Universitat @)
RDStDCk % '&Hiw Traditio et Innovatio

Aus der Klinik und Poliklinik fiir Neurologie der Universitit
Rostock
Direktor: Prof. Dr. Reiner Benecke
Sektion Neuroimmunologie: Prof. Dr. Uwe K. Zettl

Einfluss wiederholter intrathekaler Applikationen von
Triamcinolon acetonid auf Neurofilament, Tau-Protein und
Protein S-100B im Liquor cerebrospinalis bei Patienten mit

Multipler Sklerose

Inauguraldissertation

Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin

der Universitiatsmedizin Rostock

vorgelegt von Frank Kamin,

geb. am 13.06.1980 in Rostock

Rostock, 2014

urn:nbn:de:gbv:28-diss2015-01/4-9


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2015-0174-9

zef007
Schreibmaschinentext


Dekan: Prof. Dr. med. Emil Christian Reisinger

1. Gutachter: Prof. Dr. U.K. Zettl
2. Gutachter: Prof. Dr. H. Tumani
Gutachter: Prof. Dr. J.H. Faiss

Datum der Einreichung: 21.01.2015
Datum der Verteidigung: 29.09.2015


zef007
Schreibmaschinentext
Datum der Einreichung: 21.01.2015
Datum der Verteidigung: 29.09.2015



Inhaltsverzeichnis

1.1
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.1.4
1.1.5
1.1.6
1.1.7
1.2
1.2.1
1.2.2
123
1.2.4
1.2.5
1.2.5.1
1.2.5.2
1253

3.1
3.1.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.23
324
33
3.4

4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.5.1

T (=) 0T T 1
MUIEIPIE SKIETOSE ...vveuvievieeeiieiiieiieieetesteesteeteeteesteeseessressbeesseeseesseesssesssesssenns 1
Symptomatik und klinische Verlaufsformen der Multiplen Sklerose................. 1
Atiologie der Multiplen SKIEIOSE ..............ovvvreerereeeeeeeeeeeeeeesesesseeeeseseseseeeeennns 2
Pathogenese der Multiplen SKIETOSE .........cocueeiiiiiiiieiiieieceeeeeee e 4
Pathophysiologie der Multiplen SKIEToSe .........cccceeiieriiniiiiiieieieieieeeee 5
Diagnostische Kriterien der Multiplen SKIErose ..........cccecvveevievieereerveiieeieeiens 7
Therapie der Multiplen SKISTOSE.........cccvevvieriierierieeiiereeeerieeree e sveereeeeens 11
Glukokortikosteroide in der Therapie der Multiplen Sklerose............c.ccveenu..n. 15
Liquor cerebroSpinaliS.........cceueeueeieerieerieeniie sttt et ettt 21
Anatomie und PhySiolOgie.........c.oecuiiiiiiiierierieiieee e 21
Liquorpunktion ........ccvecierierreniieiieieesieeseesresreereereesreesteessaesssessseesseesseessnes 22
LiquoranalYtiK..........ccveveerierireiiieii et esieesee e seeereesreesreesteessaesssessseesseesseessnas 23
Liquorbefunde bei Multipler SKIETOSE ........cccccvervievieeriieriiesieeieere e 26
Biomarker fiir pathogenetische Prozesse der Multiplen Sklerose..................... 26
NEUTOTIAMENTE ......eeeiieiiiiiiiie ettt ettt e 27
TaU-PIOEIN ..ttt 31
Protein S-100B.....cc.oiiiee e e 33
Zielstellung ... 35
Patienten, Material und Methoden..........ccooeeorimciiicirrcr e 36
Patienten und Studiendesign ...........ccceveriiriniiniiniiiiee e 36
Triamcinolon acetonid - Therapieschema...........ccccoeevievieniiencieeieeeeeeieeen, 39
Analyse des Liquor cerebroSpinalis .........cccceevveevieieerieenienieneeereereesveesseesenns 40
Messung des Neurofilamentes .............cccceereerieriieiienieeneeeie e 41
Messung des Tau-Proteins .........ccceceeceerierienieiiieieeie et 44
Messung des Proteins S-100B..........cccoviiiiiiniininiiieeeeeeeeee e 46
Messung der Liquor-Routine-Parameter.............ccccoveevvenienienieereereeeeieenen, 48
Klinische VerlaufSparameter..........c..covvevierieiieiieeieereerree e eee e eveesene e 48
StatistisSChe ANALYSE ......coveeviiiiiiiiiieee et 49
o =] o1 1= - 50
NEUrOTIAMENE ....ceeeiieiieiiee ettt 51
TAU-PTOTEIN ..ottt et s 54
Protein S-100B.....c.oiiiiiet et 55
Liquor-BasiSparameter..........cc.ecveevieereenieerieesieeieereesseesseesssessnesssessesssessseessees 56
Klinische Parameter .........ccooieoieiieieiecceeee et 58

Expanded Disability Status Scale .........ceceiirieiieieierieee e 58



Inhaltsverzeichnis 1i

452 Modifizierte AShworthScale...........ccooeiieiiirinieiiiiee e 59
453 GERSIIECKE. ...ttt 62
4.5.4 T 1A g 1] TSRS 64
4.5.5 LebenSqQUALItAL........ccciiiiiiieciie ettt e e reeeaaeas 64
4.5.6 Blasenfunktion ..........c.ooiioiiiiii e 67
4.6 ZUSAMMENNANZE .....eevveevieiierreeieeie et esiee e seeesaeeseesseesseesseessnessseasseesseenseesses 69
4.6.1 Beziehungen des NfH zu Liquorbasis- und klinischen Parametern.................. 69
4.6.2 Beziehungen des Tau-Proteins zu Liquorbasis- und klinischen Parametern .... 70
4.6.3 Beziehungen des Protein S-100B zu Liquorbasis- und klinischen Parametern 73
5 [ 1L 0 L1 o o 74
6 Literaturverzeichnis........cccccemriiiiiinciierr 85
7 ANhang ... ————————————————— 98
7.1 TabellenVerzeiChnis ..........ccceeriiieieieee e 98
7.2 AbDIldUNGSVEIZEICANIS. .. .c.vieeiiceiieiieieeieeee ettt sae e esveesseeseeeeas 99
7.3 AbKUrZungsverZeiChnis .......cooueivieiiiii e 101
PubliKationen ... 103
ThESEN ... ———————————————————— 104
ErKIArUNG ... 107

(D F 1] €T Vo [ 1] 4 Ve [P 108



1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS) ist die hdufigste chronisch-entziindliche Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), welche mit Demyelinisierung, dem Verlust von
Neuronen und konsekutiver Astrogliose sowie zunehmender kdrperlicher Behinderung

einhergeht [3].

1.1.1 Symptomatik und klinische Verlaufsformen der
Multiplen Sklerose

In Deutschland sind 100-150 Patienten pro 100.000 Einwohner von der MS betroffen. Pro
Jahr sind 3000 bis 5000 Neuerkrankungen zu verzeichnen. Das Verhiltnis von weiblichen
gegeniiber ménnlichen Patienten betrdgt 2:1 [25, 176]. Das periventrikuldre Marklager,
der Nervus opticus, die Pons und das zervikale Riickenmark sind die haufigsten
Lokalisationen, in denen sich die Entziindung herdférmig manifestiert. Prinzipiell kann
jede Struktur des ZNS betroffen sein. Daraus resultiert eine extreme Variabilitdt der
Symptomatik. Nahezu jedes zentrale neurologische Symptom kann im Rahmen der MS
auftreten. In 70% der Fille erfolgt die Erstmanifestation monosymptomatisch. Das
Spektrum der Symptomhéufigkeiten variiert zwischen der Erstmanifestation und dem
Verlauf (Tab. 1).

Tabelle 1: Klinische Symptomatik der MS zu Beginn und im Verlauf der Erkrankung
modifiziert nach Poser et al. 1982 [176] in [25].

Symptomatik Initial (%) Im Verlauf (%)
Paresen 43 82
Hirnstamm / Kleinhirn 24 76
Sensibilitét 43 84
Blase / Darm 9 58
Nervus Optikus 33 62
Kognitive Stérungen 4 36
Augenmotilitat 14 35

Oft vernachléssigte, jedoch hdufige und die Lebensqualitit einschrankende Symptome
betreffen das autonome Nervensystem. Dazu gehoren Stérungen der Blasen- und
Mastdarmfunktion, die Beeintriachtigung der Sexualfunktion [129] und selten Stérungen
der Thermoregulation und der kardiovaskuldren Regulation [4]. Eine groe Anzahl von
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MS-Patienten leidet zudem an abnormer physischer und/oder psychischer
Erschopfbarkeit, der sogenannten Fatigue [194], sowie an Schmerzen, die z.B. durch

Spastik und Fehlhaltung begiinstigt werden [13].
Es werden grundsitzlich 3 klinische Verlaufsformen der MS unterschieden [131]:

e  Schubférmig remittierende MS (RRMS)
e Sekundir chronisch-progrediente MS (SPMS)
e  Primér chronisch-progrediente MS (PPMS)

In 80-90% der Félle beginnt die Erkrankung mit einem Schubereignis. Es treten subakut
neurologische Symptome auf, die linger als 24 Stunden persistieren. Zwischen den
Schiiben tritt eine Remission ein und es bestehen keine Beschwerden oder eine stabile
Residualsymptomatik. Bei den meisten Patienten mit einem schubférmigen Verlauf geht
die Symptomatik nach einigen Jahren in die sekundédr chronisch-progrediente
Verlaufsform iiber. Dabei kommt es zu einer schleichenden Zunahme der Behinderung
und auch intermittierende, aufgesetzte Schiibe konnen auftreten. Etwa 40 % der RRMS-
Patienten gehen wéhrend der ersten 10 Jahre des Krankheitsverlaufes in die SPMS fiber.
10-20% der Patienten erkranken an einer PPMS, wobei sich diese Verlaufsform durch
eine primdre, schleichende Zunahme der neurologischen Symptomatik auszeichnet.
Patienten mit PPMS erkranken spéter, haben eine schlechtere Prognose und die spinale
Symptomatik iiberwiegt gegeniiber den zerebralen Symptomen [220]. Dariiber hinaus
wird eine weitere Patientengruppe beschrieben, die eine primire langsam
voranschreitende Symptomatik in Kombination mit aufgesetzten Schubereignissen
aufweist. Diese klinische Untergruppe wird als progressiv-schubformige MS bezeichnet

[131].

1.1.2 Atiologie der Multiplen Sklerose

Die Atiologie der MS ist trotz intensiver Forschung bis heute nicht vollstéindig geklirt.
Man geht davon aus, dass die Entstehung und der Verlauf der MS durch genetische und

Umweltfaktoren beeinflusst werden.
Genetik

Die MS variiert signifikant in Abhéngigkeit vom genetischen Hintergrund des Patienten.
Eine hohe Prévalenz findet sich unter Kaukasiern, wogegen die Erkrankung unter Asiaten
und Afrikanern seltener auftritt [47]. Das Risiko eine MS zu entwickeln, ist bei
blutsverwandten Familienmitgliedern hoher als in der Normalbevolkerung. Bei eineiigen
Zwillingen ist es um das 300-fache, bei Geschwistern um das 20-40-fache und bei

Halbgeschwistern um das 10-fache gegeniiber der Priavalenz der Normalbevolkerung von
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0,1 Prozent erhoht [58]. Eingeheiratete Familienmitglieder zeigen keine erhohte
Préavalenz der Erkrankung [25, 59].

Fir das Erkrankungsrisiko ist eine grofe Anzahl von interagierenden Genen
verantwortlich. Im Rahmen der sogenannten polygenetischen Vererbung weisen die
einzelnen Gene fiir sich genommen eine geringe Penetration auf und {iben einen
moderaten, kumulierenden Effekt aus [48, 101]. Fiir den Krankheitsverlauf spielen Gen-
Gen und Gen-Umweltinteraktionen eine bedeutende Rolle. Risikogene variieren in
Abhéngigkeit von der Population und den Umweltfaktoren [157]. Funktionell regulieren
diese Gene Faktoren der Immunantwort oder steuern die Zusammensetzung und Stabilitat
des Myelins [1, 140]. Auch das Ansprechen auf bestimmte Therapieformen kann durch
genetische  Faktoren beeinflusst werden. Bisher wurde kein eindeutiges
krankheitsauslosendes Gen nachgewiesen. Eine herausragende Rolle innerhalb des
komplexen genetischen Hintergrundes der MS spielen humane Leukozytenantigene
(HLA) der Klasse II [75, 133, 215]. Diese Gene und ihre Produkte stehen mit einem fast
vierfach erhohten relativen Risiko fiir die Entwicklung einer MS in nordeuropdischen
Individuen im Zusammenhang [64]. Weiterhin werden Assoziationen zwischen der MS
und den Genen fiir das Apolipoprotein E und fiir bestimmte Zytokine diskutiert [42, 171,
215].

Umwelt

Migrationsstudien sprechen fiir das Vorhandensein von Umweltfaktoren. Bei Migranten,
die wihrend ihrer ersten zwei Lebensdekaden von einem Hochrisikogebiet in ein
Niedrigrisikogebiet auswanderten, wurde die Erkrankungswahrscheinlichkeit geringer.
Menschen, die von einem Niedrigrisikogebiet in ein Hochrisikogebiet zogen, tendierten
dazu, das geringere Risiko des Ursprungslandes zu behalten [72]. Virale Infektionen des
oberen Respirationstraktes sind mit einer erh6éhten Schubrate und Schubdauer assoziiert
[35]. Als weiterer Umweltfaktor steht Stress mit Exazerbationen der MS im
Zusammenhang. Die Assoziation von Stress und Exazerbation ist komplex und im
Einzelfall nicht vorherzusagen [11, 145]. Physische Traumen, insbesondere
Schédelhirntraumen, stehen dagegen in keinem Zusammenhang mit der Manifestation

einer MS [80].



1 Einleitung 4

1.1.3 Pathogenese der Multiplen Sklerose
Es werden drei wesentliche Hypothesen der Pathogenese der MS unterschieden [234]:

¢ Autoimmunhypothese
e Infektionshypothese

e Neurodegenerationshypothese
Autoimmunhypothese

Das Tiermodell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) und seine
Varianten hat viele Erkenntnisse iiber die Pathogenese von chronisch entziindlichen,
demyelinisierenden Erkrankungen des ZNS erbracht. Das EAE-Modell beinhaltet eine
entziindliche Erkrankung des ZNS mit verschiedenen Graden der Demyelinisierung, die
durch die Immunisierung mit Myelinantigenen ausgeldst wird [210]. Das Tiermodell hat
zur allgemein akzeptierten Hypothese gefiihrt, dass die MS aufgrund einer
Autoimmunantwort gegeniiber einem Autoantigen in einem dafiir suszeptibelen
Organismus auftritt. Ein wesentlicher Mechanismus in diesem Zusammenhang ist das
sogenannte epitope spreading. Nach Injektion eines einzelnen Myelinproteinepitopes
werden T-Zellen auch gegen andere Epitope desselben Proteins sowie gegen Epitope
anderer Myelinproteine aktiviert [89]. Auch das Modell des molekularen Mimikry
unterstiitzt die Autoimmunhypothese [226]. Auf das Myelin-Basische-Protein (MBP)
immunisierte T-Zell-Klone reagieren in vitro mit einem Peptid, das identisch mit der
Sequenz eines Antigens des Ebstein-Barr-Virus ist [124, 227]. Die Autoimmunhypothese
erklart viele Aspekte der Pathogenese aber die Evidenz ist dennoch limitiert. Myelin-
spezifische T-Zellen finden sich in gesunden Probanden ohne pathogenetische Relevanz
sowie in MS-Patienten und Individuen mit variierenden neurologischen Erkrankungen

[49, 136].
Infektionshypothese

Der Zusammenhang zwischen infektiosen Erregern und der MS wird kontrovers
diskutiert. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die Identifikation verschiedener
Erreger bei MS-Patienten. Antikérper gegen Chlamydia pneumoniae werden
iiberproportional hédufig in MS-Patienten im Vergleich zu Kontrollprobanden gefunden.
AuBlerdem kann der Erreger bei einer hohen Anzahl von MS-Patienten im Liquor
cerebrospinalis (cerebrospinal fluid, CSF) isoliert werden. Ein kausaler Zusammenhang
zwischen einer Infektion durch Chlamydia pneumoniae und der Multiplen Sklerose kann
nicht nachgewiesen werden [208]. Auch von Acinetobacter konnen spezifische
Antikorper in Patienten mit MS nachgewiesen werden [60]. Viren, wie der Humane-

Herpes-Virus 6 [9], der Eppstein-Barr-Virus [14], Rhinoviren [118] und MS-assoziierte
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Retroviren [164] sind im Zusammenhang mit der MS untersucht worden, wobei die
klinische Signifikanz einer Infektion von MS-Patienten mit den genannten Erregern und
ihre Rolle in der Atiologie der MS unklar bleiben. Den John Cunningham Polyomaviren
(JC-Viren), bekannt als Verursacher der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie
(PML), wird eine Rolle in der Atiologie der MS zugesprochen [8]. Chronische
Infektionen des Hirngewebes durch Coronaviren kénnen nicht mit der MS in Verbindung

gebracht werden [51].
Neurodegenerationshypothese

Akute und chronische neurodegenerative  Erkrankungen wie  Hirninfarkt,
Schédelhirntraumen, Amyotrophe Lateralsklerose und M. Alzheimer l6sen iiber die
Aktivierung von Mikroglia, die Freisetzung von Zytokinen und der reaktiven
Leukozyteninfiltration in das ZNS eine Immunantwort aus [6, 20]. Fehlregulationen des
Immunsystems im ZNS, zum Beispiel durch die Expression von antiapoptotischen
Genen, die eine Apoptoseresistenz von Lymphozyten hervorruft, bedingen eine
fortdauernde Entziindungsreaktion nach primdr neurodegenerativen Ereignissen [201,
232]. Weitere Hinweise auf die Rolle neurodegenerativer Prozesse in der Pathogenese der
MS finden sich im Tiermodell. Hierbei werden eine Hyperphosphorylierung und
vermehrte Aggregation des Tau-Proteins beobachtet. Diese Verdnderung findet sich bei
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen [199]. Auch der bereits initial im
Krankheitsverlauf der MS nachweisbare Verlust von Axonen weist auf neurodegenerative

Prozesse im Rahmen der Pathogenese der Erkrankung hin [31].

1.1.4 Pathophysiologie der Multiplen Sklerose

Aufgrund eines noch unbekannten Primédrereignisses gelangen Antigene aus dem ZNS in
periphere Lymphknoten. Es kommt zu einer Aktivierung von Antigen-spezifischen B-
und- T-Lymphozyten. Die aktivierten Lymphozyten passieren die Bluthirnschranke und
migrieren in das ZNS [144]. Die Blut-Hirn-Schranke hat dabei wichtige
immunregulatorische Figenschaften [50]. Durch Antigen présentierende Zellen im ZNS
erfolgt eine rezeptorspezifische Aktivierung der migrierenden Lymphozyten. In der Folge
entsteht ein entziindliches Milieu, in dem Molekiille des sogenannten major
histocompatibility complex der Klassen I und II (MHC) sowie proinflammatorische
Zytokine wie Tumor-Nekrose-Faktor-a, Interferon vy, die Interleukine 1, 2, 23 vermehrt
expremiert werden [94, 144]. Effektorzellen fithren zu einer antigen-spezifischen
Apoptose neuronaler Zellen. Makrophagen setzen toxische Substanzen frei oder
phagozytieren. Plasmazellen produzieren Antikdrper, die das Komplementsystem
aktivieren. Laborchemisch konnen diagnostisch wichtige intrathekal synthetisierte

Immunglobuline nachgewiesen werden. Deren Nachweis korreliert mit einer
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persistierenden Immunantwort gegen ZNS-spezifische Antigene [162]. Zytotoxische T-
Zellen befinden sich vorwiegend in aktiven Entmarkungsherden und B-Lymphozyten in
perivaskuldren Rdumen sowie den Meningen [234]. In einem aktiven MS-Herd ist die
Entziindungsreaktion mit der vermehrten Expression von Zytokinen und
Adhésionsmolekiilen assoziiert [41]. Die Immunantwort im ZNS fiihrt zur Schidigung
des Hirnparenchyms. Demyelinisierung und der Verlust von Axonen sind die Folge.
Gleichzeitig finden Reparaturvorginge statt. Gliazellen und T-Zellen produzieren

Neutrophine, die in axonale Reparaturvorgiange involviert sind [100].
Pathologie der Multiplen Sklerose

MS-Lésionen konnen hinsichtlich ihrer Entziindungsaktivitidt als aktiv oder inaktiv
klassifiziert werden. Entzlindungszellinfiltrate aktiver MS-Lésionen umfassen
perivaskuldre oligoklonale T-Zellen, Makrophagen und Plasmazellen. Makrophagen
befinden sich meist im Zentrum der Lasion und in ihrem Zytoplasma lassen sich
phagozytierte Myelinbestandteile nachweisen. In chronisch aktiven Lésionen ist das
Entziindungszellinfiltrat auf den Randbereich konzentriert. Das Zentrum wird durch eine
reaktive Gliose gebildet [89]. Es fehlen Zeichen aktiven Myelinabbaus. Auch die Anzahl
der myelinbildenden Oligodendrozyten ist stark reduziert oder sie fehlen gianzlich [234].
In frithen aktiven Lésionen kann es zu einer Remyelinisierung kommen. Einige Plaques
remyelinisieren komplett und werden Markschattenherde genannt.
Remyelinisierungsvorginge nehmen mit zunehmender Krankheitsdauer ab und sind im
spateren Verlauf nur noch vereinzelt zu finden [125]. Nach detaillierten Untersuchungen
von Lucchinetti und Kollegen kénnen MS-Lisionen histomorphologisch in vier Muster
eingeteilt werden. Gemeinsam ist allen Mustern, dass die aktiven Lésionen ein
Entziindungszellinfiltrat von T-Lymphozyten und Makrophagen aufweisen. Die
Unterschiede bestehen im AusmaB3 des Verlustes von Myelin und Oligodendrozyten, der
Morphologie der Plaques und dem Vorhandensein von Immunglobulin und-
Komplementablagerungen. Es besteht keine intraindividuelle Heterogenitit, denn das
Muster der Lésionen in einem Patienten ist identisch. Eine klare Zuordnung der
Liasionsmuster zu einer klinischen Verlaufsform ist nicht erkennbar [132]. Patienten mit
dem Lasionstyp II, welcher sich durch eine verstirkte Ablagerung von Immunglobulinen
und Komplementfaktoren auszeichnet, konnen therapeutisch besonders von einer
Plasmaaustauschbehandlung profitieren [110]. Obwohl es zu einem extensiven Untergang
von Oligodendrozyten im Zuge der Demyelinisierung kommt, korreliert der Verlust von
Axonen am stirksten mit dem Grad der klinischen Krankheitsprogression [120]. Die
neuropathologischen Befunde spiegeln die interindividuelle Heterogenitét hinsichtlich des

Krankheitsverlaufes und der Krankheitsprogression der MS wieder.
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1.1.5 Diagnostische Kriterien der Multiplen Sklerose

Bis in die sechziger Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts war die MS eine klinische
Ausschlussdiagnose. Die erste internationale Ubereinkunft iiber diagnostische Kriterien
geht auf eine Expertengruppe um Schuhmacker zuriick [200]. Sie basierte auf klinisch
definierten Kriterien und umfasste die Grundprinzipien der rdumlichen und zeitlichen
Dissemination [236]. Die bis heute giiltige Definition eines Schubes basiert auf den
Vorschldgen der Schumacker-Kommission und wurde durch McDonald und Kollegen
[141] erweitert. Es muss flir mindestens 24 Stunden eine Stérung des ZNS vorliegen.
Assoziierte Infekte oder Fieber diirfen nicht vorliegen. Falsche Schiibe miissen
ausgeschlossen sein. Diese kdnnen beispielsweise durch tonische Stérungen vorgetiuscht
werden [234]. Der Mindestabstand zwischen zwei Schiiben betrdgt 30 Tage. Tritt ein
zweites Ereignis nach dieser Zeitspanne auf, liegt ein zweiter Schub vor und eine
zeitliche Dissemination ist gesichert. Treten erneute neurologische Defizite innerhalb von
30 Tagen nach Schubbeginn auf, spricht man von einem Schub mit Exazerbation. Die
zeitliche Dissemination gilt auch bei einer langsamen Progredienz der Symptome iiber
mindestens sechs Monate als bewiesen. Die genaue Erfassung der Schubanzahl spielt eine
groBe Rolle in der Verlaufsbeobachtung und Therapieiiberwachung [236]. Polytope
klinische und paraklinische Befunde beweisen die rdumliche Dissemination. In den
siebziger Jahren versuchte man der Heterogenitit der MS gerecht zu werden, indem die
Diagnosen ,,definitive MS*, ,,wahrscheinliche MS* und “mdogliche MS* unterschieden
wurden [234, 236]. Die Konsensusgruppe um Charles M. Poser entwickelte 1983 neue
diagnostische Kriterien [175]. Die Schubdefinition von Schumacker wurde beibehalten.
Die primir chronisch progrediente Verlaufsform blieb aufgrund schwieriger
Differentialdiagnose unberiicksichtigt [234]. Es wurde betont, dass die Diagnose MS
vorwiegend klinisch zu stellen sei. Paraklinisch sollten die Bildgebung, die
Elektrophysiologie, die Liquoranalytik, spezielle urologische Untersuchungen,
neuropsychologische Tests und induzierte Hyperthermie zur Diagnosefindung
beriicksichtigt werden. Das MRT (Magnetresonanztomographie) fand noch keine
Verwendung. Die ersten eindeutigen Definitionen zur riumlichen Dissemination im MRT
wurden 1988 formuliert [66]. 2001 folgten Festlegungen zur zeitlichen Dissemination
[141]. Die Liquoranalytik besteht aus dem Nachweis einer chronischen Entziindung des
ZNS mittels Verifizierung einer autochthonen intrathekalen Ig-Synthese. Dazu werden
die selektiven oligoklonalen Banden (OKB) im CSF bestimmt. Die Klassifikation der

