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Zusammenfassung

Einleitung. Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des
Zentralnervensystems die oftmals zu Behinderung flihrt. Die Vorhersage des individuellen
Erkrankungsverlaufs ist schwierig. Das klinisch isolierte Syndrom (CIS) représentiert die
klinisch fassbare fritheste Form der MS. Bereits bei CIS-Patienten lassen sich in der MRT
Lasionen und ein reduziertes Gehirnvolumen detektieren. Biomarker, die diese
Gewebeschdden bereits zu Beginn der Erkrankung erfassen konnen, sind von grofem
klinischen und wissenschaftlichen Interesse, zumal man sich davon Aussagen iiber den
Krankheitsverlauf erhofft. Drei Marker im Liquor cerebrospinalis fiir Neurodegeneration
wurden daher in dieser Arbeit mit oben genannten MRT-Parametern und klinischen Daten
verglichen und deren Stellenwert als Pridiktoren fiir eine Krankheitsprogredienz

untersucht.

Methoden. Potenzielle Liquor-Biomarker Neurofilament Light Chain (NF-L),
Neurofilament Heavy Chain (NF-H) und N-Acetyl-Aspartat (NAA) wurden bei 67 CIS-
Patienten und 18 Patienten mit neuropsychiatrischen Erkrankung und neurologischen
Erkrankungen ohne Hinweis auf entziindliche Atiologie analysiert. CIS-Patienten
unterzogen sich einer 3-Tesla MRT-Untersuchung des Gehirns zur Bestimmung des
Gehirnvolumens und des T2-Lasions-Volumens. 28 dieser Patienten wurde zudem nach
einem Jahr mittels MRT kontrolluntersucht. Zur Erfassung eines Zusammenhangs
zwischen den Biomarkern und der korperlichen Beeintrdachtigung, wurde die EDSS

(Expanded Disability Status Scale) bei der Auswertung mit einbezogen.

Ergebnis. Verglichen mit der Kontrollgruppe wiesen die CIS-Patienten erhohte NF-H
(p=0,05) und NF-L (p<0,001) Werte im Liquor auf. Fiir NAA zeigten sich diesbeziiglich
keine signifikanten Verdnderungen. NF-H Werte bei den CIS-Patienten korrelierten mit
dem Grad ihrer Behinderung (r=0.304, p<0.05). Des Weiteren fand sich ein
Zusammenhang zwischen Abnahme des Gehirnvolumens iiber den einjdhrigen
Verlaufszeitraum und NF-H-Werten (r=-0.518, p<0.01). Kein Zusammenhang konnte

jedoch zwischen den Parametern und der T,-Léasionslast festgestellt werden.

Schlussfolgerung. Die Ergebnisse belegen erhohte NF-H Werte bereits bei CIS-Patienten

und deuten auf einen Zusammenhang mit dem Behinderungsgrad hin. Der Zusammenhang
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der NF-H Werte mit Abnahme des Gehirnvolumens im Krankheitsverlauf nicht aber mit
der Verdnderung der T2-Lédsionslast - wiederum unterstiitzt die Annahme, dass dieser

Marker eine neuronale Schadigung reflektiert.



Abstract

Introduction. Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the central
nervous system (CNS) and represents a major cause for neurological disability among
young adults. The individual disease course is unpredictable. The clinically isolated
syndrome (CIS) represents the earliest clinical manifestation of MS. T,-lesions and brain
tissue loss can be detected already in patients with a clinically isolated syndrome (CIS)
suggestive of multiple sclerosis. Biomarkers that detect such processes are of great clinical
and scientific interest, especially if they (might) predict and reflect disease progression.
Within the current diploma thesis, three potential markers for neurodegeneration were
compared with clinical data and MRI parameters (T,-lesion load and brain atrophy) to

investigate their role as predictors for disease progression.

Methods. We assessed cerebrospinal fluid (CSF) levels of neurofilament heavy (NF-H),
neurofilament light (NF-L) and N-Acetyl-Aspartate (NAA) in 67 patients with CIS and 18
controls with neurologic diseases of non-inflammatory etiology. Patients with CIS
underwent magnetic resonance imaging (MRI) at 3T to assess the T,-lesion load and brain
volume. After 1 year a subgroup of 28 patients underwent a follow-up MRI, using the
same imaging parameters. To assess the relation of these markers with disability, we

correlated the levels with the Expanded Disability Status Scale (EDSS).

Results. Compared to the control patients, CIS-patients had higher NF-H (p=0.05) and NF-
L (p<0.001) levels. No significant group differences were found for NAA. NF-H levels
correlated with patients’ physical disability (r=0.304, p<0.05). A further correlation with
NF-H was found with the change in brain volume over 1 year of follow-up (r=-0.518,

p<0.01). There were no correlations with the change in T2 lesion load.

Conclusion. The results suggest increased neurofilament levels already in CIS patients,
and a relationship with the level of physical disability. The association of NF-H levels with
accumulative brain tissue damage over 1 year as assessed by MRI represents a new
finding. These preliminary observations suggest that CSF NF-H protein levels may predict

progressive brain damage. This, however, needs to be confirmed by further studies.
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1 Einleitung

Die Funktion unserer Sinneswahrnehmung, unserer Bewegung und unserer kognitiven
Leistungen ist von unseren zentralen Steuerelementen, dem Gehirn und dem Riickenmark,
abhédngig. Eine entscheidende Rolle fiir den Transport dieser Information spielen die
Leitungsbahnen (Axone), welche eine Nervenzelle (das Neuron) mit einer anderen, oder
mehreren iiber eine Synapse verbinden. Das Axon des Neurons wird durch Myelin
ummantelt. Diese Isolation dient dazu, die Faserstruktur des Axons gegeniiber den anderen
elektrisch zu isolieren um eine funktionelle Integritdt der einzelnen Leitungsbahnen zu
gewdhrleisten (1). Werden diese Transportwege gestort, kann der Informationsfluss nicht
mehr korrekt ablaufen beziehungsweise nimmt die Nervenleitgeschwindigkeit ab oder es
kommt iiberhaupt zu einem Leitungsblock (2).

Die traditionelle Ansicht ist, dass es bei der Multiplen Sklerose (MS) primér durch den
entziindlichen Prozess zu einer Demyelinisierung kommt, und in weiterer Folge zu Axon-
Schéaden und Axon-Verlust (3). Derartige axonale Schiaden konnen bereits in sehr frithen
Phasen der MS auftreten (4-6). Der axonale Schaden und die neuronale Degeneration sind
Resultat des entziindlichen Prozesses (7,8) und spiegeln sich je nach Lokalisation und
Auspriagung im Grad der physischen Beeintrichtigung des Patienten wider (9,10). Ist zwar
der entziindliche Prozess der Kern der Erkrankung, so zeigt die MS in ihren
unterschiedlichen Verlaufsformen, der variablen Symptomatik und in ihren verschiedenen
morphologischen Erscheinungsbildern eine ausgepridgte Heterogenitit. Fasst man
aktuellere Studien zusammen zeigt sich auch, dass Neurodegeneration unabhéngig von
entzlindlichen Prozessen stattfinden konnte, vor allem bei den progressiven Formen der
MS (PPMS) (7). Dies fiihrt besonders in frithen Stadien der Erkrankung zu einer
prognostischen Unsicherheit fiir Patienten, die eine zusitzliche Belastung darstellt.

Aus dem Liquor cerebrospinalis (CSF) gewonnene Biomarker kdnnten diesbeziiglich zur
Identifikation von Risikopatienten, die eine progrediente Form der MS entwickeln,
beitragen. Neurofilamente (NF) und N-Acetyl-Aspartat (NAA) erscheinen in diesem
Zusammenhang vielversprechend um den Grad der axonalen Destruktion zu ermitteln (10)

(11), womit deren Einsatz als Pridiktoren fiir eine Krankheitsprogredienz denkbar wire

(13).



Derzeit ist als Methode zur Erfassung von neuronalen Schdden bei MS lediglich die
Magnetresonanztomographie (MRT) verfiigbar, die neben den fiir die Diagnostik
entscheidenden Lédsionen in der weiflen Substanz auch wissenschaftlich interessante
Parameter liefert, wie etwa die beschleunigte Abnahme von Gehirnvolumen (14). Bis dato
existieren jedoch kaum Daten inwieweit die genannten mdoglichen Marker fiir axonalen
Schaden und neuronale Degeneration mit den morphologischen in der MRT erkennbaren
Schéiden in friihen Phasen der MS korrelieren. Mit dieser Arbeit soll diesen Fragen nun

nachgegangen werden.

