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Zusammenfassung

Hintergrund: Aus vor allem Magnetresonanztomographie (MRT) Studien geht
hervor, dass Multiple Sklerose (MS) Patienten im Laufe ihrer Krankheit vermehrt
Eisen im Gehirn ablagern. Bis dato ist nicht klar, ob solche Veranderungen
Biomarker des Eisenmetabolismus in Korperflissigkeiten auch betreffen und ob

diese mit MRT Ergebnissen korrelieren.

Zielsetzung: Das Ziel der Studie war es, zu untersuchen, ob es bei Patienten mit
klinisch isoliertem Syndrom (CIS) und MS im Vergleich zu Patienten mit anderen
nicht-entzindlichen neurologischen Erkrankungen Veranderungen in Bezug auf
diese Biomarker gibt. Ein weiteres Ziel war es, zu testen, ob vermehrte
Gehirneisenablagerungen, gemessen durch R2* MRT Aufnahmen und die T2

Lasionslast mit diesen Biomarkern korrelieren.

Methoden: Die Kohorte umfasste 74 nicht-anamische CIS/MS Patienten (CIS: 60,
MS: 14) und 68 Kontrollen. Keiner der Patienten erhielt zum Zeitpunkt der
Lumbalpunktion eine MS-spezifische immunmodulatorische Therapie. Bei allen
Patienten wurde aus dem Serum Ferritin, Transferrin und der Ilosliche
Transferrinrezeptor und aus dem Liquor Ferritin und Transferrin mittels
Nephelometrie bestimmt. Die Transferrinsattigung im Serum wurde mittels
Transferrin und Ferritin im Serum errechnet. Bei den CIS/MS Patienten wurden 3
Tesla MRT Untersuchungen zur Bestimmung des Gehirneisengehaltes (R2*

Relaxometrie) und der T2 Lasionslast durchgeflhrt.

Ergebnisse: Transferrin im Liquor war in der CIS/MS Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (p<0,001). Héhere Transferrin (r=-0,3, p<0,05)
und Ferritin (r=-0,4, p<0,005) Werte korrelierten mit niedrigeren EDSS Werten. Bei
den restlichen Parametern bestand kein signifikanter Unterschied im Vergleich der
beiden Gruppen. Die Korrelation von Transferrin mit den R2* Werten und der T2

Lasionslast zeigte keine Signifikanz.

Interpretation: Unsere Ergebnisse zeigen, dass Transferrin im Liquor in frihen
Phasen der MS verringert ist und ein Zusammenhang mit dem Behinderungsgrad
bestent. Es werden jedoch noch longitudinale Studien bendtigt, um
herauszufinden, ob Transferrin im Liquor als Pradiktor einer vermehrten

Eisenablagerung gemessen durch MRT gesehen werden kann.




Abstract

Background: Abnormally high iron deposition mainly evidenced by magnet
resonance imaging (MRI) techniques has been found in the brain of multiple
sclerosis (MS) patients. So far it is not clear, if there are also alterations in
biomarkers of the iron metabolism in body fluids and if they correlate with the MRI

findings.

Objective: The main goal of this study was to test for differences of the
biomarkers of the iron metabolism of patients with clinically isolated syndrome
(CIS) and MS compared to controls. Another goal was to investigate if abnormally
high iron depositions from R2* MRI findings and the T2 lesion load correlate with

these biomarkers of the iron metabolism.

Methods: We studied 74 patients with CIS/MS (CIS: 60, MS: 14) and 68 controls
with non-inflammatory neurological diseases. Patients did not recieve MS-specific
immunmodulatory therapy at the time of lumbar puncture. We measured serum
levels of ferritin, transferrin and soluble transferrin receptor and liquor levels of
ferritin and transferrin with a nephelometer. The serum transferrin saturation was
calculated from serum ferritin and transferrin levels. Patients underwent MRI at 3

Tesla to determine brain iron levels (R2*-relaxometry) and the T2 lesion load.

Results: Liquor transferrin levels were significantly reduced in CIS/MS compared
to the controls (p<0,001). Higher transferrin (r=-0,3, p<0,05) and ferritin levels (r=-
0,4, p<0,005) in the liquor correlated with lower EDSS values. There were no
significant differences comparing CIS/MS patients with the control group regarding
the other parameters. There was no correlation between liquor transferrin and R2*
MRI findings and the T2 lesion load.

Conclusion: We conclude that liquor transferrin is lower in early phases of MS
and that there is some relation to physical disability. Further longitudinal studies
are required to investigate if liquor transferrin levels are predictive for developing

abnormally high iron deposition in the brain as measured by MRI.
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1 Einleitung

MS ist die haufigste entziundliche demyelinisierende Erkrankung des zentralen
Nervensystems (ZNS). Das Haupterkrankungsalter liegt bei etwa 30 Jahren. Bei
etwa 70 Prozent der Patienten manifestieren sich typische Symptome zwischen
dem 20. und 40. Lebensjahr. Frauen sind haufiger betroffen als Manner. Die
weltweite Inzidenz und Pravalenz der MS variieren stark. Dabei spielen genetische

und geographische Faktoren wahrscheinlich eine Rolle (Rejdak et al., 2010).

Aus friheren Studien geht hervor, dass bei MS Patienten im Verlauf ihrer
Krankheit eine vermehrte Eisenablagerung im Gehirn zu beobachten ist. Diese
Ergebnisse stammen am haufigsten von magnetresonanztomographischen und
histopathologischen Untersuchungen (Stankiewicz et al.,, 2007). Daneben
existieren noch einige Informationen aus Analysen von Eisen und Eisen-
gebundenen Proteinen im Liquor und im Blut (Khalil et al., 2011a). Eisen spielt als
Kofaktor fur viele Proteine, welche fur die Funktion von neuronalem Gewebe von
Bedeutung sind, eine entscheidende Rolle im physiologischen neuronalen
Metabolismus. Erhohte Konzentrationen an reaktivem Eisen konnen jedoch
oxidativen Stress hervorrufen, welcher zur Neurodegeneration im Gehirn fihren
kann (Zecca et al., 2004).

Bis jetzt ist jedoch nicht genau geklart, ob Alterationen der Parameter des
Eisenmetabolismus im Liquor cerebrospinalis und im Serum von MS Patienten
vorkommen. Des Weiteren gibt es noch keine Daten daruber, ob ein
Zusammenhang zwischen den im Liquor beziehungsweise Serum gemessenen
Eisenwerten und den mittels MRT bestimmten erhdhten Eisenablagerungen im
Gehirn besteht.

Diese Diplomarbeit widmete sich der Fragestellung, ob es Unterschiede zwischen
der im Liquor und Serum gemessenen beziehungsweise errechneten Biomarkern
(Ferritin, Transferrin, l6slicher Transferrinrezeptor, Transferrinsattigung) bei CIS
beziehungsweise MS Patienten und Patienten mit anderen neurologischen
Erkrankungen gibt. Des Weiteren wurde untersucht, ob es Zusammenhange
zwischen diesen Biomarkern des Eisenstoffwechsels und den Ergebnissen der

Eisenablagerungen mittels MRT gemessen und der T2 Lasionslast gibt.




Um einen Einblick in die Komplexitat des Krankheitsbildes der MS zu gewinnen,
wurde auf die Epidemiologie, die Atiologie, die Pathogenese, die Klinik mit den
verschiedenen Verlaufsformen, die Diagnostik, die Differentialdiagnosen und die
Therapie der MS eingegangen. Der Hauptteil der Diplomarbeit fokussierte sich
jedoch auf die Bedeutung und Messung von Eisen in Liquor- beziehungsweise
Serumuntersuchungen und MRT Untersuchungen bei Patienten mit CIS

beziehungsweise MS.




1.1 Epidemiologie

Die Pravalenz von MS weltweit variiert erheblich (Kurtzke, 2000). In Osterreich
betragt sie 98,5 pro 100.000 Einwohner und ist somit ahnlich der Pravalenz

anderer zentraleuropaischer Lander (Baumhackl et al., 2002).

Kurtzke unterteilte in den sechziger Jahren erstmals Lander entsprechend ihrer
Pravalenzen (Kurtzke, 1966). In Landern mit hoher Pravalenz treten mehr als 30
MS Falle pro 100.000 Einwohner, in Landern mit mittlerer Pravalenz 5 bis 29 MS
Falle pro 100.000 Einwohner und in Landern mit niedriger Pravalenz weniger als 5
MS Falle pro 100.000 Einwohner auf. Grolie Teile Europas, Israel, Kanada, die
nordliche USA, Suidost-Australien, Neuseeland und Ostliche Teile Russlands
zahlen zu den Hochrisikogebieten. Lander mit mittlerer Pravalenz sind der Suden
der USA, groRe Teile Australiens, Sudafrika, der sidliche Mittelmeerraum,
Russland bis Sibirien, die Ukraine und Teile Lateinamerikas. Zu den Landern mit
niedriger Pravalenz zahlen Teile Asiens, Afrika und der noérdliche Teil von
Sudamerika (Kurtzke, 2000).




1.2 Atiologie

Die Atiologie der MS ist nicht bekannt, es wird jedoch ein Zusammenspiel von
genetischen Einflissen und Umweltfaktoren angenommen (Compston & Coles,
2002).

Geografie und Migration

Aus mehreren Studien Uber Immigranten aus Afrika (Dean & Kurtzke, 1971), Israel
(Alter et al., 1962), Hawaii (Detels et al., 1977) und England (Elian & Nightingale,
1990) geht hervor, dass der Umzug von Gebieten mit hohem MS Risiko in Gebiete
mit niedrigerem Risiko mit einem reduzierten Risiko MS zu entwickeln verbunden
ist. Umgekehrt steigt das Risiko einer MS Erkrankung bei einem Umzug in
Hochrisikogebiete im Vergleich zur jeweiligen Bevdlkerung an (Compston & Coles,
2008). Dabei spielt das Alter beim Umzug eine entscheidende Rolle. Migranten,
die aus einem Hochrisikogebiet stammen und ein Gebiet mit niedrigerem Risiko
auswandern, verringern ihr Risiko an MS zu erkranken, vorausgesetzt sie sind
beim Umzug maximal 15 Jahre alt. Migranten, die aus einem Niedrigrisikogebiet in
ein Hochrisikogebiet auswandern, erhéhen ihr Risiko an MS zu erkranken ab

einem Alter von 11 Jahren beim Umzug (Kurtzke, 2000).

Genetik

Es ist gesichert, dass genetische Einflisse in Zusammenhang mit MS stehen
(Noseworthy et al., 2000). Das Risiko fir Verwandte ersten Grades MS zu
entwickeln betragt 3-5%. Somit ist das Risiko 30-50fach hoher als das der
Gesamtbevdlkerung, welches bei etwa 0,1% liegt (Sadovnick & Baird, 1988). Eine
Zwillingsstudie von Sadovnick et al. konnte zeigen, dass die Konkordanzrate von
monozygoten Zwillingen bei 30,8%, bei dizygoten Zwillingen aber nur bei 4,7%
liegt. Diese unterschiedlichen Konkordanzraten lassen vermuten, dass mindestens
zwei oder mehrere Gene fur die Disposition verantwortlich sind (Sadovnick et al.,
1993).

Infektionshypothese
In verschiedenen Studien wurde untersucht ob Pathogene wie Chlamydia

pneumoniae, das Humane Herpes Virus 6 (HHV 6) und das Epstein Barr Virus
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(EBV) in Zusammenhang mit MS stehen. Die folgenden Ergebnisse werden
diskutiert:

Es existieren mehrere Studien, in denen ein Befall mit Chlamydia pneumoniae bei
MS Patienten nachgewiesen wurde. Im Gegensatz dazu, gibt es jedoch auch viele
Studien, die gegen eine entscheidende Rolle von Chlamydia pneumoniae in der
Pathogenese der MS sprechen. Contini et al. befassten sich in ihrem Review mit
den jeweiligen Studien und kamen zu dem Entschluss, dass eine Infektion mit
Chlamydia pneumoniae wahrscheinlich keinen Auslésefaktor fir eine MS
Erkrankung darstellt (Contini et al., 2010).

Obwohl das HHV 6 in post mortem Lasionen von MS Patienten nachgewiesen
wurde und eine Erhéhung der Virus-DNA und anderer HHV 6 Marker im Serum
von MS Patienten gefunden wurden, konnte keine dieser Studien zeigen, dass das
HHV 6 der Grund fur eine MS ist. Es konnte durch keine Studie ausgeschlossen
werden, dass die beobachteten Veranderungen im Bezug auf das HHV 6 bei MS
Patienten nicht eine Konsequenz der MS Erkrankung selbst sind (Ascherio &
Munger, 2007).