Diagnose MS nach den Poser-Kriterien erfolgte in vier Gruppen:

e Kklinisch sicher
e laborunterstiitzt sicher
e Kklinisch wahrscheinlich

e laborunterstiitzt wahrscheinlich
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Die Konsensusgruppe unter W.J. McDonald aktualisierte im Jahr 2001 die diagnostischen
Kriterien der MS unter verstérkter Beriicksichtigung der Zusatzdiagnostik [141] (Tab. 2).
Eine besondere Bedeutung kommt der Friihdiagnose der MS zu. Der Ubergang erster
klinischer Symptome oder klinisch isolierter Syndrome (CIS) in eine definitive MS
konnen durch die McDonald-Kriterien mit hoéherer Sensitivitdit und Spezifitét
vorausgesagt werden [234]. Die Diagnosestellung PPMS wurde konkretisiert und die
visuell evozierten Potentiale als Parameter hinzugezogen. Der Liquorbefund verlangt eine
Pleozytose von < 50 Zellen/ul und den Nachweis von OKB oder einem erhéhten IgG-
Index. Ein positiver Liquorbefund ist jedoch nicht in jedem Falle fiir die Diagnosestellung
notwendig,[234]. Die Kriterien fiir die Anzahl und Lokalisation der Herde im MRT zum
Nachweis der rdumlichen Dissemination sind exakt definiert und in die McDonalds-
Kriterien aufgenommen worden [19, 141, 221]. Die McDonald-Kommission entwickelte
Richtlinien zur Feststellung der zeitlichen Dissemination im MRT. Zum Nachweis dieser
werden in Zeitintervallen von mindestens drei Monaten nach Auftreten der ersten
neurologischen Symptomatik MRT-Kontrollen durchgefiihrt. Zeigt die erste Kontrolle
eine Gadolinium-positive Lasion, die nicht der Lokalisation entspricht, die durch die
Initialsymptomatik reprisentiert wird, gilt die zeitliche Dissemination als bewiesen. Ist
die erste Kontrolle negativ, erfolgt nach mindestens drei Monaten eine weitere, wobei ein
Gadolinium-positiver Herd oder neue Lasionen in der T2-Wichtung die zeitliche
Dissemination belegen. Das Mindestintervall von drei Monaten zwischen den MRT-
Untersuchungen sollte unbedingt eingehalten werden, um monophasische Erkrankungen
wie die akute demyelinisierende Enzephalomyelitis auszuschlieBen [234]. Die
McDonald-Kriterien entscheiden im Gegensatz zu den Poser-Kriterien, zwischen MS,
mdglicher MS und keiner MS. Eine weitere Expertengruppe schlug 2005 Modifikationen
der McDonald-Kriterien vor [174]. Erginzungen zum Nachweis der zeitlichen und
rdumlichen Dissemination im MRT sowie zur Diagnosestellung der PPMS wurden
integriert. Polman und Kollegen aktualisierten im Jahre 2011 nach einer erneuten
Revision der McDonald-Kriterien die international anerkannten Richtlinien zur
Diagnosestellung der MS [173]. Insgesamt ist nun eine frilhere und spezifischere
Diagnosestellung der MS moglich [77] (Tab.2). Die bisher geltenden Kriterien zum
bildmorphologischen Nachweis der rdumlichen Dissemination nach Barkhof [19] und
Tintoré [221] wurden reevaluiert und durch neu erarbeitete Richtlinien ersetzt, die eine
erleichterte Anwendung und erhohte Sensitivitit bei gleicher Spezifitit ermoglichen
sollen [173, 216, 217]. Der Nachweis der rdumlichen Dissemination erfordert mindestens
eine eine hyperintense Lésion in der T2-Wichtung in 2 der 4 fiir die MS als
charakteristisch geltenden Lokalisationen [141]. Zu diesen zédhlen das periventrikulére
Marklager, juxtakortikale und infratentorielle Regionen [173]. Auch die Anforderungen
zum Nachweis der zeitlichen Dissemination im MRT haben sich im Gegensatz zu den

revidierten McDonald Kriterien von 2005 [174] gedndert. Die zeitliche Dissemination gilt
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nun als bewiesen bei Neuauftreten T2-hyperintenser Lasionen im MRT im Vergleich zu
einer Voruntersuchung, unabhédngig vom zeitlichen Abstand. Des Weiteren weisen das
gleichzeitige Vorhandensein asymptomatischer Gadolinium-aufnehmender und nicht-
aufnehmender Lésionen im MRT die zeitliche Dissemination nach [173]. Die neuen
bildmorphologischen Kriterien zur Erfiillung der zeitlichen Dissemination werden auch in

der Diagnosestellung der PPMS angewendet [173].
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1.1.6 Therapie der Multiplen Sklerose

Die Therapie der MS umfasst vier groBe Behandlungssaulen:
kausalorientiert
symptomatisch
Coping / Krankheitsbewéltigung

Sozialmedizin

Im folgenden Kapitel soll die kausalorientierte immunmodulatorische Stufentherapie der
MS aus den aktuellen Therapieempfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie
dargestellt werden (Abb. 1) [77]. Genaue Ausfiihrungen zu den anderen Therapiesdulen

sollen an dieser Stelle der Spezialliteratur iiberlassen sein [236]

Indikation CI8 REMS SPMS
Eskalations- 1. Wahl 2. Wahl mit aufzesetrten ohne aufgesetste
therapie Fingolimod® Mitozantron Schiitben Schiibe
Natalimumab*® {Cyelo-
phosphamid)®
Basistherapie Glatirameracetat Glatirameracetat Interferon [ 1a s.c. Mitoxantron
Interferon fi laim. Interferon f laim Interferon f b sc {Cyrclo-
Intedferon [ la s.e. Interferon f la s.c. {Cyclo- phosphamid)®
Interferon fi Ib s Interferon f b sc phosphamid)®
(Azathiopnn)!
{Tlgy?
Schubtherapie 2. Wahl - Plasmaseparation
1. Wahl - Methylprednisolonpuls
1= Fugelassen, wenn Interferon P nicht maglich ist oder unter Azathioprintherapie ein stabiler Verlauf erreicht wird.
2=FEinsatz nur postpartal im Einzelfall gerechtfertigt vor dem Hintergrund fehlender Behandlungsaltemativen.
%= Fingolimod und Natalizumab habenneben der Zulassung zur Eskalationstherapie auch eine Zulassung zur Behandlung therapie-naiver
Patienten bei mindestens 2 behindemden Schiibenmit Krankheitsprogression binnen der letzten 12 Monate und mindestens
einer Gadolinium+-Lision bzw. einer signifikanten Zunzhme der T2 Lisionen in der MET
5 = Zugelassenfiir bedrohlich verlaufende Autoimmunkrankheiten somit nur als Ausweichtherapie anruwenden

Abb.1: Stufenschema der immunmodulatorischen Therapie der Multiplen Sklerose
(modifiziert nach [77]). Abkiirzungen: CIS, klinisch isoliertes Syndrom; RRMS,
schubformig remittierende Multiple Skilerose; SPMS, sekunddr chronisch-progrediente
Multiple Sklerose; IVIG, intravendse Immunglobuline.
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Therapie des akuten Schubes

In der Behandlung des Schubes der MS werden Glukokortikosteroide als etablierter
Therapiestandard eingesetzt [77]. Die intravendse Therapie mittels hochdosierter
Glukokortikosteroide bedingt eine raschere Symptomriickbildung [77]. Es liegen
zahlreiche Studien zur therapeutischen Wirksamkeit der Glukokortikosteroide vor [36,
37]. Als therapeutischer Standard hat sich die intravendse Glukokortikosteroid-
Pulstherapie etabliert [142]. Bei persistierender schwerer Symptomatik kann die Dosis
der applizierten Glukokortikosteroide erhoht werden. Des Weiteren stehen die
Plasmapherese und die Immunadsorption als Moglichkeiten in der Eskalationstherapie

des akuten Schubes zur Verfligung [77].
Interferon-B-Préparate

Interferon B-Préparate werden in der Basistherapie der Schubprophylaxe bei Patienten
mit RRMS als Mittel der ersten Wahl eingesetzt [77]. AuBerdem sind diese Therapeutika
bei Patienten mit einem einmaligen Schubereignis und einem hohen Risiko fiir die
Entwicklung einer klinisch sicheren MS indiziert [108]. Die Daten der BENEFIT-Studie
fiihrten zur Zulassung des Interferon (-1b-Préparates Betaferon® fiir Patienten mit CIS
[109]. Es konnte gezeigt werden, dass Betaferon® die Konversion des CIS in eine
klinisch definitive MS verzdgert. Auch fiir das Interferon B-la-Préparat Avonex®
erfolgte die Zulassung fiir diese Indikation. Fiir alle 3 Interferon-B-Préparate existieren
Langzeitbeobachtungen von bis zu 9 Jahren, die bestitigt haben, dass nicht mit
schwerwiegenden unerwiinschten Wirkungen nach Langzeitanwendung gerechnet werden
muss [184]. Auch bei Kindern mit juveniler MS kann eine Interferon 3-Therapie erfolgen,
sofern die Transaminasen im Normbereich liegen [74]. Der Einsatz der B-Interferone in
der Schwangerschaft erhoht das Risiko fiir Frithaborte und erniedrigtes Geburtsgewicht
[193]. Die verschiedenen subcutan bzw. intramuskulér applizierbaren Interferon B-
Priparate wurden hinsichtlich ihrer klinischen und paraklinischen Wirksamkeit
verglichen [44, 56, 81, 163]. Bei der Betrachtung der Dosis-Wirkungs-Beziehungen der
B-Interferone darf die Bildung neutralisierender Antikorper nicht unberiicksichtigt
bleiben. Die Haufigkeit der Bildung von neutralisierenden Antikorpern unterscheidet sich
zwischen den einzelnen Priparaten [24]. In den ersten beiden Jahren nach
Behandlungsbeginn ist das Risiko fiir die Entwicklung von neutralisierenden Antikorpern
besonders hoch [206]. Fortlaufend erhohte Titer der neutralisierenden Antikdrper erhhen

die Wahrscheinlichkeit eines Therapieversagens [207].
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Glatirameracetat

Glatirameracetat (Copaxone®) ist ein Oligopeptid, das tdglich subkutan appliziert wird.
Wie die B-Interferone wird Glatirameracetat in der Basistherapie der Schubprophylaxe
der MS bei Patienten mit RRMS als Mittel der ersten Wahl eingesetzt [77] Bei Patienten
mit CIS wird die Konversion in eine klinisch definitive MS deutlich verlangsamt [46].
Langzeitdaten einer 10-jdhrigen Verlaufsbeobachtung erbrachten keine relevanten
unerwarteten Nebenwirkungen [69]. Glatirameracetat zeigt gegeniiber den -Interferonen

eine vergleichbare Wirksamkeit [112].
Fingolimod und Natalizumab

Fingolimod und Natalizumab sind als Mittel der ersten Wahl in der Eskalationstherapie
im Rahmen der Schubprophylaxe bei Patienten mit einer hochaktiven RRMS zugelassen.
Auch Patienten, die unter einer Therapie mit Basistherapeutika, an einer hoéheren

Schubfrequenz leiden, kdnnen mit Fingolimod und Natalizumab behandelt werden [77].
Natalizumab

Bei Natalizumab handelt es sich um einen humanisierten monoklonalen Antikdrper gegen
das o4-Integrin, der das Very-Late-Antigen-4 (VLA) auf der Oberfliche zahlreicher
Immunzellen erkennt. Natalizumab bindet an das VLA und blockiert dessen Interaktion
mit dem Vascular-Cell-Adhesion-Molecule (VCAM) auf den Endothelzellen der Blut-
Hirn-Schranke. Somit wird die Einwanderung von Lymphozyten und Monozyten in das
ZNS vermindert [186]. Natalizumab wird innerhalb der sekundidren Schubprophylaxe bei
Patienten mit RRMS als Eskalationstherapie bei besonders hoher Schubfrequenz
eingesetzt. In zwei zulassungsrelevanten Studien wurde Natalizumab bei RRMS zum
einen gegen Placebo und zum anderen kombiniert mit Interferon B-1a getestet. In beiden
Studien war Natalizumab in allen Endpunkten sowohl in der Mono -als auch in der
Kombinationstherapie iiberlegen. Im zweijdhrigen Beobachtungszeitraum der Studien
befinden sich unter den mit Natalizumab therapierten Patienten mehr als eine doppelt so
hohe Anzahl von Individuen ohne Krankheitsaktivitidt [172, 191]. Starke unerwiinschte
Nebenwirkungen sind bekannt. Drei Patienten erkrankten an einer PML, wobei zwei
verstarben und einer mit schwerer Behinderung iiberlebte. Diese Nebenwirkungen
betrafen Patienten unter der Kombinationstherapie von Natalizumab und Interferon 3-1a
(Avonex®) sowie einen Patienten, der aufgrund von Morbus Crohn und rheumatoider
Arthritis iiberlappend immunsuppressiv behandelt wurde [178, 230]. Aktuelle
Untersuchungen bestdtigen fatale Komplikationen durch eine neu aufgetretene PML bei
MS-Patienten nach lingerer Natalizumab-Therapie [28, 62]}. Uber 200 bestitigte Fille
einer PML unter Natalizumab-Therapie sind bekannt. Ein erhohtes Risiko tragen

Patienten, die positiv auf JC-Viren getestet sind, Individuen mit einer ldngeren
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Therapiedauer und Patienten die zuvor mit Immunsuppressiva behandelt worden sind
[26]. Bei einem Schubereignis unter Natalizumab-Therapie sollte stets eine PML
ausgeschlossen werden. Das Auftreten der PML wird durch Reaktivierung einer latenten
Infektion durch das JC-Virus verursacht [135]. Fiir Hochrisikopatienten steht seit 2011
ein sensitiver Test auf JC-Virus-Antikorper zur Verfiigung[77].

Fingolimod

Fingolimod bindet an Sphingosin-1-Phosphatrezeptoren zahlreicher Immunzellen.
Sphingosin-1-Phosphat ist ein intra- und extrazelluldir wirkender Mediator, der in
zahlreichen pathogenetischen Prozessen der MS eine Rolle spielt. Sphingosin-1-
Phosphat-Rezeptoren werden im kardiovaskuldren System und auf zahlreichen
Immunzellen expremiert [43]. Fingolimod unterliegt einer raschen Phosphorylierung und
moduliert den Sphingosin-1-Phosphat-Rezeptor. Dieser wird herunterreguliert und somit
die Migration von Lymphozyten aus den lymphatischen Organen in die Zirkulation
reduziert. Dadurch verringert sich die Translokation autoreaktiver Lymphozyten in das
ZNS [43]. Fingolimod ist das erste oral verfiigbare Medikament zur Behandlung der
RRMS und wird 1-mal tiglich in einer Dosierung von 0,5 mg appliziert [77]. In mehreren
groBen Studien konnte die Wirksamkeit der Substanz in der Behandlung der RRMS
nachgewiesen werden. Vor allem die jahrliche Schubrate reduzierte sich unter
Fingolimod-Therapie im Vergleich zu Placebo und einer Behandlung mittels Interferon-
B-Préparaten [45]. Es sind jedoch unerwiinschte Nebenwirkungen wie, Makuladdem,
Hautkrebs, eine erhohte Infektionsrate, einschlieBlich zweier fataler Infektionen durch
Herpes simplex und Herpes zoster, Bradykardie und av-Blockaden aufgetreten [45, 52,
65, 103, 105]. Daher ist ein entsprechendes Therapiemanagement nétig, um die

moglichen Nebenwirkungen friihzeitig zu erkennen und zu behandeln [78].
Intravendse Immunglobuline

Aufgrund der insgesamt widerspriichlichen Studiendaten und der nicht geklérten
Dosisfrage werden intravendse Immunglobuline (IVIG) als Reserveprédparat in der
Basistherapie der Schubprophylaxe der RRMS angesehen, sind offiziell jedoch fiir die
Therapie der MS nicht zugelassen [77]. IVIG kénnen in Schwangerschaft und Stillzeit als

bisher einziges Priparat gefahrlos zur Sekundirprophylaxe eingesetzt werden [5].
Mitoxantron

Die Zulassung von Mitoxantron fiir die Behandlung von Patienten mit SPMS oder PPMS
und bei Versagen oder Unvertréglichkeit einer Therapie mit Immunmodulatoren erfolgte
2002 aufgrund der Ergebnisse der MIMS-Studie [90, 116]. Vereinzelt wurden schwere

Nebenwirkungen wie Kardiomyopathie oder sekundédre Leukdmien bei MS-Patienten
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wiahrend und nach der Therapie beobachtet. Die Behandlung jiingerer Patienten muss
aufgrund der schweren Auswirkungen auf die Reproduktionsfahigkeit nach
abgeschlossener Familienplanung erfolgen. In Deutschland liegt eine Fachinformation
vor, die eine Fortfihrung der Behandlung bis zu einer Gesamtdosis von 140mg/m’
Korperoberfliche wunter strenger Nutzen-Risiko-Abwégung und gleichzeitiger

echokardiographischer Uberwachung on-label erméoglicht [77].

1.1.7 Glukokortikosteroide in der Therapie der Multiplen
Sklerose

1938 gelang es, natiirliche Steroidhormone aus Nebennierenrinden zu extrahieren und zu
charakterisieren. Synthetische Steroide wurden erstmals 1947 hergestellt [95].
Gegenwirtig sind potente Glukokortikosteroide in hochdosierter Anwendung Standard in

der Therapie akuter Exazerbationen neuroinflammatorischer Erkrankungen [34, 78].
Therapie des akuten MS-Schubes

Glukokortikosteroide in Form von intravendsem Methylprednisolon (IVMP) werden in
der Eskalationstherapie des akuten Schubes der MS verwendet (1000mg pro Tag fiir 3-5
Tage) [183]. Die Applikation erfolgt in der Regel morgens um der physiologischen
Ausschiittung der Glukokortikosteroide zu entsprechen und unerwiinschte Wirkungen zu
vermeiden [77]. Bei schweren Schiiben ohne relevanten Riickgang der Symptomatik zwei
Wochen nach Beendigung des ersten IVMP-Pulses wird die Applikation eines zweiten

hoch dosierten IVMP-Pulses von 2g pro Tag iiber 5 Tage empfohlen [183].
Wiederholte Applikation von intravendsen Glukokortikosteroiden

Eine randomisierte, kontrollierte und einfach geblindete Studie untersuchte bei 88
Patienten mit RRMS den Effekt von wiederholten IVMP-Pulsen [237]. Endparameter
waren das Volumen T1-hypointenser Lésionen als bildmorphologisches Korrelat fiir
progressiven strukturellen Hirnschaden und die Behinderungsprogression, eruiert durch
die Kurzke-Skala [121], der sogenannten Expanded-Disability-Status-Scale (EDSS). Der
Beobachtungszeitraum betrug 5 Jahre, wobei die IVMP-Pulse (1g pro Tag tiber 5 Tage)
alle 4 Monate in den ersten 3 bzw. alle 6 Monate in den letzten 2 Jahren verabreicht
wurden. Die Untersuchung ergab fiir den IVMP-Puls-Arm eine Reduktion der
hypointensen T1-Lésionen sowie eine Verringerung der Behinderungsprogression [237].
Andere Untersuchungen bestitigten positive Effekte einer IVMP-Pulstherapie auf den
klinischen Verlauf der Behinderungsprogression bei Patienten mit RRMS und SPMS [12,
142]. Zusitzlich konnen intravends applizierte Glukokortikosteroide die Anzahl

Gadolinium-anreichernder Lidsionen im MRT bei Patienten mit RRMS nach
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Schubereignis reduzieren [137], wobei iiber eine positive Dosis-Wirkungs-Bezichung
berichtet wird [159]

Intrathekale Anwendung von Glukokortikosteroiden

Die intrathekale Applikation von Glukokortikosteroiden mit retardierter Freisetzung, wie
Triamcinolonacetonid (TCA), fiihrt zu einer deutlichen Reduktion des EDSS bei MS-
Patienten mit chronisch progredientem Krankheitsverlauf. Die Effizienz dieser
Therapiemethode ist Gegenstand kontroverser Diskussionen [92, 93, 98, 99, 150]. Die
positiven Effekte zeigen sich bei Patienten mit vorwiegend spinaler Symptomatik. Eine
Vergleichsstudie erbringt keine Unterschiede in der Reduktion des EDSS zwischen
systemisch oder intrathekal applizierten Glukokortikosteroiden. Allerdings sind die
Patienten nicht nach ihrem klinischen Verlaufstyp klassifiziert worden [97]. Diverse
Nebenwirkungen der intrathekalen Glukokortikosteroid-Therapie sind bekannt. Dazu
gehoren unter anderem die adhdsive Arachnoiditis und aseptische Meningitis [150].
Demgegeniiber zeigt eine Untersuchung iiber die intrathekale MP-Therapie bei Patienten
mit postherpetischer Neuralgie positive Ergebnisse ohne ernsthafte Nebenwirkungen bei
89 Studienteilnehmern [115]. Auch spitere Studien bestitigen die Ungeféhrlichkeit der
wiederholten intrathekalen Applikation von TCA bei MS-Patienten [92, 93, 98, 99].
Dennoch kann die Moglichkeit einer neuronalen Schiddigung durch die intrathekale
Anwendung noch nicht komplett ausgeschlossen werden [128, 237]. Dies gab den Anlass
fiir die vorliegende Arbeit, die den Langzeiteffekt von zyklisch intrathekal appliziertem
TCA auf die Konzentrationen verschiedener Biomarker fiir axonalen Schaden und

Astrogliose im CSF untersucht.
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1.1.6.2 Struktur, Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der Glukokortikosteroide

Steroidhormone lassen sich auf das Cyclopentano-perhydro-penanthren-Geriist
zuriickfithren. Thre endogene Synthese geht vom Cholesterin aus, wobei als
Zwischenstufe immer Progesteron synthetisiert wird. Das Kortisol weist
Hydroxylierungen in den Positionen 11, 17 und 21 auf [156]. Glukokortikosteroide haben
ein heterogenes Wirkungsprofil auf den Stoffwechsel, Kreislauf, Wasser- und
Elektrolythaushalt sowie das Immunsystem. Aufgrund der autoimmunologischen
Pathogenese der MS und der sich daraus ergebenen therapeutischen Anwendung sind im
Folgenden die immunsuppressiven Effekte der Glukokortikosteroide dargestellt. Die
klassischen immunsupressiven Wirkungen der Glukokortikosteroide werden auf
genomischer Ebene durch einen intrazytoplasmatischen Rezeptor mediiert. Niedrige
Glukokortikosteroid -Konzentrationen sind ausreichend, um Effektormechanismen
auszulosen. Inzwischen hat sich gezeigt, dass die Glukokortikosteroide bei hochdosierter
Anwendung zusitzliche Effektoreigenschaften auf nicht genomischer Ebene besitzen
[78]. Diese Effekte treten extrem schnell nach der Applikation auf und sind daher nicht
durch den Wirkmechanismus der Glukokortikosteroide auf genomischer Ebene erklérbar
[39].

Wirkungen der Glukokortikosteroide auf genomischer Ebene

Der Glukokortikosteroidrezeptor ist ein saures Protein bestehend aus 3 Doménen: einer
N-terminalen die  Transkriptionsaktivitit steuernden Doméne, einer DNA-
Bindungsdomine sowie einer carboxyterminalen Hormonbindungsdoméne. Das Protein
befindet sich im Zytoplasma fast aller Zellen und ist als Heterotetramer an
Hitzeschockproteine gebunden. Die im Plasma zu mehr als 90% an Transkortin und
Albumin gebundenen Glukokortikosteroide gelangen als freie Molekiile in die Zellen und
binden an den Rezeptor, worauf der Heterotetramer-Komplex dissoziiert und in den
Zellkern transloziert [10]. Das Glukokortikosteroidrezeptor- Glukokortikosteroidmolekiil
dimerisiert und bindet an spezifische DNA-Nukleotidsequenzen [23]. Die Transkription
spezifischer Gene wird durch die Stabilisierung von Transkriptionsinitiationskomplexen
oder indirekt durch Auflockerung des Chromatins und Aufdecken von
Transkriptionsfaktor-Bindungssequenzen gesteigert. Beispiele fiir induzierte Gene sind
Lipocortin-1 und der 32-Adrenorezeptor. Weiterhin bindet der
Glukokortikosteroidrezeptor an spezifische DNA-Sequenzen, die eine Inhibition der
Transkription  bestimmter Gene bedingen. Beispiele hierfir sind Gene
proinflammatorischer Zytokine wie Interleukin (IL) 1, 2-6, 8 und Interferon. Der
Glukokortikosteroidrezeptor interferiert mit anderen Transkriptionsfaktoren wie dem
nukledren-Faktor-Kappa-B oder dem Aktivierungsprotein-1, welche die Expression

proinflammatorischer Proteine stimulieren. Auf diesem Wege inhibierte Zytokine sind
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IL-1b, der Tumor-Nekrose-Faktor a. (TNF o) und IL-2 [10]. Die fiir die Pathogenese der
MS relevanten immunsuppressiven Effekte der Glukokortikosteroide betreffen eine

groBBe Anzahl von Effektoren des Immunsystems (Tab. 3).