2 Einfiihrung in die Thematik

2.1 Allgemeines zu Multipler Sklerose

Multiple Sklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems
(ZNS) und betrifft typischerweise junge Erwachsene. Die MS stellt die Hauptursache fiir
eine frithzeitige Behinderung im jungen Erwachsenenalter dar (15). Die Priavalenz der MS
liegt in Osterreich bei 95.8/100 000, es sind zu 72% Frauen und zu 28% Minner betroffen.
Im Schnitt treten die ersten Symptome (klinisch isoliertes Symptom, CIS) in einem Alter
von 30 Jahren auf (16). Auffallend ist ein Nord-Siid Gefille mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko im Norden Europas und Amerikas. Selten betroffen sind die schwarze
Bevolkerung der USA, Indianer und Inuit. Migrationsstudien zeigen, dass eine Exposition
mit einem pathogenen Umweltfaktor (z. B. Viren) vor dem 15. Lebensjahr fiir die spatere
Manifestation der MS von entscheidender Bedeutung sein konnte (17). Ein endemisches
Auftreten wird auf den Farder-Inseln beobachtet und steht in direktem Zusammenhang mit
der britischen Besatzung um 1940, was fiir eine iibertragbare Genese der Erkrankung
sprechen wiirde (18).

Daraus ergibt sich eine der zentralen Hypothesen zur Entstehung einer MS: das Auftreten
von Autoimmunvorgingen nach einer in der Adoleszenz erworbenen Virusinfektion (19).
Jedoch sind die Theorien weitreichender. Einen zusétzlichen Faktor soll eine genetische
Disposition spielen. Dafiir sprechen Zwillingsuntersuchungen, wobei das HLA-System und
die MS eindeutige Beziehungen zueinander erkennen lassen (20,21).

Hauptangriffspunkt der Entziindungszellen (vorwiegend T-Lymphozyten) ist die

Myelinscheide der Nervenzellen im Gehirn und im Riickenmark. Die T-Lymphozyten



schidigen dabei die Isolation der Nervenbahnen, was wiederum, je nach betroffenem Areal
im Gehirn  oder Riickenmark, zu mehr oder weniger charakteristischen
Ausfallserscheinungen flihren kann. Dabei ist zumeist nicht das gesamte Gehirngewebe
betroffen, sondern vielmehr einzelne Areale in der weillen und vereinzelt in der grauen
Substanz, die stark in ihrer GroBe und Lokalisation variieren kdnnen (s. Abschnitt 2.4.1:
Lasionen in der MRT). An diesen entziindlichen Stellen kommt es zu einer Destruktion der
Myelinscheide, der Axone und Neuronen und infolgedessen zu einer Storung der Blut-
Hirnschranke, durch die zellgebundene Molekiile in den Liquor (CSF) ausgeschwemmt
werden konnen, die wiederum teilweise {liber eine Liquoranalyse bestimmbar sind. Daraus
ergibt sich ein weiterer logischer Schluss, ndmlich dass der Verlust an Myelin, die
Degeneration der Axone, der Schaden an Neuronen und anderen Zellen, iiber den

Erkrankungszeitraum zu einem Verlust an Gewebevolumen fiihrt (14).

2.2 Klinik

Die MS ist durch hohe Heterogenitét gekennzeichnet, was ein klinisches Problem in Bezug
auf Auswahl der Therapie und Pradiktion des Verlaufes darstellt. Die moglichen
Symptome konnen vielféltig sein, dennoch gibt es kennzeichnende Beschwerden, die auf
eine MS hinweisend sind.

Patienten weisen oft bei der Erstkonsultation neurologische Symptome auf. Diese konnen
klinisch monofokal, ohne 6rtliche Dissemination der Lasionen, welche die Symptome und
Zeichen erklaren konnten, oder multifokal sein, mit ortlicher Dissemination der Lasionen,
wobei die Symptome nur erkldrt werden konnen, wenn zumindest zwei Lésionen in
unterschiedlichen Regionen im ZNS existieren. Uber die Zeit treten sie einmalig,
schubformig, oder progressiv in Erscheinung (22). Im Verlauf von Stunden oder auch von
Wochen konnen die Symptome an Intensitdt zunehmen und sich wieder zuriickbilden (16).
Zu Beginn iiberwiegen oft Symptome wie Missempfindungen an Hénden oder Fiifen,
Paresen einzelner oder aller GliedmaBBen und Sehstérungen. Im zeitlichen Verlauf, bei
einer Progredienz der Erkrankung, konnen zentrale Lihmungen und spiter Spastiken
auftreten. Zuvor zeigen sich eine Steigerung der FEigenreflexe und unwillkiirliche

Muskelzuckungen. Das Babinski-Zeichen ist anfangs oft einseitig positiv (20).



2.3 Der Schub und das klinisch isolierte Syndrom (CIS)

In Osterreich sind etwa 63% der MS Patienten an einer schubhaften remittierenden Form
und 28% an einer sekundér progressiven Form erkrankt (16). Typischerweise manifestiert
sich die Erkrankung in Form eines Schubes.

Ein Schub ist definitionsgemdf ein vom Patienten selbst beobachtetes oder neurologisch
objektivierbares, akutes oder vergangenes Symptom, welches fiir zumindest 24 Stunden
auftritt und typischerweise mit einer zentralen Demyelinisierung vergesellschaftet ist,
jedoch in Abwesenheit von Fieber und anderen Zeichen einer Infektion (23). Ein Schub
kann wenige Tage bis einige Wochen andauern (20). Tritt die klinische Symptomatik zum
ersten Mal auf und steht diese in Zusammenhang mit MRT-Lésionen, spricht man von
einem klinisch isolierten Syndrom (CIS). Wie es aus den McDonald Kriterien hervorgeht,
erfiillt ein CIS noch nicht die Kriterien einer manifesten MS. Ein CIS, zusammen mit einer
MRT-Dynamik iiber die Zeit oder nebeneinander bestehenden aktiven und chronischen
Lasionen, ergeben das Bild einer manifesten MS (24). Entsprechend den Kriterien nach
Montalban zur Diagnose einer MS, ausgehend von einem CIS, miissen simultan ortliche

(DIS) und zeitliche (DIT) Disseminationen nachweisbar sein (25) (s. Tabelle I).

Tabelle I, Differenzierung zwischen DIS und DIT (25)

DIS (Dissemination in space) DIT (Dissemination in time)

> 1 asymptomatische Lasionen in jeweils > | a) Simultan asymptomatische Gadolinium

2 charakteristischen Lokalisationen anreichernde und nicht anreichernde
(periventrikuldr, juxtakortikal, posteriore Lasion(en)
fossa, spinal) b) Neue T, und/oder Gadolinium

anreichernde Lésionen in der Follow-Up
Untersuchung, unabhéngig vom Zeitpunkt

des Baseline-MRTs.

Eine héufige Lokalisation bei CIS-Patienten ist der N. opticus (26), einhergehend mit einer
Sehverschlechterung als klinisches Korrelat. Die Prozentzahlen der CIS-Patienten, die
innerhalb von zwei Jahren einen weiteren Schub erleben (und damit per definitionem an
einer MS erkrankt sind) schwanken von Studie zu Studie zwischen 31-77% (26). Die

Riickbildung des Symptoms, beziehungsweise die Besserung der Beschwerden bezeichnen




das Ende eines Schubes. Man spricht infolgedessen entweder von einer vollstindigen oder
einer inkompletten Remission mit einem andauernden neurologischen Defizit. Da Schiibe
weder zeitlich noch hinsichtlich ihres Schweregrades vorhersehbar sind, ist eine
Einschétzung des Krankheitsverlaufes sehr schwierig und fiihrt dementsprechend oft zu
einer Verunsicherung des Patienten. Biomarker, gewonnen aus dem Liquor, kdnnten
diesbeziiglich hilfreich sein.

In der folgender Tabelle II sind mdgliche Krankheitsverldufe kurz zusammengefasst:

Tabelle 11, Verlaufsformen der Multiplen Sklerose (27)
RRMS, schubformig remittierende Form.

Die einzelnen Schiibe treten weder in
regelméBigen noch in vorhersehbaren
Abstdnden auf; zumindest inital vollstdndige

Riickbildung der Symptome.

SPMS, sekundir-chronisch-progrediente
Verlaufsform; per definitionem ausgehend
aus der RRMS; nach langerer

Krankheitsdauer zunehmende

Krankheitsprogredienz.

PPMS, primire chronisch progrediente
Verlaufsform: keine abgrenzbaren Schiibe,
eventuell Plateauphasen, kontinuierliche
Krankheitszunahme mit bleibenden

Einschrankungen.

PRMS, progredient-schubformige
Verlaufsform; kontinuierliche Krankheits-
progredienz mit Schiiben und nur teilweiser

Riickbildung der Symptomatik.




2.4 Das organische Korrelat und dessen Detektion

Neben der klinischen Symptomatik, mit der sich eine MS prisentieren kann, braucht es
diagnostische MafBnahmen um den Verdacht zu bestitigen. Die morphologischen
Verdanderungen im Rahmen des entziindlichen Prozesses, eventuell auch im Sinne einer
Stérung der Blut-Hirn-Schranke und der Bildung eines lokalen Odems bei aktiven

Lisionen, konnen mittels Magnetresonanztomographie dargestellt werden.

