der
MRT [55], die vor allem in der Diagnostik und dem Therapiemonitoring eingesetzt werden, eignen
sich bedingt auch zur Prognostik des weiteren Krankheitsverlaufs [1]. Es wurden bereits weitere
prognostische Biomarker, bspw. OKB oder andere AK im Liquor, in Betracht gezogen, jedoch

konnten diese bislang nicht in unabhangigen Studien validiert werden [56,57]. Die Etablierung von
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neuen molekularen Biomarkern, mit denen sowohl eine Diagnose als auch eine Prognose mit
hoher Sicherheit gestellt werden kénnen, bleibt somit Ziel aktueller Forschungen. Es ware denkbar,
dass die Lange der Telomere (Kap. 1.2.) als potenzieller Marker zukiinftig zur Abschatzung der
Prognose genutzt werden und somit helfen kdénnte, fiir jeden Patienten individuell die bestmoégliche

Therapie auszuwahlen.

1.1.8. Therapie der MS

Zur Zeit gibt es keine kurative Behandlung der MS. Die Therapie der MS stutzt sich auf vier Saulen,
die individuell an den Patienten angepasst werden muissen: die verlaufsmodifizierende
Immuntherapie (disease-modifying treatment, DMT), die symptomatische Therapie, die
Krankheitsbewaltigung (Coping) und die sozialmedizinische Betreuung. Ziele der Therapien sind
primar die Erhaltung der Lebensqualitat der Patienten, die Verhinderung von akuten Schiiben
sowie die Abmilderung von Langzeitfolgen der Erkrankung [32,58]. Die medikamentdse Therapie
hangt vor allem von der Verlaufsform und der Aktivitat der Erkrankung ab. Im Rahmen dieser Arbeit
soll der Fokus auf die kausalorientierte Therapie fallen, die sich in die akute Schubtherapie und die
verlaufsmodifizierende Therapie unterteilen l&sst. Die symptomatische Therapie umfasst die
Behandlung von Krankheitssymptomen wie Schmerzen und Spastiken [59]. Das Coping soll den
Patienten beim Umgang mit der Krankheit und den damit verbundenen psychischen, emotionalen
und sozialen Anforderungen unterstiitzen [60]. Der sozialmedizinische Teil der Behandlung

beinhaltet u. a. Aspekte wie die Berufsberatung oder Malinahmen zur Rehabilitation [61].
Schubtherapie

Nach der deutschen Leitlinie fur die Diagnose und Therapie der Multiplen Sklerose [32] besteht der
Standard in der Therapie eines akuten Schubes in einer zeitnahen intravendsen, bzw. in
Ausnahmefallen oralen, Glukokortikoidgabe. Nach Ausschluss von Kontraindikationen ist das Mittel
der Wahl Methylprednisolon, welches fiir drei bis finf Tage hochdosiert (0,5 — 1 Gramm pro Tag)
verabreicht werden soll (Tab. 1). Fir den Fall einer ausbleibenden Besserung der Symptomatik
kann eine Eskalation der Therapie auf bis zu zwei Gramm pro Tag flr drei bis funf Tage erwogen
werden. Bei anhaltender Symptomatik kann nachfolgend eine Immunadsorption oder
Plasmapherese in Erwdgung gezogen werden, auf die Uber 70% der Patienten mit einer

Verbesserung der Symptomatik ansprechen [32,62].
Verlaufsmodifizierende Therapie

Aufgrund von potenziellen Interessenskonflikten und inhaltlichen Differenzen sind derzeit zwei
Empfehlungen zur verlaufsmodifizierenden Therapie der MS verfligbar, einerseits das
Positionspapier der Multiple Sklerose Therapie Konsensus Gruppe (MSTKG) [58], auf das im
Folgenden hauptsachlich eingegangen wird, und andererseits die S2K-Leitlinie zur Diagnose und
Therapie der Multiplen Sklerose, Neuromyelitis-optica-Spektrum-Erkrankungen und MOG-IgG-

assoziierten Erkrankungen von der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie [32].

Die verlaufsmodifizierende Therapie der MS stutzt sich zum einen auf immunmodulierende und
zum anderen auf immunsuppressive Medikamente. Diese verlaufsmodifizierenden Medikamente
(disease-modifying drugs, DMD) sind zum Teil spezifisch fir die Verlaufsformen zugelassen und
erfordern oft strenge Indikationsstellungen [63]. Ziele dieser Therapie sind u. a. die Pravention

neurologischer Defizite sowie der Erhalt der Lebensqualitat der Patienten durch
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Schubratenreduktion, Verhinderung neuer Lasionen und Abmilderung der
Behinderungsprogression [58]. Die DMDs werden nach Applikationshaufigkeit in kontinuierliche
bzw. gepulste Therapien eingeteilt [58]. Die RRMS kann mit verschiedenen DMDs behandelt
werden, abhangig von der Aktivitat der Erkrankung und den Komorbiditaten des Patienten. So kann
eine moderate RRMS bspw. mit B-Interferonen oder Glatirameracetat; eine hochaktive RRMS u. a.
mit Alemtuzumab, Fingolimod oder Natalizumab behandelt werden (Tab. 1) [58,64]. Die SPMS wird
in Abhangigkeit von aufgesetzten Schiiben oder Krankheitsaktivitat in der MRT therapiert. Bei
aufgesetzten Schilbben kommen hier u. a. die DMDs Interferon--1b, Mitoxantron, Ocrelizumab und
Cladribin zum Einsatz (Tab. 1) [58,64]. Mitoxantron ist zur Behandlung der SPMS aufgrund des
groRen Spektrums an unerwiinschten Nebenwirkungen und der kumulativen Hochstdosis die
Therapie der zweiten Wahl [58,65]. Die SPMS ohne Schiibe, aber mit MRT-Aktivitat, wird mit
Siponimod behandelt. Fur die Behandlung der PPMS ist das derzeit einzige zugelassene DMD
Ocrelizumab; Rituximab kann allerdings als off-label-DMD zur Therapie erwogen werden [58,64].
Gelegentlich werden Patienten mit MS auch mit einer gepulsten Kortikosteroidtherapie behandelt,
jedoch nahm dieser Anteil an Patienten in der letzten Jahren ab [66]. Das CIS, als haufige Vorstufe

der MS, sollte méglichst friihzeitig mit Interferon-B-1a oder -1b therapiert werden [58].

Tab. 1: Schubtherapie und verlaufsmodifizierende Therapie der MS

MS-Verlaufsform
RRMS \ SPMS PPMS
2 @ 1. Wahl
-g_g § Methylprednisolon
o o2 2. Wahl
- Plasmapherese/Immunadsorption
1. Wahl
0 Cladribin
- w g Alemtuzumab Interferon-B-1b
- B 2= Cladribin Ocrelizumab
a 2 o Ocrelizumab £ Ofatumumab
= < < o Ponesimod
(=] o @ =) si ‘mod
= < 8 £ iponimo
-é ° .6 o
£ < £ 0 o
P = S5 Fingolimod £
& s 5 Natalizumab 2. Wahl
fas = .
o 5= Ofatumumab :
= =g Ozanimod Mitoxantron Klinische
o 5< Ponesimod oder MRT-
T = Aktivitat
)
oy 1. Wahl :
)
N 5 Dimethylfumarat Ocrelizumab
= 08 Glatirameracetat B
o 5> Interferon-p-1a RS
£ 5L Interferon-B-1b SE
5 R Teriflunomid S <
= ES (e Siponimod
o ® < o X
> T £=
EQ 2. Wahl °F
X Azathioprin

Dieses Schema veranschaulicht die aktuell (2022) giiltige Empfehlung der Multiple Sklerose Therapie
Konsensus Gruppe (MSTKG) zur akuten und verlaufsmodifizierenden Therapie der MS. Diese Abbildung ist
nach Wiendl et al. [58] modifiziert. Die aufgelisteten Wirkstoffe sind alphabetisch geordnet und sollen keine
Wertung der Wirkstoffe angeben.

DMD: disease-modifying drug; MRT: Magnetresonanztomografie; MS: Multiple Sklerose; MSTKG: Multiple
Sklerose Therapie Konsensus Gruppe; PPMS: primar progrediente MS; RRMS: schubférmig remittierende
MS; SPMS: sekundar progrediente MS.
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1.2. Telomere

Telomere sind sich wiederholende DNA-Sequenzen am Ende eines jeden Chromosomenarms. Seit
ihnrer Entdeckung im Jahr 1978 [67] konnten viele Erkenntnisse Uber die Struktur und
Funktionsweise der Telomere gesammelt und Assoziationen mit verschiedenen Krankheiten
aufgezeigt werden (Kap. 1.2.1. und 1.2.3.). Telomere haben eine erbgutschiitzende Funktion und
ihre Lange gilt als Marker des biologischen Alters von Zellen und Organismen. Der Suchbegriff
Jfelomer* ergibt aktuell (08.11.2022) 45.294 Ergebnisse in der wissenschaftlichen
Literaturdatenbank PubMed, mit einer jahrlich stark ansteigenden Zahl an publizierten Artikeln, was

das Potenzial und das grofR3e Interesse an der Telomerforschung zeigt.

1.2.1. Struktur und Funktion

Telomere bestehen beim Menschen aus nicht-kodierenden repetitiven Sequenzen des
Hexanukleotids ,TTAGGG* und einem Guanin-reichen Uberhang am 3'-Ende (Abb. 3) [68,69]. Die
Hauptaufgabe der Telomere ist der Schutz der Erbinformation auf den Chromosomen vor internen
und externen Einflissen mit schadigender Wirkung. Des Weiteren gehéren zu den Telomeren der
Proteinkomplex Shelterin, welcher aus sechs Proteinuntereinheiten besteht, sowie weitere
assoziierte Proteine [70]. Die Telomerlange (TL) unterscheidet sich von Mensch zu Mensch und
betragt zwischen finf und 15 Kilobasen (kb) [69]. Im Laufe des Lebens verlieren die Telomere
physiologischerweise an Lange, vor allem durch Zellteilungen und oxidativen Stress [71]. Dies ist
u. a. auf das Endreplikationsproblem zuriickzufiihren, welches das Phanomen beschreibt, dass bei
der Replikation der Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA) die Tochterstrange
jeweils kurzer repliziert werden als die Mutterstrange. Zur Replikation binden Primer an den Leit-
und Folgestrang, wodurch DNA-Polymerasen die Tochterstrdnge vom 5°-Ende in Richtung des

3’-Endes synthetisieren kdnnen. Am Ende der Replikation werden die Primer durch DNA ersetzt,
wird dafiir jeweils ein freies 3’-Ende vor dem Primer bendétigt. Da dieses an den 5°-Enden der
Tochterstrange nicht vorhanden ist, geht der Primer verloren, wodurch der Tochterstrang einen Teil
seiner Lange verliert. Da die Telomere keine genetische Information tragen, ist dieser Verlust
vorerst unproblematisch. Beim Menschen werden die Telomere dadurch um ca. 30 bis 70
Basenpaare pro Jahr kirzer, wobei sich die Raten verschiedener Gewebe unterscheiden [72-74].
Den somatischen Zellen ist somit ein nattrliches Limit fir die Anzahl an Replikationen gesetzt, da
die Telomere eine notwendige Mindestlange nicht unterschreiten diirfen. Diese Mindestlange wird
durch das sogenannte Hayflick-Limit beschrieben [75]. Sobald eine kritische TL unterschritten wird,
ist das sogenannte ,capping” der Telomere durch die Proteine des Shelterin-Komplexes nicht mehr
moglich [76] und eine DNA-Schadensantwort (DNA damage response, DDR) wird induziert, was
zur Zellseneszenz (Zellzyklusarrest), Apoptose (gezielt induzierter Zelltod) oder zur malignen
Umwandlung der Zellen fihrt [69,71].
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Abb. 3: Lokalisation der Telomere am Chromosom

Die Abbildung zeigt die Position der Telomere (in gelb, vereinfacht, nicht proportional dargestellt) an den
Enden eines Chromosoms. Beim Menschen bestehen diese aus der repetitiven Hexanukleotidsequenz
»,TTAGGG", gelesen in der 5-3"-Richtung des Leitstranges, und dienen u. a. dem Schutz der Chromosomen
und der darin gespeicherten Erbinformationen. Dazu bilden sie die sogenannte Telomerschleife (T-Loop) und
die Verdrangungsschleife (D-Loop). Der Leitstrang der DNA ist blau, der Folgestrang rot dargestellt. Diese
Abbildung wurde mit dem Programm ProCreate (Version 5.2.9) erstellt.

DNA: Desoxyribonukleinsaure; D-Loop: displacement loop, Verdrangungsschleife; p-Arm: kurzer Arm des
Chromosoms; g-Arm: langer Arm des Chromosoms; T-Loop: Telomerschleife; u. a.: unter anderem.

Um den Verlust der Telomere zu verhindern, besitzen Zellen der Keimbahn und Stammzellen ein
Enzym, welches die Telomere wieder verlangern kann, die Telomerase [77]. Hierbei handelt es sich
um eine Reverse Transkriptase, die aus zwei essentiellen Untereinheiten besteht, zum einen der
Telomerase-Reverse-Transkriptase (hTERT), dem eigentlichen Enzym, und zum anderem der
RNA-Komponente (telomerase RNA component, hTERC), die der hTERT als Vorlage zur Synthese
der Telomere dient [71]. In somatischen Zellen ist die Telomerase nur wenig oder gar nicht
exprimiert. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Telomerase in entarteten Tumorzellen
pathologisch aktiviert ist [78]. Dadurch besitzen Tumorzellen eine nahezu unbegrenzte
Replikationskapazitadt und es wird verhindert, dass sie durch Apoptose absterben. Ein weiterer
Prozess, durch den bei finf bis 15% der Tumoren die Telomere erhalten werden, ist die alternative
Verlangerung der Telomere (alternative lengthening of telomeres, ALT) [79,80]. Hierbei kommt es
unabhangig von der Telomerase zur Verlangerung der Telomere durch homologe Rekombination,
bei der andere Telomere als Vorlage dienen [81]. Dieser Prozess konnte bspw. auch in

Plazentazellen wahrend der Frihphase der Schwangerschaft nachgewiesen werden [81].

Telomere bilden an ihren Enden zwei Schleifen, zum einen die Telomerschleife (telomere loop,
T-Loop) und zum anderen die Verdrangungsschleife (displacement loop, D-Loop) [69] (Abb. 3). Der
T-Loop dient u. a. dazu, dass das Ende des Chromosomenarms nicht als DNA-Doppelstrangbruch
erkannt wird. Der D-Loop schiitzt den guanosinreichen 3'-Uberhang des Telomers, indem er mit der
doppelstrangigen Telomerstruktur eine dreistrangige Sequenz ausbildet [69]. Fir die Ausbildung
dieser beiden Schleifen sind die Proteine TRF1 und TRF2, die Teil des Shelterin-Komplexes sind,
von grofder Bedeutung [82].
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1.2.2. Verfahren zur Messung von Telomerldngen (TL)

Die TL kann mit verschiedenen Methoden in unterschiedlichen Geweben gemessen werden. Die
erste etablierte Methode war die Messung der Telomer-Restriktionsfragmentlange (TRFL) mittels
Southern Blot [83]. Hierbei wird die genomische, nicht-telomerische DNA mit Restriktionsenzymen
verdaut, wobei die Telomere unberthrt bleiben. Anschliel3end folgen Gel-Elektrophorese, Southern
Blot und die Hybridisierung der Telomere mit Sonden, die Ublicherweise mit Hilfe von spezifischen,
Enzym-gekoppelten AK als Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden. Aus der Starke des

Signals kann dann die mittlere TL ermittelt werden [83].

Eine neuere etablierte Methode ist die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (quantitative
polymerase chain reaction, qPCR), die von Richard M. Cawthon im Jahr 2002 [84] eingeflihrt und
2009 [85] uberarbeitet wurde. Die Telomere und ein Einzelkopiegen werden mit Hilfe einer gPCR
vervielfaltigt und mit Fluoreszenzmarkern gemessen. Die gemessenen Werte werden anschlieRend
in ein Verhaltnis gesetzt, durch das die mittlere TL errechnet wird. Dabei ist T das Signal der
Telomere und S das Signal des Einzelkopiegens, woraus sich die T/S-Ratio (Telomer-
Einzelkopiegen-Verhaltnis) ergibt. Ein Wert >1 steht hierbei fir relativ Iangere Telomere, ein Wert

<1 fir relativ kiirzere Telomere im Vergleich zu einer Referenz-DNA.

Eine weitere etablierte TL-Messmethode ist die quantitative Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(Q-FISH), bei der die Telomere mit telomerspezifischen Peptid-Nukleinsduren hybridisiert werden
und mikroskopisch deren Fluoreszenzintensitat, die proportional zur TL ist, gemessen wird [86].
Anders als bei Southern Blot und qPCR kann hier die Lange einzelner Telomere bestimmt werden.
Weitere Verfahren zur Telomerlangenmessung sind die Einzel-Telomer-Langen-Analyse (Single
Telomere Length Analysis, STELA) [87] und die darauf aufbauende universale STELA (U-STELA)
[88]. Beide Methoden basieren auf Ligation spezifischer Linker und Primer an die Telomere mit
anschlieBender qPCR, Gelelektrophorese und Southern Blot. Mit diesen Methoden kann
chromosomenspezifisch das Spektrum der TL gemessen werden. Zur genauen Messung speziell
der kiirzesten Telomere wurde das Telomere Shortest Length Assay (TeSLA) entwickelt [89]. Diese
Messmethode basiert, wie STELA und U-STELA, auf Ligation, gPCR und Southern Blot mit einigen

Veranderungen.

Neueste Messmethoden, wie das single telomere absolute-length rapid (STAR) assay [90], das mit
der digitalen gPCR arbeitet, sind hinsichtlich der Messgenauigkeit und der Erforschung von
telomererhaltenden Mechanismen vielversprechend. Auch die Analyse ganzer Chromosomen und
des menschlichen Genoms mithilfe der (ultra-)langen DNA-Sequenzierung (long-read sequencing)
kann Aufschlisse Uber die chromosomenspezifische TL und Veranderungen der DNA geben
[91,92]. Eine weitere neue Methode ist die Messung einzelner TL durch molecular combing [93].
Hierbei wird die extrahierte DNA gedehnt und anschlielend mit telomerspezifischen Sonden
hybridisiert und gefarbt. Daraufhin kann die TL durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt werden.
Alle Methoden haben Limitationen, die bei der Planung von TL-Messungen, bspw. im Rahmen von

Studien, bertcksichtigt werden missen [94,95].
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1.2.3. Assoziationen zwischen TL und Krankheiten

Seit langem werden Telomere als Biomarker fir das biologische Alter diskutiert, da sie bei jeder
Zellteilung kurzer werden und in den meisten somatischen Zellen nicht verlangert werden kdnnen
[74,96,97]. Das biologische Alter kann sich individuell zum Teil stark vom chronologischen Alter
unterscheiden, da es durch verschiedene Faktoren beeinflusst wird [96,98]. Neben dem
biologischen Alter sind Veranderungen der TL aber auch mit verschiedenen Krankheiten assoziiert,
bei denen den Telomeren teilweise ein relevanter diagnostischer und prognostischer Wert
zugeschrieben wird. So konnten in Blutzellen von Patienten mit Diabetes mellitus (DM) Typ 1 und 2
signifikant kirzere Telomere festgestellt werden als bei Nicht-Diabetikern [99,100]. Aulerdem war
die Telomerverkirzung bei padiatrischen Patienten mit DM Typ 1 beschleunigt [101]. Die erhdhte
oxidative Beschadigung der DNA, die bei Typ 2 Diabetikern auftrat, korrelierte darliber hinaus
negativ mit der TL [100]. Ferner wurde gezeigt, dass Individuen mit einer schlechteren allgemeinen
kardiovaskuldren Gesundheit eine kurzere Leukozyten-TL (LTL) hatten als jene mit einem ,idealen®
Gesundheitszustand [102]. Auflerdem war, verglichen mit gesunden Kontrollen, eine kirzere LTL
mit dem Auftreten von asymptomatischer Atherosklerose der Herzkranzgefalle und mit einem
erhdhten Risiko fur koronare Herzerkrankungen, Myokardinfarkte und Schlaganfalle assoziiert
[103-105]. Auch bei Patienten mit verschiedenen Krebserkrankungen konnten in unterschiedlichen
Geweben veranderte TL nachgewiesen werden. So wurden in Zellen von Sarkomen und
niedriggradigen Gliomen ladngere Telomere gemessen, jedoch zeigten die meisten
Krebserkrankungen eine Assoziation mit kiirzeren Telomeren im Vergleich zu Kontrollen [106,107].
Bisher ist ungeklart, weshalb bei einigen Krebserkrankungen langere Telomere auftreten als bei
anderen, allerdings konnte in Krebszellen eine pathologische Aktivierung der Telomerase sowie
ALT (Kap. 1.2.1.) beobachtet werden [78,79,108]. Gegenwartig wird vermutet, dass das Umgehen
von Apoptose- und Seneszenzmechanismen in Kombination mit weiteren Faktoren die Entstehung

von Krebserkrankungen begunstigt [107].

In mehreren Studien konnten bei Patienten mit altersbedingten neurologischen Krankheitsbildern
Veranderungen der TL festgestellt werden. Beispielsweise hatten Patienten mit Morbus (M.)
Alzheimer im Vergleich zu Kontrollen kiirzere Telomere in verschiedenen Geweben [109]. Auch bei
Patienten mit psychologischen Erkrankungen, bspw. Depressionen und Angststérungen, wurden
verklrzte Telomere im Vergleich zu Kontrollen gemessen [110-116]. Als méglicher Grund fiur die
kiirzeren Telomere bei psychischen Krankheiten wird ein erhdhtes Stresslevel vermutet. Die TL
wurde auch im Hinblick auf die MS untersucht. Die aktuelle Studienlage zu TL bei Patienten mit MS

wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit systematisch recherchiert und ist in Kap. 4.2. dargestellt.

Wahrend einige Krankheiten mit Veranderungen der TL assoziiert sind, betreffen Telomeropathien
primar die Telomere. Diese Erkrankungen resultieren aus Mutationen in den fir den Erhalt und die
Funktion der Telomere relevanten Genen, bspw. hTERT [117]. Diese flhren u. a. zur schnelleren
Verkirzung der TL sowie zur beschleunigten Alterung von regenerativen Geweben [117]. Ein
Beispiel fur Telomeropathien ist die Dyskeratosis congenita, die aufgrund von pathologischen
Varianten in telomerassoziierten Genen verkirzte Telomere sowie heterogene klinische Bilder bei
den Patienten verursacht [118]. Bei Uber der Halfte der Patienten mit Telomeropathien zeigen sich
Auffalligkeiten im MRT des Gehirns, bspw. eine verstarkte Atrophie des ZNS oder Lasionen [119].

Die Anzahl der Auffalligkeiten assoziierte dabei negativ mit der TL.
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1.3. Zellulare Seneszenz und MS

Telomere werden physiologischerweise im Laufe des Lebens kurzer [71]. In Abhangigkeit der TL
kénnen dabei Gene am Chromosomenende uber lange Distanzen reguliert und somit Zell- und
Gewebefunktionen veradndert werden [120]. Dieser Vorgang wird Telomer-Positions-Effekt Uber
lange Distanzen (telomere position effect over long distances, TPE-OLD) genannt. Das
Unterschreiten einer kritischen TL kann zur replikativen Seneszenz fiihren, ein Zustand, in dem
sich Zellen nicht mehr teilen, jedoch kdnnen sie im sogenannten Seneszenz-assoziierten
sekretorischen Phanotyp (SASP) proinflammatorische Zytokine sezernieren [121]. In
Untersuchungen von Backhefezellen (Saccharomyces cerevisiae) wurde vermutet, dass vor allem
die kirzesten Telomere einen Schlisselrolle flr die Seneszenz inne haben [122]. Vermehrter
Oxidativer Stress kann im menschlichen Kérper zu einer Verkirzung der Telomere flihren, was als
einer der Hauptgriinde fir die Immunseneszenz angesehen wird [71]. Immunseneszenz und
Entziindungsaltern sind durch eine erhdhte Anzahl an Effektor- und Gedachtniszellen, eine
abgeschwachte Immunantwort auf Pathogene und Impfungen, eine verringerte Anzahl an naiven
Immunzellen sowie eine verstarkte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und
Autoantikérpern charakterisiert [123]. Die seneszenten Zellen kénnen sich in verschiedenen
Geweben ansammeln und dort zu andauernden Entziindungen sowie Verlust der Funktion fihren
[124,125]. Bei alteren Patienten konnten im ZNS erhdhte Marker fir oxidativen Stress und
Entzindungen nachgewiesen werden, was mogliche Anzeichen fur altersassoziierte
Entzindungsreaktionen sein kénnten [126]. Es wird vermutet, dass oxidativer Stress,
Telomerverlust, Immunseneszenz und Entzindungsaltern eine grundlegende Rolle bei
verschiedenen Erkrankungen, u. a. kardiovaskularen, neoplastischen und Autoimmunkrankheiten,

spielen [123].

Die genauen Zusammenhange zwischen der Pathogenese der MS und Immunseneszenz sowie
Entzindungsaltern sind bisher ungeklart, allerdings konnten im Blut von Patienten mit MS im
Vergleich zu Kontrollen erhdhte Werte von Markern fur oxidativen Stress sowie eine verringerte
antioxidative Kapazitdt gemessen werden, was Hinweise auf vorzeitiges Altern und
Immunseneszenz bei Patienten mit MS gibt [127-129]. Es ist denkbar, dass kiirzere Telomere einen
Einfluss auf die Pathophysiologie der MS sowie den Krankheitsverlauf haben, allerdings wurden
Telomere bei Patienten mit MS bislang wenig untersucht. Bisher ist ebenfalls nicht klar, inwieweit
die TL mit klinischen Parametern der MS-Patienten (bspw. dem EDSS-Score) korrelieren und ob
die TL als potenzieller Biomarker einen pradiktiven Wert fir den klinischen Verlauf hat. Sowohl das
Risiko fur eine Erkrankung an MS als auch die Schwere der Erkrankung und die TL wurden mit
verschiedenen genetischen und nicht-genetischen Faktoren in Verbindung gebracht. Bisher wurde
allerdings nicht umfassend untersucht, welche Faktoren sowohl mit der MS als auch der TL
assoziiert sind. Die Erforschung der Zusammenhange zwischen MS und Telomeren kdnnte daher
helfen, das Verstdndnis der Pathomechanismen der MS zu verbessern, die Relevanz
verschiedener potenzieller Einflussfaktoren aufzuzeigen und den individuellen Einfluss der
Therapien (DMT bzw. DMDs) auf die TL zu evaluieren.
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2,

Fragestellungen

Der MS liegen multifaktorielle Pathomechanismen zugrunde, die bis heute nicht ganzlich

verstanden sind. Ziel dieser Arbeit war es einerseits, die LTL in einer ,Rostocker Kohorte“ von

Patienten mit MS und gesunden Kontrollen in einer Studie zu vergleichen und mdgliche

Zusammenhange mit dem klinischen Verlauf der Patienten zu identifizieren. Andererseits sollten

existierende Studien zur TL bei Patienten mit MS identifiziert, systematisch analysiert und

verglichen werden. Aulierdem sollten gemeinsame Faktoren gefunden werden, die sowohl mit dem

Risiko und/oder der Schwere der MS als auch mit der TL in der Literatur assoziiert worden sind.

Folgende Fragestellungen wurden im Rahmen dieser Arbeit adressiert:

Analyse der LTL bei Patienten mit MS und Kontrollen (Rostocker Kohorte)

Wie ist die ,Rostocker Kohorte* klinisch und soziodemografisch charakterisiert?

Wie unterscheiden sich RRMS- und PPMS-Patienten der ,Rostocker Kohorte“ hinsichtlich der
Krankheitsdauer und des Grades der Beeintrachtigung durch die Erkrankung?

Korreliert das Alter der Individuen mit deren LTL?

Gibt es einen Unterschied zwischen den Geschlechtern in Bezug auf die LTL?
Unterscheidet sich die LTL zwischen Patienten mit MS und Kontrollen signifikant?
Bestehen signifikante Unterschiede in der LTL zwischen Patienten mit RRMS und PPMS?
Inwieweit ist die LTL mit Behinderungsgrad und -progression assoziiert?

Ist die LTL bei Patienten mit RRMS mit der Schubrate bzw. der Konversionsrate zur SPMS

assoziiert?
Ist die LTL bei Patienten mit RRMS mit der Medikation assoziiert?
Wie verandert sich die LTL bei Patienten mit MS Uber einen Zeitraum von zehn Jahren?

Unterscheidet sich die Dynamik der LTL-Verklrzung Uber zehn Jahre zwischen Patienten mit
RRMS und PPMS?

Systematische Literaturrecherche zur TL bei Patienten mit MS

Wie viele Untersuchungen der TL wurden bisher bei Patienten mit MS durchgefiihrt?
In welchen Zellen wurde die TL bei MS-Patienten bisher untersucht?
Welche Methoden wurden bisher zur Messung der TL bei Patienten mit MS angewandt?

Wurden in den identifizierten Studien signifikante Unterschiede der TL zwischen Patienten mit

MS und Kontrollen bzw. zwischen Patienten unterschiedlicher Verlaufsformen nachgewiesen?

War die TL in den Studien mit klinischen Parametern der Patienten, bspw. der Schubrate und

dem Behinderungsgrad, assoziiert?

Lassen sich die bisherigen Befunde zu LTL bei Patienten mit MS metaanalytisch aggregieren?
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Literaturrecherche nach mit der MS und der TL assoziierten Faktoren

*  Welche genetischen Faktoren wurden bisher mit einem potenziellen Einfluss auf die
Suszeptibilitat fir MS bzw. die Krankheitsschwere und die TL in Verbindung gebracht?

*  Welche Umweltfaktoren sind nach der aktuellen Studienlage sowohl mit dem Risiko an einer MS

zu erkranken und/oder dem Schweregrad der Erkrankung als auch mit der TL assoziiert?

*  Fir welche Variablen des Lebensstils konnten bisher mogliche Zusammenhange mit MS-Risiko

und Krankheitsaktivitat sowie TL festgestellt werden?

¢« Wie wirken sich Interaktionen zwischen verschiedenen mit der MS assoziierten Faktoren auf das
MS-Risiko bzw. auf die TL aus?
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3. Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit besteht aus zwei Schwerpunkten, deren Durchfiihrung in den folgenden
Kap. erlautert werden soll (Abb. 4). Im ersten Schwerpunkt der Arbeit wurde eine Studie zur LTL
bei Patienten mit MS durchgefiihrt (Kap. 3.1.). Im anschlieBenden zweiten Schwerpunkt wurde
eine systematische Literatursuche, in der nach Studien gesucht wurde, im Rahmen derer die TL
bei Patienten mit MS gemessen wurde, durchgeflhrt, um die eigenen Ergebnisse in den
wissenschaftlichen Kontext zu setzen und sie mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zu
vergleichen (Kap. 3.2.). Des Weiteren wurde eine klassische Literatursuche zu mit MS und TL

assoziierten genetischen, Umwelt- und Lebensstilfaktoren durchgefihrt (Kap. 3.2.5.).