Tabelle 3: Zelluldire Mechanismen der Glukokortikosteroid induzierten
Immunsuppression (modifiziert nach [10]).

GefaBendothel e Inhibition der Expression von
ICAM-1 und E-Selektin

e Reduktion der Prostaglandin-12-
Sekretion sowie der postkapilldren
Gefalpermeabilitit

Blut-Hirn-Schranke e Verringerung von KM-Enhancement
e Steigerung der Konzentration von
Inhibitoren der Metalloproteinasen

Leukozyten Chemotaxis e Reduktion der Chemotaxis und
Diapedese

Anzahl zirkulierender Leukozyten e Reduktion von CD4 T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten und
Monozyten

Makrophagen/Mikroglia e Inhibition der Phagozytose ,
Aktivierung und Proliferation in
vitro

e Abnahme von MHC, CR3 -und FC-
Rezeptoren

e Synthesehemmung von
Arachidonsduremetaboliten, IL-1, 3-
6, 8, TNF, GMCSF , Proteasen,
Steigerung der TGF-Sekretion

Lymphozyten e Proliferationshemmung ,
Aktivitdtshemmung von natiirlichen
Killerzellen , Sekretionshemmung
von IFN- und IL-2

o Aktivitdtssteigerung von T-
Suppressor-Zellen in vitro und
erhohte Anzahl im CSF

e Inhibition der Ig-Synthese im ZNS

Abkiirzungen: ICAM-1: Interzelluldres Adhdsionsmolekiil-1, KM: Kontrastmittel, CD:
Differenzierungskluster, MHC: Major Histocompatibility Complex, IL: Interleukin, TNF: Tumor-Nekrose-
Faktor, GMCSF: Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor, TGF: Transformierender
Wachstumsfaktor, Ig: Immunglobulin
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Wirkungen der Glukokortikosteroide auf nicht-genomischer Ebene

Nicht-genomische Effekte resultieren aus der Interaktion der Glukokortikosteroide mit
biologischen Membranen, zum einen iiber membrangebundene Rezeptoren [160] als
spezifische nicht-genomische Effekte oder durch physikochemische Interaktionen als
unspezifische nicht-genomische Effekte [39, 40]. Diese Interaktionen bedingen
Verdnderungen der Zellfunktionen durch die Beeinflussung des transmembrandsen
Kationentransportes und durch Verstirkung des Proteindurchtritts durch die
Mitochondrienmembran. Glukokortikosteroide senken das mitochondriale
Membranpotential [38]. Die daraus resultierende reduzierte Verfiigbarkeit von Adenosin-
Triphosphat ist charakteristisch fiir die Apoptose vor der DNA-Fragmentation. Hohe
therapeutisch relevante Dosen von Glukokortikosteroiden konnen sehr schnell den
zelluldren Kalzium-Influx inhibieren, der ein integraler Bestandteil der Aktivierung von

Lymphozyten ist [38].
Glukokortikosteroid induzierte T-Zell-Apoptose

Die T-Zell-Apoptose spielt eine Schliisselrolle in der Pathogenese der MS. Erhdhte T-
Zell-Apoptoseraten wéhrend der Remission konnen im Tiermodell der EAE
nachgewiesen werden. Moglicherweise handelt es sich dabei um einen physiologischen
Mechanismus, durch den autoreaktive T-Zellen aus dem Entziindungsherd entfernt
werden, und der damit ein pathophysiologisches Korrelat zur klinischen Remission nach
Schubereignissen bietet [198]. Seit den 1980er Jahren ist bekannt, dass
Glukokortikosteroide lymphozytire Apoptose auslosen konnen [228]. Nach intravendser
Applikation von Glukokortikosteroiden kann im Modell der experimentellen
Autoimmunneurits eine verstirkte T-Zell Apoptose in situ beobachtet werden [231]. Eine
weitere Untersuchung demonstriert am Tiermodell der EAE, dass hoch dosiert intravenos
applizierte Glukokortikosteroide die T-Zell-Apoptose verstirken [195]. Der Effekt war
abhéngig von der Dosierung und der Schwere des Entziindungsprozesses. Weitere
Studien bestdtigen den dosisabhéngigen Effekt Glukokortikosteroid-induzierter T-Zell-
Apoptose [152]. Leukozyten aus dem peripheren Blut von MS-Patienten, die einer
intravenosen MP-Pulstherapie unterzogen wurden, zeigen eine signifikant erhohte

Apoptoserate insbesondere von CD4-T-Zellen [128].
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Glukokortikosteroide und Hirnatrophie bei Patienten mit MS

Hirnatrophie beginnt bereits in einem frithen Krankheitsstadium der MS und wird durch
pathophysiologische Prozesse wie Inflammation, axonalen Schaden und Untergang sowie
Demyelinisierung verursacht [33]. Atrophische Prozesse setzen sich wihrend des
Krankheitsverlaufes fort [70], wobei sich die jahrliche Rate des Parenchymverlustes nicht
zwischen der RRMS und der SPMS unterscheidet [73, 138]. In der RRMS schreitet die
Hirnatrophie zu Beginn klinisch inapparent voran und kann durch immunmodulatorische
Therapien verlangsamt werden [189]. Es wurde postuliert, dass Glukokortikosteroide
durch die Induktion eines Proteinkatabolismus in Neuronen sowie durch einen indirekten
Entzug von Wasser durch verminderte Gefdlpermeabilitit toxische Wirkungen auf das
Hirnparenchym ausiiben koénnen [237]. Potentielle neurotoxische Wirkungen der
Glukokortikosteroide wiirden den Therapieansatz mittels dieser Medikamentengruppe in
Frage stellen. Dies ergibt einen wesentlichen Ansatz der vorliegenden Untersuchung,
welche die Sicherheit und Effektivitdt der zyklischen intrathekalen Anwendung von
Glukokortikosteroiden bei Patienten mit MS untersucht. Eine friihere Untersuchung weist
ein reduziertes Voranschreiten der Hirnatrophie unter hochdosierter intravendser
Pulstherapie mit MP bei Patienten mit MS nach. Die Autoren diskutieren protektive
Effekte der Glukokortikosteroide auf das Hirnparenchym [237].
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1.2 Liquor cerebrospinalis

Im ZNS lassen sich drei Kompartimente unterscheiden: das vaskuldare Kompartiment, der

Intra —und Extrazelluldrraum des Hirnparenchyms und das Liquorsystem [234].

1.2.1 Anatomie und Physiologie

Der CSF fiillt die Hirnventrikel und die Subarachnoidalriume aus. Das Ventrikelsystem
besteht aus zwei Seitenventrikeln, die innerhalb des Neokortex in fronto-occipitaler
Richtung verlaufen. Der dritte Ventrikel ist im Zwischenhirn lokalisiert und iiber ein
Aquidukt mit dem vierten Ventrikel zwischen Pons und Zerebellum verbunden. Der
vierte Ventrikel dehnt sich nach kaudal in den Riickenmarkskanal aus, welcher bei
gesunden Neugeborenen bereits verschlossen ist, sodass der Liquorraum dort endet. Eine
Verbindung des Liquorraumes zum Subarachnoidalraum existiert in Form von drei
Offnungen des vierten Ventrikels, dem Foramen Magendii im Ventrikeldach in
Verbindung mit der Cisterna magna und den zwei Foramina Luschkae im Bereich der
Cisterna pontis. Die Hirnhdute setzen sich aus der Dura mater, der Arachnoidea mater
und der Pia mater zusammen. GroBere Venen der Dura sind die Sinus durae matris. Die
Kapillaren der Dura mater sind fenestriert und liegen somit im Serummilieu. Die Dura
mater wird durch das Neurothel von der Arachnoidea mater getrennt. Die Neurothelien
sind durch tight-junctions miteinander verbunden, sodass die Arachnoidea dem
Liquormilieu angehort. Arachnoidea und Pia mater bilden die beiden Haute der
Leptomeninx und begrenzen den mit CSF gefiillten Subarachnoidalraum.
Arachnoidalzotten, die sogenannten Pacchionischen Granulationen treten in den Sinus
sagittalis und bedingen die Liquorresorption im Venenblut. Uber perivaskulire
Aussackungen der Pia mater, die Virchow-Robin-Rdume, kommuniziert der
Subarachnoidalraum mit dem Extrazelluldrraum des Hirnparenchyms. 500-600 ml CSF
werden innerhalb von 24 Stunden produziert. Das Gesamtvolumen des Liquorraumes
betrdgt 150-170ml. Daraus ergibt sich ein Austausch des gesamten Liquorvolumens von
3-4 mal pro Tag. Syntheseorte des CSF sind die fenestrierten Blutgefile der Plexus
choroideus der Hirnventrikel, Blutgeféf3e des Gehirns und des Subarachnoidalraumes. Die
Liquorzirkulation wird durch den pulsatilen arteriellen Blutfluss generiert, der zu
Druckwellen in den inneren und &uBeren Liquorrdumen fiihrt. In Abhéingigkeit von
Systole und Diastole wechselt die Flussrichtung des CSF. Hauptsichliche Resorptionsorte
des CSF sind Verlingerungen des Subarachnoidalraumes um die Austrittstellen
bestimmter Hirnnervenfasen und Nervenwurzeln durch die Meningen. Die
Zusammensetzung des CSF unterliegt einer strengen Regulation durch spezifische
Schrankensysteme. Die Grundprinzipien der Sekretion und des Transports des CSF an

der Blut-Liquor-Schranke sind identisch mit denen der Blut-Hirn-Schranke. Es handelt
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sich dabei um aktiven Transport und erleichterte Diffusion. An der Blut-Liquor-Schranke

findet ein bidirektionaler Transport statt [234].

Mit Ausnahme hirneigener Proteine lassen sich die meisten Liquorproteine in deutlich
hoherer Konzentration im Blut nachweisen. Die Quantitit der Liquorsubstanzen kann
daher nur in Verbindung zu den jeweiligen Serumparametern und der Blut-Hirn-
Schranken-Funktion bewertet werden. Bei intakter Blut-Hirn-Schranke bestehen fiir
hydrophile =~ Molekiile  stabile  Liquor-Serum-Quotienten. = Die = Hohe  des
Konzentrationsgradienten steigt mit dem Molekulargewicht. Ein erhohter Liquor-Serum-
Quotient des in der Leber synthetisierten Albumins dient als Indikator fiir eine
Funktionsstorung der Blut-Hirn-Schranke. Bei Schrankenfunktionsstérungen nimmt die
Konzentration von aus dem Serum stammenden Proteinen im CSF entsprechend einer
Hyperbelfunktion zu [180]. Ist die Konzentration insbesondere der Immunglobuline
hoher als im Zusammenhang mit der Blut-Hirn-Schrankenfunktion (Liquor/Serum-
Albumin-Quotient) zu erwarten ist, muss von einer intrathekalen Synthese ausgegangen
werden. Dies deutet im Falle der Immunglobuline auf einen intrathekalen

Entziindungsprozess hin [234].

1.2.2 Liquorpunktion
Fiir die Liquorgewinnung stehen verschiedene Punktionstechniken zu Verfiigung [234].

e Lumbalpunktion

e mediale Suboccipitalpunktion
e laterale Zervikalpunktion

e Ventrikelpunktion

e Foramen ovale Punktion

Zur differentialdiagnostischen Abkldrung bei dem Verdacht auf eine MS wird meist eine
Lumbalpunktion durchgefiihrt. Sollte auf diesem Wege kein CSF zu gewinnen sein,
konnen eine technisch anspruchsvollere und risikoreichere mediale Suboccipitalpunktion

oder eine laterale Zervikalpunktion in Erwéigung gezogen werden [234].
Die Lumbalpunktion

Die Lumbalpunktion wird zwischen dem 4. Und 5. oder dem 3. Und 4.
Lendenwirbelkorperfortsatz durchgefiihrt. Der Conus medullaris reicht meistens bis zum
LWK 1 oder 2. Eine Punktion oberhalb LWK 2/3 ist daher nicht zu empfehlen. Der
Patient befindet sich in liegender oder sitzender Position. Die Hohe des Dornfortsatzes
LWK 4 projiziert sich auf eine gedachte Verbindungslinie zwischen den beiden

Beckenkdmmen. Die Punktionsstelle kann im Vorfeld markiert werden. Steriles
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Vorgehen ist angezeigt und ggf. kann eine Lokalandsthesie erfolgen. Gestochen wird
streng median mit leicht nach kranial gerichteter Nadel. Ein federnder Widerstand deutet
auf das Durchdringen des Ligamentum flavum oder der Dura mater. In 4-5 cm
Eindringtiefe sollte nach Herausziehen des Mandrins CSF heraustropfen. Griinde fiir eine
verhinderte lumbale Liquorgewinnung koénnen punktionstechnische Ursachen, Zustand
nach Wirbelsdulenoperationen, starke degenerative Wirbelsaulenverdnderungen, lokale
Entziindungen oder Tumoren und Fehlbildungen sein. Im Rahmen der Liquorentnahme
sollte bei makroskopischer Blutbeimengung eine Dreigldserprobe zur Abgrenzung einer
artifiziellen von einer pathologischen Blutung erfolgen. 15 ml CSF koénnen beim
Erwachsenen problemlos zur diagnostischen Zwecken entnommen werden.
Kontraindikationen einer Liquorpunktion sind entziindliche Infiltrationen der Haut im
Punktionsbereich, erhohter intrakranieller Druck und zerebrale Herniation. Als relative
Kontraindikationen gelten therapeutische Antikoagulation und Blutgerinnungsstérungen.
Seltene Komplikationen der Liquorpunktion sind zerebrale und spinale Herniation, das
Subduralhdmatom, Hirnnervenaffektionen und eine Inokulationsmeningitis. Bei der
Lumbalpunktion sind héufiger radikuldre Reizsyndrome, eine postpunktionelle
unspezifische Reizpleozytose und das postpunktionelle Liquorunterdrucksyndrom zu
beobachten [234].

1.2.3 Liquoranalytik

Die Analyse des CSF erfolgt nach einem dreiteiligen Stufenprogramm. Es besteht aus der
Notfalldiagnostik, Basisdiagnostik und den Spezialanalysen. Die Notfalldiagnostik
umfasst Zellzahl, Glukose, Laktat und die Proteinanalyse [234].

Zellzahl

Der Referenzwert betrdagt 0-4 Zellen/pl. Die Zellzahl ist der wichtigste Akutparameter
entziindlicher ZNS-Erkrankungen. Wéhrend eines MS-Schubes kommt es zu einer
Pleozytose von 5-50 und selten von 50-100 Zellen/ul [234].

Glukose und Laktat

Sie dienen dem Nachweis eines anaeroben Glukosestoffwechsels im ZNS. Der lumbale
Liquorglukosespiegel betrigt beim Gesunden 50-60% des Serumwertes. Bei bakteriellen
Infektionen fdllt der Liquoranteil des Glukosespiegels auf unter 50%. Eine

Glukoseerniedrigung korreliert mit einem Laktatanstieg im CSF [234].

Der Referenzbereich der Konzentration des Laktates im CSF liegt zwischen 1,2-2,1
mmol/l. Eine Laktatazidose des CSF findet sich bei bakteriellen Meningitiden,

intrazerebralen Massenblutungen, Insulten und malignen Erkrankungen [234].
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Gesamtprotein und Albuminquotient als Funktionsparameter der Blut-Hirn-Schranke

Die Konzentration des Gesamtproteins und der schrankenunabhingigen Einzelproteine
im CSF ist altersabhéngig und nimmt von ventrikulér nach lumbal kontinuierlich zu. Bei
intakter Blut-Hirnschranken-Funktion ist der Liquor/Serum-Albuminquotient <8x10~.
Eine Erhohung des Quotienten kann durch eine verstirkte Kapillarpermeabilitdt der Blut-
Liquor-Schranke oder durch Liquorzirkulationsstérungen bedingt sein. Beispiele fiir
starke Storungen der Schrankenfunktion sind die eitrige Meningitis, fiir mittelschwere
Storungen die akute Neuroborreliose und das Guillain-Barré-Syndrom, fiir leichte

Stoérungen die virale Meningitis und Polyneuropathien.

Zur Basisdiagnostik des CSF gehdren die Liquorzytologie, die Bestimmung der
Liquor/Serum-Quotienten bzw. der intrathekalen Synthese von IgG, IgA, IgM und die
oligoklonalen IgG Banden (OKB) [234].

Liquorzytologie

Der Normalbefund zeigt ein zellarmes Préparat, das mehr Lymphozyten als Monozyten
und vereinzelt Plexus —und Ependymzellen enthélt. Auch bei Normozytose sind das
Auftreten von Granulozyten, Plasmazellen, Blasten, atypischen Zellen, Erythrozyten und
Siderophagen als pathologisch einzuordnen. Alle akut entziindlichen Prozesse im ZNS
gehen mit einer Liquor-Pleozytose einher. Diese betrégt bei der bakteriellen Meningitis
im Rahmen der neutrophilen Reaktion nicht selten >1000 Zellen/pl. Bei subakut
verlaufenden bakteriellen Infektionen und bei intrazellulirer Keimvermehrung ist eine
gemischtzellige {iberwiegend lympho-monozytire Reaktion zu erwarten. FEine
lymphozytire Entziindungszellreaktion ist typisch fiir virale Meningitiden bzw.
Enzephalitiden. Die Liquorzytologie spielt des Weiteren eine Rolle in der Diagnostik der

Subarachnoidalblutung und der Meningeosis neoplastica [234].
Intrathekale Synthese von IgG, IgA und IgM

Die Referenzwerte der Liquor/Serum Immunglobulinquotienten sind abhéngig von der
Funktion der Blut-Hirn-Schranke. Daher erfolgt die Auswertung in Zusammenhang mit
dem  Liquor/Serum-Albuminquotienten = mit  Hilfe  empirisch  abgeleiteter
Quotientendiagramme [180]. Die intrathekal synthetisierte Fraktion der Immunglobuline
wird gesondert dargestellt. Eine intrathekale priddominante IgM-Synthese spricht
zusammen mit einer mittelgradigen  Schrankenfunktionsstérung fiir  eine
Neuroborreliose. Uberwiegt die intrathekale Synthese von IgA gegeniiber IgG und IgM
kann ein Hirnabszess oder eine tuberkulose Meningitis vorliegen. Die Verdnderungen der
Immunglobuline sind unspezifisch und kein direkter Beweis fiir die Infektion durch einen

spezifischen Erreger [234].
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Oligoklonale Banden

Sie sind ein sensitiver Nachweis einer intrathekalen [gG-Synthese mittels isoelektrischer
Fokussierung und anschlieBender Immundetektion auf Agarosegel. Eine parallele
Untersuchung des Parameters im CSF und im Serum ist erforderlich. Bei Patienten ohne
Plasmozytom oder Entziindungsreaktion treten OKB weder im CSF noch im Serum auf.
OKB treten unspezifisch bei subakut und chronisch entziindlichen ZNS-Erkrankungen in
Erscheinung. Zum Nachweis einer intrathekalen IgG-Produktion sind OKB sensitiver als
die Quotientendiagramme. Mit Hilfe der OKB ist in 98% der MS-Fille eine intrathekale
Entziindungsreaktion nachweisbar. Dies gelingt im Falle der Quotientendiagramme nur
in 70% der Félle. Die OKB sind positiv, wenn mindestens zwei liquorspezifische Banden
nachweisbar sind [234].

Spezielle Liquoruntersuchungen beinhalten die Bestimmung von erregerspezifischen

Antikorperindizes [234].

Die Bestimmung erregerspezifischer Antikorperindizes dient zum Erregernachweis bei
akuten oder subakuten ZNS-Infektionen und zur Charakterisierung der
Entziindungsreaktion bei chronisch entziindlichen ZNS-Erkrankungen. Die intrathekale
Synthese wird mit Hilfe der Antikorperindizes berechnet. Ein positiver Antikorperindex
stellt keinen Beweis fiir eine frische Infektion dar. Nur im Beisein akuter
Entziindungsparameter sowie entsprechender anamnestischer und klinischer Befunde
lasst sich ein positiver Antikorperindex als Hinweis auf eine erregerbedingte ZNS-
Entziindung werten. Sind multiple erregerspezifische Antikdrper im CSF gleichzeitig
erhoht, kann dies auf eine Autoimmunerkrankung wie die MS hindeuten. Das beinhaltet
den Nachweis intrathekaler Antikorper gegen Masern, -Roteln —und dem Varizella-
Zoster-Virus im Rahmen der sog. MRZ-Reaktion. Die MRZ-Reaktion besitzt fiir die MS
eine hohere diagnostische Spezifitdt als die OKB, sie belegt das Vorliegen einer
chronisch entziindlichen ZNS-Erkrankung, ist typisch fiir Autoimmunerkrankungen und

kann in 94% der MS-Patienten nachgewiesen werden [234].
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1.2.4 Liquorbefunde bei Multipler Sklerose

Es gibt keinen einzelnen pathognomonischen Liquormarker, sondern nur ein MS-

typisches Profil aus mehreren Parametern, das die Diagnose MS ermoglicht [234].

e Pleozytose, 0-50 Zellen/ul, meist Lymphozyten, aktivierte B-Zellen,
Plasmazellen.

e normales bis leicht erhohtes Gesamtprotein.

e normaler bis leicht erhohter Albuminquotient (<8-10x107), gering- bis
mittelgradige Blut-Hirn-Schrankenfunktionsstorung.

e intrathekale Synthese von Immunglobulinen, meist IgG, nachgewiesen durch
Quotientendiagramme oder durch sensitivere OKB.

e Die positive MRZ-Reaktion als Nachweis einer intrathekalen Synthese von

Antikorpern gegeniiber Masern, -Roteln -und Varizella-Zoster-Virus.

1.2.5 Biomarker fiir pathogenetische Prozesse der Multiplen
Sklerose

Ein Biomarker in Kdorperfliissigkeiten stellt einen objektiv messbaren Parameter dar, der
als Indikator fiir normale und pathologische Prozesse dienen kann. Dabei ergeben sich
vielfiltige Nutzungsmoglichkeiten im Hinblick auf die mdgliche Vorhersage des
Krankheitsverlaufes der MS oder das Monitoring von spezifischen Therapien. Fiir das
ZNS ist der CSF von besonderem Interesse, da er in direktem Kontakt mit dem
Hirngewebe steht und somit einen einzigartigen Einblick in ablaufende pathogenetische
Prozesse liefert [219]. Fiir die bekannten Teilprozesse der Pathogenese der MS hat man

verschiedene Substanzen untersucht, die als spezifische Biomarker dienen (Tab. 4).
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Tabelle 4: Pathogenetische Prozesse der MS und ausgewdhlte prozess-spezifische
Biomarker ( modifiziert nach [234]).

Prozess Marker

Inflammation Zytokine und Zytokinrezeptoren,
Chemokine, Antikdrper, Komplement-
Faktorem, Adhdsionsmolekiile,
Antigenprozessierung, Zellzyklus- und
Apoptosemarker (FLIP,TRAIL), zelluldre

Subpopulationen (B,T,M), Funktionsassays

Alteration der Blut-Hirnschranke MMP's, MMP-Inhibitoren (TIMP), PAF,
Thrombomodulin

Demyelinisierung MBP, MBP-like Material, Gliotoxin,
7-Ketocholesterol

Oxidative Schiadigung NO und stabile Metaboliten (Nitrit, Nitrat),
Harnsaure, [soprostane

Neuroregeneration NCAM, CNTF, NGF, NT-3, BDNF

Gliose GFAP, Protein S-100B

Neurodegeneration Tau-Protein, Neurofilamente, 14-3-3

Abkiirzungen: FLIP, Fas-assoziiertes IL-1 konvertierendes enzyminhibitorisches Protein;, TRAIL, TNF-
verwandter Apoptose induzierender Ligand;, MMP, Matrix-Metalloproteinase; PAF, Plittchen-aktivierender
Faktor; MBP, myelinbasisches Protein, NO, Stickstoffradikale; N-CAM, neurales Zelladhdsionsmolekiil;
CNTF, cilidrer neurotropher Faktor;, NT-3, Neutrophin, BDNF, Hirnstimmiger neurotropher Faktor;, GFAP,
Gliafibrillires saures Protein.

1.2.5.1 Neurofilamente

Neurofilamente (Nf) sind ein integraler Bestandteil des axonalen Zytoskeletts. Strukturell
handelt es sich um Heteropolymere, die aus drei Untereinheiten bestehen. Einer leichten
(NfL), einer mittleren (NfM) sowie einer schweren Kette (NfH). Mit einem Durchmesser
von etwa 10nm gehoren die Nf zu den Intermedidrfilamenten. Nf sind
neuronenspezifische Proteine und daher als Biomarker fiir axonalen Schaden und
Untergang geeignet [165]. Untersuchungen an Zellkulturen unterstreichen die Spezifitét
der Nf fiir das axonale Kompartiment [168]. Demgegeniiber hat eine dltere Untersuchung
gezeigt, dass auch T-Zellen NfH expremieren konnen [149]. Die 3 Untereinheiten der Nf

besitzen verschiedene molekulare Eigenschaften (Tab 5).
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Tabelle 5: Molekulargenetische Eigenschaften der Neurofilament-Isoformen (modifiziert
nach [165]).

Isoform | Chromosom Aminosduren Molekulargewicht (kDa)
NfL 8p21 543 68

NfM 8p21 916 150

NfH 22ql2.2 1020 190-210

Abkiirzungen: kDa, Kilodalton, NfL, Neurofilament leichte Kette, NfM, Neurofilament mittlere Kette, NfH,
Neurofilament schwere Kette.

