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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Wissenschaftliche Veroffentlichungen

Die Ergebnisse dieses Promotionsprojektes und damit auch die Inhalte dieser
Dissertationsschrift wurden als wissenschaftlicher Artikel unter dem Titel ,,Clinical
significance of diffusion imaging in metachromatic leukodystrophy“ bei dem Jour-
nal Neuropediatrics im Mai 2023 veroffentlicht (Amedick et al., 2023). Die geteilte
Erstautorenschaft haben Lucas Bastian Amedick, auch alleiniger Autor dieser
Dissertationsschrift, und Dr. Pascal Martin inne. Da die in dieser Dissertations-
schrift verfassten Daten, Ergebnisse und die verwendete Methodik identisch zu
dem genannten und eingereichten wissenschaftlichen Artikel sind, gilt dieser Ab-
satz als Hinweis bei der pflichtmaRigen Plagiatsprufung.

Erste Aspekte dieses Promotionsprojektes wurden bereits auf dem DGN-Kon-
gress ,Neurowoche®“ 2018 in Berlin prasentiert. Es konnte gezeigt werden, dass
die Diffusionsparameter ADC und FA erganzende neue Aspekte fur den zu er-
wartenden Krankheitsprogress und die Therapieevaluation liefern konnen
(Amedick et al., 2018).

1.2 Metachromatische Leukodystrophie

Die Metachromatische Leukodystrophie (MLD) ist eine progrediente neurodege-
nerative Erkrankung und wird den Sphingolipidosen, also lysosomalen Lipidspei-
cherkrankheiten, zugeordnet (Gieselmann und Krageloh-Mann, 2010). Die feh-
lerhafte Speicherung von Sulfatiden im zentralen und peripheren Nervensystem
fuhrt zu einer progredienten Demyelinisierung (Groeschel et al., 2012).

Diese seltene autosomal-rezessiv vererbte Form der Speichererkrankungen be-
eintrachtigt betroffene Patientinnen und Patienten je nach Form und Verlauf in
ihrer motorischen und kognitiven Entwicklung bis hin zu deren komplettem Ver-
lust (Gieselmann und Krageloh-Mann, 2019).

Die weltweite Pravalenz wird mit 1:40.000 angegeben (Espejo et al., 2017). Die
Inzidenz der MLD liegt in Westeuropa naherungsweise bei 0,6-1:100.000 Le-
bendgeburten (Heim et al., 1997) (Poorthuis et al., 1999). Die metachromatische
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Leukodystrophie wird daher auch als Orphan Disease, also seltene, meist wenig
untersuchte sowie haufig schwer verlaufende Erkrankung, gelistet (Groeschel et
al., 2012). Bei in etwa drei diagnostizierten Neuerkrankungen pro Jahr in
Deutschland ist daher von einer hohen Dunkelziffer auszugehen. Die klinischen
Primarmanifestationen sind zudem zum Nachteil der Patienten nicht spezifisch
und stellen meist eine Herausforderung in der Diagnostik dar (Ashrafi et al.,
2020). Aus diesen Grunden werden neue Diagnostik- und Therapieschemata be-
notigt und erforscht.

1.2.1 Pathophysiologie und Diagnostik der MLD

Die pathophysiologische Diagnose der MLD wird anhand des Defizits der Arylsul-
fatase A (ARSA bzw. ASA) gestellt. Diese katalysiert in den Lysosomen der Oli-
godendrozyten die Hydrolysierung der sulfatierten Glycosphingolipide (Sulfatide)
zu Galactocerebrosiden (Ramakrishnan et al., 2007). Bei einem ARSA-Defizit
bzw. einer defekten Arylsulfatase A, oder seltener eines Mangels an Saposin B,
haufen sich diese Sulfatide im Lipidspeicher der Zellen an (Gieselmann und
Krageloh-Mann, 2019).