2.4.1 Ldsionen in der MRT

Die charakteristischen Lésionen in der weilen Substanz sind in der MRT mit hoher
Sensitivitdt in T,-gewichteten FLAIR Sequenzen sichtbar (s. Abbildung I, MRT in
Transversalebene) (28). In einer T,-gewichteten Aufnahme erscheinen Fliissigkeiten
hyperintens, folglich bilden sich fliissigkeitsgefiillte Hohlrdume signalreicher und heller
ab. Um die ,,white matter lesions* in der T,-Gewichtung besser, kontrastreicher und
insbesondere vom hellen Signal des Liquors abgrenzen zu konnen, kann man das Signal,
das vom Liquor ausgeht, selektiv unterdriicken. Man nennt diese Aufnahmetechnik

»~FLAIR® (Fluid Attenuated Inversion Recovery) (s. Abbildung I, MRT in

Transversalebene) (29).

Abbildung I, MRT in
Transversalebene.

Man erkennt an der Cella media der
beiden Seitenventrikel, in der weillen
Substanz dieser FLAIR gewichteten
Darstellung (Liquor ist unterdriickt,
d.h. schwarz) eines Gehirns in
Transversalebene hyperintense
Areale. Diese entsprechen Lésionen,
wie sie typischerweise bei MS

vorkommen.




Abbildung I, MRT in
Transversalebene, T2-Gewichtung.
Fliissigkeiten wie Liquor erscheinen
signalreich (hyperintens). Besonders
liquornahe Lisionen sind vom
Liquor und ,,Black-Holes* von
anderen Lésionen schwerer

abgrenzbar (29).

Typischerweise finden sich multiple, asymmetrisch iiber die weile Substanz (Marklager)
verteilte, herdformige Anhebungen der Signalintensitit. In der Regel sind diese Lisionen
scharf begrenzt. Bei ausgeprigten groflen Lésionen konnen diese konfluieren und fléchige
Zonen der Demyelinisierung darstellen. Bevorzugt findet man die Léasionen
periventrikulér, entlang der Seitenventrikel und vereinzelt auch im Bereich der Capsula
interna und externa. Typisch sind auch Lésionen im Bereich des Zervikalmarks. Im akuten
Stadium nehmen diese Herde, aufgrund einer Stérung der Blut-Hirnschranke,
Kontrastmittel auf (30).

Im spéteren Verlauf kann sich, bedingt durch das entziindliche Geschehen, eine Lésion in
ein so genanntes ,,Black-Hole* umwandeln. Dabei handelt es sich vermutlich um ein
bereits vollstindig entmarktes, sklerosiertes Areal mit einem kompletten Verlust der
Axone und einer narbigen Umstrukturierung des Gewebes. In T1-Gewichtung imponieren
diese Areale hypointens, vergleichbar mit Cortex oder isointens zum Liquor der
Seitenventrikel (30).

Bis vor wenigen Jahren wurde MS als eine Erkrankung angesehen, die sich exklusiv in der
weillen Substanz manifestiert. Durch die Weiterentwicklung der MRT (und die immer
besser werdende Auflosung) hat sich gezeigt, dass es auch in der grauen Substanz, kortikal
und subkortikal, zu einer Demyelinisierung, axonalem Schaden und Neuronenverlust

kommt (31). In konventionellen T,-gewichteten Aufnahmen werden diese Lédsionen



iibersehen, weil sie eine ldngere Relaxationszeit haben als Lésionen der weilen Substanz,
was wiederum zu einer schlechten Kontrastierung und einer mangelhaften Darstellung
fiihrt (24). Moderne Gerite mit hoheren Feldstarken (etwa 3.0 Tesla oder mehr) konnen bei
der Detektion Abhilfe schaffen. Der FEinsatz neuer MRT-Technik mit neuen
Rechenprogrammen ermdglicht die Erfassung zusétzlicher Vorgénge, wie etwa den
Riickgang an Gehirnvolumen.

Der hohe diagnostische Stellenwert der MRT geht aus den stindigen Uberarbeitungen der
McDonald Kriterien hervor (23,32,33) (s. dazu Tabelle III, McDonald Kriterien (23)).

Tabelle I1I, McDonald Kriterien 2010 (23)

Klinik Zusitzlich notwendige Daten zur Diagnostik einer
MS
e > 2 Attacken Keine

e Eindeutiger klinischer
Beweis fiir > 2 Lasionen

e Eindeutiger klinischer
Beweis fiir 1 Liasion mit
klarem Hinweis auf eine

vorangegangene Attacke

e >2 Attacken Ortliche Dissemination im ZNS:
¢ FEindeutiger klinischer e >1 T, Lasion in zumindest 2 von 4 typischen
Beweis fiir 1 Lision Regionen des ZNS*

e oder Abwarten einer weiteren klinischen Attacke

mit Dissemination in einer anderen Region des

ZNS
e 1 Attacke zeitliche Dissemination:
¢ Eindeutiger klinischer e Gleichzeitige Anwesenheit von asymptomatischen
Beweis fiir > 2 Lisionen Gadolinium-anreichernden und nicht

anreichernden Lisionen zu jeder Zeit
e oder eine neue T, und/oder Gadolinium-
anreichernde Lasion/en in der MRT

Verlaufsaufnahme, unabhingig von dessen




zeitlichen Auftreten im Bezug auf den Baseline-
Scan

e oder Abwarten einer zweiten Attacke.

e 1 Attacke

e Eindeutiger klinischer
Beweis fiir 1 Lision
(clinically isolated

syndrome)

Veranderung iiber die Zeit und den Raum:
fiir DIS:

e >1 T, Lasion in zumindest 2 von 4 typischen MS-
Regionen im ZNS*

e oder Abwarten einer zweiten klinischen Attacke,
eine andere Region im ZNS betreffend

fir DIT:

e Gleichzeitige Anwesenheit von asymptomatischen
Gadolinium-aufnehmenden und nicht-
aufnehmenden zu jeder Zeit,

e oder eine neue T, und/oder Gadolinium-
aufnehmende Lésion/en im Verlaufs-MRT,
unabhingig vom Timing im Bezug auf den
Baseline-Scan,

e oder Abwarten einer zweiten klinischen Attacke

e Kontinuierliche
neurologische
Verschlechterungen mit
Verdacht auf MS (PPMYS)

1 Jahr mit fortschreitender Erkrankung (retrospektiv

oder prospektiv beurteilt) plus 2 von 3 der folgenden

Kriterien:

1. Beweis von DIS im Gehirn basierend auf > 1 T,
Lésionen in den MS-charakteristischen Regionen*

2. Beweis einer DIS im Riickenmark basierend auf > 2
T, Lésionen

3. Positive Liquor Untersuchung (Oligoklonale
Banden und/oder eine Erhéhung des IgG-Wertes)

*(Periventrikuldr, Juxtacortical, Infratentoriell, oder im Riickenmark), MS = Multiple

Sklerose, ZNS = Zentralnervensystem, PPMS = primary progressive multiple sclerosis

MRT = Magnetresonanztomographie, DIS = Dissemination in space, DIT = Dissemination

in time.




2.4.2 Gehirnatrophie

Eine vereinfachte Vorstellung wire, dass der Verlust an Myelin in den Lésionen zu einem
Riickgang an Gewebevolumen fiihrt. Die Pathologie dahinter und das Ausmal} der
Volumensinderung sind allerdings umfangreicher. Selbst in der weilen Substanz, in der
Myelin am konzentriertesten vorkommt, gibt es Axone, Gliazellen, Blutgefdf3e, Blut und
Gewebsfliissigkeit, die bei der Berechnung des Volumens mit einbezogen werden miissen
(14). Post mortem durchgefiihrte histologische Untersuchungen bei MS Patienten haben
gezeigt, dass es, neben dem Verlust an Myelin, zu einem neuronalen und axonalen
Schaden kommt (10). Des Weiteren sprechen erniedrigte NAA-Werte in den Lésionen per
se, aber auch in der gesund erscheinenden weilen Substanz und in der grauen Substanz,
wie unten beschrieben, fiir einen ausgepriagten Neuronen-Untergang (34).

Eine weitere Konsequenz aus dem axonalen Schaden ist eine Waller’sche Degeneration,
entlang der axonalen Bahnen. Dabei fiihrt ein Schaden an der Nervenbahn distal der
Schadigungsstelle zu einer intrinsischen Degeneration der freistehenden, nicht mehr
verbundenen Axone (35). Daher kann man annehmen, dass der axonale Schaden einen
zusitzlichen Hauptfaktor in der Entstehung einer Gehirnatrophie darstellt und zwar in
zweierlei Hinsicht: 1) Gewebsverlust in der Lasion selbst und 2) Waller‘sche Degeneration
entlang des Faserverlaufs (14).

Im Gegensatz zum entziindlichen Prozess ist der neuro-axonale Schaden irreversibel und
eine verldssliche Messung scheint einen relevanten Marker fiir die MS Pathologie
darzustellen, vor allem in Hinblick auf die Entwicklung einer Behinderung (36).