Molekularstruktur der Neurofilamente

Jede Nf-Untereinheit besteht aus einer helikalen Kerndoméne, flankiert von einer Kopf-
und hypervariablen Schwanzdoméne am N- bzw. C-terminus. Die Kernregion spielt eine
Hauptrolle in der Zusammensetzung der Neurofilamente wéahrend Kopf- und
Schwanzregionen fiir Protein-Protein-Interaktionen, wie Querverbindungen mit anderen
EiweiBlen des Zytoskeletts, verantwortlich sind. Die Synthese der Nf erfolgt in 6 Schritten
[165]:

1. Synthese der Nf-Untereinheiten

2. Dimerisation der Nf-Untereinheiten

3. Dimere formieren sich antiparallel zu Tetrameren

4. Tetramere formieren sich longitudinal Kopf-an-Schwanz zu Protofilamenten
5. Protofilamente formieren sich ldngs zu Neurofilamenten

6. Phosphorylierung der Neurofilamente
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NfH ist das am stérksten phosphorylierte Protein des ZNS. Phosphorylierung und
Dephosphorylierung sind hochkomplexe, langsame Prozesse, die durch verschiedene
Enzyme orchestriert [82] und im axonalen Kompartiment des Neurons reguliert werden
[225]. Man unterscheidet verschiedene NfH-Phosphoformen (NfHp). Eine
hypophosphorylierte und eine physiologische hyperphosphorylierte Form  [165].
Perikarya, Dendriten und proximale Axone weisen geringer phosphoryliertes NfH auf. In
langen Axonen iiberwiegt nach distal zunehmend hyperphosphoryliertes NfH [211]. 80%
der axonalen Nf sind hyperphosphoryliert, ergeben den statischen Pool und sind in das
Zytoskelett integriert. 20% sind weniger stark phosphoryliert und bilden den
dynamischen Pool [153].

Funktionen der Neurofilamente

Nf werden stindig durch Proteinkinasen und Phosphatasen modifiziert.
Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen von Polypeptiden der Nf-Untereinheiten
regulieren die verschiedenen Funktionen wie Polymerisation, axonalen Transport und die
Interaktionen mit anderen Proteinen des Zytoskeletts [153]. Nf sind essentiell fiir das
Wachstum und die Aufrechterhaltung des axonalen Durchmessers groBer myelinisierter
Fasern. Das axonale Kaliber determiniert die Geschwindigkeit der elektrischen
Signalweiterleitung [179]. Hyperphosphorylierung der NfH erhdht durch elektrostatische
Wechselwirkungen die Rdume zwischen benachbarten Filamenten. Dadurch vergroBert
sich der axonale Durchmesser [87]. Das axonale Wachstum wird nicht allein durch das
NfH beeinflusst. Hauptregulatoren sind das NfM und das NfL [63, 179]. Es wird
vermutet, dass der Phosphorylierungsprozess mit der Myelinisierung in Wechselwirkung
steht [127]. Atypische Phosphorylierungsprozesse spielen in der axonalen Pathologie eine
Rolle. Wéhrend die Phosphorylierung vor allem im axonalen Kompartiment stattfindet,
kommt es unter pathologischen Bedingungen, als Reaktion auf axonalen Schaden, zu

Hyperphosphorylierung von Nf in Dendriten und Perikarya [91].
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Bedeutung der Neurofilamente im Rahmen neurologischer Erkrankungen

Akkumulation oder Mutationen von Nf werden in der MS und in anderen neurologischen
Erkrankungen beobachtet. Zu diesen gehoren die amyotrophe Lateralsklerose [188],
Spinale Muskelatrophie [229], M. Parkinson [126], M. Alzheimer [79, 212], Schlaganfall
[91], Subarachnoidalblutung [169], diabetische Polyneuropathie [196]und Charcot-Marie-
Tooth-Krankheit [238].

NfH als Biomarker fiir Neurodegenration in der MS

Neuronale Markerproteine, die direkt aus dem ZNS freigesetzt werden, sind im CSF
regelmifBig, im Urin hdufig und sehr selten im Blut nachweisbar [234]. Der Verlust von
Axonen ist die Hauptursache der irreversiblen Behinderung bei MS-Patienten. Axonaler
Schaden beginnt bereits sehr friih im Krankheitsverlauf und korreliert mit der
Entziindungsaktivitit [57]. Neurofilamente gelangen wihrend der axonalen
Desintegration in den Extrazellulirraum und von dort aus in den CSF [165]. Die
Konzentrationen des NfH im CSF sind bei zerebralen Raumforderungen, Diskusprolaps,
amyotropher Lateralsklerose und Subarachnoidalblutung deutlich hoéher im
pathologischen Bereich als bei MS-Patienten. Dies deutet darauf hin, dass axonaler
Schaden bei diesen Erkrankungen eine noch gréBere Rolle spielt als in der MS [168].
Eine 3-jdhrige Follow-Up-Untersuchung weist einen signifikanten Anstieg der
Konzentration des NfH im CSF bei MS-Patienten nach, was auf progressiven axonalen
Schaden und Neurodegeneration wéhrend des Krankheitsverlaufes der MS hindeutet
[167]. Eine andere prospektive Studie an Patienten mit akuter unilateraler Optikusneuritis
(ON) zeigt hohere Konzentrationen des NfH im Blutplasma als in der Kontrollgruppe
und stellt den Zusammenhang zwischen erhohten Plasmakonzentrationen des NfH und
schwacher klinischer Remission her [170]. Brettschneider und Kollegen analysierten den
diagnostischen Wert der Biomarker NfH, Tau-Protein und Gesamtprotein im CSF
beziiglich der Féhigkeit die Konversion eines CIS in eine MS vorherzusagen. Diese Daten
sind mit den Ergebnissen der Bildgebung mittels MRT verglichen worden. Die
Sensitivitidt und Spezifitét ist fiir eine Kombination von NfH, Tau-Protein und Liquor-
Gesamtprotein hoher als fliir das MRT allein und am hochsten in der Kombination von
Liquormarkern und Bildgebung [32]. Hinsichtlich weiterer klinischer Parameter besteht
eine proportionale Beziechung zwischen der Konzentration des NfH im CSF bei MS-
Patienten und dem Grad der Behinderung [61, 119]. Letztere Untersuchung belegt zudem

die im Rahmen einer akuten Schubexazerbation stark erhohten NfH-Konzentrationen im
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CSF von RRMS-Patienten. In Follow-Up-Untersuchungen korreliert eine schwache

klinische Remission mit hoheren Konzentrationen des NfH im CSF[181].

1.2.5.2 Tau-Protein

Das Tau-Protein ist ein intrazelluldres Phosphoprotein in Neuronen und Gliazellen des

ZNS und gehort zur Familie der Mikrotubuli-assoziierten Proteine [21, 55].

Molekularstruktur des Tau-Proteins

Das Tau-Protein ist auf Chromosom 17g21 auf einem einzelnen Gen codiert. Durch
alternatives m-RNA splicing entstehen sechs im ZNS synthetisierte Isoformen des
Proteins mit Molekulargewichten zwischen 50 und 70kDa. In fetalen Hirnen wird die
kiirzeste Isoform expremiert. Zusitzlich gibt es eine fiir das PNS exklusive
hochmolekulare Isoform von 120kDa [76]. In der c-terminalen Hélfte des Proteins findet

sich die Mikrotubuli-Interaktionseinheit [202].

Funktion des Tau-Proteins

Als Phosphoprotein bindet es in Axonen an Mikrotubuli und spielt eine entscheidende
Rolle im axonalen Transport [21]. Das Tau-Protein ist in der Lage die
Polymerisationsrate der Mikrotubuli zu stimulieren, die Depolymerisation zu hemmen
und die strukturelle Instabilitdt zu reduzieren. Moduliert werden diese Prozesse iiber
Phosphorylierungsvorginge am Tau-Protein, wodurch die Affinitit zu den Mikrotubuli-
Gittern reduziert wird [55, 223]. Das Tau-Protein interagiert direkt oder indirekt mit
Aktinfilamenten des Zytoskeletts und beeinflusst dadurch die Zellform, die Zellmotilitét
und Mikrotubuli-Zellmembran-Interaktionen [29, 202].

Bedeutung des Tau-Proteins im Rahmen neurologischer Erkrankungen

Bei der Alzheimerkrankheit kommt es zu einer Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins,
wodurch es in seiner Funktion gestort wird [85] und zu einem Konzentrationsanstieg im
CSF [224]. Zu den Krankheiten, die auf eine Tau-Protein basierende neurofibrillare
Pathologie zuriickzufiihren sind, und als Tauopathien bezeichnet werden, zdhlen M.
Alzheimer, die frontotemporale Demenz, die progressive supranukledre Parese, die

kortikobasale Degeneration, die Pick-Krankheit, die progressive subkortikale Gliose, das
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Down-Syndrom, die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit und M. Parkinson [67, 202]. Die
Konzentration des Tau-Proteins im CSF unterscheidet sich deutlich zwischen
verschiedenen neurologischen Erkrankungen. Patienten mit einem Guillain-Barré-
Syndrom und peripherer Neuroborreliose zeigen regelrechte Werte. Die hochsten
Konzentrationen finden sich bei der Herpes-Simplex-Enzephalitis und der intrazerebralen
Blutung. Wihrend bei einer bakteriellen Meningitis normwertige Konzentrationen des
Tau-Proteins im CSF vorliegen, kommt es bei einer fortgeleiteten Enzephalitis zu einem
Anstieg der Konzentration. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Konzentration des

Tau-Proteins im CSF und der Funktion der Blut-Hirn-Schranke besteht nicht [213].

Das Tau-Protein als Biomarker fiir neuronalen Schaden in der MS

Kommt es durch die Immunreaktion im ZNS zur strukturellen Schiadigung des
Hirnparenchyms, wird das Tau-Protein in CSF freigesetzt. Unter normalen Umstinden
finden sich im CSF Konzentrationen des Tau-Proteins von 250-500pg/ml [71]. Da nicht
nur Neurone, sondern auch Oligodendrozyten dieses Protein synthetisieren, weist ein
Anstieg der Konzentration im CSF auf einen axonalen und/oder oligodendrozytéren
Schaden [182, 213]. Das Tau-Protein und das NfH stellen wertvolle Biomarker fiir
axonalen Schaden bei Patienten mit CIS dar [32]. Zwischen den einzelnen klinischen
Verlaufsformen der MS bestehen keine signifikanten Unterschiede der Konzentration des
Tau-Proteins im CSF. Korrelationen zwischen der Liquorkonzentration des Tau-Proteins
bei Patienten mit MS und dem Behinderungsgrad, der Krankheitsaktivitdt, der
Schubanzahl, der Krankheitsdauer und der Anzahl T1-hypointenser Lésionen im MRT
lassen sich nicht sicher nachweisen. Aktuelle Untersuchungen zeigen bei Patienten mit
RRMS wihrend eines akuten Schubes deutlich hohere Konzentrationen des Markers im
CSF als bei Patienten in der sekundir-chronisch progredienten Krankheitsphase [104].
Dementsprechend sind die Tau-Protein-Konzentrationen im CSF bei Patienten mit
frischen Kontrastmittel anreichernden Hirnldsionen im MRT signifikant héher als bei

Patienten, die keine Kontrastmittel aufnehmenden Herde vorweisen [21, 31, 107].
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1.2.5.3 Protein S-100B

1965 isolierte Moore eine Proteinfraktion aus Rindergehirn, der er aufgrund ihrer
Eigenschaft in 100% geséttigtem Ammoniumsulfat bei neutralem pH in Losung zu gehen,
den Namen S-100 gab [147]. Die Hauptvertreter dieser Proteinfamilie sind Protein S-
100A1 sowie Protein S-100B. Nachfolgend wurden diese Eiweille aus Menschen- und
Rattenhirnen isoliert [106, 122].

Das Protein S-100 wird in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe expremiert [53]. Im
Nervensystem ist die Expression auf Astrozyten und in geringerem Maf3e auf Schwann-
Zellen beschriankt [197]. Es handelt sich um strukturell eng verwandte kalziumbindende
Proteine der Calmodulin-S100-Troponin-C-Superfamilie mit strukturell fast identischen

Kalziumbindungsstellen.

Molekularstruktur und Funktion des Protein S-100B

S-100-Proteine haben ein Molekulargewicht zwischen 9 und 14 kDa. Die Proteine S-
100A1-13 sind beim Menschen eng benachbart auf Chromosom 1 in einem Gencluster
kodiert, wihrend S-100B auf Chromosom 21g22.3 liegt, was in einer Uberexpression bei
Trisomie 21 resultiert [86]. Intrazelluldr bilden S-100-Proteine meist Homodimere. Die
Dimerisierung und kalziumabhéngige Konformationsédnderungen sind entscheidend fiir
die Interaktion mit Zielproteinen wie dem gliafibrilldren sauren Protein (GFAP), Desmin,
Tubulin oder Tumorsuppressorprotein p53, Myosin, Enzyme des Glukosestoffwechsels,
die Adenylatzyklase, Neuromodulin oder Neurogranin [53, 197]. Durch die Interaktionen
mit Proteinen des Zytoskeletts wie Mikro- und Intermediérfilamenten wird die Zellform
modifiziert. AuBerdem beeinflusst das Protein S-100B die Kalziumhomoostase, die
Zellproliferation und deren Differenzierung. Protein S-100B  wird in den
Extrazellularraum sezerniert, es stimuliert konzentrationsabhiingig neuronales Uberleben,

Apoptose, Astrozytenproliferation und iibt immunmodulatorische Effekte aus [22, 53].

Bedeutung des Protein S-100B im Rahmen neurologischer Erkrankungen

Eine Uberexpression von Protein S-100B spielt bei der Entstehung der Demenz vom
Alzheimer-Typ und dem Down-Syndrom eine Rolle [7, 18, 86]. Die Expression von
Protein S-100B in gesunden Individuen ist altersabhingig. Im frithen Kindesalter besteht
eine hohe Expression von Protein S-100B. Im spiten Kindesalter wird ein Plateau
erreicht, im Erwachsenenalter kommt es zu einer kontinuierlichen Abnahme, um im Alter

wieder anzusteigen [203]. Das Protein S-100B wurde in einer Reihe von Studien durch
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verschiedene Methoden gemessen. Die Aussagen zum Referenzwert im CSF differieren
erheblich. Das liegt zum einen an der Messmethode und zum anderen an der Auswahl der
Referenzpopulation. Ein Referenzwert von 0,4ng/ml wird als angemessen beschrieben
[84]. Bei Patienten mit Trisomie 21 ist die Immunreaktividt gegen Protein S-100B in
allen Lebensabschnitten deutlich erhoht [143]. Erhohte Konzentrationen von Protein S-
100B im CSF wurden ferner bei zerebralen Blutungen sowie Hirntumoren [84], der
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit [161], der frontotemporalen Demenz [83], der Epilepsie
[209], dem Hirninfarkt [16] und dem Schadelhirntrauma [96] berichtet.

Protein S-100B als Biomarker fiir Astrozytenaktivierung in der M'S

Durch den Transfer Protein S-100B spezifischer T-Zellen kann tierexperimentell eine
Panenzephalitis und Uveoretinitis ausgelost werden [114]. Damit gehort das Protein S-
100B zum Kreis potentieller Autoantigene der MS [197]. Klinische Studien, in denen die
Konzentration von Protein S-100B im CSF mit der klinischen Krankheitsaktivitit der MS
korreliert wird, erbringen widerspriichliche Resultate [123, 146]. Einige Daten zeigen,
dass die Liquorkonzentration des Proteins S-100B bei Patienten mit einer RRMS
gegeniiber Kontrollpersonen signifikant erhoht ist [139, 166]. Eine andere Untersuchung
bestdtigt erhohte Konzentrationen des Proteins S-100B im CSF bei Patienten mit RRMS
wihrend eines akuten Schubes, wobei keine Korrelation zum Behinderungsgrad ermittelt
wird [181]. Eine prospektive Studie bei Patienten mit PPMS unter einer Therapie mit
INF-B =zeigen im Vergleich zu den Kontrollen keine signifikant erhShten
Serumkonzentrationen von Protein S-100B. Zwischen der Serumkonzentration von
Protein S-100B und dem EDSS, der Krankheitsprogression, Anderungen von
Therapieregimen und quantitativen MRT-Parametern stellen verschiedene Studien keine
Zusammenhénge her [130]. Eine Untersuchung zur kindlichen MS erbringt keine
signifikanten Unterschiede der Konzentration des Protein S-100B im CSF gegeniiber der
Kontrollpopulation [187]. Insgesamt steigt die Konzentration des Protein S-100B im CSF
bei der MS selten iiber den Referenzwert an und ist deutlich geringer als bei
neurologischen Erkrankungen, die durch grof3flichigen, akuten Hirnschaden
gekennzeichnet sind [84, 139]. Die erhohten Konzentrationen des Biomarkers nach akuter
Hirnverletzung und chronisch progredienten Erkrankungen miissen getrennt voneinander
betrachtet werden. Das Protein S-100B spielt wéihrend chronischer Krankheitsprozesse
moglicherweise eine andere pathogenetische Rolle. Immunmodulatorische und den

Krankheitsverlauf modifizierende Effekte werden diskutiert [53, 166].
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2 Zielstellung

Das Ziel dieser prospektiven Studie ist die Untersuchung des Einflusses zyklischer
intrathekaler ~ Applikationen des retardiert freigesetzten Glukokortikosteroids
Triamcinolon acetonid auf Biomarker fiir axonale Lésionierung und Astrogliose im CSF

bei Patienten mit Multipler Sklerose.

Priméres Ziel ist die Untersuchung der Biomarker im CSF. Sekundire Endpunkte sind die
Ergebnisse klinischer Parameter. Zur detaillierten Beurteilung haben wir folgende Fragen

formuliert:
Biomarker

e Welchen Einfluss hat TCA auf Parameter flir axonale Lésionierung, repréisentiert
durch das NfH und das Tau-Protein?

e Welchen Einfluss hat TCA auf die Astrogliose, operationalisiert durch das Protein S-
100B?

e Welche Auswirkungen hat TCA auf Parameter der Routine-Diagnostik im CSF wie
die Zellzahl, das Gesamtprotein, die Liquor-Zytologie und die Liquor-Serum-
Quotienten der Immunglobuline G, M und A als Indikatoren fiir ein entziindliches
Geschehen im ZNS und auf den Albumin-Liquor-Serum-Quotienten als Marker fiir

die Blut-Hirn-Schrankenfunktion?
Klinik

e Haben repetitive TCA-Applikationen Auswirkungen auf den klinischen Status
gemessen an dem klinisch-neurologischen Score EDSS, der allgemeinen Mobilitét
eruiert durch die Gehstrecke und den 25-FuB-Test, die Spastik erfasst durch die
modifizierte Ashworthscale (AS)?

e Sind Auswirkungen auf autonome Bereiche des Nervensystems wie die
Blasenfunktion zu verzeichnen?

e  Andert sich unter der Therapie die Lebensqualitit der Patienten?
Zusammenhinge

e Besteht ein Zusammenhang zwischen den klinischen Parametern und den Biomarkern

im CSF?
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3 Patienten, Material und Methoden

Das folgende Kapitel gliedert sich in eine Darstellung der Patientenkohorte und des
zeitlichen Rahmens der Untersuchung. Es schlieBen sich Ausfithrungen iiber das
Studiendesign, das Therapieregime, die Messmethodik der Biomarker im CSF und iiber
die Evaluation klinischer und paraklinischer Parameter an. Den Abschluss bildet eine

Ubersicht zur statistischen Analyse der Daten.

3.1 Patienten und Studiendesign

Uber einen Zeitraum von 9 Monaten haben wir prospektiv 54 Patienten mit klinisch und

paraklinisch gesicherter MS beobachtet. Die Patienten unterzogen sich einer
symptomatischen antispastischen Therapie durch ein intrathekal appliziertes, retardiert
freigesetztes Glukokortikosteroid, dem TCA. Dieses Medikament wird in einem festen
Zyklus alle 3 Monate appliziert. Der Beobachtungszeitraum umfasst 4 Therapiezyklen
beziehungsweise 9 Monate. Alle Patienten wiesen zu Beginn der Untersuchung einen
stabilen Krankheitsverlauf auf und boten keine Anzeichen fiir eine akute primére oder

aufgesetzte Schubsymptomatik (Tabelle 6).

Tabelle 6: Patientencigenschaften

Gesamtkohorte | Frauen Maénner Gruppen-
vergleich
Anzahl (n) 54 36 18
Lebensalter in Jahren 47,949,7 48,7+£9,7 46,2+9,9 n.s.*
(MW=SD)
Verlaufsform RRMS 20 14 6 n.s.*
(n) SPMS 26 19 7 n.s.*
PPMS 8 3 5 n.s.*
Alter bei Krankheitsbeginn 35,1+8,7 35,5+8.8 34,4+8.8 n.s.*
in Jahren (MW=SD)
Krankheitsdauer in Jahren 12,4+8.4 13,0+8,5 11,3+8,1 n.s.*
(MW=SD)

* Kolmogorov-Smirnov-Test, Mann-Whitney-U-Test, Abkiirzungen: n, Anzahl der Patienten; MW, Mittelwert,
SD, Standardabweichung

Weibliche Individuen bilden den gréfiten Teil der Patienten. Das Lebensalter, das Alter
bei Krankheitsbeginn, die Krankheitsdauer und die klinische Verlaufsform unterscheiden
sich nicht signifikant zwischen den Geschlechtern (Tab. 6). Die Leitsymptomatik der
MS-Patienten besteht zu Studienbeginn aus motorischen (n=48), sensiblen (n=3) und aus
kombiniert sensiblen und motorischen Stérungen (n=3). Vor jeder intrathekalen
Applikation des TCA erfolgten Liquorentnahmen fiir die Routinediagnostik. Aus diesem

Kontingent wurde CSF fiir die speziellen Untersuchungen der Biomarker bereitgestellt.
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Fiir diese Studie wurden keine zusétzlichen Liquorpunktionen durchgefiihrt. Die
Patienten rekrutieren sich aus der Klinik fiir Neurologie des Martha-Maria Halle-Délau
Krankenhauses Halle (n=14), der Klinik fiir Neurologie und Neurologische
Intensivmedizin des SKH Hubertusburg (n=30) und der Universitétsklinik und Poliklinik
fiir Neurologie Rostock (n=10). Im Vorfeld erfolgte bei jedem Patienten eine schriftliche
Aufklarung und Einverstindniserkldrung hinsichtlich der Therapie mittels TCA und der
Teilnahme an der vorliegenden Studie. Eine Kontrollgruppe wurde nicht gebildet, da die
Applikation eines Placebos aufgrund der Invasivitit der Therapie ethisch nicht vertretbar
gewesen wire. Aullerdem wire den Patienten im Placeboarm eine nachgewiesenermallen

wirkungsvolle antispastische Therapie vorenthalten worden [92, 93, 98, 99].

Patienten von denen der Liquorproben aus dem 1. Therapiezyklus unvollstindig vorlagen,
wurden nicht in die Studie eingeschlossen. Wihrend des Beobachtungszeitraumes von 9
Monaten reduzierte sich die Anzahl der Probanden. Die haufigsten Griinde waren
unvollstindig zugesendete Liquorproben, Klinikwechsel der Patienten und
Therapieabbruch auf Patientenwunsch. Die verbliebenen Probanden werden als
Gesamtkohorte zusammengefasst. Fiir den Zyklus 1 ergeben sich n=54, fiir den Zyklus 2
n=34, fiir den Zyklus 3 n=26 und fiir den Zyklus 4 n=24 Patienten (Abb.1). Fiir einige in
die Studie eingeschlossene Patienten konnten aus logistischen Griinden Daten bestimmter

klinischer und paraklinischer Parameter nicht akquiriert werden (Abb.2).
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Zeitachse Parameter

Aguirierbare Daten klinischer Parameter der

Gesamtkohorte Kohorte

Liquor-Routine-Parameter n=54
25-FuB-Test: n=40, **7, #7
Qol: n=41,**[3
BF: n=52, **2

NfH, Tau-Protein, Protein
Baseline 51008, EDSS, GS, AS
n=54

Liguor-Routine-Parameter n=33 **1
25-FuR-Test: n=28, **2, #4
Qol: n=28, **6
BF: n=34

NfH, Tau-Protein, Protein
3 Monate S100B, EDSS, GS, AS
n=34, *12, **7,***1

Liguor-Routine-Parameter n=25 **1
25-FuB-Test: n=22, #4
Qol: n=25,**1
BF: n=26

NfH, Tau-Protein, Protein
6 Monate 51008, EDSS, GS, AS
n=26, *3 **¥3

Liguor-Routine-Parameter n=24
25-FuB-Test: n=21, #3
Qol: n=23,**1
BF: n=24

NfH, Tau-Protein, Protein
9 Monate 51008, EDSS, GS, AS
n=24, *1, *1

Abb. 2: Schematische Darstellung der Patientenanzahl der Gesamtkohorte bezogen
auf  gemessene  klinische  und  paraklinische  Parameter  iiber  den
Beobachtungszeitraum von 9 Monaten. Anzahl und Ursache des Ausfalls von
Patienten und/oder Daten sind gesondert dargestellt.

Abkiirzungen: n, Anzahl der Patienten; EDSS, Expanded-Disability-Status-Scale;
AS, Ashworthscale; GS, Gehstrecke; BF, Blasenfunktion; QolL, Qualitiy of Life; *
Therapieabbruch aufgrund von Patientenwunsch; ** Proben/Daten nicht
vorhanden; *** Wechsel der Klinik; # Test aufgrund schwerer Behinderung nicht
maoglich.
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3.1.1 Triamcinolon acetonid - Therapieschema

Die intrathekale Applikation von TCA findet stationér in aufeinander folgenden Zyklen
im Abstand von 3 Monaten statt. Es werden 40-80 mg TCA jeden zweiten Tag 3- bis 5-
mal pro Therapiezyklus intrathekal appliziert. Der Beobachtungs-zeitraum erstreckt sich
iiber 4 Zyklen in 9 Monaten (Abb. 3).

