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1. Einleitung

1.1. Metachromatische Leukodystrophie

Bei der Metachromatischen Leukodystrophie handelt es sich um eine seltene
lysosomale Speicherkrankheit, bei der es durch den Mangel des Enzyms
Arylsulfatase A zu einer Akkumulation von Sulfatid und durch die damit
einhergehende Demyelinisierung zu einer Verschlechterung neurologischer
Funktionen kommt'-3, MLD als metabolische Erkrankung kann je nach
Sichtweise auf den zu Grunde liegenden Pathomechanismus den lysosomalen-,
Lipid-Speicherkrankheiten oder den Leukodystrophien zugeordnet werden.

1.1.2. MLD-Formen

Abhéngig vom Alter der Patienten zum Manifestationszeitpunkt erster
Symptome wird die MLD in drei Formen unterteilt. Die spatinfantile MLD beginnt
vor dem 30. Lebensmonat und zeigt den schwerwiegendsten Verlauf, welcher
haufig bereits im Kindesalter todlich endet?*. Die juvenile MLD fihrt
ublicherweise zwischen zweieinhalb Jahren und dem 16. Lebensjahr der
Patienten zu den ersten Symptomen und hat eine bessere Prognose. Mit der
Erkrankung leben kénnen Patienten mit einer adulten Form der MLD die nach

dem 16. Lebensjahr des Patienten beginnt3.

1.1.3. Pathomechanismus

Bei der MLD als autosomal-rezessive Sphigolipidose® fuihrt eine Mutation im
ARSA Gen zu einem Defekt der lysosomalen Arylsulfatase A®. Durch diese
Dysfunktion akkumuliert 3-Sulfo-Galactocerebrosid (Sulfatid)’ unter anderem in
den Myelinscheiden des zentralen und peripheren Nervensystems®°. Dies fiihrt
zu einer Demyelinisierung!®! und im progressiven Verlauf der Erkrankung zur
Hirnatrophie!?13. Die Symptomschwere und der Zeitpunkt des

Krankheitsbeginns sind abhangig von der Auspragung der Enzymdefizienz!4.
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Zugrundeliegende Mutationen im ASA-Gen*® sind ausschlaggebend fur das
Fehlen eines funktionsfahigen Enzyms Arylsulfatase A oder einer Restaktivitat
des Enzyms. Trager homozygoter Mutationen weisen einen kompletten

Enzymmangel auf, welcher mit einem friihen Symptombeginn assoziiert
Wil’d14'16_19.

1.1.3.1. Demyelinisierung

Physiologisch zersetzt die lysosomale Arylsulfatase A das vor allem in der
Myelinschicht vorkommende Sulfatid enzymatisch.

Die Akkumulation des Sulfatids fuhrt zur Demyelinisierung der
Oligodendrozyten, Schwannzellen und Neuronen?® und damit zur Atrophie der
grauen Substanz im Gehirn'3, Daraus folgen die sehr unterschiedlichen
neurologischen Symptome wie kognitive Beeintrachtigungen, Psychosen?®, der
Verlust motorischer Fahigkeiten, Spastiken?!, Ataxien, selten auch
Krampfanfalle. Im Verlauf der MLD kann es bis zur Ausbildung eines

apallischen Syndroms kommen?,

1.1.4. Diagnostik

Die MLD Diagnose erfolgt per Nachweis eines Enzymdefekts in den
Leukozyten?? oder Fibroblasten?® und iber eine Erhohung der Sulfatidwerte im
Urin?%24, Genetische?® sowie MRT und MR-spektroskopische Untersuchungen
konnen die Diagnose bestatigen262’. Die Diagnosestellung erfolgt in den
meisten Fallen erst nach dem Auftreten neurologischer Symptome, wenn die

Schaden an den Myelinscheiden bereits fortgeschritten sind.

1.1.5. Therapie

Die derzeitige symptomatische Therapie kann bei juvenilen MLD Patienten
durch eine hamatologische Stammzelltransplantation erganzt werden?.
Enzymersatz?8- oder genetische!?2° Therapieoptionen sind Schwerpunkt vieler

aktueller Forschungsarbeiten.
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Die haufig zur Diagnosestellung fuhrenden Symptome werden durch irreparable
Myelinschaden verursacht. Bisher konnte eine Therapie lediglich die
Progredienz der Erkrankung beeinflussen. Neuerdings bietet jedoch eine

friihzeitig eingesetzte Gentherapie eine kurative Therapieoption°.

1.1.6. MRT

Das Ausmal3 der Demyelinisierung, die mit dem Krankheitsprogress einhergeht,
korreliert mit dem Fortschreiten der Symptome von MLD?’. Dieses lasst sich mit
der MRT Uber die ,demyelination load“ bestimmen?3. In der MRT erscheint vor
allem die frontale weil3e Substanz deutlich starker betroffen und zeigt ein MLD-
typisches Muster mit hyperintensen Signalveranderungen?®:31, Spatinfantile
MLD Patienten kbnnen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nach Gréschel et
al. haufig eine unverénderte MRT aufweisen, welche im Verlauf Veranderungen
in der zentralen parieto-occipitalen weil3en Substanz aufweisen, gefolgt von
zentralen Veranderungen der frontalen weil3en Substanz und Auffalligkeiten vor
allem des Spleniums des Corpus Callosum?®,

Bei juvenilen MLD Patienten ist vorrangig die frontale weif3e Substanz betroffen.
Bereits vor dem Auftreten der ersten Symptome kann es zu deutlichen MRT-
Veranderungen kommen.

Ein Spatstadium, welches sich vor allem durch eine zerebrale Atrophie
auszeichnet, zeigt in der MRT eine VergrolRerung der inneren Ventrikel und im

Verlauf auch der &uf3eren Ligourrdume.

1.1.6.1. MR-Spektroskopie

Mit Hilfe der MRS lassen sich biochemische Veranderungen des Gehirns tber
die Quantifizierung von Stoffwechselprodukten, den sogenannten Metaboliten,
bei MLD Patienten beschreiben®?. Das sogenannte ,Chemical Shift‘ Verfahren
(CSI) zeichnet sich durch die Messung der in der MR gemessenen
Unterschiede in der Resonanz aus, woraus die Metabolitkonzentrationen
errechnet werden kénnen. Das hier verwendete erweiterte MRT-Protokoll
besteht aus selektiv wechselnden Radiofrequenzpulsorientierten adiabatischen
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Messungen der Echozeiten, welche eine sogenannte semi-LASER Sequenz
ausmachen.

Die MRS eignet sich besonders um den Verlauf einer MLD Erkrankung tber die
regionalen Unterschiede der chemischen Zusammensetzung darzustellen und
erganzt die MRT als Diagnostik sinnvoll durch eine quantitative Darstellung der
Stoffwechsellage. Wahrend in der MRT strukturelle Veranderungen des
gesamten Gehirns dargestellt werden kdnnen, zeichnet sich die MR-
Spektroskopie durch die Mdgichkeit von regional gemessenen Konzentrationen
aus, welche Ruckschlisse auf den Pathomechanismus von MLD erlauben.
Ausgewertet wurden die MR-Spektren nicht herkdbmmlich tber ein Programm
wie LC-Model, welches bekannte und vorbestimmte Metabolitkonzentrationen
berechnet, sondern tber ein speziell fir diesen Zweck geschriebenes
Datenauswertungsprogramm, welches eine freie Auswahl der Messbereiche

ermoglicht.

1.1.7. Aktueller Forschungsstand

Beschrieben wurden Konzentrationsanderungen von Metaboliten (NAA, Cho,
Cr, NAAG, Ins, Glu) im Krankheitsverlauf der MLD?':33-3¢ yor und nach einer
Therapie®’, sowie im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden323, | Dali et al.
fanden 2010 bei einer kleinen Gruppe von Kindern mit spat-infantiler MLD, dass
eine Abnahme von N-Acetylaspartat bei MLD Patienten negativ mit dem
Krankheitsprogress korreliert®3, Anhand solcher Erkenntnisse lassen sich der
Verlauf der MLD abschatzen und mdglicherweise antizipieren. Ein
Zusammenhang zwischen MR-spektroskopisch gemessenen
Metabolitkonzentrationen und Symptomen von MLD Patienten im Verlauf
wurden besonders mit der hier angewandten Methode noch nicht untersucht.
Insbesondere die Veranderung kognitiver Fahigkeiten wurden bei MLD
Patienten nicht tiefergehend betrachtet.
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1.2. Wissenschaftliche Fragestellung

MLD kann sich als neurodegenerative Erkrankung unterschiedlich darstellen.
Es kbnnen beispielsweise primar motorische Fahigkeiten abnehmen oder die
Patienten konnen durch den Verlust kognitiver Fahigkeiten auffallen'®. Je nach
Befallsmuster der Demyelinisierungsprozesse kann sich die Erkrankung klinisch
sehr unterschiedlich darstellen.