Ascherio & Munger diskutierten in ihrem Review den Zusammenhang zwischen
EBV und MS. Es gibt viele Hinweise darauf, dass eine EBV Infektion einen
wichtigen Faktor in der Pathogenese der MS darstellt. Einer davon ist, dass MS
sehr selten bei EBV negativen Patienten zu finden ist. Eine Infektion im
Erwachsenen- beziehungsweise jungen Erwachsenenalter, die sich als infektidse
Mononukleose manifestiert, stellt ein zwei- bis dreifach hdoheres Risiko an einer
MS zu erkranken dar, als eine EBV Infektion im Kindesalter. Ergebnisse vieler
Studien zeigen, dass eine erhdhte Antikdrperkonzentration gegen EBV einer MS
vorausgeht. Es gibt jedoch noch einige Faktoren die noch nicht geklart sind und
vermuten lassen, dass Kofaktoren zusatzlich eine Rolle spielen (Ascherio &
Munger, 2010).

Weitere Risikofaktoren die im Zusammenhang mit der Entstehung von MS in
Diskussion stehen sind Vitamin D Mangel, Rauchen, Diaten und Sexualhormone
(Ascherio & Munger, 2007).




1.3 Pathogenese

Es wurde angenommen, dass die grundlegenden pathophysiologischen
Mechanismen bei MS direkt durch entzindliche Attacken gegen Bestandteile des
ZNS und eine daraus resultierende fokale Demyelinisierung der wei3en Substanz
hervorgerufen wird. Neuere Untersuchungen jedoch zeigen, dass mehrere
Vorgange in die Pathogenese mit eingeschlossen sind. Diese Pathomechanismen
betreffen neben der weillen Substanz auch den Cortex, Areale der tiefen grauen
Hirnsubstanz, das normal erscheinende Hirngewebe sowie die Axone. Die
pathologischen Mechanismen, die zu den Gewebeschaden bei MS fuhren, weisen
eine Heterogenitat unter den Patienten auf und sind vom Stadium der Krankheit

abhangig (Lassmann et al., 2007).

1.3.1 Histopathologie und Immunpathogenese

Durch die chronische Entzindung bei MS kommt es zu demyelinisierenden

Plaques, auch als MS-Plaques bezeichnet, im ZNS (Noseworthy et al., 2000).

Die histologische @ Zusammensetzung dieser Plaques wurde durch
immunhistochemische und molekularbiologische Methoden untersucht. Dabei
fanden Luccinetti et al. vier verschiedene Muster, basierend auf dem Verlust von
Myelin, der Geographie und Ausbreitung der Plaques, der Zerstdrung von
Oligodendrozyten und dem immunpathologischen Nachweis von
Komplementaktivierung. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die Plaques in
ihrer Zusammensetzung zwischen verschiedenen Patienten heterogen sind,
jedoch homogen innerhalb einer aktiven Lasion eines Patienten (Luccinetti et al.,
2000).

Diese Hypothese wird jedoch von manchen Autoren angezweifelt (Lassman et al.,
2007; Breij et al., 2008). Breij et al. fanden in ihrer Studie nur ein homogenes
Muster der Demyeliniserung in aktiven demyelinisierenden Lasion bei Patienten
mit gesicherter MS. Eine Heterogenitat der Lasionen bei verschiedenen Patienten
konnte nicht gefunden werden (Breji et al., 2008).




Eine Studie von Kutzelnigg et al. zeigte, dass nicht nur wie angenommen fokal
demyelinisierende Plaques in der weillen Substanz fur die klinischen Defizite
verantwortlich sind, sondern auch Pathologien in der normal erscheinenden
weillen Substanz (NAWM) und im Cortex zu finden sind. Bei der Schadigung
dieser Areale scheinen eine diffuse Entzindung und Aktivierung von Mikroglia
eine wesentliche Rolle zu spielen. Diese Vorgange konnten wiederum zu diffusen
Verlusten von Axonen mit sekundarer Demyelinisierung fihren. Aus der Studie
ging hervor, dass die diffuse Schadigung von NAWM und die kortikale
Demyelinisierung vor allem bei Patienten mit primar oder sekundar progressivem
Krankheitsverlauf auftreten. Neue, entzindliche und demyelinisierende Lasionen
in der weillen Substanz kamen hauptsachlich bei Patienten mit akuter und
schubhaft-remittierender Form der MS vor. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass MS mit einer fokalen Entzindung im ZNS beginnt, welche sich in Form von
demyelinisierenden Plaques in der weillen Hirnsubstanz aullert. Mit
fortschreitender Chronifizierung jedoch breitet sich die Entziindung im gesamten
Gehirn aus und kann mit langsam progressivem Axonschaden und kortikaler

Demyelinisierung assoziiert werden (Kutzelnigg et al., 2005).

Welche Mechanismen genau zur Schadigung der NAWM fuhren sind bis dato
noch nicht genau geklart. Neben einer chronischen Aktivierung von Mikroglia
durch eventuell entziindliche Prozesse koénnte auch eine Schadigung der
Mitochondrien, ausgeldst durch oxidativen Stress, zur Schadigung und zum
Verlust der Axone fuhren (Dutta et al., 2006; Lassmann et al., 2007).

1.3.2 Axonschaden und Neurodegeneration

Mittlerweile ist bekannt, dass Axone und Neuronen in der Pathogenese der MS
eine wichtige Rolle spielen. Der axonale Schaden und der daraus resultierende
Verlust an Axonen scheint hauptverantwortlich fur die neurologischen Defizite bei
MS Patienten zu sein (Kornek & Lassmann, 1999; Lassmann, 2010).
Axonschaden und Axonverluste sind in allen demyelinisierenden L&sionen
vorhanden, die Ausdehnung ist jedoch variabel. Untersuchungen zeigen, dass in
chronischen Lasionen eine Reduktion der Axonendichte durchschnittlich in 60-
70% der Lasionen vorkommt (Bjartmar et al., 2000).




Axonschaden kommen nicht nur in den MS Lasionen vor, sondern auch in der
NAWM (Kutzelnigg et al., 2005; Frischer et al., 2009). Die Schadigung der Axone
kann zum Teil durch die sekundare Wallersche Degeneration der Axone in den
Lasionen der weil’en Substanz erklart werden (Evangelou et al., 2000; Lassmann,
2010).

Aktuelle Studien zeigen, dass die Schadigungen der Axone in der NAWM
hauptsachlich durch eine diffuse Entziindung zu Stande kommen (Frischer et al.,
2009). Somit koénnte eine Entzindung der Hauptausléser der axonalen
Schadigung bei MS Patienten sein (Lassmann, 2010). Des Weiteren wird
angenommen, dass der Verlust an Axonen in der NAWM durch ahnliche
Mechanismen wie der Verlust innerhalb der Lasionen ausgeldst werden konnte
(Frischer et al., 2009; Lassmann, 2010).

Axonschaden und Verluste treten auch in den Lasionen von Tiermodellen mit
experimenteller autoimmuner Enzephalopathie (EAE) auf. Das Ausmal} des
Axonschadens hangt davon ab, welches Tier gewahlt wird und wie die EAE
induziert wird. Die Studien wiederspiegeln die Axonschaden, die bei MS
vorkommen, in der Regel sehr gut. Sie involvieren Mechanismen wie adaptive
Immunitat, hervorgerufen durch T-Lymphozyten und Antikdrper sowie Immunitat
ausgeldst durch aktivierte Makrophagen und Mikroglia (Lassmann, 2010). Diese

Mechanismen werden im folgenden Abschnitt kurz beschrieben:

T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der MS. Axonaler und
neuronaler Schaden konnte durch auf den Haupthistokompatibilitatskomplex
(MHC) Klasse | eingeschrankte T-Zellen verursacht werden (Lassman, 2010).
Klasse | MHC Molekile sind noétig fur die Antigen Prasentation fir CD8+
zytotoxische T-Zellen (Neumann et al., 1995). Diese Zellen dominieren die
entzdndlichen Infiltrate bei MS Patienten in allen Stadien der Krankheit. Es
scheint, dass sie eine grofl’e Rolle in der Pathogenese spielen kdnnten (Babbe et
al., 2000).

Modelle von experimenteller autoimmuner Enzephalopathie behandeln auch auf
Klasse Il MHC beschrankte Th-1 oder Th-17 Zellen (Aranami & Yamamura, 2008).
Bei einer nur durch CD4+ T-Zellen mediierten EAE kommt es bei den meisten
Tieren zu einer Entzindung mit geringfugigem Gewebeschaden (Ben Nun et al.,
1981). Generell kann gesagt werden, dass bei diesen Modellen die T-Zellen
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gegen Myelin Antigene, vor allem gegen das Myelin Oligodendrozyten
Glykoprotein, reagieren (Breithaupt et al., 2003). In einer neueren Studie wurde
gezeigt, dass eine Immunisierung von Biozzi Mausen mit Neurofilament zu einer
EAE fuhrt, dabei traten jedoch schlimmere Axonpathologien und Schaden in der

grauen Substanz auf (Huizinga et al., 2008).

Es ist erwiesen, dass Autoantikorper sobald sie ihre Zielzellen im ZNS erreichen
Schaden an diesen nehmen (Linington et al., 1988). Somit kbnnen Autoantikdrper
gegen Molekile an der Oberflache von Neuronen und Axonen als potentielle
Ausloser von axonalem oder neuronalem Schaden gesehen werden (Lassmann,
2010).

In MS Lasionen kann der auftretende axonale Schaden stark mit Makrophagen
und Mikroglia assoziiert werden (Ferguson et al., 1997; Trapp et al., 1998).
Aktivierte Makrophagen und Mikroglia produzieren toxische Molekule, welche
eventuell Axonschaden hervorrufen. Fur die Axonschaden scheinen dabei
Sauerstoffradikale und Stickoxide eine wesentliche Rolle zu spielen (Lassmann,
2010).

Daten aus mehreren Studien lassen vermuten, dass eine mitochondriale
Dysfunktion und daraus resultierende Defekte in der Energiebereitstellung in der
Pathogenese der MS eine entscheidende Rolle spielen (Lassman, 2010).
Energiedefizite haben fatale Folgen flir Axone (Mahad et al., 2008; Trapp & Stys,
2009). Sie fuhren zur Aktivierung von proteolytischen Enzymen, welche
axoplasmatische Inhalte zerstoren und zum Tod von Axonen fuhren (Trapp &
Stys., 2009). Dabei sind jedoch nicht alle Axone gleich betroffen. Dinnere Axone,
welche das Hauptziel fir Neurodegeneration bei MS sind, sind viel verwundbarer
als dickere Axone (Stys., 2005).




1.4 Klinik und Verlaufsformen

1.4.1 Symptomatik

Die Symptome der MS prasentieren sich vielseitig. Typisch fur den schubférmigen
MS Typ, der haufigsten Verlaufsform, sind Sensibilitdtsstérungen, eine unilaterale
Optikusneuritis, Doppelbilder, Schwache in den Extremitaten, Ungeschicklichkeit,

Gangataxien sowie neurogene Blasen- und Darmfunktionsstérungen.

Patienten mit primar progressiver Verlaufsform prasentieren sich zu Beginn haufig
mit einer chronisch progressiven Myelopathie. Diese Form verschlechtert sich
fortlaufend und es kann zu einer Tetraparese, kognitiven Einschrankungen, einem
Hirnstamm-Syndrom sowie zu Kleinhirn-, Blasen-, Darm- und

Sexualfunktionsstorungen kommen (Noseworthy et al., 2000).

Neben den oben genannten eher unspezifischen Symptomen gibt es noch das
Lhermitte Phanomen und das Uhthoff Phanomen, welche eher krankheitstypisch
fur MS sind. Beim Lhermitte Phanomen kommt es zu einem elektrisierenden
Gefuhl entlang des Ruickens bei Beugung des Nackens. Unter Uhthoff Phanomen
versteht man eine voriibergehende Verschlechterung der Symptome bei Anstieg
der Korpertemperatur, hervorgerufen durch zum Beispiel korperliche Betatigung
oder ein heifles Bad (Compston & Coles, 2008).

1.4.2 Verlaufsformen

Die MS kann in vier Verlaufsformen eingeteilt werden (MS Leitlinie, 2012):

Klinisch isoliertes Syndrom (CIS)

Schubférmige MS (relapsing-remitting MS, RRMS)
Primar progrediente MS (PPMS)

Sekundar progrediente MS (SPMS)

Etwa 85% der jungen Erwachsenen prasentieren sich anfangs mit einem klinisch
isolierten Syndrom (Miller et al., 2005). Das CIS umfasst die ersten klinischen
Symptome, die stark auf eine beginnende MS hindeuten. Typischerweise sind der

Nervus opticus, das Ruckenmark oder der Hirnstamm betroffen (Miller et al.,
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2012). Als haufige Symptome gelten Sensibilitatsstorungen, Gangstérungen und

eine einseitige Optikusneuritis (Weinshenker, 1998).