Fiir die Messung von Gehirnvolumen kann die MRT in vivo herangezogen werden. Je nach
Bedarf und Fragestellung gibt es unterschiedliche Messverfahren. Da es sich bei CIS-
Patienten um verhiltnismiBig kleine Volumenédnderungen tiber die Zeit handelt, bedarf es
sensitiver Messmethoden. Dabei ist es zielfiihrend Verfahren zu wihlen, die automatisiert
funktionieren um eine mdoglichst hohe Reproduzierbarkeit zu erlangen und um
zeitraubende Prozesse moglichst zu reduzieren (14). Folgende Tabelle IV gibt einen

Uberblick iiber Faktoren, die eine Zu- sowie Abnahme an Gehirnvolumen bedingen.

10



Tabelle 1V, Ursachen fiir eine Zunahme und eine Abnahme an Gehirnvolumen (36).

Faktoren die eine ,Erhohung“ des | Faktoren die eine ,Reduktion“ des

Gehirnvolumens bedingen kénnen Gehirnvolumens bedingen kénnen
e Odem e Axonen Verlust
e Entziindung e Waller’sche Degeneration
e Gliose (Ansammlung von Gliazellen) e Riickgang der Entziindung und des
e Remyelinisierung Odems

e Gliose (Riickzug von Gliazellen und
Vernarbung)

e Demyelinisierung

e Dechydratation

e Anti-Inflammatorische Therapie

e Normaler Alterungsprozess

2.4.3  Liquor Diagnostik

Wie aus den McDonald Kriterien hervorgeht, bedarf die Diagnostik einer MS prinzipiell
keiner zusétzlichen Laboruntersuchungen, sofern neurologische Defizite und verteilte
Lasionen (Disseminationen) iiber die Zeit und den Raum feststellbar sind und etwaige
Differentialdiagnosen ausgeschlossen werden kdénnen (37,38). Dennoch wird in der
klinischen Praxis oft auf die Liquoranalyse zuriickgegriffen um erregerbedingte
entzlindliche Prozesse (z.B. Neuroborreliose) auszuschlieBen oder auch um oligoklonalen
IgG-Banden nachzuweisen, welche zu einem hohen Prozentsatz (70%) bei der MS zu
finden sind (39-41). Bislang existiert kein in der klinischen Routine etablierter Marker der
MS. Das wissenschaftliche Interesse daran ist dennoch sehr groB, zumal man sich eine

diagnostische und auch prognostische Aussagekraft erhofft.

2.5 Biomarker

Wie bereits erortert beschrianken sich die diagnostischen Mafinahmen auf die MRT und die
Liquoranalyse (s. McDonald Kriterien). Prognostisch lassen sich aus diesen Modalitédten
nur bedingt und individuell unzureichende Schliisse ziehen. Aus diesem Grund wurde und
wird in den letzten Jahren intensiv an Biomarkern geforscht, um die Differenzierung der

einzelnen Verlaufsformen zu verbessern, um einen Priddiktor fiir eine
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Krankheitsprogredienz zu bekommen und um den therapeutischen Erfolg zu objektivieren

(42).

2.5.1 Was ist ein Biomarker?

Ein Biomarker ist ein Charakteristikum, das objektiv messbar und auswertbar ist, und
einen Indikator fiir einen normalen biologischen Prozess, einen pathogenetischen Prozess
oder eine pharmakologische Reaktion auf eine therapeutische Intervention darstellt (43).
Die Anforderungen an einen Biomarker sind 1) eine starke Korrelation zwischen dem
Biomarker und dem klinischen Endpunkt und, 2) dass der Biomarker den vollen
Nettoeffekt einer therapeutischen Intervention auf den wahren klinischen Endpunkt erfasst.
Ein klinischer Endpunkt stellt ein klinisch sinnvolles Mal} dafiir dar, wie ein Patient fiihlt,
funktioniert oder iiberlebt (43). Ein Biomarker ist somit idealerweise ein Surrogat, also ein
Ersatz flir einen klinisch relevanten Endpunkt, der damit auch die Wirkung einer
therapeutischen Intervention vorhersagt (43).

Potentielle Biomarker miissen, bis deren klinische Nutzbarkeit erfasst ist, in
epidemiologischen Studien und in mehreren Zentren umfassenden doppel-blinden Studien
evaluiert werden (43). Realistischerweise muss man davon ausgehen, dass es
hochstwahrscheinlich keinen solchen Biomarker gib, der all die oben angefiihrten

Eigenschaften erfiillt.

2.5.2 Biomarker bei Multipler Sklerose

Vor dem Hintergrund der pathophysiologischen Prozesse und der Pathogenese der MS hat
man gewisse Surrogat-Marker identifiziert und untersucht, die die unten angefiihrten
Prozesse detektieren konnten (s. Tabelle V, Biomarker fiir pathogenetische Prozesse bei
MS) (19):

¢ Entziindung und Immundysfunktion in der systemischen Zirkulation und im ZNS

e Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke

e Demyelinisierung

e Remyelinisierung

e Gliose

e Neurodegeneration (hier behandelte Marker)
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Tabelle V, Biomarker fiir pathogenetische Prozesse bei MS (19) .

Pathogenetischer Prozess Biomarker (Beispiele)

Entziindung und Immundysfunktion in | pro- und antiinflammatorische Zytokine,
der systemischen Zirkulation Zytokinrezeptoren, Chemokine, Antikorper,
Komplement bzw. T-Zellen (CD8, CD4,
CD45), B-Zellen, Monozyten

Entziindung und Immundysfunktion im | Zytokine, Zytokinrezeptoren,

ZNS Adhisionsmolekiile, Antikorper gegen
multiple ZNS-Antigene, Neopterin,
Komplement

Dysfunktion der Blut-Hirn-Schranke Adhésionsmolekiile (ICAM, VCAM,

Selektine, Integrine), Metalloproteinasen
(MMP-9, MMP-2, MMP-3, MMP-7), ko-
stimulatorische Molekiile (B7-1, B7-2)

Demyelinisierung Mpyelinabbauprodukte (MBP, MBP-LM,
PLP, MOG)
Remyelinisierung Wachstumsfaktoren (N-CAM, CNTF,

NGF, NT-3, BDNF)

Gliose Proteine aus Astrozyten (GFAP, S-100b)

Neurodegeneration Proteine aus Neuronen und Axonen (-
Protein, NF-L, NF-H, NSE, NAA, 14-3-3)

Wie aus Tabelle V ersichtlich, fokussiert sich die gegenwertige Arbeit auf Aspekte der

Neurodegeneration. Darauf soll in den nachfolgenden Kapiteln néher eingegangen werden.

2.5.3 Neurodegeneration und Biomarker

Im Zuge der entziindlichen Gewebsschidigung werden Molekiile aus dem neuronalen
Zytoplasma, der Membran oder dem Zellkern in die extrazelluldren ZNS-Kompartimente
ausgeschwemmt. Die nachfolgenden Stoffwechsel-, Transport- und
Wiederaufnahmemechanismen, Interaktionen mit dem ZNS-Gewebe und der tatsdchliche

Gewebeschaden determinieren dabei die Menge dieser Molekiile im Liquor (12). Fiir
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Erkrankungen des Gehirns stellt Liquor somit das Medium der Wahl dar, da er durch den
direkten Kontakt mit dem Gewebe pathologische Vorginge am ehesten reflektiert (44).

In dieser Arbeit wird das Hauptaugenmerk auf drei Marker gelegt, die eine vermehrte
Neurodegeneration anzeigen konnten: Neurofilament Heavy Chain (NF-H), Neurofilament
Light Chain (NF-L) und N-Acetyl-Aspartat (NAA).

Zwei aktuelle Studien zeigen, dass Neurofilament-Werte bereits in frithen Stadien der
Erkrankung erhoht sind (11,13) und weitere Studien mit Bezug auf NAA deuten eher
darauf hin, dass es sich um einen Marker fiir die progressive Form der MS handelt (11).

Diese Ergebnisse rechtfertigen eine genauere Erforschung dieser Marker.

2.5.4 Neurofilamente

Neurofilamente (NF) sind der Hauptbestandteil der axonalen Zytoskelett-Proteine und
spielen eine entscheidende Rolle in der Stabilisierung des Axons. Man findet NF
ausschlieBlich in Neuronen, was den Riickschluss erméglicht, dass deren Nachweis im
Blut oder im CSF fiir eine Neuronen-, beziehungsweise spezieller eine Axonschédigung
spricht (45), wie sie etwa bei der MS, aber auch bei anderen neurodegenerativen
Erkrankungen vorkommt (38). Neurofilamente kann man nach ihrem Aufbau, in NF-H
(Neurofilament-Heavy-Chain, 190-210 kDa), NF-M (Neurofilament-Medium-Chain, 150
kDa) und NF-L (Neurofilament-Light-Chain, 68 kDa) unterteilen (46).

Jede NF-Untereinheit setzt sich aus einer doppelldufigen Alpha-Helix zusammen, die
einerseits durch einen N-Terminus und andererseits durch einen C-Terminus begrenzt
werden (46) (s. unten: Abbildung III, Proteinstruktur von NF-H, NF-M und NF-L (44)).
Sie sind phosphoryliert und der Grad an Phosphorylierung bestimmt wiederum den
Durchmesser des Axons (47). Die kleinste Untereinheit (NF-L) ist am hiufigsten und am
starksten l0slich, allerdings auch am anfélligsten gegeniiber Proteasen (46). NF-H ist ein
grofBeres Molekiil, es ist stiarker phosphoryliert und stabiler gegeniiber Proteasen (48,49).
Man geht davon aus, dass NF-H am ehesten einen Indikator fiir 1) axonalen Schaden
darstellt (45) , 2) vor allem bei der progressiven Form der MS erhoht ist (50) und 3) mit
einer schlechteren Prognose in Bezug auf eine bleibende Behinderung einhergeht (50).