Den Symptomen der MLD objektivierbare Parameter zuordnen zu kdnnen, um
eine Messbarkeit und Antizipation des Krankheitsverlaufs zu ermdglichen ist
das Ziel einiger Forschungsarbeiten327,

MRS-Parameter kbnnen dabei behilflich sein und ein biologisches Korrelat zum
klinischen Bild darstellen. Ebenso ermdglichen MRS-Parameter eine bessere
Vergleichbarkeit zwischen den Therapieoptionen und deren Erfolg. Hinsichtlich
einer Therapieplanung wirden biochemische Marker eine bessere Planbarkeit
und demnach auch gré3ere Therapieerfolge versprechen.

Um die Veranderungen im Gehirn von MLD Patienten zu analysieren eignet
sich die MR-Spektroskopie, die nichtinvasiv Metabolite quantifiziert und somit
einen sensiblen Parameter fir die Demyelinisierung darstellt. | Dali et al.
beschrieben 2010 wie die im MRS dargestellte Menge an NAA negativ mit den
Abbau motorischer Fahigkeiten der MLD Patienten korreliert®3. Andere
Metabolitkonzentrationen im Krankheitsverlauf wurden von van Rappard et al.
2017 beschriebenl. Demnach nehmen die Konzentrationen von NAA und Glu
beim Fortschreiten von MLD ab, wahrend die Konzentrationen von Myo-Ins und
Lac zunehmen.

Daher ist es von besonderem Interesse die Quantitat relevanter Metabolite
weitergehend zu untersuchen und einen statistischen Zusammenhang mit der

Symptomatik darzustellen.
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Es wird daran geforscht den Krankheitsverlauf von MLD mit Hilfe von
bildgebenden Verfahren zu beschreiben und klare Parameter fir das Ausmal3

der Demyelinisierung zu definieren. Daraus ergeben sich folgende Fragen:

e Wie unterscheiden sich MRS-Parameter von gesunden
Kontrollprobanden im Vergleich zu spat-infantilen oder juvenilen MLD
Patienten?

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen MRS-Parametern als Indikator
fur Stoffwechselkonzentrationen und motorischer bzw. kognitiver

Beeintrachtigung bei MLD Patienten?

Daraus ergibt sich die zentrale Hypothese:

Klinische Parameter spatinfantiler und juveniler MLD Patienten zeigen
einen klaren Zusammenhang mit Metabolitkonzentrationsanderungen.
Diese MR-spektroskopisch erhobenen Konzentrationen kdnnen durch eine
neuartige Datenauswertungsmethode berechnet werden, die sich durch

eine flexible Auswahl der Messbereiche auszeichnet.
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2. Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Analog zu der Publikation Feldmann et al. 2023 entstammt das fur die
Datenerhebung gewahlte Patientenkollektiv dem Deutschen Leukodystrophie
Netzwerk LEUKONET?®. Diese Datenbank enthalt eine Ubersicht ilber MLD
Patienten, welche zu regelmafigen Untersuchungen in die Universitatsklinik
Tldbingen (UKT) kommen. Am UKT zwischen 2013 und 2019 erhobene MR-
Spektroskopie Messungen dienen als Grundlage dieser Auswertung. Diese
Arbeit wurde vom Ethik-Komitee des Universitatsklinikums Tubingen genehmigt
(Antragsnummer: 421/2021B01). Es wurde vor der Datenerhebung eine
Einverstandniserklarung von den Probanden oder zustandigen
Erziehungsberechtigten unterschrieben.

Die Patienten waren im Mittel 14,8 Jahre alt mit einer Standardabweichung +
von 8,7 Jahren. Es befanden sich 63,1% weibliche Patienten in dem
Patientenkollektiv. Bei 26 der 44 Datensétzen juveniler MLD Patienten konnte
ein Intelligenztest erhoben werden. Die durchschnittliche Intelligenz der
juvenilen Patienten lag bei einem 1Q von 68,23 mit einer Standardabweichung
von 23,5 1Q Punkten. Es wurden an 30 MLD Patienten MR-Spektroskopie
Messungen durchgefuhrt, wobei 11 davon mehrfach gemessen wurden.
Insgesamt wurden 55 MR-Spektroskopie Datenséatze gesammelt. Bei 10
Patienten wurde eine spatinfantile MLD diagnostiziert, deren Altersdurchschnitt
3,8 Jahre mit einer Standardabweichung von + 1,2 Jahren betrug. Es wurden
19 Patienten mit der Diagnose juvenile MLD mit einem Durchschnittsalter von
16,7 Jahren und einer Standardabweichung vonzx 7 Jahren eingeschlossen
sowie ein Patient mit der adulten MLD Form (Symptombeginn im Alter von 31
Jahren und in der MRT bestatigte voll ausgepragte Leukodystrophie), welcher
der Gruppe der juvenilen MLD Patienten zugerechnet wurde (Mittelwert: 17,2
Jahre = 7,7 Jahre), mit der Annahme, dass adulte und juvenile Patienten als
Patienten mit spatem Erkrankungsbeginn ahnliche Verlaufe haben kénnen?é,
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Erhoben wurden aul3erdem die Daten von 12 gesunden Kontrollprobanden. Mit
9 weiblichen Teilnehmern (69,2%) ist der Anteil an Kontrollprobandinnen grof3er
als der Anteil an méannlichen Kontrollprobanden. Im Durchschnitt waren die
Probanden 23,7 Jahre + 13,3 Jahre) alt und die Intelligenz betrug im Mittel 110
IQ-Punkte + 10,8 1Q-Punkte). Die Kontrollprobanden waren sowohl motorisch
(GMFM 88)2% als auch kognitiv (IQ-Wert) normal entwickelt. Bei einem der 12
Kontrollprobanden konnte keine Messung der motorischen Fahigkeiten mit Hilfe
des ,gross-motor-function-classification-measure“4%4! oder GMFM 88
durchgeftihrt werden. Bei allen 11 anderen Probanden wurden im GMFM 88
100% erreicht. Bei 10 der 13 Datenséatzen an Kontrollprobanden konnten
Intelligenztests durchgefiihrt werden, deren Mittelwert 110 (+/- 10,84) I1Q-Punkte
betrug.

2.2. Datenerhebung

2.2.1. MRT

Die Messungen der MRS-Sequenzen wurden standardisiert an einem 3 Tesla
MRT Geréat der Firma Siemens erhoben (Magnetom Skyra & Magnetom Prisma,
Siemens Healthcare GmbH, Erlangen). Diese sind mit zwei Kanal
Senderspulen ausgestattet sowie 32 Empfangskanalen.?®

Einem standardisierten Protokoll folgend wurden die Messungen im
Universitatsklinikum Tiabingen als Semi-LASER Sequenzen erhoben.

2.2.2. CSI

Die CSI Messung in der MR-Spektroskopie bietet viele Vorteile gegeniiber der
Single Voxel Messung. Dadurch, dass bei dieser Technik eine gesamte Schicht
der Zielregion gemessen wird, ist es retrospektiv mdglich den Messbereich
auszuwahlen. Die erhobenen Spektroskopie Daten umfassen eine Schichtdicke
von 12 mm, die eine VoxelgrolRe von 5x5x15 mm erlauben. Kranial der lateralen
Ventrikel erfolgte die Datenerhebung der CSI Sequenzen mit einer Echozeit von
TE (echo time) = 135 Millisekunden (ms), TR (repitition time) = 1600 ms, TA

17



(aquisition time) = 3:57 Minuten, FoV (field of view) = 160x160 mm?, mit einer
Matrix von 12x12 die zu 32x32 interpoliert wurde.