Bei etwa 80% der Patienten prasentiert sich die MS anfangs mit einem
schubférmigen Verlauf (Noseworthy et al.,, 2000). RRMS wird definiert als eine
Episode mit akuter Verschlechterung neurologischer Funktionen, gefolgt von einer
Ruckbildung der Symptome mit variablem Ausmaly. Zwischen diesen Episoden
sind die Patienten stabil und es kommt zu keiner Krankheitsprogression (Lublin &
Reingold, 1996).

Die sekundar progressive Form der MS entwickelt sich nach 10 Jahren bei etwa
40% der Patienten. Nach 25 Jahren kann man bei etwa 80% von einer
Entwicklung in eine SPMS ausgehen (Weinshenker et al., 1989). Unter SPMS
versteht man eine anfangliche RRMS gefolgt von einer Krankheitsprogression mit
oder ohne gelegentliche Schibe. Dieser Krankheitsverlauf kann als Spatform der
RRMS bezeichnet werden (Lublin & Reingold, 1996).

Bei der primar progressiven Verlaufsform kommt es zu einer Progression der
neurologischen Symptomatik von Beginn an. Eventuell kann es zu Plateauphasen
und kurzzeitiger Verbesserung der Symptome kommen (Lublin & Reingold, 1996).
PPMS betrifft in etwa 10 bis 15% aller MS Patienten (Thompson et al., 2000).

Die Abbildung 1 zeigt die verschiedenen Verlaufsformen modifiziert nach Lublin &

Reingold.
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Abbildung 1. Verlaufsformen der MS modifiziert nach Lublin & Reingold 1996

Eine Beobachtungsstudie von Confavreux et al. lasst vermuten, dass bestimmte
klinische Variablen auf die Zeitspanne zwischen Beginn der MS bis zur
irreversiblen Behinderung hinweisen. Zu diesen Variablen zahlen das Geschlecht,
das Alter, anfangliche Symptome, der Krankheitsverlauf, Ausmal} der Ruckbildung
des ersten Schubes, die Zeit zwischen Beginn der MS und zweitem Schub, Anzahl
an Schiben in den ersten 5 Jahren und die Zeit zwischen Beginn bis zum
Erreichen eines Wertes von 4 auf der Expanded Disability Status Scale (EDSS)
von Kurtzke. Diese wird zur Quantifizierung des Schweregrades der Behinderung
bei MS Patienten herangezogen. Ist ein EDSS Wert von 4 erreicht, haben diese

Parameter keine voraussagende Bedeutung mehr (Confavreux et al., 2003).
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1.5 Diagnostik

MS ist eine klinische Diagnose, die eine detaillierte Patientenanamnese, eine
ausfuhrliche neurologische Untersuchung und paraklinische Untersuchungen
erfordert. Zu den paraklinischen Untersuchungen zahlen die MRT,
Liquoruntersuchungen, evozierte Potenziale und Blut-Tests zum Ausschluss

anderer Diagnosen (Lublin, 2002).

Definition eines Schubes

Ein Schub wird definiert als neu auftretende oder reaktivierte klinische Ausfalle
und Symptome, die vom Patienten berichtet werden oder durch eine
neurologische Untersuchung objektiviert werden konnen und mindestens 24
Stunden andauern. Diese Ausfalle dirfen nicht durch Anderungen der
Korpertemperatur oder durch Infektionen erklarbar sein und der Abstand zu einem

vorausgegangen Schub muss mindestens 30 Tage betragen (MS Leitlinie, 2012).

Die 1982 erschienenen Diagnosekriterien nach Poser wurden 2001 von den
sogenannten ,McDonald Kriterien® abgelost (McDonald et al.,, 2001). Diese
wurden im Jahr 2005 (Polman et al., 2005) und im Jahr 2010 (Polman et al., 2011)
nochmals revidiert. Die heute gultigen McDonald Kriterien sind in Tabelle 1

dargestellt.

Klinische Prasentation | Objektivierbare | Zusatzlich notwendige

klinische Untersuchungen
Lasionen
= 2 Schibe = 2 Lasionen Keine
= 2 Schibe 1 Lasion Raumliche Dissemination im MRT
durch:

= 1 Lasion in zumindest 2 von 4 MS-
typischen ZNS Regionen
(periventrikular, juxtakortikal,
infratentorial oder spinal)

oder ein weiterer Schub

1 Schub 2 2 Lasionen Zeitliche Dissemination im MRT durch:
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gleichzeitiges Auftreten von
asymptomatischen Gadolinium-
aufnehmenden und nicht-
aufnehmenden Lasionen oder eine
neue T2 und/oder Gadolinium-
aufnehmende Lasion in Kontroll-MRT’s

oder ein zweiter klinischer Schub

1 Schub

1 Lasion (CIS)

Raumliche Dissemination im MRT
durch:

= 1 Lasion in zumindest 2 von 4 MS-
typischen ZNS Regionen
(periventrikular, juxtakortikal,
infratentorial oder spinal)

oder ein weiterer klinischer Schub

und

zeitliche Dissemination im MRT durch:
gleichzeitiges Auftreten von
asymptomatischen Gadolinium-
aufnehmenden und nicht-
aufnehmenden Lasionen oder eine
neue T2 und/oder Gadolinium-
aufnehmende Lasion in Kontroll-MRT’s

oder ein zweiter klinischer Schub

Neurologische
Progressionen mit
Verdacht auf primar

progrediente MS

1 Jahr progredienter Verlauf und 2 der
folgenden Kriterien:

=1 T2 Lasion in MS-typischen
Regionen (periventrikular, juxtakortikal,
infratentorial oder spinal)

= 2 spinale Lasionen

Positiver Liquorbefund (Nachweis
oligoklonaler Banden und/oder erhdhter

Immunglobulin G Index

Tabelle 1. McDonald Kriterien Stand 2010 (Polman et al., 2011)
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Die Kiriterien fur die raumliche Dissemination basieren auf den Artikeln von
Swanton et al., 2006 und 2007, die fur die zeitliche Dissemination auf Montalban
et al., 2010.

Sofern diese Kriterien erfullt sind und keine bessere Erklarung fur die klinischen
Symptome bestehen, kann die Diagnose ,Multiple Sklerose“ gestellt werden. Sind
die Kriterien nicht vollstandig erfullt spricht man von einer ,moglichen Multiplen
Sklerose” und bei Auftreten einer anderen wahrscheinlichen Diagnose von ,keiner

Multiplen Sklerose“ (Polman et al., 2011).

1.5.1 Klinisch neurologische Untersuchung

Die detaillierte Kklinisch-neurologische Untersuchung stellt die Basis fur die
Diagnostik der MS dar. Zur Quantifizierung des Schweregrades der Behinderung
wird seit 1983 die Expanded Disability Status Scale (EDSS) von Kurtzke
verwendet (Kurtzke, 1983). Die in Tabelle 2 dargestellte Skala umfasst Werte von
0 bis 10. Die Ziffer 0 steht fiur einen normalen neurologischen Befund, die Ziffer 10
fur den Tod durch MS. Werte bis 4 beziehen sich auf 8 funktionelle Systeme (FS)
des Patienten: Motorik, Kleinhirn, Hirnstamm, Sensibilitat, Blase und Mastdarm,
Visus, mentale Funktionen und andere. Die Funktion dieser Systeme wird von 0
bis 6 bewertet, wobei 0 einer normalen Funktionen und 6 einer maximalen
Behinderung beziehungsweise einem Funktionsverlust entspricht. Ab einem EDSS
Wert von 4 bezieht sich die Skala auf die Gehfahigkeit des Patienten.

Wert | Beschreibung

0.0 Normale neurologische Untersuchung

1.0 Keine Behinderung, minimale Symptome in einem FS

1.5 Keine Behinderung, minimale Symptome in mehr als einem FS (mehr als 1 FS
Grad1)

2.0 Minimale Behinderung in einem FS (ein FS Grad 2)

2.5 Minimale Behinderung in zwei FS (zwei FS Grad 2)

3.0 MaRige Behinderung in einem FS (ein FS Grad 3) oder leichte Behinderung in
drei oder vier FS (drei oder vier FS Grad 2) bei uneingeschrankter Gehfahigkeit

3.5 Uneingeschrankte Gehfahigkeit aber maflige Behinderung in einem FS (ein FS
Grad 3) und ein oder zwei FS (Grad 2) oder zwei FS (Grad 3) oder funf FS (Grad

15



2)

4.0 Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fur 500m, selbstandig, ungefahr 12 Stunden am
Tag wach trotz relativ schwerer Behinderung in einem FS Grad 4 oder
Kombinationen geringerer Grade, die die Grenzen der vorherigen Stufen
Uberschreiten

45 Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fir 300m, die meiste Zeit des Tages wach, voll
arbeitsfahig, eventuell mit geringen Einschrankungen oder auf geringe Hilfe
angewiesen, relativ schwere Behinderung in einem FS Grad 4 oder
Kombinationen geringerer Grade, die die Grenzen der vorherigen Stufen
uberschreiten

5.0 Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fur 200m, Ausfiihrung taglicher Aktivitaten ist
eingeschrankt

5.5 Gehfahig ohne Hilfe oder Pause fur 100m, Behinderung schliel3t téagliche
Aktivitaten aus

6.0 Wechselnde oder einseitige konstante Gehhilfe notig um 100m zu gehen

6.5 Konstante beidseitige Gehilfe nétig um 20m zu gehen

7.0 Unfahig trotz Hilfe 5m zu gehen, auf einen Rollstuhl angewiesen, kann sich im
Standardrollstuhl alleine fortbewegen, etwa 12 Stunden am Tag wach

7.5 Unfahig mehrere Schritte zu gehen, auf den Rollstuhl angewiesen, braucht
eventuell Hilfe bei Ein- und Ausstieg und der Fortbewegung, kann nicht den
ganzen Tag im Standardrollstuhl sitzen, benétigt eventuell einen Elektro-Rollstuhl

8.0 Meist im Bett liegend oder im Rollstuhl sitzend, jedoch gréftenteils am Tag
aullerhalb des Bettes, Korperpflege méglich, Funktion der Arme erhalten

8.5 Grofdtenteils im Bett liegend, Kérperpflege zum Teil méglich, Funktion der Arme
ist eingeschrankt

9.0 Hilflos und bettlagerig, kann kommunizieren und essen

9.5 Vallig hilflos und bettlagerig, kann nicht kommunizieren oder essen,
Schluckstérung

10.0 | Tod durch MS

Tabelle 2. Expanded Disability Status Scale (EDSS) (Kurtzke, 1983)
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1.5.2 Evozierte Potenziale

Demyelinisierung verzogert die Latenz visuell, akustisch, motorisch und
somatosensibel evozierter Potenziale. Sie haben jedoch seit Einsetzen der MRT
an Bedeutung verloren und spielen eher als Zusatzuntersuchung bei diagnostisch
schwierigen Patienten eine Rolle (Compston & Coles, 2002). Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass evozierte Potenziale als Marker des Krankheitsverlaufes
eine Bedeutung haben, da sie funktionell relevante Veranderungen bereits in

frihen Phasen der MS erfassen konnen (Schlaeger et al., 2012).

1.5.3 Magnetresonanztomographie

Die MRT Untersuchung ist ein wesentlicher Bestandteil der MS Diagnostik
(McDonald et al., 2001; Polman et al., 2011). Als Standardverfahren kann die T2-
gewichtete Aufnahme gesehen werden. Typische MS Plaques koénnen als
hyperintense Areale von der wei3en Substanz differenziert werden. Dies resultiert
aus veranderten Relaxationszeiten der Plaques im Vergleich zum Marklager.
Durch Aufnahmen mit Gadolinium-haltigem Kontrastmittel kann die diagnostische
Sicherheit in T1-gewichteten MRT Aufnahmen verbessert werden (Pretorius &
Quaghebeur, 2003).

Die MS Plaques findet man typischerweise im periventrikularem Marklager, der
Balkenregion sowie im infratentoriellem und cortiko-subkortikalem Bereich
(Fazekas et al., 1999).

1.5.4 Liquoruntersuchung

Neben der MRT Untersuchung spielt die Liquoruntersuchung eine unterstiutzende
Rolle in der Diagnostik. Nach dem Quotienten-Schema werden Albumin,
Immunglobulin G (IgG), Immunglobulin A (IgA) und Immunglobulin M (IgM)
bestimmt. Des Weiteren beinhaltet die Liquor-Diagnostik eine Zytologie und den
Nachweis von oligoklonalen IgG-Banden. Bei Bedarf werden die Antikorper-
Synthese-Indizes (ASI) fur Masern, Roételn und Zoster Viren sowie bei Verdacht
auf eine Borreliose der ASI fur Borrelien bestimmt (MS Leitlinie, 2012). Eine

Erhdhung der virusspezifischen Antikorper der drei genannten Arten von Viren
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konnen bei etwa 80% der MS Patienten nachgewiesen werden (Felgenhauer et
al., 1985).