Die Folge des Defizits der Enzyme, also die Anhaufung der Stoffwech-
selzwischenprodukte, kann in einem spezifischen Urintest nachgewiesen werden
(Kohler et al., 2018). Dieser gilt als eines der Hauptdiagnosekriterien der MLD.
Der Nachweis der ARSA-Defizienz gelingt ebenfalls bioptisch in Leukozyten und
Fibroblasten (Raghavan et al., 1981).

Die lysosomale Anhaufung und Speicherung der Sulfatide fuhrt zur Entstehung
von metachromatischen Granulae in Gliazellen und Makrophagen. Da die Akku-
mulierung von den sauren Farbstoffen der Sulfatide unter dem Lichtmikroskop
als Farbumschlag, griechisch Metachromasie, zu sehen ist, wurde diese lysoso-
male Speicherkrankheit metachromatische Leukodystrophie genannt (Von
Hirsch und Peiffer, 1955).

Die Mpyelinisierung der Nervenfasern beginnt physiologisch zum Ende der
Schwangerschaft, also im dritten Trimenon, und setzt sich nach Geburt weiter
fort (Linderkamp et al., 2009). Bei der MLD lagern die myelinisierenden Zellen
des zentralen Nervensystems, die Oligodendrozyten, die nicht verstoffwechsel-

ten Sulfatide ein (Bergner et al., 2019). Diese lysosomale Lipideinlagerung fuhrt
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dann zu einem Ausfall ihrer eigentlichen Funktion, dem Aufbau einer Myelin-
schicht zum Schutz der Nervenfasern und damit zu einer Demyelinisierung
(Ramakrishnan et al., 2007).

Bildmorphologisch ist diese Zerstorung der weif3en Substanz im MRT u.a. als T2-
Hyperintensitat im zentralen Marklager darstellbar (Groeschel et al., 2011). Ne-
ben dem Urintest dient der radiologische Nachweis der intrazerebralen Zersto-
rung der weilRen Substanz als wichtiger diagnostischer Hinweis. Die haufig auch
als Radialstreifung in hyperintensen Arealen beschriebene Veranderung im MRT
beruht histopathologisch auf der Demyelinisierung und der fehlerhaften Lipidein-
speicherung in der weil3en Substanz (van der Voorn et al., 2005).

Der Erbgang der MLD ist autosomal-rezessiv (Czmok et al., 1974). Das ARSA-
Gen hat den Genlocus 22913 (Rosenberg et al., 2016). Aktuelle Daten der gene-
tischen Diagnostik und Forschung beschreiben mehr als 160 verschiedene Mu-
tationen im ARSA-Gen (Gieselmann und Krageloh-Mann, 2019). Andere Studien
weisen auf 200 Alleltypen der ARSA-Mutation hin (Cesani et al., 2016). Die Fest-
stellung weiterer Genvarianten bei Patienten mit MLD ist wichtiger Bestandteil in
der weiteren Beschreibung und Erforschung dieser seltenen Krankheit

(Hettiarachchi und Dissanayake, 2019).

1.2.2 Klinische Formen nach Erstmanifestation

Je nach Alter und Art der Erstmanifestation werden bei der Metachromatischen
Leukodystrophie drei Verlaufsformen definiert: spat-infantil, juvenil und adult
(Gieselmann und Krageloh-Mann, 2010). Hierbei gibt es Besonderheiten bei den
Primarsymptomen und der Vergleichbarkeit des Verlaufes bei ebenfalls erkrank-
ten Geschwistern.

Bei Patienten mit der spat-infantilen Form der MLD ist ein friher Erkrankungsbe-
ginn im Alter von weniger als 30 Monaten, meist vor dem Erreichen des dritten
Lebensjahres, beschrieben. Diese Verlaufsform ist gekennzeichnet durch Stag-
nation und rasch progrediente Ruckschritte in der motorischen und kognitiven
Entwicklung in einem frihen Entwicklungsstadium mit Versterben oft im ersten

Lebensjahrzehnt (Ammann-Schnell et al., 2021).
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Der Verlauf bei Geschwisterkindern mit spat-infantiler MLD ist &hnlich homogen
wie bei nicht-verwandten Patienten mit spat-infantiler metachromatischer Leu-
kodystrophie (Elgun et al., 2019).