2.2.3. Messbereich

In jedem Datensatz wurden finf Voxel aufgrund anatomischer Zuordnung
ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte qualitatsorientiert anhand einer T1- oder T2-
gewichteten MRT Aufnahme innerhalb der kranial der Ventrikel gelegenen
Schicht auf Hohe des Centrum Semiovale in standardisierter AC-PC Kippung.
Die Auswahl von vier der funf Voxel erfolgte in der weil3en Substanz in jeder
Hemisphare: jeweils zwei im anterioren Bereich und zwei auf Hohe des
kortikospinalen Trakts (supraventrikular, kaudal des sensomotorischen Kortex’).
Ein zusatzlicher 5. Voxel als singularer Referenzmesspunkt wurde in der

grauen Substanz im Cortex mediolateral der Falx Cerebri gewéhlt.
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[ Am MRT ausgew3hlte Mess- |
bereiche als Voxel:

-frontal, links- und rechts
hemispharisch in der
weillen Substanz
-graue Substanz als
Referenzmesspunkt
-kortikospinaler Trakt, links-
und rechts hemispharisch in
der weilen Substanz

Abb.1: Messpunkt 1: am MRT ausgewahlter Messbereich als Voxel frontal in der weil3en Substanz der rechten
Hemisphare

Abb.2: Messpunkt 2: am MRT ausgewahlter Messbereich als Voxel frontal in der weil3en Substanz der linken
Hemisphére

Abb.3: Messpunkt 3: am MRT ausgewahlter Messbereich als Voxel in der grauen Substanz als Referenzpunkt

Abb.4: Messpunkt 4: am MRT ausgewahlter Messbereich als Voxel auf Hohe des kortikospinalen Trakts in der
weilRen Substanz der linken Hemisphéare

Abb.5: Messpunkt 5: am MRT ausgewahlter Messbereich als Voxel auf Héhe des kortikospinalen Trakts in der
weilRen Substanz der rechten Hemisphére
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2.2.4. Kognitive Funktion

Die kognitiven Fahigkeiten wurden mit Hilfe des Wechsler-Intelligenztests
erhoben. Je nach Alter der Probanden wurde so der passende Test gewahlt:
WISC-V (Wechsler Intelligence Scale for Children) fur Kinder zwischen sechs
und 16 Lebensjahren oder WAIS-IV (Wechsler Adult Intelligence Scale) fur
Probanden tber 16 Jahren. Die Patienten mit einer spétinfantilen MLD konnten
daher keine kognitive Evaluation durch einen Intelligenztest bekommen. Daher
konnten zum Zeitpunkt der Datenerhebung nur bei 19 Messungen ein 1Q-Wert
bestimmt werden. Acht MLD Patienten hatten 85 IQ-Punkte oder mehr im
Intelligenztest und 34 MLD Patienten hatten weniger als 85 1Q-Punkte.
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2.2.5. Motorische Funktion

Die motorischen Fahigkeiten des Studienkollektivs wurden objektiv mit Hilfe der
GMFC-MLD Skala (Gross Motor Function Classification in MLD) evaluiert.

Tabelle 1: Skala zur objektiven Einschatzung motorischer Fahigkeiten die sog. “Gross Motor
Function Classification in MLD™? (angepasst und auf Deutsch Uibersetzt)

Gross Motor Function Classification in MLD (GMFC-MLD)

(anwendbar ab dem Alter von 18 Monaten)

C. Kehrer, G. Blumenstock, C. Raabe, |. Krdgeloh-Mann: Dev.Med Child Neurol 2011
Feb;53(2):156-60.

Stufe 0O:

Stufe 1:

Stufe 2:

Stufe 3:

Stufe 4:

Stufe 5:

Stufe 6:

Freies Gehen in altersentsprechend normaler Qualitat.

Freies Gehen mit qualitativen Einschrankungen, z. B. Stand- und
Gangunsicherheit.

Gehen mit Halt mdglich. Freies Gehen nicht moglich (weniger als funf
Schritte).

Sowohl freies Sitzen als auch Fortbewegung in Bauchlage (z. B.
Krabbeln, Rollen, Robben) sind moglich.

Gehen weder frei noch mit Halt moglich.

(a) Freies Sitzen, aber keine Fortbewegung in Bauchlage (z. B.
Krabbeln, Rollen, Robben).

(b) Freies Sitzen ist nicht moglich, aber Fortbewegung in Bauchlage (z.
B. Krabbeln, Rollen, Robben).

Weder Fortbewegung in Bauchlage noch freies Sitzen méglich. Die
Kopfkontrolle ist erhalten.

Verlust jeglicher Fortbewegung sowie Verlust von Kopf- und
Rumpfkontrolle.

(modifiziert nach Kehrer et al. 2011)
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2.3. Datenauswertung

Fir die Errechnung der Metabolitkonzentration erfolgte zuerst eine
Aufsummierung der MR-Spektroskopie Daten beider Hemispharen. Da bei MLD
keine Seitenpraferenz im Pathomechanismus bekannt ist, wurden fir die
Berechnung der Summenspektren die Messdaten beider Hemispharen
zusammengefasst. Die zwei in der weil3en Substanz anterior gelegenen
Messpunkte eines jeden Datensatzes wurden zusammengefasst und ebenso
die zwei Messpunkte auf Hohe des kortikospinalen Traktes.

Die Summenspektren wurden anschlie3end in zehn Messintervalle eingeteilt,
von denen jedes einen sogenannten Peak (lokales Maximum) einfasst und den
Frequenzbereich mit einer GréRe von jeweils acht parts per million (ppm)
abdeckt. Jeder Messbereich wurde nach dem jeweiligen Metaboliten benannt,
dessen Wellenlange in dem entsprechenden Intervall eingeschlossen wurde.
Die Zuordnung der Wellenlangen zu dem jeweiligen Metaboliten erfolgte nach
den Referenzwerten des Programms LC-Model.

Die Berechnung der jeweiligen Metabolitkonzentration erfolgte auf Grundlage
der Erstellung von Summenspektren durch Erhebung der Integrale der
jeweiligen Messintervalle.

Die hier verwendete Datenauswertung ohne herkémmliche MR-Spektroskopie
Auswertungsprogramme bietet eine neuartige Moglichkeit der
Datenverarbeitung. Im Gegensatz zu einem vollautomatisierten Programm wie
LC-Model erméglicht diese Art der Datenerhebung mehr Flexibilitat in der
Auswahl der Messbereiche. LC-Model berechnet die Metabolitkonzentrationen
auf der Grundlage von vorbestimmten Messbereichen.

Die Methode, flexibel bestimmbare Messbereiche zu berechnen, wurde in
dieser Form erstmalig angewendet. Die Grundidee dabei war, bisher
unbekannte Auspragungen MR-Spektroskopischer Datensatze genauer

beschreiben und quantifizieren zu kénnen.
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Abb.6: Messbereiche der MR-Spektroskopie mit der jeweiligen Wellenlange in parts per million
(ppm) — dargestellt als Summenspektrum erstellt durch Matlab3®

Zur Normierung wurde vor einer statistischen Auswertung der Quotient der
jeweiligen Metabolitkonzentration und der Konzentration des Messbereichs
2,97-3,05 ppm, welcher dem Metabolit Kreatin zuzuordnen ist, berechnet. Eine
Quotientenbildung mit Kreatin eignet sich um eine bessere interindividuelle
Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten und ist eine Ubliche Vorgehensweise in der

MR-Spektroskopie.333%43 Zudem erwies sich Kreatin als geeigneter Dividend,
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Metabolitkonzentration

da er die stabilste Metabolitkonzentration darstellte und keine signifikanten

Unterschiede (Kruskal-Wallis Test p=0,43) zwischen den Gruppen zeigte.

Kreatin 2. Position (3.05 -2.97 ppm)
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Abb.7: Mittlere Kreatin-Konzentration (3.05-2.97 ppm) im Vergleich zwischen verschiedenen
Messbedingungen

Kontrollprobanden:
WM = white matter — Messereich in der weil3en Substanz
GM = gray matter — Messereich in der grauen Substanz
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Metabolitkonzentration

-230

Kreatin 2. Position (3.05 - 2.97 ppm)

oy G

Messbereich

Abb.8: Boxplots, welche die mittlere Metabolitkonzentration von Kreatin (3.05-2.97 ppm) als
Vergleich zwischen der weif3en und der grauen Substanz darstellen

WM = white matter — Messereich in der weil3en Substanz
GM = gray matter — Messereich in der grauen Substanz

Im weiteren Verlauf wird mit jeder genannten Metabolitkonzentration dieser hier

beschriebene Quotient mit Kreatin bezeichnet.

2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit IBM SPSS
Statistics 26. Die Unterschiede der Metabolitkonzentrationen wurden tGber die
verschiedenen Gruppeneinteilungen mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.
Die Gruppen sind klein und die Daten nicht normal verteilt, weshalb ein
Vergleich mit den zugeordneten Rangen des Whitney-U-Tests erfolgte.

Das Signifikanzniveau wurde auf p<0.05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

Feldmann et al. 2023 zeigten, dass sich die Metabolitkonzentrationen der MLD
Patienten signifikant von denen der Kontrollprobanden unterscheiden®®. Die
Auflistung der Ergebnisse ist in der Tabelle 2 dargestellt.

Dabei wies vor allem die weil3e Substanz starke Abweichungen auf. MLD
Patienten zeigten signifikant héhere Myo-Inositol-, sowie Cholin-
Konzentrationen gegentuber den Kontrollprobanden, jedoch erniedrigte Kreatin-,
NAA-, und Glutamin-Konzentrationen.