Telomere bei

Patienten mit MS

v v

Literaturrecherchen zur TL
bei Patienten mit MS
und assoziierten Faktoren
(Kap. 3.2.)

Messung der LTL bei
Patienten mit MS
(Kap. 3.1.)

Abb. 4: Uberblick iiber die Schwerpunkte der vorliegenden Arbeiten

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Schwerpunkte unterteilt. Im ersten Schwerpunkt der Arbeit (links in der Abb.)
wurde die LTL bei Patienten mit MS in der ,Rostocker Kohorte“ gemessen und mit der LTL von gesunden
Kontrollen verglichen. Im zweiten Schwerpunkt der Arbeit wurden zwei Literaturrecherchen durchgefiihrt
(rechts in der Abb.). Es wurde systematisch nach TL-Studien bei Patienten mit MS gesucht und nach mit der
MS und der TL assoziierten Faktoren recherchiert. Diese Abbildung wurde mit dem Online-Tool Canva erstellt.
Abb.: Abbildung; Kap.: Kapitel; LTL: Leukozyten-Telomerlange; MS: Multiple Sklerose; TL: Telomerlange.

3.1.  Messung der Leukozyten-TL (LTL) in der Rostocker Kohorte

3.1.1. Studiendesign

Im Folgenden soll der Ablauf der experimentellen Studie kurz zusammengefasst und in den

folgenden Kap. naher darauf eingegangen werden.

Im Rahmen eines vorhergegangenen Forschungsprojektes der Arbeitsgruppe um Prof. Zettl
(Sektion Neuroimmunologie der Universitdtsmedizin Rostock) wurden 600 Patienten mit MS und
600 Kontrollen aus Nordostdeutschland rekrutiert (Kap. 3.1.2.). Soziodemografische sowie
krankheitsspezifische Informationen der Patienten wurden erhoben und in eine Datenbank
eingepflegt. Den Patienten und Kontrollen wurde nach deren Zustimmung eine peripher-vendse
Blutprobe abgenommen. Aus dieser wurde die DNA isoliert und deren Konzentration bestimmt.
Anschlieflend wurde die DNA-Probe in einer Biobank eingelagert (Kap. 3.1.3.). Aus den in der
Biobank eingelagerten DNA-Proben wurden zum Zwecke der Studie zur LTL bei Patienten mit MS
Proben von 40 Patienten mit RRMS, 20 Patienten mit PPMS und 60 gesunden Kontrollen
ausgewahlt (Abb. 5), wobei auf ein Geschlechterverhaltnis von 1:1 (weiblich : mannlich) und ein
annahernd gleiches Durchschnittsalter der Gruppen geachtet wurde (Kap. 3.1.4.). Die Anzahl der

ausgewahlten Patienten orientierte sich dabei an vergleichbaren Studien zu Telomeren bei
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Patienten mit MS. In den DNA-Proben wurde die relative TL mithilfe der gPCR (Kap. 1.2.2. und

3.1.5.) ermittelt. Schliellich wurden die gewonnenen Daten statistisch analysiert.

Y Y

Auswahl von jeweils 60 gelagerten Datenverarbeitung und

Patienten- und Kontrollproben Messung der -
- statistische Auswertung
aus vorangegangener LTL mittels gPCR der LTL-Messergebnisse
Forschungsarbeit g

Abb. 5: Workflow des ersten Schwerpunktes dieser Arbeit

Abgebildet ist der Abreitsablauf des ersten Schwerpunktes dieser Arbeit. Begonnen wurde diese durch
Auswahl der DNA-Proben von 60 Patienten mit MS und 60 alters- und geschlechts-gematchten gesunden
Kontrollen. AnschlieRend wurde die LTL mit Hilfe der gPCR-Methode nach Cawthon [85] gemessen und die
gewonnenen Daten schlief3lich statistisch ausgewertet. Die Abbildung wurde mit dem Online-Tool Canva
(Version 1.38) erstellt.

LTL: Leukozyten-Telomerlange; MS: Multiple Sklerose; gqPCR: quantitative Polymerase-Kettenreaktion.

3.1.2.  Rekrutierung der Patienten und Kontrollen

Die Rekrutierung der Patienten mit MS erfolgte in der Klinik und Poliklinik fir Neurologie der
Universitdtsmedizin Rostock von Oktober 2003 bis Aprii 2010 im Rahmen eines
Forschungsprojektes unter der Leitung von Prof. Zettl. Es waren 600 Patienten mit MS dazu bereit,
Blutproben zur DNA-Isolation und -Analyse zu spenden. Die Diagnosestellung wurde nach den zu
der Zeit empfohlenen Diagnosekriterien fir MS nach McDonald bestétigt [38,39]. Die Therapie der
Patienten mit MS erfolgte entsprechend der Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie
(DGN). Die Verlaufsform (CIS, RRMS, SPMS oder PPMS) wurde zum Zeitpunkt der Blutentnahme
(BE) bestimmt. Zusatzlich wurden weitere patienten- und krankheitsspezifische Daten erhoben,
u. a. Alter, Geschlecht, EDSS-Score, ARMSS-Score und Erkrankungsdauer. Die Patienten wurden,
wenn moglich, Uber einen Folgezeitraum von zehn Jahren nachverfolgt, sodass Informationen wie
Medikationswechsel, Schibe, EDSS-Scores und gegebenenfalls Konversionen der Verlaufsform
retrospektiv aus den Patientenakten erhoben werden konnten. Die Kontrollpopulation umfasste
ebenfalls 600 Individuen und bestand sowohl aus Rostocker Studierenden als auch aus freiwilligen
Spendern. Letzteren wurde im Rahmen der allgemeinen Gesundheitsuntersuchung in drei
Arztpraxen in  Nordbrandenburg ebenfalls Blut zu Studienzwecken abgenommen.
Ausschlusskriterium fir die Rekrutierung in die Kontrollpopulation waren bestehende
Autoimmunerkrankungen (sowohl MS als auch anderweitige). Die DNA-Proben wurden in einer
Biobank am Institut fir Immunologie der Rostocker Universitatsmedizin bei -20°C gelagert. Nach
einer Dauer von uber zehn Jahren konnte von zehn Patienten mit MS eine zweite Blutprobe

gewonnen werden, aus der ebenfalls die DNA isoliert wurde.

Alle Patienten und Kontrollen wurden zuvor Uber das Forschungsprojekt aufgeklart. Alle gaben ihr
schriftliches Einverstandnis fiir die Verwendung ihrer DNA zu Forschungszwecken. Die vorliegende
Studie wurde nach der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Es lagen zwei positive Vota fir die
Studie von der Ethikkommission der Universitat Rostock vor (Registriernummer Il HV 09/2006 fir
alle Patienten und Kontrollen und Registriernummer A 2019-0047 fir die erneute BE bei zehn
Patienten mit MS).
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3.1.3. Probengewinnung und -aufbereitung

Die Gewinnung und Aufbereitung der Blutproben wurde durch Doktoranden der Arbeitsgruppe von
Prof. Zettl im Rahmen derer Dissertationen durchgefiihrt. Im Folgenden soll nur ein kurzer
Uberblick Uber die Arbeitsschritte gegeben werden. Der Leser sei an dieser Stelle fir weitere

Details auf zwei Dissertationsarbeiten verwiesen [130,131].

Sowohl den Patienten als auch den Kontrollen wurden jeweils Vollblutproben (8,5 ml) durch
Punktion einer peripheren Vene mit einer Venofix Butterfly-Kaniile in ein PAXgene Blood DNA Tube
(PreAnalytiX) entnommen. Diese Proben wurde innerhalb von 14 Tagen bei Lagerung unter

Ausschluss von Licht und bei Raumtemperatur zum Institut fir Immunologie transportiert.

Die DNA wurde mit Hilfe des DNA-Isolations-Sets der Firma PreAnalytiX aus dem Vollblut isoliert.
Die Blutproben wurden hierbei in mehreren Arbeitsschritten mit Lyse-, Wasch- und
Digestionspuffern versetzt und gemischt. In Zwischenschritten konnte das Gemisch mit Hilfe einer
Zentrifuge von der enthaltenen Flissigkeit getrennt werden. Anschlielend wurde das isolierte
DNA-Pellet mit Alkohol gewaschen, mit Resuspensionspuffer versetzt und in mehreren Schritten

inkubiert. Die isolierte DNA wurde daraufhin bei -20° Celsius in Eppendorfréhrchen eingelagert.

Zur Bestimmung der Probenqualitdt wurde das Gerat NanoDrop 1000 verwendet, welches mit
RNAse-freiem Wasser und BG4-Puffer kalibriert wurde. Die DNA wurde mittels einer Pipette auf
den Messpunkt gebracht und die photometrische Absorption bei je 260 und 280 Nanometern
Wellenlange gemessen. Daraus konnte anschlieRend die Reinheit und Konzentration der DNA im

Gemisch berechnet werden.

3.1.4. Auswahl der Proben

Da in zuvor durchgeflihrten vergleichenden Studien zu TL bei Patienten mit MS und Kontrollen von
zehn bis 138 reichte (Kap. 4.2.1.2., Tab. 3), wurde die Anzahl der zu untersuchenden
Patientenproben auf jeweils 60 festgelegt. Aus den eingelagerten Proben wurden 40 Proben von
Patienten mit RRMS, 20 Proben von Patienten mit PPMS und 60 Proben von gesunden Kontrollen
ausgewahlt. Es wurde darauf geachtet, dass alle drei Gruppen ein Geschlechtsverhaltnis von 1:1
(weiblich : mannlich) und ein annahernd gleiches Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der BE hatten

(matching). Die DNA-Proben lagerten Gber neun Jahre bei -20° Celsius.

3.1.5. Messung der LTL

Mit Hilfe der multiplex gPCR nach Cawthon [85] (Kap. 1.2.2.) konnte die durchschnittliche relative
LTL in den DNA-Proben bestimmt werden. Die Messungen wurden durch Mitarbeiter des Instituts
fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin unter Leitung von Prof. Walter an der
Universitatsmedizin Rostock mit leichten Modifikationen [132] durchgefiihrt. Flr die gPCR wurden
die Telomerprimer telg und telc und die Albuminprimer albu und albd nach Cawthon [85]
verwendet. Die T- und S-Signale wurden im Verhaltnis zu einer Referenz-DNA gemessen, die
durch pooling aller Proben gebildet wurde. Durch eine Verdinnungsreihe wurden sechs
Konzentrationsstufen der Referenz-DNA (bis 243-fache DNA-Konzentration) gebildet.

AnschlieRend wurden die Konzentrationsstufen in Triplikaten analysiert.

In 384-well Mikroplatten von Bio-Rad wurde die gPCR mit der Titanium Taq DNA-Polymerase von
Takara Bio und jeweils 20 ng/ul Proben-DNA durchgefiihrt. Mit Hilfe des Bio-Rad CFX384 real-time
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PCR detection system mit C1000 thermal cycler konnten die SYBR Green fluoreszierenden
Signale wahrend der gqPCR gemessen werden. Mit dem Programm Bio-Rad CFX Manager 3.1
wurden die Schmelzkurven analysiert und der Schwellenwertzyklus (C,) bestimmt. Jede der 120
Proben wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils ein Mal gemessen (insgesamt drei
Messungen pro Probe). Die LTL wurde als einheitslose, relative T/S-Ratio berechnet, die das
Verhaltnis des Telomer-Signals (T) zum Einzelkopiegen-Signal (S) angibt (Kap. 1.2.2.). Dabei
wurde die relative Quantitat anhand der Standardkurven fir die T- und S-Signale ermittelt. Der
Mittelwert Uber die Triplikate ergab die LTL der jeweiligen DNA-Probe. Eine T/S-Ratio >1
signalisiert eine relativ lange LTL, ein T/S-Verhaltnis <1 eine relative kurze LTL im Vergleich zur
Referenz-DNA. Zur technischen Validierung durchliefen 15 zufallig gewahlte Proben von Patienten
mit MS und 15 zufallig gewahlte Proben von Kontrollen den Prozess ein zweites Mal. Alle

Messungen erfolgten verblindet.

Zusatzlich wurde von zehn Patienten eine zweite Blutprobe entnommen und erneut die Baseline-
LTL (LTL zum Zeitpunkt der BE) und zusatzlich die LTL nach lber zehn Jahren verblindet
gemessen. Die Messung der LTL dieser Proben erfolgte nach dem gleichen Prozedere wie im

vorherigen Absatz beschrieben. Insgesamt wurde 170 LTL-Messungen durchgefihrt.

3.1.6. Datenanalyse

Die statistische Analyse aller in der Studie gewonnenen Daten wurde in der Programmiersprache R
(Version 3.6.0) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf a=0,05 gesetzt. Da diese Studie
einen explorativen Charakter hatte, wurde auf eine Korrektur flir multiples Testen verzichtet. Die
LTL-Daten wurden auf Normalverteilung gepruft, woraufhin die entsprechenden statistischen Tests

ausgewahlt wurden.

Uber die Triplikate wurde die Intra-Assay-Variabilitidt berechnet. Mit Hilfe der Korrelationsanalyse
nach Pearson wurde einerseits die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse anhand der
technischen Duplikate und andererseits die Korrelation zwischen Alter und LTL bestimmt. Die
Prufung auf Unterschiede in der durchschnittlichen LTL zwischen den drei Gruppen (Patienten mit
RRMS oder PPMS und Kontrollen) erfolgte mit Hilfe der Varianzanalyse (analysis of variance,
ANOVA). Durch Aufteilung der Geschlechter und Eliminierung der extremsten LTL-Messwerte
wurden Subgruppen- bzw. Sensitivitdtsanalysen durchgefuihrt. Mit Hilfe des Zweistichproben-
Welch-t-Tests und dem Mann-Whitney-U-Tests wurden Patienten mit RRMS und Patienten mit
PPMS hinsichtlich metrischer Variablen verglichen. Fiir den Vergleich beider Gruppen hinsichtlich
kategorischer Variablen wurden der exakte Test nach Fisher und der Chi-Quadrat-Test verwendet.
Mit der Anova-Funktion des car-Pakets fir R wurde mit dem F-Test fiir lineare Modelle (ANOVA
oder Regression) die Assoziation der klinisch-demografischen Parameter mit der LTL analysiert.
Hierbei wurden, falls angebracht, sowohl Geschlecht als auch Alter als moégliche StérgroRen
einbezogen. Mit Hilfe der univariablen und multivariablen bindren logistischen Regression wurde
das Chancenverhaltnis (odds ratio, OR) berechnet, ein T/S-Ratio >1 (relativ lange Telomere) zu
haben, wobei das T/S-Verhaltnis die abhangige Variable darstellte. Als unabhangige Variablen

wurden in dieser Berechnung Gruppenangehdérigkeit, Alter und Geschlecht beriicksichtigt.

Durch den gepaarten t-Test wurde fur die zehn Patienten, von denen sowohl zum Studienbeginn

(Baseline) als auch nach mehr als zehn Jahren eine Blutprobe vorlag, die Veranderung der LTL
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Uber den Zeitraum untersucht. Mit Hilfe der linearen Regression wurde fir diese Patienten auf

Assoziation zwischen Veranderung der LTL und Veranderung des EDSS-Scores gepruft.

Fir die Betrachtung der vergangenen Zeit seit der BE (in Monaten) bis zur Konversion der
Patienten mit RRMS zur SPMS wurde ein Kaplan-Meier-Diagramm erstellt. Hierbei wurden die
Patienten anhand der LTL in eine Gruppe mit relativ kurzen (T/S-Ratio <1) und eine Gruppe mit
relativ langen Telomeren (T/S-Ratio >1) unterteilt und verglichen. Hinsichtlich der Zeit bis zur
Konversion wurde auf Unterschiede im Vergleich der beiden Gruppen durch Berechnung der
hazard ratio (HR) und des Log-Rank-Tests mit der Breslow-Methode getestet (Cox-Regression).
Dabei erfolgte eine Rechtszensierung aller Patienten, die entweder wahrend des
Nachbeobachtungszeitraums verloren gegangen sind, bspw. durch einen Wechsel des Wohnorts,
oder bei denen es nicht zur Konversion kam. Das Vorliegen einer Assoziation zwischen der
Baseline-LTL und den jahrlich erhobenen EDSS-Scores Uber den Folgezeitraum von zehn Jahren

bei den Patienten mit RRMS wurde mit Hilfe eines linearen gemischten Modells analysiert.

3.2. Literaturrecherche zur potenziellen Relevanz von TL bei MS

Der zweite Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit soll in den folgenden Kap. methodisch dargestellt
werden. Dieser teilt sich in eine systematische Literaturrecherche nach TL-Studien bei Patienten
mit MS (Abb. 6, links, S. 27; Kap. 3.2.1. - 3.2.4.) und die Recherche nach Faktoren, die sowohl mit
der MS als auch mit der TL assoziiert sind (Abb. 6, rechts, S. 27; Kap. 3.2.5.), auf.

3.2.1. Systematische Literatursuche nach TL-Studien bei MS

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine systematische Literaturrecherche zur ldentifizierung von
Studien mit Patienten mit MS, bei denen die TL gemessen wurde, durchgefihrt. Fir die Suche
wurde der Suchterminus , ,multiple sclerosis“ [AND] telomer* “ verwendet, der in die elektronische
Datenbank PubMed am 19.11.2020 eingegeben wurde. Die Suche sollte mdglichst alle relevanten
Publikationen einschlieRen und bestand daher nur aus zwei Suchbegriffen, wobei das Sternchen-
Symbol (*) zur Erweiterung der Suche und Kirzung des Suchterms benutzt wurde. Die
Suchergebnisse wurden anschlielend in eine daflir angefertigte Tabelle im Programm
LibreOffice Calc ~ (Version 7.2.2.2)) mit Erstautor, Publikationsjahr und  PubMed-
Identifikationsnummer (PMID) eingetragen. Des Weiteren wurde in zwei PrePrint-Datenbanken
(medRxiv und bioRxiv) mit dem gleichen Suchterminus, ebenfalls am 19.11.2020, nach Studien in
Vorab-Publikation gesucht und die Ergebnisse zur Tabelle hinzugefligt. Die Literaturrecherche
erfolgte nach den Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
[133] in den vier Stufen Identifizierung (identification), Vorauswahl/Prifung (screening), Eignung
(eligibility) und Einschluss (inclusion). Zusatzlich wurden die in den Publikationen angegebenen

Quellen gepruft, um moglichst keine relevante Studie zu Gbersehen.
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Systematische Literaturrecherche

Klassische Literaturrecherche
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elektronischen Datenbanken nach / Literaturdatenbank PubMed nach
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Abb. 6: Workflows des zweiten Schwerpunktes dieser Arbeit

Abgebildet ist der Ablauf des zweiten Schwerpunktes dieser Arbeit. Zuerst wurde eine systematische
Literaturrecherche durchgefihrt, welche dem Zweck diente, Studien, in deren Rahmen die TL bei Patienten
mit MS gemessen wurde, zu identifizieren (linke Seite). In einer Metaanalyse wurde anschlieend die
Assoziation der TL zur MS untersucht. Des Weiteren wurde eine klassische Literatursuche durchgefihrt, mit
der Absicht, genetische, Umwelt- und Lebensstilfaktoren zu identifizieren, fiir die sowohl eine Assoziation mit
der MS als auch mit der TL beschrieben wurde (rechte Seite). Die Durchfiihrung der einzelnen Schritte ist in
Kap. 3.2.1. bis 3.2.5. ausfihrlich beschrieben. Die Abbildung wurde mit dem Online-Tool Canva (Version 1.38)
erstellt.

MS: Multiple Sklerose; TL: Telomerlange.

3.2.2. Kriterien zur Auswahl geeigneter Studien

Die Kriterien zum Einschluss einer Publikation in die Ubersichtsarbeit wurden vor der Suche
festgelegt. Eine Publikation wurde eingeschlossen, wenn: 1. sie in den Sprachen Englisch oder
Deutsch verfasst wurde, 2. es sich um eine Originalarbeit handelte, 3. mindestens ein Teil der
Studienpopulation aus Patienten mit MS bestand und 4. im Rahmen dieser Studie die TL
gemessen wurde. Sofern alle Kiriterien erfillt waren, wurde die entsprechende Publikation
eingeschlossen. Bei Nichterfullen mindestens eines dieser Kriterien wurde diese ausgeschlossen.
Alle Artikel wurden unabhangig sowohl vom Autor dieser Dissertation als auch von Dr. Michael
Hecker (Klinik und Poliklinik fir Neurologie, Sektion Neuroimmunologie, Universitatsmedizin
Rostock) auf deren Eignung geprift. Aufgetretene Diskrepanzen wurden durch Diskussionen

beseitigt und ein gemeinsamer Konsens erreicht.
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3.2.3. Betrachtung der Studien nach definierten Gesichtspunkten

Nach Ausschluss ungeeigneter Publikationen wurden zwei weitere Tabellen mit dem Programm
LibreOffice Calc (Version 7.2.2.2.) zu den eingeschlossenen Studien angefertigt. Fir die erste
Tabelle wurden allgemeine Informationen Uber die jeweiligen Studien gesammelt, u. a.
Studiendesign, Herkunftsland der Probanden (Patienten und Kontrollen), Fallzahl sowie
Durchschnittsalter und Geschlechterverteilung der Kohorten. In einer zweiten Tabelle wurden
spezielle Informationen zu den TL-Messungen und Ergebnissen herausgearbeitet, wie bspw. die
genutzte Zellpopulation, die TL-Messmethode sowie statistisch signifikante Assoziationen. Hierfir
wurden die Texte, Tabellen und Abbildungen der Publikationen gesichtet und die enthaltenen
Informationen in den entsprechenden Tabellen gesammelt. AnschlieRend wurden die Publikationen
hinsichtlich bestimmter Gesichtspunkte, bspw. Anzahl an eingeschlossenen Patienten und

verwendeter TL-Messmethode, verglichen.

3.2.4. Metaanalyse zum Vergleich der LTL bei Patienten mit MS und Gesunden

Die Assoziation zwischen TL und MS wurde durch eine Metaanalyse untersucht. Studien, die keine
Kontrollgruppe enthielten oder nicht die fir die Metaanalyse erforderlichen Daten bereitstellten,
wurden fir diese nicht berlcksichtigt. Fir die Metaanalyse wurden ein Forest-Plot und ein
Funnel-Plot mit Hilfe des metafor R-Pakets erstellt. Die standardisierte Mittelwertdifferenz der TL
zwischen Patienten mit MS und Gesunden sowie das Konfidenzintervall von 95% wurden anhand
der in den Studien angegebenen Mittelwerte und Standardabweichungen (standard deviation, SD)
pro Gruppe errechnet. Zur Bestimmung der zusammengesetzten Effektstarke wurde ein an die
Daten angepasstes Modell mit zufalligen Effekten genutzt. Auf einen Publikationsbias wurde mit
dem Egger-Regressionstest geprift. Die Heterogenitat der Studien wurde mittels Q-Statistik

bestimmt.

3.2.5. Recherche nach Faktoren mit Assoziation zu MS und TL

Im Rahmen der systematischen Literaturrecherche zur TL bei Patienten mit MS (Kap. 3.2.1. -
3.2.4.) wurden zahlreiche Publikationen und deren Referenzen in Augenschein genommen. Einige
dieser Publikationen beschrieben Assoziationen zwischen Auftreten sowie Schwere der MS mit
genetischen Faktoren sowie Umwelt- und Lebensstilfaktoren. Auf dieser Grundlage schloss sich
eine tiefergreifende klassische Literaturrecherche an, in der Faktoren identifiziert werden sollten,

die mit dem Risiko an MS zu erkranken und/oder der Schwere der MS sowie der TL assoziiert sind.

Es wurden mehrere Suchanfragen in der elektronischen Literaturdatenbank PubMed, u. a. mit den
Suchtermini ,multiple sclerosis* und ,risk factors®, ,genetic®, lifestyle“ oder ,environment‘, gestellt
und die Suchergebnisse vor allem nach Metaanalysen, mendelschen Randomisierungsstudien,
systematischen Reviews, Kohortenstudien oder Fall-Kontroll-Studien durchsucht. Die Ergebnisse
dieser Suchen wurden daraufhin nach mit MS assoziierten Faktoren analysiert, welche in drei dafir
angefertigte Tabellen eingetragen wurden, wobei jede Tabelle entweder die genetischen, Umwelt-
oder Lebensstilfaktoren umfasste. Die Referenzlisten der gesichteten Publikationen wurden
ebenfalls nach relevanten Veréffentlichungen durchsucht, um mdglichst alle bisher beschriebenen

Risikofaktoren zu identifizieren.
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Mit den fir die MS beschriebenen Risikofaktoren wurde die Suche in der Literaturdatenbank
PubMed anschlieRend in Bezug auf Telomere durchgefihrt. Auch hierbei wurden verschiedene
Suchtermini verwendet, u. a. ,telomer™ oder ,telomere length“ und ,smoking“ oder ,alcohol. Alle
identifizierten potenziellen Risikofaktoren wurden nach Abschluss der Suche erneut auf eine
beschriebene Assoziation sowohl mit der MS als auch der TL geprift. Zudem wurden alle Faktoren
auf eine Assoziation mit der individuellen Schwere der MS-Erkrankung Uberpruft. Faktoren, die
entweder nur mit der MS oder nur mit der TL assoziiert waren, wurden nicht berlicksichtigt.
SchlieRlich wurde fiir jede Assoziation eines Faktors der Grad der Evidenz semiquantitativ, u. a.
nach Studiendichte, Konsistenz der Ergebnisse und statistischer Signifikanz, beurteilt. Die
Einschatzung der Evidenz erfolgte unabhangig voneinander durch den Autor dieser Dissertation
sowie durch Prof. Zettl, Dr. Hecker, Dr. Fitzner (Klinik und Poliklinik fur Neurologie, Sektion
Neuroimmunologie, Universitatsmedizin Rostock) und Prof. Rommer (Medizinische Universitat
Wien, Klinik fir Neurologie) anhand der Haufigkeit und Konsistenz der Assoziationen. Etwaige
Unstimmigkeiten in der Bewertung des Evidenzgrades konnten durch ausfihrliche Diskussionen

geldst werden.
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4. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Schwerpunkte: zum einen in eine Studie zur LTL bei
Patienten mit MS und zum anderen in eine systematische Literaturrecherche nach TL-Studien bei
Patienten mit MS sowie eine Recherche zu potenziellen Einflussfaktoren sowohl auf die MS als
auch die TL. Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der experimentellen Studie erlautert
(Kap.4.1.) und anschlieBend die Ergebnisse der Literaturrecherchen zusammengefasst
(Kap. 4.2.).

4.1. LTL in der Rostocker Kohorte

Im ersten Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wurde die LTL von Patienten mit MS und gesunden
Kontrollen untersucht und verglichen. Zuerst sollen hierzu die Charakteristika der Patienten sowie
der Kontrollen beleuchtet werden (Kap. 4.1.1.). Das Ergebnis der technischen Validierung ist in
Kap. 4.1.2. dargestellt. Die Auswertung und der Vergleich der gewonnenen Messdaten werden in
Kap. 4.1.3. und Assoziationen mit klinischen Parametern in Kap. 4.1.4. beschrieben. AbschlieRend
wird die Korrelation der LTL mit dem klinischen Langzeitverlauf der Patienten erlautert
(Kap. 4.1.5.). Die im Rahmen dieser Studie gewonnenen Ergebnisse wurden 2021 im Journal

.Molecular Neurobiology” publiziert [134].

4.1.1. Patientencharakteristika

Die Studie umfasste 120 Individuen, von denen 60 Patienten mit MS und 60 gesunde Kontrollen
waren, deren Charakteristika in Tab. 2 aufgefihrt sind. Das arithmetische Mittel des Alters zum
Zeitpunkt der BE lag bei den Patienten bei 48,0 Jahren, die Kontrollgruppe war im Durchschnitt
48,1 Jahre alt. Nach der Definition der Verlaufsformen der MS nach Lublin et al. [28,135] befanden
sich in der MS-Kohorte 40 Patienten mit RRMS und 20 Patienten mit PPMS. Das
Geschlechterverhaltnis betrug sowohl bei den Patienten mit RRMS als auch bei den Patienten mit
PPMS und den Kontrollen 1:1 (weiblich : mannlich). Die durchschnittliche Krankheitsdauer der
Patienten mit RRMS betrug 6,1+6,8 Jahre (Spannweite: 0-27 Jahre), wohingegen die Patienten mit
PPMS eine signifikant kirzere Krankheitsdauer hatten (3,0+4,7 Jahre, Spannweite: 0-15 Jahre;
Mann-Whitney-U-Test: p=0,012). Trotz der geringeren durchschnittlichen Krankheitsdauer war der
Grad der Behinderung, der durch die EDSS und die ARMSS erfasst wurde, bei den Patienten mit
PPMS signifikant hoher als der der Patienten mit RRMS (EDSS-Score: 4,7+1,5 bzw. 2,9+1,7;
t-Test: p=2,3x10"%; ARMSS-Score: 6,2+2,1 bzw. 3,9+2,6; t-Test: p=0,001). Wahrend zehn Patienten
(jeweils 5 Patienten mit RRMS bzw. PPMS) zum Zeitpunkt der BE keine DMDs erhielten, wurden
75% der Patienten mit RRMS mit Interferon-B-1a oder -1b behandelt. Sechzig Prozent der
Patienten mit PPMS erhielten eine gepulste Kortikosteroidtherapie als Behandlung.
Sechsundzwanzig Patienten mit RRMS sowie zehn Patienten mit PPMS sind auch nach zehn
Jahren regelmafig in der Klinik fur Neurologie der Universitdtsmedizin in Rostock zu
Kontrolluntersuchungen erschienen. Zu den lbrigen 24 Patienten sind die Daten zur langfristigen
Krankheitsprogression leider nicht vollstdndig vorhanden, da diese Patienten wahrend des

Follow-ups verloren gegangen sind.
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Tab. 2: Charakteristika der Rostocker Kohorte

Alter Frauen- | Krankheitsdauer | Schubrate im

in Jahren anteil in Jahren Jahr vor BE EDSS ARMSS
Anzahl (%) 40 (100) 20 (50) 40 (100) 40 (100) 38 (95) 38 (95)
RRMS Mittelwert + SD 48,0+ 9,7 6,1+6,8 0,3+0,6 29+17 39+26
Median (Spanne) | 50 (24-67) 3 (0-27) 0(0-2) 2,5 (1,0-7,0) 4,0 (0,5-9,1)
Anzahl (%) 20 (100) 10 (50) 20 (100) 20 (100) 19 (95) 19 (95)
PPMS Mittelwert + SD 48,0+ 12,3 3,0+47 0,0+0,0 47+15 6,2+2,1
Median (Spanne) | 47 (26-68) 1 (0-15) 0 (0-0) 5,0 (1,5-7,5) 6,6 (2,1-9,3)
Anzahl (%) 60 (100) 30 (50)
Kontrollen Mittelwert + SD 48,1+15,3
Median (Spanne) | 51 (18-74)

In die Studie zur LTL in der ,Rostocker Kohorte* wurden 120 Probanden integriert, von denen 40 Patienten mit
RRMS, 20 Patienten mit PPMS und 60 gesunde Kontrollen waren. In jeder Gruppe war das Durchschnittsalter
nahezu identisch und das Verhaltnis der Geschlechter 1:1 (weiblich : mannlich). Die Schubrate ist fir das Jahr
vor der BE angegeben. Zu zwei Patienten mit RRMS und einem Patienten mit PPMS lag kein EDSS-Score
vor, weshalb auch kein ARMSS-Score berechnet werden konnte. Diese Tabelle wurde adaptiert von

Hecker et al. [134].