Bei Patienten mit der juvenilen Form der MLD wird je nach Beginn eine fruhjuvenil
(Onset meist mit 4 bis 6 Jahren) von einer spatjuvenil (Onset meist mit 6 bis 10
Jahren) Form unterschieden. Hierbei kommt es zu einem motorischen und geis-
tigen Abbau, der langsamer progredient und etwas variabler ist als bei der spat-
infantilen Form. Bei Geschwisterkindern von Patienten mit juveniler MLD, bei de-
nen ebenfalls die Diagnose juvenile MLD gestellt wurde, wurde ebenfalls eine
gewisse Variabilitat beschrieben, so dass nicht allein vom Genotyp ein eindeuti-
ger Phanotyp bezlglich erster Symptome und weiterem Krankheitsverlauf fest-
gelegt werden kann (Elgun et al., 2019).

Patienten mit der adulten Form der MLD haben meist einen Krankheitsbeginn im
fortgeschrittenen Jugendalter, respektive der fruhen Adoleszenz ab 16 Jahren,
mit spastischen L&hmungen und kognitiven Einschrankungen. Die Uberlebens-
zeit kann mehrere Jahrzehnte betragen. Haufig werden Patienten mit adulter
MLD mit fruihbeginnender Demenz oder Schizophrenie fehldiagnostiziert, was
eine hohere Dunkelziffer zur Folge hat (Kohler et al., 2018) (Kothbauer et al.,
1977).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass je fruher die metachromatische Leu-
kodystrophie klinisch relevant symptomatisch wird und je starker die motorischen
Symptome ausgepragt sind, desto rascher progredient ist der Verlauf mit frihzei-

tigem Verlust der motorischen und kognitiven Fahigkeiten (Kehrer et al., 2021).

1.2.3 Symptomatik der MLD

Durch die progrediente Neurodegeneration bei zunachst sich normal entwickeln-
den Patienten mit metachromatischer Leukodystrophie werden die Meilensteine
der kindlichen Entwicklung im Verlauf dann nicht mehr oder nur noch verspatet
erreicht und wieder verlernt (Sessa et al., 2016). Hierzu zahlen u.a. das freie Sit-
zen, Krabbeln, Hochziehen und Gehen mit Halt. Ein haufiger Erstbefund ist die
motorische Verschlechterung nach einem Infekt oder der Abbau schulischer Leis-

tungen.
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Bereits im frihen Kindesalter, bei der spat-infantilen Verlaufsform, werden zu-
nachst schlaffe, spater dann spastische Paresen entwickelt, welche in eine fort-
schreitende Bewegungs- und Gangstorungen Ubergehen. Auch abnormale Be-
wegungsmuster sowie weitere Entwicklungsruckschritte werden bei spat-infanti-
len Patienten beobachtet (Gieselmann und Krageloh-Mann, 2010). Meist folgt auf
ein Stadium der Stagnation ein rapider Verlust der lebensnotwendigen Korper-
funktionen, dies kann u.a. bis zur Dysarthrie fihren (Ammann-Schnell et al.,
2021).

Bei der juvenilen Verlaufsform konnen sich neben den o0.g. motorischen Sympto-
men auch primar der Verlust kognitiver Fahigkeiten und fruh demenzielle Ten-
denzen bemerkbar machen (Schulze et al., 2015). Hier ist die Feinmotorik bei
komplexeren Aufgabenmustern und die Konzentrationsfahigkeit haufig beson-
ders betroffen (Gieselmann und Krageloh-Mann, 2010).

Meist fallen die Patienten primar in der Schule durch Gangstérungen, Nachlas-
sen der Konzentrationsfahigkeit und Verhaltensauffalligkeiten auf. Nach einem
stabilen Plateau verlieren die Patienten dann auch weitere motorische Fahigkei-
ten (Ammann-Schnell et al., 2021).

Das Nachlassen der Sprachfahigkeiten und die sich verschlechternden kogniti-
ven Fahigkeiten konnten in Langzeitstudien festgehalten werden und dienen u.a.
als Entscheidungshilfe fur die Therapie und die Einschatzung des individuellen
Verlaufs (Kehrer et al., 2014).