Zyklische intrathekale TCA-Therapie

| Beobachtungszeitraum

Baseline 3 Monate 6 Monate 9 Monate

— — —

Zyklus | Zyklus Il Zyklus Il Zyklus IV

~ - -
-
~. »

3-5 Applikationen, jeweils
40-80 mg TCA, jeden 2. Tag

g S [y E1 oy X 1 o 1 B 1 v g Y

Messzeitpunkte pratherapeutisch
andenTagen0, 4,8

Abb. 3: Darstellung des zyklischen TCA-Therapieschemas iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum sowie der Mess- und Applikationszeitpukte. Die Spritzensymbole
stellen die Applikationszeitpunkte des TCA dar. Die hervorgehobenen, umrahmten
Spritzensymbole entsprechen den pritherapeutischen Messzeitpunkten.

Abkiirzungen: TCA, Triamcinolonacetonoid.

Vor der Medikamentengabe wird CSF fiir die Standarddiagnostik im Rahmen des
Therapie-Monitorings gewonnen. Die atraumatische Sprotte-Nadel®  (Pajunk
Medizintechnologie GmbH, Geisingen, Deutschland) [30] ist in allen Fillen fiir die

Lumbalpunktion verwendet worden.

Die Applikationszahl pro Zyklus und die Dosis pro Applikation sind individuell
festgelegt worden. Dosisanpassungen erfolgen beispielsweise dann, wenn die
antispastische Wirkung des Medikamentes fiir den Patienten als zu stark empfunden wird
oder sich nicht der gewiinschte Therapieeffekt einstellt. Technische Schwierigkeiten oder
ein starkes Schmerzempfinden des Patienten bei der Liquorpunktion fithren nicht selten
zu einer Reduktion der Applikationsanzahl pro Therapiezyklus oder einem

Therapieabbruch. Unsere Patientenkohorte wurde in Individuen die 3 oder 5
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Applikationen empfangen haben eingeteilt. Patienten die weniger als 3 Applikationen in
einem Zyklus erhielten, wurden nicht in die Studie eingeschlossen. Somit ergeben sich in
Abhiéngigkeit von der Applikationsanzahl und den Einzeldosen unterschiedliche
Zyklusgesamtdosen. Die Gesamtdosis eines Zyklus korreliert stark positiv mit der Anzahl
der Applikationen (Tab. 7). Hauptindikationen fiir die intrathekale TCA-Therapie der 54
Patienten unserer Kohorte sind das Versagen einer priméren antispastischen Therapie
(n=33), Griinde Herde,

Therapieoptimierung bei ausgeprigter Para -und Tetraparese (n=17) und das Versagen

individuelle wie  spinale Sensibilitdtstdrungen,

einer anderen Immuntherapie (n=4).

Tabelle 7: Vergleich der pro Therapiezyklus applizierten Gesamtdosis TCA zwischen den
nach Anzahl der Applikationen getrennten Subgruppen.

Therapiezyklen | Gesamtkohorte | Patienten mit5 | Patienten mit3 | Gruppen-
(TCA in mg, Applikationen | Applikationen | vergleich
MW=SD) (TCA in mg, (TCA mg,
MW=+SD) MW=+SD)
Zyklus I 156,7+42,4 185,9+37,3 127,4422,3 p<0,000*
Ausgangspunkt | (n=54) (n=27) (n=27)
Zyklus 11 151,8+54,9 185,0+65,5 122,2+9.4 p<0,000*
3 Monate (n=34) (n=16) (n=18)
Zyklus 11T 143,9+53,1 176,4£70,9 120,0+0,0 p<0,005*
6 Monate (n=26) (n=11) (n=15)
Zyklus IV 145,0+57.,9 180,0+78,9 120,0+0,0 p<0,004*
9 Monate (n=24) (n=10) (n=14)

*=Kolmogorov-Smirnov-Test, Mann-Whitney-U-Test; MW=Mittelwert, SD=Standardabweichung

3.2 Analyse des Liquor cerebrospinalis

Der untersuchte CSF wurde den Patienten nach vorheriger Aufklarung und
Einverstandniserkldrung vor jeder TCA Applikation im Rahmen der standardméBigen
Liquordiagnostik entnommen und sofort bei -70°C eingefroren. Die Liquor-
Basisparameter wurden in den Liquorlaboren der behandelnden Kliniken ermittelt und
dem Autor im Nachhinein bereitgestellt. Die Analysen der Spezialmarker wurden fiir das
NfH am Institut fiir Neurologie, Abteilung Neuroimmunologie der Universitit London
unter der Leitung von Prof. Petzold zu einem Grofiteil durch den Autor selbst
durchgefiihrt. Tau-Protein und Protein S-100B wurden in der Klinik fiir Neurologie der
Universitdt Ulm unter der Leitung von Prof. Dr. med. Tumani untersucht. Die Protokolle
zur Durchfithrung der Immunassays zur Bestimmung von Tau-Protein und Protein S-
100B wurden von Herrn Prof. Dr. med. Tumani zur Verfiigung gestellt. Logistik,
Katalogisierung und Versand der Liquorproben an die Zentren wurden durch den Autor

durchgefiihrt und erfolgten auf Trockeneis ohne Unterbrechung der Kiihlkette.
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3.2.1 Messung des Neurofilamentes

Petzold und Kollegen entwickelten einen enzymbasierten Immunassay zur quantitativen

Bestimmung des NfH im CSF und im Serum.
Antikorper

Der erste Antikorper des Immunoessays ist ein monoklonaler NfH-Antikorper der Maus
(Sternberger Monoclonals Utherville, USA). Fiir die verschiedenen NfHp sind
unterschiedliche Antikdrper kommerziell verfiigbar. Diese binden an Epitope des NfH in
Abhiéngigkeit vom Phosphorylierungsgrad. Petzold und Kollegen schlugen daher
nomenklatorisch vor, die gemessenen NfHp nach dem bindenden ersten Antikérper zu

benennen (Tab. 8) [168]. In der vorliegenden Studie wurde der NfH*™"’ verwendet.

Der Detektionsantikdrper ist ein polyklonaler Hasen-anti-NfH-Antikorper (N4142,
SIGMA). Als Indikatorantikérper kommt ein polyklonaler Schweine-anti-Hasen-
Antikorper zum FEinsatz, welcher mit einer Meerrettich-Peroxidase markiert ist (DAKO,

Kopenhagen, Dénemark).

Tabelle 8: Nomenklatur der NfH Phosphoformen, Antikérperbindungs-Epitope an NfH
Phosphoformen, Antikérpertypen und die im Vorfeld publizierten kommerziellen

Bezeichnungen der monoklonalen Mausantikorper  (Sternberger Monoclonals)
(modifiziert nach [168]).

Vorgeschlagene | Epitope an NfH Phosphoformen Antikorper-Typ | Antikorper

Nomenklatur Bezeichnung

NfH"M?2 nicht phosphoryliertes NfH IgGl SMI32

NfHM?3 phosphoryliertes und nicht IgM SMI33
phosphoryliertes NfH

NfHMB stark phosphoryliertes NfH IgGl SMI34

NfHM leicht bis stark phosphoryliertes IgGl SMI35
NfH

NfHMB nicht phosphoryliertes NfH IgM SMI37

NfHMES nicht phosphoryliertes NfH IgGl SMI38

NfHMP! extrem stark phosphoryliertes NfH | [gGl SMI310

NfHsMB! nicht phosphoryliertes NfH Antikorper- SMI311

Cocktail
NfHNE phosphoryliertes NfH IgGl NE14

NfH=Neurofilament schwere Kette, Ig=Immunglobulin
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Chemikalien

Fiir den Essay wurden verschiedene Chemikalien unterschiedlicher Hersteller verwendet.

Diese bilden die Grundlage zur Erstellung verschiedener Losungen. (Tab. 9-10).

Tabelle 9: NfH-Immunassay: Chemikalien und Hersteller.

Chemikalie Hersteller
Na-EDTA SIGMA
Na-Barbital SIGMA
Na-Carbonat SIGMA
Na-Hydrogencarbonat SIGMA
Tween20 (Seife) SIGMA
BSA SIGMA
HCL Merck
TMB DAKO

Abkiirzungen: EDTA, Ethyldiamintetraacetat; Na, Natrium,; BSA, Bovines Serumalbumin; HCL, Salzsdure;
TMB, Tetramethylbenzidin

Tabelle 10: NfH-Immunassay: Losungen und ihre Zusammensetzung.

Losung Zusammensetzung

Barbital 2-EDTA-Puffer (pH 8,6) 13,1g Natriumbarbital

(pro 1 L destilliertes Wasser) 2,1g Barbital (5,5-Diethylbarbiturséure)
0,25g Natrium-EDTA

Carbonat-Puffer (pH 9,6) 13,85g Natriumcarbonat

(pro 1 L destilliertes Wasser) 26,10g Natriumhydrogencarbonat

Blocklésung 2% BSA in Barbital 2-EDTA Puffer (2g
BSA in 1ml Puffer)

Probenlosung 0,2% BSA in Dibarbital-EDTA Puffer

Waschlésung 0,2% BSA, 0,05% Tween20 in Barbital
2-EDTA Pufter

Abkiirzungen: EDTA, Ethyldiamintetraacetat;, BSA, Bovines Serumalbumin

Standard

Um die Standardkurve zu ermitteln, wird eine Verdiinnungsreihe des bovinen NfH
Proteins (Affiniti Research Products) erstellt. 10 ml des NfH-Antigens in der
Konzentration 50 pg/ml wurden in 1000 ml destilliertem Wasser verdiinnt (1:100). Man
erhélt eine Konzentration von 500 ng/ml. Diese Losung wird dann auf 1:20 verdiinnt (500
ul in 10 ml) und damit ist eine Konzentration von 25 ng/ml erreicht. Die
Verdiinnungsreihe beginnt bei 25 ng/ml und umfasst sieben Verdiinnungsstufen bis 0,19

ng/ml. Die neue Standardkurve wird mit der alten Standardkurve verglichen.
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Verdiinnungen zwischen 0 und 5 ng/ml werden akzeptiert. Die optische Dichte der
niedrigsten Standardkonzentration sollte 3 Standardabweichungen iiber dem Leertest sein.
Die neuen Standardlésungen werden in neue Flidschchen pipettiert und fiir spétere
Benutzung mit dem Datum, dem Analysten und den Konzentrationen beschriftet und bei -

20°C eingefroren.
Testablauf

Es werden Maxisorb Mikrotiterplatten (Life Technologies, Paisley, Scotland) verwendet.
2 ul anti-NfH™" werden mit 10,5 ml Carbonatpuffer vermischt. 100 pl geloster
Antikorper werden in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte pipettiert und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Am Messtag werden die bei -70°C gefrorenen Liquorproben im
Warmwasserbad langsam auf Raumtemperatur aufgetaut und fiir jeweils 10 Sekunden mit
einem Vortex-Mischer geschiittelt. Dann erfolgt das Dekantieren und Abwaschen der
Platte mit Waschlosung. Einstiindiges Inkubieren mit Blocklosung bei Raumtemperatur
vermeidet unspezifische Bindungen, anschlieBend Dekantieren und zweimaliges
Waschen der Platte mit 250 pul Waschlésung. Je 50 pl Liquor-Proben bzw. kalibrierte
Standardlosungen und Leertests werden jeweils doppelt in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
dekantieren und waschen der Platte 6 x 5 Minuten mit 250 pul Waschlosung. 10 pl des
polyklonalen Hasen-anti-NfH Detektions-antikorpers in 10,5 ml Probenldsung aufldsen
und davon 100 pl in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte geben, anschlieBend eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubieren, dekantieren und die Platte mit 250 pl
Waschlosung 6 x 5 Minuten waschen. 10 pl des durch die Meerrettichperoxidase
markierten Schwein-anti-Hasen Indikatorantikorpers in 10,5 ml Probenlsung 16sen und
davon 100 pl in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte hinzugeben. Eine Stunde wird bei
Raumtemperatur inkubiert, dann dekantieren und 6 x 5 miniitiges Waschen der Platte mit
250 pl Waschlosung angeschlossen. 100 pl TMB als Enzym-Substrat werden in jede
Vertiefung pipettiert und bei Raumtemperatur fiir 15-20 Minuten in der Dunkelheit
inkubiert. Die Farbreaktion sollte so lange andauern bis sich der niedrigste Standard vom
Leertest abhebt. Die Farbreaktion wird durch das Hinzugeben von 50 ul 1M Salzsdure in
jede Vertiefung gestoppt. Zum Schluss erfolgt das Auslesen der Absorption bei 450 und
750 nm an einem Wallac Victor 2. Die optische Dichte ist proportional zur Antikorper-
gebundenen Menge NfH. Zur weiteren Auswertung wird die anhéngende Excel-ELISA-
Datei verwendet. Zur Qualitatskontrolle werden die Standards, die Leertests und die
Proben jeweils doppelt gemessen. Der Variationskoeffizient zwischen den Wertepaaren

sollte 10% nicht tibersteigen. Andernfalls wird die Messung wiederholt.
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3.2.2 Messung des Tau-Proteins

Testprinzip

Es wurde der Enzymimmunoassay INNOTEST® hTau Ag von INNOGENETICS

verwendet, der es ermdglicht, humanes Tau-Protein quantitativ zu erfassen.

Die Vertiefungen der verwendeten Mikrotiterplatten aus Polystyrol sind mit einem
monoklonalen Antikérper gegen humanes Tau-Protein (AT120) beschichtet. In diese
Vertiefungen werden die Standards und Proben pipettiert und mit Konjugat 1 inkubiert,
das zwei biotinylierte Tau-spezifische monoklonale Antikérper (HT7 und AT2) zur
Erkennung der unterschiedlichen Epitope enthilt. Das hinzugegebene Konjugat 2 enthalt
peroxidase-konjugiertes Streptavidin, an das sich das Biotin der Antikdrper bindet. Wird
nun das Substrat mit einem Chromogen in die Vertiefungen pipettiert, entsteht eine blaue
Farbe, die nach Zugabe von Schwefelsiure als Stopplosung in gelb umschlagt und deren
Intensitdt proportional der in den anfénglichen Proben oder Standards vorhandenen

Menge an humanem Tau-Protein ist.

Testablauf

Der Kit wird bei 2 - 8°C aufbewahrt und die daraus benétigten Substanzen am jeweiligen
Messtag ungefihr 30 Minuten vor Testbeginn aus dem Kiihlschrank, die Liquorproben
ungefihr 45 Minuten davor aus dem Gefrierschrank (-80°C) geholt, um Raumtemperatur
zu erlangen. Um eine schnellere Durchfiihrung des Tests zu garantieren, werden pro
Messung nur 6 Teststreifen verwendet. Die restlichen Streifen werden verschlossen in
einem Plastikbeutel mit einem Silikagelbeutelchen wieder in den Kiihlschrank gebracht.
Konjugat 1 wird durch Verdiinnen mit Konjugatverdiinnungspuffer im Verhéltnis 1:100
in einem 13ml Reagenzgefall hergestellt. Der hochste Standard (1200 pg/ml) wird durch
Zugabe von 500ul Probenverdiinnungspuffer angefertigt, und nach 15 Sekunden fiir die
Dauer von 15 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt. Die restlichen Standards
werden durch serielle Verdiinnung mit Probenverdiinnungspuffer im Verhéltnisl:1 in
Eppendorf-Tubes hergestellt (600; 300; 150; 75 pg/ml). Die Liquorproben werden vor
dem Test flir etwa 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer durchmischt. Das Konjugat 1
wird in das V-formige Reservoir eingefiillt und mit der Mehrkanalpipette (TECAN)
werden 75 pl in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte gebracht. AnschlieBend werden mit
einer Eppendorf-Pipette 25 pl der Standards und des Probenverdiinnungspuffers fiir den
Leerwert und die Proben einpipettiert. Zur Durchmischung wird die Platte bei 1000
U/min auf einem Mikrotiterplatten-Schiittler bewegt. Die Vertiefungen werden mit
Klebefolie bedeckt und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am néchsten Morgen

werden die benétigten Reagenzien aus dem Kiihlschrank geholt und auf Raumtemperatur
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gebracht. Die  Waschlosung wird durch Verdiinnen von 60 ml des
Waschlosungskonzentrats (im Verhéltnis 1:25) auf 1500 ml mit destilliertem Wasser
hergestellt. Diese Losung wird so lange in einem Erlenmeyerkolben geschwenkt bis alle
darin befindlichen Kristalle aufgelost sind. Das Mikrotiterplattenwaschgerdt wird mit
dieser Losung einmal gespiilt und anschlieBend die Platte 4 x mit jeweils 0,4 ml
Waschlosung gewaschen. Wihrenddessen wird das Konjugat 2 durch Verdiinnung mit
Konjugatverdiinnungspuffer im Verhaltnis 1:100 angefertigt. Mit der Mehrkanalpipette
werden 100 pl in die einzelnen Vertiefungen pipettiert und die Streifen mit einer
Klebefolie bedeckt sowie bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Die
Substratlosung wird durch Verdiinnen des TMB-Chromogen-Konzentrats im Verhéltnis
1:100 mit dem Substratpuffer gewonnen. Es muss darauf geachtet werden, dass das TMB
vollstindig geschmolzen ist, da es unterhalb einer Temperatur von 18°C auskristallisiert.
Die Streifen werden mit dem automatischen Waschgerdt gewaschen und mit der
Mehrkanalpipette werden 100 pl der Substratldsung in jede Vertiefung zugegeben und fiir
30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die 2 N Schwefelsdure wird nach Ende der
Inkubation in derselben Reihenfolge wie das Substrat mit der Mehrkanalpipette
zugegeben. Die Reagenzien werden durch vorsichtiges seitliches Klopfen an der Platte
gemischt und diese innerhalb von 15 min bei 450 nm im Mikrotiterplattenphotometer

gemessen.

Die Messungen werden auf einen Peacock-Computer iibertragen, die Standardkurven
berechnet und ausgedruckt. Aus den gemessenen Doppelbestimmungen wird der
Mittelwert berechnet. Die Standardabweichungen der Doppelbestimmungen sollten
kleiner als 10% betragen, die Absorption des Probenverdiinners sollte < 0,200 liegen.
Die Absorption des hochsten Tau Standards sollte 1,6 - 2,2 betragen, gemessen bei 450
nm. Proben auBerhalb des angegebenen Messbereichs von 75 pg/ml-1200 pg/ml miissen
bei der ndchsten Messung mit Probenverdiinner verdiinnt und die gemessene
Konzentration um den Verdiinnungsfaktor korrigiert werden (Protokoll zur Durchfithrung
der Messung des Tau-Proteins wurde dem Autor von Herrn Prof. Dr. H. Tumani,

Neurologische Universitétsklinik Ulm zu Verfiigung gestellt.)
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3.2.3 Messung des Proteins S-100B

Testprinzip und Antikorper

Die Messung des ProteinS100-B im CSF erfolgt mit einem immunluminometrischen
Assay der Firma Sangtec (Bromma, Schweden). Dieser misst die B-Untereinheit des
Proteins S-100 nach dem ,,Sandwich-Prinzip“. Ein Antikoérper gegen S-100B, der an der
Wand der verwendeten Rohrchen haftet, bindet dieses, ein Materialiiberschuss wird durch
die Waschvorgénge entfernt. Das zugegebene Tracerkonjugat besteht aus einem zweiten
Anti-S-100-Antikdrper mit einem daran gebundenen Isoluminolderivat, der sich an das S-
100B bindet, das nun an die Wand der R6hrchen durch den ersten Antikorper fixiert wird.
Im eigentlichen Messschritt wird alkalische Peroxidlésung und Katalysatorlosung in die
Testrohrchen gegeben und die Oxidation des Isoluminols sofort gestartet, weshalb dieser
Vorgang automatisch im Messgerdt durchgefiihrt wird. Das durch die Emission der
Photonen freigesetzte Licht (425nm), gemessen in relativen Lichteinheiten, ist
proportional zur gebundenen Menge an S-100B in der Probe und wird mit Hilfe eines

Photomultipliers im Luminometer gemessen.
Testablauf

Die Reagenzien (Test-Kit und Starter-Kit) werden bei 2 - 8°C gekiihlt und etwa 45 min.
vor Gebrauch aus dem Kiihlschrank geholt, um Raumtemperatur zu erlangen. Die
Liquorproben werden in dieser Zeit von -70°C aufgetaut, bis sie ebenfalls
Raumtemperatur haben und fiir jeweils zehn Sekunden mit Hilfe eines Vortex-Mischers
durchgeschiittelt, um eine Durchmischung der Proben zu erhalten. Die Rohrchen werden
in einen Haltestdnder eingesetzt und mit der Rekonstitution der Standards kann dann
begonnen werden. Es wird 1 ml destilliertes Wasser mit einer Eppendorf-Pipette jeweils
in die Glasbehélter mit lyophilisiertem Standard und Kontrollseren gegeben und kurz auf
dem Vortex-Mischer durchmischt. AnschlieBend wird in jedes Rohrchen 100 pl des
Diluents pipettiert und sofort damit begonnen, 100 pl des Standards (Konzentrationen in
png/l: 0; 0,1; 0,4; 2; 8; 20), der Kontrollseren bzw. der Proben in die Rdhrchen als
Doppelbestimmung zu geben. Es soll darauf geachtet werden, dass die Proben innerhalb
von zehn Minuten eingefiillt werden. Es folgt eine Stunde Inkubationzeit. In dieser Zeit
wird die Waschlosung durch Verdiinnung der mitgelieferten 50 ml Konzentration mit
destilliertem Wasser auf 1000 ml vorbereitet, wobei sich die in der konzentrierten
Waschlosung befindlichen Kristalle vollstindig aufgeldst haben miissen. Nach Ende der
Inkubationszeit wird der Inhalt der Rohrchen ausgeleert und mit einer Eppendorf
Multipipette-Plus (versehen mit Combitip 50 ml) gewaschen, indem in drei Waschzyklen

jeweils 2 ml der Waschlosung zugegeben wurden und nach jedem Waschgang der
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Stinder umgedreht und ausgeleert wird. Als néchstes werden jeweils 200 pl des
Tracerkonjugats mit der Eppendorf Multipipette (versehen mit Combitip 5 ml) zugegeben

und die Proben zwei Stunden inkubiert.

Vorbereitung des Luminometers

Wihrend der Inkubationszeit wird der Auto-CliniLumat fiir die Messung unter zu
Hilfenahme des Starter-Kits vorbereitet. Eine Peroxid-Tablette wird in 50 ml der 4%igen
Natronlauge aufgelost und 30 Minuten leicht bewegt. Die Katalysatorlosung stellt man
her, indem 500 pl der Katalysatorstammldsung in 50 ml Katalysator-Diluent iiberfiihrt
und vorsichtig zur Durchmischung geschwenkt werden. Das Lyophilisat der Lichttest-
Reagenz wird mit 2 ml destilliertem Wasser rekonstituiert, vorsichtig geschiittelt, um eine
Schaumbildung zu vermeiden, und fiir 5 Minuten stehen gelassen. Die alkalische Peroxid-
Losung wird in Injektor-Position 1 des Luminometers und die Katalysator-Losung in
Injektor-Position 2 gebracht. Das Gerdt wird nun mit drei Waschzyklen durchgespiilt,
wobei 6 der im Starter-Kit enthaltenen Rohrchen verwendet werden. Anschlieend wird
der Lichttest durchgefiihrt. Die Messung des Gerételeerwerts, in der die relativen
Lichteinheiten der vom Messgerit automatisch injizierten Reagenzien gemessen werden,
erfolgt in zwei RoOhrchen. Die Messung der Lichttestreagenzien wird in drei
Messrohrchen, befiillt mit jeweils 100 pl Lichttestreagenz, vorgenommen. Die Richtwerte
konnen dem mitgelieferten Qualitdtskontrollbericht entnommen werden. Chemischer
Background (Geriteleerwert) : < 1500 RLU (relative Lichteinheiten) Licht-Check : 400
000 — 1000 000 RLU

Luminiszenzmessung

Nach Ende der Inkubationszeit werden die Proben und Kontrollen wieder mit 3 x 2 ml
Waschlosung gewaschen, wobei die Eppendorf Multipipette-Plus (versehen mit Combitip
50 ml) benutzt wird. Die Lumineszenzmessung wird durchgefiihrt, indem zuerst zwei
Rohrchen ohne enthaltenden Antikérper und nach einer Freistelle zuerst die Kontrollseren
fir die Standardkurve, dann die Rohrchen fiir die Hoch-/Niedrig-Kontrollen und
anschlieend die Proben jeweils in Doppelbestimmung in das Gerit gestellt werden. Die
Messzeit betrigt 5 Sekunden, die Werte und die Standardkurve werden auf dem Drucker
im Gerdt ausgedruckt. Die Sollwerte der gemessenen Kontrollseren im hohen und
niedrigen Bereich variieren von Kit zu Kit und werden den beiliegenden Sollberichten
entnommen. Die Mittelwerte werden jeweils aus den Doppelbestimmungen berechnet.
Die maximale Standardabweichung der Doppelbestimmungen darf 10% betragen. Der
Messbereich wird mit 0,02 - 20 pg/l angegeben. Nach jedem Messtag wird der

Luminometer mit destilliertem Wasser durchgespiilt, indem die zwei Flaschen in den
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Injektorpositionen durch destilliertes Wasser ersetzt werden. Hierzu werden zehn Starter-
Kit-Rohrchen verwendet, die fiir die 5 Waschzyklen notwendig sind. (Protokoll zur
Durchfiihrung der Messung des Proteins S-100B wurde dem Autor von Herrn Prof. Dr.