Im Vergleich zu NF-H diffundiert NF-L aufgrund des niedrigeren Molekulargewichts
und/oder der niedrigeren Posphorilierungsrate eher aus dem Parenchym in den Liquor und

kann dort auch schneller abgebaut werden (11).
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Neurofilamente diirften damit einerseits Indikatoren fiir die Krankheitsaktivitit,
andererseits aber auch fiir die Neurodegeneration darstellen (50-52). Da diese Prozesse
zumindest partiell auch in-vivo anhand der MRT quantifizierbar sind, darf ein

Zusammenhang angenommen werden.

Head Rod Tail
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—>
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>
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Abbildung 111, Proteinstruktur von NF-H, NF-M und NF-L (44).
Eine schematische Darstellung der unterschiedlichen Neurofilament-Untereinheiten.
NF-H: Neurofilament heavy chain; NF-L: Neurofilament light chain; NF-M:

neurofilament intermediate chain; N: N-Terminus; C: C-Terminus

2.5.5 N-Acetyl-Aspartat

N-Acetyl-Aspartat (NAA) stellt einen weiteren Indikator fiir Neurodegeneration dar. NAA
ist eine Aminosdure, die nahezu ausschlieflich in Neuronen aus Aspartat und Acetyl-
Coenzym-A synthetisiert wird (53) (s. Abbildung III & IV, 2D und 3D Struktur von N-
Acetyl-Aspartat (54)). Zudem ist es eines der hdufigsten Molekiile des ZNS, mit einer
Konzentration von bis zu 10 mM in manchen Gehirnarealen (55). NAA wird mit
zahlreichen Stoffwechselvorgéngen in Verbindung gebracht, unter anderem mit der Lipid-
Biosynthese, der Energiegewinnung im ZNS, der osmotischen Regulation und dem
Metabolismus einiger Neurotransmitter (9). Diese Eigenschaften machen NAA zu einem

entscheidenden Parameter fiir die funktionelle Integritét eines Neurons.
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Abbildung 1V, 2D-Strukturformel von N- Abbildung V, 3D-Struktur von N-Acetyl-
Acetyl-Aspartat (54). Summenformel: Aspartat (54).
CeHoNO:s,

Einen wissenschaftlichen Nutzen erfiillt NAA unter anderem als Zielmolekiil bei der in
vivo Magnetresonanzspektroskopie (MRS). Die Signalentstehung bei der MRS stiitzt sich,
im Gegensatz zur MRT, nicht auf Wasserstoffprotonen, sondern auf Protonen anderer
gewebestdndiger Molekiile (u.a. Phosphor, Natrium, Kalium, Stickstoff, Kohlenstoff oder
Fluor) (56). Dadurch lassen sich Molekiilkonzentrationen in bestimmten Gehirnregionen
berechnen. Die MRS ist demzufolge eine bildgebende Technik mit der Mdglichkeit
biochemische Mechanismen in vivo in einem gezielten Volumen darzustellen (56). Dieses
Verfahren ermoglicht die Berechnung von NAA in unterschiedlichen Gehirnarealen.
Dadurch konnen iiber NAA-Reduktionen vermutlich Areale erhohter axonaler Schadigung
nachgewiesen werden (9).

In einer limitierten Anzahl von Studien wurde auch gezeigt, dass die CSF NAA-Werte mit
dem Grad neurologischer Behinderung, Gehirnatrophie und mit beschleunigter

Krankheitsprogression vergesellschaftet sein konnten (11,57)(57).

3 Hypothesen

Vor dem Hintergrund der erorterten Themen konnen folgende Hypothesen generiert und

getestet werden:
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1) NF-L, NF-H und NAA im CSF als mogliche Marker einer Neurodegeneration zeigen
sich bereits bei CIS-Patienten im Vergleich zu neurologischen Kontrollen verdndert.

2) Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen den Markern, dem klinischem Schweregrad
der Erkrankung (gemessen an der EDSS-Skala) und der Krankheitsprogression bereits
bei CIS-Patienten.

3) MRT-Marker fiir globale und fokale zerebrale Verdnderungen (Lisionslast und

Gehirnatrophie) korrelieren mit den untersuchten CSF-Markern.

4 Methodik

4.1 Patienten und Kontrollgruppe

Fir diese Studie wiahlten wir 67 Patienten unserer Multiple Sklerose — Ambulanz mit
einem ,,klinisch isolierten Syndrom* (CIS-Patienten) hinweisend auf eine MS (22) (Tabelle
VI, Demographische und klinische Daten). Diese Patienten unterzogen sich einer genauen
klinischen Untersuchung, einer Lumbalpunktion zur Marker-Analyse und einer 3-Tesla
MRT Untersuchung. Die gesammelten demographischen und klinischen Daten der
Patienten beinhalteten das Alter, das Alter bei klinischer Erstmanifestation, die
Krankheitsdauer, den ,,EDSS-Score* (58) (Expanded Disability Status Scale, s. unten), das
Auftreten von Schiiben und die Art der laufenden Therapie.

Ein Schub wurde definiert als Neu- beziehungsweise Wiederauftreten von zumindest
einem neurologischen Symptom oder als die Verschlechterung eines bereits bestehenden
Symptoms, das fiir MS typisch ist und fiir zumindest 24 Stunden anhélt. Diesem
Zustandsbild musste ein stabiler oder sich verbessender neurologischer Status fiir
zumindest 30 Tage vorangegangen sein (59).

Klinische Verlaufsdaten (Follow-Up) waren von 46 Patienten vorhanden (Table VI,
Demographische und klinische Daten). Keiner der CIS-Patienten hat eine spezifische MS-
Therapie zum Zeitpunkt der Lumbalpunktion erhalten.

Des Weiteren inkludierten wir als Kontrollgruppe 18 Patienten mit anderen neurologischen
Erkrankungen, nicht entziindlicher Atiologie und normalen Liquor-Parametern (Table VI,
Demographische und klinische Daten). Diese Gruppe setzte sich zusammen aus zehn
Patienten mit Kopfschmerzen, zwei Patienten mit peripherer Fazialisparese, einem

Patienten mit Depression, einem Patienten mit Schmerzen, einem Patienten mit einer

17



Polyneuropathie, einem Patienten mit Schwindel, einem Patienten mit einer peripherer

Nervenldhmung und einem Patienten mit subjektiven Sensibilititsstorungen.

4.2 Patienteneinwilligung

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Universitit Graz

genehmigt. Alle Beteiligten haben ihr schriftliches Einverstéindnis gegeben.

4.3 Die Datenerhebung

4.3.1 Die EDSS

Um den Grad an Behinderung objektivieren zu kdnnen bedienten wir uns in dieser Studie
der EDSS. Dabei handelt es sich um eine Leistungs-Skala, die den Grad an korperlicher
Behinderung bei MS-Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung ermittelt (58). Die Skala
beginnt bei 0,0 (keine Beeintrachtigung) und endet bei 10,0 (Tod durch MS). Die Skala
beriicksichtigt neben den Funktionssystemen Pyramiedenbahn, Zerebellum, Hirnstamm,

Sensibilitit, Blase und Mastdarm, Visus, mentale Funktion und Andere, auch den Grad der

Einschrinkung des Gehvermogens. Die acht Funktionssysteme (FS) wurden mit 0-6
Punkten bewertet: 0 = normal, 1 = abnorme Zeichen ohne Behinderung, 2 = leichte
Behinderung, 3-6 = méBige bis schwere Behinderung.