Bei Fortschreiten der Krankheit kann sich aul3erdem durch die Atrophie des Ner-
vus opticus klinisch ein Visusverlust prasentieren, welcher die Lebensqualitat
weiter einschrankt (Pineles und Balcer, 2019) (Libert et al., 1979). Haufig wird im
Abdomenultraschall bei Kindern mit MLD eine Choledocholithiasis mit Sludgebil-
dung festgestellt (Kim et al., 2017). Diese Manifestationen kdnnen zu chirurgi-
schen Interventionen, wie einer Cholezystektomie, fuhren.

Patienten leiden auRerdem im Krankheitsverlauf an einschrankenden und fort-
schreitenden peripheren Neuropathien (Beerepoot et al., 2019).
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1.2.4 Verlauf und Klassifizierung nach GMFC-MLD

Die Metachromatische Leukodystrophie zeigt einen stadienhaften Verlauf. Nach
den bei der Erstmanifestation auffallig gewordenen Primarsymptomen stellt sich
eine bis zu mehreren Jahren anhaltende Stagnation ein. Diese Plateauphase
kann je nach Verlaufsform kurzer oder langer andauern (Elgun et al., 2019). Der
Stagnation folgt dann eine rasche Progression mit deutlicher Verschlechterung
der Symptome, bis ein stabiler Endzustand erreicht ist (Kehrer et al., 2011).

Je nach Schwere und Art der Symptome bei Krankheitsbeginn konnen sich
schwerere und mildere Verlaufe der MLD einstellen. Treten bei frihem Krank-
heitsbeginn bereits motorische Defizite auf, wurde ein rasch progredienter Ver-
lauf bei Patienten mit MLD beobachtet.

Unabhangig vom Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose konnte gezeigt werden,
dass sich bei Patienten mit ausschlief3lich kognitivem Defizit zum Diagnosezeit-
punkt ein milderer Verlauf der Erkrankung angeschlossen hat (Kehrer et al.,
2021).

Zur Quantifizierung und Beschreibung der motorischen Funktionsfahigkeit wurde
die Gross — Motor — Function — Classifaction fur die MLD, kurz GMFC-MLD ein-
gefuhrt (Kehrer et al., 2011). Diese dient bei den regelmafigen Vorstellungen der
Patienten auch zur Bewertung des klinischen Verlaufs in den verschiedenen Sta-

dien und kann fur die Therapieevaluation genutzt werden.

1.2.5 Therapieoptionen

Im folgenden Abschnitt werden verschiedene Aspekte der Erforschung von The-
rapieoptionen bei Metachromatischer Leukodystrophie dargestellt.

Nach einer erfolgreichen Phase 1/ 2 Studie wurde kurzlich eine (ex vivo lentivi-
rale) Gentherapie mittels autologer Stammzelltransplantation zugelassen
(Fumagalli et al., 2022). Hierbei wird ein lentiviraler Vektor genutzt, um das funk-
tionsfahige ARSA-Enzym in hamatopoetische (autologe) Stammzellen zu integ-
rieren und dem Patienten als Transplantat zurickzufuhren (Biffi et al., 2013).

In Langzeitstudien konnte zudem ein positiver Effekt der allogenen HSZT auf die
Grobmotorik, Sprachfahigkeiten und einen verringerten MRI-Score nachgewie-
sen werden (Groeschel et al., 2016b).
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Auch erganzende TherapiemalRnahmen, wie die Therapie mit mesenchymalen
Stammzellen (MSC) nach einer HSZT, wurden als sicher getestet und von den
Patienten gut vertragen (Cabanillas Stanchi et al., 2022).