Im Folgenden wird auf einzelne Metabolitkonzentrationen genauer Bezug

genommen
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Tabelle 2: Ergebnistibersicht der Metabolitkonzentrationsunterschiede von
MLD Patienten verglichen mit Kontrollprobanden:

Metabolite:
Myo-Ins Cr Cho Glu NAA
X= SD=| p= X= SD p= X= SD p= X= SD p= X= SD p=
Kontroll- WM 0,19 | 0,07 0,77 | 0,06 1,15 | 0,16 0,37 | 0,75 2,23 | 0,22
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
probanden 0,37 | 0,36 0,63 | 0,23 1,32 | 0,35 03 | 0,24 1,25 | 0,46
VS. GM 0,14 | 0,13 0,79 | 0,06 1,17 [ 014 | o078 | 041 [ 0,07 1,72 | 0,39
H 0,033 0,006 0,081 0,000
Patienten 3,07 1%’2 067 | 0,24 1,06 | 0,29 034 | 0,14 1,15 | 0,49
MLD-Form Kontroll- 0,19 | 0,07 0,77 | 0,06 1,15 | 0,16 0,37 | 0,75 2,23 | 0,22
WM probanden
VS. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
spatinfantile | 044 | 0.12 0,59 | 0,07 1,66 | 0,33 0,23 | 0,07 0,7 | 0,25
MLD
Kontroll- 0,19 | 0,07 0,77 | 0,06 1,15 | 0,16 0,37 | 0,75 2,23 | 0,22
probanden
VS. 0,000 0,000 0,061 0,001 0,000
juvenile 0,36 | 04 0,64 | 0,26 1,25 | 0,32 0,31 | 0,26 1,36 | 0,41
MLD
Spatinfantil | 0,44 | 0,12 0,59 | 0,07 1,66 | 0,33 0,23 | 0,07 0,7 | 0,25
. € VS_' 0,000 0,007 0,000 0,000 0,000
juvenile 0,36 | 0,4 0,64 | 0,26 1,25 | 0,32 0,31 | 0,26 1,36 | 0,41
MLD
Motorische | Kontroll- | 19 | 007 0,77 | 0,06 115 | 0,16 0,37 | 0,75 2,23 | 0,22
Fahigkeite probanden 0,000 0,000 0,001 0,302 0,000
n VS.
CST
Kontroll- | ¢ 19 | 0,07 0,77 | 0,06 1,15 | 0,16 0,37 | 0,75 2,23 | 0,22
probanden 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
VS. 0,35 | 0,24 0,57 | 0,18 1,37 | 0,38 0,22 | 0,29 1,04 | 0,4
VS. 0,259 0,001 0,009 0,002 0,000
0,35 | 0,24 0,57 | 0,18 1,37 | 0,38 0,22 | 0,29 1,04 | 0,4
Kognitive Kontroll- 0,19 | 0,07 0,77 | 0,06 1,15 | 0,16 | oos8 | 0,37 | 0,75 2,23 | 0,22
Fahigkeite probanden 0,000 0,000 0,000 0,000
n Vs. 0,47 | 0,61 0,69 | 0,38 1,36 | 0,43 0,34 | 0,33 1,27 | 0,51
WM ANT 1Q<80
Kontroll- 0,19 | 0,07 0,77 | 0,06 1,15 | 0,16 0,37 | 0,75 223 | 0,22
prObanden 0,000 0,000 0,101 0,069 0,000
VS.
1Q<80 0,47 | 0,61 0,69 | 0,38 1,36 | 0,43 0,34 | 0,33 1,27 | 0,51
VS. 0,065 0,565 0,051 0,010 0,001

X= arithmetisches Mittel; SD= standard deviation/Standardabweichung; p= exakte Signifikanz (2-seitig)

Auflistung der Mittelwert als arithmetisches Mittel der Konzentrationen der
Metabolite, und deren Standardabweichung, sowie das statistische, zweiseitige
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Signifikanzniveau ,p“ von Myo-Inositol (als Quotient von Myo-Inositol (4.09 -
4.01ppm) /Kreatin (3.05-2.97 ppm)),

Kreatin (als Quotient Kreatin (3.94 - 3.87ppm) /Kreatin (3.05 - 2.97ppm),
Cholin (als Quotient Cholin (3.24 - 3.16 ppm) /Kreatin (3.05 - 2.97ppm),
Glutamin (als Quotient Glutamin (2.34 - 2.26ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
sowie N-Acetyl-Aspartat (als Quoitient NAA (2.04 - 1.96ppm) /Kreatin (3.05 -
2.97ppm) in den Kategorien

Kontrollprobanden (in blau) im Vergleich zu MLD Patienten (in rot),
MLD-Form: Vergleich von Kontrollprobanden zu spatinfantilen MLD Patienten
(in ) zu juvenilen MLD Patienten (in Hellbraun),

Einteilung nach motorischen Fahigkeiten in MLD Patienten mit einem GMFC-
MLD Score von 0-1 (in ); also motorisch schwer eingeschrankten MLD
Patienten im Vergleich zu MLD Patienten mit einem GMFC-MLD Score von 2-6
(in ); motorisch leicht eingeschrankten MLD Patienten im Vergleich zu
motorisch unauffalligen Kontrollprobanden(in blau), Messpunkt hierbei war im
kortikospinalen Trakt,

Einteilung nach kognitiven Fahigkeiten der MLD Patienten in Patienten mit
einem IQ der unter 80 (in lila), oder einem 1Q von Uber 80 (in ),

Messpunkt hierbei war in der anterioren weil3en Substanz.
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3.1. Unterschiede der MRS-Parameter zwischen MLD Patienten

und Kontrollprobanden

3.1.1. Kontrollprobanden vs. Patienten Messwerte der weil3en Substanz

Myo-Inositol- und Cholin-Konzentration waren bei den Patienten im Mittel
signifikant hoher (p<0,0001), wahrend die NAA-Konzentration im Mittel
signifikant niedriger (p<0,0001) war.

Tabelle 3: Metabolitkonzentrationen von Myo-Ins, Cholin und NAA der wei3en Substanz
gemessen an Kontrollprobanden oder MLD Patienten

Mittlere Metabolitkonzentrationen in der weil3en Substanz:

Kontrollprobanden* | MLD Patienten* p
Myo-Ins 0,19 0,37 < 0,000
Cho 1,15 1,32 < 0,000
NAA 2,23 1,25 < 0,000
*arithmetische Mittel

Myo-Ins/Cr: Konzentration von Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Cho/Cr: Konzentration von Cholin (3.24 - 3.16ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
NAA/Cr: Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
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Abb. 9: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede gemessen bei
Kontrollprobanden oder MLD Patienten darstellen

Myo-Ins/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Cr Pos. 1/Cr Pos. 2: mittlere Konzentration von Kreatin (3.94 - 3.87ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Glu/GIn: mittlere Konzentration von Glutamin und Glutamat (3.79 - 3.71ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Myo-Ins Pos. 2/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (3.60 - 3.52ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Cho/Cr: mittlere Konzentration von Cholin (3.24 - 3.16ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA Pos. 2/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Die Boxplot-Diagramme stellen die jeweiligen mittleren

Metabolitkonzentrationen der weil3en Substanz sowie die signifikanten
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(p<0,043) Unterschiede dieser zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten

dar.
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Abb. 10: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede gemessen bei
Kontrollprobanden oder MLD Patienten darstellen

Asp/Cr: mittlere Konzentration von Aspartat (2.63 - 2.55ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA Pos. 1/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.54 - 2.46ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Glu/Cr: mittlere Konzentration von Glutamin (2.34 - 2.26ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

Das Boxplotdiagramm stellt die mittleren Metabolitkonzentrationen der weil3en
Substanz gemessen an MLD Patienten dar. Die mittlere Aspartat Konzentration,
sowie die Glutamin Konzentration ist bei den Patienten signifikant niedriger

(p<0,0001) als bei den Kontrollprobanden. Die mittlere N-Acetyl-Aspartat
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Konzentration ist bei den Patienten signifikant niedriger (p=0,022) als bei den
Kontrollprobanden.
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Abb. 11: Boxplots, welche eine Ubersicht der Metabolitkonzentrationen gemessen an MLD Patienten
oder Kontrollprobanden in der weien und grauen Substanz darstellen

Myo-Ins Pos. 1/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Cr Pos. 1/Cr Pos. 2: mittlere Konzentration von Kreatin (3.94 - 3.87ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Glu/GIn: mittlere Konzentration von Glutamin und Glutamat (3.79 - 3.71ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Myo-Ins Pos. 2/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (3.60 - 3.52ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Cho/Cr: mittlere Konzentration von Cholin (3.24 - 3.16ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