Der Grad der Einschrinkung des Gehvermodgens wird ab einem Wert von 4,0 mit
einbezogen. Somit beschreibt eine EDSS von < 4.0 Patienten, die weitgehend
uneingeschriankt mobil sind, wihrend Patienten mit einem EDSS > 4.0 in Abhéngigkeit
von der Einschrinkung der Gehstrecke beurteilt werden (19,58) Beispiel (19):

e Eine EDSS von 2,5 bedeutet eine minimale Behinderung in zwei Funktionssystemen
(zwei FS 2 Punkte, andere 0 oder 1 Punkt)

e Eine EDSS von 7,0 bedeutet, dass der Patient unfahig ist, mehr als ein paar Schritte zu
gehen, an den Rollstuhl gebunden ist, allerdings diesen selbstindig fahren kann und
etwa 12 Stunden am Tag im Rollstuhl sitzen kann. (mehr als ein FS in Kombination >
4 Punkte, selten ausschlieBlich nur die Pyramidenbahn 5 Punkte)

e FEin EDSS von 9,5 beschreibt einen bettligerigen Patienten; unfdhig zu

kommunizieren, essen/schlucken. (fast alle FS in Kombination > 4 Punkte)
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4.3.2 Liquor-Analyse

Bei der Lumbalpunktion wurde eine Gesamtmenge von 6-10 ml Liquor entnommen. Der
gewonnene Liquor wurde im Anschluss an die diagnostischen Mallnahmen bis zur
folgenden Analyse der Biomarker bei -80 °C geméf internationalen Richtlinien (60)
aufbewahrt. Die Analysen erfolgten an der Abteilung fiir klinische Chemie und dem
Neurologischen Labor der VUMC Amsterdam und im neurologischen Liquorlabor der
Medizinischen Universitdit Graz. Die Ergebnisse dieser Analysen wurden fiir diese
wissenschaftliche Arbeit zur statistischen Auswertung herangezogen. Alle CSF Analysen
wurden von trainierten Technikern und Biochemikern, ohne Zugang zu klinischen
Informationen, durchgefiihrt. Bei 46 Patienten (68,7%) wurde die Lumbalpunktion
wihrend dem ersten klinischen Schub durchgefiihrt. Bei 21 Patienten (31,3%) wurde der
Liquor in der Phase der Remission, also nach dem ersten Schub, gewonnen.

NF-H Levels wurde anhand eines, an der VUMC Amsterdam entwickelten, Multiplex-
Assay‘s gemessen (61). Alle Analysen wurden in zweifacher Ausfiihrung und normalisiert
durchgefiihrt. Der Inter-Assay Variationskoeffizient betrug 17,9% und der Intra-Assay-
Variationskoeffizient betrug 3,9%. Der Hook-Effekt (62), der durch Neurofilament
Aggregate verursacht wird, konnte durch zusitzliche Verdiinnung der Proben reduziert
werden, was wiederum eine genauere Bewertung des Immunoassays ermoglichte.

Die NF-L (Neurofilament Light Chain) Konzentrationen wurden mit einem kommerziell
nutzbaren ELISA Kit von Uman-Diagnostics AB (63) berechnet. Dieser ELISA Kit wurde
unlidngst im Rahmen von mehreren Zentren umfassenden Studien evaluiert (64). Aufgrund
eines Mangels an CSF-Material wurden die NF-L Konzentrationen von 47 Patienten und
15 Kontrollpatienten untersucht.

Die NAA Werte wurden mittels massenspektrometrischer Isotopenverdiinnungsanalyse

ermittelt (11,57).

4.3.3 Die MRT-Datenerhebung

Alle Patienten unterzogen sich einer 3 Tesla MRT Untersuchung am selben Gerét nach
identem Protokoll an der Abteilung fiir Neuroradiologie Graz (Siemens Tim Trio, Siemens
Healthcare, Erlangen, Deutschland). Es wurde mit einer 12 Kanal Kopfspule gearbeitet
(65,66). Zwischen der Lumbalpunktion und der MRT lag ein mittleres Zeitintervall von 3,2
(IQR 1,2-6,2) Monaten. Eine Verlaufs-MRT (Follow-Up), mit identem Protokoll am
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selben Gerdt wurde bei 28 Patienten nach einem Jahr durchgefiihrt (s. Tabelle VI,
Demographische und klinische Daten). Die MRT-Bildaufnahmen wurden, geblindet zur
klinischen Information, nach entsprechendem Training von Diplomanten unter Supervision
erfahrener Beurteiler ausgewertet. Die hyperintense T, Lédsionslast wurden wie unten
beschrieben ermittelt. Das Gehirnvolumen (normiert auf die KopfgroBe des Patienten), das
Volumen der grauen Substanz, der weillen Substanz, der kortikalen grauen Substanz und
des ventrikuldren Liquors wurden mit dem Programm SIENAX, das einen Teil der FSL-

Software darstellt (67), berechnet.

4.3.4 T>-Ldsions Segmentierung und Volumetrie

Um einen Zusammenhang der Lisionslast mit den erhobenen Daten festzustellen und um
eine Anderung der Lisionslast iiber die Zeit ermitteln zu koénnen, musste von jedem
Patienten das Gesamtvolumen der Lésionen gemessen werden. Bei denjenigen Patienten
mit vorhandener Follow-Up-Aufnahme wurden die beiden Ergebnisse gegeniibergestellt.
Mit einer Modifikation des Programms ,,DISPImage* (DISPImage Version 5.0, (C) 2004-
2009, S. Ropele, MedUniGraz) wurden die Lasionen markiert, automatisch Masken erstellt
und deren Fldche mit der Schichtdicke multipliziert (s. Abbildung VI, MRT in
Transversalebene, ROI).

Intra-Rater-Reliabilitdt: Um ein moglichst hohes Mall an Objektivitit zu gewéhrleisten

wurden alle Lasionen unter Supervision von derselben Person ausgewertet.

Abbildung VI, MRT in Transversalebene,
ROL

T,-Gewichtete Aufnahme in FLAIR-
Sequenz. Die Lésionen wurden fiir jede
Schicht manuell markiert und
automatisch umrahmt (Regions of
Interest, ROIs). Aus der Summe der ROIs

konnte die Lasionslast errechnet werden.
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4.3.5 Die Messung des Gehirnvolumens

Zur Berechnung des Gehirnvolumens wurde das Programm SIENAX® (Structural Image
Evaluation, Using Normalisation, of Atrophy for Cross-sectional measurement) (67,68)
eingesetzt. Es handelt sich dabei um ein Programm des FSL-Software Pakets der
Universitit Oxford (67,69). Im ersten Schritt fithrt SIENAX eine Segmentierung durch und
trennt das Gehirngewebe von anderen Strukturen (68). Das dabei generierte Bild des
Gehirns wird mit einer 152 Bilddaten umfassenden Datenbank (MNI152) verglichen
(70,71), um das Gehirnvolumen normalisiert auf die Schidelgrofle errechnen zu konnen.
Im nichsten Schritt werden aus einer Gewebs-Typ-Segmentierung die Teilvolumen
geschétzt (72) um daraus schlussendlich das gesamte Gehirnvolumen zu ermitteln. Dieser
Prozess liefert gleichzeitig separate Volumendaten fiir die graue Substanz, weile Substanz,
periphere graue Substanz und den ventrikuldren Liquor (66). Die verwendete Einheit ist

Kubikmillimeter (mm®).

4.4 Statistische Verfahren

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm SPSS 18.0 (SPSS Inc.
Chicago, Illinois, USA) durchgefiihrt. Unter Verwendung des Kolmogorov—Smirnov Tests
wurde die Normalverteilung der Daten iiberpriift. Die Gruppen wurden mit dem Mann-
Whitney U-Test verglichen. Wir verwendeten den T-Test um das mittlere Alter der
einzelnen Gruppen untereinander zu vergleichen. Die Spearman-Korrelationen dienten zur
Ermittlung des Korrelationskoeffizienten zwischen dem CSF, den Bildern und den
klinischen Daten. Pearson’s partieller Korrelationstest wurde bei Rangvariablen angewandt

um die Ergebnisse fiir das Alter zu korrigieren.

5 Ergebnisse

5.1 Demographische und klinische Charakteristiken

Die CIS-Patienten und die Kontrollgruppe hatten nahezu dasselbe Durchschnittsalter und
dieselbe Geschlechtsverteilung (s. Tabelle VI, Demographische und klinische Daten). Im
Mittel waren die CIS-Patienten 33.3 Jahre alt, wobei die Krankheitsdauer im Schnitt 0.3
Monate betrug. Die ermittelte EDSS bei Lumbalpunktion war 1.0, folglich bestand
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mehrheitlich keine korperliche Behinderung und es waren nur minimale Symptome in
einem Funktionssystem vorhanden. Von 46 Patienten gab es nach durchschnittlich 2.3
Jahren Verlaufsuntersuchungen (FU, Follow-UP), 69.6% davon waren weiblich. 17 (37%)
dieser Patienten hatten in diesem FU-Zeitraum einen weiteren Schub und wurden somit
RRMS diagnostiziert. Von 28 Patienten (64.3% weiblich) wurde nach durchschnittlich
einem Jahr eine FU-MRT durchgefiihrt.

Table VI, Demographische und klinische Daten

CIS Kontrollgruppe p-value
N (% weiblich) 67 (70.1) 18 (66.7) n.s.
Alter bei der Lumbalpunktion (in Jahren) * 33.4(9.9) 34.7 (13.9) n.s.
Alter bei Krankheitsbeginn (in Jahren) * 33.3(9.9) NA
Krankheitsdauer bei Lumbalpunktion (in
0.3 (0.2-1.3) NA
Monaten) **
EDSS bei LP in Remission ** 1.0 (0.0-2.0) NA
N (% weiblich) mit klinischem FU 46 (69.6) NA
Klinisches FU (in Jahren) ** 2.3(1.4-3.4) NA
EDSS bei FU in Remission ** 1.0 (0.0-2.0) NA
N (%) Patienten, die wihrend des FU-Zeitraums
17 (37.0) NA
zu einer RRMS transformierten
N (% weiblich) mit einem FU — MRT 28 (64.3) NA
MRT FU (in Jahren) ** 1.0 (1.0-1.1) NA

N — Zahl der Patienten/Kontrollgruppe; LP — Lumbalpunktion; EDSS — expanded
disability status scale; FU — Follow-Up; CIS — Clinically Isolated Syndrome; RRMS —
Relapsing Remitting Multiple Sklerose; NA — nicht anwendbar; Werte werden als Zahlen
dargestellt (%); * Mittelwert (Standard Deviation) oder ** Median (Quartilsabstand).