ARMSS: Age-Related Multiple Sclerosis Severity; BE: Blutentnahme; EDSS: Expanded Disability Status
Scale; LTL: Leukozyten-Telomerlange; PPMS: primar progrediente Multiple Sklerose; RRMS: schubférmig
remittierende Multiple Sklerose; SD: Standardabweichung.

4.1.2. Technische Validierung und Reproduzierbarkeit der LTL-Messungen

Zu 30 Proben, von denen neun von Patienten mit RRMS, sechs von Patienten mit PPMS und 15
von Kontrollen waren, erfolgten Duplikatmessungen zur technischen Validierung. Die Messwerte
dieser Duplikate korrelierten signifikant miteinander (Pearson-Korrelationskoeffizient: r=0,948;
p=2,0x10"%; Abb. 7). Fir die Proben, die zur technischen Validierung genutzt wurden, wurde das
durchschnittliche T/S-Verhaltnis beider Messungen in der weiteren Analyse verwendet. Die fir jede
Probe an drei aufeinanderfolgenden Tagen erfolgten Messungen waren reproduzierbar. Die Intra-
Assay-Variabilitat (das heilt der geometrische Mittelwert der Variationskoeffizienten) der T/S-Ratio-

Triplikate betrug 5,7%.
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Abb. 7: Korrelation der Duplikate zur technischen Validierung der LTL-Messung
Abgebildet ist die Korrelation der relativen LTL der doppelt gemessenen Proben. Jeder Punkt ergibt sich durch
das T/S-Verhaltnis fur die erste Messung (X-Achse) und die zweite Messung (Y-Achse). Die Farbe der
jeweiligen Punkte kennzeichnet die Zugehdrigkeit zu Patienten mit RRMS (n=9), Patienten mit PPMS (n=6)
oder Kontrollen (n=15). Der Pearson-Korrelationskoeffizient betrug r=0,948 (p=2,0x107"%). Die graue Linie zeigt
die Y=X-Diagonale (identity line) durch den Koordinatenursprung.
LTL: Leukozyten-Telomerlange; n: Anzahl; PPMS: primar progrediente Multiple Sklerose; RRMS: schubférmig
remittierende Multiple Sklerose; T/S-Verhaltnis: Telomer-Einzelkopiegen-Verhaltnis.
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4.1.3. Vergleich der LTL von Patienten mit MS und Kontrollen

Sowohl bei den Patienten mit MS (RRMS oder PPMS) als auch bei den gesunden Kontrollen war
das Alter negativ mit der LTL assoziiert (Pearson-Korrelationskoeffizient: r=-0,222; p=0,015 Uber

alle Patienten und Kontrollen; r<-0,128 flr alle drei Gruppen und beide Geschlechter; Abb. 8).

relative
LTL
1)
2,0 °
] &) ® e}
o
9] o
o o
1,5 A ° o 2
' 6}
[o76) 2 o o)
" ol . ¢ ’
°© e - B 8B v = a ©
1.0 - - @0 . . %e = -
S ° @ —toia. 0 o)
e o @ @ Q@ [@)
o o © g o e o U3
2e0® 00 °© © ®e
] 6] e ©
o)
0,5
@
‘ l l ] l [ l Alter in
20 30 40 50 60 70 80 Jahren
@ RRMS (OR: 0,983) 0 PPMS (OR: 0,954) © Kontrollen (OR: 0,975)

Abb. 8: Korrelation der LTL und des Alters

Hoheres Alter korreliert negativ mit der LTL. Die Punkte stehen jeweils fur das Alter und die LTL des jeweiligen
Individuums. Die Geraden zeigen die lineare Regressionsgerade pro Gruppe. Die Farbung der Punkte und
Geraden kennzeichnet die Gruppenzugehdrigkeit, die der Legende entnommen werden kann. Die OR gibt die
Wahrscheinlichkeit relativ langer Telomere (T/S-Verhaltnis>1) fir jedes weitere Lebensjahr an. Die Abbildung
wurde adaptiert von Hecker et al. [134].

LTL: Leukozyten-Telomerlange; OR: odds ratio; PPMS: primar progrediente Multiple Sklerose; RRMS:
schubférmig remittierende Multiple Sklerose; T/S-Verhaltnis: Telomer-Einzelkopiegen-Verhaltnis.

Die relative LTL (angegeben als T/S-Verhaltnis, Kap. 1.2.2., 3.1.5.) der 120 Individuen lag im
Bereich von 0,34 bis 2,30; wobei das arithmetische Mittel 1,06+0,32 betrug. In der ANOVA
unterschied sich die durchschnittliche LTL der RRMS-Gruppe signifikant von der der PPMS- und
der der Kontrollgruppe (p=0,003). Die durchschnittliche LTL der Patienten mit RRMS (0,92+0,19)
war signifikant kirzer als die der Patienten mit PPMS (1,1610,35; f-Test: p=0,010) und der
gesunden Kontrollen (1,12+0,35; t-Test: p=4,2x10) (Abb. 9). Der Unterschied zwischen RRMS-
Patienten und Kontrollen erreichte auch in den Sensitivitdtsanalysen das Signifikanzniveau
(t-Test: p<0,05). Der Unterschied zwischen den Patienten mit PPMS und den Kontrollen erreichte
hingegen keine Signifikanz (-Test: p=0,700). Aul3erdem konnte kein signifikanter Unterschied in
der LTL zwischen Frauen und Mannern nachgewiesen werden (t-Test: p=0,768). Darliber hinaus
ergab die multivariable binare logistische Regression eine geringere Chance fir Patienten mit
RRMS, ein T/S-Verhaltnis >1 zu haben (OR: 0,399; p=0,032) (Abb. 10). Diese Chance war auch in
der Gruppe der Patienten mit PPMS erniedrigt (OR: 0,748), erreichte hier jedoch nicht das
Signifikanzniveau (p=0,585).
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Abb. 9: Unterschiede in der LTL zwischen den Gruppen

Abgebildet sind Beeswarm-Plots, welche die Verteilung und den Median der Messwerte in der jeweiligen
Gruppe abbilden (einfaktorielle Varianzanalyse: p=0,003). Patienten mit RRMS hatten signifikant kiirzere
Telomere als jene mit PPMS und Kontrollen (durch * markiert). Die LTL von Patienten mit PPMS und
Kontrollen unterschied sich nicht signifikant (p=0,700). Die Abbildung wurde modifiziert ibernommen von
Hecker et al. [134].

LTL: Leukozyten-Telomerlange; PPMS: primar progrediente Multiple Sklerose; RRMS: schubférmig
remittierende Multiple Sklerose; *: statistisch signifikante Assoziation (-Test: p<0,05).
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Abb. 10: Chancenverhaltnisse fiir relativ lange Telomere in der multiplen Regression
Relativ lange Telomere wurden definiert als T/S-Ratio >1. Die OR fir lange Telomere und das jeweilige
95%-Konfidenzintervall sind fiir das jeweilige Charakteristikum abgebildet. Jedem Charakteristikum ist eine
andere Farbe zur besseren Unterscheidung zugeordnet (modifiziert nach Hecker et al. [134]).

LTL: Leukozyten-Telomerléange; OR: odds ratio; PPMS: primar progrediente Multiple Sklerose; RRMS:
schubférmig remittierende Multiple Sklerose; T/S-Ratio: Telomere-Einzelkopiegen-Verhaltnis; *: OR ist fur
jedes zusatzliche Lebensjahr angegeben.
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4.1.4. Assoziation der LTL mit klinischen Parametern der Patienten

Die LTL der Patienten mit MS wurde auf Assoziationen mit dem klinischen Grad der Behinderung,
gemessen anhand der EDSS und der ARMSS, und der Medikation zum Zeitpunkt der BE
untersucht. Obwohl fir alle drei Variablen (EDSS, ARMSS und Medikation) eine signifikante
Assoziation mit der LTL vorlag (F-Test: jeweils p<0,05), verschwand diese nach Aufteilung der
Patienten in Gruppen von Patienten mit RRMS und Patienten mit PPMS (F-Test: p>0,31). Lediglich

das Alter der Patienten war somit signifikant mit der LTL assoziiert (F-Test: p=0,05).

4.1.5. Korrelation zwischen klinischem Langzeitverlauf und der LTL

Fir die Analyse der Veranderung der LTL Uber einen langeren Zeitraum (>10 Jahre) wurde von
zehn Patienten mit MS, wovon sechs die Diagnose der schubférmigen und vier die der primar
progredienten Verlaufsform hatten, Uber zehn Jahre nach Abnahme der ersten Probe eine zweite
abgenommen. Hierbei zeigte sich eine jahrliche Verringerung des T/S-Verhaltnis zwischen 0,003
und 0,026 (Abb. 11). Die durchschnittliche jahrliche LTL-Abnahme betrug 0,014+0,008; der Median
0,013. Die jahrliche Abnahme der relativen LTL war sowohl in der RRMS-Gruppe als auch in der
PPMS-Gruppe signifikant (paarige t-Tests: p<0,05). Eine Analyse auf Assoziation zwischen LTL-
Abnahme und Anstieg des EDSS-Wertes Uber den Beobachtungszeitraum erreichte das

Signifikanzniveau nicht (F-Test: p=0,182).
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Abb. 11: Veranderung der LTL bei Patienten mit MS nach iiber zehn Jahren

Von sechs Patienten mit RRMS und vier Patienten mit PPMS konnte nach einem Zeitraum von mehr als zehn
Jahren eine zweite Blutprobe gewonnen und die relative LTL bestimmt werden. Die Veranderung der LTL ist
durch die Verbindung der Baseline-LTL und der LTL nach Uber zehn Jahren fiir die einzelnen Patienten
gezeigt. Die durchschnittliche jahrliche Abnahme betrug 0,014 (modifiziert nach Hecker et al. [134]).

LTL: Leukozyten-Telomerlange; PPMS: primar progrediente Multiple Sklerose; RRMS: schubférmig
remittierende Multiple Sklerose; T/S-Ratio: Telomere-Einzelkopiegen-Verhaltnis.
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Weiterhin wurde der pradiktive Wert der Baseline-LTL fur den Krankheitsverlauf bei Patienten mit
RRMS untersucht. Der grofite Teil der Patienten mit RRMS (87,5%) erhielt eine Therapie der MS
zum Zeitpunkt der BE (Kap. 4.1.1.). Innerhalb von zehn Jahren gab es nur bei neun Patienten mit
RRMS keine Anderung der Medikation. Die Assoziation zwischen Baseline-Medikation und LTL
erreichte in der Gruppe der Patienten mit RRMS keine Signifikanz (p=0,713). RRMS-Patienten mit
einer LTL >1 (n=16) und jene mit einer LTL <1 (n=24) unterschieden sich hinsichtlich der Dauer bis
zum ersten dokumentierten Schub nicht (Log-Rank-Test: p=0,939). Auch die jahrliche kumulative
Schubrate in der Nachbeobachtung unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht
signifikant (0,07-0,20 bzw. 0,09-0,21; f-Test: p>0,26). Allerdings konnte bei den Patienten mit
RRMS mit kirzeren Telomeren ein hoheres Risiko fiir eine Konversion in eine SPMS festgestellt
werden (HR: 8,284; Log-Rank-Test: p=0,016; Abb. 12). Wahrend nur ein Patient aus der Gruppe
mit langeren Telomeren am Ende des zehnjahrigen Nachbeobachtungszeitraums als Patient mit

SPMS eingestuft wurde, waren es in der Gruppe der Patienten mit kiirzeren Telomeren 11.
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Abb. 12: Konversionsrisiko der Patienten mit RRMS in Abhédngigkeit der LTL

Die 40 Patienten mit RRMS wurden in zwei Gruppen mit entweder relativ langen Telomeren (LTL>1, n=16)
bzw. relativ kurzen Telomeren (LTL <1, n=24) eingeteilt. Uber einen Zeitraum von zehn Jahren wurde die
Konversion zur SPMS verfolgt. Mit den gewonnenen Daten wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Es konnte
festgestellt werden, dass Patienten mit relativ kurzen Telomeren (LTL <1) ein erhéhtes Risiko fir eine
Konversion zur SPMS hatten (HR: 8,284; p=0,016). Patienten, die im Nachbeobachtungszeitraum verloren
gingen oder keine Konversion zur SPMS zeigten, wurden rechtszensiert (adaptiert von Hecker et al. [134]).
HR: hazard ratio; LTL: Leukozyten-Telomerldnge; n: Anzahl; RRMS: schubférmig remittierende Multiple
Sklerose; SPMS: sekundar progrediente Multiple Sklerose.

Obwohl im linearen gemischten Modell die Interaktion der Baseline-LTL mit dem EDSS-Wert das
Signifikanzniveau nicht erreichte (p=0,277), zeigten Patienten mit kiirzeren Telomeren eine
progressive Verschlechterung der Behinderung mit tendenziell etwas héheren EDSS-Werten als
Patienten mit langeren Telomeren (Abb. 13). Im vierten und neunten Jahr konnte im Mittel ein
signifikant héherer EDSS-Wert bei den Patienten mit kirzeren Telomeren identifiziert werden
(t-Test: p<0,05).
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Abb. 13: Veranderung des Behinderungsgrades der Patienten in Abhangigkeit der Baseline-LTL
Der Behinderungsgrad der Patienten mit RRMS (n=40) wurde (ber einen Zeitraum von zehn Jahren erhoben
und die Patienten abhangig von der LTL zum Zeitpunkt der Blutentnahme in eine Gruppe mit relativ langen
Telomeren (LTL >1, n=16) und in eine Gruppe mit relativ kurzen Telomeren (LTL <1, n=24) eingeteilt. Die
aufgetragenen Punkten stehen fur den Mittelwert der EDSS-Scores der jeweiligen Gruppe, die Antennen
zeigen den Standardfehler. Im vierten und neunten Jahr unterschied sich der mittlere EDSS-Score signifikant
zwischen den beiden Gruppen (zweiseitiger t-Test: p<0,05; durch ,#“ markiert). Insgesamt schienen Patienten
mit relativ langen Telomeren einen glinstigeren Krankheitsverlauf zu haben als jene mit relativ kurzen
Telomeren (modifiziert nach Hecker ef al. [134]).
EDSS: Expanded Disability Status Scale; LTL: Leukozyten-Telomerlange; n: Anzahl; RRMS: schubférmig
remittierende Multiple Sklerose.
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4.2. Forschungsstand zu TL bei MS und assoziierten Faktoren

Im zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit wurde zum einen eine systematische Literaturrecherche
durchgefiihrt, bei der nach Studien, im Rahmen derer es Messungen der TL bei Patienten mit MS
gab, gesucht wurde. Die Ergebnisse der Analyse und Gegenlberstellung der identifizierten Studien
sind in Kap. 4.2.1. aufgefuhrt. Zum anderen werden die durch die klassische Literatursuche
identifizierten gemeinsamen potenziellen Einflussfaktoren auf die MS und die TL in Kap. 4.2.2.

ausfuhrlich dargestellt. Die Ergebnisse wurden jeweils publiziert [136,137].

4.2.1. Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche

In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse der systematischen Literaturrecherche
zusammengefasst. Die eingeschlossenen Studien werden anschliefend nach spezifischen
Gesichtspunkten verglichen. Schlielllich werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Metaanalyse

dargestellt.

4.2.1.1. ldentifizierte Studien zu TL bei Patienten mit MS

Die systematische Literatursuche in elektronischen Datenbanken ergab insgesamt 51
Publikationen, von denen 49 bei PubMed und zwei weitere in den PrePrint-Servern medRxiv und
bioRxiv gelistet waren (Kap. 8.4., Tab. S2). In den angegebenen Quellen der einzelnen
Publikationen konnte keine weitere relevante Publikation identifiziert werden. Jede Publikation
wurde als Volltext gelesen und gemaR der PRISMA-Leitlinie [133] auf ihre Eignung gepruft. Alle
Publikationen waren in Englisch verfasst (1.). Finf Publikationen waren nicht geeignet, da es sich
nicht um Originalarbeiten handelte (2.). Des Weiteren wurden in 18 Studien keine Proben von
Patienten mit MS analysiert (3.), woraufhin diese ausgeschlossen wurden. Schlief3lich wurden
weitere 21 Publikationen ausgeschlossen, da im Rahmen der Studien keine TL-Messung
durchgefiihrt wurde (4.). Sieben Studien erfiillten alle geforderten Kriterien und konnten somit in die
Synthese aufgenommen werden (Abb. 14) [127,128,134,138-141]. Darunter befindet sich auch die
in Kap. 4.1. dieser Arbeit beschriebene und im Journal ,Molecular Neurobiology* publizierte Studie
zur TL in der ,Rostocker Kohorte® [134]. Gesichtspunkte der sieben Studien, bspw. Nationalitat der
Kohorte, Studiendesign und TL-Messmethode, wurden beleuchtet und sind in Tab. 3 und 4
dargestellt. Von den sieben eingeschlossenen Studien konnten vier Studien fir die Metaanalyse
herangezogen werden (Kap. 4.2.1.5, Abb. 15 und 16) [127,128,134,141].
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Abb. 14: Flussdiagramm der systematischen Literatursuche und -auswahl
Diese Abbildung stellt den Ablauf der systematischen Literatursuche und die Anwendung der Ein- und
Ausschlusskriterien entsprechend der PRISMA-Leitlinie [133] dar. In drei elektronischen Datenbanken

(PubMed, medRxiv, bioRxiv) wurde nach Publikationen durch den Suchterm ,, ,multiple sclerosis“ [AND]

telomer* “ gesucht. Studien, die die Einschlusskriterien erfillten, sind in die Synthese aufgenommen worden
(adaptiert von Bihring et al. [136]).

MS: Multiple Sklerose; n: Anzahl; PRISMA: Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-

Analyses; TL: Telomerlange.

4.2.1.2. Allgemeine Informationen zu den eingeschlossenen Studien

Die alteste Studie ist die der Arbeitsgruppe Hug et al. [138] und stammt aus dem Jahr 2003. Alle

anderen Studien wurden 2015 oder spater publiziert. Unter den untersuchten Individuen waren

verschiedene Nationalitaten vertreten: Guan et al. [127,128] untersuchten asiatische Patienten und
Kontrollen; Hecker et al. [134], Hug et al. [138], Habib et al. [141] und Redondo et al. [139]
untersuchten Europaer und Krysko et al. [140] amerikanische Patienten mit MS. In allen Studien

wurde ein Querschnittsdesign verwendet, wobei in drei Studien zusatzlich ein Langsschnittdesign

mit einem Folgezeitraum von bis zu mehr als zehn Jahren fur weitere BE und klinische

Untersuchungen gewahlt wurde [128,134,140]. Die Anzahl der untersuchten Patienten mit MS

reichte von zehn [139] bis 516 [140]. In allen Studien, abgesehen von jener von Krysko et al. [140],

wurde die TL von Patienten mit MS mit der einer Kontroligruppe verglichen. Allgemeine

Informationen zu den jeweiligen Studien sind in Tab. 3 dargestellt.
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Tab. 3: Allgemeine Informationen zu den sieben eingeschlossenen Studien

Erster Fallzahl Durchschnittsalter in Frauenanteil in %
Autor, Studiendesign Herk_unft der  Diagnosekriterien (Patienten:  |Verlaufsform Jahrlen . (Patienten : Matching
Jahr Studie nach Kontrollen) (Patienten : Kontrollen)
Kontrollen)
Hu Beobachtungsstudie Poser RRMS: 20
20(?3 mit Patienten und Deutschland 1983 ! 20:20 SPMS: 0 k.A. : k.A. k.A. kA Alter
Kontrollen PPMS: 0
Guan Beobachtungsstudie \McDonald RRMS: 19 Alter, Geschlecht,
2015 ! mit Patienten und Asien 2001 ’ 59 : 60 SPMS: 20 33,3:34,3 45,8 : 43,3 Lebensstil,
Kontrollen PPMS: 20 Erndhrung
Interventionsstudie RRMS: k.A.
Suan it Patienten und ~ |Asien preponald 34 : 44 SPMS kA, [32,8:336 47,1477 Alter, Geschlecht
Kontrollen PPMS: k.A.
Beobachtungsstudie - RRMS: 0
RedONAO. it Patienten und [ oron9es kA, 10:6 SPMS: 5 54,1557 300:33,3 Atter, Geschlecht
Kontrollen® 9 PPMS: 5
RRMS: 367
. Alter, Geschlecht
Krysko, [Beobachtungsstudie McDonald, . SPMS: 47 . . ' §
2019 mit Patienten USA 2001 516: 0 PPMS: 17 42,6 : k.K. 68,6 : k.K. Eg(éasrlkungsdauer,
P
\Weitere®: 85
) RRMS: 102
; Beobachtungsstudie
Habib, - . McDonald, . SPMS: 27 . .
2020 wgnlir?)tllleerr:ten und Deutschland 2001 138:120 PPMS: 5 39,4 :44,6 62,3 : 45,8 -
Weitere®: 4
Beobachtungsstudie RRMS: 40
Hecker, | Patientenund  [Deutschland [ MioDonald, 60 : 60 SPMS: 0 48,0 - 48,1 50,0 50,0 Alter, Geschlecht
2020 2001/2005 :
Kontrollen PPMS: 20

Es konnten sieben Studien identifiziert werden, in denen die TL bei Patienten mit MS untersucht wurde. Zur

Diagnose der MS wurden in den identifizierten Studien die Diagnosekriterien von Poser et al. [37] oder nach

McDonald [38,39] herangezogen. Der Stichprobenumfang lag zwischen zehn und 516, wobei sich die

Zusammensetzung der MS-Verlaufsformen, die Anteile der Geschlechter und das Durchschnittsalter zwischen

den untersuchten Kohorten unterschieden. Sechs von sieben Studien schlossen eine Kontrollgruppe zum

Vergleich der TL mit der von Patienten mit MS ein. Diese Tabelle wurde von Biihring et al. [136] modifiziert

Ubernommen.

a: keine gesunden Kontrollen

b: 80 Patienten mit CIS, vier Patienten mit progressiver schubférmiger MS, ein Patient mit unklarer Diagnose

c: das Matching erfolgte fir eine Untergruppe von Patienten, deren Verlaufsform von RRMS zu SPMS
konvertierte bzw. nicht konvertierte

d: Verlaufsform der MS unklar

CIS: klinisch isoliertes Sydnrom; EDSS: Expanded Disability Status Scale; k.A.: keine Angabe; k.K.: keine

Kontrollgruppe; MS: Multiple Sklerose; PPMS: primar progrediente MS; RRMS: schubférmig remittierende

MS; SPMS: sekundar progrediente MS; TL: Telomerlange.

4.2.1.3. Methoden und Ergebnisse der eingeschlossenen Studien

Im Folgenden sind die einzelnen Studien in chronologischer Reihenfolge kurz zusammengefasst.
Anschlieftend folgt der Vergleich der Studien hinsichtlich bestimmter Gesichtspunkte, bspw.
Studiendesign und TL-Messmethode (Kap. 4.2.1.4.). Informationen zu den in den Studien
verwendeten TL-Messmethoden sowie deren Ergebnisse kdnnen Tab. 4 entnommen werden.
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Tab. 4: Methoden und Ergebnisse der sieben eingeschlossenen Studien

Beriicksichtigte

Identifizierte Variablen

Erster ; : Assoziation | =" . .2
Autor, Probenmaterial [Probennahme [TL-Messmethode C;ogf(i.unzenn TIT \;\AogaPanenten LL von" . |der TL mit ;"t 8|gln|tf_|kant§tr
Jahr statistischer mit ontrollen der MS ssoziation mi
Analyse kirzerer TL
CD4+ und CD8+
Hug, T-Lymphozyten ; ; CD4+: 10,1 kb CD4+:8,8kb | «
2003 des peripheren Querschnitt TRFL-Analyse  |Alter CD8+ 9.2 kb CD8+: 9.4 kb Hoheres Alter
Blutes
Guan Leukozyten aus RRMS: 9.5+ 0,8 kb
2015 ’ dem peripheren |Querschnitt TRFL-Analyse  |k.A. SPMS:9.3+0,9kb|9,1£25kb [PPMS | Hoheres Alter
Blut PPMS: 6.7 £ 0,7 kb
Querschnitt und
Leukozyten aus |, .
Guan, ) Léangsschnitt,
2018 dem peripheren Follow-up: TRFL-Analyse  |k.A. 6,9+ 1,0 kb 9,1+14kb [MS|
Blut
3 Monate
Knochenmarks-
Redondo, [zellen . Alter, Hoheres Alter, hohere
2018 (mesenchymale Querschnitt TRFL-Analyse Passagenanzahl KA. KA. i Passagenanzahl®?
Stromazellen)
Hoheres Alter, hherer|
Krysko, |-eukozyten aus 8§:§2§222th nd Alter, Geschlecht, [0,.97 +0,18 Eggesre
2019 dB(lem peripheren Follow-up: singleplex gPCR Krankheitsdauer  |(5,6 kb) k.K. k.K. Krgnkheltsdauer,
ut geringeres
10 Jahre Bi
irvolumen,
Héhere Schubrate®
Habib Leukozyten aus RRMS: 0,76 + 0,22 PPMS |, |Hoheres Alter, hdherer
2020 ' |dem peripheren |Querschnitt multiplex gPCR  |Alter, Geschlecht |SPMS: 0,67 +0,21 (0,94 +0,25 |RRMS |, |EDSS, hohere
Blut PPMS: 0,67 £ 0,27 SPMS | Passagenanzahl®
Querschnitt und .
Leukozyten aus |, . Hoheres Alter
Hecker, ) Léangsschnitt, . RRMS: 0,92 £ 0,19 P '
2020 dem peripheren Follow-up: multiplex gPCR  [Alter, Geschlecht PPMS: 1.16 £ 0,35 1,12+0,35 |RRMS | [friihere Konversion
Blut 10 Jahre zur SPMSe

Mit Ausnahme einer Studie wurde die TL in Zellen des peripheren Blutes gemessen. In drei von sieben

Studien wurde die TL zumindest fur einen Teil der Patienten zu mehreren Zeitpunkten gemessen, wohingegen

bei vier Studien eine einmalige Messung der TL erfolgte. In vier Studien wurde die TRFL-Analyse verwendet,

in drei Studien die gPCR-basierten Verfahren von Cawthon [84,85]. Von den Autoren wurden die statistischen

Analysen teilweise fiir Alter und/oder Geschlecht als Stérfaktoren (Confounder) adjustiert. Die mittlere TL +

Standardabweichung ist, wenn maoglich, fiir die einzelnen Verlaufsformen angegeben. Eine signifikante

Assoziation der TL mit der MS oder einer Verlaufsform konnte in vier von sechs Studien im Vergleich zu

Kontrollen festgestellt werden. Es wurden auerdem weitere signifikante Assoziationen der TL mit anderen

Variablen, am haufigsten mit dem Alter, beschrieben. Diese Tabelle wurde von Biihring et al. [136] modifiziert

Ubernommen.

|: Variable oder Gruppe war mit signifikant kirzeren Telomeren assoziiert

a: die Angabe der TL ist abhangig von der jeweiligen Messmethode in kb (TRFL-Analyse) oder in einheitslosen
Werten (qPCR) angegeben

b: statistische Signifikanz nur fir mannliche Patienten mit SPMS und Kontrollen

: auf in vitro Experimente bezogen

d: nur fir mesenchymale Stromazellen der Patienten mit MS konnte eine signifikante Abnahme der TL nach
mehreren Passagen in der Zellkultur beobachtet werden

e: bezogen auf die Analyse von Patienten mit RRMS

EDSS: Expanded Disability Status Scale; k.A.: keine Angabe; kb: Kilobasen; k.K.: keine Kontrollgruppe;

MS: Multiple Sklerose; PPMS: primar progrediente MS; gPCR: quantitative Polymerase-Kettenreaktion;

RRMS: schubférmig remittierende MS; SPMS: sekundar progrediente MS; TL: Telomerlange;

TRFL: telomere restriction fragment length, Telomerrestriktionsfragmentlange.

(9]

Die Studie der Arbeitsgruppe Hug et al. [138] wurde im Jahr 2003 publiziert. In dieser Studie wurde
bei 20 Patienten mit RRMS und 20 gesunden Kontrollen mittels TRFL-Analyse die TL in CD4+ und
CD8+ T-Zellen des peripheren Blutes bestimmt und auf Unterschiede untersucht. In beiden
Zelltypen konnten kirzere Telomere bei hdherem Alter beobachtet werden. Zwischen Patienten mit
RRMS und Kontrollen konnte jedoch kein signifikanter
(CD4+: 10,1 kb bzw. 8,8 kb; CD8+: 9,2 kb bzw. 9,4 kb). Des Weiteren untersuchten Hug et al. [138]

die enzymatische Aktivitat der Telomerase in den CD4+ und CD8+ T-Zellen, allerdings konnte auch

Unterschied festgestellt werden

hier kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit RRMS und Kontrollen gezeigt werden.

Die Arbeitsgruppe Guan et al. [127] publizierte ihre erste Studie im Jahr 2015. In dieser Studie
wurde die Assoziation von oxidativem Stress mit der TL in Zellen des peripheren Blutes untersucht.