H. Tumani, Neurologische Universitétsklinik Ulm zu Verfiigung gestellt.)

3.2.4 Messung der Liquor-Routine-Parameter

Die Untersuchung der Konzentrationen des Gesamtproteins, der Liquor-Serum-
Quotienten des Albumins, der Immunglobuline G, M und A erfolgten fiir die
Gesamtkohorte am Ausgangspunkt eines jeden Therapiezyklus in den Labors der
behandelnden Kliniken.

Zur Untersuchung der Liquor-Zytologie rekrutierten wir eine Subkohorte von 10
Patienten, die in der Klinik fiir Neurologie der Universitit Rostock behandelt wurden. Die
Durchfiihrung der Zytologie erfolgte in einem angeschlossenen auf Liquorzytologie

spezialisierten Labor.

3.3 Klinische Verlaufsparameter

Prospektiv wurden vor und nach jedem Therapiezyklus zur Beobachtung des klinischen
Verlaufes der EDSS [121], die modifizierte AS [15, 27], die Gehstrecke, die
Lebensqualitdt und die Blasenfunktion bestimmt. Ferner wurde einmal innerhalb eines
Therapiezyklus die 25-Fulistrecke eruiert. Vor und nach jedem Zyklus erfolgte die
Erfassung der Lebensqualitit mit Hilfe einer semiquantitativen Analogskala, in der Werte
von 0 (schlecht) bis 10 (sehr gut) gemessen wurden. Die Ermittlung dieser Parameter
wurde vollstdndig durch die klinischen Physiotherapeuten und das &rztliche Personal der
behandelnden Kliniken vorgenommen. Im Rahmen der Rostocker Untergruppe von 10
Patienten wurde die Lebensqualitit vom Autor retrospektiv telefonisch im
Patientengesprach erfragt. Zur semiquantitativen Evaluation der Blasenfunktion sind
mehrere Kategorien verwendet worden: Besserung, Restharngefiihl, Kontinenz und

Inkontinenz.
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3.4  Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen fiihrte der Autor mit der Software SPSS® 15.0 und
IBM® SPSS® Statistics Version 20 durch. Die Voranalyse der Daten, die
Implementierung in SPSS und die Auswahl der statistischen Tests geschahen in
Zusammenarbeit mit Frau Dipl.-Math. Krentz des Institutes fiir Biostatistik und

Informatik in Medizin und Alternsforschung der Universititsmedizin Rostock.
Statistische Tests

Alle Parameter wurden durch den Kolmogorov-Smirnov-Test auf ihre Verteilung gepriift
und als nicht normalverteilt eingestuft. Zur Berechnung der Parameter wurden

Mittelwerte aus den Messwerten der Patienten gebildet.

Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der speziellen Liquor-Biomarker, der Liquor-
Routine-Parameter, der klinischen Messwerte {iber den Untersuchungszeitraum kamen
der Friedmann-Test und der Wilcoxon-Test flir voneinander abhéngige Stichproben zur

Anwendung.

Um Liquor-Biomarker, Liquor-Routine-Parameter, soziodemographische und klinische
Parameter an einem Zeitpunkt miteinander zu vergleichen wurden der Kruskal-Wallis-

Test und der Mann-Whitney-U-Test fiir voneinander unabhéngige Stichproben benutzt.

Um die Stirke des Finflusses verschiedener Variablen auf eine abhingige Variable zu

erfassen, sind Multiple Regressionsanalysen durchgefiihrt worden.

Zur Darstellung der Beziehungen zwischen einzelnen Parametern ist der Korrelations-

koeffizient nach Spearman bestimmt worden.

Das Werk ,,Statistische Analysen mit SPSS in der Medizin“ diente als Grundlage fiir die

Berechnungen der genannten statistischen Verfahren [117].
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4 Ergebnisse

Die Untersuchungsergebnisse werden in einer festen, schematischen Reihenfolge
dargestellt (Abb. 4). Beginnend mit dem CSF und den spezifischen Biomarkern sowie
den Liquor-Routineparametern. An zweiter Stelle folgen die klinischen Parameter. Den
Abschluss bilden die Resultate der Beziehungen zwischen den Biomarkern untereinander
und mit den Liquor-Routineparametern sowie den klinischen Einflussgrofen. Diese
Daten werden innerhalb von verschiedenen Vergleichs- und Betrachtungsebenen
aufgefithrt. Die Vergleichsebenen betrachten Unterschiede zwischen Geschlecht,
klinischer Verlaufsform und den nach der Anzahl der TCA-Applikationen gebildeten
Subgruppen. Die Betrachtungsebenen der Ergebnisse gliedern sich in den ersten
Therapiezyklus, dem Gesamtverlauf {iber 9 Monate, in interzyklische Vergleiche und

Paarvergleiche der Werte am Ausgangspunkt (Baseline) mit spéteren Zeitrdumen.

Liquor Biomarker
cerebrospinalis * NH
* Tau-Proten

* Protein-S100B

Liquor-Routineparameter
+ Zellzahl

+ Zytologie

* (Gesamtprotein

* Albumin-Quotient

* 1gG-Quotient
* IgA-Quotient
* 1eM-Quotient }eﬁ?::}ls:beneu Betrachtungsebenen
Verlfsform * 1. Therapiezyklus
Rt * Gesamtzeitraum
Klinische * EDSS * Applikationszahl ' %}terz}lrkﬁscher
S + Ashworth Skala i G et Srgleic
+ Gehstrecke » Lebensalter
* 25-FuB-Test
* Blasenfunktion
* Lebensqualitat
Zusammenhénge * Bezichungen zwischen
den Biomarkern

* Biomarker-Liquor
Routineparameter

* Biomarker-Klinische
Parameter

Abb. 4: Algorithmus der Datenanalyse und Ergebnisdarstellung.
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4.1 Neurofilament

Die Konzentration des NfH im CSF der Gesamtkohorte zeigt keine signifikanten
Verdnderungen zwischen aufeinander folgenden Applikationen innerhalb des ersten
Therapiezyklus. Gleiches gilt fiir die folgenden 3 Therapiezyklen und fiir die
interzyklische Betrachtungsebene. In der Gegeniiberstellung der Konzentration des NfH
im CSF vor Therapiebeginn (Baseline) mit den Messzeitpunkten in spéteren
Therapiezyklen werden fiir verschiedene Zeitpunkte signifikante Anstiege der
Konzentration des Biomarkers deutlich (Abb. 5). Betrachtet man den Verlauf der
Liquorkonzentration des NfH iiber den gesamten Beobachtungszeitraum, zeigt sich ein
deutlich sichtbarer Anstieg der Konzentrationen zwischen aufeinander folgenden
Therapiezyklen (Abb. 5). Sichtbar ist auch, dass die Konzentrationen des NfH von der
ersten bis zur dritten Applikation innerhalb eines Zyklus tendenziell ansteigen und zur
finften Applikation am Tag 9 abfallen. Diese grafisch eindeutig sichtbaren Trends
erreichen keine statistische Signifikanz. In den Zyklen 3 und 4 wird der Referenzwert von
0,75ng/ml tiberschritten [168]. In der separaten Analyse der nach Applikationsanzahl des
TCA getrennten Subgruppen zeigen sich zwischen aufeinanderfolgenden Zeitpunkten
keine signifikanten Verdnderungen der Konzentration des NfH im CSF wéhrend des
gesamten Beobachtungszeitraumes. Im Vergleich der Ausgangskonzentration des NfH
im CSF mit den Konzentrationen an Messzeitpunkten folgender Therapiezyklen ergeben
sich flir die nach Applikationsanzahl getrennten Patientengruppen verschiedene Resultate
(Abb. 6). In der hoher dosierten Patientenkohorte lassen sich keine signifikanten
Konzentrationsverdnderungen des Biomarkers erkennen. Die Patientengruppe, welche
mit 3 Applikationen pro Zyklus eine niedrigere Dosis TCA erhalten hat, zeigt grafisch
einen Anstieg der Konzentrationen des NfH im CSF. Dies betrifft aufeinander folgende
Applikationen innerhalb des 1., 3. und 4. Zyklus. Interzyklisch ist ebenfalls an Anstieg
der Konzentration des Biomarkers feststellbar. Diese Verdnderungen sind jedoch nicht
statistisch signifikant. Dariiber hinaus ergibt der Vergleich spiterer Messzeitpunkte zum
Ausgangswert signifikant erhohte Konzentrationen des NfH im CSF (Abb. 6). Die
Liquorkonzentrationen des Biomarkers in der Subgruppe der Patienten mit 3
Applikationen sind gegeniiber der Patientengruppe mit 5 Applikationen TCA pro
Therapiezyklus signifikant erhoht. Dies zeigt sich in den Behandlungszyklen 2, 3 und 4
(Abb. 6). Im 3. und 4. Behandlungszyklus {iberschreiten die Konzentrationen des NfH im
CSF die Schwelle zum pathologischen Bereich von 0,75 ng/ml (Abb. 6). Lebensalter,
Geschlecht, klinische Verlaufsform oder Krankheitsdauer der untersuchten MS-Patienten

haben keinen Einfluss auf den zeitlichen Verlauf der Konzentration des NfH im CSF.
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4.2 Tau-Protein

Die Konzentration des Tau-Proteins im CSF steigt zwischen aufeinander folgenden

Applikationen des ersten Therapiezyklus signifikant an (Abb. 7).
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Abb. 7: Zeitlicher Verlauf der Konzentration des Tau-Proteins im Liquor cerebrospinalis
der gesamten Patientenkohorte innerhalb des 1. Therapiezyklus. Statistische Analyse:
Friedman-Test, Wilcoxon-Test, *: p<0,05, **. p<0,01, ***p<0,001. Abkiirzungen: n,
Anzahl der Patienten; TCA, Triamcinolon acetonid.

In den Folgezyklen kommt es zu keinen signifikanten Verdnderungen der Konzentration
des Tau-Proteins im CSF. Die interzyklische Betrachtung und der Vergleich der
Ausgangswerte mit spiteren Zeitpunkten zeigen keine signifikanten Anderungen der
Konzentration des Tau-Proteins im CSF. Innerhalb der nach Applikationsanzahl
unterteilten Subgruppen sind keine signifikanten Unterschiede der Konzentration des
Tau-Proteins im CSF im gesamten Beobachtungszeitraum erkennbar und zu keinem
Zeitpunkt unterschieden sich die Subgruppen statistisch signifikant. Das Geschlecht,
Lebensalter und die Krankheitsdauer der untersuchten MS-Patienten haben keinen
Einfluss auf die Liquor-Konzentration des Tau-Proteins wéhrend des
Beobachtungszeitraums von 9 Monaten. Auch zwischen den klinischen Verlaufsformen
lieBen sich zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede der Konzentrationen des Tau-

Proteins im CSF nachweisen.
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4.3 Protein S-100B

Die Konzentration des Protein S-100B im CSF der Gesamtkohorte verringert sich
zwischen aufeinanderfolgenden Messzeitpunkten innerhalb des 1. Therapiezyklus
signifikant (Abb. 8). Die Verdnderungen vollziehen sich innerhalb des physiologischen
Referenzbereiches von 2,5 pg/l (weiblich) und 3,5 pug/l (ménnlich).
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Baseline n=54 4 Tage n=54 8 Tage n=26
TCA-Applikationszeitpunkte

Abb. 8: Verlauf der Konzentration des Protein-S100B im Liquor cerebrospinalis der
Gesamtkohorte innerhalb des 1. Therapiezyklus. Statistische Analyse: Friedman-Test,
Wilcoxon-Test, *: p<0,05, **: p<0,01, ***p<0,001. Abkiirzungen: n, Anzahl der
Patienten; TCA, Triamcinolon acetonid.

Wihrend der folgenden Therapiezyklen sind keine signifikanten Veridnderungen der
Liquorkonzentration des Protein S-100B nachweisbar. Dies gilt ebenso fiir die
interzyklische Betrachtungsebene. Im Vergleich der Ausgangskonzentration des Protein
S-100B im CSF der Gesamtkohorte mit den Konzentrationen spéterer Zeitpunkte zeigen
sich keine signifikanten Verdnderungen. Die Analyse der nach Anzahl der TCA-
Applikationen getrennten Subgruppen ergibt keine signifikanten Unterschiede des
zeitlichen Verlaufes der Konzentration des Biomarkers im CSF. Im direkten Vergleich
beider Subkohorten finden sich an keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede der
Konzentration des Proteins S-100B. Zwischen den Konzentrationen des Protein S-100B
bezogen auf das Lebensalter, die klinischen Verlaufsformen und die Krankheitsdauer
bestechen wihrend des gesamten Behandlungszeitraumes keine signifikanten

Beziehungen
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4.4 Liquor-Basisparameter

In der Gesamtkohorte und den Subgruppen der MS-Patienten zeigen die Konzentrationen
des Gesamtproteins und des Albumins im CSF sowie die Liquor-Serum-Quotienten des
Albumins, des IgG, des IgM und des IgA keine signifikanten Verédnderungen wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraumes. Die Anzahl der Applikationen des TCA, die
klinische Verlaufsform, Lebensalter und Krankheitsdauer haben keinen statistisch

signifikanten Einfluss auf den zeitlichen Verlauf dieser Parameter.

Die Untersuchung der Differentialzytologie im CSF erfolgt im Rahmen einer Subgruppe
von 10 Patienten, die in der Klinik fiir Neurologie der Universitidt Rostock rekrutiert
wurden (Tab.11). Am Ausgangspunkt ist die Zellzahl bei 50 % der Patienten auf
maximal 11 Mpt/l erhoht. Ein Patient zeigt am Ausgangspunkt des ersten Therapiezyklus
eine Zellzahl von 64 Mpt/l, die den relativ hohen Mittelwert und die deutliche
Standardabweichung bedingt. Die Pleozytose dieses Patienten reduzierte sich im Verlauf
des Behandlungszyklus auf 9 Mpt/l. Klinisch bestanden keine Anzeichen eines
Meningismus. Dieser Patient konnte aufgrund eines Wohnortwechsels nicht {iber den
ersten Behandlungszyklus hinaus weiter beobachtet werden. Im Falle eines Patienten war
die Zellzahl durch eine hdmorrhagische Punktion am 8. Tag des 2. Behandlungszyklus
artifiziell auf 240 Mpt/l erhoht. Dieser Umstand verursacht dariiber hinaus die extrem
erhohte Anzahl der Erythrozyten im CSF an diesem Zeitpunkt. 50% der Patienten
entwickelten im Verlauf des 2. Zyklus eine leichte Pleozytose bis 25 Mpt/l. Im 3. Zyklus
sind bei 25 % und im 4. Therapiezyklus bei 50 % der Patienten leichte Erhohungen der
Zellzahl bis 13 Mpt/l nachweisbar. Man erkennt zwischen aufeinanderfolgenden
Messzeitpunkten innerhalb aller Behandlungszyklen einen Anstieg des prozentualen
Anteils der Granulozyten im Differentialzellbild des CSF. Interzyklisch zeigt sich eine
deutliche Reduktion des Granulozytenanteils an den Ausgangspunkten der jeweiligen
Folgezyklen. An den Startpunkten der ersten 3 Therapiezyklen ist der prozentuale Anteil
an Lymphozyten des Gesamtzellbildes im CSF erhoht. Im Vergleich
aufeinanderfolgender Messzeitpunkte innerhalb der Zyklen reduziert sich der Gehalt an
Lymphozyten. Der prozentuale Anteil der Monozyten liegt an allen Messzeitpunkten
unterhalb des Referenzwertes. Bei einem Teil der Patienten konnen an verschiedenen
Zeitpunkten pathologische Makrophagen, Lymphoid- und Plasmazellen nachgewiesen

werden.
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4.5 Klinische Parameter

Es erfolgt die Darstellung der klinischen Parameter EDSS, AS, Gehstrecke, 25-FuB3-Test
und Lebensqualitit am Ausgangspunkt des ersten Therapiezyklus (Tab. 12). Die
Ausgangswerte der klinischen Parameter unterscheiden sich nicht signifikant zwischen

den Geschlechtern.

Tabelle 12: Klinische Parameter zu Beginn des Beobachtungszeitraumes

Gesamtpopulation | Frauen Maénner Gruppen -

(MW=SD) (MW=SD) (MW=SD) vergleich
EDSS 5,8+1,6 5,7£1,7 6,2+1,4 n.s.*
Ashworthscale 2,2+1,3 2,1£1,3 2,4+14 n.s.*
Gehstrecke (m) 246,7+302,1 251,74314,1 | 236,8+284,8 | n.s.*
25-FuB-Test (s) 22,7£30,4 24,8338 18,3422,1 | n.s.*
Quality of Life 4,6+1,9 4,84+2,1 4,3+1,6 n.s.*

Abkiirzungen: MW4SD, Mittelwert + Standardabweichung; n.s., nicht signifikant; * Kolmogorov-
Smirnov-Test, Mann-Whitney-U-Test.

4.5.1 Expanded Disability Status Scale

Innerhalb des ersten Therapiezyklus reduziert sich der EDSS der Gesamtkohorte
signifikant (Abb. 9). Zwischen aufeinanderfolgenden Messzeitpunkten der Folgezyklen
konnen dann keine signifikanten Verdnderungen des EDSS fiir die Gesamtkohorte
ermittelt werden. Interzyklisch zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede des

EDSS.

Im Vergleich des Ausgangswertes mit den Messwerten spiterer Zeitpunkte ergeben sich

fiir die Gesamtkohorte keine signifikanten Verdnderungen des EDSS.

In der Analyse der nach Applikationsanzahl des TCA getrennten Subgruppen zeigen sich
wiahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes keine signifikanten Unterschiede des
Verlaufes des EDSS. Das gilt fiir die interzyklische Betrachtungsebene und fiir den
Vergleich des Ausgangswertes mit den Messresultaten spaterer Behandlungszyklen. Der
EDSS der beiden Subgruppen unterscheidet sich an keinem Zeitpunkt signifikant

voneinander.
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Abb. 9: Zeitlicher Verlauf des EDSS der Gesamtkohorte wihrend des ersten
Behandlungszyklus. Statistische Analyse: Friedman-Test, Wilcoxon-Test, *: p<0,05, **:
p=0,01, ***p<0,001. Abkiirzungen: n, Anzahl der Patienten; TCA, Triamcinolon
acetonid.

4.5.2 Modifizierte Ashworthscale

Die AS der Gesamtkohorte der MS-Patienten verringert sich wihrend des ersten
Behandlungszyklus signifikant. Auch zwischen aufeinanderfolgenden Messzeitpunkten in
den Folgezyklen 2 und 3 kommt es zu einer signifikanten Reduktion der AS (Abb. 10).
Interzyklisch zeigt die Gesamtkohorte eine signifikante Erhohung der AS zwischen dem
1. und 2. sowie dem 2. und 3. Behandlungszyklus (Abb. 10). Vergleicht man im Rahmen
der Gesamtkohorte den Ausgangswert der AS zu Beginn des ersten Therapiezyklus mit
spateren Zeitpunkten, erkennt man eine signifikant verringerte AS an den verschiedenen

Messpunkten des 2., 3. und 4. Therapiezyklus (Abb. 10).

Stellt man die nach der Applikationszahl des TCA getrennten Subgruppen gegeniiber,
zeigen sich fiir MS-Patienten, die 5 Applikationen erhalten haben, signifikante
Veranderungen analog zur Gesamtkohorte (Abb. 11). Bei den Patienten mit 3
Applikationen TCA pro Behandlungszyklus sind die grafisch erkennbaren
Veranderungen der AS nicht statistisch signifikant. Vergleicht man die beiden
Subkohorten miteinander, ergeben sich an keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede in
der AS.
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4.5.3 Gehstrecke

Die Gehstrecke der Gesamtkohorte steigt innerhalb des 1., 2. und 4. Behandlungszyklus
signifikant an (Abb. 12). Interzyklisch zeigen sich wihrend des gesamten

Beobachtungszeitraumes von 9 Monaten keine signifikanten Verdnderungen der

Gehstrecke in der Gesamtkohorte der MS-Patienten (Abb. 12).

In dem Vergleich des Ausgangswertes des 1. Therapiezyklus mit Messzeitpunkten
wihrend des 2. und 3. Behandlungszyklus ist ein signifikanter Anstieg der Gehstrecke
erkennbar (Abb. 12).

Die nach der Anzahl der TCA-Applikationen unterteilten Subgruppen der MS-Patienten
zeigen keine signifikanten Verdnderungen der Gehstrecke im  gesamten
Beobachtungszeitraum. Im direkten Vergleich zwischen beiden Gruppen ist an keinem

Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied der Gehstrecke nachweisbar.
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4.5.4 25-FuB-Test

Fiir den 25-F-Test ergeben sich fiir die Gesamtkohorte und die nach der TCA-Dosis
untergliederten Subgruppen der MS-Patienten keine signifikanten Verdnderungen
wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes. Dies gilt fiir die interzyklische
Betrachtungsebene und den Vergleich der Ausgangswerte des ersten Therapiezyklus mit
den Ergebnissen spiterer Messzeitpunkte. Signifikante Beziehungen zwischen dem 25-
FuB3-Test und den Surrogaten NfH, Tau-Protein, Protein S-100B sowie den

sozidemographischen und klinischen Parametern bestehen nicht.

4.5.5 Lebensqualitat

Die Lebensqualitét steigt wihrend des ersten Therapiezyklus in der Gesamtkohorte der
MS-Patienten signifikant an (Abb. 13). Auch in den Folgezyklen ist ein signifikanter
Anstieg der Lebensqualitit evident. Interzyklisch ist zwischen dem 2. und 3.
Therapiezyklus eine signifikante Reduktion der Lebensqualitit zu verzeichnen. Im
Vergleich der Ausgangswerte des ersten Therapiezyklus mit den Messdaten spéterer
Zeitpunkte ist eine signifikante Erhohung der Lebensqualitit nachweisbar (Abb. 13).
Betrachtet man die nach Anzahl der TCA-Applikationen unterteilten Subgruppen zeigen
die Patienten mit 3 Applikationen TCA pro Therapiezyklus keine signifikanten
Veranderungen der Lebensqualitit im gesamten Beobachtungszeitraum. Einen
signifikanten Anstieg der Lebensqualitit im ersten Therapiezyklus sowie bleibende
Erhohungen des Parameters im Vergleich der Ausgangswerte des ersten Therapiezyklus
mit den Daten spéterer Zeitpunkte kdnnen fiir die Patientengruppe, die 5 Applikationen
TCA Behandlungszyklus erhalten haben, nachgewiesen werden (Abb. 14). Interzyklisch
zeigen die Subgruppen keine signifikanten Verdnderungen der Lebensqualitit. Im
direkten Vergleich der beiden Subgruppen ergeben sich zu keinem Zeitpunkt signifikante

Unterschiede der Lebensqualitét.
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4.5.6 Blasenfunktion

Semiquantitativ werden die Zustinde ,.kontinent“, ,,inkontinent”, ,,Restharngefiihl* und
»Besserung gegeniiber vorher dargestellt (Abb. 15). Die Messzeitpunkte bestehen zu
Beginn und am Ende eines Therapiezyklus. Die Gesamtkohorte der MS-Patienten zeigt
insgesamt  keine  signifikanten = Verinderungen @ der  Blasenfunktion  im
Beobachtungszeitraum, wenngleich einzelne Patienten eine Besserung angegeben haben
(Abb. 15.). Dies gilt ebenso fiir die Analyse der nach Applikationsanzahl des TCA
getrennten Subgruppen. Interzyklisch und im Vergleich des Ausgangswertes der
Blasenfunktion im 1. Therapiezyklus mit den Messwerten spéterer Zeitpunkte sind keine

statistisch signifikanten Verdnderungen nachweisbar.
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4.6 Zusammenhange

Fir die Gesamtkohorte der MS-Patienten folgt die Darstellung von Beziehungen der
Biomarker NfH, Tau-Protein und Protein S-100B untereinander sowie mit den

Parametern der Liquor-Routine-Diagnostik und den klinischen Messgrofen.

Es lassen sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den Konzentrationen der
Biomarker NfH, Tau-Protein und dem Protein S—100B im CSF feststellen. Nachfolgend
werden die Beziehungen zwischen den Biomarkern und den Routineparametern der

Liquordiagnostik sowie den klinischen Variablen aufgefiihrt.

4.6.1 Beziehungen des NfH zu Liquorbasis- und klinischen
Parametern

Zwischen der Konzentration des NfH im CSF und den Parametern der Liquor-
Basisdiagnostik sind zu Beginn des Beobachtungszeitraumes signifikante Beziehungen

feststellbar (Tab. 13).

Tabelle 13: Beziehung der Konzentration des NfH im Liquor cerebrospinalis und
Parametern der Liquor-Basisdiagnostik am Ausgangspunkt des ersten Therapiezyklus
(n=54). Der hervorgehobene IgM-Quotient zeigt die statistisch stirkste Beziehung zur
Konzentration des NfH im Liquor cerebrospinalis (multiple Regressionsanalyse,
p=0,005).

Liquor-Basis-Parameter NfH
KK
Gesamtprotein 0,33*
Albuminquotient 0,29*
IgA-Quotient 0,36**
IgM-Quotient 0,38**

Abkiirzungen: n, Anzahl der Patienten; KK, Korrelationskoeftizient nach Spearman; *, p<0,05; **, p<0,01;
**%* p<0,001.
b p— 9

In der Gesamtkohorte der MS-Patienten zu Beginn des ersten Behandlungszyklus hat der
IgM-Quotient die statistisch stirkste positive Beziehung zu der Konzentration des NfH im
CSF nachgewiesen anhand der multiplen Regressionsanalyse (Abb. 16). In den
folgenden Therapiezyklen sind keine weiteren signifikanten positiven oder negativen
Beziehungen zwischen der Konzentration des NfH im CSF und den Basisparametern der

Liquordiagnostik feststellbar.
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Abb. 16: Zusammenhang zwischen der Konzentration des NfH im Liquor cerebrospinalis
und dem IgM-Quotienten vor Beginn des ersten Therapiezyklus der Gesamtkohorte
(n=>54). Korrelationskoeffizient nach Spearman 0,38, p<0,01.