Asp/Cr: mittlere Konzentration von Aspartat (2.63 - 2.55ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA Pos. 1/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.54 - 2.46ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Glu/Cr: mittlere Konzentration von Glutamin (2.34 - 2.26ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA Pos. 2/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)
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Boxplotdiagramm als Ubersichtsdarstellung relevanter Metabolitkonzentrationen
gemessen in der weil3en Substanz von MLD Patienten im Vergleich zu

Messungen an Kontrollprobanden.
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Abb. 12: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationen gemessen bei MLD Patienten oder
Kontrollprobanden in der weif3en und grauen Substanz darstellen

Myo-Ins/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Cho/Cr: mittlere Konzentration von Cholin (3.24 - 3.16ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)
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Die Abbildung zeigt die Unterschiede der mittleren Metabolitkonzentrationen der
weif3en und der grauen Substanz. Bei den Kontrollprobanden fehlt der
signifikante Unterschied der Myo-Ins und Cho-Konzentration zwischen der
weilden und grauen Substanz. Es lasst sich jedoch eine signifikant héhere NAA-
Konzentration in der weil3en Substanz der Kontrollprobanden feststellen. Dieser
Unterschied wird anhand der nachsten Abbildung genauer erkennbar.
Gegensatzlich dazu zeigen sich bei den Patienten signifikante Unterschiede
von Myo-Ins- und Cho-Konzentrationen zwischen der weil3en und der grauen
Substanz (p<0,0001). Die Patienten weisen im Gegensatz zu den
Kontrollprobanden keinen signifikanten Unterschied in der NAA-Konzentration

zwischen der weil3en und grauen Substanz auf (p=0,174).

Kontrollen: ANT vs. CST

NAA-Konzentration

WM ANT CsT

Messbereich

Abb. 13: Boxplots, welche mittlere N-Acetyl-Aspartat/Kreatin-Konzentrationen in der weifl3en
Substanz im frontalen oder im kortikospinalen Trakt bei Kontrollprobanden gemessen wurden
darstellen

ANT = Messbereich in der anterioren weil3en Substanz
CST = Messbereich auf Hohe des kortikospinalen Traktes in der weiRen Substanz
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Zum genaueren Verstandnis der signifikant hoheren NAA-Konzentrationen bei
den Kontrollprobanden in der weif3en Substanz muss bertcksichtigt werden,
dass die erhéhten NAA-Werte der weil3en Substanz sich vor allem durch die
erhdhte Konzentration im kortikospinalen Trakt (CST=2,35; WM_anterior=2,17;
p<0,0001) erklaren lassen. Insgesamt konnten in der weil3en Substanz von
Kontrollprobanden hohere NAA-Werte gemessen werden als in der grauen
Substanz (WM gesamt=2,23; GM=1,75; p<0,0001).

Bei MLD Patienten hingegen konnten im kortikospinalen Trakt niedrigere NAA-
Konzentrationen (CST=1,33) gemessen werden als bei Kontrollprobanden. Die
im kortikospinalen Trakt gemessenen NAA-Werte waren dennnoch hoher als
die an einem anterioren Messpunkt erhobenen Werte in der weil3en Substanz
von MLD Patienten (WM_anterior=1,17; p=0,004).

35



Abb. 14a:

NAA-Konzentration

Abb.14b:
Kontrollen MLD-Patienten

=
8

5

NAA-Konzentration

WM ANT  CST WM ANT csT GM
Messbereich Messbereich
0<0,0001

Abb. 14a + b: Boxplots, welche NAA-Konzentrationen gemessene bei MLD Patienten oder
Kontrollprobanden in jeweils der anterioren wei3en Substanz und dem kortikospinalen Trakt
darstellen

Abb. 14b: Bei den Patienten ein zuséatzlicher Vergleich der NAA-Konzentrationen mit
Messwerten der grauen Substanz.

NAA/Cr: Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 -1.96ppm) / Kreatin (3.05 -2.97ppm)

ANT = Messbereich in der anterioren weif3en Substanz
CST = Messbereich auf Hohe des kortikospinalen Traktes (CST) in der weil3en Substanz
GM = gray matter — Messereich in der grauen Substanz
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3.1.2. Unterschiede der MRS-Parameter zwischen den MLD-Formen und

den Kontrollprobanden

Die in der weil3en Substanz erhobenen Metabolitkonzentrationen von Myo-Ins,
Cho und NAA unterscheiden sich bei den Patienten mit juveniler MLD im Mittel
von denen der Kontrollprobanden (p<0,0001). Die mittleren
Metabolitkonzentrationen der spatinfantilen MLD Patienten unterscheiden sich
signifikant starker von den Kontrollprobanden als die der Patienten mit
spatinfantiler MLD (p<0,0001). Demnach scheint die Abweichung von den
mittleren Metabolitkonzentrationen der Kontrollprobanden umso ausgepragter,
je starker die Patienten betroffen sind.

Cholin als Marker fir membrandse Umbauprozesse fallt bei der spatinfantilen
MLD signifikant hoher aus als bei den Kontrollprobanden. Bei den Patienten mit
juveniler MLD ist der Unterschied des Cholin Peaks zu den Kontrollprobanden
mit p=0,061 nicht signifikant jedoch der Unterschied zu den Probanden mit
spatinfantiler MLD (p<0,0001).
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Abb. 15: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede bei Kontrollprobanden
oder spatinfantilen oder juvenilen MLD Patienten im Vergleich darstellen

Myo-Ins/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Cho/Cr: mittlere Konzentration von Cholin (3.24 - 3.16ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)
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Abb. 16: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede bei Kontrollprobanden
oder spatinfantilen oder juvenilen MLD Patienten im Vergleich darstellen

Cr/Cr: mittlere Konzentration von Kreatin (3.94 - 3.87ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Glu/Cr: mittlere Konzentration von Glutamin (2.34 - 2.26ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
NAA/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

Die mittleren Konzentrationen von Kreatin, Glutamin und NAA sind im Vergleich
zu den Kontrollprobanden bei Patienten mit spatinfantiler MLD signifikant

starker erniedrigt als bei Patienten mit juveniler MLD (p<0,007).
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3.1.3. Einfluss der motorischen Funktionen auf die MRS-Parameter

Messwerte des kortikospinalen Trakts der wei3en Substanz:

Die mittlere Myo-Ins-Konzentration in der weil3en Substanz der motorisch leicht
betroffenen Patienten mit einem GMFC von 0-1 liegt signifikant Gber jener der
Kontrollprobanden (p<0,0001) und dartber befindet sich der Myo-Ins Messwert
der motorisch schwer betroffenen Patienten mit einem GMFC von 2-6
signifikant gegentber den beiden anderen genannten Gruppen erhéht
(p<0,0001).

Bei den Cholin Messwerten ist die gleiche Tendenz zu beobachten, wobei der
im Mittel leicht erhdhte Cho-Wert der motorisch leicht betroffenen Patienten sich
nicht signifikant von dem der Kontrollprobanden unterscheidet (p=0,134). Der
Cho-Messwert der motorisch schwer betroffenen Patienten liegt jedoch im Mittel
signifikant iber dem der motorisch leicht betroffenen Patienten (p<0,0001) und
deutlich signifikant tber dem der Kontrollprobanden (p<0,0001).

NAA ist im Mittel jedoch bei den motorisch leicht betroffenen Patienten gering
und bei den motorisch schwer betroffenen Patienten starker erniedrigt im
Vergleich zu den Kontrollprobanden (p<0,0001).
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Abb. 17: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede gemessen bei
Kontrollprobanden oder motorisch schwach oder stark eingeschrankten MLD Patienten im
Vergleich darstellen

GMFC (Gross Motor Function Classification in MLD) 0-1 = motorisch leicht eingeschréankte
MLD Patienten
GMFC 2-6 = motorisch schwer eingeschrankte MLD Patienten

Myo-Ins/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Cho/Cr: mittlere Konzentration von Cholin (3.24 - 3.16ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)
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Die im Vergleich zu den Kontrollprobanden im Mittel niedrigeren
Metabolitkonzentrationen Cr, Glu und NAA sind je nach der Starke der
motorischen Einschrankungen graduell signifikant erniedrigt (p<0,002). Die
Patienten mit einem GMFC von 2-6 zeigen hier daher die im Mittel niedrigsten
Messwerte, welche unter den motorisch weniger stark eingeschréankten

Patienten mit einem GMFC von nur 0-1 liegen.
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Abb. 18: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede gemessen bei
Kontrollprobanden oder motorisch schwach oder stark eingeschrankten MLD Patienten im
Vergleich darstellen

GMFC (Gross Motor Function Classification in MLD) 0-1 = motorisch leicht eingeschréankte
MLD Patienten