An der Studie nahmen 59 Patienten mit MS und 60 gesunde Kontrollen teil. Die Gruppe der
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Patienten setzte sich aus 19 Patienten mit benigner RRMS, 20 Patienten mit SPMS und 20
Patienten mit PPMS zusammen. Die Patienten und Kontrollen waren ahnlich hinsichtlich Alter,
Geschlecht, Lebensstil und Erndhrungsgewohnheiten (Tab. 3). Neben der TRFL-Analyse zur
Bestimmung der durchschnittlichen TL wurden zur Bestimmung des oxidativen Stresslevels der
Patienten auch die 8-iso-PGF2a-Konzentration im Urin sowie als Marker der antioxidativen
Kapazitat im Plasma die Resistenz des Lipoproteins LDL gegen Oxidation gemessen. Die TRFL-
Analyse ergab keinen signifikanten Unterschied in der TL zwischen den Kontrollen und Patienten
mit RRMS oder SPMS. Die TL der Patienten mit PPMS allerdings war im Mittel sowohl bei den
Frauen (7,0kb) als auch bei den Mannern (6,5kb) signifikant kiirzer als bei den Kontrollen (10,1kb
bzw. 8,4kb), den Patienten mit RRMS (9,3kb bzw. 9,7kb) und den Patienten mit SPMS (9,0kb bzw.
9,5kb). Nur in der Kontrollgruppe und bei den mannlichen Patienten mit SPMS konnte eine
signifikante negative Korrelation zwischen TL und Alter nachgewiesen werden. Obwohl der Marker
fur oxidativen Stress bei den Patienten mit MS, insbesondere bei denen mit PPMS, signifikant
erhdéht bzw. der Marker flr die antioxidative Kapazitat erniedrigt war, konnte keine signifikante

Assoziation dieser Marker mit der TL nachgewiesen werden.

Eine weitere Studie von Guan et al. [128] wurde 2018 publiziert. In dieser wurden der systemische
Peroxidationsstatus und die TL bei 34 Patienten mit MS und 44 gesunden Kontrollen untersucht.
Das Durchschnittsalter der Patienten und Kontrollen war nahezu identisch, genauso wie die
Geschlechterverteilung (Tab. 3). Die Bestimmung der TL in peripheren Blutzellen erfolgte wie in der
vorherigen Studie [127] mit Hilfe der TRFL-Analyse. Ebenfalls wurden die Oxidationsresistenz des
Lipoproteins LDL und die 8-iso-PGF2a-Konzentration im Urin als Oxidationsmarker gemessen. Die
Arbeitsgruppe konnte bei den Patienten mit MS im Mittel eine signifikant kiirzere TL im Vergleich zu
der Kontrollgruppe feststellen (6,9+1,0kb bzw. 9,1+1,4kb; p=0,001). AuBerdem konnte bei den
Patienten mit MS eine signifikant niedrigere Oxidationsresistenz des LDL (p<0,001) sowie eine
signifikant hoéhere 8-iso-PGF2a-Konzentration im Urin (p=0,003) gemessen werden. Zur
Bestimmung des Effektes einer Vitamin E-Supplementierung wurde die Patientengruppe zuséatzlich
in zwei Gruppen zu je 17 Patienten geteilt. Eine Gruppe erhielt Uber einen Zeitraum von drei
Monaten ein Vitamin E-Praparat (a-Tocopherol, 400 mg/Tag). Nach erneuter BE konnten keine
signifikanten Unterschiede bei der TL oder der Oxidationsresistenz identifiziert werden, allerdings
reduzierte sich die 8-iso-PGF2a-Konzentration im Urin bei den Patienten mit Vitamin E-
Supplementierung um ca. 19%, womit sie signifikant niedriger war als bei den Patienten ohne
Supplementierung (p<0,001). Diese Studie konnte somit zeigen, dass Patienten mit MS eine
durchschnittlich kirzere TL und eine héhere Belastung mit oxidativem Stress haben, sowie, dass

eine antioxidative Therapie das Level von oxidativem Stress bei Patienten mit MS reduzieren kann.

Im Gegensatz zu den anderen Studien wurden bei der 2018 publizierten Studie von Redondo et al.
[139] mesenchymale Stromazellen (mesenchymal stromal cells, MSC) des Knochenmarks zur
Messung der TL verwendet. Diese Zellen wurden von zehn Patienten mit progredienter MS und
sechs Kontrollpatienten mit Arthrose entnommen und in Zellkulturen expandiert. Bei
Passagenanzahl P2 (nach ca. 30 Tagen) und P6 (nach ca. 105 Tagen) der Expansion wurden
jeweils Zellen zur Messung der TL mittels TRFL-Analyse entnommen. Eine signifikante negative
Korrelation zwischen Alter der Patienten bzw. Kontrollen und TL konnte festgestellt werden. Ein
signifikanter Unterschied in der TL zwischen Patienten mit MS und Kontrollen wurde nicht

identifiziert. In der Gruppe der Patienten mit MS nahm die TL jedoch signifikant zwischen P2 und
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P6 ab (p=0,004), wohingegen bei den Kontrollen kein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass MSCs von Patienten mit MS eine beschleunigte

Verkirzung der Telomere aufweisen als jene von Kontrollen.

Die bislang einzige amerikanische Studie zu TL bei MS wurde 2019 von Krysko et al. [140]
publiziert. Diese Studie ist mit 516 eingeschlossenen Patienten die bisher grofite Studie zu
Telomeren bei Patienten mit MS und hatte zum Ziel, die Assoziationen zwischen LTL und dem
langfristigen Krankheitsverlauf der Patienten zu untersuchen. Den Patienten wurde peripheres
Vollblut entnommen und mit Hilfe der gPCR von Cawthon [84] (Kap. 1.2.2.) wurde die relative LTL
als T/S-Ratio bestimmt. Die Patienten wurden in einem Follow-up-Zeitraum von bis zu zehn Jahren
klinisch und paraklinisch (u. a. mit der MRT) untersucht. Geschlecht (p=0,36), Raucherstatus
(p=0,12) und Kdrpermasseindex (body mass index, BMI) (p=0,62) waren nicht signifikant mit der
LTL assoziiert. Auch der Zusammenhang zwischen LTL und Therapie mit DMDs erreichte das
Signifikanzniveau nicht. Eine signifikante negative Assoziation mit der LTL konnte fiir ein héheres
Patientenalter (r=-0,29; p<0,001) sowie fir eine langere Krankheitsdauer (r=-0,16; p<0,001)
nachgewiesen werden. Auflerdem war, nach Adjustierung fir Alter, Geschlecht und
Krankheitsdauer, fur jede um 0,2 Einheiten kiirzere LTL der Baseline-EDSS-Score der Patienten
um 0,27 hoher (p<0,001) und das Gesamthirnvolumen um 7,4 Kubikmillimeter (mm?®) sowie die
weile Hirnsubstanz um 4,0 mm? geringer (p<0,05 fiir beide). Die LTL war zudem schwach mit der
Veranderung des EDSS-Scores und des Volumens der grauen Hirnsubstanz im zeitlichen Verlauf
assoziiert (p=0,06 bzw. p=0,02). Bei den Patienten mit RRMS konnte eine 1,27-fach hdhere
Schubrate fir jede um 0,2 Einheiten kurzere LTL festgestellt werden (p=0,001). Um die Assoziation
der LTL mit der Konversion der RRMS zur SPMS abzuschatzen, wurden 23 Patienten ausgewahlt,
bei denen im Studienverlauf eine solche Konversion stattfand. Es wurden dazu passend 23 weitere
Patienten, gematcht nach Alter, Geschlecht, Krankheitsdauer und EDSS-Score zum
Studienbeginn, ausgewahlt, bei denen es nicht zur Konversion kam. Fir diese insgesamt 46
Patienten wurde die LTL zu mehreren Zeitpunkten (bis zu zehn Jahre nach Baseline) bestimmt.
Eine Abnahme der LTL um 0,2 Einheiten in der Gruppe der 46 Patienten der
Langsschnittuntersuchung war mit einer durchschnittlichen Erhéhung der EDSS-Scores um 0,34
(p=0,012) assoziiert. AuRerdem stieg das Risiko einer Konversion von RRMS zu SPMS um das
1,4-fache pro 0,2 Einheiten kirzere LTL, allerdings erreichte diese Assoziation nicht das
Signifikanzniveau (p=0,40). Krysko et al. [140] konnten insgesamt zeigen, dass die LTL bei
Patienten mit MS, unabhangig von Krankheitsdauer und Alter, mit einer fortschreitenden

Beeintrachtigung der Patienten sowie dem langfristigen Krankheitsverlauf assoziiert ist.

An der Studie von Habib et al. [141] nahmen 258 Personen teil, von denen 138 Patienten mit MS
und 120 gesunde Kontrollen waren. Der Frauenanteil war bei den Patienten mit MS hoher als bei
den Kontrollen (Tab. 3, Seite (S.) 37). Das hochste Durchschnittsalter hatten die Patienten mit
SPMS mit 51,8 Jahren. Die durchschnittlich jingsten Patienten waren jene mit RRMS (35,2 Jahre).
Den Teilnehmern wurde peripheres Vollblut abgenommen, um die relative LTL zu bestimmen. Zur
Messung dieser wurde der multiplex gPCR-Assay [85] verwendet. Sowohl bei den Patienten mit
MS als auch bei den gesunden Kontrollen konnte eine starke negative Assoziation zwischen Alter
und LTL festgestellt werden (r=-0,46 bzw. -0,65; p<0,001). Ein signifikanter geschlechtsspezifischer
Unterschied in der LTL wurde nicht identifiziert. Verglichen mit den Kontrollen (0,94+0,25) war die

durchschnittliche LTL aller drei Patientengruppen signifikant geringer (RRMS: 0,76+0,22;
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SPMS: 0,67+0,21; PPMS: 0,67+0,27; fur alle p<0,001). Eine signifikante Assoziation zwischen LTL
und EDSS-Score der Patienten konnte nachgewiesen werden (r=-0,296; p=0,001), jedoch wurde
diese malRgeblich durch den Effekt des chronologischen Alters erklart. Des Weiteren wurden von
drei Patienten mit MS und drei Kontrollen fir ein in vitro-Experiment lymphoblastoide Zelllinien aus
B-Zellen des peripheren Blutes gewonnen. Im Vergleich mit den TL der lymphoblastoiden Zelllinien
der Kontrollen waren die der Patienten mit MS kurzer, allerdings war der Telomerverlust Gber die

Dauer der Zellkultur in beiden Gruppen ahnlich.

Die Ergebnisse der siebten Studie (Hecker et al. [134]) wurden bereits in Kap. 4.1. dieser Arbeit
ausfuhrlich beschrieben, sodass sie an dieser Stelle nicht im Detail wiederholt sein sollen.
Zusammengefasst zeigten sich in der ,Rostocker Kohorte® (n=120) eine negative Korrelation
zwischen LTL und Alter sowie signifikant kirzere LTL bei Patienten mit RRMS im Vergleich zu
Patienten mit PPMS und Gesunden, wobei eine relativ kurze LTL mit einer friiheren Konversion zur

SPMS assoziiert war.

4.2.1.4. Vergleich der Studien nach spezifischen Gesichtspunkten

Sechs der sieben Studien waren Beobachtungsstudien, wohingegen die Studie von Guan et al.
[128] die einzige Interventionsstudie war, bei der die Auswirkung einer taglichen Einnahme von
Vitamin E auf die TL in Blutzellen untersucht wurde. In die Studie von Krysko et al. [140] wurden als
einzige keine Kontrollen eingeschlossen, dafiir umfasste diese jedoch mit Abstand die meisten
Patienten (n=516). Von den Studien mit Kontrollgruppe hatten Redondo et al. [139] als einzige
keine gesunden Kontrollen, sondern Patienten mit Arthrose. In den meisten Studien (n=5) wurden
die Patienten ausschlielllich oder zumindest teilweise mit den Diagnosekriterien nach McDonald
aus dem Jahr 2001 [38] diagnostiziert (Tab. 3). Der Frauenanteil in der Gruppe der Patienten mit
MS variierte in den Studien von 30,0% [139] bis 68,8% [140]. Die Studie von Redondo et al. [139]
wies das hdchste Durchschnittsalter sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollen auf
(54,1 bzw. 55,7 Jahre). Die jungsten Teilnehmer hatte die Studie von Guan et al. [128] mit einem
Altersdurchschnitt von 32,8 Jahren (Patienten) bzw. 33,6 Jahren (Kontrollen). Innerhalb von funf
der sieben Studien waren die zu vergleichenden Gruppen ahnlich hinsichtlich der Altersverteilung

und der Geschlechterverteilung (gematcht).

Die am haufigsten verwendeten Zellen zur Messung der TL waren Leukozyten aus peripherem
Vollblut (in funf der sieben Studien). In der Studie von Hug et al. [138] wurden spezifisch CD4+ und
CD8+ T-Zellen zur Messung der TL verwendet. Als Besonderheit der Studie von Redondo et al.
[139] wurde hier die TL in aus dem Knochenmark gewonnenen MSCs gemessen. Sowohl in der
zuletzt genannten Studie als auch bei jener von Habib et al. [141] wurden mit den gewonnenen

Zellen auch Experimente zur TL-Dynamik in Zellkulturen (in vitro) durchgefiihrt.

Bisher wurde in allen Studien zur TL bei Patienten mit MS nicht die Lénge einzelner Telomere eines
Chromosoms gemessen, sondern die durchschnittliche Lange aller 92 Telomere pro Zelle. In vier
der sieben Studien wurde die TL durch die TRFL-Analyse mittels Southern Blot bestimmt
[127,128,138,139]. In den Studien von Krysko et al. [140], Habib et al. [141] und Hecker et al. [134]
wurden die relativen TL als T/S-Verhaltnisse mittels gPCR-Assays bestimmt. Krysko et al. nutzten
den 2002 eingefuhrten singleplex qPCR-Assay von Cawthon [84], wohingegen Habib et al. und
Hecker et al. den 2009 beschriebenen multiplex qPCR-Assay [85] nutzten.
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In keiner der in dieser Ubersichtsarbeit eingeschlossenen Studien zu TL bei Patienten mit MS
konnte ein signifikanter Unterschied zwischen Frauen und Mannern hinsichtlich der TL identifiziert
werden. Abgesehen von der zweiten Studie von Guan et al. [128] wurde bisher in allen Studien
eine signifikante negative Assoziation zwischen TL und chronologischem Alter gezeigt. Aufgrund
dessen wurde in funf Studien eine Adjustierung fir den Effekt des Alters als Confounder in der
statistischen Analyse durchgefliihrt (Tab. 4). Krysko et al. [140] berlcksichtigten dartber hinaus
Geschlecht und Krankheitsdauer als Confounder in der statistischen Analyse. In der Studie zur
.Rostocker Kohorte® [134] wurde fiir Alter und Geschlecht adjustiert (Kap. 3.1.6.).

4.2.1.5. Integration bisheriger Befunde zur LTL bei Patienten mit MS durch Metaanalyse

In vier der sieben Studien konnten signifikant kirzere Telomere in Immunzellen von Patienten
mindestens einer Verlaufsform der MS identifiziert werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren
die Telomere in den Studien von Guan ef al. bei Patienten mit MS um ca. 24% [128] und bei
Patienten mit PPMS um ca. 26% [127] kurzer. In der Studie von Habib et al. [141] zeigten
Patienten mit RRMS rund 19% kirzere und Patienten mit SPMS bzw. PPMS jeweils ca. 29%
kirzere Telomere als die Kontrollgruppe. Achtzehn Prozent kiirzere Telomere konnten in der im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie (Kap. 4.1.) in der Kohorte der Patienten mit RRMS im
Vergleich zu Kontrollen nachgewiesen werden. Basierend auf den Daten dieser vier Studien konnte
eine Metaanalyse durchgefiihrt werden. Die standardisierte Mittelwertdifferenz ergab -0,66
(p=0,003; Abb. 15).

RRMS, Guan et al. [127] i  018[-034: 069]
SPMS, Guan et al. [127] 0,09 [-0,42; 0,60]
PPMS, Guan et al. [127] ! -1,08 [-1,61; -0,55]
MS, Guan et al. [128]  —m— 1,75 [-2,28: -1,23]
RRMS, Habib et al. [141] - -0,76 [-1,03; -0,48]
SPMS, Habib et al. [141] 1,10 [-1,54: -0,67]
PPMS, Habib et al. [141] 1,07 [-1,97: -0,17]
RRMS, Hecker et al. [134] - -0,67 [-1,08: -0,26]
PPMS, Hecker et al. [134] 0,11 [-0,39; 0,62]
Kombiniert - | -0,66 [-1,10; -0,23]

[ I I I |
-3 -2 -1 0 +1
Standardisierte Mittelwertdifferenz
® RRMS SPMS PPMS m MS

Abb. 15: Forest-Plot der Metaanalyse der vier Studien

Die standardisierten Mittelwertdifferenzen und die jeweiligen 95% Konfidenzintervalle sind fir den Vergleich
der LTL der Patienten mit MS (wenn mdglich in Verlaufsform unterteilt) und der jeweiligen Kontrollen gezeigt.
Zwischen den Studien konnte Heterogenitat festgestellt werden (Cochran’s Q-Test: p<0,001). Insgesamt
ergab die Analyse signifikant kiirzere Telomere bei Patienten mit MS im Vergleich zu Kontrollen (p=0,003) mit
einer Effektstarke von -0,66. Diese Abbildung wurde modifiziert nach Blihring et al. [136].

LTL: Leukozyten-Telomerldnge; MS: Multiple Sklerose; PPMS: primér progrediente Multiple Sklerose;

RRMS: schubférmig remittierende Multiple Sklerose; SPMS: sekundar progrediente Multiple Sklerose.
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Ein Publikationsbias konnte durch Prifung auf Asymmetrie im Funnel-Plot nicht nachgewiesen
werden (Egger-Test: p=0,771; Abb. 16). Anhand der Q-Statistik konnte eine deutliche Heterogenitat
der Studienergebnisse identifiziert werden (p<0,001). Zwischen den MS-Verlaufsformen konnten
hinsichtlich der LTL keine offensichtlichen Unterschiede erkannt werden. Aufgrund nicht
ausreichender Daten aus den Ubrigen drei Studien konnten diese nicht in die Metaanalyse

eingeschlossen werden.
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Abb. 16: Funnel-Plot der Metaanalyse der vier Studien

Es konnte im Funnel-Plot keine Asymmetrie festgestellt werden. AuRerdem wurde im Regressionstest nach
Egger eine Publikationsbias abgelehnt (p=0,771). Modifiziert ibernommen von Bihring et al. [136].

MS: Multiple Sklerose; PPMS: primar progrediente MS; RRMS: schubférmig remittierende MS;

SPMS: sekundar progrediente MS.
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4.2.2. Literaturrecherche nach mit MS und TL assoziierten Faktoren

Aufgrund der zuvor beschriebenen Zusammenhange zwischen MS und TL wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine klassische Literaturrecherche durchgefiihrt, in der nach Faktoren gesucht wurde,
die sowohl mit der MS als auch der TL assoziiert sind. Die Faktoren wurden in drei Kategorien
eingeteilt: 1. genetische Faktoren (Kap. 4.2.2.1); 2. Umweltfaktoren (Kap. 4.2.2.2.); 3. Faktoren des
Lebensstils (Kap. 4.2.2.3.). Zu jeder Kategorie wurde eine Tabelle erstellt, die jeweils die Richtung
der Assoziation sowie die Evidenz anhand der Studienlage angibt. Im Folgenden werden die
identifizierten Faktoren nach den Kategorien sortiert beschrieben. Fir weiterfiihrende

Informationen sei an dieser Stelle auf die entsprechende Publikation [137] verwiesen.

4.2.2.1. Genetische Faktoren mit Assoziation zu MS und TL

Geschlecht

Unterschiede zwischen den biologischen Geschlechtern zeigen sich in einer Vielzahl
verschiedener Krankheitsbilder und Korpereigenschaften, so auch hinsichtlich MS und TL
[142,143]. Fur Frauen ergaben in einer Reihe von Studien ein zwei- bis dreifach hdheres Risiko an
MS zu erkranken als fir Manner (Tab. 5) [3,10,11,144,145]. AuRerdem zeigen Patientinnen mit
RRMS eine hdhere Schubrate als mannliche Patienten [146,147]. Manner haben hingegen
haufiger einen progredienten Verlauf der MS mit einer rascheren Zunahme des
Behinderungsgrades und friiherer Konversion der RRMS zur SPMS [148-150]. Fur die PPMS zeigt
sich ein annahernd ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis [151]. Okuda et al. [152] zeigten in
einer Studie, dass sich die TL zum Zeitpunkt der Geburt zwischen mannlichen und weiblichen
Neugeborenen nicht signifikant unterscheidet. Dennoch wurde in einer Metaanalyse mit Uber
36.000 Patienten gezeigt, dass Frauen im Durchschnitt [angere Telomere haben als Manner [153].

Dies kénnte darauf hindeuten, dass sich die Telomere bei Frauen langsamer verkirzen [154].

Tab. 5: Genetische Faktoren mit Assoziation zur MS und TL

Faktoren MS-Risiko Schwere des Verlaufs TL
Einfluss Evidenzgrad| Einfluss Evidenzgrad| Einfluss Evidenzgrad
Weibliches Geschlecht 1 ek ! Frk 1 Tk
Ostrogen bei Frauen 1 * ! > 1 *
Europaische Herkunft 1 ol ! * l ol
Familiare Vererbung 1l kk - - I ek
HLA-Allele 1 i 1 * 1 *
SNPs 1l o - - I *
Testosteron bei Mannern ! * l * 1 *

Diese Tabelle veranschaulicht die Assoziation genetischer Faktoren mit dem Risiko fiir MS, der Schwere der
Erkrankung und der TL. Die Richtung der Assoziation ist durch Pfeile dargestellt. Die Farbung zeigt, ob es sich
um eine positive (griin) oder negative (rot) Assoziation handelt. Beispielsweise ist die Assoziation zwischen
weiblichem Geschlecht und dem MS-Risiko durch einen nach oben gerichteten roten Pfeil gekennzeichnet,
was dafiir steht, dass Frauen ein erhohtes Risiko haben, an MS zu erkranken. Ein roter, nach unten
gerichteter Pfeil in der Spalte der TL steht fiir eine Assoziation des Faktors mit kiirzeren Telomeren. Bei einem
grunen Pfeil ist der Faktor mit einer Iangeren TL assoziiert. Gegenlaufige Pfeile (blau) bedeuten eine
kontextabhangige Assoziation. Der Grad der Evidenz wurde anhand der Anzahl der Studien, die eine
Assoziation beschrieben haben, der Konsistenz der identifizierten Studienergebnisse und der statistischen
Signifikanz semiquantitativ festgelegt, wobei ,** fiir eine geringe Evidenz und ,***“ fiir eine hohe Evidenz der
Assoziation steht. Falls keine Assoziation zwischen einem Faktor und der Krankheitsschwere identifiziert
werden konnte, wurde dies mit dem Zeichen ,-“ gekennzeichnet. Die Faktoren wurden nach der Richtung der
Assoziation mit dem Risiko fuir MS sortiert (modifiziert ibernommen von Hecker et al. [137]).

HLA: Humanes Leukozytenantigen; MS: Multiple Sklerose; SNP: Einzelnukleotidpolymorphismus; TL:
Telomerlange.
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Manner und Frauen unterscheiden sich hinsichtlich der Produktion von Sexualhormonen. Da sich
bei Frauen wahrend der Pubertdt und der Schwangerschaft grundlegende Anderungen im
Hormonhaushalt abspielen [155], sind auch Anderungen im Hinblick auf die Erkrankung mit MS
naheliegend [150]. Wahrend das Geschlechtsverhaltnis der Patienten mit MS vor der Pubertat ca.
1:1 (weiblich : mannlich) ist, liegt es nach der Pubertat bei 2-3:1 [146,156]. Ein spaterer Eintritt der
Pubertat und der Menarche ist bei Frauen mit einem geringeren Risiko fur eine MS-Erkrankung
assoziiert [157,158]. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Schubrate bei Schwangeren mit MS
vor allem wahrend des dritten Trimesters signifikant erniedrigt ist [155,159]. In einer
interventionellen Studie mit 164 Teilnehmerinnen konnte festgestellt werden, dass Patientinnen mit
RRMS, die ein Estriolpraparat erhielten, im Vergleich zu einer Placebo-Gruppe eine geringere
Schubrate sowie bessere kognitive Leistungen, verminderte Fatigue und einen geringeren Verlust
an grauer Hirnsubstanz aufwiesen [160]. In einer anderen Studie fiihrte die Einnahme von Estriol
bei Patientinnen mit RRMS (ber einen Zeitraum von sechs Monaten u. a. zu einer Abnahme der
Anzahl und des Volumens der L&sionen im MRT [161]. Eine lange korpereigene
Ostrogenproduktion (gemessen anhand der Lange des fruchtbaren Zeitraumes) war in einer Studie
mit postmenopausalen Frauen positiv mit der relativen TL in Zellen des peripheren Blutes
assoziiert [162]. In Ovarien von Mé&usen konnte durch eine gezielte Ostrogendefizienz eine
Verkirzung der TL induziert werden, die durch Ostrogenersatztherapie reversibel war [163]. In
einer weiteren Studie konnte eine positive Korrelation zwischen der LTL von Mannern und sowohl
dem Ostrogenspiegel als auch dem Testosteronspiegel im Serum festgestellt werden [164]. Bei
Patienten mit testikuldrer Unterfunktion, was zu einem Mangel an Testosteron fuhrt, wurde im
Vergleich zu Mannern mit normaler testikuldrer Funktion ein mehr als vierfach erhdhtes Risiko fur
eine MS beobachtet [165]. Aulierdem zeigten Patienten mit MS mit niedrigen Testosteronspiegeln

einen héheren Behinderungsgrad (operationalisiert mit der EDSS) [166].
Herkunft

Die Pravalenz der MS ist weltweit sehr heterogen (Kap. 1.1.1., S. 7, Abb. 1) . Neben anderen
Faktoren sind die weltweit unterschiedlichen Pravalenzen auch auf die genetische Herkunft
zurickzufiihren. So zeigte eine Studie in einer siidafrikanischen Provinz starke Unterschiede in der
MS-Pravalenz zwischen Schwarzen (0,2 Patienten mit MS pro 100.000 Einwohner) und WeilRen
(25,6 Patienten mit MS pro 100.000 Einwohner) [5]. Zwei weitere Studien zeigten bis zu achtmal
geringere Pravalenzen fur Asiaten und Schwarze im Vergleich zu Weifen [167,168]. Hinsichtlich
der Schwere des Krankheitsverlaufs liegen uneindeutige Daten vor. Es wurde ein schwererer
Krankheitsverlauf bei afrikanischen Amerikanern im Vergleich zu weilen Amerikanern gezeigt
[169], jedoch schwachte die Einbeziehung von  Bildung, Einkommen sowie
Krankenversicherungsstatus in die statistische Analyse diese Unterschiede ab [170]. Obwohl sich
die TL zwischen Neugeborenen unterschiedlicher Abstammung nicht signifikant unterschied [152],
konnten bei Kindern europaischer Abstammung kiirzere Telomere im Speichel als bspw. bei
Kindern mit afrikanisch-amerikanischer Abstammung festgestellt werden [171,172]. Auch bei
Erwachsenen europaischer Abstammung fanden sich signifikant kirzere Telomere im Vergleich zu

Individuen mit afrikanischer Herkunft in verschiedenen Geweben [74,173].
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Genetische Vererbung

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass das Risiko einer Erkrankung an MS zu einem
bestimmten Teil vererbbar ist [174,175]. In einer Metaanalyse zum MS-Risiko bei Zwillingen konnte
ein Risiko von 18,2% identifiziert werden, dass nach Auftreten einer MS bei einem Zwilling auch
der zweite erkrankt [176]. Fur nicht-Zwillings-Geschwister lag dieses Risiko bei 2,7%. Zwischen
betroffenen Familienmitgliedern konnte keine Ubereinstimmung des Schweregrades der
Erkrankung festgestellt werden, allerdings haben betroffene Zwillinge haufig die gleiche
Verlaufsform [177].

Uber 200 Genorte mit Assoziation zur MS wurden bereits identifiziert, von denen die HLA-Loci die
am besten untersuchten sind [174,178]. Fur verschiedene HLA-Allele konnten sowohl
risikoerhdhende als auch protektive Effekte nachgewiesen werden. So ist die Chance einer
Erkrankung mit MS fir Trager des HLA-DRB1*15:01-Allels fast vierfach hoher (OR: 3,92),
wohingegen das HLA-A*02:01-Allel protektiv wirkt (OR: 0,67) [12,178]. Die Haufigkeitsverteilung
der HLA-Allele kénnte zur globalen Heterogenitat der MS-Pravalenz beitragen. So ist das
Risiko-Allel HLA-DRB1*15:01 bspw. bei Europdern besonders haufig [179]. Yates et al. [180]
konnten zeigen, dass junge Patienten mit MS, die Trager des HLA-DRB1*15:01-Allels sind,
schwerere Entziindungen des Parenchyms des Motorkortex und der Meningen hatten sowie eine
stérkere Demyelinisierung der Neurone und starkere kognitive Defizite. Die identifizierten nicht-
HLA-Risikovarianten zeigten in Assoziationstudien eine OR zwischen 1,06 und 2,06 fir die MS
[174]. AuBerdem sind einige dieser genetischen Varianten mit dem Behinderungsgrad sowie der

Schubfrequenz assoziiert [181-183].