Bei einem weiteren Therapiekonzept, der Enzymersatztherapie (ERT) wird das
fehlende Enzym intravends dem Patienten zugeflhrt und durch intrazellulare
Transportsysteme zu den Lysosomen beférdert. Durch die fehlende Fahigkeit der
ARSA die Blut-Hirn-Schranke zu uberwinden, konnte kein deutlicher Effekt bei
der intravendsen Gabe erzielt werden. In klinischen Studien werden daher an-
dere intrazerebrale Transportsysteme fur die ERT getestet (van Rappard et al.,
2015).

Anschlielend durchgefuhrte klinische Studien zur intravendsen Gabe der A-
rylsulfatase A wurden zwar gut toleriert, erwiesen aber keinen protektiven Effekt
auf die motorische und kognitive Verschlechterung im Krankheitsverlauf (Dali et
al., 2021).

Einige erste praklinische Studien zeigen auch positive Aspekte einer Genthera-
pie, welche Adeno-assoziierte Viren nutzt (Rosenberg et al., 2016). Diese Gen-
therapie stellt eine neuere vielversprechende Therapieoption im Vergleich zur
hamatopoetischen Stammzelltransplantation dar, bedarf allerdings noch einer
Langzeitanalyse (Krageloh-Mann und Groeschel, 2016).

Als eine weitere supportive Therapieoption wird von der intrathekale Baclofen-
therapie zur erganzenden Behandlung der Spastik bei Patienten mit MLD berich-
tet. Eine frihzeitige Hinzunahme von Baclofen kann die tagliche Pflege der Pati-
enten verbessern (Van Der Veldt et al., 2018).

Die genannten Studien zeigen die verschiedenen Ansatzpunkte in der Entwick-
lung neuer Therapiekonzepte. Da die derzeitigen Optionen noch keine kausale
Therapieoption darstellen, ist die Notwendigkeit der Erforschung sowohl neuer
Therapie-, als auch Diagnostikkonzepte in einem fruheren klinischen Stadium der
Erkrankung gegeben.
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1.3 Stand der Forschung

Je fruher die Metachromatische Leukodystrophie diagnostiziert wird und je breiter
das Wissen in der medizinischen Versorgungsinfrastruktur tber mogliche Erst-
symptome der MLD ist, desto eher kdnnen betroffene Patienten einer spezifi-
schen Diagnostik zugefuhrt und fruhzeitig eine individuelle Therapiestrategie er-
arbeitet werden (Kehrer et al., 2014).

Die physiologische Entwicklung der weilden Substanz kann mittels Diffusions-
MRT-Bildgebung u.a. in Bezug auf Myelinisierung und Axondichte beschrieben
werden. Das Wissen hierzu ist fur die Detektion und Diagnostik von pathologi-
schen Veranderungen im Gehirn von Heranwachsenden essenziell (Lebel et al.,
2017). Verschiedene Forschungsgruppen weltweit untersuchen die Metachroma-
tische Leukodystrophie anhand ihrer pathologischen neuronalen Veranderungen
mit neueren bildgebenden Verfahren. Sie konnten hierbei bereits nachfolgend
aufgefuhrte Parameter zur Quantifizierung der hirnmorphologischen Verande-
rung untersuchen und veroffentlichen.

Der Demyelination Load wurde als nichtinvasiver volumetrischer MRT-Marker zur
klinischen Verlaufsbeschreibung der Demyelinisierung und als Entscheidungs-
hilfe zur Therapieindikation untersucht und kann als Referenzparameter genutzt
werden (Groeschel et al., 2012). AuRerdem dient der Demyelination Load bei
Diagnosestellung als Pradikator fur den folgenden Krankheitsprogress bei juve-
niler MLD (Strolin et al., 2017).

In der MR-Spektroskopie sind erniedrigte N-Acetylaspartat-Peaks und erhohte
Cholin-Peaks hinweisgebend auf eine MLD (Schulze et al., 2015).