Beziehungen zwischen der Konzentration des NfH im CSF und den klinischen
Parametern EDSS, AS, Gehstrecke, 25-FuBl-Test, der Blasenfunktion und der
Lebensqualitdt lassen sich wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nicht

nachweisen.

4.6.2 Beziehungen des Tau-Proteins zu Liquorbasis- und
klinischen Parametern

Zwischen der Konzentration des Tau-Proteins im CSF und einer Reihe von Parametern
der Liquorbasis-Diagnostik bestehen zum Ausgangspunkt des ersten Therapiezyklus

signifikante proportionale Beziehungen (Tab. 14).
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Tabelle 14: Beziehung der Konzentration des Tau-Proteins im Liquor cerebrospinalis zu
Parametern der Liquor-Basisdiagnostik der Gesamtkohorte am Ausgangspunkt des ersten
Therapiezyklus (n=54). Das hervorgehobene Gesamtprotein zeigt den statistisch grofsten
Einfluss auf die Konzentration des Tau-Proteins im Liquor cerebrospinalis (multiple
Regressionsanalyse p=0,007).

Liquor-Basis-Parameter Tau-Protein
KK

Zellzahl 0,47***

Gesamtprotein 0,41**

IgA - Quotient 0,32*

Abkiirzungen: n, Anzahl der Patienten; KK, Korrelationskoeffizient nach Spearman, *: p<0,05, **: p<0,01,
skskok.
:p<0,001.

In der Gesamtkohorte der MS-Patienten hat die Konzentration des Gesamtproteins im
CSF als Einflussvariable die stirkste proportionale Beziehung zu der Konzentration des
Tau-Proteins zu Beginn des ersten Therapiezyklus nachgewiesen durch die multiple

Regressionsanalyse (Abb. 17).

In spiteren Therapiezyklen lassen sich keine positiven oder negativen signifikanten
Beziehungen zwischen der Konzentration des Tau-Proteins im CSF und den

Basisparametern der Liquordiagnostik nachweisen.

In der Gesamtkohorte der MS-Patienten konnen zwischen den klinischen Parametern
EDSS sowie AS und der Liquorkonzentration des Tau-Proteins an verschiedenen
Therapiezeitpunkten umgekehrt proportionale Beziehungen festgestellt werden (Abb. 18-
19).
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Abb. 17: Zusammenhang zwischen der Konzentration des Tau-Proteins und des
Gesamtproteins im Liquor cerebrospinalis vor Beginn des ersten Therapiezyklus der
Gesamtkohorte (n=54). Korrelationskoeffizient nach Spearman 0,41, p<0,01.
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Abb. 18: Zusammenhang zwischen der Konzentration des Tau-Proteins im Liquor
cerebrospinalis und der AS nach 3 Monaten zu Beginn des 2. Therapiezyklus der
Gesamtkohorte (n=34). Korrelationskoeffizient nach Spearman -0,41, p<0,01.
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Abb. 19: Zusammenhang zwischen der Konzentration des Tau-Proteins im Liquor
cerebrospinalis und dem EDSS nach 9 Monaten zu Beginn des 4. Therapiezyklus der
Gesamtkohorte (n=24). Korrelationskoeffizient nach Spearman -0,47, p<0,05.

Die klinischen Parameter Gehstrecke, 25-Full-Test, Blasenfunktion und
Lebensqualitdt zeigen wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes keine

signifikanten Zusammenhinge mit der Konzentration des Tau-Proteins im CSF.

4.6.3 Beziehungen des Protein S-100B zu Liquorbasis-
und klinischen Parametern

Die Parameter der Liquor-Routine-Diagnostik weisen fiir die Gesamtkohorte der MS-

Patienten wihrend des gesamten Therapiezeitraumes keine signifikanten Beziehungen zur

Konzentration des Protein S-100B im CSF auf. Auch die klinischen Parameter wie EDSS,

Gehstrecke, AS, 25-Ful3-Test, Blasenfunktion und Lebensqualitéit zeigen im gesamten

Therapieverlauf keine signifikanten Beziehungen zu der Liquorkonzentration des Protein

S-100B.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beinhaltet die erste Studie, welche die Auswirkung einer
zyklischen intrathekalen Therapie durch verzdgert freigesetzte Glukokortikosteroide tiber
9 Monate auf Biomarker fiir axonalen Schaden und Astrogliose im CSF von MS-
Patienten untersucht. Immunmodulierende Therapien reduzieren die Schubrate bei
Patienten mit schubformig remittierender MS, haben aber keinen iiberzeugenden Einfluss
auf den klinischen Verlauf von Patienten mit chronisch progredienter MS gezeigt [81].
Diese Therapien folgen demnach eher einem priaventiven Ansatz. Durch ihre
immunsuppressive ~ und  antiinflammatorische =~ Wirkung  haben  sich  die
Glukokortikosteroide in Form der intravendsen Pulstherapie mittels MP als
Standarttherapie des akuten Schubes der MS etabliert und fiihren in vielen Féllen zu einer
Remission der Symptomatik [3, 34, 183]. Allerdings ist die gepulste Applikation von
Glukokortikosteroiden mit dosisabhidngigen Nebenwirkungen wie Myalgien, gastralen
Ulzera, Kopfschmerzen und Stimmungsschwankungen assoziiert [177]. Zudem stehen
Glukokortikosteroide im Verdacht, neuronalen Zellschaden iiber eine Verstirkung der
Hirnatrophie zu induzieren [237]. Eine Langzeittherapie fithrt zu unerwiinschten
Wirkungen wie arterieller Hypertonie, Hyperglykédmie, Osteoporose, Katarakt, Steatosis

hepatis, verstéirkter Infektneigung und Gedachtnisstérungen [158].

Die intrathekale Applikation von verzogert freigesetzten Kortikosteroiden stellt eine
alternative symptomatische Therapieoption zur Stabilisierung des Krankheitsverlaufes
und zur méglichen Reduktion des Behinderungsgrades dar. Seit den 50er Jahren wird
diese therapeutische Herangehensweise im Rahmen der MS und anderer neurologischer
Erkrankungen immer wieder kontrovers diskutiert. Klinisch konnten bereits damals
positive Effekte beobachtet werden [3, 97, 150]. Diese Therapieform verlor jedoch
aufgrund von mehrfach berichteten Komplikationen wie Arachnoiditis, aseptische
Meningitis, transiente Urininkontinenz, Subarachnoidalblutung, Hirnschidden, spinale
Lisionierung und generalisierte Pachymeningitis zunehmend an Bedeutung [3, 54, 150,
151]. In tierexperimentellen Untersuchungen ergaben sich insbesondere nach direkter
Injektion von MP in periphere Nerven und Strukturen des ZNS Hinweise auf
neurotoxische  Effekte [150]. Demgegeniiber fanden andere Autoren in
tierexperimentellen Untersuchungen keine neurotoxischen Effekte einer wiederholten
intrathekalen Injektion von TCA [2]. Neuere Studien zeigen keine unerwiinschten
Nebenwirkungen nach wiederholter intrathekaler Applikation von Glukokortikosteroiden
bei Patienten mit postherpetischer Neuralgie [115] und MS [92, 93, 98, 99]. Diese
Ergebnisse fiihrten in gewisser Weise zu einem Wiederaufleben dieser Therapieform. Die
Daten belegen auch, dass weitere Untersuchungen nétig sind, um den Effekt intrathekal

applizierter ~ Glukokortikosteroide auf das Nervengewebe und damit die



5 Diskussion 75

Therapiesicherheit zu untersuchen. Diese Fragestellung ist einer der wesentlichen

Ansatzpunkte fiir die vorliegende Arbeit.

Axonaler Schaden und Verlust stellen einen entscheidenden pathogenetischen Faktor der
MS dar und sind hauptverantwortlich fiir bleibende neurologische Defizite und
Behinderung. Die primire Demyelinisierung von Neuronen ist ein wesentliches
Kennzeichen von MS-Lisionen. Trotzdem kann axonaler Schaden bereits in sehr frithen
Krankheitsphasen nachgewiesen werden [68, 120]. Pathologisch verdnderte Axone

werden in akuten und chronischen MS-Lésionen gefunden [222].

Neurofilamente sind wichtige Strukturproteine des axonalen Zytoskeletts. Sie spielen eine
zentrale Rolle in der Signaltransduktion und dem axonalen Transport. Gewebsuntergang
im ZNS bedingt ein Austreten intrazelluldrer Proteine in den Extrazelluldrraum und den
CSF. NfH kann somit als Biomarker flir ablaufenden axonalen Schaden im CSF
angesehen werden [168]. Unsere Resultate zeigen, dass wiederholte intrathekale
Applikationen von TCA keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Konzentration
des NfH im CSF zwischen aufeinander folgenden Messzeitpunkten haben. Zu Beginn der
Therapie sind die Konzentrationen des NfH im CSF unterhalb des Referenzwertes von
0,73 ng/ml [168]. Die MS-Patienten der vorliegenden Studie befinden sich in einem
klinisch stabilen Zustand auBerhalb von Schubereignissen oder verstirkter Progredienz
der Erkrankung. Unsere Daten stimmen mit Untersuchungen iiberein, die zeigen, dass
Patienten innerhalb eines Schubereignisses der MS [32] oder Patienten mit anderen
neurologischen Erkrankungen wie Subarachnoidalblutung, Hirninfarkt oder ALS [154,
168] deutlich hohere NfH-Konzentrationen im CSF aufweisen als klinisch stabile MS-
Patienten. Wir konnen einen tendenziellen Anstieg der Konzentrationen des NfH
zwischen den ersten drei aufeinander folgenden TCA-Applikationen innerhalb der 4
Therapiezyklen beobachten, wobei dies Patienten betrifft, die eine niedrigere Dosis und
geringere Anzahl von Applikationen des TCA erhalten haben. Wiahrend der 3. Und 4.
Therapiezyklen nach 6 und 9 Monaten iiberschritten die Mittelwerte der NfH-
Konzentrationen im CSF den Referenzwert von 0,73 ng/ml. Auflerdem konnen an
mehreren Messzeitpunkten der 2., 3., und 4. Therapiezyklen, im Vergleich zum
Ausgangswert zu Beginn des 1. Therapiezyklus, signifikant erhhte Konzentrationen des
NfH im CSF festgestellt werden. Daher kann ein verzdgerter Effekt von TCA auf die
Integritdt des axonalen Kompartiments der Neurone bei einem Teil der Patienten
diskutiert werden, zumal Petzold und Kollegen den von ihnen errechneten Referenzwert
fiir konservativ eingestuft halten [168]. Andererseits verfiigt unsere Studie iiber keine
Kontrollgruppe, sodass der Beobachtete Effekt auch das langsame Voranschreiten der
Erkrankung représentieren konnte. Bei Patienten mit 5 Applikationen TCA pro Zyklus
und einer dadurch héheren TCA-Gesamtdosis lassen sich diese Verdnderungen nicht

feststellen, sodass die Ergebnisse insgesamt gegen starke akute und subakute
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neurotoxische Effekte wiederholter intrathekaler Applikationen von TCA sprechen und

bekannte Studien zur Sicherheit dieser Therapieform bestétigen [92, 93, 98, 99].

Unsere Untersuchung kann keine signifikanten Korrelationen zwischen den
Konzentrationen des NfH im CSF und dem Lebensalter, dem Geschlecht sowie der
Krankheitsdauer feststellen. Eine frithere prospektive Studie zeigt in einer 3-jéhrigen
Follow-Up-Beobachtung einen signifikanten Anstieg der Konzentrationen des NfH im
CSF bei Patienten mit SPMS [167]. Diese Daten sprechen fiir eine Akkumulation des
NfH im CSF und damit fortwihrenden axonalen Schaden wéhrend der sekundéren
progredienten Krankheitsphase der MS. Die genannte Studie zeigt zudem eine
proportionale Beziehung der Liquorkonzentration des NfH mit klinischen Parametern der
Behinderungsprogression.  Andere  Untersuchungen weisen deutlich  erhdhte
Konzentrationen des Biomarkers im CSF von RRMS-Patienten innerhalb eines akuten
Schubes nach und ermitteln positive Zusammenhinge mit dem EDSS als klinischer
Indikator fiir den Behinderungsgrad [119]. Wir konnten keine positive Beziehung der
Konzentration des NfH im CSF mit der klinischen Verlaufsform der MS und sdamtlichen
klinischen Parametern als Anhaltspunkte fiir die Behinderungsprogression ermitteln. Die
Diskrepanzen konnten durch den Therapieeinfluss der Glukokortikosteroide und durch
die relative Kiirze des Beobachtungszeitraumes von 9 Monaten bedingt sein. Dariiber
hinaus zeigen die Patienten unserer Kohorte wihrend des Beobachtungszeitraumes keine
Progredienz der klinischen Symptomatik. Andererseits ist die Datenlage gegenwirtig
nicht eindeutig, denn in einer anderen Untersuchung an Patienten mit RRMS wihrend
eines akuten Schubereignisses kann keine signifikante Beziehung der Konzentration des

Biomarkers im CSF mit dem klinischen Behinderungsgrad eruiert werden [181].

Die Dynamik der Nf variiert erheblich zwischen den verschiedenen Phosphoformen und
in Abhéngigkeit des Krankheitsstadiums und der Aktivitit der MS. So zeigen
verschiedene Untersuchungen erhéhte Konzentrationen des NfL und NfH wéhrend eines
CIS [32], wie der Optikusneuritis [170] und akuter Schubereignisse der MS [155, 181].
Hyperphosphorylierte Nf scheinen dagegen auch wihrend der progressiven
Krankheitsphase zu kumulieren [167]. Nach neuerem Verstéindnis représentiert NfL eher
akuten axonalen Schaden, der durch Entziindungsprozesse ausgelost wird. Die
Untereinheit des NfH reflektiert chronische neurodegenerative Prozesse und korreliert mit

einem langsamen Voranschreiten des Behinderungsgrades [219].

Ein weiterer wichtiger Aspekt unserer Untersuchung ist die proportionale Beziehung
zwischen der Liquorkonzentration des NfH und dem IgM-Quotienten. Die Synthese
oligoklonaler Antikdper im CSF als Zeichen einer unspezifischen intrathekalen
Entziindung kann bei einer Mehrheit von MS-Patienten nachgewiesen werden [234]. Die

erhohte Konzentration des IgM-Antikorpers im CSF und somit die Erhohung des IgM-
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Quotienten wird mit einem schwereren Krankheitsverlauf der MS in Verbindung gebracht
[205]. IgM-Antikorper konnen in akuten, chronisch aktiven und inaktiven MS-Lisionen
nachgewiesen werden und spielen moglicherweise eine Rolle in der Genese des axonalen
Schadens [192]. Eine positive Beziehung zu Biomarkern axonaler Lasionierung erscheint
somit plausibel. Der IgM-Quotient zeigt innerhalb unserer Patientenkohorte zwischen
aufeinanderfolgenden Untersuchungszeitpunkten keine signifikanten Verdnderungen und

scheint somit nicht durch die intrathekale TCA-Therapie beeinflusst zu werden.

Das Tau-Protein ist ein intrazelluldres Protein in Neuronen und Gliazellen [21]. In
Axonen reguliert es die Stabilitdt von Mikrotubuli [213]. Ein Anstieg der Konzentration
dieses Biomarkers im CSF spricht fiir einen axonalen und oligodendrozytdren Schaden,
wodurch angenommen wird, dass die Liquorkonzentration des Tau-Proteins ein potentes
Surrogat fiir einen strukturellen Hirnschaden darstellt [32]. Uber den Einfluss der
Konzentration des Tau-Proteins im CSF auf den Krankheitsverlauf der MS besteht eine
widerspriichliche Datenlage. Zum einen wurden bei MS-Patienten erhdhte
Konzentrationen des Tau-Proteins im CSF nachgewiesen, die mit Kontrollpersonen ohne
neuroinflammatorische Erkrankungen verglichen wurden [21, 107, 218]. Andere Studien
bestitigen einen solchen Zusammenhang nicht [71, 88]. Die pathologische
Phosphorylierung des Tau-Proteins wird nicht nur mit degenerativen Verédnderungen im
Rahmen der sogenannten Tauopathien, sondern auch mit entziindlichen Prozessen der M'S
in Verbindung gebracht [199]. In der vorliegenden Untersuchung lassen die wahrend des
ersten Therapiezyklus zwischen aufeinander folgenden TCA-Applikationen signifikant
erhohten Liquorkonzentrationen des Tau-Proteins einen initialen Effekt des TCA auf
Zellen des Hirnparenchyms vermuten. Da sich die Liquorkonzentration des NfH im
gleichen Zeitraum nicht signifikant erhoht, ist eine bedeutende Storung des axonalen
Kompartimentes unwahrscheinlich. Moglicherweise fiihren unspezifische
Wechselwirkungen der lipophilen Glukokortikosteroidmolekiile mit Zellmembranen von
Oligodendrozyten und Neuronen zu einer passageren Konzentrationserhdhung des Tau-
Proteins im Extrazelluldrraum und damit im CSF. In den Folgezyklen lassen sich keine
weiteren signifikanten Konzentrationsverdnderungen des Tau-Proteins im CSF
nachweisen. Es ist daher unwahrscheinlich, dass die wiederholte Gabe von TCA einen
stairkeren strukturellen Hirnschaden bewirkt. Unsere Ergebnisse zeigen keine
Unterschiede der Konzentration des Tau-Proteins im CSF zwischen den klinischen
Subtypen der MS. Allerdings befinden sich die MS-Patienten der untersuchten Kohorte in
einem klinisch stabilen Zustand. Hypothetisch konnte die Konzentration des Tau-Proteins
im CSF eher die akute Krankheitsaktivitit beziehungsweise den ablaufenden axonalen
Schaden représentieren als strikt die klinische Verlaufsform. Dementsprechend kénnen
erhohte Konzentrationen des Biomarkes im CSF von RRMS-Patienten wéhrend akuter
Schubaktivitit nachgewiesen werden [107]. Andere neurologische Erkrankungen wie die

Subarachnoidalblutung und die = Meningoenzephalitis, die durch akuten
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Hirnparenchymschaden gekennzeichnet sind, weisen ebenfalls deutlich erhdhte
Konzentrationen des Tau-Proteins im CSF auf, was die Rolle dieses Proteins als Marker

flir den axonalen Schaden untermauert [213].

Die Konzentration des Tau-Proteins im CSF kann wihrend der Frithphase der MS
Hinweise auf das AusmaB des neuronalen Schadens liefern. Dieser Marker wird in
Verbindung mit dem NfH und zusétzlicher Bildgebung als Indikator fiir die Progression
eines CIS in eine definitive MS diskutiert [32]. In einer aktuellen Untersuchung mittels
der semiquantitativen Western-Blot-Methode zeigen sich hohere Konzentrationen des
Tau-Proteins im CSF von Patienten mit CIS, die in eine definitive MS konvertieren
verglichen mit Patienten, bei denen sich die Symptomatik wihrend des
Beobachtungszeitraumes auf ein Ereignis beschrinkt hat[17]. Diese Daten unterstiitzen
die hypothetische Rolle des Tau-Proteins als priadiktiven Faktor fiir den klinischen
Verlauf wihrend der frilhen Krankheitsphase der MS. Weitere, groBBer angelegte Studien
sind nétig um mit Hilfe dieser Biomarker den Krankheitsverlauf der MS einschitzen zu
konnen. Daraus ergébe sich die Moglichkeit frithzeitig neuroprotektive Therapien zum

Einsatz kommen zu lassen.

Unsere Untersuchung zeigt keinen Zusammenhang zwischen der Konzentration des Tau-
Proteins im CSF und soziodemographischen Parametern. An verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten ergeben sich signifikante umgekehrt proportionale
Beziehungen der Konzentration des Tau-Proteins im CSF zu klinischen
Verlaufsparametern wie dem EDSS und der AS. In diesem Zusammenhang berichtet eine
neuere Arbeit iiber einen Abfall der Liquor-Konzentration des Tau-Proteins in der
sekunddr progredienten Krankheitsphase bei Zunahme der Hirnatrophie [104].
Gleichzeitig messen die Autoren signifikant erhohte Konzentrationen bei RRMS-
Patienten. Es wird postuliert, dass die Liquorkonzentration des Tau-Proteins wéhrend der
inflammatorisch geprigten schubformigen Krankheitsphase durch konsekutiven axonalen
und astroglidren Schaden ansteigt und im Rahmen der durch Neurodegeneration
bestimmten sekundér chronisch progredienten Phase wieder abfillt. Somit konnte eine
Reduktion der Liquorkonzentration des Tau-Proteins indirekt einen Verlust an
Hirnparenchym reflektieren [104]. Dieser zunehmende Verlust an funktionsfihigem
Hirnparenchym kann mit einer stirkeren Behinderungsprogression einhergehen [190,
204], was einen Erklérungsansatz fiir geringere Liquorkonzentrationen des Biomarkers
bei Patienten mit einem hohen Grad an Behinderung bietet. Demgegeniiber steht das
Resultat einer anderen Untersuchung, die keinen Zusammenhang zwischen der
Konzentration des Tau-Proteins im CSF und den klinischen Verlaufsparametern ermittelt,
sodass die Rolle des Tau-Proteins als klinischer Routineparameter zur Erfassung des
axonalen Schadens und zur Prédiktion der Behinderungsprogression bei MS-Patienten
unklar bleibt [88].
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Unsere Daten zeigen signifikante  positive  Beziehungen zwischen  der
Liquorkonzentration des Tau-Proteins und der Zellzahl, dem Gesamtprotein, und dem
IgA-Quotienten. Einige Autoren belegen Beziehungen zwischen der Liquorkonzentration
des Tau-Proteins und den Antikorperindizes als Indikator fiir einen intrathekalen
Entziindungsprozess  [21].  Heterogene =~ Wechselwirkungen = zwischen = dem
Entziindungsgeschehen und neurodegenerativen Prozessen werden als Ursachen
diskutiert. Signifikante Beziehungen zwischen der Konzentration des Tau-Proteins im
CSF und der Blut-Hirn-Schrankenfunktion bestehen nicht [213]. Unsere Daten bestatigen
diese Ergebnisse und zeigen keinen Zusammenhang der Liquorkonzentration des Tau-
Proteins und dem Albumin-Quotienten als Parameter der Blut-Hirn-Schrankenfunktion.
Der Albumin-Quotient zeigt keine signifikanten Verdnderungen unter der Therapie mit
intrathekal applizierten Glukokortikosteroiden. Somit scheint die zyklische intrathekale
Applikation des TCA keinen Einfluss auf die Integritét der Blut-Hirnschranken-Funktion

zu haben, was die Sicherheit dieser Therapiemethode untermauert.

Das Protein S-100B gehort zu einer eng verwandten Familie kalziumbindender Proteine,
die in vielen Geweben des Korpers nachgewiesen werden [53]. Innerhalb des ZNS wird
dieses Protein vor allem in Astrozyten expremiert [197]. Die vermehrte Aktivierung von
Astrozyten und Mikroglia ist die unmittelbare zellulire Reaktion im ZNS auf jeglichen
Parenchymschaden [166]. Aktivierte Astrozyten sezernieren vermehrt Protein S-100B in
den Extrazelluldrraum [148]. Protein S-100B kann daher als Biomarker fiir eine

vermehrte Aktivitidt und Proliferation von Astrozyten angesehen werden [166].

Unsere Ergebnisse zeigen wihrend des ersten Behandlungszyklus eine Reduktion der
Konzentration des Protein S-100B im CSF. In den Folgezyklen sind keine signifikanten
Anderungen der Konzentration dieses Biomarkers im CSF mehr nachzuweisen.
Moglicherweise fiihrt die intrathekale Applikation von TCA initial durch
immunsuppressive Effekte zu einer verminderten Aktivierung von Mikroglia. Da diese
iiber das Zytokin IL-1 zu einer vermehrten Aktivitit der Astrozyten fithren, erscheint ein
Abfall des Protein S-100B plausibel [148]. Demgegeniiber fiihrt adrenokortikotropes
Hormon in vitro zu einer vermehrten Sekretion von Protein S-100B aus Astrozyten, was

auf weitaus komplexere Zusammenhénge hindeutet [214].