Die TL kann durch zwei Mechanismen vererbt werden: zum einen durch die indirekte Vererbung,
bei der SNPs in nicht-telomerischen Bereichen vererbt werden und Einfluss auf die
Telomererhaltung haben, und zum anderen durch die direkte Vererbung durch Unterschiede der TL
in den Keimzellen der Eltern [184]. Dementsprechend korreliert die LTL zwischen sich
naherstehenden Familienmitgliedern (bspw.: Geschwister: r=0,22; p=3,0x10%; Cousins: r=0,07;
p=0,04) [184]. Zudem konnte eine Assoziation in der TL von Eltern und deren Nachkommen
gezeigt werden [185,186]. Modelle zur LTL-Verklrzungsrate konnten eine Vererbung zwischen 24
und 32% aufzeigen [187]. In einer Studie mit Amerikanern europaischer Abstammung konnten 28
bis 31% der Varianz der TL durch SNPs erklart werden [188]. In einer ersten genomweiten
Assoziationsstudie (genome-wide association study, GWAS) von 2013 konnten sieben Genorte mit
Assoziation zur LTL gefunden werden, von denen funf eine Rolle in der Regulation der Telomere
einnehmen [189]. Die SNPs zweier Genorte (TERC und RTEL1) sind bei Europdern im
Kopplungsungleichgewicht mit SNPs, die mit MS assoziiert sind, wobei jeweils das MS-Risikoallel
mit langeren Telomeren assoziiert ist [137]. Des Weiteren konnte in einer Studie eine Assoziation
zwischen dem Vorliegen des HLA-DRB1*04-Allels und einer signifikant kirzeren TL in
CD4+ T Zellen identifiziert werden [190]. In einer aktuellen GWAS, in der mehr als 100 neue mit
der LTL assoziierte Genorte gefunden wurden, konnte mittels Mendelscher Randomisierung
auflerdem flr jede um eine Standardabweichung gréRere genetisch determinierte LTL ein hdheres
MS-Risiko (OR: 1,35) identifiziert werden [191].
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4.2.2.2. Assoziation von Umweltfaktoren mit MS und TL

Infektionen

Neben den genetischen Anlagen wird das individuelle Risiko an MS zu erkranken auch wesentlich
durch  Umweltfaktoren beeinflusst (Tab. 6). In einem systematischen Review konnte
herausgearbeitet werden, dass mehr als 90% der Patienten mit MS, jedoch nur 81,4% der
Kontrollen seropositiv fur EBV waren [192]. In weiteren Studien wurde eine Seropravalenz fir EBV
von bis zu 100% bei Patienten mit MS [193,194] und eine Serokonversion vor der MS-Diagnose
[193,195] beschrieben. In einer Metaanalyse von Belbasis et al. [14] konnte flr die Seropositivitat
fur AK gegen das nukleare Antigen von EBV (Epstein-Barr nuclear antigen, EBNA) eine OR fur MS
von 4,46 berechnet werden. AuRerdem konnten Assoziationen zwischen EBNA-spezifischen AK-
Titern sowie Anzahl und Volumen von Lasionen im MRT und EDSS-Scores von Patienten mit MS
identifiziert werden [196,197]. Darlber hinaus korrelierte die Hohe dieser AK-Titer mit einem
erhdhten Risiko einer Konversion von CIS zu MS (HR: 2,2) [197].

Tab. 6: Umweltfaktoren mit Assoziation zur MS und TL

Faktoren . MS-Ri§iko Sc.;hwere de; Verlaufs - TL.
Einfluss Evidenzgrad| Einfluss Evidenzgrad| Einfluss Evidenzgrad
EBV-Infektion N oo 1 * 1 *
HHV-6A-Infektion 1 * 0 * ! o
Luftverschmutzung 1 * 1 * ! o
Bakterielle Infektionen 1 * - - ! *
CMV-Infektion ! * 1 * ! *
Sonnenlicht ! ** ! * 1 *

Diese Tabelle veranschaulicht die identifizierten Assoziationen von Umweltfaktoren mit dem Risiko einer MS,
der Schwere der MS-Erkrankung sowie der TL. Die Richtung der Assoziation ist durch Pfeile dargestellt. Die
Farbung zeigt, ob es sich um eine positive (griin) oder negative (rot) Assoziation handelt. Ein roter, nach
unten gerichteter Pfeil in der Spalte der TL steht fur eine Assoziation des Faktors mit kiirzeren Telomeren. Bei
einem griinen Pfeil ist der Faktor mit einer Iangeren TL assoziiert. Gegenlaufige Pfeile (blau) bedeuten eine
kontextabhangige Assoziation. Der Grad der Evidenz wurde anhand der Anzahl der Studien, die eine
Assoziation beschrieben haben, der Konsistenz der identifizierten Studienergebnisse und der statistischen
Signifikanz festgelegt, wobei ,** fir eine geringe Evidenz und ,***“ fiir eine hohe Evidenz der Assoziation
steht. Falls keine Assoziation zwischen einem Faktor und der Krankheitsschwere identifiziert werden konnte,
wurde dies mit dem Zeichen ,-“ gekennzeichnet. Die Faktoren wurden nach der Richtung der Assoziation mit
dem Risiko fuir MS sortiert. Diese Tabelle wurde adaptiert ibernommen von Hecker et al. [137].

CMV: cytomegalovirus, Zytomegalievirus; EBV: Epstein-Barr-Virus; HHV: Humanes Herpesvirus; MS: Multiple
Sklerose; TL: Telomerlange.

EBV-infizierte B-Zellen tragen das Virus dauerhaft in sich und kdnnen durch Aktivierung der
Telomerase und ALT (Kap. 1.2.1.) zu ,unsterblichen Zellen werden [198,199]. Eine Infektion mit
EBV zeigte keine Assoziation mit der LTL [200]. Allerdings konnte bei Individuen mit einer
gleichzeitigen Infektion mit EBV und drei weiteren Herpesviridae Uber drei Jahre eine signifikant
starkere LTL-Verkirzung im Vergleich zu Individuen ohne serologische Evidenz fiir eine dieser vier

Infektionen nachgewiesen werden [200].

Ein weiteres Herpesvirus mit Assoziation zur MS ist das humane Herpesvirus (HHV) -6 mit den
Subtypen A und B. Im Vergleich zu Gesunden wurde bei Patienten mit RRMS eine hoéhere
HHV-6A/B-Seropositivitdt beschrieben (82,9% bzw. 93,1%) [201]. In einer Subtyp-spezifischen
Studie von Engdahl et al. [202] war eine Antikérperreaktion mit IgG gegen HHV-6A mit einem
erhéhten Risiko fir MS assoziiert (OR: 1,55), wohingegen interessanterweise eine

Antikdrperreaktion gegen HHV-6B eine protektive Assoziation zeigte (OR: 0,74). Uberdies konnte
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gezeigt werden, dass die Hohe der IgG-Titer gegen HHV-6 im Serum mit einer erhéhten Schubrate
assoziiert ist [203], und, dass seropositive Patienten mit MS einen héheren Behinderungsgrad als
seronegative Patienten aufweisen [201]. HHV-6 kann sich in die Telomerregion verschiedener
Chromosomen integrieren [204]. In der Studie von Dowd et al. [200] war eine Infektion mit HHV-6

mit einer kirzeren LTL bei einer Folgeuntersuchung nach drei Jahren assoziiert.

In mehreren Studien konnte eine Assoziation zwischen einer Infektion mit dem Zytomegalievirus
(cytomegalovirus, CMV) und einem geringeren MS-Risiko (OR: 0,70) identifiziert werden [205,206].
Zivadinov et al. [207] konnten zeigen, dass sowohl das Vorhandensein von AK gegen CMV (als
Zeichen einer durchgemachten Infektion) als auch die Héhe dieser Titer glinstig mit dem Verlauf
der MS korrelieren, bspw. mit geringerer Schubrate, geringerer Hirnatrophie und weniger T2-
Lasionen in der MRT. Allerdings wurden in einer anderen Studie eher nachteilige Effekte einer
Infektion mit CMV, ndmlich eine erhdhte Schubrate sowie ein héheres Risiko einer Konversion von
CIS zu MS, beschrieben [208]. Im Vergleich zu EBV und HHV-6 zeigte eine Infektion mit CMV die

starkste negative Assoziation mit der LTL [200].

In Metaanalysen wurde gezeigt, dass Infektionen mit dem bakteriellen Erreger Helicobacter pylori
(HP) bei Patienten mit MS seltener vorkommen als bei Kontrollen [209,210]. Histologische
Untersuchungen stehen allerdings im Widerspruch mit den serologischen Untersuchungen [211].
Bei Ratten mit experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell der MS,
und einer Infektion mit HP konnte ein geringerer Behinderungsgrad als bei jenen mit EAE und ohne

HP-Infektion gemessen werden [212].

In einer Querschnittsstudie mit rund 3.500 Teilnehmern war die Seropositivitat fur Anti-HP-IgG bei
55-75-Jahrigen signifikant mit kiirzeren LTL assoziiert, allerdings erreichte diese Assoziation in der

gesamten Kohorte keine Signifikanz [213].
Sonnenlichtexposition

Die Pravalenz und Inzidenz der MS ist in Landern mit sehr hohem UV-Index signifikant niedriger
als in Landern mit niedrigem UV-Index [214]. HedstrOm et al. [215] zeigten, dass Sonnenlicht/UV-
Strahlung sowohl direkt als auch indirekt (Gber die Produktion von Vitamin D in der Haut) das
Risiko fur MS beeinflusst. AuRerdem wurde gezeigt, dass im April oder Mai geborene Bewohner
der nérdlichen Hemisphéare ein erhohtes Risiko, die im Oktober oder November Geborenen ein
niedrigeres Risiko fir eine MS haben, was u. a. durch den Vitamin D-Mangel wahrend der
Schwangerschaft in den Wintermonaten nordlich des Aquators erklart wird [216,217]. Die
Arbeitsgruppe Magalhaes et al. [218] fand heraus, dass wenig Sonnenlichtexposition in der
Kindheit und Adoleszenz das Risiko flir MS erhéht. D'hooghe et al. [219] konnten zeigen, dass eine
héhere Sonnenlichtexposition mit einer niedrigeren HR fur das Erreichen eines EDSS-Scores von
sechs bei Patienten mit RRMS einhergeht. Aulerdem zeigten Ostkamp et al. [220], dass bei
Patienten mit MS niedrigere Breitengrade, verbunden mit héherer Sonneneinstrahlung, mit einem
geringeren Risiko fir Lasionen, einem niedrigeren Schweregrad der MS und einem geringeren
Anstieg des EDSS-Wertes Uber zwei Jahre assoziiert sind. Telomere sind besonders anfallig fur
oxidativen Stress und DNA-Schaden infolge von UV-A-Strahlung [71,221,222]. In Studien konnte
gezeigt werden, dass die Bestrahlung von Zellen mit UV-A dosisabhangig zu kiirzeren Telomeren
fuhrt [222,223]. Uberdies wurde festgestellt, dass Individuen, die ihre Haut vor Sonnenlicht

geschutzt hatten, langere Telomere in den Hautzellen hatten als jene ohne Schutz [224].
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Luftverschmutzung

In einer Metaanalyse konnten Lotfi et al. [225] zeigen, dass eine Exposition gegenuber Feinstaub
(particular matter, PM) der GroRen 2,5 und 10 Mikrometer mit einem erhdhten Risiko fur MS
assoziiert ist (Risikoverhaltnis: 1,28). Neben PM2,5 und PM10 sind weitere Stoffe, die die Luft
verunreinigen, bspw. Kohlenmonoxid und Schwefeldioxid, mit dem Auftreten der MS assoziiert
[226]. Uberdies korrelierte die PM10-Exposition mit dem Schubrisiko bei Patienten mit RRMS
(OR: 4,143) [227]. Angelici et al. [228] konnten aufllerdem eine Assoziation zwischen
Krankenhausaufnahmen aufgrund eines Schubereignisses der MS und der Exposition gegeniiber
PM10 identifizieren. Es wird vermutet, dass Luftverschmutzung u. a. zu erhéhtem oxidativen Stress
im Koérper und damit zu verklrzten Telomeren fihrt [71,229]. In zwei systematischen Reviews
konnten flr verschiedene Schadstoffe in der Luft Assoziationen mit der TL gezeigt werden
[230,231]. DarlUber hinaus wurde gezeigt, dass eine hdhere Exposition gegenliber PM2,5 bei
Schwangeren zu einer verkirzten TL im Nabelschnurblut der Neugeborenen fihrt [232]. Bei
Vorschulkindern konnte ebenfalls eine negative Assoziation zwischen Luftverschmutzung und LTL
identifiziert werden [233].

4.2.2.3. Auswirkungen des Lebensstils auf MS und TL

Rauchen

Neben genetischen sowie Umweltfaktoren konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch
Faktoren des Lebensstils mit potenziellem Einfluss auf die MS und die TL in der Literatur
identifiziert werden. Verglichen mit Individuen, die noch nie geraucht haben, hatten Raucher in
einer Metaanalyse ein erhohtes Risiko fir MS (OR: 1,57; Tab. 7) [234]. Passives Rauchen war in
einer Studie von Hedstrém et al. [235] ebenfalls mit einem hoéheren Risiko flir MS assoziiert, wobei
eine langere Exposition das Risiko weiter erhéhte. Bei rauchenden Patienten konnte auferdem ein
im Durchschnitt héherer EDSS-Wert festgestellt werden als bei Nichtrauchern [236]. Es konnte
auch gezeigt werden, dass Raucher mit CIS ein héheres Konversionsrisiko zur MS haben als
Nichtraucher (HR: 2,3) [237]. Zusatzlich erhdht Rauchen das Risiko einer Konversion von RRMS
zu SPMS, und bei Patienten, die das Rauchen aufgaben, konvertierte die Erkrankung spater als
bei jenen, die weiterhin rauchten [15,238]. In bildgebenden Untersuchungen von 128 Rauchern mit
MS wurde, verglichen mit 240 Nichtrauchern, eine gréRere Anzahl an Lasionen, ein groReres
Lasionsvolumen sowie vermehrte Atrophie des Gehirns festgestellt [239]. Zigarettenrauch flhrt
u.a. zu vermehrtem oxidativen Stress [240]. Verglichen mit ehemaligen Rauchern und
Nichtrauchern wurden in einer Metaanalyse kirzere Telomere in Zellen des peripheren Blutes von
Rauchern festgestellt [241]. Bei Kindern, deren Mutter wahrend der Schwangerschaft rauchten,
konnte in bukkalen Zellen eine kiirzere TL gemessen werden als bei nicht exponierten Kindern
[242].



4. Ergebnisse 52

Faktoren MS-Risiko Schwere des Verlaufs TL
Einfluss Evidenzgrad| Einfluss Evidenzgrad| Einfluss Evidenzgrad
Rauchen T *kk T *kk l, *k%k
Ubergewicht 1 i 1 * ! e
Nacht-/Schichtarbeit 1 b - - ! *
Psychologischer Stress 1 * 0 * ! b
Alkoholkonsum 1 * ! * ! *
Kaffeekonsum 1 * - - 1 *
Sportliche Aktivitat ! ** ! o 1 *
Mediterrane Erndhrung ! * ! * 1 **
Vitamin D Suffizienz ! ** ! * 1 *
Andere Vitamine | * - - 1 *

Tab. 7: Lebensstilfaktoren mit Assoziation zur MS und TL

Diese Tabelle zeigt die mit dem MS-Risiko, der Schwere der Erkrankung und der TL assoziierten Faktoren des
Lebensstils. Die Richtung der Assoziation ist durch Pfeile dargestellt. Die Farbung zeigt, ob es sich um eine
positive (griin) oder negative (rot) Assoziation handelt. Ein roter, nach unten gerichteter Pfeil in der Spalte der
TL steht fur eine Assoziation des Faktors mit kiirzeren Telomeren. Bei einem griinen Pfeil ist der Faktor mit
einer langeren TL assoziiert. Gegenlaufige Pfeile (blau) bedeuten eine kontextabhangige Assoziation. Der
Grad der Evidenz wurde anhand der Anzahl der Studien, die eine Assoziation beschrieben haben, der
Konsistenz der identifizierten Studienergebnisse und der statistischen Signifikanz festgelegt, wobei ,*“ fiir eine
geringe Evidenz und ,***“ fUr eine hohe Evidenz der Assoziation steht. Falls keine Assoziation zwischen einem
Faktor und der Krankheitsschwere identifiziert werden konnte, wurde dies mit dem Zeichen ,-*
gekennzeichnet. Die Faktoren wurden nach der Richtung der Assoziation mit dem Risiko fiir MS sortiert. Diese
Tabelle wurde von Hecker et al. [137] modifiziert ibernommen.

MS: Multiple Sklerose; TL: Telomerlange.

Ubergewicht

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass Ubergewicht (BMI: 25-30 kg/m?) bzw. Fettleibigkeit
(BMI: >30 kg/m?) mit einem hoheren, Untergewicht (BMI: 15-18,5 kg/m?) mit einem geringeren
Risiko fur MS assoziiert ist [243,244]. In einer Mendelschen Randomisierungsstudie konnte
aullerdem festgestellt werden, dass das Risiko fur MS durch eine genetische Pradisposition fur
Fettleibigkeit erhdht wird [245]. Fettleibige Patienten mit MS hatten in einer weiteren Studie auch
ein erhdhtes Risiko (OR: 1,3) fur einen schwereren Verlauf im Vergleich zu normalgewichtigen
Patienten [246]. Es konnte einerseits eine positive Korrelation zwischen BMI und EDSS- Score bei
Patientinnen mit MS, andererseits eine negative Korrelation bei mannlichen Patienten mit MS
identifiziert werden [247]. In einer Metaanalyse stellte sich heraus, dass BMI und TL in Blutzellen
bei Erwachsenen (Alter: >18 Jahre) negativ miteinander korrelierten, wobei diese Korrelation bei
Jungeren stérker ausgepragt war [248]. In einer Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2021 wurde
festgestellt, dass Uibergewichtige und fettleibige Kinder kiirzere Telomere in Blutzellen aufweisen

als normalgewichtige Kinder [249].
Nacht-/Schichtarbeit

Es konnte gezeigt werden, dass Arbeit im Schichtsystem, besonders bei Individuen im
adoleszenten Alter (<20 Jahre), das Risiko fur eine Erkrankung an MS erhoht (OR: ~1,5) [250-252].
AuRerdem stieg das Risiko fur eine MS mit zunehmender Intensitat der Schichtarbeit und langerer
Arbeit im Schichtsystem an [251]. In einigen Studien konnten Assoziationen zwischen hdherer
Intensitat von Schichtarbeit und verstarkter Telomerverkiirzung im Vergleich zu Kontrollen

aufgezeigt werden [253].
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Stress

Stressige Lebensereignisse wie die Scheidung vom Ehepartner, ernsthafte Konflikte sowie das
Erleben von Obdachlosigkeit oder der Verlust eines Kindes konnten mit einem erhdhten Risiko
einer MS in Verbindung gebracht werden [254-256]. Buljevac et al. [257] zeigten, dass vier Wochen
nach einem als stressig erlebten Ereignis die Rate an Verschlechterungen der MS-Symptomatik
um mehr als das Zweifache anstieg. Patienten, die in ihrer Kindheit Opfer schweren Missbrauchs
gewesen sind, zeigten auRerdem hoéhere Schubraten als solche, die keinen schweren Missbrauch
erlebten [258]. In einer Metaanalyse konnte eine signifikante Korrelation zwischen héherem

erlebten Stress und kurzerer TL in Blutzellen (r=-0,25) identifiziert werden [259].
Alkohol- und Kaffeekonsum

Die schadigenden Wirkungen von Alkohol auf den menschlichen Koérper und vor allem das
Nervensystem, u. a. durch Induzierung von Demyelinisierung und Nervenzellschadigung, sind seit
langer Zeit bekannt [260]. Nichtsdestotrotz sind die Studienergebnisse hinsichtlich der Assoziation
von Alkoholkonsum und MS-Risiko heterogen. Einerseits zeigten Pakpoor et al. [261] ein
besonders bei Mannern erhdhtes Risiko fir MS durch Alkoholabhangigkeit und -missbrauch.
Andererseits war Alkoholkonsum in einigen Studien mit einem verringerten Risiko fur MS assoziiert
[262-264]. Alkoholkonsum wurde zudem mit einem glinstigeren Krankheitsverlauf und langsamerer
Behinderungsprogression in Verbindung gebracht [265,266]. In einer Metaanalyse konnte eine
signifikante Assoziation zwischen Alkoholabusus und kirzerer TL festgestellt werden [267].
AuRerdem war Alkoholkonsum innerhalb des ersten Trimesters der Schwangerschaft mit

verklrzten Telomeren beim Kind assoziiert [268].

Neben Alkohol wurde auch die Assoziation von Kaffeekonsum mit der MS und der TL untersucht.
Hedstrom et al. [269] zeigten in zwei Kohorten, dass Kaffeekonsum, abhangig von der Menge, mit
einem bis zu 36% geringeren Risiko fur MS assoziiert ist. Des Weiteren war erhdhter
Kaffeekonsum bei Patienten mit RRMS mit einer langeren Zeit bis zum Erreichen eines
EDSS-Scores von sechs assoziiert [265]. In der Nurses' Health Study korrelierte Kaffeekonsum
positiv mit der LTL [270].

Sportliche Aktivitat

Starke korperliche Aktivitat verringert das Risiko fur MS um bis zu 30% [271,272]. AulRerdem
konnte eine Assoziation zwischen intensivem aeroben Training bei Patienten mit MS und einer
geringeren Schubrate belegt werden [273]. Grover et al. [274] zeigten zudem, dass hoéhere
sportliche Aktivitat bei padiatrischen Patienten mit MS (Alter: 5-18 Jahre) zu einer geringerer
Fatigue-Symptomatik flihrt und sportliche Aktivitdten mit einem geringeren T2-Lasionsvolumen und
einer niedrigeren Schubrate assoziiert sind (beides: r=-0,66; p=0,006). Aullerdem berichteten
sportlich aktivere Patienten mit MS eine héhere gesundheitsbezogene Lebensqualitat als jene mit
weniger korperlicher Aktivitat [275]. Sportliche Aktivitat war ebenfalls mit groReren Volumina des
Thalamus und Hippocampus sowie mit besserer neuraler Integritat bei Patienten mit MS korreliert
[276]. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass hohere korperliche Aktivitat, bspw.
langjahriges Ausdauertraining, im Vergleich zu einem bewegungsarmen Lebensstil mit 1angeren
Telomeren assoziiert ist [277-279]. In einer Studie mit Ultratrail-Teilnehmern wurde hingegen
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beobachtet, dass starke akute Belastung die TL im Speichel verkirzt [278], was zeigt, dass

Uberbelastung einen moglichen nachteiligen Effekt auf die TL haben kénnte.
Erndhrung

Es konnte gezeigt werden, dass die erhdhte Zufuhr von mehrfach ungesattigten Fettsduren das
Risiko, an MS zu erkranken, verringert [280]. AuBerdem konnte in einer Fall-Kontroll-Studie ein
geringeres Risiko fir MS bei Individuen mit hohem Verzehr von Friichten (OR: 0,23) und Gemlise
(OR: 0,41) identifiziert werden [281]. Dies deckt sich mit den Ergebnissen einer anderen Studie,
wonach Individuen, die in ihrer Kindheit haufiger Frichte und/oder Hulsenfriichte verzehrt haben,
ein reduziertes Risiko fir MS aufwiesen [282]. Hedstrom et al. [283] identifizierten eine Assoziation
zwischen héherem Fischkonsum und einem geringeren MS-Risiko. Esposito et al. zeigten zudem,
dass das Einhalten einer mediterranen Ernahrung (wenig Fleisch, dafiir viele Friichte, Gemise und
Nisse) mit einem geringeren EDSS-Score und MSSS (beide r=-0,13) assoziiert ist [284]. Gesunde
Erndhrung mit mediterraner Kost ist zudem mit einer langeren TL assoziiert [285-287]. Ein eher
ungesunder Lebensstil, u. a. mit hohem Verzehr von verarbeitetem Fleisch und Zucker, wurde

hingegen mit kiirzeren Telomeren in Verbindung gebracht [287].
Vitamine

Als Besonderheit ist Vitamin D das einzige Vitamin, welches vom menschlichen Korper unter
Sonnenexposition synthetisiert wird, aber auch Uber die Nahrung aufgenommen werden kann.
Munger et al. [288] konnten zeigen, dass der Serum-Vitamin D-Spiegel mit dem Risiko fir MS bei
Frauen assoziiert ist: im Vergleich zur Gruppe mit den héchsten Vitamin D-Werten war das Risiko
einer MS bei Frauen mit den niedrigsten Werten ca. zweimal héher (relatives Risiko (RR): 2,02).
Passend dazu wurde in einer Studie gezeigt, dass die Aufnahme von Vitamin D sowohl mit der
Nahrung als auch durch Nahrungserganzungsmittel mit einem geringeren Risiko fiir MS assoziiert
ist [289]. Darlber hinaus zeigten Kinder, deren Mdutter wahrend der frihen Phase der
Schwangerschaft eine Vitamin D-Insuffizienz hatten, ein knapp zweifach erhdhtes Risiko, an MS zu
erkranken (RR: 1,90), verglichen mit Kindern, deren Mitter suffiziente Serum-Vitamin D-Spiegel
hatten [290]. AuRerdem wurde gezeigt, dass hdhere Serum-Vitamin D-Spiegel mit einer geringeren
Schubrate sowie einer Reduktion der Anzahl neuer L&sionen in der Bildgebung assoziiert sind,
wahrend eine Vitamin D-Insuffizienz mit schwereren Verlaufen der MS assoziiert ist [291,292].
Ferner haben nach aktueller Studienlage Individuen mit suffizientem Plasma-Vitamin D-Spiegel im
Mittel eine langere LTL als diejenigen mit einer Insuffizienz [293,294]. In einer Interventionsstudie
stellte sich zudem heraus, dass die Supplementierung von Vitamin D tber zwdlf Monate mit einer
Verlangerung der LTL einhergeht [295]. In anderen Studien konnte aufgezeigt werden, dass sowohl
héhere mutterliche Serum-Vitamin D-Spiegel als auch eine vermehrte Vitamin D-Aufnahme mit

einer langeren LTL im Nabelschnurblut von Neugeborenen assoziiert sind [296,297].

Bisher gibt es nur wenige Studien, die eine mdgliche Assoziation zwischen anderen Vitaminen und
der MS bzw. der TL untersucht haben. Guan et al. [128] konnten zeigen, dass die Gabe von
Vitamin E bei Patienten mit MS zu einer signifikanten Reduktion des systemischen oxidativen
Stresses flihrt. Allerdings konnte, mutmaRlich aufgrund des kurzen Folgezeitraums von drei
Monaten, keine Auswirkung auf den EDSS-Score oder die TL beobachtet werden. Allerdings
zeigten Corina et al. [298], dass Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen und einer relativ

hohen taglichen Aufnahme an Vitamin E eine langere LTL hatten als jene mit niedrigerer
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Vitaminaufnahme. Des Weiteren wurde beschrieben, dass Individuen, die Vitamin B-12-
Nahrungserganzungsmittel nutzten, eine 5,9% langere LTL hatten als jene ohne Supplementierung
von Vitamin B-12 und, dass Patienten mit MS signifikant geringere Vitamin B-12-Serumspiegel

hatten als Kontrollen [299].

4.2.2.4. Ubersicht tiber mit der MS und der TL assoziierte Faktoren

Die im Rahmen der klassischen Literatursuche identifizierten genetischen, Umwelt- und
Lebensstilfaktoren, die in der Literatur als mit der MS sowie der TL assoziiert beschrieben wurden,
sind in Abb. 17 zusammenfassend dargestellt. Die entsprechenden Faktoren wurden publizierten
Studien und Artikeln entnommen und im Rahmen dieser Arbeit zusammengefasst. Die detaillierten
Informationen Uber die Assoziationen der Faktoren mit der MS und der TL kénnen den vorherigen

Kap. (Kap. 4.2.2.1.-4.2.2.3.) entnhommen werden.
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Abb. 17: Ubersicht iiber die mit der MS und der TL assoziierten Faktoren

Es konnten Faktoren identifiziert werden, die sowohl mit dem Risiko an MS zu erkranken und/oder der
Schwere der Erkrankung korrelieren, als auch mit einer Veranderung der TL assoziiert sind. Die einzelnen
Faktoren sind jeweils einer der drei Uberkategorien ,Genetik*, ,Umwelt* oder ,Lebensstil* zugeordnet und
beispielhaft veranschaulicht. Die farbliche Unterlegung der Uberkategorie dient der besseren Unterscheidung.
Eine zentrale Rolle in der Verbindung zwischen MS, Telomeren und Faktoren spielt vermutlich oxidativer
Stress, der bspw. durch Rauchen oder ungiinstige Ernahrung entsteht, und u. a. zu Telomerverlust sowie
Schwéachung des Immunsystems flhren kann. Dennoch sind die genauen Mechanismen und Auswirkungen
der einzelnen Faktoren auf die MS, die TL und das Immunsystem bisweilen unvollstandig aufgeklart.
Modifiziert Gbbernommen von Hecker et al. [137].

MS: Multiple Sklerose; TL: Telomerlange.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Assoziation zwischen der neurodegenerativen Erkrankung MS
und der Lange der Telomere in Blutzellen als Marker des biologischen Alters untersucht. Hierfir
wurde einerseits eine Studie mit 60 Patienten mit MS sowie 60 gesunden Kontrollen, deren LTL
gemessen wurde, durchgefiihrt (Kap. 4.1.) und andererseits systematisch nach Studien, im
Rahmen derer die TL bei Patienten mit MS gemessen wurde, gesucht (Kap. 4.2.1.). Es konnten
sieben Studien, inklusive der in Kap. 4.1. beschriebenen Studie zur ,Rostocker Kohorte,
identifiziert werden. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Patienten mit MS kirzere Telomere in
Blutzellen haben als Gesunde. Da die Ergebnisse der Studie zur LTL in der ,Rostocker Kohorte*
und der systematischen Literaturrecherche thematisch eng miteinander in Verbindung stehen,
werden diese teilweise gemeinsam diskutiert. Des Weiteren wurde im Rahmen einer klassischen
Literaturrecherche nach Faktoren aus den Bereichen Genetik, Umwelt und Lebensstil gesucht,
welche sowohl mit der MS als auch mit der TL assoziiert sind (Kap. 4.2.2.). Es konnten mehrere
Faktoren identifiziert werden, die in Studien mit einer Veranderung des MS-Risikos, der Schwere
der Erkrankung und der TL korrelierten. In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit in den aktuellen wissenschaftlichen Kontext gesetzt und diskutiert.