Eine erhdhte intrathekale Immunglobulinsynthese, nachgewiesen mittels IgG
Index, ist der haufigste Befund bei MS Patienten. Dabei sollte jedoch beachtet
werden, dass es auch bei anderen chronisch-entzindlichen Erkrankungen des
ZNS zu einer erhohten IgG-Synthese kommen kann (Correale & de los Milagros
Bassani Molinas, 2002). Der Nachweis oligoklonaler Banden erfolgt mittels
isoelektrischer Fokussierung. Die Sensitivitat dieses Tests in Bezug auf die
Diagnose liegt bei 95% (McLean et al., 1990).
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1.6 Differentialdiagnosen

Die Differentialdiagnosen zur MS sind in Tabelle 3 aufgelistet. Mit einem Stern (*)

gekennzeichnete Erkrankungen sind nur fur die progressive Myelopathie und die

primar progressive Form der MS relevant (Noseworthy et al., 2000).

Metabolische Erkrankungen

Storungen im Vitamin B12 Stoffwechsel*,

Leukodystrophien

Autoimmunerkrankungen

Sjégren’s Syndrom, Systematischer Lupus
erythematodes, Behcet’'s Krankheit, Sarkoidose,
chronische inflammatorische demyelinisierende
Polyradikulopathie assoziiert mit
Demyelinisierung des ZNS, Antiphospholipid-
Antikdrper-Syndrom

Humanes Immundefizienz- und Humanes T-

lymphotropes 1 Virus assoziierte Myelopathie®,

Infektionen
Lyme Krankheit, meningovaskulare Syphilis,
Eales’ Krankheit
Spinale-durale arteriovendse Fistel*, kaverndses
Hamangiom, ZNS Vaskulitis, zerebrale
Gefalerkrankungen

autosomal dominante Arteriopathie mit

subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie

Genetische Syndrome

Heriditare Ataxie und heriditare Paraplegie®,

mitochondriale Zytopathien

Lasionen der Fossa posterior

und des Riuckenmarks

Arnold-Chiari Malformation, nonheriditare Ataxie,

spondylotische und andere Myelopathien *

Psychiatrische Erkrankungen

Konversionsstérung, Simulation

Neoplastische Erkrankungen

Tumore des Rickenmarks*, ZNS Lymphome,

paraneoplastische Erkrankungen

Varianten der Multiplen
Sklerose

Optische Neuritis, isoliertes Hirnstammsyndrom,
transverse Myelitis, akute disseminierende
Encephalomyelitis, Marburg Erkrankung,

Neuromyelitis optica

Tabelle 3. Differentialdiagnosen (Noseworthy et al., 2000)
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1.7 Therapie

Es konnte durch Studien (CHAMPS-Studie, ETOMS-Studie, BENEFIT-Studie)
gezeigt werden, dass durch eine fruhe krankheitsmodifizierte Therapie ein
positiver Effekt auf klinische und magnetresonanztomographische Resultate erzielt
werden kann und somit eine friher Therapiebeginn indiziert ist (Jacobs et al.,
2000; Comi et al., 2001; Kappos et al., 2007).

Der derzeitige Stufentherapieplan der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie
umfasst eine Schubtherapie bei Bedarf, eine Basistherapie und eine
Eskalationstherapie (MS Leitlinie, 2012). Dieser Stufentherapieplan wird in
Abbildung 2 dargestellt und im folgenden Text genau erlautert.

Schubtherapie

Die Therapie des akuten Schubes mit  Glukokortikoidpraparaten
(Methylprednisolon) kann laut der Multiplen Sklerose Therapie Konsensus Gruppe
als standardisiertes Vorgehen bei CIS, RRMS und SPMS angesehen werden (MS
Leitlinie, 2012). Als zweite Wahl bei trotz Glukokortikoidtherapie andauernden

Symptomen gilt die Plasmaseparation (Keegan et al., 2005).

Basistherapie
Die Basistherapie fir CIS und RRMS Patienten umfasst Glatirameracetat oder

Interferon-beta 1a intramuskular, 1a subkutan oder 1b subkutan.

Die immunmodulatorische Therapie mit Glatirameracetat ist fiur CIS Patienten mit
hohem Risiko auf eine klinisch gesicherte MS und ambulante Patienten mit RRMS
zugelassen (MS Leitlinie, 2012).

Der genaue immunmodulatorische und antiinflammatorische Wirkmechanismus
von Interferon-beta ist bis dato noch nicht genau bekannt, es wird jedoch eine
Wirkung auf T-Zellen, Inhibierung der Leukozytenmigration tUber die Blut-Hirn-
Schranke, Zytokin Modulation und eine potentielle antivirale Aktivitdt vermutet
(Dhib-Jalbut & Marks, 2010). Die Zulassung fur die Therapie von RRMS Patienten
mit den 3 rekombinanten Interferon-beta Praparaten erfolgte nachdem die
Wirksamkeit in Studien der Klasse-I-Evidenz nachgewiesen werden konnte. Diese

Praparate durfen auch fur CIS Patienten angewandt werden (MS Leitlinie, 2012).
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Weitere Therapieoptionen bei RRMS sind Azathioprin und intravendse
Immunglobuline (IVIg). Azathioprin darf jedoch nur gegeben werden wenn die
Therapie mit Interferon-beta nicht mdglich ist oder dadurch ein stabiler Verlauf
erzielt werden kann. Studien zur Wirkung von IVIg zeigen, dass es eine positive
Wirkung auf die Schubrate gibt (Sorensen et al., 2002). Jedoch sind diese Daten
im Vergleich zu Studien anderer Medikamente weniger deutlich und deshalb
sollten IVlg nur bei fehlender Wirksamkeit anderer Medikamente oder

Unvertraglichkeiten angewendet werden (Fazekas et al., 2008).

Als Basistherapie zur Behandlung von SPMS mit aufgesetzten Schiben ist
Interferon-beta 1a subkutan und Interferon-beta 1b subkutan zugelassen (Kappos
et al., 2004). Als weiteres Therapeutikum kann auch noch Mitoxantron sowohl bei
Verlauf mit aufgesetzten Schiiben als auch ohne aufgesetzte Schiibe verabreicht
werden. Cyclophosphamid kann bei fulminanten Fallen als Ausweichtherapie
verabreicht werden (MS Leitlinie, 2012).

Eskalationstherapie
Als erste Wahl zur Eskalationstherapie werden die Immunmodulatoren Fingolimod
und Natalizumab angewandt. Sie werden als Monopraparat bei der hochaktiven
RRMS eingesetzt. Des Weiteren kdnnen sie auch bei Therapie-naiven Patienten
angewandt werden.
Als zweite Wahl gilt Mitoxantron und eventuell Cyclophosphamid, jedoch

wiederum nur bei fulminanten Verlaufen (MS Leitlinie, 2012).

Neben den hier genannten Medikamenten gibt es noch viele Weitere die derzeit in
Testung sind. Das wurde jedoch Uber den Rahmen der Diplomarbeit hinausgehen

und kann bei Interesse unter www.clinicaltrials.gov nachgelesen werden.
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Abbildung 2. Therapieschema der MS nach der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft flir
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1.8 Eisen und Neurodegeneration bei MS

Eisen spielt eine wichtige Rolle im physiologischen neuronalen Metabolismus. Es
ist ein wichtiger Kofaktor fur Proteine, die zur Aufrechterhaltung einer
physiologischen Funktion des Hirngewebes bendtigt werden. Des Weiteren spielt
es eine Rolle im Sauerstoff- und Elektronentransport sowie bei metabolischen
Prozessen. Ist jedoch zu viel Eisen im Gehirn vorhanden, kann dadurch oxidativer
Stress hervorgerufen werden, welcher zur Neurodegeneration fuhren kann (Zecca
et al., 2004).

Im Gehirn wird Eisen vor allem in Form von Ferritin und Hamosiderin gespeichert.
Diese wirken als Puffer gegen Eisenmangel oder Eisenlberschuss (Bothwell,
1995). Hallgren & Sourander konnten zeigen, dass an Ferritin gebundenes Eisen
im Zuge des normalen Alterungsvorganges akkumuliert. Die hdchsten Ferritin
Konzentrationen sind dabei in den Basalganglien zu beobachten (Hallgren &
Sourander, 1958). Vermehrte Eisenablagerung kann bei verschiedenen
chronischen neurologischen Erkrankungen inklusive MS beobachtet werden
(Stankiewicz et al., 2007).

Diese erhohten Eisenablagerungen in Gehirnen von MS Patienten wurden vor
allem durch MRT und histopathologische Studien gezeigt (Stankiewicz et al.,
2007). Es gibt nur wenige Informationen Uber Veranderungen von Eisen selbst

und von Eisen-abhangigen Proteinen im Liquor und im Blut (Khalil et al., 2011a).

Bis dato ist noch nicht klar, ob erhdohte Eisenablagerungen im Gehirn von MS
Patienten ein Epiphanomen darstellen oder in die Pathologie der MS involviert
sind (Zecca et al., 2004).
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1.8.1 Histopathologische und pathologische Aspekte von erhohtem

Eisen

In mehreren Studien wurden Eisenablagerungen in verschiedenen Gehirnregionen
von MS Patienten nachgewiesen. Craelius et al. fanden in ihrer Autopsie-
basierenden Studie Eisenablagerungen in der Umgebung der typischen
demyelinisierenden Plaques. Des Weiteren zeigten ihre Untersuchungen
Ablagerungen in der myelinisierten weillen Substanz und innerhalb von
Blutgefallen in der grauen Substanz. Diese waren jeweils in der Nahe der
Lasionen (Craelius et al., 1982). Drayer et al. fanden Eisen im Putamen und im
Thalamus (Drayer et al., 1987). LeVine untersuchte Gehirne von MS Patienten
postmortal und konnte dabei Eisenansammlungen in Makrophagen und in der
Mikroglia nachweisen (LeVine, 1997). Petzold et al. beschrieben in ihrer Studie
Ablagerungen in der NAWM (Petzold et al., 2002).

Der exakte Mechanismus, warum sich Eisen im Gehirn von MS Patienten
anreichert ist noch nicht genau geklart. Eine Maoglichkeit ware ein gestorter
Eisentransport vom Gehirn ins Blut. Dieser Transport ist von eigenen
Transportproteinen abhangig (Moos et al., 2007). Transferrin ist ein Betaglobulin,
dass Eisen bindet und hauptsachlich in der Leber synthetisiert wird. Es reguliert
die Eisenabsorption, die Speicherung und dessen Nutzung (de Jong et al., 1990).
Die haufigste Aufnahme von Eisen erfolgt Uber Transferrinrezeptoren, die auf den
endothelialen Zellen im Gehirn sitzen. Diese Rezeptoren binden das Eisen und
gelangen Uber Endozytose ins Gehirn. Andere Transportproteine, wie der
divalente Metall Transporter (DMT 1) und Laktoferrin Rezeptoren, kénnten auch in

den Eisentransport Uber die Blut-Hirn-Schranke involviert sein (Ke & Qian, 2007).

Die in Abbildung 3 dargestellte Fenton Reaktion (Wardman & Candeias, 1996)
zeigt welche toxischen Effekte akkumuliertes Eisen auf Axone haben kann. Freies
oder wenig gebundenes Eisen reagiert mit Wasserstoffperoxid, welches durch die
Superoxiddismutase entstanden ist (Halliwell, 2006). Superoxide kdnnen auch
Uber die Haber-Weiss-Reaktion (Kehrer, 2000) mit dreifach positiv geladenem
Eisen reagieren und dabei zweifach positiv geladenes Eisen produzieren, welches
wiederum Uber die Fenton Reaktion reagieren kann (Kell, 2009). Die entstehenden
hochreaktiven Hydroxylradikale reagieren mit anderen Molekulen und es kommt

zu weiteren freien Radikalen. Dieser oxidative Stress fuhrt zur Lipid- und
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Proteinperoxidation, zur mitochondrialen Dysfunktion, zu erhohtem intrazellularem

Eisen und schlussendlich zum Untergang und Tod von Neuronen (Gutteridge,
1992; Halliwell, 2006).

Fenton reaction
Fel* + H;O; — Fe** + OH™ + OH*

Free and poorly — . -
liganded iron (Fe**) 2

.

Haber-Weiss reaction
Fe¥* + 0;* — Bel* + 05

MNeuronal death

Abbildung 3. Fenton Reaktion und Haber-Weiss-Reaktion

Reprinted from Multiple Sclerosis International Volume 2011 (2011), Article ID 606807, 6 pages doi:10.1155/2011/606807.
Copyright © 2011 Michael Khalil et al.; http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/.