Protektive und schiddigende Wirkungen des Proteins S-100B auf neuronales Gewebe
werden diskutiert [53]. Ein moderater Anstieg der Konzentration des Biomarkers im CSF
konnte fiir eine moderate Astrozytose sprechen und mit neuroprotektiven Auswirkungen
in Verbindung stehen. Dahingegen sind stark erhohte Konzentrationen des Protein S-
100B mit toxischen Effekten und neuronalem Untergang wéhrend eines akuten
Schubereignisses assoziiert [166]. Einige Autoren berichten von gering erhohten

Konzentrationen des Protein S-100B im CSF wahrend eines akuten Schubes bei RRMS
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Patienten [139]. Diese Daten sprechen fiir neuroprotektive und immunmodulatorische
Eigenschaften des Protein S-100B wihrend der entziindlichen Phase der Erkrankung.
Korrelierend mit publizierten Daten iibersteigt die Konzentration des Biomarkers im CSF
in der vorliegenden Untersuchung wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nicht
den Referenzbereich von 2,5-3,5 ng/ml [84, 139]. In Ubereinstimmung mit fritheren
Publikationen koénnen wir keine Zusammenhénge der Liquorkonzentration des Protein S-
100B und dem Lebensalter, dem Geschlecht sowie der klinischen Verlaufsform der MS
nachweisen [166, 181]. Demgegeniiber berichten Petzold und Mitarbeiter {iber
tendenzielle Unterschiede der Liquorkonzentration des Protein S-100B zwischen den
klinischen Verlaufsformen. Demnach steigt die Konzentration des Biomarkers im CSF
von PPMS iiber SPMS nach RRMS an und {iberschreitet in einigen Fillen den
Referenzwert [166]. Weitere Untersuchungen sind auch hier erforderlich, um diesen
Trend zu iiberpriifen und die Rolle der Astrozytose unter Beriicksichtigung der klinischen
Verlaufsformen weiter zu beleuchten. Auch wenn das Protein S-100B ubiquitir in
extraneuronalen Geweben expremiert wird [166], ist ein gesteigerter Einfluss auf die in
unserer  Untersuchung  gemessenen  Liquorkonzentrationen des  Biomarkers
unwahrscheinlich, da die Blut-Hirn-Schrankenfunktion intakt und die Patienten sich alle
in einem klinisch stabilen Zustand befanden. Zu keinem Therapiezeitpunkt konnten wir
eine Korrelation zwischen der Konzentration des Protein S-100B im CSF und dem
Behinderungsgrad feststellen. Ahnliche Daten wurden in einer friiheren Therapiestudie
von Interferon B1a bei PPMS-Patienten publiziert [130]. Auch RRMS-Patienten wéhrend
eines akuten Schubereignisses zeigen keine Beziehung des Behinderungsgrades mit der
Liquorkonzentration des Protein S-100B [181]. Eine verstérkte Aktivierung der Astroglia
scheint somit keinen direkten Einfluss auf die Behinderungsprogression bei MS-Patienten
zu haben. Insgesamt erbringen die Ergebnisse keine Hinweise auf eine verstirkte
Astrozytose in Assoziation mit einer zyklischen intrathekalen Therapie mittels retardiert
freigesetzter Glukokortikosteroide wie dem TCA. Dies unterstreicht nochmals die

Sicherheit dieser Therapiemethode und bestitigt frithere Untersuchungen [98].

Unsere Daten zeigen an keinem Zeitpunkt signifikante Beziehungen der Biomarker NfH,
Tau-Protein und Protein S-100B untereinander. Dies korreliert mit friiher publizierten
Daten [32] und deutet auf komplizierte pathogenetische Prozesse. Im Falle eines
stiarkeren axonalen Schadens wiéren deutliche Erhhungen der Destruktionsparameter zu
erwarten. Die Patienten unserer Studie befanden sich im Verlauf der Untersuchungen in
einem klinisch stabilen Zustand ohne Anzeichen einer starken schubformigen oder
progredienten Krankheitsprogression. Die Konzentrationen der Biomarker verbleiben
zumeist im Normbereich. Daraus ergibt sich zum einen ein Erkldrungsansatz fiir fehlende
proportionale Beziehungen zwischen den Biomarkern und zum anderen wird die

Sicherheit der Therapiemethode bestétigt.
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Interessanterweise zeigen unsere Daten und frithere Untersuchungen [21, 213] keine
signifikanten proportionalen Beziehungen der Biomarker fiir neuronalen Schaden mit der
Zellzahl im CSF. Eine Pleozytose des CSF ist ein laborchemisches Korrelat fiir
entziindliche Prozesse und konsekutiven Hirnschaden [233]. Damit wird die Hypothese
unterstiitzt, dass eine Subpopulation inflammatorischer Zellen, im Rahmen einer
Pleozytose, in der Umgebung von MS-Lisionen als Reparaturmechanismus {iiber
bestimmte neurotrope Faktoren protektive Wirkungen ausiiben und nicht ausschlieBlich

einen Hirnschaden bewirken [111].

Seit den 50er Jahren sind verschiedene Glukokortikosteroid-Verbindungen im Rahmen
einer intrathekalen Therapie von MS-Patienten getestet worden. Trotz kontroverser
Ergebnisse konnen, insbesondere bei spinalen Symptomen wie der Spastik, klinische
Besserungen des Beschwerdebildes beobachtet werden [3]. 54 Patienten die vorwiegend
an spinalen, motorischen Symptomen leiden sind in die vorliegende Untersuchung
eingeschlossen worden. Wihrend des ersten Behandlungszyklus konnen wir eine
signifikante Abnahme des EDSS in der Gesamtpopulation beobachten. Wéhrend der
Folgezyklen ist dieser Effekt jedoch nicht mehr nachweisbar. Zwischen den nach
Applikationsanzahl getrennten Subkohorten und den klinischen Verlaufsformen lassen
sich keine Unterschiede des EDSS belegen. Diese Daten decken sich mit fritheren
Veroffentlichungen [92, 93, 98, 99, 134] und unterstreichen zumindest in der
Anfangsphase die Effektivitit dieser Therapieoption, wobei unsere Daten keine weitere

Besserung des Behinderungsgrades nach Langzeittherapie ergeben.

Die mAS und die Gehstrecke verbesserten sich wihrend des ersten Zyklus und folgender
Therapiezyklen signifikant, wobei zusétzlich eine anhaltende Besserung der Parameter im
Vergleich zum Ausgangswert vor Therapiebeginn zu beobachten ist. Dieser anhaltende
Effekt wurde ebenfalls in einer fritheren Untersuchung beobachtet [92]. Im Falle der mAS
betreffen die Verdnderungen die Subgruppe der hoher dosiert therapierten MS-Patienten
mit 5 Applikationen pro Therapiezyklus. Auch die Verlaufsdaten dieser Parameter
unterstreichen die Effektivitdt der Therapiemethode [92, 93, 98, 99]} und bieten
moglicherweise Hinweise auf eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung des
Medikamentes im Hinblick auf die Reduktion der spinalen Symptomatik. Es ist zu
vermuten, dass die intrathekale Applikation von TCA einen initialen Effekt bewirkt, der
im weiteren Therapieverlauf stabil bleibt. Eine Erkldrung fiir diesen anhaltenden Effekt
auf die Verminderung der Spastik, konnte in der langen Wirksamkeit der
Glukokortikosteroide zu finden sein. Uberdies umgeht die intrathekale Applikation des
Glukokortikosteroids die Blut-Hirn-Schranke und erreicht am Wirkungsort eine héhere
Konzentration des Wirkstoffs [185]. AuBerdem werden mdglicherweise chronisch
ablaufende Entziindungsprozesse unterdriickt [3]. Allerdings scheint der Therapieeffekt

sich nicht zwischen den klinischen Verlaufsformen der MS zu unterscheiden. Eindeutige
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Aussagen iiber die Auswirkung der zyklischen intrathekalen Therapie mittels TCA auf
den Progressionsgrad der chronischen MS sind anhand unserer Daten nicht moglich. Eine
frithere Untersuchung zeigt jedoch positive Effekte der intravendsen Therapie mittels MP
im Sinne einer Reduktion des Voranschreitens der Hirnatrophie bei Patienten mit RRMS
und SPMS [237]. Unsere Untersuchung bestétigt, dass sich die spinale Symptomatik auch
bei SPMS-Patienten mit einem fortgeschrittenen Behinderungsgrad verbessert [93]. Als
pradiktiver Faktor fiir das Ansprechen dieser Therapiemethode auf spinale Symptome bei
Patienten mit chronisch progredienter MS wird das Ausmall der Atrophie des oberen
Riickenmarks aufgefithrt [134]. Demnach profitieren Patienten mit einer geringen
Atrophie des oberen Riickenmarks und initial stark eingeschrinkter Gehfdhigkeit im
hochsten MaBle von der Therapie. Dabei wird die Atrophie des Parenchyms in diesem
funktionell wichtigen Gebiet als Endpunkt eines irreversiblen Gewebsunterganges
angesehen, bei dem weniger starke Therapieerfolge erreicht werden konnen. Bei
Patienten ohne Atrophie spielen moglicherweise ein subchronischer Entziindungsprozess
und multifokale Odemzonen eine funktionelle Rolle in der Entstehung der spinalen
Symptomatik. In diesen Féllen konnen die immunsuppressiven Wirkungen der
intrathekalen Glukokortikosteroide das deutlichere Ansprechen auf die Therapie erkldren
[134]. Die Probanden in unserer Untersuchung geben zumeist einen deutlichen Zuwachs
der Lebensqualitit durch die Therapiemethode an. Dieses Ergebnis entspricht den
Erwartungen, da fiir die meisten Patienten eine Reduktion der Spastik und Verldngerung
der Gehstrecke deutliche Erleichterungen in der Bewiltigung des alltidglichen Lebens
bedeuten. Die zyklische Applikation des TCA hat keine signifikanten Auswirkungen auf
die Blasenfunktion unserer Patientenkohorte. Da die Motorik der Harnblase zum Teil
vegetativ reguliert ist, kann postuliert werden, dass intrathekal applizierte
Glukokortikosteroide keine relevante Wirkung auf die Funktion des vegetativen

Nervensystems ausiiben.

Es ist bekannt, dass Liquorpunktionen und intrathekal applizierte Medikamente im
Liquorkompartiment Reaktionen auslosen, die mit Hilfe verschiedener Parameter der
Liquor-Routinediagnostik gemessen werden konnen [235]. Bei einigen Patienten unserer
Kohorte steigt der Anteil der Granulozyten im Differentialzellbild des CSF zwischen
aufeinanderfolgenden TCA-Applikationen innerhalb eines Therapiezyklus an. Am
jeweiligen Ausgangspunkt des Folgezyklus ist eine Normalisierung des Ausgangswertes
nachweisbar. Als Ursache dieses Phinomens kann eine Reizpleozytose diskutiert werden.
Diese kann durch Liquorpunktionen, Operationen innerhalb des ZNS und durch die
intrathekale Applikation von Medikamenten bedingt werden. Differentialzytologisch
zeigen sich neben vermehrten Granulozyten auch Lymphozyten, Monozyten und
Makrophagen [235]. Diese zytologischen Verdnderungen lassen sich auch in einem Teil
unserer Patienten nachweisen. Eine Reizpleozytose sollte mit Hilfe weiterer klinischer

und liquordiagnostischer Parameter wie Zellzahl, Glukose und Lactat immer von einer



5 Diskussion 83

infektiosen Meningitis abgegrenzt werden, die als Komplikation jedes invasiven
intrathekalen Eingriffs auftreten kann. Die Reizpleozytose kann auBlerdem durch eine
Reaktion auf die kristalline Medikamentensuspension des Glukokortikosteroide bedingt
werden. Fine neu aufgetretene neurologische Symptomatik, wie etwa Meningismus, ist

bei den Probanden unserer Untersuchungsgruppe nicht beobachtet worden.

Synoptisch ist festzustellen, dass das komplexe Feld der Erforschung von Biomarkern fiir
pathogenetische Prozesse der MS im CSF fiir die individuelle frithzeitige Erfassung und
Pradiktion des Krankheitsverlaufes widerspriichliche Ergebnisse hervorbringt. Das
stetige Voranschreiten der Krankheit ist die Hauptursache fiir die Zunahme des
Behinderungsgrades bei Patienten mit MS. Der Verlauf der MS ist fiir den einzelnen

Patienten nicht vorhersehbar.

Das NfH und das Tau-Protein im CSF sind verlédssliche Biomarker fiir den axonalen
Schaden wihrend das Protein S-100B die astrozytire Aktivierung im ZNS représentiert.
Biomarker im CSF konnen potentiell eine entscheidende Rolle in der Vorhersage des
Krankheitsverlaufes und des Ansprechens auf spezifische Therapien bei MS-Patienten
spielen. Der Nutzen dieser Biomarker als klinische Routineparameter fiir eine subtile
Beobachtung des Krankheitsverlaufes, insbesondere innerhalb der chronisch
progredienten Krankheitsphase, ist durch die relativ geringe Sensitivitdt begrenzt. Bei
klinisch stabilen Patienten sind die Liquorkonzentrationen dieser Marker oftmals im
Normbereich und erst wihrend akuter Schubereignisse erhoht [21, 165, 181, 219]. Auch
bei statistisch signifikanten Konzentrationsénderungen der Biomarker handelt es sich oft
um minimale Betrdge. Deshalb miissen heterogene Prozesse beachtet werden, die mit
primédren durch die MS bedingten pathologischen Prozessen nicht im Zusammenhang
stehen. Neuronaler Verlust geht mit dem normalen Alterungsprozess einher. Das
altersabhéngige Ansteigen der Konzentration des NfH im CSF deutet darauf hin, dass der
Verlust von Neuronen mit zunehmendem Alter stirker wird [119]. Bei MS-Patienten
zeigen sich ebenfalls deutliche Beziehungen zwischen dem Alter und der
Liquorkonzentration des NfH. Dies betrifft vor allem Patienten mit CIS und RRMS und
ist bei SPMS-Patienten nicht zu beobachten. Diese Erkenntnisse sind fiir zukiinftige
Studien von groBer Bedeutung. Um eine adidquate klinische Interpretation der Messwerte
zu gewihrleisten, ist eine Alterskorrektur in der statistischen Analyse notwendig [219].
Bevor ein standardisierter Einsatz dieser Biomarker innerhalb der klinischen Praxis
moglich ist, miissen weitere Anforderungen erfiillt sein. Variationen innerhalb
methodischer Parameter wie die Test-Sensitivitdt oder die Stabilitit der Messwerte
zwischen verschiedenen Laboren miissen minimiert werden. Weltweit angelegte
Stabilitatstests sollten durch grofe Konsortien durchgefiihrt werden. Ein weiterer Schritt
ist eine Standardisierung der LagerungsmaBnahmen der enthommenen Proben, um die

grofftmogliche Stabilitdt der Biomarker gegeniiber duBleren Einfliissen zu gewéhrleisten.
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Sind diese Anforderungen erfiillt, miissen die Biomarker in grofen randomisierten
klinischen Studien hinsichtlich ihres pradiktiven Wertes fiir den Krankheitsverlauf der

MS und dem Therapiemanagement untersucht werden [219].

Zusammenfassend bestétigt unsere Studie die Sicherheit und Effektivitit der wiederholten
zyklischen intrathekalen Applikation retardiert freigesetzter Glukokortikosteroide bei
Patienten mit MS, die vorwiegend eine spinale motorische Symptomatik aufweisen [92,
93, 98, 99, 134]. Ein rascher signifikanter Anstieg neuronaler Destruktionsmarker kann
nicht nachgewiesen werden, wenngleich die Daten des NfH auf einen verzogerten Effekt
der zyklischen Therapie mit retardiert freigesetztem TCA auf das axonale Kompartiment
hindeuten. Um diese Wirkung zu bestdtigen, sollten zukiinftige Studien eine hdhere
Anzahl von Probanden rekrutieren und placebokontrolliert durchgefiihrt werden.
AuBerdem ist eine statistische Alterskorrektur der Messwerte notig, um unspezifische

Effekte auf die Konzentration der Biomarker im CSF auszuschlief3en.

Daher postulieren wir, dass die wiederholte intrathekale Applikation von TCA keine
akuten und subakuten neurotoxischen Effekte bewirkt. Demgegeniiber kdnnen verzogerte
neurotoxische Wirkungen nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Grunde sind weitere
Untersuchungen notwendig, welche die Effektivitit wund Sicherheit dieser
Therapiemethode  insbesondere im  Vergleich zu intravends  applizierten

Glukokortikosteroiden bei Patienten mit chronisch progredienter MS untersuchen.

AuBerdem wéren aus Sicht der Evidenz basierten Medizin gréfer angelegte doppelblinde,
Placebo kontrollierte Studien notwendig. Die Durchfiihrung Placebo kontrollierter
Studien im Rahmen dieser Therapiemethode birgt allerdings Kontroversen. Die
wiederholte intrathekale Injektion eines Placebos iiber einen ldngeren Zeitraum ist aus
ethischen Gesichtspunkten aufgrund der Invasivitit der Methode kaum vertretbar [102].
Unter sorgféltiger Indikationsstellung und einer Patientenaufkldrung (,,off-label-use*
Situation) sollte die Therapie ausschlieBlich von erfahrenen Neurologen in

Therapiezentren durchgefiihrt werden.

Im Rahmen einer multizentrischen Kooperation wird aktuell eine internationale klinische
Studie konzipiert, um die Sicherheit und Effektivitit der wiederholten intrathekalen
Therapie mittels retardiert freigesetzter Glukokortikosteroide bei Patienten mit

progressiver MS zu untersuchen [113].
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Abb. 18:  Zusammenhang zwischen der Konzentration des Tau-Proteins im Liquor
cerebrospinalis und der mAS nach 3 Monaten zu Beginn des 2.
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Abb.19:  Zusammenhang zwischen der Konzentration des Tau-Proteins im Liquor

cerebrospinalis und dem EDSS nach 9 Monaten zu Beginn des 4.
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7.3  Abkiirzungsverzeichnis

BDNF hirnstdmmiger neurotropher Faktor

BSA Bovines Serumalbumin

CD Differenzierungskluster

CNTF cilifrer neurotropher Faktor

CSF engl. cerebrospinal fluid, Liquor cerebrospinalis

EAE experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

EDSS Expanded-Disability-Status-Scale

EDTA Ethyldiamintetraacetat

FLIP Fas-assoziiertes IL-1 konvertierendes
enzyminhibitorisches Protein

GFAP gliafibrillires saures Protein

GMCSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor

HCL Salzsédure

ICAM-1 interzellulares Adhésionsmolekiil-1

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

IVIG intravendse Immunglobuline

IVMP intravenOses Methylprednisolon

JC-Viren John Cunningham-Polyomaviren

kDa Kilodalton

KM Kontrastmittel

MBP Myelin-Basisches-Protein

MHC Major Histocompatibility Complex

MMP Matrix-Metalloproteinase

MRT Magnetresonanztomographie

MS Multiple Sklerose

Na Natrium

N-CAM neurales Zelladhédsionsmolekiil

Nf Neurofilament

NfH Neurofilament schwere Kette

NfHp NfH-Phosphoformen

NfL Neurofilament leichte Kette

NfM Neurofilament mittelschwere Kette

NO Stickstoffradikale

NT-3 Neutrophin

OKB oligoklonale Banden

ON Optikusneuritis

PAF Pléttchen-aktivierender Faktor

PML Progressive multifokale Leukenzephalopathie

PPMS Primér chronisch progrediente Multiple Sklerose

QAIb Albumin-Quotient

RRMS schubformig remittierende Multiple Sklerose

SPMS sekundér chronisch progrediente Multiple
Sklerose

TCA Triamcinolonacetonid

TGF transformierender Wachstumsfaktor

TMB Tetramethylbenzidin

TNF a Tumor-Nekrose-Faktor a

TRAIL TNF-verwandter Apoptose induzierender Ligand
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VCAM vaskulédres Telladhdsionsmolekiil

VEP visuell evozierte Potentiale

VLA Very-Late-Antigen-4

ZNS Zentralnervensystem
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Thesen

1. Die Multiple Sklerose (MS) ist die héufigste chronisch entziindliche Erkrankung
des Zentralnervensystems (ZNS), welche mit Demyelinisierung, neuronaler
Degeneration und konsekutiver Behinderung einhergeht. Die klinisch-
neurologische Symptomatik der MS ist variabel. Ein fiihrendes Symptom ist die
Spastik.

2. Unter strenger Indikationsstellung werden ausgewéhlten Patienten mit
vorwiegend spinaler Symptomatik intrathekal Glukokortikosteroide appliziert.
Mehrere neuere Untersuchungen bestétigen die Effizienz und Sicherheit dieser
Therapiemethode, wobei die Indikation zur spasmolytischen Wirkung im

Vordergrund steht.

3. Einige in vitro Untersuchungen ergeben Hinweise auf potentielle neurotoxische
Effekte der Glukokortikosteroide, die durch direkte und indirekte Auswirkungen
auf den Stoffwechsel von Neuronen ausgeldst werden. Eine genaue Uberpriifung
der Sicherheit und Effektivitdt der symptomatischen Therapie mittels intrathekal
applizierter Glukokortikosteroide iiber einen lingeren Beobachtungszeitraum ist

notwendig und bildet den Hauptansatz der vorliegenden Arbeit.

4. Erstmals werden prospektiv 54 Patienten mit klinisch und paraklinisch
gesicherter MS iiber einen Therapiezeitraum von bis zu 9 Monaten beobachtet.
Das retardiert freigesetzte Glukokortikosteroid, Triamcinolon acetonid (TCA)
wird zyklisch alle 3 Monate intrathekal appliziert, sodass sich ein
Beobachtungszeitraum von 4 Therapiezyklen ergibt. Ein Therapiezyklus besteht
aus 3 bis 5 Applikationen des TCA jeden zweiten Tag.

5. Im Rahmen der therapeutischen Liquorpunktionen wird Liquor cerebrospinalis
(cerebrospinal fluid, CSF) zur Bestimmung spezifischer Biomarker gewonnen.
Die schwere Kette des Neurofilamentes (NfH) und das Tau-Protein dienen als
Biomarker fiir axonalen Schaden. Das Protein S-100B ist ein Biomarker fiir die
Astrozytenaktivierung. Konzentrationsénderungen dieser Biomarker im CSF

dienen als Indikator fiir pathogenetische Prozesse im Hirnparenchym.
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6. Das primire Ziel der vorliegenden Studie ist die Untersuchung der Biomarker im
CSF. Als sekundére Endpunkte werden neben soziodemographischen Parametern
klinische EinflussgroBen wie die klinische Verlaufsform der MS, die Expanded-
Disability-Status-Scale (EDSS), die modifizierte Ashworth-Scale (mAS), die
Gehstrecke, der 25-FuB-Test, die Blasenfunktion und die Lebensqualitit

untersucht.

7. Die Resultate zeigen einen tendenziellen Anstieg der Konzentration des NfH im
CSF zwischen den ersten drei aufeinander folgenden TCA-Applikationen
innerhalb der 4 Therapiezyklen, wobei dies Patienten betrifft, die eine niedrigere
Dosis des TCA erhalten haben. Nach 6 und 9 Monaten iiberschritten die
Mittelwerte der NfH-Konzentration im CSF den Referenzwert von 0,73 ng/ml.
AuBerdem konnen in spéteren Therapiezyklen im Vergleich zum Ausgangswert
zu Beginn des 1. Therapiezyklus signifikant erhdhte Konzentrationen des NfH im
CSF festgestellt werden. Ein verzdgerter Effekt des TCA auf die Integritit des
axonalen Kompartiments der Neurone kann bei einem Teil der Patienten

diskutiert werden.

8. Die Konzentration des Tau-Proteins im CSF steigt innerhalb des ersten
Therapiezyklus signifikant an. In den Folgezyklen sind keine signifikanten
Konzentrationsdnderungen des Biomarkers zu verzeichnen. Unspezifische
Wechselwirkungen  der  lipophilen  Glukokortikosteroid-Molekiile — mit
Zellmembranen von Oligodendrozyten und Neuronen konnten zu einer
passageren Konzentrationserhohung des Tau-Proteins im CSF fiihren. Da sich die
Konzentration des NfH parallel dazu nicht signifikant erhoht, ist ein

therapieinduzierter Schaden des axonalen Kompartimentes unwahrscheinlich.

9. Wiéhrend des ersten Behandlungszyklus zeigt sich eine Reduktion der
Konzentration des Protein S-100B im CSF. In den Folgezyklen sind keine
signifikanten Anderungen der Konzentration dieses Biomarkers nachweisbar.
Moglicherweise fiihrt die intrathekale Applikation von TCA initial durch
immunsuppressive Effekte zu einer verminderten Aktivierung von Mikroglia,
wodurch ein Absinken der Konzentration dieses Biomarkers im CSF bedingt sein

konnte.
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10.

11.

12.

13.

14.

Zwischen aufeinander folgenden Messzeitpunkten des ersten Therapiezyklus und
innerhalb der Folgezyklen finden sich eine signifikante Reduktion der mAS
sowie eine Erhohung der Gehstrecke. Die EDSS reduziert sich im Verlauf des
ersten Therapiezyklus signifikant. Der Effekt auf die genannten klinischen
Parameter bleibt im Vergleich von mehreren Messzeitpunkten spéaterer
Therapiezyklen mit dem Ausgangswert vor Beginn der Therapie erhalten. In
Uberstimmung mit diesen Ergebnissen bessert sich die Lebensqualitit der MS-

Patienten wéihrend des gesamten Behandlungszeitraumes signifikant.

Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen die Effektivitit der Therapiemethode
und bieten keinen eindeutigen Anhalt fiir eine akute oder subakute
therapieinduzierte  Schédigung des  Hirnparenchyms  innerhalb  des

Beobachtungszeitraumes.

Der Evidenzgrad der vorliegenden Untersuchung ist aufgrund eines fehlenden
Placeboarms eingeschrinkt. Grofler angelegte doppelblinde, Placebo
kontrollierte Studien sind notwendig, um die Sicherheit und Effektivitit dieser
Therapiemethode zu unterstreichen und verzdgerte neurotoxische Effekte des

TCA vollstiandig auszuschlieen.

Dariiber hinaus muss die Rolle der spezifischen Biomarker hinsichtlich ihrer
Bedeutung fiir das Monitoring des Krankheitsverlaufes der MS weiter beleuchtet

werden.

Aktuell sollte diese Therapiemethode unter sorgfaltiger Indikationsstellung und
einer Patientenaufklirung (,,off-label“-use Situation) ausschlieBlich von

erfahrenen Neurologen in Therapiezentren durchgefiihrt werden.
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