5.1. Représentativitiat der Rostocker Kohorte

Die fur die durchgefiihrte Studie zur LTL bei Patienten mit MS genutzten Patienten- und
Kontrollproben wurden in einem vorhergegangenen Forschungsprojekt der Forschungsgruppe
Neuroimmunologie gewonnen und anschlieRend eingelagert. Aus diesen eingelagerten Proben
wurden jeweils 60 Proben von Patienten mit MS und 60 Proben von gesunden Kontrollen flr die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Studie ausgewahlt. Alle Patienten mit MS, von denen eine
DNA-Probe verwendet wurde, erflllten zum Zeitpunkt der BE die McDonald-Diagnosekriterien von
2001 [38] oder die revidierten Kriterien von 2005 [39], die zum damaligen Zeitpunkt der
Rekrutierung der Patienten fir die vorausgegangene Forschungsarbeit (zwischen 2003 und 2010)
die aktuellsten Diagnosekriterien waren. Das Durchschnittsalter der ausgewahlten Patienten und
Kontrollen lag bei 48,0 bzw. 48,1 Jahren. Damit ahnelt die ,Rostocker Kohorte* der Stichprobe des
deutschen nationalen Registers NeuroTransData (n=21.407) [300] sowie der Kohorte der
Deutschen Multiple Sklerose Gesellschaft (DMSG, n=35.350) [301], wonach das Durchschnittsalter
von Patienten mit MS im Jahr 2020 bei 49,0 Jahren (NeuroTransData), bzw. 2021 bei 47,3 Jahren
(DMSG) lag. In der durchgefuhrten Studie war das Verhaltnis der Geschlechter
(weiblich : mannlich) sowohl bei den Patienten als auch bei den Kontrollen 1:1, wobei es im
NeuroTransData-Register bei ca. 2,6:1 und in der DMSG-Kohorte bei rund 2,5:1 lag [300,301]. In
vergleichbaren nationalen Registern aus Finnland und Italien konnten dazu &hnliche
Geschlechtsverhaltnisse gezeigt werden (2,5:1 bzw. 2,0:1) [302,303]. Auch im Atlas der MS und
weiteren Quellen wurde beschrieben, dass Frauen zwei bis drei Mal haufiger an MS erkranken als
Manner [3,10,11,144,145,301]. Der Unterschied zwischen der ,Rostocker Kohorte“ und nationalen
bzw. globalen Daten ist jedoch auf die beabsichtigte Auswahl der Proben zurlickzufiihren, da eine
ausgeglichene Geschlechts- sowie Altersverteilung zwischen den Gruppen zur besseren
Vergleichbarkeit angestrebt wurde. Die ,Rostocker Kohorte* setzte sich aus 40 Patienten mit
RRMS (66,6%) und 20 Patienten mit PPMS (33,3%) zusammen. Patienten mit SPMS wurden nicht
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in die Kohorte aufgenommen. Von den in NeuroTransData registrierten Patienten sind 77% der
Patienten mit RRMS und 15% der Patienten mit SPMS diagnostiziert, funf Prozent leiden an einer
PPMS sowie weitere drei Prozent am CIS [300], eine ahnliche Aufteilung der Verlaufsformen kann
auch in der DMSG-Kohorte identifiziert werden [301]. Diese Daten decken sich ebenfalls mit den
Ergebnissen verschiedener europaischer MS-Register [302,303]. Die Abweichung der ,Rostocker
Kohorte von den Angaben in der Literatur, vor allem bei der Kohorte der Patienten mit PPMS,

ergibt sich auch hier aus der gezielten Auswahl der Proben.

Der Median der EDSS-Scores der Patienten mit RRMS der ,Rostocker Kohorte“ betrug 2,5;
wohingegen der mediane EDSS-Score von Patienten mit PPMS bei 5,0 lag (Kap. 4.1.1., Tab. 2). Im
Vergleich zu den Patienten mit RRMS der DMSG-Kohorte [301], die einen medianen EDSS-Score
von 2,0 aufwiesen, hatten die Patienten mit RRMS der ,Rostocker Kohorte® einen geringfigig
héheren Behinderungsgrad, obwohl die mittlere Krankheitsdauer der Patienten mit RRMS in der
DMSG-Kohorte langer war als die der ,Rostocker Kohorte® (12,149,0 vs. 6,1+6,8). Ebenfalls
unterschieden sich der mediane EDSS-Score sowie die durchschnittliche Krankheitsdauer
zwischen den Patienten mit PPMS der beiden Kohorten (medianer EDSS-Score: 5,5 (DMSG-
Kohorte) bzw. 5,0 (Rostocker Kohorte); durchschnittliche Krankheitsdauer: 14,4+10,1 bzw. 3,0+4,7)
[301]. Eine mdgliche Erklarung dieser Differenzen kénnte in der unterschiedlichen Grolke der
Kohorten liegen, da die ,Rostocker Kohorte* mit 60 Patienten mit MS, bzw. mit 40 Patienten mit
RRMS und 20 Patienten mit PPMS, in Relation zur DMSG-Kohorte mit 26.373 RRMS- bzw. 2.402
PPMS-Patienten verhaltnismaRig klein war [301].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrte Studie zur LTL in der ,Rostocker Kohorte“ umfasste
insgesamt 60 Patienten mit MS und 60 gesunde Kontrollen. Durch durchgefiihrte systematische
Literaturrecherche (Kap. 4.2.1.) konnten sechs weitere Studien zur TL bei Patienten mit MS
identifiziert werden. Die Teilnehmer dieser Studien stammten aus Deutschland, Asien, dem
Vereinigten Koénigreich und Nordamerika. Die Anzahl der eingeschlossenen Patienten mit MS
reichte von zehn [139] bis 516 [140], die Anzahl der eingeschlossenen Kontrollprobanden lag
zwischen sechs [139] und 120 [141], wobei in der Studie von Krysko et al. [140] keine
Kontrollgruppe untersucht wurde und die Kontrollgruppe von Redondo et al. [139] nicht aus
gesunden Kontrollen, sondern aus Patienten mit Arthrose bestand. Im Vergleich zur ,Rostocker
Kohorte* waren sowohl Patienten als auch Kontrollen in allen identifizierten Studien auller jener
von Redondo et al. [139] junger (Kap. 4.2.1.2., Tab. 3). Mit einem Durchschnittsalter von rund
33 Jahren waren die Patienten der beiden Studien von Guan et al. [127,128] am jungsten und
entsprachen nicht dem in der Literatur beschriebenen Durchschnittsalter bei Patienten mit MS,
wohingegen die ,Rostocker Kohorte* mit einem mittleren Alter von 48,0 Jahren in etwa der
Angaben der Literatur entspricht [300,301]. Nur in zwei der sechs weiteren identifizierten Studien
lag der Frauenanteil bei den Patienten mit MS Gber 60% [140,141] und entsprach damit annahernd
dem in der Literatur beschriebenen Geschlechtsverhdltnis von 2-3:1 (weiblich : mannlich)
[300-303]. Mit 30% war der Frauenanteil in der Studie von Redondo et al. [139] am geringsten,
allerdings bestand in dieser Studie die Patientenkohorte aus lediglich zehn Patienten.
Zusammenfassend kann die ,Rostocker Kohorte“ als eine reprasentative deutsche MS-Kohorte

angesehen werden.
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5.2. Betrachtung der verwendeten Proben sowie TL-Messmethode

Fir die vorliegende Studie zur LTL bei Patienten mit MS wurde den Patienten und Kontrollen
peripheres Vollblut entnommen. Die zelluldren Bestandteile des Vollblutes sind Erythrozyten,
Thrombozyten und Leukozyten, von denen allerdings nur letztere einen Zellkern und somit DNA
und Telomere enthalten. Mit Hilfe eines DNA-Isolations-Sets wurde die DNA aus dem Vollblut
isoliert (Kap. 3.1.3.), um die mittlere LTL zu bestimmen (Kap. 3.1.5.). Die Entnahme von
peripherem Blut zeichnet sich, im Gegensatz zur Entnahme von Proben durch bspw.
Liquorpunktion, ZNS-Biopsie oder Knochenmarkpunktion, durch eine verhaltnismafig
unkomplizierte Durchfihrung und Wiederholbarkeit sowie ein geringes Risiko fir Komplikationen
aus, weshalb sie die Methode der Wahl war. In funf vergleichbaren Studien [127,128,134,140,141],
die mithilfe der in dieser Arbeit durchgeflhrten systematischen Literatursuche identifiziert wurden,
wurde ebenfalls die LTL bei Patienten mit MS gemessen. Eine weitere Arbeitsgruppe [138]
untersuchte speziell die TL in CD4+ und CD8+ T-Zellen des peripheren Blutes, die bestimmte
Zelltypen der Leukozyten darstellen, und die Arbeitsgruppe Redondo et al. [139] bestimmte die TL
in MSCs des Knochenmarks, wozu eine Biopsie des Knochenmarks nétig war.

Die TL innerhalb eines Individuums unterscheidet sich in Abhangigkeit der Organe, wobei im
Durchschnitt die kiirzesten Telomere in Zellen des Vollbluts nachgewiesen wurden [74], was bei der
Interpretation von Studienergebnissen beriicksichtigt werden muss. AuRerdem unterscheiden sich
die jahrlichen Verkirzungsraten der Telomere zwischen Zelltypen und Geweben. Dennoch
korreliert die LTL mit der TL in anderen Geweben [74], sodass eine Nutzung der LTL als Marker
des biologischen Alters sowie als Richtwert fir die TL anderer Gewebe mdglich ist. Auch in Studien
zu anderen Krankheitsbildern, bspw. M. Alzheimer, wurde die TL bevorzugt in Zellen des
peripheren Blutes gemessen. In einer Studie von Thomas et al. [304] aus dem Jahr 2008, in dem
die TL von Blutzellen, bukkalen Zellen sowie hippocampalen Zellen zwischen Patienten mit M.
Alzheimer und gesunden Kontrollen verglichen wurden, konnte interessanterweise gezeigt werden,
dass im Vergleich zu gesunden Kontrollen die TL im Gewebe des Hippocampus bei den Patienten
mit M. Alzheimer signifikant langer war als bei den gesunden Kontrollen, obwohl sowohl die TL in
Blutzellen als auch in den Wangenzellen bei den Patienten signifikant kiirzer war. Bisher gibt es
keine Studie zur TL bei Patienten mit MS, in der die TL nicht in Blut- oder Knochenmarkszellen
gemessen wurde. Trotz der moglichen Verwendung der LTL als Richtwert sollten zukiinftig Studien
durchgefiihrt werden, in denen die TL in speziellen Geweben und/oder Zellpopulationen gemessen
wird. Hierfir waren vor allem Gliazellen oder Neuone sowie pathologisch auftretende Zellen im
Liquor, bspw. B-Zellen, oder in innerhalb den L&sionen befindlichen Immunzellen von grof3em
Interesse. Durch Messungen dieser speziellen Zellgruppen kdnnten weitere Rickschlisse auf die
Pathomechanismen der MS gezogen und die potenzielle Bedeutung der Telomere in der

Entstehung und Progression der MS besser verstanden werden.

Ziel der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studie war ein Vergleich der mittleren LTL zwischen
Patienten zweier MS-Verlaufsformen (RRMS und PPMS) sowie Kontrollen. Die Methode der Wahl
zur Messung der mittleren LTL bei einer grofieren Anzahl an Individuen (n=120) war der multiplex
gqPCR-Assay nach Cawthon mit leichten Abdnderungen (Kap. 1.2.2. und 3.1.5.) [84,131]. Im
Gegensatz zum Southern Blot kann mit dieser Methode die Messung der mittleren TL bei einer

relativ groRen Kohorte effizient und kostengunstig realisiert werden. In vergleichbare Studien, die
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im Rahmen der systematischen Literaturrecherche identifiziert wurden, kamen sowohl die qPCR-
Methode [140,141], als auch der Southern Blot [127,128,138,139] zur Messung der TL bei

Patienten mit MS zum Einsatz.

Die Lange der Telomere kann mithilfe verschiedener Methoden in Abhangigkeit des
Untersuchungsziels (bspw. mittlere TL, Léange der kiirzesten Telomere einer Zelle) erfolgen, wobei
die unterschiedlichen Methoden je nach Studienplanung geeigneter oder ungeeigneter sein
kénnen. Die Bestimmung der TL mittels Southern Blot wird als Goldstandard bezeichnet und misst,
ahnlich der gPCR, die mittlere TL [94]. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass die Messergebnisse
durch die Verwendung verschiedener Restriktionsenzyme variieren kdénnen [94]. Weiterhin wird fur
den Southern Blot eine relativ groRe Menge an DNA benétigt, dariber hinaus ist die Messung
zeitaufwandiger als die hier verwendete qPCR-Methode [94,305]. Daher wurden in den letzten
Jahren zunehmend die TL-Messungen mithilfe des gPCR-Assays realisiert. Die Bestimmung der
TL mithilfe der gPCR wird aufgrund ihrer Vorteile, u. a. wenig bendétigte DNA und hoher Durchsatz,
haufig in Populationsstudien verwendet [94]. Mit Hilfe der gPCR-Methode kann die mittlere relative
TL in Zellen gemessen werden, jedoch stellt das Messergebnis hierbei ein relatives Verhaltnis
zwischen Telomerprodukt und einem Einzelkopiegen dar (Kap. 1.2.2) und keine absolute TL, wie
es bspw. beim Southern Blot der Fall ware. Aulerdem muss bei Messverfahren auf Basis der
gPCR beachtet werden, dass die Messergebnisse je nach Arbeitsgruppe und Labor, abhangig vom
gewahlten Einzelkopiegen und verwendetem Enzym-Kit, variieren kénnen [306,307]. Daher ist die
Vergleichbarkeit der gewonnenen Ergebnisse mit denen anderer Labore oder Studien
eingeschrankt [305]. AuRer in der hier durchgefiihrten Studie wurde die gPCR-Methode in zwei
weiteren Studien anderer Forschungsgruppen zur LTL-Messung bei Patienten mit MS genutzt
[140,141]. Auch in einer Vielzahl an Studien zu anderen Erkrankungen, bspw. M. Alzheimer [109]
und kardiovaskulare Erkrankungen [308,309], findet die gqPCR-Methode haufig Anwendung bei der

Messung der mittleren TL.

Beide Messmethoden, sowohl der qPCR-Assay als auch der Southern Blot, ermdéglichen eine
Analyse der durchschnittlichen TL und sind weder fiir die Messung der Verteilung der TL noch fiir
Messungen von einzelnen bzw. den kirzesten Telomeren konzipiert. Es wird jedoch davon
ausgegangen, dass besonders kritisch verkirzte Telomere zur Zellseneszenz und -dysfunktion
beitragen [69] und damit mdglicherweise die Entstehung der MS beginstigen. Mithilfe
verschiedener Messmethoden, wie STELA, TeSLA, STAR, Q-FISH, long-read sequencing oder
molecular combing (Kap. 1.2.2.), ware es denkbar, besonderen Fragestellungen, bspw. ob an
bestimmten Chromosomen stark verklrzte Telomere auftreten, nachzugehen. In Untersuchungen
der individuellen TL mithilfe des TeSLA-Verfahrens konnten bisher auch Veranderungen der TL von
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes innerhalb eines Jahres, also innerhalb eines relativen
kurzen Zeitintervalls, sensitiv erfasst werden [89]. Dies kdnnte Potenzial fiir Untersuchungen bei
Patienten mit MS bieten, um Veranderungen der TL Uber relativ kurze Zeitrdume sensitiv zu
erfassen, bspw. im Rahmen des Therapie-Monitorings. In zukinftigen longitudinalen Studien
kdnnten aufgrund dieser Méglichkeiten verschiedene Aspekte der Assoziation zwischen der TL und
der MS untersucht werden, wodurch das Verstandnis der molekularen Prozesse, die der

Entstehung und Progression der MS zugrunde liegen, verbessert werden konnte.



5. Diskussion 60

5.3. Einordnung der TL-Messergebnisse in den wissenschaftlichen
Kontext

Die im ersten Schwerpunkt dieser Arbeit beschriebene Messung der Telomere (Kap. 4.1.) ergab,
dass die Patienten mit RRMS der ,Rostocker Kohorte* im Durchschnitt signifikant kirzere LTL
(mittlere T/S Ratio: 0,92) im Vergleich zu den Kontrollprobanden (mittlere T/S-Ratio: 1,12;
t-Test: p=4,2x10"*) und den Patienten mit PPMS (mittlere T/S-Ratio: 1,16; t-Test: p=0,01) hatten.
Die LTL von Patienten mit PPMS unterschied sich von der der Kontrollen nicht signifikant (p=0,70).

Dies deckt sich zum Teil mit Ergebnissen vorangegangener Studien anderer Forschungsgruppen,
wie die im zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit erlduterte systematische Literaturrecherche ergab. In
den Studien von Guan et al. [127,128] hatten Patienten mindestens einer MS-Verlaufsform (sofern
unterteilt) signifikant kiirzere Telomere als die jeweilige gesunde Kontrollgruppe. In einer der beiden
Studien konnten kirzere Telomere bei Patienten mit MS generell gefunden wurden [128], was den
Ergebnissen der hier durchgefiihrten Studie entspricht (Kap. 4.1.). Allerdings wurden im Rahmen
der anderen Studie der Arbeitsgruppe [127] kirzere Telomere vor allem bei Patienten mit PPMS im
Vergleich zu Kontrollen identifiziert, was den in Kap. 4.1. dargestellten Ergebnissen der Studie zur
.Rostocker Kohorte* widerspricht. In der hier durchgefihrten Studie zeigten Patienten mit PPMS
nicht signifikant kirzere Telomere verglichen mit den Kontrollprobanden. In der Studie von
Habib et al. [141] zeigten Patienten jeder Verlaufsform (RRMS, SPMS und PPMS) signifikant
kirzere Telomere als die Referenzgruppe. Im Gegensatz zu den LTL-Messergebnissen der
.Rostocker Kohorte“ konnten bei Patienten mit PPMS einerseits kiirzere LTL im Vergleich zu
Kontrollen gemessen werden, zudem hatten jene Patienten auch signifikant kiirzere LTL als die
Patienten mit RRMS [141].

Eine mdgliche Erklarung der unterschiedlichen Messergebnisse zwischen den Arbeitsgruppen
konnte primar in den unterschiedlich groRen Kohorten und der heterogenen Anzahl der
eingeschlossenen Patienten mit verschiedenen Verlaufsformen liegen (Kap. 4.2.1.1, Tab. 3, S. 39).
So waren in der Studie von Habib et al. [141] nur finf Patienten mit PPMS, jedoch 102 Patienten
mit RRMS eingeschlossen. Dahingegen umfassten sowohl die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Studie als auch eine Studie von Guan et al. [127] jeweils 20 Patienten mit PPMS
sowie 40 bzw. 19 Patienten mit RRMS. Weiterhin kénnten die Unterschiede im unterschiedlichen
mittleren Alter der Kohorten in den Studien begrindet liegen. So lag das Durchschnittsalter der
Patienten mit MS in der hier durchgefihrten Studie rund neun Jahre Uber dem der Kohorte von
Habib et al. [141] sowie ca. 15 Jahre (ber dem der beiden Kohorten von Guan et al. [127,128].
AuRerdem waren die Kontrollen in der Studie von Habib et al. [141] im Mittel etwa finf Jahre alter
als die Patienten, weiterhin waren die Patienten mit PPMS durchschnittlich fast 15 Jahre alter als
die Patienten mit RRMS (durchschnittliches Alter: 49 Jahre bzw. 35,2 Jahre). Da die (L)TL mit
héherem Lebensalter kurzer wird [69], schrdnken die Unterschiede hinsichtlich des Alters der
Patienten und Kontrollen zwischen den Studien die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ein. Aus
diesem Grund missen die Messergebnisse stets unter Berlcksichtigung des

Patientenhintergrunds interpretiert werden.

Aufgrund der verwendeten Methoden (qPCR und Southern Blot) sind die Ergebnisse der
TL-Messungen nicht direkt miteinander vergleichbar. Daher wurde im Rahmen der systematischen

Literaturrecherche eine Metaanalyse (Kap. 4.2.1.5.) durchgeflhrt, in die die Ergebnisse der im
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ersten Schwerpunkt dieser Arbeit durchgefiihrten Studie sowie jene der Studien von Guan et al.
[127,128] und Habib et al. [141] integriert wurden. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
MS hinsichtlich der TL eine standardisierte Mittelwertdifferenz von -0,66 im Vergleich zu gesunden
Kontrollen (p=0,003) haben. Die aktuelle Studienlage zur (L)TL bei MS ist dennoch heterogen
(Kap. 4.2.1.5, Abb. 15, S. 44), weshalb weitere Studien mit grofleren Kohorten notwendig sind, um
die beschriebenen Ergebnisse weiter zu validieren. Trotz der identifizierten Assoziationen der TL
mit der MS ist bisher nicht klar, ob die TL pathophysiologische Einflisse auf die Erkrankung hat,

das Resultat jener ist oder moglicherweise auch beides.

Eine klrzere TL im Vergleich zu gleichaltrigen, gesunden Individuen ist zudem kein spezifisches
Kennzeichen fur Patienten mit MS, sondern tritt auch bei verschiedenen anderen metabolischen,
neurologischen und immunvermittelten Erkrankungen auf [95,99,100,109,310-315]. Kota et al.
[315] konnten in Zellen des peripheren Blutes von Patienten mit Chorea Huntigton, M. Alzheimer
oder Ataxia teleangiectatica, welche zu den neurodegenerativen Krankheiten gezahlt werden, eine
kirrzere TL im Vergleich zu Kontrollen identifizieren. Die rheumatoide Arthritis (RA), die ahnlich der
MS eine immunmediierte Genese aufweist und sowohl Assoziationen mit genetischen Faktoren als
auch mit Umwelt- und Lebensstilfaktoren zeigt, ist ebenfalls in der Literatur mit verkirzten
Telomeren assoziiert [310,311]. Zeng et al. [310] zeigten in einer Metaanalyse, dass Patienten mit
RA signifikant kurzere Telomere haben als vergleichbare Kontrollen. Darlber hinaus konnte bei
Patienten mit RA, ahnlich zu Untersuchungen bei Patienten mit MS, im Vergleich zu Kontrollen
eine erhdhte Last an oxidativem Stress, objektiviert mit Hilfe von Markern, im Serum identifiziert
werden [316]. AuBerdem Kkorrelierte die Krankheitsaktivitat positiv mit héheren Markern fir
oxidativen Stress sowie Markern fiir eine beschleunigte Telomerverkiirzung. Vergleichbar hierzu
konnte in der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie bei Patienten mit RRMS mit relativ
kurzen Telomeren (T/S-Ratio <1) ein erhohtes Risiko fliir eine Konversion zu SPMS identifiziert
werden (HR: 8,284; p=0,016; Kap.4.1.5.). Ein weiteres Beispiel fir eine Erkrankung mit
immunologischen Hintergrund ist der systematische Lupus erythematodes. Auch fir dieses
Krankheitsbild konnte in einer Metaanalyse eine signifikant kiirzere TL in Zellen des peripheren
Bluts identifiziert werden [312]. Daruberhinaus konnten u. a. sowohl bei Patienten mit DM Typ 1 als

auch DM Typ 2 signifikant kiirzere Telomere im Vergleich zu Kontrollen gezeigt werden [99,100].

Insgesamt konnten bisher bei zahlreichen Krankheiten, die mit einer verkiirzten TL einhergehen,
erhdhte Level an oxidativem Stress identifiziert werden. Es wére denkbar, dass ein erhohtes Level
an oxidativem Stress, das bspw. im Rahmen von Entzindungsreaktionen entsteht, zur
konsekutiven Verkirzung der Telomere fuhrt, wodurch wiederum Zellseneszenz und
Entzindungsaltern verstarkt werden und somit die Krankheitsprogression beschleunigen. Die
Zusammenschau und der Vergleich der Ergebnisse beziglich der TL bei Patienten mit MS
einerseits sowie Patienten anderer Erkrankungen andererseits lasst die Vermutung zu, dass
Erkrankungen mit entzundlicher Komponente eine relevante Assoziation mit der TL aufweisen.
Weitere Studien sind notwendig, um die Rolle der TL im Rahmen entziindlicher Erkrankungen,

bspw. als diagnostischen oder prognostischen Marker, zu evaluieren.

Die Assoziation verschiedener Erkrankungen neben der MS mit der TL sollte auch bei der
Interpretation der Studie von Redondo et al. [139] berlicksichtigt werden, da die Kontrollgruppe dort

aus nicht aus gesunden Kontrollen, sondern aus Patienten mit Arthrose bestand. In einer
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Metaanalyse konnten Xie et al. [313] zeigen, dass das Vorliegen einer Arthrose bei Patienten
ebenfalls mit einer kiirzeren LTL im Vergleich zu Gesunden einhergeht, was den nicht signifikanten
Unterschied der TL zwischen Patienten mit MS und Kontrollen in der Studie von Redondo et al.
[139] zumindest im Ansatz erklaren kénnte. Aufierdem verglichen Redondo et al. [139] die MSC-
TL, also die TL von Zellen im Knochenmark von Patienten mit MS mit derer von Kontrollen. Es wird
allerdings wird vermutet, dass die MS u. a. durch eine periphere Aktivierung von Immunzellen
beginnt [21,22], weshalb es denkbar ware, dass die TL der Immunzellen erst nach der
Ausschleusung aus dem KM und der peripheren Aktivierung durch verschiedene Prozesse
abnimmt. Dies ist allerdings die einzige Studie, in der die TL von Knochenmarkszellen bei
Patienten mit MS bestimmt wurde, weshalb in weiteren Studien mdgliche TL-Differenzen zwischen

Zellen des Knochenmarks und peripheren Immunzellen untersucht werden sollten.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte Untersuchung der LTL bei Patienten mit MS und
gesunden Kontrollen ergab eine signifikante negative Assoziation zwischen Alter und LTL
(Pearson-Korrelationskoeffizient: r=-0,222; p=0,015; Kap. 4.1.3.). Als Besonderheit der hier
durchgefihrten Studie ist zu erwahnen, dass eine erneute Messung der LTL bei zehn Patienten mit
MS nach Uber zehn Jahren durchgefiihrt wurde. Die durchschnittliche jahrliche Abnahme der
T/S-Ratio lag bei 0,0141£0,008. In funf weiteren Studien, die im Rahmen der durchgeflhrten
Literaturrecherche identifiziert wurden, konnte ebenfalls eine negative Assoziation zwischen Alter
und TL bei Patienten mit MS und Kontrollen nachgewiesen werden [127,138-141]
(Kap. 4.2.1.2,, Tab. 4, S. 40). Die TL wird als Biomarker des biologischen Alters angesehen, da die
Telomere physiologischerweise im Laufe des Lebens kirzer werden und der Grofdteil der
menschlichen Zellen keine Telomerase zur Verlangerung der TL exprimiert (Kap. 1.2.) [71,317]. Die
TL ist eine komplexes Charakteristikum kernhaltiger Zellen bzw. der Chromosomen, auf welches in
vielfaltiger Weise potenziell Einfluss genommen werden kann (Kap. 4.2.2.). Aufgrund dessen sollte
in zukunftigen Studien zur TL sowohl bei Patienten mit MS als auch bei anderen Erkrankungen
darauf geachtet werden, dass potenzielle Einflussfaktoren des Lebensstils (bspw. Raucherstatus
oder sportliche Aktivitdt) und der Umwelt (u. a. Exposition gegenlber verschmutzter Luft) bzw.
genetische Pradispositionen, die bei den Individuen vorliegen, erhoben und in den statistischen
Analysen als Confounder berlcksichtigt oder die untersuchten und verglichenen Gruppen fir
bestimmte Merkmale gematcht werden. So kdénnen die gréRtmdogliche Reliabilitat und Validitat

erreicht werden, um die Ergebnisse spater im klinischen Alltag anwenden zu kénnen.

Sowohl in der Studie zur ,Rostocker Kohorte* als auch in den durch die systematische
Literaturrecherche identifizierten Studien konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Frauen
und Mannern bezlglich der TL festgestellt werden (Kap. 4.1.3.,4.2.1.3). Nichtsdestotrotz sind
Telomere im Mittel nach aktueller Studienlage bei erwachsenen Frauen langer als bei Mannern
(Kap. 4.2.2.1.) [153]. In einer Studie von Okuda et al. [152] wurde ein geringer, nicht signifikanter
Unterschied in der TL zwischen weiblichen und mannlichen Neugeborenen festgestellt.
Unterschiede der TL im Erwachsenenalter koénnten also auf eine unterschiedlich starke
Telomerverkirzung mit fortschreitendem Alter hinweisen. Ein mdéglicher Erkldrungsansatz fur die
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der TL ist der durchschnittlich gréRere Korper bei
Mannern, fur den eine hdhere Anzahl an Zellteilungen als fiir den durchschnittlich kleineren Kérper
von Frauen notwendig ist [143]. In diesem Zusammenhang konnte weiterhin gezeigt werden, dass

ein hdheres Koérpergewicht nicht nur mit einer kirzeren TL im Vergleich zu Normalgewichtigen
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einhergeht [248] (Kap. 4.2.2.3.), sondern auch mit einer einer starkeren Unterdriickung der
Telomeraseaktivitat [318]. Signifikant langere Telomere konnten auferdem bei Individuen mit
afrikanischer Herkunft im Vergleich zu WeilRen festgestellt werden (Kap. 4.2.2.1.), wenngleich sich
die TL in Blutzellen bei Neugeborenen verschiedener Ethnien in einer anderen Studie nicht
signifikant unterschied [152]. Dies lasst auf verschiedene Mechanismen und Einfliisse schlielen,
die eine potenzielle Auswirkung auf Verklrzungsraten der TL haben und in zuklnftigen

Untersuchungen identifiziert werden sollten.

Es ist fraglich, inwieweit die TL ein gemeinsamer Faktor hinsichtlich der Pathogenese
verschiedener Erkrankungen ist, jedoch koénnte die zellulare Seneszenz ein allgemeiner
Wegbereiter pathologischer Zustande sein. Weitere Studien zur TL bei der MS und verschiedenen
Krankheitsbildern sind notwendig, um zukinftig die mdgliche pathogenetische Rolle der TL fir die
MS und potenzielle pathophysiologische Uberschneidungen mit anderen Erkrankungen besser
einzuordnen und Schlisse fiir die praktische ambulante und klinische Anwendung ziehen zu

konnen.

5.4. TL als méglicher Préddiktionsmarker des Krankheitsverlaufes

In der hier durchgefihrten Studie (Kap. 4.1.) wurde die Assoziation der LTL mit dem klinischen
Verlauf der Patienten mit MS (ber zehn Jahre nach der Blutentnahme geprift. Die Analyse aller
Patienten mit RRMS konnte zwar keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Zeit bis zum
nachsten Schub oder der jahrlichen Anzahl an Schiiben zwischen Patienten mit relativ langer LTL
(T/S-Ratio >1) und Patienten mit relativ kurzer LTL (T/S-Ratio <1) nachweisen, allerdings konnte
gezeigt werden, dass bei Patienten mit RRMS und einer relativ kurzen LTL ein erhéhtes Risiko fiir
eine Konversion in eine SPMS bestand. Bei den zehn Patienten mit MS, denen jeweils zu
Studienbeginn und nach dber zehn Jahren eine Blutprobe enthommen wurde, konnten zum
zweiten Zeitpunkt signifikant kirzere Telomere festgestellt werden, wobei die jahrliche Abnahme
des T/S-Verhaltnisses um 0,01 mit einem nicht signifikanten Anstieg des EDSS-Scores innerhalb
von zehn Jahren um 0,29 einherging (F-Test: p=0,182). Aufgrund des limitierten

Stichprobenumfangs ist die Aussagekraft dieser Analysen jedoch eingeschranki.