Die Veranderung der Mikrostruktur durch Verlust von Myelin und pathologisch
erhohter Einlagerung von Sulfatiden kann mittels Diffusions — Tensor — Bildge-
bung dargestellt werden (van Rappard et al., 2018). Diese Art der neueren diffu-
sionsgewichteten MRT-Bildgebung kann erganzende Biomarker fur den Krank-
heitsverlauf hervorbringen und weitere Aspekte fur die therapeutischen Evalua-
tion liefern (Amedick et al., 2018). Die Diffusionsparameter apparenter Diffusi-
onskoeffizient (ADC) und fraktionelle Anisotropie (FA) quantifizieren die Fahigkeit
von Wassermolekulen zu diffundieren. Errechnet werden die Parameter anhand

der Bewegungsmoglichkeiten der Wassermolekule im dreidimensionalen Raum
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(ADC) oder der Gerichtetheit der Diffusion entlang von Faserbahnen (FA). Dies
ermoglicht interindividuelle Vergleiche und longitudinale Betrachtungen von
Krankheitsprozessen (Huisman et al., 2006).

Da es bei Patienten mit spat-infantiler MLD im fortgeschrittenen Stadium aller-
dings auch zu einer sogenannten T2-Pseudonormalisierung in der weif3en Sub-
stanz kommen kann, ist die Entwicklung von spezifischeren MRT-Protokollen ne-
ben der anatomischen Bildgebung wichtig (Martin et al., 2021).

Nebst den aktuellen Forschungsergebnissen der bildmorphologischen Verande-
rungen der MLD ist weiterhin die Erforschung pathogenetischer Prozesse auf
Zellebene wichtig fur die Entwicklung neuer Therapiekonzepte (van der Knaap
und Bugiani, 2017).

Die Auswirkungen der MLD auf das Leben der betroffenen Person ist erheblich.
Zu nennen sind allerdings auch die psychischen und physischen Auswirkungen
auf die betreuenden Eltern und die weiteren Familienangehorigen. Hier zeigten
sich eine deutliche Verminderung des individuellen Wohlergehens (Gewichtsver-
lust, fehlende Autonomie), herausfordernde familiare Beziehungen sowie redu-
zierte soziale Kontakte (Eichler et al., 2016). Bei Eltern von an MLD erkrankten
Kindern konnte aullerdem gezeigt werden, dass die gesundheitsbezogene Le-
bensqualitat signifikant reduziert war. Dies betrifft MUtter deutlich drastischer, hat
aber ebenfalls deutliche Auswirkungen auf die ganze Familie (Ammann-Schnell
et al., 2021).

Sowohl die deutlichen Auswirkungen auf die betroffenen Kinder und Familien als
auch die sich aktuell in klinischen Studien befindlichen neuen Therapiekonzepte,
machen weitere neue Forschungsprojekte zur frihzeitigeren Diagnostik der MLD
unabdingbar. Optimalerweise kann eine fruhzeitige Diagnose dazu fuhren, dass
an MLD-erkrankte Kinder einer Therapie im fruhen Stadium zugefuhrt werden

konnen (Federico und de Visser, 2021).
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1.4 Fragestellung und Hypothese

Ziel dieses Promotionsprojektes ist es, anhand von Messungen der Diffusions-
parameter ADC und FA in drei verschiedenen vordefinierten anatomischen Re-
gionen im Gehirn zum Zeitpunkt der Diagnosestellung der MLD sowie bei den
regelmaligen Folgeuntersuchungen die mikrostrukturellen Veranderungen in
Korrelation zum Krankheitsverlauf und der motorischen und kognitiven Sympto-
matik naher zu beschreiben.

Es wird die Annahme formuliert, dass eher motorisch betroffene Patienten auf-
fallige Diffusionsparameter in der Zentralregion und dem hinteren Kapselschen-
kel der Capsula interna aufweisen. Dort verlaufen Fasern des corticospinalen
Traktes vom Cortex cerebri durch die Zentralregion (CR) Uber den hinteren Kap-
selschenkel der Capsula interna (PLIC) bis in das Ruckenmark. Festgestellte
Veranderungen und Korrelationen der Diffusionsparameter ADC und FA mit dem
GMFC-MLD werden hier genauer betrachtet und analysiert.

Bei eher kognitiv betroffenen Patienten wird die Annahme formuliert, dass Ver-
anderungen vorrangig in der frontalen weilen Substanz (FWM) messbar sind
und Veranderungen sowie Korrelationen der Diffusionsparamater ADC und FA
mit dem Intelligenzquotienten bestehen.