Eine weitere Theorie, die bezlglich der Eisenablagerung bei MS Patienten
diskutiert wird, ist die Theorie der chronischen cerebrospinalen vendsen
Insuffizienz (CCSVI). Diese Theorie basiert auf der Annahme, dass es durch
Fehlbildungen in den Venen des Gehirnes zu einem verminderten vendsen
Abfluss und somit zu einer Extravasation von Erythrozyten mit folgender
Eisenablagerung kommen koénnte. Dies kdnnte eine Entzindung und den damit
verbundenen Gewebeschaden auslésen (Zamboni, 2006; Singh & Zamboni,
2009). Diese Theorie wird derzeit jedoch noch stark diskutiert und es existieren
bereits einige Studien, die diese Hypothese als falsch erwiesen haben

(Worthington et al., 2010; Doepp et al., 2010; Khan et al., 2010; Baretto et al.,
2012; Leone et al., 2013).
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1.8.2 Biomarker

Die MS ist, wie im Einfuhrungsteil bereits erwahnt, eine sehr heterogene
Erkrankung. Das zeigt sich unter anderem in der Erscheinung des
Krankheitsbildes, der Prognose und dem Ansprechen auf verschiedene
Therapiemoglichkeiten. Daher ist es wichtig Biomarker zu entwickeln, um
Therapiemoglichkeiten zu optimieren und ein besseres Verstandnis flr die
Pathogenese der MS zu erlangen. Als Biomarker versteht man einen objektiv
gemessenen und ausgewerteten Indikator normaler biologischer Vorgange,
pathologischer Prozesse oder pharmakologischer Reaktionen auf eine

therapeutische Intervention (Bielekova & Martin, 2004).

In den folgenden Kapiteln wird auf die Bedeutung von Biomarkern fur die MRT und

die Biomarker des Eisenstoffwechsels im Liquor und Serum eingegangen.

1.8.3 Eisenmessung mittels Magnetresonanztomographie

Die MRT Untersuchung ist bis dato die wichtigste Untersuchungen um
Eisenablagerungen im Gehirn zu bestimmen. Generell konnte in verschiedenen
Studien nachgewiesen werden, dass MS Patienten hypointense Signale,
hervorgerufen durch eine erhéhte Eisenakkumulation, in T2 gewichteten MRT
Aufnahmen zeigen. Diese erhohte Akkumulation ist vor allem in der tiefen grauen

Substanz des Gehirnes nachweisbar (Stankiewicz et al., 2007).

Drayer et al. zeigten in einer der ersten Studien eine reduzierte Signalintensitat im
Thalamus und im Putamen bei MRT Aufnahmen von MS Patienten (Drayer et al.,
1987). Eine weitere Studie von Grimaud et al. konnte ebenfalls eine reduzierte
Signalintensitat in den Basalganglien nachweisen (Grimaud et al., 1995). Bakhsi et
al. fanden eine Korrelation der T2 Hypointensitaten in der grauen Substanz mit
dem klinischen Verlauf und der kérperlichen Behinderung (Bakshi et al., 2002).
Der Zusammenhang zwischen den Hypointensitaten und der Kkorperlichen
Behinderung zeigte sich auch in anderen Studien (Tjoa et al., 2005; Zhang, 2007).
Des Weiteren wurde eine Korrelation zwischen den T2 Hypointensitaten und der
Gehirnatrophie bei MS Patienten gefunden (Bakshi et al., 2001; Bakhsi et al.,
2002; Bermel et al.,, 2005). Brass et al. zeigten in ihrer Studie, dass T2

Hypointensitaten mit der kognitiven Beeintrachtigung bei MS Patienten assoziiert
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werden konnen (Brass et al., 2006). Die Studie von Ceccarelli et al., in die nur CIS
Patienten mit eingeschlossen wurden, zeigte nur geringe Signalveranderungen in
den T2 gewichteten MRT Aufnahmen (Ceccarelli et al., 2010).

Bei den zuvor aufgezahlten Studien wurden die Eisenkonzentrationen nur visuell
durch die reduzierte Signalintensitdt der T2 gewichteten Aufnahmen
beziehungsweise durch semiquantitative Methoden (Bakhsi et al., 2002; Tjoa et
al.,, 2005; Brass et al.,, 2006) erfasst. In den letzten Jahren wurden jedoch
Methoden entwickelt, die es modglich machen die Eisenkonzentrationen auch
quantitativ zu bestimmen und somit genauere Ergebnisse zu erzielen. Diese
Techniken umfassen die Darstellung der Relaxationszeiten, der Gradientenecho-
Phasen Bildgebung, Verwendung der magnetischer Korrelationszeiten, die
suszeptibilitatsgewichtete Bildgebung und die Darstellung der direkten Sattigung
(Ropele et al., 2011).

Karzlich wurde zur Bestimmung der Eisenakkumulation die Darstellung der
Relaxationsrate R2* validiert (Langkammer et al.,, 2010). R2 und R2* sind die
Inverse von den Relaxationszeiten T2 und T2* und sind bei der Anwesenheit von
nicht-Ham-Eisen erhoht (Stankiewicz et al., 2007). Langkammer et al.
untersuchten die Gehirne von sieben Mannern ohne neurologische Krankheiten
oder Hirnschadigungen postmortal mittels eines 3 Tesla MRTs. Die
Eisenkonzentrationen wurden anschlieRend mittels induktiv gekoppelter Plasma-
Massenspektometrie bestimmt und mit den Relaxationsraten R2 und R2*
korreliert. Diese Studie konnte zeigen, dass R2 und R2* zur Bestimmung von
Eisenkonzentrationen verwendet werden koénnen. R2* stellt dabei die
empfindlichere Methode dar und kann auch fir die weile Hirnsubstanz
herangezogen werden (Langkammer et al., 2010). Abbildung 4 zeigt ein Bild einer
R2* MRT Aufnahme (Khalil et al., 2009). Ein Vorteil dieser Methode ist, dass diese
R2* Aufnahmen Uber konventionell erhaltliche Magneten mit angemessenen
Scanzeiten und der Moglichkeit der gesamten Darstellung des Gehirnes gemacht
werden kdnnen (Ropele et al., 2011).
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Abbildung 4. Echo einer Multiecho-FLASH-Serie und korrespondierende R2* Aufnahme, die

hohere Relaxationsrate im Putamen steht fiir eine hohere Eisenkonzentration
Reprinted from Multiple Sclerosis Journal, 15(9):1048-54, Sep/2009 by SAGE Publications Ltd./SAGE Publications, Inc., All
rights reserved. © The Author(s), 2009. doi 10.1177/1352458509106609.

Basierend auf der Studie von Langkammer et al. folgten Studien zur Messung von
Eisenablagerungen mittels R2* Relaxometrie bei MS Patienten.
Eine Studie von Khalil et al. konnte zeigen, dass MS Patienten eine erhohte R2*

Relaxationsrate in den Basalganglien mit Berlcksichtigung des Alters aufweisen.
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Diese war bei den Patienten mit schubférmigem Verlauf signifikant hoher als bei
Patienten mit CIS. Diese erhohte Relaxationsrate lasst auf eine erhohte
Eisenkonzentration in den Basalganglien schlieBen. Diese wird mit der

Krankheitsdauer und der Gehirnatrophie assoziiert (Khalil et al., 2009).

Es folgte eine weitere Studie basierend auf R2* gewichteten MRT Aufnahmen.
Diese konnte =zeigen, dass Patienten mit fortgeschrittener MS erhohte
Eisenkonzentrationen im Gehirn im Vergleich zu Patienten mit CIS aufweisen. Des
Weiteren wurde nachgewiesen, dass bei CIS Patienten die Konzentration an
Eisen im Gehirn im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht erhoht ist. Das weist darauf
hin, dass eine erhdhte Eisenanreicherung der Entwicklung von MS nicht vorangeht
(Khalil et al., 2011b).

Die Abbildung 5 zeigt eine R2* gewichtete MRT Aufnahme einer 39-jahrigen
Patientin mit CIS und einem 42-jahrigen Patienten mit RRMS. Der hohere

Eisengehalt in den Basalganglien wird durch hellere Signalintensitaten dargestellt.

Abbildung 5. R2* MRT Aufnahme einer 39 Jahre alten MS Patientin mit CIS (A) und einem 42
Jahre alten Patienten mit RRMS (B)

Reprinted with permission from Neurology, 1;77(18):1691-7, Nov/2011 by Wolters Kluwer Health, All rights reserved. © AAN
Enterprisis, Inc. Doi 10.1212/WNL.0b013e318236ef0e.
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1.8.4 Eisenmessung im Liquor und im Serum

Bis dato gibt es noch relativ wenige Informationen bezlglich dem maoglichen
Zusammenhang zwischen den Biomarkern Ferritin, Transferrin, dem I6slichen
Transferrinrezeptor und der Transferrinsattigung und der Pathogenese von MS.

Diese stammen aus folgenden Studien:

LeVine et al. zeigten erstmals, dass der Ferritin-Gehalt in Liquorproben von MS
Patienten mit aktiver chronisch progressiver Form im Vergleich zum Ferritin-

Gehalt bei gesunden Vergleichspersonen erhoht ist (LeVine et al., 1999).

Die Studie von Zeman et al. ergab Unterschiede in der Transferrin Menge
innerhalb der verschiedenen Subgruppen RRMS, SPMS und PPMS. Das
gemessene Transferrin im Serum war etwas niedriger und wich in der primar
progressiven Verlaufsform signifikant haufiger von der Norm ab als bei SPMS oder
RRMS Patienten in Remission. Der Transferrinindex war bei der primar
progressiven Form signifikant héher als bei SPMS oder RRMS. Transferrin im
Liquor wich bei Patienten mit kurzer Krankheitsdauer (0-2 Jahre) haufiger von der

Norm ab und korrelierte mit dem Alter (Zeman et al., 2000).

Petzold et al. fanden in ihrer Studie einen erhdohten Gehalt an Ferritin im Liquor bei
Patienten mit sekundar progressiver Verlaufsform im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe. Der Ferritin Gehalt der RRMS Gruppe war ahnlich dem der
Kontrollgruppe (Petzold et al., 2002).

Sfagos et al. zeigten in ihrer Studie, dass der Iosliche Transferrinrezeptor im
Serum bei MS Patienten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe deutlich erhoht ist.
Der Ferritin Gehalt im Serum war jedoch nur bei Patienten mit chronisch aktivem
Verlauf erhdht (Sfagos et al., 2005).

Rejdak et al. fanden bei Patienten mit RRMS einen ahnlichen Ferritin-Gehalt im

Liquor wie in der Kontrollgruppe (Rejdak et al., 2008).

Die Studie von Abo-Krysha & Rashed ergab einen erhoéhten I6slichen
Transferrinrezeptor Gehalt bei MS Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abo-
Krysha & Rashed, 2008).

Worthington et al. wiesen einen erhdhten Gehalt an Ferritin im Liquor bei
Patienten mit SPMS nach (Worthington et al., 2010).
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Da Costa et al. fanden erhohte Ferritinwerte im Serum, welche mit dem
mannlichen Geschlecht und dem schubhaft progressiven Typ der MS assoziiert
wurden (Da Costa et al., 2011).

1.9 Ableitung der Fragestellung

Die bisherige Einleitung sollte einen Uberblick iber das Krankheitsbild der MS
verschaffen. Des Weiteren sollte sie dazu dienen, einen Einblick Gber die mogliche

Rolle des Eisens bei MS zu erlangen.

Basierend auf den Ergebnissen verschiedener Studien, die belegen, dass bei MS
Patienten eine erhdhte Eisenablagerung vor allem in den Stammganglien messbar
ist, leitete sich die Fragestellung ab, ob die Werte der Eisenstoffwechselparameter
im Ligquor und Blut bei MS Patienten sich von den Werten der nicht-
inflammatorischen Kontrollen unterscheiden und ob es einen Zusammenhang
zwischen diesen Werten und Eisenablagerungen gemessen im MRT (R2*-

Relaxometrie) und der T2 Lasionslast gibt.

Die vorliegende Studie untersuchte, wie sich die Biomarker Ferritin, Transferrin
der l0sliche Transferrinrezeptor und die Transferrinsattigung bei Patienten mit
CIS/MS im Vergleich zu Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen
verhalten. Diese Ergebnisse wurden anschlieRend mit den Ergebnissen aus einer
Eisenmessung im Gehirn durch R2* MRT-Aufnahmen und mit der T2 Lasionslast

verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Studienkohorte umfasste insgesamt 142 Patienten. Davon waren 74 nicht-
anamische Patienten mit MS beziehungsweise mit CIS (54 Frauen, 20 Manner)
und 68 Patienten (45 Frauen, 23 Manner) in der Kontrollgruppe mit anderen nicht-
inflammatorischen neurologischen Krankheitsbildern. Zum Zeitpunkt der
Lumbalpunktion hatten in der CIS/MS-Gruppe 60 Patienten ein CIS und 14

Patienten eine gesicherte MS mit nicht progredientem Verlauf.