Auch in zwei weiteren Studien, die durch die systematische Literatursuche identifiziert werden
konnten [140,141], wurde die LTL auf Assoziation mit Krankheitsverldufen analysiert. Eine
Assoziation zwischen kirzerer LTL und l&ngerer Krankheitsdauer, geringerem Hirnvolumen im
MRT, schwererer Behinderung (mithilfe der EDSS beurteilt) und erhéhter Schubrate konnte durch
Krysko et al. [140] aufgezeigt werden. Eine negative Assoziation zwischen LTL und EDSS-Scores
wurde auch von Habib et al. [141] beschrieben. Da es bisher nur wenige Studien gibt, die einen
Zusammenhang zwischen der TL und dem klinischen Verlauf der MS untersucht haben, ist die
Beurteilung des Nutzens einer TL-Bestimmung in Blutzellen als potenzieller Biomarker fir die
Progression der MS aktuell schwer einzuschatzen. Dennoch scheinen Patienten mit kirzeren
Telomeren eher einen unginstigeren Krankheitsverlauf zu haben. So wéare die Integration der LTL
als mutmallich pradiktiver Marker fur das Konversionsrisiko zur SPMS eine mogliche Erweiterung
der paraklinischen Diagnostik. Es sind zunachst weitere Langzeitstudien notwendig, in denen die
Assoziation zwischen Krankheitsverlauf und TL untersucht wird, um die potenzielle Rolle der

Telomere als Biomarker bei MS zu bestatigen.
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Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es nur die Studie von Krysko et al. [140], in der ein Zusammenhang
zwischen LTL und MRT-Befunden analysiert wurde. In der Studie zur ,Rostocker Kohorte*
(Kap. 4.1.) wurden die MRT-Befunde der Patienten mit MS aufgrund der heterogenen Datenlage
(u. a. Nutzung verschiedener MRT-Gerate und uneinheitliche Zeitabstdnde zwischen den
Bildgebungen in Routine-Verlaufskontrollen) nicht in der Analyse bertcksichtigt, wodurch keine
Korrelation mit der LTL untersucht werden konnte. In einer populationsbasierten Studie von
King etal. [319] korrelierte die LTL signifikant mit dem durch die MRT bestimmten
Gesamthirnvolumen sowie den Volumina einzelner Hirnabschnitte (bspw. Hippocampus und
Amygdala). Bisher wurde das Verhaltnis der TL in Zellen des peripheren Blutes zu MRT-Befunden
auch in anderen neurologischen Erkrankungen nur wenig untersucht. Weitere Studien, in denen die
Korrelation zwischen TL und Befunden in der paraklinischen Bildgebung, bspw. die Bestimmung
des Hirnvolumens durch die MRT, sowohl bei Patienten mit MS als auch bei Patienten mit anderen
neurologischen Erkrankungen untersucht wird, sind daher wiinschenswert. Aulerdem sind weitere
Untersuchungen der Zusammenhange zwischen typischen Befunden bei Patienten mit MS und der
TL in verschiedenen Zellpopulationen notwendig. So wurden in bisherigen Studien weder Anzahl
und Volumen von ZNS-Lasionen noch Veranderungen der Sehnerven oder haufige MS-typische
Symptome im Hinblick auf die TL der Patienten mit MS ausgewertet. Auch die Veranderung dieser
Parameter Uber bestimmte Zeitraume im Vergleich zur Veranderung der TL wurden bisher nicht
untersucht. Eine weitere interessante Fragestellung ware zudem, ob es eine Veranderung der TL
wahrend eines Schubereignisses gibt, bzw., ob sich die LTL oder TL in bestimmten Zellen vor und
nach einem Schubereignis signifikant unterscheiden. Es sind auch weitere Untersuchungen des
Zusammenhangs zwischen TL und EDSS-Score notwendig, da die bisherigen Ergebnisse zwar
vielversprechend, aber nicht ausreichen validiert sind, was u. a. an der Grofie der durchgeflihrten
Studien liegt. Weiterhin sollte der Frage nachgegangen werden, ob das Auftreten von OKBs im
Ligour der Patienten mit MS mit einer bestimmten kritischen TL peripherer Immunzellen korreliert,
um die Funktion der TL als moglichen Marker zur Friherkennung der MS zu evaluieren. Die
Assoziation der TL mit verschiedenen Parametern der Krankheitsaktivitadt sollte in zukinftigen
Studien naher untersucht werden, um Erkenntnisse fur die Etablierung prognostischer Marker zu

gewinnen.

Es gibt derzeit nur wenige Biomarker, die in der Literatur zur Abschatzung der weiteren Prognose
bei Patienten mit MS genutzt werden kdnnen. Gasperi et al. [320] zeigten bspw. in einer Studie,
dass eine intrathekale IgG-Synthese bei Patienten mit MS mit einem hdéheren Risiko fiir eine
Verschlechterung des EDSS-Scores innerhalb von vier Jahren einhergeht. AuRerdem ftrat eine
Verschlechterung des EDSS-Scores bei Patienten mit intrathekaler 1I9G-Synthese fruher auf [320].
Des Weiteren assoziieren hohe Level an Neurofilament-Leichtketten im Serum mit einer
Entwicklung von T2-Lasionen im ZNS [321]. Dennoch gibt es bisher keine MS-spezifischen Marker.
An diese Stelle konnten potenziell Telomere treten, die sich bspw. gegeniber Markern, die im
Liquor nachweisbar sind, vor allem durch ihre komplikationsarme Gewinnung sowie preiswerte und

schnelle Messung auszeichnen.

Der grofite Teil der Patienten mit RRMS (85%) in der in dieser Arbeit durchgeflihrten Studie erhielt
nach der damaligen Standardtherapie ein DMD zur Behandlung der MS, entweder
Glatirameracetat (10%) oder ein Interferonpréparat (75%) zum Zeitpunkt der BE. Dahingegen

erhielten 12 Patienten mit PPMS und eine Patientin mit RRMS eine gepulste
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Kortikosteroidtherapie. Die Untersuchung der Assoziation zwischen Therapie und LTL erreichte
keine Signifikanz (p=0,713), was sich mit dem Ergebnis einer Analyse von Krysko et al. [140] deckt,
die ebenfalls keine signifikante Assoziation zwischen Therapie und LTL identifizierten [140].
Aufgrund der heutigen Vielfalt an Therapiemdglichkeiten der MS sind die in diesen Studien
untersuchten Kohorten jedoch nicht oder nur bedingt mit der aktuellen Situation vergleichbar.
Heute stehen zur verlaufsmodifizierenden Therapie der MS mehr als 15 Medikamente zur
Verfiigung, die je nach Verlaufsform und weiteren Kriterien angewendet werden kdnnen
(Tab. 1, S. 14) [58]. Die DMDs haben unterschiedliche Angriffspunkte und Wirkungsweisen und
kénnen Auswirkungen auf die Zellzahl und -zusammensetzung im Blut haben, bspw. eliminiert der
Wirkstoff Ocrelizumab durch Bindung an das CD20-Antigen auf B-Zellen diese aus dem
Kérperkreislauf [322]. Durch solche und ahnliche Veranderungen auf zelluldrer oder molekularer
Ebene ist es denkbar, dass immunmodulierende Therapien u. a. eine Veranderung der (L)TL in
peripheren Immunzellen bewirken und somit Messergebnisse vor diesem Hintergrund betrachtet
werden sollten. AulRerdem wirde dies die Mdglichkeit erschliefen, Telomere als Marker fir
Therapieerfolge oder aber auch -misserfolge zu verwenden, sofern Anderungen der TL durch
Therapien in zukinftigen Studien beobachtet werden. Denkbar ware auch die Integration der (L)TL
als zusatzlicher Marker fur die Indikation verschiedener Medikamente, sodass ein Kriterium fur den
Beginn einer bestimmten bspw. medikamentésen Therapie die Uber- oder Unterschreitung einer

gewissen TL ist, sofern sich daraus prognostische Unterschiede ergeben.

Die Therapie der MS unterliegt stdndigen Veranderungen und besonders in den letzten Jahren
kamen neue potente Medikamente und Therapieansatze zur Behandlung der MS hinzu
[68,323,324]. Besonders wegen neuer Therapieoptionen sollten in zukiinftigen Studien mogliche
Beziehungen zwischen unterschiedlichen immunmodulierenden Therapien und der TL naher
untersucht werden, um daraus mdgliche pathophysiologische Erkenntnisse Uber den
Zusammenhang von MS und Telomeren zu gewinnen. Es wéare auflerdem denkbar, dass sich die
TL bestimmter Gewebe, bspw. jene peripherer B- oder T-Zellen im Blut, als Biomarker fir
patientenspezifisches Therapiemonitoring und Marker fir den Therapieerfolg oder -misserfolg
nutzen lasst und mdgliche Nebenwirkungen frihzeitig erkannt werden kénnen [325]. Diese Ansatze

erfordern jedoch zukilinftig Studien und Forschungen, da es hierzu bisher keine Daten gibt.

5.5. Potenzielle Einflussfaktoren auf MS und TL

Im zweiten Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit erfolgte neben einer systematischen
Literatursuche eine klassische Literaturrecherche. Im Rahmen dieser sollten gemeinsame
potenzielle Einflussfaktoren identifiziert werden, die sowohl mit dem Risiko und/oder der Schwere
der MS, aber auch mit der TL assoziiert sind. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl genetische
Pradispositionen als auch Faktoren des Lebensstils und Umwelteinflisse zum einen mit einem
veranderten Risiko einer MS bzw. der Schwere der Erkrankung, aber zum anderen auch mit der TL
korrelieren (Kap. 4.2.2.). Allgemein ist dabei zu erwdhnen, dass die Assoziation eines Faktors mit
der MS und/oder der TL nicht zwangslaufig einen kausalen Zusammenhang darstellt und weitere
Studien notwendig sind, um mdgliche Zusammenhange zu erforschen. Unter anderem sind eine
europdische  Herkunft sowie bestimmte virale Infektionen, Rauchen, Ubergewicht,
Luftverschmutzung und eine Vitamin D-Insuffizienz mit einem erhohten Risiko einer MS sowie

kirzeren Telomeren assoziiert (Kap. 4.2.2.). Mit einem geringeren MS-Risiko sowie langeren
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Telomeren wurden vor allem sportliche Aktivitdt und mediterrane Ernahrung in Verbindung
gebracht.

Die Pravalenz der MS zeigt eine heterogene geographische Verteilung (Kap. 1.1.1.; Abb. 1; S. 7),
bspw. ist in Landern in héheren Breitengraden eine héhere Pravalenz der MS zu verzeichnen [4].
Ein haufig diskutierter Grund hierfir ist ein durch zu wenig Sonnenstrahlung bedingter Vitamin D-
Mangel in Bereichen nordlich des 33. Breitengrades [4,326]. Des Weiteren ist die genetische
Komposition der jeweiligen Population mitunter ein Grund fur die globalen Unterschiede in der
Pravalenz [327]. Bei der Geburt unterscheidet sich die TL zwischen Neugeborenen
unterschiedlicher Herkunft nicht signifikant [152], jedoch wurde in Studien gezeigt, dass
Erwachsene afrikanischer Herkunft langere Telomere haben als Europaer [74,173]. Dies legt nahe,
dass es verschiedene potenzielle Einflussfaktoren im Leben der Individuen gibt, die eine mégliche
Veranderung der Verkirzungsrate der TL bewirken und die es zukinftig ndher zu erforschen gilt.
Fir die Untersuchung des Zusammenhangs von genetischen, Umwelt- und Lebensstilfaktoren mit
der TL wurde in bisherigen Studien vor allem die LTL herangezogen. Zwar korreliert die LTL mit der
TL verschiedener Gewebe [74], dennoch waren Analysen der Assoziationen zwischen Faktoren
und der TL in anderen Geweben sinnvoll, um mogliche spezifische Zusammenhange zu
identifizieren. Es ist zu beachten, dass in diese Ubersichtsarbeit nur Faktoren aufgenommen
wurden, bei denen sowohl eine Assoziation mit der MS als auch der TL vorliegt. Es sind weitere
Faktoren bekannt, fur die jedoch bislang entweder nur ein Zusammenhang mit der MS oder nur mit
der TL beschrieben wurde, bspw. korrelierte das Risiko an MS zu erkranken mit der Exposition

gegenuber organischen Lésungsmitteln [328].

Ein besonders kritisches Alter fir das Risiko einer MS scheint die Adoleszenz zu sein. Vor allem
Ubergewicht, Schichtarbeit und mangelnde Exposition gegeniiber Sonnenlicht in diesem Alter
fihren zu einem erhdhten Risiko einer spateren Erkrankung an MS [218,245,250]. Auch die
Telomere werden in diesem Alter kritisch beeinflusst, da die Verkirzung der LTL im Kindesalter
verstarkt auftritt und somit vor dem Erwachsenenalter maligeblich determiniert wird, ob eher eine
relativ lange oder eine relativ kurze LTL vorliegt [187,329]. Besonders der potenzielle Einfluss von
Faktoren vor und wahrend der Pubertat auf die MS und die TL muss daher in weiteren,
longitudinalen Studien eruiert werden. Folglich kénnten MafRnahmen zur Risikominimierung fur
eine MS, insbesondere bei Verwandten von Patienten mit MS, sowie zum Schutz vor ibermaRigem
Telomerverlust bei Kindern und Jugendlichen getroffen werden. Es muss beachtet werden, dass
bislang die meisten Assoziationen nicht mit der padiatrischen Form der MS (Erstmanifestation vor
dem 18. Lebensjahr), sondern mit der adulten MS beschrieben wurden. Untersuchungen utber
spezielle Faktoren, die das Risiko einer padiatrischen MS, wie sie in ca. drei bis finf Prozent der

Falle vorkommt [8], beeinflussen, sind in der Zukunft notwendig.

Neben dem Zusammenhang mit dem Risiko der Entwicklung einer MS korrelieren einige der im
Rahmen dieser Arbeit identifizierten Faktoren auch mit der Schwere bzw. dem Verlauf der MS.
Genetische Faktoren, wie bspw. Geschlecht und Produktion der Sexualhormone, sind mit
Unterschieden im Krankheitsverlauf assoziiert (Kap. 4.2.2.1.). Diese sind allerdings nicht oder nur
begrenzt beeinflussbar, bspw. durch Ostrogenpréaparate [160]. Faktoren des Lebensstils, die in
Zusammenhang mit veranderter Krankheitsschwere stehen, stellen eine Mdoglichkeit zur

nichtmedikamentésen und individualisierten Therapieerweiterung dar. So sollten Patienten u. a.
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zum Rauchstopp, mehr korperlicher Aktivitat, Gewichtsreduktion im Falle von Ubergewicht und
mediterraner Ernahrung motiviert und dabei unterstiitzt werden. Damit kdnnte nicht nur der Verlauf
der MS abgemildert, sondern auch das Risiko weiterer Erkrankungen, wie kardiovaskularer
Erkrankungen, gesenkt werden [330]. In einer Studie von Zrzavy et al. [331] konnte gezeigt
werden, dass Ausdauersport, besonders unter hypoxischen Bedingungen, eine Besserung der
Fatigue, der Spastik und der Gehfahigkeit bewirkt. Eine andere Arbeitsgruppe konnte einen

positiven Effekt von Training mit hoher Intensitat auf das verbale Gedachtnis aufzeigen [332].

Eine relevante Rolle in der MS-Pathogenese koénnte auch das Mikrobiom im Verdauungstrakt der
Patienten aufgrund der Verbindung zum Immunsystem spielen [333]. Eine ,westliche” Diat (viel
Fleisch, gesattigte Fettsduren und Zucker) kann zu einem Ungleichgewicht der Darmflora fihren,
wodurch u. a. eine niedriggradige systemische Entziindungsreaktion begunstigt wird, die zur MS-
Pathogenese beitragen konnte [334] und die TL potenziell beeinflusst [69]. Bei Patienten mit MS
wurde im Vergleich zu Gesunden eine vermehrte intestinale Besiedlung an proinflammatorischen
und eine verringerte Besiedlung an anti-inflammatorischen Mikroorganismen festgestellt [335].
Solche Dysregulationen des intestinalen Mikrobioms kénnen Lange und Funktion der Telomere
negativ beeinflussen und so zum beschleunigten biologischen Altern beitragen [336]. In
zukinftigen Studien sollte die Assoziation der MS und der TL mit weiteren, vor allem den Lebensstil
betreffenden Faktoren untersucht werden, um diese im Rahmen von Therapien mit einzubeziehen.
So kénnten Erkenntnisse um Zusammenhange zwischen Erndhrung und MS den Patienten
nichtmedikamentése Behandlungserweiterungen ermdglichen, bspw. Emahrungspldne mit
Lebensmitteln, die anti-inflammatorische physiologische Mikroorganismen im Darm férdern und
proinflammatorische hemmen. AuRerdem konnte die Erforschung des potenziellen Einflusses des
Mikrobioms auf die TL wichtige Erkenntnisse daruber liefern, wie Prozesse des Alterns ablaufen
und moglicherweise verlangsamt werden konnten. Neben der pharmakologischen sollte daher
auch die nicht-pharmakologische Therapie von Patienten mit MS im Fokus der Behandlung stehen.
Mit Trainings- und Erndhrungsplanen, die individuell an die Patienten angepasst sind und in das

Behandlungskonzeptes integriert werden kénnen, ware so eine Therapieoptimierung madglich.

Oxidativer Stress und Entziindungen, wie sie typisch fir die MS sind [18,129], fihren u. a. zu einer
Verkirzung der Telomere [69]. Als Folge kann es zur Zellseneszenz und dem SASP kommen
(Kap. 1.2.1.,1.3.) [71,121]. Es ware denkbar, dass bestimmte Zellen im SASP zur
Neuroinflammation bei Patienten mit MS beitragen und mdglicherweise die Pathophysiologie der
MS entscheidend modulieren. In beiden Studien von Guan et al. [127,128], die in die
systematische Ubersichtsarbeit integriert werden konnten, wurde eine erhdhte Last an oxidativem
Stress bei Patienten mit MS festgestellt. Rauchen, Ubergewicht, Bewegungsmangel sowie
Exposition gegeniber verschmutzter Luft sind sowohl mit der MS als auch mit einer verkirzten TL
assoziiert (Kap. 4.2.2.) und fUhren zu vermehrtem oxidativem Stress im Korper sowie teilweise zu
Veranderungen des Immunsystems [31,229,337-340]. In zukiinftigen Studien, sowohl zur MS als
auch zur TL, sind Untersuchungen hinsichtlich oxidativem Stress unabdingbar und kénnten das
Verstandnis der Krankheitsentstehung und -dynamik erweitern und moglicherweise neue
Therapieoptionen zur Behandlung von Patienten mit MS erdffnen. In einem bisherigen Versuch
einer antioxidativen Vitamin E-Therapie bei Patienten mit MS konnte durch die Einnahme des
Vitamin E-Praparats tber drei Monate die Last an oxidativem Stress im Vergleich zur Gruppe ohne

Einnahme dieses Praparats signifikant verringert werden [128]. Jedoch konnte keine Assoziation
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zwischen der Veranderung der Marker fur oxidativen Stress und der TL bzw. dem EDSS-Score
identifiziert werden, was allerdings laut der Autoren auf das kurze Follow-up zuriickzuflihren sein
kdnnte. Als Folge von oxidativem Stress kann es zur Seneszenz von Zellen kommen (Kap. 1.3.). In
Therapieversuchen mit Senolytics (Medikamente zur Entfernung seneszenter Zellen) an Mausen
wurde gezeigt, dass das Entfernen seneszenter Zellen, bspw. aus Fettgewebe, Fehlfunktionen des
Gewebes verzdgern oder sogar verhindern kann [341]. Dies stellt einen neuen, vielversprechenden
Therapieansatz fiir Patienten mit MS dar, bei denen durch gezieltes Entfernen bestimmter Zellen,
u. a. Gliazellen Zellen im SASP oder Zellen innerhalb von Lé&sionen, mdglicherweise eine
Verbesserung der Langzeitprognose sowie eine Abmilderung der durch die MS verursachten
Behinderung bewirkt werden konnte. Daher sollte diesem Therapieansatz in Zukunft viel

Aufmerksamkeit zukommen [125].

5.6. Interaktionen zwischen Faktoren mit méglicher Auswirkung auf
MS und TL

In den meisten Studien wurde der Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einzelner Faktoren
und der MS bzw. der TL untersucht. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass vor allem
genetische Faktoren und Faktoren des Lebensstils miteinander interagieren und diese
Interaktionen die Effekte, bspw. auf das MS-Risiko, verstarken [342]. Beispielsweise haben
Raucher, die Trager des HLA-DRB1*15-Allels (Risiko-Allel) sind, nicht jedoch des HLA-A*02-Allels
(protektives Allel), ein fast 13-fach erhdhtes Risiko fur MS (OR: 12,7) [343]. In einer
Ubersichtsarbeit von Olsson et al. [342] wurden auRerdem Interaktionen zwischen HLA-Allelen und
Ubergewicht, einer EBV-Infektion und passivem Rauchen beschrieben, wodurch sich das Risiko
einer MS jeweils stark erhoht (OR: ~15 fiir Ubergewicht und EBV-Infektion; ~6 fir passives
Rauchen). AuBerdem zeigten Hedstrom et al. [338] eine Interaktion zwischen aktivem Rauchen
und hohen Anti-EBNA1-IgG-Leveln im Serum auf das Risiko einer MS (OR: 4,4). In einer weiteren
Arbeit identifizierten Hedstrom et al. [339] dariiber hinaus eine Interaktion zwischen Ubergewicht
(BMI >25 kg/m?), einer durchgemachten infektiésen Mononukleose (durch EBV verursacht) und
Vorliegen des HLA-DRB1*15:01-Allels, die das Risiko einer MS auf das Uber 20-fache (OR: 22,2)
im Vergleich zu Individuen, bei denen diese Risikofaktoren nicht vorlagen, erhdhte. Das Vorliegen
hoher Anti-EBNA1-IgG-Spiegel im Serum interagierte in dieser Studie ebenfalls mit Ubergewicht
und dem HLA-Status und fuhrte bei Tragern dieser Risikofaktoren zu einem erhéhten Risiko fir MS
(OR: 13,5) im Vergleich zu jenen, die keinen dieser Risikofaktoren aufwiesen. Das gleichzeitige
Vorliegen einer starken Antikérperreaktionen gegen HHV-6A und EBV war auflerdem mit einem
héheren MS-Risiko assoziiert (OR: ~3) [202].

Die TL unterliegt komplexen Regulierungsmechanismen und zeigt Korrelationen mit verschiedenen
potenziellen Einflussfaktoren (Kap.1.2., Kap. 4.2.3.). Daher sind Interaktionen zwischen
verschiedenen Faktoren naheliegend. In einer Studie wurde gezeigt, dass u. a. die Ethnie und das
Geschlecht den Zusammenhang zwischen einem potenziellen Einflussfaktor und der TL
beeinflussen kénnen [344]. Beispielsweise war die Assoziation zwischen kiirzerer TL und starkem
Rauchen sowie taglichem Alkoholkonsum bei schwarzen Frauen am starksten. Die Assoziation
zwischen sportlicher Aktivitat und der TL wiederum ging bei der ausschliellichen Betrachtung von
Hispanics verloren [344]. Auerdem zeigten Dowd et al., dass eine gleichzeitige Infektion mit vier

Herpesviren mit einer starkeren Verkurzung der LTL assoziiert ist als eine Infektion mit nur einem
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Virus, und dass eine Koinfektion mit CMV und HHV-6 starker mit einer Verkiirzung der LTL
korreliert als die jeweils einzelnen Infektionen [200]. Auferdem konnte gezeigt werden, dass ein
hoher Konsum von Salz mit der Nahrung bei Ubergewichtigen mit einer kiirzeren LTL einhergeht,
nicht jedoch bei Normalgewichtigen [345]. Diese Daten lassen vermuten, dass bisher unbekannte
Faktoren einen mdglichen Einfluss auf Assoziationen mit der TL haben, welche in zukinftigen
Studien durch gezielte Befragung und Erhebungen der Lebensumstinde der Patienten naher
evaluiert werden sollten. Auch genetische Untersuchungen, bspw. flir Polymorphismen in Genen
mit Assoziation zur Regulation der TL, kdnnten in der Zusammenschau mit weiteren Faktoren
Aufschlisse Uber Interaktionen und moglicherweise Praventions- oder Therapieansatze

ermoglichen.

Es bleibt weitestgehend ungeklart, auf welche Weise die einzelnen Faktoren die MS und die TL
kausal beeinflussen. Ebenfalls ist ungeklart, weshalb Interaktionen zu einem hdheren Risiko als
der additive Effekt von zwei Faktoren fiihren. Bislang gibt es keine ausreichenden Erkenntnisse
Uber Interaktionen zwischen verschiedenen Faktoren. Es ist daher notwendig, das Zusammenspiel
von genetischen Faktoren und deren Genprodukten mit weiteren Faktoren, bspw. mit Infektionen
oder der Erndhrung, sowie die Auswirkung von kritisch kurzen Telomeren auf die Expression von

Genen, bspw. durch TPE-OLD, naher zu erforschen.

5.7. Limitierungen und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Studie unterliegt einigen Limitierungen. Obwohl die
.Rostocker Kohorte* der Grofte der Kohorten von vergleichbaren Studien ahnelte und sich die TL
von Patienten mit MS und Kontrollen signifikant unterschieden, war die untersuchte Kohorte fur die
Identifizierung von moderaten Effekten, bspw. der Assoziation zwischen BMI und LTL, die mehrfach
in der Literatur beschrieben wurden (Kap. 4.2.2.3., S.52), zu klein. Auflerdem wurden in die
.Rostocker Kohorte® keine Patienten mit SPMS aufgenommen, wodurch kein Vergleich der LTL
zwischen Patienten mit RRMS oder PPMS oder Kontrollen und Patienten mit SPMS mdoglich war.
Aulerdem betrug das Geschlechterverhaltnis in der ,Rostocker Kohorte® 1:1 (weiblich : mannlich),
wohingegen in der Literatur ein Verhaltnis von 2-3:1 beschrieben ist, was allerdings aufgrund einer
besseren Vergleichbarkeit zwischen Frauen und Mannern gewahlt wurde. Dariber hinaus wurden
die Patienten zwischen den Jahren 2003 und 2010 im Rahmen einer vorherigen Forschungsarbeit
rekrutiert und die Blutproben eingelagert (Kap. 3.1.2. und 3.1.4). In den letzten Jahren konnten
verschiedene neue DMDs etabliert werden [58], weshalb die damalige DMT der Patienten
moglicherweise nicht mehr der heutigen Empfehlung entspricht. Folglich kann die nicht-signifikante
Assoziation zwischen LTL und DMT in der vorliegenden Arbeit nicht unbedingt auf heutige
Situationen Ubertragen werden. Daher sind weitere Studien mit einer reprasentativen
Patientenkohorte, die eine aktuelle leitliniengerechte DMT erhalt, notwendig, um einen mdglichen
Einfluss der DMT auf die LTL erneut zu evaluieren. Des Weiteren wurde in der hier durchgefiihrten
Studie ein gqPCR-Verfahren [85,132] zur Messung der LTL verwendet. Die Messung der LTL ergibt
hierbei relative Werte im Verhaltnis zu einem Einzelkopiegen, wodurch eine Vergleichbarkeit der TL
mit den Ergebnissen anderer Studie, die bspw. die Southern Blot-Methode verwendeten, nicht
moglich  war. Hinzu kommt, dass durch die mogliche Verwendung unterschiedlicher
Einzelkopiegene bei der qPCR-Methode der Vergleich der TL-Messergebnisse zwischen Laboren
nur eingeschrankt mdglich ist.
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Die Bedeutung der Telomere bei Patienten mit MS ist bisher nicht ausreichend erforscht, jedoch
zeigen die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit das groe Potenzial der Telomerforschung. Es
ergeben sich neue Ansatze, mit deren Hilfe in Zukunft weitere Erkenntnisse Uber Entstehung und
Progression der MS gewonnen werden kénnten, was u.a. den Weg fir neue potenzielle
Therapieansatze und -konzepte bereiten kdnnte. In der Diagnostik, der Prognosestellung und der
Therapielberwachung von Patienten mit MS stellt die Messung der TL einen vielversprechenden
Ansatz dar, der mdglicherweise auch bei anderen Erkrankungen relevant sein kdnnte [136]. Das
Wissen um Assoziationen verschiedener genetischer, Umwelt- und Lebensstilfaktoren mit der MS
und der TL sowie deren Zusammenspiel ermdglicht es potenziell, fir gefahrdete Menschen
PraventionsmaRnahmen, u. a. Anderungen des Lebensstils, zu treffen sowie MaBnahmen zu
ergreifen, um die Krankheitsprogression bei Patienten mit MS zu reduzieren und das biologische

Altern zu verlangsamen.

Die Rolle der Telomere in der Atiologie der MS sollte weiterhin im Fokus zukiinftiger Forschungen
stehen. Gezielte TL-Messungen in bestimmten Zelltypen kénnten dazu beitragen, einen
potenziellen pathophysiologischen Einfluss spezifischer Zellen zu erkennen und nach Mdglichkeit
zelltypspezifische Therapien einzuleiten. Beispielsweise konnte in weiteren Studien die TL gezielt
in regulatorischen T-Zellen, aber auch in B-Zellen, Mikroglia und Neuronen bestimmt werden, um
einen mdglichen Einfluss der TL auf die Regulations- und Inflammationsvorgange zu untersuchen.
Daraus konnten sich neue diagnostische und prognostische Moglichkeiten ergeben, aber auch
neue Erkenntnisse, bspw. Uber die nicht ausreichende Remyelinisierung im ZNS von Patienten mit
MS, gewonnen werden. Die Aufklarung Gber Zusammenhdnge der TL mit der
Krankheitsentstehung und -progression kénnte zukiinftig dazu beitragen, bereits frih und kausal
auf die Entwicklung einer MS Einfluss zu nehmen und Neuerkrankungen zu vermeiden bzw. durch

gezielte Therapie die Krankheitsprogression abzumildern.