GMFC 2-6 = motorisch schwer eingeschrénkte MLD Patienten

Cr/Cr: mittlere Konzentration von Kreatin (3.94 - 3.87ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Glu/Cr: mittlere Konzentration von Glutamin (2.34 - 2.26ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
NAA/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)
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3.1.4. Einfluss kognitiver Funktionen auf MRS-Parameter

Bei dem Vergleich der mittleren Metabolitkonzentrationen gemessen in der
anterioren weil3en Substanz zeigt sich, dass die Patienten mit starker
ausfallender kognitiver Beeintrachtigung und einem 1Q<80 eher von den
Kontrollprobanden abweichen als die Patienten mit einer geringeren oder
ausbleibenden Intelligenzminderung und einem 1Q>80. Die Patienten mit einem
1Q>80 weisen in der mittleren Cho-Konzentration keinen signifikanten
Unterschied zu den Kontrollprobanden auf (p=0,528). Der mittlere Unterschied
der Cho Messwerte ist jedoch bei den Patienten mit einem 1Q<80 im Vergleich
zu den Kontrollprobanden signifikant erhéht (p=0,009) und ebenso im Vergleich
zu den Patienten mit einem 1Q>80 (p=0,003). Die mittleren Myo-Ins-
Konzentrationen sind bei den Patienten mit einem 1Q>80 leicht (p<0,0001) und
bei den Patienten mit einem 1Q<80 etwas mehr (p<0,0001) gegentber den
Kontrollprobanden erhéht. Auch zwischen den beiden kognitiv unterschiedlich
stark betroffenen Patientengruppen ist ein signifikanter Unterschied in den Myo-
Ins-Konzentrationen messbar (p=0,002).

Die NAA-Konzentration ist bei kognitiv schwer beeintrachtigten MLD Patienten
(1Q<80) signifikant gegenuber den geringer kognitiv beeintrachtigten MLD
Patienten (1Q>80) erniedrigt. Bei den Kontrollprobanden lasst sich im dagegen

die hochste NAA-Konzentration nachweisen.
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Messwerte der anterioren weil3en Substanz:
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Abb. 19: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede bei Kontrollprobanden
oder kognitiv schwach (IQ>80) oder stark eingeschrankten (IQ<80) MLD Patienten im Vergleich
darstellen

1Q (Intelligenzquotient) <80 = kognitiv schwer eingeschrankte MLD Patienten
1Q>80 = kognitiv leicht oder nicht eingeschrankte MLD Patienten

Myo-Ins/Cr: mittlere Konzentration von Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Cho/Cr: mittlere Konzentration von Cholin (3.24 - 3.16ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)

NAA/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)
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Die im Vergleich zu den Kontrollprobanden im Mittel niedrigeren
Metabolitkonzentrationen von Cr, Glu, NAA zeigen einen statistischen
Zusammenhang mit dem Ausmalf? der Intelligenzminderung (als IQ-Wert). Der
Unterschied ist grof3er, je niedriger der 1Q ist. Dieser Unterschied ist signifikant
(p<0,003), aul3er bei dem Vergleich der mittleren Glu Messwerte der
Kontrollprobanden mit den kognitiv weniger stark eingeschrankten Patienten
(1Q>80) (p=0,469).
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Abb. 20: Boxplots, welche einige Metabolitkonzentrationsunterschiede bei Kontrollprobanden
oder kognitiv schwach (1Q>80) oder stark eingeschrankten (1Q<80) MLD Patienten im Vergleich
darstellen

IQ (Intelligenzquotient) <80 = kognitiv schwer eingeschrankte MLD Patienten
1Q>80 = kognitiv leicht oder nicht eingeschrénkte MLD Patienten

Cr/Cr: mittlere Konzentration von Kreatin (3.94 - 3.87ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
Glu/Cr: mittlere Konzentration von Glutamin (2.34 - 2.26ppm) / Kreatin (3.05 - 2.97ppm)
NAA/Cr: mittlere Konzentration von N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm) / Kreatin (3.05 -
2.97ppm)

47



4. Diskussion

4.1. Unterschiede zwischen MLD Patienten und Kontrollprobanden

Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten statistischen Zusammenhang der
Metabolitkonzentrationsanderungen mit dem Ausmalf3 der klinischen
Beeintrachtigung der MLD Patienten. Es konnte gezeigt werden, dass die
Konzentrationsunterschiede von Myo-Inositol, Cholin und NAA sich als die
stabilsten Parameter durch alle Testbedingungen darstellen und statistisch am
zuverlassigsten den Zusammenhang mit den Symptomen der Patienten
darstellen kdnnen.

Durch die neue und flexiblere Methode der Datenauswertung konnten
eindeutige Unterschiede der MRS-Parameter zwischen MLD Patienten und
Kontrollprobanden dargestellt werden. Zudem kdénnen verschiedene
Symptomkomplexe und deren Progredienz durch die MRS-Parameter

quantifiziert werden.

4.1.1. Zusammenhang von MRS-Parametern und der klinischen Prasentation von MLD

Im Folgenden besonders hervorgehoben sind die Metabolite Cholin, Myo-
Inositol und N-Acetylaspartat. Die Erkrankungsschwere von MLD Patienten
lasst sich mit den Konzentrationsdnderungen dieser Metabolite beschreiben. So
weisen Patienten mit spatinfantiler MLD, die einen rascheren
Krankheitsprogress erleiden als Patienten mit juveniler MLD, gré3ere
Unterschiede durch héhere Myo-Inositol- und Cholin-Werte als
Kontrollprobanden auf, jedoch niedrigere NAA-Werte.

Die erhdhten Myo-Ins- und Cholin-Werte lassen sich vor allem durch das in der
weilden Substanz vermehrt vorhandene und durch MLD betroffene Myelin
erklaren**45, MLD betrifft vor allem die weie Substanz3. Bei Untersuchung der
weif3en Substanz liel sich ein starker Zusammenhang zwischen dem MLD
Krankheitsausmal3 und der Differenz der jeweiligen Metabolitkonzentration
messen. Die Metabolite, Zwischenprodukte der fortschreitenden

Demyelinisierung, kdnnen daher vor allem in myelinreichen Bereichen
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gemessen werden. Deshalb kdnnen die erhéhten Myo-Ins- und Cholin- sowie
die erniedrigten Kreatin- und NAA-Werte als Ausdruck des
Krankheitsprogresses und der Destruktion der Myelinscheiden gewertet
werden. Je weiter die Krankheit und damit die Demyelinisierung fortgeschritten
ist, desto starker ist die Abweichung der Metabolitkonzentrationen der MLD
Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden. Diese Dynamik wird
besonders deutlich, wenn man Patienten der aggressiveren spatinfantilen MLD
Form mit der prognostisch gunstigeren juvenilen Form vergleicht. Myo-Ins und
Cholin als Marker eines aktiven Demyelinisierungsprozesses wiesen bei
spatinfantilen MLD Patienten deutlich hbhere Konzentrationen auf als bei
juvenilen Patienten, die wiederum hohere Konzentrationen als die
Kontrollprobanden aufwiesen®. NAA als Marker flr intaktes neuroaxonales
Gewebe hingegen war bei den schwerer betroffenen Patienten mit spatinfantiler
MLD deutlich niedriger als bei den juvenilen MLD Patienten, die wiederum eine
niedrigere Konzentration als die Kontrollprobanden aufwiesen. Hierdurch lasst
sich der Erkrankungsfortschritt sichtbar machen, wodurch Riickschlisse auf die
Myelinschaden mdglich sind.

Metabolite wie Kreatin und Glutamin weisen einige signifikante Ergebnisse auf,
wenn auch weniger ausgepragt als die zuvor genannten. In mehreren
Publikationen konnte ebenfalls die klinische Relevanz dieser Metabolite

dargestellt werden32:33.38:46,

4.2. Bedeutung einzelner Metabolite
4.2.1. Myo-Inositol (4.09 - 4.01ppm)

Der bei den MLD Patienten erkennbare Myo-Inositol Anstieg lasst sich auf die
bei der Erkrankung typischen Demyelinisierungsprozesse zurtckfthren.
Dadurch lassen sich auch die in der weifl3en Substanz signifikant héheren Myo-
Ins Level erklaren. Aktive Demyelinisierungspozesse kdnnen vor allem durch
die initial mit dickeren Myelinscheiden ausgezeichnete weil3e Substanz zu
einem Anstieg von Myo-Ins flihren. Eine erh6hte Myo-Ins-Konzentration kann
ebenso mit dem Ausmaf einer Gliazelldegeneration korrelieren6, MLD weist im

Gegensatz zu anderen Leukodystrophien eine 2-3fach héhere Myo-Ins
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Konzentration in der wei3en Substanz auf, welche der von Kruse et al. 1993
beschriebenen Pathophysiologie der Demyelinisierung enspricht*’.
Myo-Ins-Konzentrationen sind direkt nach der Geburt besonders hoch (so
Hanefeld et al. 1996) und fallen bis zum 3.-4. Lebensmonat ab. Zu diesem
Zeitpunkt sind ahnliche Konzentrationen wie bei Erwachsenen messbar46:48,
Diese altersabhangigen Konzentrationsunterschiede sind bei der verwendeten
Kohorte vermutlich nicht relevant, da die MR-Spektroskopie Messung bei der

jungsten Patientin in ihrem 31. Lebensmonat durchgefiihrt wurde.