In der CIS/MS Gruppe wurden folgende klinische Daten erhoben:

- Alter zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion/Serumentnahme

Alter zu Krankheitsbeginn

- Krankheitsdauer zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion/Serumentnahme
- EDSS Wert zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion/Serumentnahme

- R2* Werte in den Basalganglien

- T2 Lasionslast

- Zeitdifferenz der Lumbalpunktion zur MRT Untersuchung

Das durchschnittliche Alter bei der Lumbalpunktion lag bei 32,6 + 9,3 (Mittelwert
Standardabweichung) Jahren. Keiner der Patienten in der CIS/MS Kohorte erhielt

zu diesem Zeitpunkt eine MS-spezifische medikamentdse Therapie.

Die Kontrollgruppe setzte sich aus 68 Patienten zusammen. Die Kontroligruppe
wurde nach internationalen Richtlinien erstellt. Diese Konsensusrichtlinien wurden
erstellt, um weniger Variationen bei einzelnen Kontrollgruppen zu erhalten. Bei der
Erstellung der Gruppen wurde das Augenmerk auf die Definition verschiedener
Kontrollgruppen mit unterschiedlichen neurologischen Krankheiten und somit
einem einheitlichen Patientengut gelegt. Durch diese Definitionen sollte der
Vergleich mit anderen Studien zu Biomarkern erleichtert und verbessert werden
(Teunissen et al.,, 2013). Von den 68 Patienten litten zum Zeitpunkt der
Lumbalpunktion 33 Patienten (22 Frauen, 11 Manner) an Kopfschmerzen, 21
Patienten (14 Frauen, 7 Manner) an sensiblen Missempfindungen und 14

Patienten (9 Frauen, 5 Manner) an Paresen von kranialen oder peripheren
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Nerven. Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion lag bei
34,3 = 10,9 (Mittelwert * Standardabweichung) Jahren. Bezuglich der
Geschlechterverteilung wurde das Verhaltnis 2:1 im Bezug Frauen zu Mannern

gewahlt. Dies entspricht der typischen Verteilung bei MS.

Die Daten wurden prospektiv von Patienten aus dem
Krankenhausinformationssystem MEDOCS und der wissenschaftlichen Datenbank
Archimed der Universitatsklinik fur Neurologie erhoben und zum Zeitpunkt der

Analyse aus den Datenbanken exportiert und analysiert.

Die Studie wurde von der Ethik Kommission der Medizinischen Universitat Graz

genehmigt. Alle Teilnehmer gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

CIS/IMS Kontrollen P

N 74 68

N weiblich (%) 54 (73,0) 45 (66,2) ns
Alter bei LP? (Jahre) 32,6 (9,3) 34,3 (10,9) ns
Alter bei Krankheitsbeginn? 31,9 (9,7) NA NA
Krankheitsdauer® (Jahre) 0,1 (0,0-0,3) NA NA
EDSS bei LP" 2,0 (1,0-3,0) NA NA
Patienten mit MS Therapie (%) 0 (0,0) NA NA
R2* Basalganglien (s™)? 27,5 (25,8-30,0) NA NA
T2 Lasionslast (cm®)? 1,4 (0,5-5,6) NA NA
Zeitdifferenz LP zu MRT (Jahre)® 1,3 (0,3-2,1) NA NA

N: Anzahl der Patienten, CIS: klinisch isoliertes Syndrom, MS: Multiple Sklerose, LP:
Lumbalpunktion, EDSS: Expanded Disability Status Scale, MRT: Magnetresonanztomographie,
NA: nicht anwendbar, ns: nicht signifikant, Ergebnisse als Anzahl (%), “Mittelwert

(Standardabweichung), ®Median (Interquartilsabstand)

Tabelle 4. Klinische, demographische und MRT Daten
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2.2 Methoden

2.2.1 Liquor- und Serumanalyse

Die Liquor- und Serumproben wurden aus dem Liquorlabor der Universitatsklinik
fur Neurologie herangezogen. Die Proben wurden bei den jeweiligen Patienten
mittels Lumbalpunktion beziehungsweise Blutabnahme aus der Vene gewonnen.
Uberschissiger Liquor und Serum wurden unter Einhaltung internationaler
Richtlinien (Teunissen et al., 2009) bei -80° Celsius bis zur wissenschaftlichen

Analyse eingefroren.

Serum Transferrin-, Ferritin- und I6sliche Transferrinrezeptorwerte sowie Liquor
Ferritin- und Transferrinwerte wurden mittels Nephelometrie (Beckman Coulter
Image 800) bestimmt. Die Bestimmung des I6slichen Transferrinrezeptors erfolgte
durch Immunnephelometrie mit einem BN |l Gerat (Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburg, Deutschland). Die Transferrinsattigung wurde aus Serum

Transferrin und Ferritin berechnet.

2.2.2 Magnetresonanztomographie

Die MRT wurde, wie bereits vorbeschrieben (Khalil et al., 2009), mit einem 3.0
Tesla Gerat (Siemens Tim Trio, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany)
durchgefuhrt. Dabei wurde eine Kopfspule mit zwolf Empfangselementen
verwendet. Die strukturelle Bildgebung inkludierte eine Fluid-Attenuated Inversion
Recovery (FLAIR) Sequenz (TR/TE/TI = 9000/70 ms/2500 ms, Aufldésung = 0.9 x
0.9mm?, Schichtdicke = 3mm) eine T1-gewichtete 3D Magnetization Prepared
Rapid Acquisition Gradient Echo (MPRAGE) Sequenz mit 1mm isotroper
Auflésung (TR/TE/TI/FA = 1.9 s/2.19ms/0.9s/9°). Die R2* Relaxationszeiten
wurden mit einer dreidimensionalen Fast Low Angle Shot (FLASH) Sequenz
(TR/FA = 86ms/20°) mit zwdlf Echos in gleichmaligen Abstanden gemessen
(Echoabstand von 4.92ms, Aufldsung = 0.9 x 0.9mm?, Schichtdicke = 4mm,
Aufnahme des gesamten Gehirnes).

Regionale R2* Messung: Zur Kompensation des bipolaren Gradientenecho

Readouts wurden alle spateren Echos der FLASH Frequenz linear auf das erste

Echo registriert. AnschlieBend wurden aus diesen Daten die R2*
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Relaxationsratenbilder durch Anpassung an eine Exponentialkurve und unter
Berucksichtigung des nicht-Gauly'schen Bildrauschen mit einem quadratischen

Ansatz der Fehlerminimierung nach St Pierre (St Pierre, 2003) berechnet.

Die Basalganglien wurden auf Basis des hochauflosenden MPRAGE Scan
vollautomatisch unter Verwendung von FIRST segmentiert. FIRST ist ein
Segmentations- und Erfassungsalgorhythmus, welcher auf verformbaren Modellen
der Neuroimagingsoftware FSL basiert (Smith et al., 2004). Die Bilder der
Strukturen wurden mit einem Pixel erodiert um Uberlappungen der verschiedenen
Regionen zu vermeiden und den Sitz der Regionen im R2* Datensatz zu
definieren. AnschlieBend wurden die mittleren R2* Werte wund die

Standardabweichungen der Struktur berechnet.

T2 Lasionslast: Die MS Lasionen wurden semi-automatisch mit Hilfe des

Programmes DISPImage erstellt. Die T2 Lasionslast wurde durch Multiplikation

der Flache aller Lasionen durch die Dicke der Scheiben berechnet.
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2.3 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS 18.0 (SPSS
Inc., Chicago, llliniois, USA) erhoben.

Die Daten wurden auf das Vorliegen einer Normalverteilung mit Hilfe des

Kolmogorov-Smirnov Tests Uberprift.

Bei nichtparametrischer Datenverteilung wurde flir Gruppenvergleiche der Mann-
Whitney U-Test herangezogen. Der Chi-Quadrat Test wurde zum Vergleich von

Frequenzen zwischen zwei Gruppen angewandt.

Beim Gruppenvergleich mit mehr als zwei Gruppen wurden alle angegeben p-
Werte mittels des Kruskal-Wallis-Tests mit dem posthoc Dunn’s Multiple

Comparison Test fur multiples Testen korrigiert.

Der Zusammenhang zwischen den klinischen Variablen, den
Routinelaborparametern, den  Liquorroutineparametern, der  regionalen
Eisenablagerung im Gehirn und den Eisenparametern wurde mittels

nichtparametrischer Spearman-Korrelationen errechnet.

Die Korrelation der Eisenparameter im Liquor mit den EDSS Werten wurde mittels

der partiellen Korrelation, nach Korrektur fiur das Alter, errechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der Liquor-/Serummarker zwischen der MS-Gruppe

und der Kontrollgruppe

Im Vergleich der beiden Gruppen mittels nichtparametrischer Testung zeigte sich
Transferrin im Liquor (p<0,001, siehe Abbildung 6) in der CIS/MS-Gruppe
signifikant erniedrigt (siehe Tabelle 5). Das Ergebnis blieb auch beim alleinigen
Vergleich der CIS Patienten mit der Kontrollgruppe signifikant (p<0,001).

Bei den restlichen Parametern Ferritin im Serum, Transferrin im Serum, Ferritin im
Liquor, dem léslichen Transferrinrezeptor, der Transferrinsattigung, Hamoglobin

und dem C-reaktiven Protein bestand kein signifikanter Unterschied.

Der Transferrin Index (p<0,001) und der Ferritin Index (p<0,05) zeigten sich in der
CIS/MS Gruppe signifikant erniedrigt.

CIS/MS Kontrollen P
N 74 68
Ferritin Serum ng/ml 55,65 (21,20-105,00) 46,75 (25,80-81,00) ns
Transferrin Serum mg/dl 330,50 (294,00-410,00) 339,00 (309,50-391,00) ns
Ferritin Liquor ng/ml 12,55 (8,20-15,80) 13,70 (10,65-16,35) ns
Transferrin Liquor mg/dl 212 (1,77-2,71) 2,91 (2,30-3,58) <0,001
Laslicher

1,01 (0,85-1,25) 1,10 (0,93-1,35) ns
Transferrinrezeptor mg/dl
Transferrinsattigung % 11,84 (5,04-24,14) 9,24 (5,35-17,97) ns
Hb g/dI 13,90 (13,20-14,50) 14,50 (13,40-15,25) ns
CRP mg/dI 1,00 (0,60-3,30) 1,55 (1,00-4,20) ns

N: Anzahl der Patienten, CIS: Klinisch isoliertes Syndrom, MS: Multiple Sklerose, Hb: Hamoglobin,
CRP: C-reaktives Protein, ns: nicht signifikant, Ergebnisse als Anzahl oder Median
(Interquartilsabstand), Normwerte: Ferritin Serum (30-150 ng/ml), Transferrin Serum (200-360
mg/dl), 16slicher Transferrinrezeptor (0,8-1,8 mg/dl), Transferrinsattigung (16-45%), Hb (Frauen:
12,0-15,3 g/dl, Manner: 13,0-17,5 g/dl), CRP (-5.0 mg/dI)

Tabelle 5. Vergleich Liquor-/Serummarker der CIS/MS Gruppe mit der Kontrollgruppe
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Abbildung 6. Transferrin im Liquor (mg/dl) bei CIS/MS Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe.
CIS/MS Patienten hatten signifikant verminderte Liquor Transferrinwerte. CIS: Klinisch isoliertes
Syndrom, MS: Multiple Sklerose
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Die Kontrollgruppe setzte sich aus Patienten mit Kopfschmerzen,
Missempfindungen und Paresen von Hirnnerven oder des peripheren
Nervensystems zusammen. Bezlglich der Transferrinwerte im Liquor bestand kein
signifikanter Unterschied beim Vergleich der Kontrollpatienten untereinander.
Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch beim Vergleich der MS-Gruppe mit
jeder einzelnen Kontrollgruppe (Abbildung 7).
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Abbildung 7. Transferrin im Liquor (mg/dL) im Vergleich mit den einzelnen Kontrollgruppen. Kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Kontrollgruppen. Signifikant erniedrigte
Transferrinwerte in der CIS/MS Gruppe im Vergleich zu jeder einzelnen Kontrollgruppe. Alle
angegebenen p-Werte wurden flr multiples Testen korrigiert. CIS: Klinisch isoliertes Syndrom, MS:

Multiple Sklerose, PNS: peripheres Nervensystem, HN: Hirnnerven
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3.2 Korrelation der Liquor-/Serummarker mit klinischen und

weiteren Laborvariablen

Bei der nichtparametrischen Korrelation der Liquor-/Serummarker untereinander
und mit den klinisch erhobenen Variablen (Alter zum Zeitpunkt der
Lumbalpunktion, Alter zum Erkrankungsbeginn, Erkrankungsdauer, EDSS Wert
zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion) ergaben sich folgende signifikanten

Zusammenhange:

Das Alter zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion korrelierte mit Transferrin im Liquor
(r=0,2, p<0,05), mit Ferritin im Liquor (r=0,2, p<0,01), mit Ferritin im Serum (r=0,2,
p<0,05) und der Transferrinsattigung im Serum (r=0,2, p<0,01).