5.2 CSF NF- und NAA-Werte im Liquor bei CIS-Patienten
im Vergleich mit der Kontrollgruppe

Der mediane Wert des im CSF gemessenen NF-L war bei Patienten mit klinisch isoliertem
Syndrom 2.3-mal und der mittlere NF-H Wert 1.5-mal hoher (NF-L: 1228.0 (IQR: 687.0-
3015.0) ng/L; NF-H: 710.4 (IQR: 440.7-1381.1) pg/mL) als im Vergleich mit Patienten der
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Kontrollgruppe (NF-L: 532.0 (IQR: 378.0-777.0) ng/L; NF-H 469.5 (IQR: 373.6-718.7)
pg/mL). Die NAA Werte unterschieden sich nicht signifikant (NAA 0.446 (IQR: 0.363-
0.544) umol/L) (s. Abbildungen VII-IX).

p<0.001
10000~ o
teg' S Abbildung  VII, NF-L im
s 4300+ Vergleich zwischen CIS-
E’ ©p0° Patienten (CIS) und
= 5000- P Kontrollpatienten (CO) (78).
z
2500+ 08580 (p<0.001)
Cco Cls
p=0.05
7500~ o
o Abbildung  VIII, NF-H im
%' — Gl Vergleich zwischen CIS-
‘g o Patienten (CIS) und
= Kontrollpatienten (CO) (78).
L 2500- Ogo (p=0.05)
0
p=n.s.
1.25- 5
1.00+ & Abbildung IX, (78) NAA im
3 R B Vergleich ~ zwischen CIS-
_Eg ' 660 Patienten (CIS) und
< 0.501 = zo Kontrollpatienten (CO).
o
= - 0626° (p=n.s.)
0.00 T
co CIS

Abbildungslegende zu Abb. VII-IX: CO = Kontrollpatienten, CIS = CIS-Patienten,
schwarze Linie = Median; Kreise = Proben, p = Wahrscheinlichkeit, n.s. = nicht
signifikant
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5.3 NF-H, NF-L, NAA und Krankheitsaktivitat

Die CSF-Werte fiir NF-H, NF-L und NAA der Patienten in Remission unterschieden sich
nicht signifikant von den Patienten, die sich in einem akuten Schub befanden (nicht
abgebildet).

Die NF-H-, NF-L- und NAA-Werte der CIS-Patienten, die im Verlauf der Studie einen
weiteren Schub erlitten, waren mit den Werten der Patienten ohne neuerlichen Schub, nicht

signifikant veréndert (kein Diagramm).

5.4 NF-H, NF-L, NAA und Alter

In der Kontrollgruppe korrelierten die Werte von NF-L (r=0.929, p<0.001) und NF-H
(r=0.713, p<0.005) mit dem Alter. Bei Patienten mit klinisch isolierten Syndrom war die
Korrelation fiir NF-H (r=0.325, p<0.01) weniger stark ausgeprigt und fiir die NF-L Werte
(r=0.145, p>0.05) nicht vorhanden. Die NAA Werte korrelierten zur Zeit der

Lumbalpunktion nicht mit dem Alter.

5.5 NF-H, NF-L, NAA und neurologische
Beeintrachtigung

Die EDSS bei der ersten Bewertung korrelierte mit den NF-H- (1=0.362, p<0.01), NF-L-
(r=0.324, p<0.05) und NAA- (r=0.284, p<0.05) Werten. Nach der Anpassung der
Ergebnisse mit dem Alter blieb die Korrelation fiir NF-H (r=0.304, p<0.05; angepasst an
das Alter) und NAA (r=0.308, p<0.05; angepasst an das Alter) bestehen.

5.6 NF-H, NF-L, NAA und MRT-Parameter

Die NAA und NF-Werte wiesen keine signifikanten Korrelationen mit dem im Baseline-
MRT gemessenen, normalisierten Volumen des gesamten Gehirns, der grauen Substanz,
der weilen Substanz, der kortikalen grauen Substanz und dem ventrikuldren Liquor
(adaptiert an das Alter) auf.

Hohere NF-H Werte korrelierten allerdings mit einer beschleunigten Volumenreduktion
des Gehirns, iiber einen mittleren zeitlichen Abstand von 1.0 Jahren (r=-0.518, p<0.01;

adaptiert an das Alter) (Abbildung X, Zusammenhang der NF-H-Werte der CIS-Patienten
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mit einer Reduktion an Gehirnvolumen (78)). Es zeigten sich weder signifikante
Korrelationen der NF-L, NF-H und NAA Werte mit dem T,-Lésionsvolumen bei

Erstuntersuchung, noch iiber den FU-Zeitraum.
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Abbildung X: Zusammenhang der NF-H-Werte der CIS-Patienten
mit einer Reduktion an Gehirnvolumen (78).
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6 Diskussion

6.1 Allgemeine Zielsetzungen

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin Marker fiir Neurodegeneration in Hinblick auf deren
klinische Nutzbarkeit zu tliberpriifen. Dazu wurden quantitative MRT-Parameter, wie die
Lésionslast und das Gehirnvolumen, sowie klinische Daten (u.a. EDSS-Skala) mit den
Liquor-Markern von CIS-Patienten verglichen. Folgende Hypothesen wurden dazu von uns

iberpriift:

1. NF-L, NF-H und NAA im CSF als mogliche Marker einer Neurodegeneration
zeigen sich bereits bei CIS-Patienten im Vergleich zu neurologischen Kontrollen
verdndert.

2. Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen den Markern, dem klinischem
Schweregrad der Erkrankung (gemessen an der EDSS-Skala) und der
Krankheitsprogression bereits bei CIS-Patienten.

3. MRT-Marker fiir globale und fokale zerebrale Verdnderungen (L&sionslast und

Gehirnatrophie) korrelieren mit den untersuchten CSF-Markern.

1) NF-L, NF-H und NAA bei CIS- und Kontroll-Patienten

Wie bereits friiher beschrieben sind Neurofilamente die bedeutendsten axonalen
Zytoskelett-Proteine (12). Kommt es zu einem axonalen Schaden, werden diese Proteine in
den freien Extrazellularraum ausgeschwemmt und gelangen darauthin in den Liquor und
den peripheren Blutkreislauf (46). Ihre Konzentration in Blut und Liquor wére damit ein
Indikator fiir den axonalen Schaden.

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass NF-H und NF-L im Liquor bereits bei CIS-
Patienten erhoht sein konnen. Dies deutet darauf hin, dass es bereits in einem sehr frithen
Stadium der Erkrankung zu einer Erhdhung der Neurofilamente kommen kann, womit wir
auch zwei bereits publizierte Studien bestdtigen (11,13). Neuro-pathologische
Untersuchungen konnten ebenfalls zeigen, dass es schon sehr frith zu einem derartigen
Gewebsschaden kommen kann (4). Dienlich fiir weitere Studienzwecke einerseits und zur

einfacheren Verlaufskontrolle andererseits, wire die Bestimmung der NF-Werte aus dem
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peripheren Blut. Zwei Studien zeigten, dass NF-H bereits aus dem Blut bestimmt werden
kann (3,73). Beziiglich der NF-L Werte gibt es noch keine derartigen Publikationen.

Das Potential der Neurofilamente als klinischer Marker bei MS zeigt sich in zwei weiteren
Studien. Die Ergebnisse wiesen darauf hin, dass Neurofilamente aus dem Liquor einen
Indikator fiir einen positiven Effekt bei der Behandlung mit dem monoklonalen Antikdrper
Natalizumab darstellen (74) und gleichzeitig auch einen neurotoxischen Effekt durch zu
aggressive Behandlungsregime anzeigen konnen (75).

N-Acetyl-Aspartat stellt einen weiteren Marker fiir einen neuro-axonalen Schaden dar (12).
Man vermutet, dass neuronal synthetisiertes NAA {iber Astrozyten in das Blut gelangt
(55,76). Es gibt bereits mehrere Studien, die zeigen, dass eine Erhéhung der Serum- und
Liquor NAA-Werte vergesellschaftet ist mit einem hoheren Grad an Behinderung bei
Patienten mit RRMS (57,77). In unserer Studie waren die Liquor NAA-Werte der CIS-
Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht erhoht. Dies bestitigt wiederum
vergangene Studien, die erhohte NAA-Werte erst in spéteren Stadien der MS, etwa bei der
SPMS, zeigten (11).

2) NF-L, NF-H und NAAin Bezug auf Krankheitsprogression, neurologische
Beeintrdchtigung und Alter

In unserer Studie konnte ein Zusammenhang zwischen den NF-H Werten und dem, iiber
den Verlauf von einem Jahr gesehenen, Riickgang an Gehirnvolumen festgestellt werden.
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass man die im Liquor gemessenen NF-H Werte
mit einem progressiven axonalen Gewebeschaden in Verbindung bringen kann.