Die TL gilt als einer der Marker des biologischen Alters von Individuen. Daneben gibt es weitere
Methoden, um das biologische Alter von Individuen abzuschatzen und beschleunigtes Altern zu
identifizieren [346-350]. Unter anderem wurde von Steve Horvath die epigenetische Uhr
(epigenetic clock) entwickelt, bei der die Methylierung der DNA an bestimmten Stellen gemessen
wird. Infolgedessen kann ein Ruickschluss auf das Alter bzw. beschleunigtes Altern in
verschiedenen Zellen und Geweben gezogen werden (auch als intrinsic epigentic age acceleration
bezeichnet) [346]. Weitere Methoden zur Bestimmung des biologischen Alters sind das sogenannte
DNAm PhenoAge [347] sowie die extrinsic epigenetic age acceleration [348]. In einer
vergleichenden Studie dieser Methoden wurde gezeigt, dass Patienten mit MS ein beschleunigtes
Altern im DNAm PhenoAge im Vergleich zu gesunden Kontrollen hatten [349]. Mithilfe des
biologischen Alters kdénnten Ansatze entwickelt werden, um interindividuelle Unterschiede der
Krankheitsprogression zwischen chronologisch gleichaltrigen Patienten nachzuvollziehen.
Gleichzeitig wird eventuell in Zukunft mithilfe des biologischen Alters durch objektivierbare
Parameter wie der TL auch eine klinische Messbarkeit des Ansprechens von Therapien erméglicht.
Eine Messung der Immunprozessaktivitdt konnte sich bei autoimmun-vermittelten Erkrankungen
wie der MS als ein wertvoller Parameter herausstellen, um bspw. noch vor Einsetzen von Schiiben
(bei RRMS) oder Symptomen (bei SPMS oder PPMS) bei steigender Immunprozessaktivitat
therapeutische frilhzeitig einschreiten zu kénnen und somit die Progression abzumildern. Uberdies

koénnten solche Messungen eine wertvolle Erweiterung fir die Erstellung von Prognosen sein. Des
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Weiteren wurde festgestellt, dass sich das epigenetische Alter zwischen Immunzelltypen
unterscheidet, was weiterhin Bestandteil zuklinftiger Forschungen sein kénnte, um bspw. schneller
alternde Zellen zu identifizieren und zu eliminieren [349]. Die Integration verschiedener Methoden
zur Bestimmung des biologischen Alters kénnte in Zukunft profunde Einblicke in die
Pathophysiologie und vor allem die mdgliche Beteiligung bestimmter Zelltypen bei der MS bringen,
da die verschiedenen Methoden unterschiedliche pathologische Aspekte der MS erfassen [349].
Das epigenetische Alter ist zudem mit einigen Faktoren korreliert, die auch mit der MS und der TL
korrelieren, u. a. sportliche Aktivitat, Alkoholkonsum und Rauchen [351]. Es ist denkbar, dass
Zusammenhange zwischen diesen und weiteren assoziierten Faktoren, bspw. oxidativem Stress,
und der MS bzw. der TL mithilfe weiterer Untersuchungen des epigenetischen Alters erklart werden

konnten.

Ziel zuklUnftiger BemUhungen sollte es sein, die Bedeutung der TL als Biomarker sowie die Rolle
des biologischen Alterns und zellularer Seneszenz hinsichtlich der MS weiter zu untersuchen. Vor
allem neue Therapieansatze wie Senolytics (Kap. 5.5.) kénnten in naher Zukunft entscheidende
Veranderungen in der Therapie der MS bringen. Die TL kénnte hierbei moglicherweise auch als
Biomarker des Therapieansprechens genutzt werden, um die Effektivitat gegeniber maglicher
Nebenwirkungen abzuwagen. AuRerdem sollte die TL zuklnftig hinsichtlich ihres prognostisches

Wertes bezlglich der Krankheitsprogression bei Patienten mit MS naher untersucht werden.



6. Zusammenfassung 72

6. Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronische immunmediierte Erkrankung des ZNS, die durch
Demyelinisierung und Untergang von Neuronen gekennzeichnet ist. Weltweit gibt es rund
2,8 Millionen Patienten mit MS, wobei Pravalenz sowie Inzidenz steigen. Frauen sind bis zu drei
Mal haufiger von der MS betroffen als Manner. Die MS wird in drei Hauptverlaufsformen eingeteilt:
die schubférmig-remittierende MS (RRMS), welche mit ca. 85% der initialen Diagnosen die
haufigste Form ist, die sekundar progrediente MS (SPMS) und die primar progrediente MS
(PPMS). Die Symptomatik der MS variiert stark und es ist schwierig, den weiteren individuellen
Verlauf der Erkrankung zu prognostizieren. Die Atiologie der MS ist trotz intensiver Forschung nicht
vollstandig geklart, jedoch spielen vermutlich altersassoziierte Veranderungen eine entscheidende
Rolle. Die Lange der Telomere dient als Biomarker fir das biologische Alter und zeigt
Assoziationen mit verschiedenen neurologischen und autoimmunen Erkrankungen. Bislang stand

die Telomerlange (TL) bei Patienten mit MS wenig im Fokus der Forschung.

Ein Ziel dieser Arbeit war, die Leukozyten-Telomerlange (LTL) bei Patienten mit MS in der
.Rostocker Kohorte* zu messen und diese mit der LTL von gesunden Kontrollen zu vergleichen
sowie den Zusammenhang der LTL mit klinischen Parametern der Patienten mit MS zu
untersuchen. Zur Analyse der TL bei Patienten mit MS in der ,Rostocker Kohorte® wurde die LTL in
gelagerten DNA-Proben von 40 Patienten mit RRMS und 20 Patienten mit PPMS aus der Klinik
und Poliklinik fur Neurologie der Universitatsmedizin Rostock sowie von 60 gesunden Kontrollen
aus Nordbrandenburg mittels eines gPCR-Verfahrens gemessen und miteinander verglichen. Nach
einem Follow-up von mehr als zehn Jahren konnte von zehn Patienten mit MS erneut die LTL

gemessen werden.

Ein weiteres Ziel war, die bisherigen Ergebnisse aus Studien zur TL bei Patienten mit MS im
Rahmen einer systematischen Literaturrecherche zusammenzutragen und zu vergleichen. Die
systematische Literaturrecherche wurde mit dem Suchterminus , ,multiple sclerosis® [AND]
telomer* “ in der Literaturdatenbank PubMed sowie in den beiden PrePrint-Datenbanken medRxiv
und bioRxiv im November 2020 durchgefihrt. Anschlieend wurden die zuvor festgelegten
Kriterien zum Einschluss von Studien in die Ubersichtsarbeit auf die Publikationen angewendet und
irrelevante Arbeiten ausgeschlossen. Die Ergebnisse der eingeschlossenen Studien wurden

ausgewertet, miteinander verglichen und eine Metaanalyse von vier Studien durchgefiihrt.

Im Rahmen einer klassischen Literaturrecherche wurde auRerdem nach mit der MS und der TL
assoziierten Faktoren gesucht, mit dem Ziel, gemeinsame Faktoren mit potenziellem Einfluss
sowohl auf das MS-Risiko und/oder die Schwere der Erkrankung als auch auf die TL zu
identifizieren. Hierzu wurde in PubMed mithilfe verschiedener Suchtermini nach mit der MS und der
TL assoziierten Faktoren gesucht, die anschlielend in drei Tabellen, sortiert nach genetischen,
Umwelt- und Lebensstilfaktoren, erfasst wurden. Darauffolgend wurde der Evidenzgrad der
Zusammenhange u.a. anhand der Anzahl der Publikationen und der Konsistenz der

Studienergebnisse semiquantitativ bestimmt.

Im Ergebnis war die LTL der eingeschlossenen Patienten mit RRMS der ,Rostocker Kohorte®

signifikant kirzer als die der Patienten mit PPMS bzw. die der Kontrollen. Auferdem war das Alter
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in allen drei Gruppen negativ mit der LTL korreliert. Bei den Patienten, von denen nach uber zehn
Jahren erneut die LTL gemessen werden konnte, verkirzte sich die LTL signifikant. Unterschiede in
der LTL in Abhéangigkeit des Geschlechts oder der medikamentésen Therapie konnten nicht
identifiziert werden. Es zeigte sich jedoch, dass Patienten mit MS mit kirzeren Telomeren einen
ungunstigeren Krankheitsverlauf zu haben scheinen. So ergaben die Daten, dass Patienten mit
RRMS mit kiirzeren Telomere ein signifikant hdheres Risiko fur eine Konversion zur SPMS haben

als jene mit einer langeren LTL.

Das Ergebnis der systematischen Literatursuche stand im Einklang mit dem Ergebnis der hier
durchgefiihrten Untersuchung der LTL von Patienten mit MS. In sechs von sieben Studien, von
denen eine die im ersten Schwerpunkt dieser Arbeit beschriebene Studie ist, korrelierten Alter und
TL der Studienteilnehmer negativ miteinander. In vier von sechs Studien, in denen die TL von
Patienten mit MS mit der von Kontrollen verglichen wurde, konnten signifikant kirzere Telomere bei
Patienten mit MS identifiziert werden. Eine Metaanalyse dieser vier Studien ergab eine
standardisierte Mittelwertdifferenz von -0,66. Auflerdem war in zwei Studien eine kiirzere LTL mit
einem hoheren Behinderungsgrad assoziiert sowie in einer dieser Studien zusatzlich mit einer
erhohten Schubrate, langerer Krankheitsdauer und geringerem Hirnvolumen. Es konnte in keiner
der Studien ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der TL zwischen Frauen und Mannern

identifiziert werden.

Durch die klassische Literatursuche konnte eine Vielzahl genetischer, Umwelt- und
Lebensstilfaktoren identifiziert werden, die sowohl mit der MS als auch mit der TL assoziiert sind.
Ein Zusammenhang mit einem erhéhten Risiko fir MS und kuirzerer TL konnte fur eine europaische
Herkunft, Ubergewicht bzw. Fettleibigkeit, Rauchen, Luftverschmutzung, psychologischen Stress
und Nacht- bzw. Schichtarbeit identifiziert werden. Fur Frauen wurden ein bis zu dreimal hdheres
Risiko fur MS und langere Telomere im Vergleich zu Mannern beschrieben. Das Risiko einer MS
sowie die TL ist zu einem gewissen Teil vererbbar und wird durch Einzelnukleotidpolymorphismen
(single-nucleotide  polymorphism, SNP) beeinflusst. Die Konstellation der humanen
Leukozytenantigene (HLA) einer Person spielt nachweislich eine grofl3e Rolle fiir das Risiko an MS
zu erkranken, jedoch ist der potenzielle Einfluss von HLA-Allelen auf die TL nicht ausreichend
belegt. Infektionen sind ebenfalls, abhangig vom Erreger, mit einem veranderten Risiko bzw. der
Schwere der MS und der TL korreliert. Vor allem steht eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus
(EBV) in einem starken Zusammenhang mit dem MS-Risiko. Die Einhaltung einer mediterranen
Diat, eine ausreichende Versorgung mit Vitaminen, vor allem Vitamin D, Kaffeekonsum und
moderate sportliche Aktivitdt sind mit einem geringeren Risiko einer MS bzw. einer geringeren
Schwere der Erkrankung und einer langeren TL assoziiert. Zum potenziellen Einfluss von Alkohol
auf die MS liegen kontroverse Daten vor, jedoch war hoher Alkoholkonsum mit einer kirzeren TL
assoziiert. Exposition gegeniiber Sonnenlicht hangt mit einem geringeren Risiko einer MS und
einer geringeren Schwere der Erkrankung zusammen. Die Datenlage zum moglichen
Zusammenhang mit der TL ist hingegen Kontext-abhangig, wobei u. a. zwischen lokalen und

systemischen Auswirkungen unterschieden werden muss.

Zusammenfassend zeigte diese Arbeit, dass die LTL bei Patienten mit MS signifikant kirzer ist als
bei gesunden Kontrollen und mit klinischen Parametern der Patienten mit MS korreliert. Aulerdem

konnte eine Vielzahl an potenziellen Einflussfaktoren aus den Bereichen Genetik, Umwelt und
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Lebensstil identifiziert werden, die sowohl mit der MS als auch der TL assoziiert sind. Die
Aufklarung der diesen Zusammenhangen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen und die
Suche nach weiteren mdéglichen Einflussfaktoren und deren Interaktionen sollte in den nachsten
Jahren eines der zentralen Themen der MS- und Telomer-Forschung sein, um eine personalisierte
Medizin zu erméglichen, in der Diagnostik, Therapie und Prognoseeinschatzung individuell auf den
Patienten abgestimmt sind. Der Fokus zukinftiger Forschungen sollte zudem auf die mdgliche
Funktion der Telomere in der Pathogenese der MS bzw. die potenzielle Rolle der Telomere als
Biomarker in der Diagnostik, Verlaufs- und Therapieliberwachung und Prognostik der MS gerichtet

werden.
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8.4. Supplementare Tabellen

Tab. S1: Erlauterung der EDSS-Scores

EDSS-Score funktionelle Beeintrachtigung
0 Patient zeigt normale neurologische Funktion ohne Einschrankung

1 Patient zeigt keine Behinderung, es gibt minimale pathologische
Zeichen in einem FS

Patient zeigt keine Behinderung, es gibt minimale pathologische

1.5 Zeichen in mehr als einem FS
2 Patient zeigt minimale Behinderungen in einem FS
2,5 Patient zeigt minimale Behinderungen in zwei FS
3 Patient zeigt moderate Behinderung in einem FS ODER

milde Behinderung in drei oder vier FS

Patient zeigt moderate Behinderungen in einem FS UND in ein

3,5 oder zwei FS milde ODER in zwei FS moderate ODER in

finf FS milde Einschrankungen

Patient ist fahig, 500m ohne Hilfe oder Pause zu gehen und ist trotz
4 schwerer Behinderung in einem FS circa 12 Stunden am Tag
selbsténdig

Patient ist fahig, 300m ohne Hilfe oder Pause zu gehen und hat eine
schwere Behinderung in einem FS. Patient kann einen vollen
Arbeitstag leisten, kann aber etwas eingeschrankt sein und bendtigt
geringe Unterstlitzung

Patient kann circa 200m ohne Hilfe oder Pause gehen und kann

5 aufgrund der schweren Behinderung keinen vollen Arbeitstag oder
ahnliche ganztagliche Aktivitat ausfiihren

Patient kann circa 100m ohne Hilfe oder Pause gehen, Vollzeit-

4,5

55 Aktivitaten sind aufgrund der Behinderung nicht moglich
6 Patient ist fUr eine Strecke von 100m mit oder ohne Pause dauerhaft
auf eine Gehhilfe angewiesen
6.5 Patient bendtigt dauerhaft Gehhilfen auf beiden Seiten, um eine
’ Strecke von 20m ohne Pause zu gehen
Patient kann auch mit Hilfe nicht mehr als 5m gehen, ist auf den
7 Rollstuhl angewiesen, der jedoch mit eigener Kraft angetrieben werden
kann
Patient ist auf einen Rollstuhl angewiesen, kann dabei jedoch Hilfe
7,5 bendtigen (motorisierter Rollstuhl kann erwogen werden). Dem Patient

ist es unmoglich, mehr als ein paar Schritte zu machen

Patient ist an den Rollstuhl oder das Bett gebunden, verbringt aber den
8 Groliteil des Tages aulRerhalb des Bettes. Patient kann die Arme
effektiv einsetzen und ibernimmt viele Aspekte der eigenen Pflege
Patient ist den Grofteil des Tages im Bett. Der Einsatz der Arme ist
8,5 teilweise moglich und einige Aspekte der eigenen Pflege kdnnen
selbstandig durchgefiihrt werden

Bettlageriger Patient, der sich nicht selbst helfen kann.

9 Nahrungsaufnahme und Kommunikation sind méglich.
Patient ist vollstédndig auf Hilfe angewiesen und bettlagerig.
9,5 Kommunikation, Nahrungsaufnahme und Schluckakt sind nicht
mehr maoglich
10 Patient infolge der MS-Erkrankung verstorben

Diese Tabelle zeigt den jeweiligen EDSS-Score [44] und die entsprechenden funktionellen Einschrankungen.
Die Grade beschreiben die Abstufung des Funktionsverlusts des jeweiligen FS.

EDSS: Expanded Disability Status Scale; FS: funktionelles System, beispielsweise die Pyramidenbahn;

m: Meter; MS: Multiple Sklerose.
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Tab. S2: Studien, die in der systematischen Literaturrecherche begutachtet wurden

Nummer Informationen zur Studie ‘ _ . Einsclhlusskrit.erien i Einschiuss
Erster Autor | Jahr PMID oder Preprint Original | Englisch/Deutsch [Patienten mit MS| Telomerlangenmessung
1 Olerup 1990 1978948 ja ja ja nein -
2 Charmley 1991 1674514 ja ja ja nein -
3 Spurkland 1994 8071104 ja ja ja nein -
4 Roth 1995 7499175 ja ja nein nein -
5 Torelli 1995 7561787 ja ja ja nein -
6 Pham-Dinh | 1995 7590972 ja ja nein nein -
7 Roth 1995 7593547 ja ja ja nein -
8 Encinas 1996 8757345 ja ja nein nein -
9 De Boer 1998 9637494 ja ja nein ja -
10 Morris 1999 10223549 ja ja nein nein -
11 Bihl 1999 10224268 ja ja nein nein -
12 Allcock 1999 10369924 ja ja nein nein -
13 Stefferl 1999 10384097 ja ja nein nein -
14 Kalman 1999 10554670 nein ja ja nein -
15 Allcock 1999 10626741 ja ja ja nein -
16 Oksenberg | 2000 11164900 nein ja ja nein -
17 Encinas 2001 11222494 ja ja nein nein -
18 Jawaheer | 2001 11254450 ja ja nein nein -
19 Marrosu 2001 11741834 ja ja ja nein -
20 Storch 2002 12146797 ja ja nein nein -
21 Mellai 2003 12559630 ja ja ja nein -
22 Hug 2003 12817027 ja ja ja ja v
23 Duvefelt 2003 14651518 ja ja ja nein -
24 Rubio 2004 15014978 ja ja ja nein -
25 Jagodic 2005 15634914 ja ja nein nein -
26 Muhallab 2005 15748954 ja ja nein nein -
27 Vyskhina 2005 16078049 ja ja ja nein -
28 Weksler 2005 16141364 ja ja nein nein -
29 Thewissen 2005 16154497 ja ja ja nein -
30 Marrosu 2006 16096810 ja ja ja nein -
31 Saarela 2006 16596167 ja ja ja nein -
32 Lamoury 2006 16793732 ja ja nein nein -
33 Rubio 2007 17256150 ja ja ja nein -
34 Cailier 2008 18832704 ja ja ja nein -
35 Ordoéfiez 2009 19421224 ja ja ja nein -
36 Baecher-Allan | 2011 21300823 ja ja ja nein -
37 Montoya 2012 22770640 ja ja nein nein -
38 Oksenberg | 2013 24289837 n ja ja nein -
39 Westerlind | 2015 25159868 ja ja ja nein -
40 Guan 2015 25424527 ja ja ja ja v
41 Reddy 2017 28253983 nein ja nein nein -
42 Cebrian-Silla | 2017 28648897 ja ja nein nein -
43 Redondo 2018 28548004 ja ja ja ja v
44 Guan 2018 30092167 ja ja ja ja v
45 Liu 2019 31294790 ja ja ja nein -
46 Din 2019 31407831 ja ja ja nein -
47 Krysko 2019 31486104 ja ja ja ja v
48 Habib 2020 32050150 ja ja ja ja v
49 Carraro 2020 32499887 nein ja nein ja -
50 Liu 2020 | bioRxiv 2019.12.19.882522 ja ja nein nein -
51 Hecker 2021 [medRxiv 2020.11.17.20232975| ja ja ja ja v

Diese Tabelle zeigt die Anwendung der zuvor festgelegten Kriterien zur Auswahl der Studien in der
systematischen Literatursuche. Die gefundenen Publikationen sind nach dem Erscheinungsjahr geordnet. Es
wurden vier verschiedene Kriterien zum Einschluss angewandt. Die sieben Studien, die alle vier geforderten
Kriterien erflllten (v), wurden in die systematische Ubersichtsarbeit aufgenommen.
ja: Studie erflllte Kriterium; nein: Studie erfillte Kriterium nicht; v: Studie erfiillte alle Kriterien und wurde in

die systematische Ubersichtsarbeit aufgenommen; -: Studie erfilllte mindestens ein Kriterium nicht und wurde
daher nicht in die Ubersichtsarbeit aufgenommen; PMID: PubMed-Identifikationsnummer.
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Die Multiple Sklerose (MS) ist eine haufige chronische immunmediierte Erkrankung des ZNS,
gekennzeichnet durch Degeneration und Verlust von Axonen und Synapsen sowie reaktiver
Astrogliose. Weltweit sind rund 2,8 Millionen Menschen an der MS erkrankt, wobei die
Pravalenz zunimmt. Die MS kann in drei Hauptverlaufsformen unterschieden werden: die
schubférmig remittierende MS (RRMS), die sekundar progrediente MS (SPMS) und die
primar progrediente MS (PPMS).

Mit den bisher im klinischen Alltag genutzten Biomarkern ist eine schnelle und sensitive
Diagnose der MS nur bedingt moglich. Biomarker, die spezifisch fir die MS sind oder gut mit
dem Krankheitsverlauf und/oder dem Therapieansprechen korrelieren, gibt es bisher nicht.
Diesen Platz kénnten potenziell Telomere einnehmen.

Telomere bilden die Endkappen der Chromosomenarme. Sie bestehen bei Wirbeltieren aus
repetitiven Sequenzen des nicht-kodierenden Hexanukleotids ,TTAGGG" und sind beim
Menschen zwischen finf und 15 Kilobasen lang. Die Hauptaufgabe liegt vor allem im Schutz
des Erbguts, bspw. vor Degradation und interchromosomaler Fusion.

Telomere sind Marker flr das biologische Alter. Physiologischerweise werden Telomere in
somatischen Zellen aufgrund von Zellteilungsprozessen, wu.a. aufgrund des
Endreplikationsproblems, und anderen Mechanismen, wie oxidativem Stress, im Laufe des
Lebens kirzer. Beschleunigter Telomerverlust wurde bei verschiedenen altersassoziierten
Erkrankungen sowie bei Autoimmunkrankheiten nachgewiesen.

Die Leukozyten-Telomerlange (LTL) von 40 Patienten mit RRMS bzw. 20 Patienten mit PPMS
und 60 Gesunden wurde im ersten Schwerpunkt dieser Arbeit gemessen und miteinander
verglichen. Zusatzlich wurde auf Assoziationen der LTL mit klinischen Parametern der
Patienten sowie mit Veradnderungen dieser in einer Subgruppe von zehn Patienten mit RRMS
innerhalb eines Zeitraumes von zehn Jahren untersucht.

Die mittlere relative LTL wurde in DNA aus peripheren Vollblutproben der 120 Individuen
mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) gemessen. Dabei wurden Telomer-
Signale (T) und Einzelkopiegen-Signale (S) bestimmt und in ein Verhaltnis gesetzt. Ein
T/S-Ratio >1 zeigt relativ lange Telomere, wahrend ein T/S-Ratio <1 fiir relativ kurze Telomere
steht.

Die Patientengruppe und die Kontrollgruppe der Studie des ersten Schwerpunktes dieser
Arbeit wiesen jeweils ein Geschlechtsverhaltnis von 1:1 (weiblich : mannlich) und ein
ahnliches Durchschnittsalter (48,0 Jahre bzw. 48,1 Jahre) auf. Der durchschnittliche
Expanded Disability Status Scale (EDSS) - Score, der zur Beurteilung des
Behinderungsgrades der Patienten dient, betrug bei den Patienten mit RRMS im Mittel 2,9
und bei den Patienten mit PPMS durchschnittlich 4,7. Patienten mit RRMS litten im
Durchschnitt seit 6,1 Jahren (Spannweite: 0-27 Jahre) an der Krankheit, die PPMS-Patienten
seit durchschnittlich 3,0 Jahren (Spannweite: 0-15 Jahre).

In allen drei Gruppen (RRMS-Patienten, PPMS-Patienten und Kontrollen) war das Alter
signifikant negativ mit der LTL korreliert (Pearson’s Korrelationskoeffizient: r=-0,222;
p=0,015).
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Die Patienten mit RRMS zeigten eine signifikant kirzere LTL (mittlere T/S-Ratio: 0,9210,19)
als die Patienten mit PPMS (mittlere T/S-Ratio: 1,16+0,35; p=0,010) und die gesunden
Kontrollen (mittlere T/S-Ratio: 1,12+0,35; p=4.2x10"), wohingegen sich die relative LTL
zwischen den Patienten mit PPMS und den Kontrollen nicht signifikant unterschied (p=0,700).

Bei Patienten mit RRMS mit relativ kurzen Telomeren (n=24), definiert als T/S-Ratio <1,
konnte ein signifikant héheres Risiko (hazard ratio: 8,28) fir eine Konversion in eine SPMS
als bei jenen mit relativ langen Telomeren (n=16), definiert als T/S-Ratio >1, identifiziert
werden. Bei 11 RRMS-Patienten mit kurzen Telomeren, jedoch nur bei einem Patienten mit
langen Telomeren, konvertierte die Erkrankung innerhalb von zehn Jahren zur SPMS. Die
Zeit bis zum ersten dokumentierten Schub unterschied sich zwischen den beiden Gruppen
nicht signifikant, ebenso wie die jahrliche Anzahl an Schuben wahrend des
Nachbeobachtungszeitraums von zehn Jahren. Obwohl es statistisch nicht signifikant war,
schienen Patienten mit RRMS und relativ langen Telomeren einen milderen
Krankheitsverlauf, gemessen am EDSS-Score, zu haben.

Im zweiten Schwerpunkt dieser Arbeit sollten durch eine systematische Literaturrecherche
Studien, im Rahmen derer die Telomerlange (TL) bei Patienten mit MS gemessen wurde,
zusammengetragen und verglichen werden. AuRerdem sollten genetische Faktoren sowie
Faktoren der Umwelt und des Lebensstils identifiziert werden, die nach aktuellem Stand der
Literatur einen potenziellen Einfluss sowohl auf das MS-Erkrankungsrisiko bzw. den
individuellen Schweregrad der Erkrankung als auch auf die TL haben.

Die Literaturrecherchen wurden mithilfe der elektronischen Datenbanken PubMed, medRxiv
und bioRxiv durchgefiihrt. Fir die systematische Ubersichtsarbeit wurde mit dem
Suchterminus , ,multiple sclerosis® [AND] telomer* “ nach relevanten Studien gesucht.
Darauffolgend wurde nach sowohl mit MS als auch TL assoziierten Faktoren gesucht.

Die systematische Literaturrecherche des zweiten Schwerpunktes dieser Arbeit ergab 51
Publikationen, von denen sieben Studien, einschlieRlich der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Studie zur ,Rostocker Kohorte“, durch Auswahlkriterien in die Betrachtung eingeschlossen
wurden. Im Rahmen dieser sieben Publikationen wurde die TL bei Patienten mit MS
gemessen. In sechs dieser Studien wurden Kontrollen als Vergleichskohorte integriert.
Abgesehen von einer Studie wurden alle innerhalb der letzten sieben Jahre publiziert.

In sechs von sieben Studien wurde eine negative Assoziation zwischen chronologischem
Alter und der TL identifiziert. In sechs Studien wurde die TL in Zellen des peripheren Blutes
gemessen. Zur Bestimmung der TL wurde in vier der sieben Studien das Southern-Blot-
Hybridisierungsverfahren, in den anderen drei Studien ein qPCR-Assay verwendet.

In vier Studien wurden die LTL von Patienten mit MS mit der von gesunden Kontrollen
verglichen. Eine Metaanalyse dieser vier Studien ergab, dass Patienten mit MS im Vergleich
zu Gesunden eine signifikant geringere LTL haben (standardisierte Mittelwertdifferenz: -0,66;
p=0,003). Weiterhin korrelierte bei Patienten mit MS in einer Studie eine kirzere LTL mit
einem geringeren Hirnvolumen und einer héheren Schubrate sowie in zwei Studien eine
kiirzere LTL mit hdheren EDSS-Scores.

In einer umfangreichen Ubersichtsarbeit mit dem Ziel, gemeinsame potenzielle
Einflussfaktoren auf die MS und die TL zu identifizieren, konnte gezeigt werden, dass
verschiedene genetische, Umwelt- und Lebensstilfaktoren sowohl mit der MS als auch der TL
assoziiert sind.



9. Thesen 110

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Frauen sind zwei- bis dreimal haufiger von MS betroffen als Manner, jedoch zeigen
mannliche Patienten oftmals eine raschere Zunahme an Behinderungen. Bezlglich der TL
fanden sich in Metaanalysen langere Telomere bei Frauen als bei Mannern.

Der starkste Risikofaktor flr eine Erkrankung an MS ist eine Infektion mit EBV (OR): 4,5).
EBV-infizierte B-Zellen kénnen, u. a. durch Aktivierung der Telomerase, unsterblich werden
und zur Bildung von Autoantikbrpern beitragen. Eine Infektion mit dem Zytomegalievirus
(CMV) hingegen ist mit einem geringeren Risiko fir MS assoziiert (OR: 0,7). Fir die Infektion
mit CMV ist eine negative Assoziation mit der LTL beschrieben, wobei als méglicher Grund
die vermehrte Proliferation von T-Zellen vermutet wird.

Bezulglich des Lebensstils haben die folgenden Faktoren die gréfite Evidenz: Rauchen erhdht
das Risiko fur MS um das ca. Anderthalbfache und Fettleibigkeit erhéht das Risiko um das
ungefahr Zweifache. Des Weiteren beglnstigt Rauchen die Konversion von RRMS zu SPMS
(hazard ratio: 1,8). Studien fanden bei Rauchern und Individuen mit einem hoheren
Kdrpergewicht kirzere Telomere in Blutzellen als bei Nichtrauchern und Normalgewichtigen.
Als méglicher Grund hierfir wird oxidativer Stress, bedingt durch Rauchen und Ubergewicht,
diskutiert.

Individuen mit hoher sportlicher Aktivitat bzw. einem hohen Serum-Vitamin-D-Level zeigten
ein geringeres Risiko fir MS (OR: ~0,7 bzw. ~0,5) und langere Telomere als Individuen mit
geringer sportlicher Aktivitat bzw. niedrigen Serum-Vitamin-D-Leveln.

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass Patienten mit MS durchschnittlich eine kirzere LTL
aufweisen als (gesunde) Kontrollen. Zudem wurde aufgezeigt, dass es gemeinsame Faktoren
aus den Bereichen Genetik, Umwelt und Lebensstil gibt, die sowohl mit der MS als auch mit
der TL assoziiert sind.

In zukiinftigen Studien sollte neben Blutzellen auch in anderen Zellen und Geweben, u. a.
bestimmten Immunzellsubtypen, Gliazellen des ZNS sowie aus Zellen in Lasionen im ZNS,
die TL bestimmt werden. Zudem sollten neue Messverfahren zur TL-Messung genutzt
werden, um nicht nur die durchschnittliche relative TL, sondern bspw. auch die Verteilung der
Lange einzelner Telomere in einer Zellpopulation zu bestimmen. Weiterhin sollten gréRer
angelegte Studien durchgefiihrt werden, die einerseits die TL bei Patienten mit MS und
alters-gematchten Gesunden zelltypspezifisch vergleichen, aber andererseits auch Faktoren
des Lebensstils und der Umwelt sowie genetische Pradispositionen berlcksichtigen, um
mogliche Rickschlisse auf die molekularen Pathomechanismen der MS ziehen zu kénnen.
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