Sowohl Transferrin im Liquor (r=-0,3, p<0,05) als auch Ferritin im Liquor (r=-0,3,
p<0,05) korrelierten mit den EDSS Werten zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion
(Abbildung 8-9). Beide Korrelationen blieben nach Korrektur flir das Alter
signifikant, Transferrin im Liquor (r=-0,3, p<0,05), Ferritin im Liquor (r=-0,4,
p<0,005). Die Werte Transferrin und Ferritin im Liquor zeigten keine signifikante
Korrelation mit den Variablen Krankheitsdauer und Alter zu Beginn der MS-

Erkrankung.

Liquor Transferrin mg/dL

EDSS

Abbildung 8. Korrelation von héheren Liquor Transferrinwerten mit niedrigeren EDSS Werten (r=-
0,3, p<0,05)
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Abbildung 9. Korrelation von héheren Liquor Ferritinwerten mit niedrigeren EDSS Werten (r=-0,4,
p<0,005)

3.3 Korrelation der Liquor-/Serummarker mit MRl R2* Werten

(Eisenablagerung) in den Basalganglien und T2 Lasionslast

Bei CIS/MS Patienten zeigte die nichtparametrische Korrelation von Transferrin im
Liquor mit MRI R2* Werten, als Mal fiur die Eisenablagerung im Bereich der
Basalganglien, keine signifikanten Zusammenhange.

Die Korrelation von Transferrin im Liquor mit der T2 Lasionslast zeigte ebenfalls

keine Signifikanz.
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4 Diskussion

Forschungsergebnisse zeigen, dass bei MS Patienten im Laufe ihrer Krankheit
vermehrt Eisen im Gehirn abgelagert wird. Diese vermehrte Ablagerung kann vor
allem in den Stammganglien beobachtet werden (Stankiewicz et al., 2007; Khalil
et al., 2009). Eisen spielt als Kofaktor fur viele Proteine, welche fur die Funktion
von neuronalem Gewebe von Bedeutung sind, eine entscheidende Rolle. Erhdhte
Konzentrationen an reaktivem Eisen kdnnen jedoch oxidativen Stress hervorrufen,

welcher zur Neurodegeneration fiihren kann (Zecca et al., 2004).

Bisher basiert die Evidenz fur erhdhte Eisenablagerung bei MS vor allem auf
bildgebenden und neuropathologischen Studien (Khalil et al., 2011a). In den
letzten Jahren wurde es durch technische Weiterentwicklung maoglich den
Eisengehalt in zerebralen Strukturen genau zu quantifizieren. Neben anderen
MRT Methoden stellt die R2* Relaxometrie eine interessante und hilfreiche
Methode zur Quantifizierung von Eisen im Gehirn dar (Ropele et al.,, 2011). In
einer rezenten Studie wurde gezeigt, dass die Eisenablagerung im Bereich der
Basalganglien, gemessen mittels R2* Relaxometrie, bei MS Patienten erhoht ist.
Diese erhohte Ablagerung konnte mit der Krankheitsdauer und der Gehirnatrophie
bei MS Patienten assoziiert werden. Im Gegensatz dazu konnte in der Gruppe der
CIS Patienten keine erhohte Eisenablagerung festgestellt werden (Khalil et al.,
2009; Khalil et al., 2011b).

Es gibt bisher nur wenige Untersuchungen bei MS Patienten, die madgliche
Alterationen des Eisenmetabolismus in Korperflussigkeiten, wie Liquor und Serum,
untersucht haben (Khalil et al., 2011a). Bis dato gibt es noch keine Studie in der
medizinischen Literatur, die sich mit der Assoziation von Eisenparametern im
Liquor beziehungsweise Serum mit magnettomographischer Bildgebung der
Eisenablagerung (wie zum Beispiel der R2* Relaxometrie) bei MS Patienten
beschaftigt hat.

Wie bereits erwahnt, konnten erhdhte Eisenablagerungen erst bei Patienten mit
gesicherter MS in der MRT festgestellt werden (Khalil et al., 2009; Khalil et al.,
2011b). Wir stellten uns die Frage, ob es auf der Proteinebene im Liquor und
Serum Unterschiede im Eisenstoffwechsel bei CIS und MS Patienten im Vergleich

zu einer Kontrollgruppe gibt und ob etwaige Unterschiede auch nur beim alleinigen
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Vergleich der CIS Gruppe mit der Kontrollgruppe bestehen bleiben. Diese
Information ware insofern von Bedeutung, da eine Stérung beziehungsweise
Alteration im Eisenstoffwechsel einer vermehrten Eisenablagerung, die mittels

MRT gemessen werden konnte, vorausgehen konnte.

Basierend auf diesem Hintergrund beschaftigte sich die Studie mit der Frage, ob
es Alterationen von Liquor und Serum Markern des Eisenstoffwechsels bei
CIS/MS Patienten im Vergleich zu Kontrollpatienten gibt und ob diese
Veranderungen mit klinisch erhobenen Variablen in Zusammenhang gebracht

werden konnen.

In einem weiteren Schritt wurde geprift, ob es einen Zusammenhang zwischen
den Biomarkern des Eisenstoffwechsels zwischen Liquor beziehungsweise Serum
und R2* Aufnahmen beziehungsweise der T2 Lasionslast aus MRT

Untersuchungen gibt.

Das Hauptergebnis unserer Studie ist, dass wir erniedrigte Transferrinwerte im
Liquor der CIS/MS Gruppe im Vergleich mit der gesamten Kontrollgruppe
nachweisen konnten. Der signifikante Unterschied von Transferrin im Liquor
konnte durch einen Vergleich mit den jeweiligen Untergruppen der Kontrollgruppe,
bei der sich jeweils ein signifikanter Unterschied zeigte, verdeutlicht werden. Ein
weiteres signifikantes Ergebnis zeigte sich bei der Korrelation mit klinisch erhoben
Variablen, bei der sowohl Transferrin als auch Ferritin im Liquor mit den EDSS

Werten zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion korrelierten.

43



Neben der signifikanten Verringerung von Transferrin im Liquor der CIS/MS
Patienten zeigte sich auch beim alleinigen Vergleich der CIS Patienten mit der
Kontrollgruppe dieser signifikante Unterschied. Dies deutet darauf hin, dass
bereits in frlhen Krankheitsphasen der MS, noch bevor eine erhdhte
Eisenakkumulation mittels R2* Relaxometrie in den Basalganglien detektiert

werden kann, Veranderungen des Eisenmetabolismus im Liquor stattfinden.

Transferrin bindet Eisen und ist flir die Regulation der Eisenabsorption, der
Speicherung und dessen Nutzung zustandig (De Jong et al., 1990). Im Gehirn wird
Transferrin hauptsachlich in den Oligodendrozyten synthetisiert und gespeichert
(Bloch et al., 1985). Die messenger RNA fur Transferrin wurde auch im Plexus

choroideus gefunden (Connor et al., 1992).

Transferrin im Liquor wurde bei MS Patienten bisher in nur wenigen Studien
untersucht. Eine Studie von LeVine et al., bei der ebenfalls die Transferrin Werte
mittels Nephelometrie von MS Patienten ermittelt und mit einer Kontrollgruppe
verglichen wurden, konnte im Gegensatz zu unserer Studie keine signifikanten
Unterschiede feststellen (LeVine et al., 1999). Eine Studie von Zeman et al.
konnte zeigen, dass es innerhalb der verschiedenen Verlaufsformen bei MS
Patienten Unterschiede in der gemessenen Menge an Transferrin gibt und die
Evaluation dieser Werte zur Differenzierung zwischen diesen Verlaufsformen
dienen kénnte (Zeman et al., 2000). Transferrin wurde aufgrund dieser Ergebnisse

eine mdgliche Rolle in der Pathogenese der MS zugesprochen.

In einigen rezenten proteomics basierten Studien, in denen das Proteinprofil im
Liquor und Serum von MS Patienten untersucht wurde, zeigte sich Transferrin im
Liquor im Vergleich zu Kontrollpatienten unterschiedlich reguliert. Eine Studie von
Tumani et al. zeigte eine Down-Regulation von Transferrin im Liquor bei CIS
Patienten, die innerhalb von zwei Jahren in eine RRMS Verlaufsform Ubergingen
im Vergleich zu CIS Patienten, bei der die Verlaufsform stabil blieb (Tumani et al.,
2009). Eine Studie von Pulinx et al. zeigte keine signifikanten Unterschiede im
Bezug auf das Gesamttransferrin im Liquor im Vergleich CIS mit MS Patienten
und einer Kontrollgruppe (Pulinx et al., 2012). Harris et al. konnten in ihrer Studie
signifikant unterschiedliche Mengen an Transferrin im Liquor bei MS Patienten im

Vergleich mit einer Kontrollgruppe feststellen (Harris et al., 2010).
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Warum Transferrin bei CIS/IMS Patienten verringert ist, kann nach derzeitigem
Wissenstand nicht genau erklart werden. Das liegt unter anderem daran, dass die
exakten Vorgange bezlglich des Eisenstoffwechsels im Gehirn bis dato noch nicht
genau geklart sind (Ke & Qian, 2007). Im Gehirn gibt es zwei Barriere-Systeme.
Die Blut-Hirn-Schranke trennt die Blutzirkulation von der interstitiellen Flissigkeit
im Gehirn und die Blut-Liquor-Schranke trennt das Blut vom Liquor
cerebrospinalis. Zwischen Liquor cerebrospinalis und der interstitiellen Flussigkeit
gibt es keine strukturelle Barriere (Zheng & Monnot, 2012). Der hauptsachliche
Transportweg von Eisen ins Gehirn Uber die Blut-Hirn-Schranke findet
wahrscheinlich an Transferrin gebunden Uber einen Transferrinrezeptor-Komplex
statt (Jefferies et al., 1984; Bradbury, 1997). Der Eisen-Transferrin-Komplex kann
Uber Endozytose in das Endothel der Gehirnkapillaren aufgenommen werden.
Dort dissoziieren die Molekule. Die Frage wie genau das intrazellulare Eisen aus
der abluminalen Seite der Endothelzellen ins Gehirn exportiert wird ist noch nicht
genau geklart (Moos et al., 2007; Zheng & Monnot, 2012). Das exportierte Eisen
an der abluminalen Seite kann anschlieBend von Transferrin, das im Gehirn
synthetisiert wurde, gebunden werden und somit fur Neuronen und Neuroglia uber
die Expression von Transferrinrezeptoren zur Verfugung stehen (Beard & Connor,
2003; Zheng & Monnot, 2012). Abgesehen von an Transferrin gebundenem Eisen
existiert auch noch ungebundenes Eisen im Gehirn (Ueda et al., 1993) und somit
gibt es noch andere Transportwege fur Eisen Uber die Blut-Hirn-Schranke. Neben
der Aufnahme von Eisen uber die Blut-Hirn-Schranke gibt es auch noch den
Aufnahmeweg Uber die Blut-Liquor-Schranke (Zheng & Monnot, 2012). Weitere
Transportproteine wie der Divalente Metall Transporter 1 (DMT1) und Laktoferrin
werden diskutiert (Mills et al., 2010). Der Abtransport von Eisen aus dem Gehirn
geschieht wahrscheinlich Uber den Liquor cerebrospinalis und somit Uber die Blut-
Liquor-Schranke im Plexus choroideus (Moos et al., 2007; Zheng & Monnot,
2012). Eisen konnte dabei im Liquor an Transferrin gebunden Uber den
Transferrinrezeptor-Komplex oder auch Uber andere Transporter wie den DMT1
ins Blut abtransportiert werden (Zheng & Monnot, 2012).

Die Ursache fur erniedrigte Transferrinwerte im Liquor kann durch die vorliegende
Studie nicht genau geklart werden. Oligodendrozyten speichern eine grol3e Menge
an Eisen im Gehirn (Levine, 1991) und synthetisieren und speichern Transferrin

(Bloch et al., 1985). Durch die Zerstérung der Oligodendrozyten im Rahmen
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autoimmunologischer Prozesse bei MS konnte vermehrt Eisen freigesetzt werden.
Durch eine zu geringe Menge an Transferrinproteinen konnte im weiteren Schritt
der Abtransport von vermehrt freigesetztem Eisen gestdrt sein. Das vermehrt
freiwerdende Eisen konnte in weiterer Folge Uber Generierung von
Hydroxylradikalen zur Amplifikation der Gewebeschadigung bei MS beitragen. Des
Weiteren ist bis jetzt nicht genau geklart, ob erhohtes Eisen bei
autoimmunologisch vermittelten Erkrankungen, wie der MS, aktiv aus dem
peripheren Blutkreislauf ins ZNS transportiert wird und auf diese Weise zur

erhohten Eisendeposition im ZNS fahrt.