AuBlerdem hat sich gezeigt, dass NF-L und NF-H aber nicht die NAA, mit der
Leukozytenzahl im Liquor zu korrelieren scheinen (78). NF-L und NF-H konnten daher
mit einer entziindlichen Krankheitsaktivitit vergesellschaftet sein (79,80). Ahnliche
Ergebnisse konnten bereits beziiglich der NF-L Werte (81), aber nicht beziiglich der NF-H-
Werte (13) und NAA-Werte (11,57) erzielt werden.

In der Kontrollgruppe konnten wir einen engen Zusammenhang der NF-L und NF-H Werte
mit dem Alter erkennen. Diese Korrelation war fiir die NF-H-Werte, bei CIS-Patienten,
weniger stark und fiir die NF-L-Werte iiberhaupt nicht vorhanden. In Ubereinstimmung
mit einer kiirzlich erschienen Publikation (13), kann man aus diesen Untersuchungen
schlussfolgern, dass die sich {iber Lebensjahre verdndernden NF-Werte im Liquor mit einer

altersbedingten Neurodegeneration vergesellschaftet sind. Im Kontrast dazu scheint dieser
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»Alterungseffekt“ durch pathologische Prozesse kaschiert zu werden, bei denen der
zusitzliche Gewebeschaden zu noch héheren NF-Werten im Liquor fiihrt. Aufgrund des
Zusammenhangs der NF-Werte mit dem Alter muss man, um bei statistischen
Auswertungen ein adédquates, klinisch brauchbares Ergebnis zu erhalten, die Variablen
einer Korrektur unterziechen (13). Nach der Anpassung der Daten an das Alter der
Patienten, wurden die NF-H- und NAA-Werte mit dem jeweiligen EDSS-Score (ermittelt
bei Patienten unter Remission nach der ersten Attacke) verglichen. Es bestand eine
Korrelation, allerdings war diese nicht sehr ausgeprigt. Ahnliche Resultate ergaben sich
bei diversen anderen Untersuchungen (11,13,75,80). Beziiglich NF-L fand sich bei uns
keine Korrelation mit dem EDSS-Score, was wiederum die Ergebnisse anderer Studien
kontrastiert (11,81). Allerdings miissen unsere Ergebnisse diesbeziiglich differenziert
betrachtet werden, da die Kohorte an CIS-Patienten mit erfasstem EDSS-Score relativ
klein war und bei CIS-Patienten der EDSS ohnehin im Mittel niedriger ist als bei Patienten
mit einer fortgeschrittenen MS, wodurch sich bei den Ergebnissen nur eine geringe
Spannweite ergibt. Daher sind statistische Aussagen diesbeziiglich nur bedingt zuldssig
und betreffen auch nur CIS-Patienten und nicht das gesamte MS-Kollektiv.

Beziiglich der NAA-Werte konnten keine Gruppenunterschiede festgestellt werden.
Allerdings korrelieren hohere NAA-Werte mit dem EDSS-Score. Dies spricht fiir eine
zeitliche Dynamik der NAA-Werte, wie bereits zuvor beschrieben wurde (9). Wéhrend in
frithen Phasen der Erkrankung die Liquor NAA-Werte bei axonalem Schaden erhéht sind,
sind diese Werte im fortgeschrittenen Stadium reduziert (11,57).

3) In der MRT ermittelte morphologische Verdnderungen und CSF-Marker

Eine wichtige Erkenntnis unserer Studie ist, dass NF-H bei CIS-Patienten einen Indikator
fiir eine Volumenreduktion darzustellen scheint, und das in einem verhéltnismaBig kurzem
Zeitraum von nur einem Jahr. In der Literatur findet sich bis dato kein derartiges Ergebnis.
Eine Studie beschreibt einen Zusammenhang mit dem Liquor/Serum Index von
Antikorpern gegen die NF-L-Proteine (anti-NF-L) und einer Gehirnatrophie. Allerdings
inkludiert diese Studie keine CIS-Patienten, sondern nur Patienten mit RRMS, SPMS und
PPMS und es konnte auch kein Zusammenhang mit NF-Proteinen per se festgestellt
werden (82). Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass es keine signifikante Korrelation
zwischen NAA- und NF-Werten und der im Baseline-MRT gemessenen Gehirnvolumina

gibt. Des Weiteren konnte kein untersuchter Marker mit der T2-Lésionslast in Verbindung
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gebracht werden, weder in der Baseline-, noch in der Follow-Up Aufnahme. Was sich
allerdings gezeigt hat und damit eine neue Entdeckung darstellt, ist, dass die NF-H Werte
signifikant mit einer beschleunigten Volumenreduktion des Gehirns iiber den von uns
gemessenen Zeitraum von einem Jahr in Zusammenhang gebracht werden konnen.

Der Stellenwert der Gehirnatrophie als Parameter fiir eine Krankheitsprogression ist aktuell
noch nicht eindeutig belegt. Tatsdchlich konnte das Atrophie-Ausmal} einen niitzlichen
prognostischen Parameter bei CIS-Patienten oder in frithen MS-Phasen darstellen, in
Hinblick auf die neurologische Beeintrachtigung und Geschwindigkeit der
Krankheitsprogression. Dazu bendtigt es allerdings noch ldngere Follow-Up
Untersuchungen in Zusammenhang mit klinischen Charakteristika in diesen Kohorten (36).
In unserer Studie konnte keiner der im Liquor gemessenen Marker fiir axonalen Schaden in
Zusammenhang mit der T2 Lisionslast gebracht werden, weder im Baseline-MRT, noch
im Follow-Up-MRT. Dies kontrastiert zum Teil das Ergebnis einer anderen Studie mit
einer kombinierten Studienpopulation aus CIS-Patienten und Patienten mit manifester MS,
bei der die NF-L Werte auch mit der Zahl der T2-Lédsionen im Zusammenhang zu stehen
scheinen (11). Generell muss man allerdings sagen, dass die Lasionslast und damit die
statistische Spannweite bei CIS Patienten generell niedriger ist als bei Patienten mit einer
manifesten MS, dhnlich den Ergebnissen in Zusammenhang mit der EDSS.
Charakteristisch sind bei der MS fokale demyelinisierende Lésionen der weillen Substanz.
Alleine diese scheinen jedoch nicht fiir die zunehmende korperliche und kognitive
Beeintrachtigung verantwortlich zu sein. Die primér progrediente Form der MS ist zum
Beispiel charakterisiert durch ein hohes Mall an Behinderung zu einem verhéltnismaBig
gering ausgepriagten Grad an Léisionen der weillen Substanz (83). Betrachtet man auch die
kognitive Beeintrdachtigung, wie sie bei 40-60% der MS Patienten vorkommt, kann diese

nicht alleine auf die Lésionen der weillen Substanz zuriickgefiihrt werden (84).

4) Allgemeine Schlussfolgerung

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Analyse beider NF-Einheiten (NF-L und
NF-H) im Liquor bei CIS-Patienten von Relevanz ist, weil deren Bedeutung bei klinischen
und paraklinischen Befunden unterschiedlich ist. Wahrend NF-L mehr als NF-H auf einen
entziindlichen Prozess hindeutet, wie etwa deren Zusammenhang mit der Leukozytenzahl
im Liquor und dem IgG-Index zeigen, spiegelt NF-H eher den chronischen axonalen

Schaden und die Neurodegeneration wider. Dieser ist wiederum vergesellschaftet mit dem
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Grad der neurologischen Beeintrachtigung (vgl. EDSS-Score) und dem Verlust an
Gehirnvolumen {iiber einen gewissen Zeitraum. Daher konnte eine Analyse der NF-Werte
aus dem Liquor von CIS-Patienten bei der Wahl der richtigen Therapiestrategie eine Rolle
spielen, insbesondere bei Patienten mit einem aggressiven Krankheitsverlauf. Des
Weiteren gibt es bereits Ergebnisse fiir NAA-Marker aus dem Liquor in Zusammenhang
mit dem axonalen Schaden bei der gesicherten und den progressiven Formen der MS (11).
Unsere Studie hat ergeben, dass NAA eine untergeordnete Rolle bei Patienten mit klinisch
isoliertem Syndrom spielt. Bis dato existieren jedoch kaum Daten wie sich die NAA-Werte
in bereits sehr frithen Phasen der MS und bei CIS-Patienten verhalten und inwiefern diese
mit gehirnmorphologischen Verdnderungen, wie etwa der Gehirnatrophie und der
Lasionslast, zusammenhéngen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass hinter den besprochenen Markern ein grofes
Potential, vor allem hinsichtlich prognostischer Moglichkeiten, steckt. Bis es allerdings zu
einer klinischen Einsetzbarkeit kommen kann, ist noch einiges an Forschungsarbeit
notwendig, unter anderem mit ldngeren Untersuchungszeitrdumen und deren Analyse in

randomisierten klinischen Studien.
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