4.2.2. Cholin (3.24 - 3.16ppm)

Der Anstieg der Cholin-Konzentration bei MLD Patienten korreliert ebenfalls mit
der Erkrankungsschwere und kann als Aktivitatsmarker membrandser
Umbauprozesse interpretiert werden?6:3346, Wie bei Myo-Ins lassen sich erhohte
Cholin-Konzentrationen in der weil3en Substanz von MLD Patienten messen.
Eine erhdhte Krankheitsaktivitat, die zu einer Destruktion der Myelinscheiden
fuhrt, konnte demnach vor allem in der weil3en Substanz auftreten.

| Dali et al. beschreiben eine erhdhte Cholin-Konzentration beim aktiven
Demyelinisierungsprogress, wohingegen eine erniedrigte Cholin-Konzentration
bei stark fortgeschrittenem Krankheitsstadium gemessen wurden und einen
Hinweis auf das Vorliegen einer Hirnatrophie geben konnte:.
Entwicklungsphysiologisch sinkt die nach der Geburt héhere Cholin-
Konzentration stetig bis zu einem Lebensalter von etwa 1-3 Jahren33:46.48,
danach kénnen &hnliche Konzentrationen wie bei Erwachsenen gemessen
werden*3. Ab diesem Zeitpunkt wurde vermutlich das zuvor in héheren
Konzentrationen frei vorliegende Cholin in die sich entwickelnden und

wachsenden Myelinscheiden eingebaut.

4.2.3. N-Acetyl-Aspartat (2.04 - 1.96ppm)

Der Metabolit NAA zeigte sich als bestandigster Metabolit und im Vergleich
zwischen Kontrollprobanden und Patienten war die Konzentration stets
signifikant niedriger. Wenn ein einzelner Metabolit als Parameter fir die
Einschéatzung des MLD Krankheitsprogresses gewahlt werden sollte, so wére
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vermutlich NAA am geeignetsten. Der NAA-ADbfall stellt zuverlassig das
Krankheitsausmal3 der MLD Patienten dar. Die NAA-Konzentration korreliert mit
der Menge an neuroaxonalem Gewebe3346:4°_ Eine mit MLD einhergehende
Destruktion von neuroaxonalem Gewebe fuhrt demnach zu niedrigeren
Konzentrationen des Metabolits.

| Dali et al. beschreiben 2010 einen NAA-ADbfall der weif3en Substanz bei
Patienten mit einer spatinfantilen MLD. Sie beschreiben einen stabileren
Zusammenhang zwischen NAA-Abfall und Erkrankungsschwere als bei
anderen Metaboliten. Weiterhin empfehlen sie NAA als Biomarker fir MLD zu
etablieren33. Als Biomarker kénnte NAA bei der Auswahl einer geeigneten
Therapie entscheiden ob eine Stammzelltransplantation prognoseverbessend
ware. Rappard et al.3? konnten eine deutlich verminderte NAA-Konzentration
bei MLD Patienten feststellen, die einen Krankheitsprogress nach einer
Stammzelltransplantation hatten.

Generell steigt die Konzentration von NAA im frihen Kindesalter im Zuge der
fortschreitenden Myelinisierung an?®. Direkt nach der Geburt konnen relativ
niedrige NAA-Werte gemessen werden?®, die stetig bis zum Alter von 2-3
Jahren3346:48 gnsteigen, ab welchem Zeitpunkt ahnliche Konzentrationen wie im
Erwachsenenalter gemessen werden kdnnen.

Der hier verwendete Datensatz beinhaltet wie die Publikation von i Dali et al.
20102 nur MLD Patienten mit einem Alter Uber 2 Jahren. Der jiingste Patient
bekam mit 31 Monaten eine MR-Spektroskopie Messung und weist ausreichend
hohe NAA-Konzentrationen auf, sodass nicht davon auszugehen ist, dass
falsch niedrige NAA-Werte gemessen wurden. Eine weitere Patientin gehdrt mit
34 Lebensmonaten zu den einzigen zwei Messungen bei MLD Patienten, die
knapp vor dem Erreichen des 3. Lebensjahres durchgefihrt worden sind.
Wellard et al. beschrieben 2005, dass interindividuell die NAA-

Konzentrationsmenge physiologisch um 5-20% variieren kann®°,

4.2.4. Kreatin (3.94 - 3.87ppm)

Kreatin als Energielieferant gilt als essentiell fir den zerebralen Metabolismus

und kann sowohl in Neuronen als auch Gliazellen gefunden werden®?.
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Eine signifikant niedrigere Kreatin-Konzentration bei MLD Patienten (p<0,0001)
konnte demnach eine eingeschréankte Funktionsfahigkeit durch einen
geringeren Stoffwechsel im Gehirn darstellen.

Sowohl Lensman et al. 2006 als auch Braissant et al. 2002 konnten einen
protektiven Effekt von Kreatin auf hirnschadigende Prozesse nachweisen52%3,
Dies kbnnte ein weiterer interessanter Forschungsansatz bei MLD Patienten

sein.

4.2.5. Glutamin (2.34 - 2.26ppm)

Glutamin ist ein amidierter Metabolit des exzitatorischen Neurotransmitters
Glutamat®l. Erhohte Glutamin-Konzentrationen lassen sich nach Urenjak et al.
1963 vor allem in Oligodendrozyten finden>*. Demnach kdnnten niedrigere
Konzentrationen auf eine Demyelinisierung hinweisen. Glutamin konnte bei den
hier gemessenen MLD Patienten in der weiRen Substanz in signifikant
niedrigeren Konzentrationen nachgewiesen werden als bei den
Kontrollprobanden (p<0,0001). Dies lief3e sich durch die bereits geschadigten

Myelinscheiden erklaren.

4.3. Unterschiede der MRS-Parameter nach Hirnregion
4.3.1. Metabolitkonzentrationsunterschiede der weif3en und der grauen Substanz

Analog zu den Publikationen von Kruse et al. 1993%’, | Dali et al. 201033, Van
Rappard et al. 2014?! und Pouwels et al. 2014*8 wurden in dieser Arbeit MR-
spektroskopisch erhobene Metabolitkonzentrationen der grauen und weil3en
Substanz von MLD Patienten miteinander verglichen. Dabei zeigten sich in der
weilden Substanz erhéhte Myo-Ins- und Cholin-Konzentrationen, die auf einen
aktiven Demyelinisierungsprogress sowie membrandse Umbauprozesse
hinweisen kdnnen. Pouwels et al. konnten bei gesunden Probanden hingegen
in der kortikalen grauen Substanz hohere Myo-Ins-Konzentrationen nachweisen
als in der weien Substanz®8. Dies unterstitzt die Hypothese, dass der
Pathomechanismus von MLD vor allem in der weil3en Substanz und ihren

Myelinscheiden wirkt. Groeschel et al. konnten 2012 im konventionellen MRT
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einen starker als zuvor angenommenen Einfluss von MLD auf die graue
Substanz und ihr im Vergleich zu Gesunden kleineres Volumen nachweisen?s.
Ob jedoch die Hirnatrophie, die Demyelinisierung oder die Sulfatidakkumulation
die Symptome bei MLD hervorrufen ist noch nicht abschlieBend geklart?°. Wenn
es jedoch um die chemischen Prozesse auf molekularer Ebene und den
Demyelinisierungsprogress von MLD geht, so lasst sich dies besonders durch
die MR-Spektroskopie und die Konzentrationsanderungen verschiedener
Metabolite darstellen. Diese gemessenen Metabolitkonzentrationsanderungen
konnen vor allem die Anderung der biochemischen Zusammensetzung in der
weillen Substanz darstellen.

Moglicherweise ist der mit der Demyelinisierung einhergehende Anfall von
Metaboliten in der weil3en Substanz eindeutiger quantifizierbar als die durch
eine Atrophie ausgeltste Abnahme an messbaren Metabolite in der grauen
Substanz.

Cholin war ebenfalls bei gesunden Probanden in der weil3en Substanz in
héheren Konzentrationen als in der grauen Substanz messbar (Pouwels et al.
19982%), | Dali et al. 2010 konnten die hochsten Cholin-Konzentrationen bei
MLD Patienten messen, die einen durch aktivierte Demyelinisierungsprozesse
ausgelosten Krankheitsprogress erlitten hatten2.