Weitere Moglichkeiten waren eine zu geringe Produktion oder ein vermehrter
Abtransport von Transferrin in die Peripherie. Der genaue Grund daflir kann noch
nicht erklart werden. Eine Stérung in der Produktion oder des Abtransportes selbst
sowie eine Veranderung in der Blut-Liquor-Schranke bei erhdhtem Eisen im

Gehirn waren denkbar.

Bei MS kommt es, wie in der Einflhrung bereits erwahnt, zu
Entzindungsreaktionen mit konsekutiver Demyelinisierung und axonaler
Destruktion (Noseworthy et al., 2000). Eine Studie von Ritchie et al. konnte
verringerte Transferrinwerte bei Entzindungsreaktionen nachweisen (Ritchie et
al., 1999). Uber die Aktivierung des Neutrophilen-Myeloperoxidase-Systems wére
es moglich, dass Transferrin kein Eisen mehr binden kénnte und somit die Gefahr
gegeben ware, dass es durch das uUberschissige Eisen zur Bildung von freien

Radikalen kommen konnte (Leitner & Connor, 2012).

Insgesamt stellt sich die Frage, ob erniedrigte Transferrinwerte in frihen Stadien
der MS eventuell auf eine weiterfolgende vermehrte Eisenablagerung bei MS
Patienten hindeuten und somit eine Messung von Transferrin in frihen Stadien der

MS flr den weiteren Verlauf als pradiktiver Marker von Bedeutung ware.

Ferritin ist das wichtigste Eisenspeicherprotein im Gehirn und ist in der Lage das
Gehirn vor oxidativem Stress, hervorgerufen durch ein Uberangebot an Eisen, zu
schutzen (Connor et al., 1994). Ferritin kann im Gehirn in Oligodendrozyten,
Neuronen, Mikroglia und in geringen Mengen in Astrozyten gefunden werden
(Zecca et al., 2004).
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Bezuglich des Ferritin Gehaltes im Liquor konnte in unserer Studie kein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden.
Unsere Ergebnisse decken sich mit Ergebnissen anderer publizierter Studien.
LeVine et al. zeigten, dass der Ferritin Gehalt im Liquor zwar bei MS Patienten mit
aktiver chronisch progressiver Form im Vergleich zu gesunden Personen erhoht
ist, jedoch bei Patienten mit RRMS keine signifikanten Unterschiede zeigt (LeVine
et al., 1999). Weitere Studien von Petzold et al. und Worthington et al. konnten
ebenfalls einen erhéhten Gehalt an Ferritin im Liquor nur bei Patienten mit SPMS
nachweisen (Petzold et al., 2002; Worthington et al., 2010). Eine Studie von
Rejdak et al. fand ebenso keinen signifikanten Unterschied im Ferritingehalt von
Patienten mit RRMS im Vergleich mit einer Kontrollgruppe (Rejdak et al., 2008).
Levine et al. erklarten den unterschiedlichen Gehalt an Ferritin in den
verschiedenen Verlaufsformen durch eine mogliche Veranderung im Bezug auf die
Demyelinisierung und Entzindungsreaktion bei Patienten mit chronisch
progressiver Form. Somit kdénnte eine Erhéhung an Ferritin bei Patienten mit
chronisch progressivem Verlauf einen Abwehrmechanismus darstellen. Ferritin
konnte zu viel vorhandenes Eisen binden, um dadurch durch Eisen verursachten
oxidativen Stress zu vermeiden (LeVine et al., 1999). Die Ergebnisse dieser
Studien sind mit den Ergebnissen unserer Studie durchaus vereinbar, da
hauptsachlich Patienten mit CIS und MS mit schubférmigem Verlauf

eingeschlossen wurden.

Auch im Serum ergaben die Messungen von Transferrin und Ferritin keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich CIS/MS Patienten zu der Kontrollgruppe.
Diese Ergebnisse stimmen mit anderen rezenten Studien Uberein. Sfagos et al.
fanden einen erhdhten Ferritin Gehalt im Serum bei MS Patienten mit chronisch
aktivem Verlauf, jedoch vergleichbar mit unserer Studie keine Veranderungen des
Ferritin Gehaltes bei Patienten mit RRMS (Sfagos et al., 2005). Eine weitere
vergleichbare Studie von Da Costa et al. zeigte erhdhte Ferritinwerte im Serum,
die mit dem schubhaft progressiven Verlaufstyp der MS und zusatzlich mit dem

mannlichen Geschlecht assoziiert wurden (Da Costa et al., 2011).

Der Transferrin Index als auch der Ferritin Index zeigten sich bei den CIS/MS
Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Somit konnten wir
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ausschlielen, dass unsere gemessenen Werte im Liquor nicht nur durch eine
Storung der Bluthirnschranke und daraus folgenden erhohten Index Werten

zustande gekommen sind.

Der I6sliche Transferrinrezeptor wird in der Routinelabordiagnostik eingesetzt um
einen Eisenmangel diagnostizieren zu konnen (Ferguson et al., 1992; Cook,
1999). In Studien von Sfagos et al. und Abo-Krysha & Rashed konnten erhéhte
|6sliche Transferrinrezeptor Werte im Serum von MS Patienten nachgewiesen
werden. In unserer Studie zeigte der I6sliche Transferrinrezeptor keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich mit der Kontrollgruppe. In den beiden
genannten  Studien wurden jedoch andere Kohorten (progrediente
beziehungsweise aktive MS) im Vergleich zu unserer Studie (CIS
beziehungsweise fruihe MS) untersucht, weshalb ein direkter Vergleich der Studien
nicht moglich ist und somit nicht ausgeschlossen werden kann, dass sich der
|6sliche Transferrinrezeptor im weiteren Verlauf der MS erhoht. Sfagos et al.
fanden erhohte lIbsliche Transferrinrezeptor Werte bei aktiven chronisch
progressiven und aktiven schubhaft-remittierenden Verlaufsformen (Sfagos et al.,
2005). Abo-Krysha & Rashed konnten ebenfalls erhohte I0sliche
Transferrinrezeptor Werte sowohl bei Patienten mit aktiver beziehungsweise
stabiler chronisch progressiver als auch aktiver schubhaft-remittierender
Verlaufsform nachweisen (Abo-Krysha & Rashed, 2008). Die Autoren
konkludierten, dass diese Ergebnisse den erhdhten Eisenumsatz darstellen
konnten (Sfagos et al., 2005; Abo-Krysha & Rashed, 2008). Der erhohte I6sliche
Transferrinrezeptor Wert bei Patienten mit stabiler Verlaufsform kénnte durch eine
aktive Entzindung mit nicht nachweisbaren oxidativen Schaden hervorgerufen
werden (Abo-Krysha & Rashed, 2008).

Im Vergleich mit den klinischen Variablen korrelierten sowohl Transferrin als auch
Ferritin im Liquor mit den EDSS Werten zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion. Dabei
korrelierten hohere Transferrin und Ferritin Werte mit niedrigeren EDSS Werten.
Diese Ergebnisse zeigen somit einen mdglichen Zusammenhang der Hohe der
Transferrin und Ferritin Werte und dem Behinderungsgrad der MS Patienten. Die
Assoziation von erniedrigten Transferrin Werten mit den EDSS Werten

unterstreicht, dass die Analyse von Transferrin im Liquor bei MS Patienten in
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Zukunft eventuell von Bedeutung sein konnte. In diese Richtung werden noch
Studien bendtigt, die untersuchen ob Transferrin bei MS Patienten als pradiktiver
Wert in Bezug auf eine Kklinische Progression und/oder vermehrte

Eisenablagerung im Laufe der Erkrankung herangezogen werden kann.

Eine weitere wichtige Fragestellung dieser Diplomarbeit war es, einen moglichen
Zusammenhang zwischen Eisenparametern im Liquor und R2* Relaxometrie
Messungen zu analysieren. Des Weiteren wurde untersucht, ob die
Eisenparameter mit der T2 Lasionslast als bildgebendes Ausmal} der

Krankheitsschwere korrelieren.

Bei der Korrelation der Eisenparameter im Liquor mit MRl R2* Werten der
Basalganglien innerhalb der MS Gruppe ergaben sich keine signifikanten
Zusammenhange. Die Korrelation mit der T2 Lasionslast ergab ebenfalls keine
signifikanten Ergebnisse. Eine Studie von Worthington et al. konnte eine inverse
Korrelation der T2 gewichteten Lasionsvolumina und Ferritin im Liquor zeigen
(Worthington et al., 2010).

Die T2 Lasionslast war in der Kohorte unserer Studie eher gering. Somit hatten die
Patienten keine ausgepragte Hirnschadigung. Dadurch konnte die fehlende
Korrelation mit der T2 Lasionslast zum Teil bedingt sein. Ob eine mdgliche
Korrelation mit der MRT T2 Léasionslast besteht, sollte durch eine weitere Studie

mit einem Follow-Up Design untersucht werden.

Eine mdgliche Erklarung, warum sich in unserer Studie bei der Korrelation mit den
MRT Parametern keine signifikanten Ergebnisse zeigten, ware, dass die
biochemischen Parameter des Eisenstoffwechsels meist schneller auf
pathophysiologische Veranderungen reagieren und somit eine groflere Dynamik
aufweisen. Die MRT ist, zum Beispiel im Bezug auf die Eisenablagerung, eine
statische Messung und hat somit weniger Dynamik als die Messung der
Eisenparameter. Somit wird bei der MRT Messung erst das Ergebnis einer
eventuell gestorten Eisenregulation bei MS Patienten sichtbar. Wahrscheinlich ist
die vermehrte Eisenablagerung im ZNS von MS Patienten als Epiphdnomen der

pathophysiologischen Vorgange dieser Erkrankung zu sehen.

Beim Vergleich der Liquor- beziehungsweise Serumdaten mit MRT Variablen ist
des Weiteren zu berucksichtigen, dass die Lumbalpunktion und die MRT
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Untersuchung der Patienten nicht am gleichen Tag durchgefuhrt wurde und
eventuell deshalb in dieser Querschnittsuntersuchung kein Zusammenhang
gefunden werden konnte. Der zeitliche Abstand der Lumbalpunktion zur MRT
Messung lag im Median bei 1,3 Jahren. Ob eine Assoziation zwischen
Veranderungen des Eisenmetabolismus im Liquor und der Eisendeposition im
Gehirn von MS Patienten besteht, sollte in einer weiteren Studie mit Follow-Up
Design untersucht werden, in der die Veranderung der MRT Parameter im Laufe

der Zeit zu den Ausgangswerten von Liquor Parametern gesetzt werden kann.

Eine Starke unserer Studie ist der Vergleich der Eisenparameter beziehungsweise
MRT Parameter der CIS/MS Patienten mit denen einer Kontrollgruppe. Die
Kontrollgruppe wurde wiederum in einzelne Untergruppen (Kopfschmerzen,
Missempfindungen, Paresen von kranialen oder peripheren Nerven) unterteilt.

Des Weiteren ist als Starke unser relativ homogenes Patientengut im Bezug auf
die CIS/MS Gruppe zu sehen und dass keiner der Patienten zum Zeitpunkt der

Lumbalpunktion eine MS-spezifische Therapie erhalten hat.

Eine Einschrankung unserer Studie ist, dass nur Patienten mit relativ geringer
Beeintrachtigung untersucht wurden. Die Rolle von Veranderungen von
Eisenparametern im Liquor beziehungsweise Serum bei bereits fortgeschrittener
und progredienter MS sollte in Folgestudien untersucht werden.

Durch das Design der vorliegenden  Studie im  Sinne einer
Querschnittsuntersuchung koénnen vorerst keine Aussagen dartiber gemacht
werden, inwieweit die Eisenparameter im Liquor und Serum pradiktiv fir eine
Krankheitsprogression sind. Geplant sind weitere Studien mit longitudinalen

klinischen und MRT Untersuchungen um dieser Fragestellung nachzugehen.
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Zusammengefasst konnten wir in der vorliegenden Studie zeigen, dass Transferrin
im Liquor in frihen Phasen der MS verringert ist und ein Zusammenhang mit dem
Behinderungsgrad besteht.

Es werden noch longitudinale Studien bendétigt, um herauszufinden, ob Transferrin
als pradiktiver Wert in Bezug auf eine vermehrte Eisenablagerung im Laufe der
MS herangezogen werden kann. Des Weiteren werden noch weitere Studien mit
Follow-Up Design bendtigt, um einen moglichen Zusammenhang zwischen Liquor-
beziehungsweise Serumwerten des Eisenmetabolismus und Ergebnissen aus

MRT Untersuchungen (R2* Werte, T2 Lasionslast) zu untersuchen.
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