Der in Neuronen vorkommende Metabolit NAA%® wurde bei Kontrollprobanden
in der weiRen Substanz und vor allem im kortikospinalen Trakt in h6heren
Konzentrationen gemessen als in der grauen Substanz. Auch Pouwels et al.
konnten dies 1998 nachweisen®. Bei MLD Patienten hingegen konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den NAA-Konzentrationen der weil3en und
grauen Substanz gemessen werden. Die NAA-Konzentration im kortikospinalen
Trakt war niedriger verglichen mit Kontrollprobanden, aber dennoch héher als
die Konzentration im anterioren Messpunkt der weil3en Substanz.

Dies lasst sich durch den Rickgang von neuroaxonalem Gewebe erklaren,
welcher den Pathomechanismus von MLD ausmacht. Die Myelinscheiden sind
in der weiBen Substanz und besonders um den kortikospinalen Trakt dick?6:55
und NAA reich. Bei starkerer Demyelinisierung lasst sich weniger NAA

nachweisen. Dies lasst sich an den nicht signifikanten Unterschieden von NAA
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zwischen der weil3en und grauen Substanz erkennen. Wenn jedoch die NAA-
Konzentration im kortikospinalen Trakt gemessen wurde, war diese signifikant
geringfugig hoher als die in der anterioren weil3en Substanz gemessene
Konzentration. Demnach ware hier noch ein Rest an neuroaxonalem Gewebe
zu vermuten. Dennoch ist eine deutliche Atrophie des kortikospinalen Trakts
durch die Abnahme von NAA anzunehmen.

Die anderen gemessenen Metabolitkonzentrationen lieRen keine vergleichbare

signifikante Unterscheidung zwischen der weif3en und grauen Substanz zu.

4.4. Moglichkeiten und Grenzen der hier verwendeten Methodik
4.4.1. MR-Spektroskopie als Untersuchungsmethode bei MLD Patienten

MRS-Parameter und die damit quantifizierten
Metabolitkonzentrationsunterschiede zeigen nachweislich einen starken
statistischen Zusammenhang mit dem Krankheitsausmal3 von MLD Patienten.
Die Spektroskopie als Untersuchungsmethode hat klinischen Parametern
gegenuber den Vorteil, dass sie eine objektivierbare Einschatzung moglich
macht und Einsichten in den zu Grunde liegenden Pathomechanismus offen
legen kann. Es lassen sich hirnorganische Schadigungen beschreiben und mit
Symptomen korrelieren. Im Vergleich zu MRT Aufnahmen lassen sich in der
Spektroskopie die Unterschiede einzelner Metabolite untersuchen, die
Ruckschlisse auf den Fortschritt der MLD-typischen Demyelinisierung
erlauben. Dies kann tieferen Einblick in den biochemischen Krankheitsverlauf
zulassen und beim Verstandnis von MLD helfen. MRS ermdglicht
unterschiedliche Metabolite in vivo zu quantifizieren®®.

Das hier verwendete Chemical Shift Imaging (CSI) Verfahren zeichnet sich
durch gute Qualitat und eine hohe Auflosung aus. Dennoch ist die MR-
Spektroskopie eine vergleichsweise zeitaufwendige Methode und kann nicht in
jeder Klinik durchgefiihrt werden.
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4.4.2. MRS-Parameter als Quotient des jeweiligen Metaboliten mit Kreatin

Die Bildung von Quotienten der jeweiligen Metabolitkonzentrationen mit dem
Kreatin zugeordneten Konzentration wurde zur Angleichung des Datensatzes
durchgefuhrt. Diese Berechnung erfolgte, um individuelle Storfaktoren wie einen
unterschiedlichen Kopfdurchmesser oder unterschiedlich grof3e Liguormengen
auszugleichen. Erhobene Daten, welche beispielsweise an Patienten mit einem
Hydrozephalus gemessen wurden, sollen durch die Quotientenbildung
vergleichbarer werden.

Dieses Vorgehen birgt jedoch die Gefahr quantitative
Metabolitkonzentrationsunterschiede zu nivellieren und méglicherweise damit

das Ergebnis zu beeinflussen.

4. 5. Ausblick: NAA als sinnvoller klinischer Parameter und weitere

Forschung

NAA als Parameter zur klinischen Uberwachung von MLD Patienten zu
benutzen wurde bereits von | Dali et al. 2010 empfohlen32,

Die publizierten Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ebenfalls eine durch MR-
spektroskopische Daten messbare Abbildung des klinischen Verlaufs bei MLD
Patienten®°. Myo-Ins sowie Cholin waren ebenfalls als einzelne Metabolite
geeignet, klinische Aspekte von MLD zu reprasentieren. Doch NAA zeigt
durchweg verlasslich signifikante statistische Zusammenhange mit sowohl
kognitiven als auch motorischen Fahigkeiten von MLD Patienten. Van Rappard
et al. konnten 2018 ebenfalls NAA als Pradiktor fir den Krankheitsverlauf von
MLD Patienten identifizieren und dieser konnte zuverlassiger als mit der
Kreatin- oder Glutamat- und Glutamin-Konzentration die Erkrankungsschwere
abbilden32,

Falls also der Fokus auf einen einzelnen Metaboliten gelegt werden sollte, so
ware dies am ehesten NAA. Eine umfassende Repréasentation lief3e sich jedoch
durch mehreren Metabolitkonzentrationen im Zusammenspiel erlangen.

Weiterhin sollte neben dem MR-spektroskopisch dargestellten
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Krankheitsprogress der Forschungsfokus auf die Therapieplanung gelegt
werden. Dabei kdnnte NAA ein sinnvoller sekundarer Endpunkt sein.
MR-Spektroskopie wirde eine interessante Methode zur Frihdiagnostik bei
MLD darstellen und kénnte bei prasymptomatischen Patienten bei der

Diagnosestellung helfen.
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5. Zusammenfassung

Mittels MR-Spektroskopie konnten in vivo zerebrale
Metabolitenkonzentrationsunterschiede zwischen spatinfantilen und juvenilen
MLD Patienten sowie Kontrollprobanden gemessen werden. Die MRS
Parameter korrelierten dabei mit der motorischen und kognitiven Funktion von
MLD Patienten und sind damit nicht nur biologisch, sondern auch klinisch
sinnvolle Parameter.

Eine héhere Konzentration an Myo-Inositol und Cholin, sowie eine niedrigere
Konzentration an Kreatin, Glutamin und NAA gehen mit einer deutlicheren
Einschrankung der Patienten einher und lassen Rickschlisse auf den
Fortschritt von Demyelinisierungsprozessen zu.

Die schwerer betroffenen spéatinfantilen MLD Patienten weisen eine starkere
Abweichung der Metabolitkonzentrationen von den Kontrollprobanden auf als
die weniger von der Erkrankung betroffenen juvenilen MLD Patienten.

MLD Patienten, die vor allem motorisch eingeschrankt sind, zeigen im Vergleich
zu Kontrollprobanden starkere Metabolitkonzentrationsunterschiede im
kortikospinalen Trakt. Kognitiv eingeschrankte MLD Patienten, weisen vor allem
Metabolitkonzentrationsunterschiede im frontalen Marklager auf. Generell war
bei MLD Patienten die weil3e Substanz stéarker betroffen als die kaum von
gesunden Kontrollprobanden zu unterscheidende graue Substanz, passend zur
Pathophysiologie einer primaren Leukodystrophie.

Die MR-Spektroskopie als Methode erlaubt tieferen Einblick in biochemische
Prozesse und kann zu einem tieferen Verstandnis der MLD flhren.
MR-Spektroskopie kdnnte bei der Therapieplanung helfen, als
Surrogatparameter, um Therapieerfolg zu monitoren. Zudem kdnnen die MRS-
Parameter als sekundarer Endpunkt dienen.

Die neue Herangehensweise der Datenauswertung tber flexibel auswéhlbare,
intervallorientierte Spektren als Modell-freie Methode, erméglicht die
Quantifizierung von Metaboliten, die von herkdmmlichen MR-Spektroskopie
Auswertungsprogrammen maglicherweise nicht erkannt werden. Dies

ermoglicht die Erforschung von bisher unbeachteten
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Metabolitkonzentrationséanderungen, die sich auch in
Uberschneidungsbereichen verschiedener, gewissen Metaboliten zugeordneter
Spektren abspielt. Von den fur diese Arbeit ausgewerteten 10 Messintervallen
scheint der dem Metabolit NAA zugeordnete Bereich am vielversprechendsten
als Parameter zur objektivierbaren Einschatzung des MLD
Krankheitsprogresses und zur Uberwachung des Therapieverlaufs.
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