Eine weitere Fragestellung lautet, ob bei Patienten mit einem sich schnell ver-
schlechternden Krankheitsverlauf bereits zum Zeitpunkt der Diagnose Hinweise
auf diese Art des Krankheitsverlaufes durch die gemessenen Diffusionsparame-
ter vorliegen.

Fur die Evaluation neuer Therapieoptionen und zur Patientenberatung werden
MRT-Verlaufsparameter, wie der MRI-Score, bereits genutzt (Groeschel et al.,
2011). In diesem Promotionsprojekt wird untersucht, ob die Diffusionsparameter
ADC und FA als quantifizierende und pradiktive Parameter neue Aspekte in das
Diagnostik- und Behandlungskonzept der MLD einflie3en lassen konnen.
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1.5 Hinweis zu gendergerechten Kollektivbezeichnungen

Dieser Absatz definiert gendergerechte Bezeichnungen fur diese Dissertations-
schrift. Wenn im folgenden Text von Patienten zu lesen ist, sind Patientinnen und
Patienten von jedem medizinisch, biologisch definierten Geschlecht und jeder
personlich fur das Individuum gewahlten Geschlechts- oder Gruppenzugehorig-
keit inbegriffen. Dies gilt auRerdem fiir Arztinnen und Arzte, Forscherinnen und
Forscher, etc. Die Grundlagen fur die hier genutzten Bezeichnungen sind die
wahrend des Zeitraumes der Erstellung dieser Dissertationsschrift Ublichen For-
mulierungen. Ziel von diesem Absatz ist es, dass sich beim Lesen Niemand dis-
kriminiert, ausgeschlossen oder nicht beachtet fuhlt. Im wissenschaftlichen Kon-
text wird jedoch zwischen den biologisch definierten Geschlechtern mannlich und

weiblich im untersuchten Kollektiv differenziert.

1.6 Lizenzen fur die Verwendung von Abbildungen und Tabellen

Die hier dargestellten Abbildungen wurden eigenstandig mit dem Programm JMP
16 erstellt und in dieser Form nicht anderweitig publiziert. Die Lizenzen fur die
Nutzung der Programme SPSS und JMP wurden von der Universitat Tubingen
zur Verfugung gestellit.

Die in dieser Dissertationsschrift prasentierten Ergebnisse wurden in ahnlicher
Weise in dem im Mai 2023 im Journal Neuropediatrics publizierten Artikel mit
dem Titel ,Clinical significance of diffusion imaging in metachromatic leukodys-
trophy“ in Abbildungen dargestellt (Amedick et al., 2023). Die Freigabe zur Ver-
wendung erfolgt durch den veroffentlichenden Verlag Thieme im Mai 2023.

Die Tabellen wurden ebenfalls eigenstandig erstellt. Ausschlie3lich die Tabelle
zur Darstellung des GMFC-MLD-Scores wurde aus der Ursprungsveroffentli-
chung Ubernommen (Kehrer et al., 2011). Die Freigabe zur Verwendung erfolgte
durch den veréffentlichenden Verlag John Wiley and Sons im Mai 2023.

Die Abbildungen in dieser Dissertationsschrift enthalten beispielhafte Markierung
in den betrachteten Hirnarealen aus dem Kontrollkollektiv. Aus datenschutzrecht-
lichen Grinden werden keine MRT-Scans von Patienten abgebildet.
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2 Material und Methoden

2.1 Datengrundlage

Die MRT-Scans und die daraus errechneten Diffusionsparameter von Patienten
mit metachromatischer Leukodystrophie mit dem naturlichen Krankheitsverlauf
und die des Kontrollkollektivs wurden identisch vorbearbeitet, gemessen und an-
schlieBend ausgewertet. Ein Skript zur vereinheitlichten Datengewinnung sowie
deren Verarbeitung und Messung wurde erstellt und die einzelnen Arbeitsschritte

im Folgenden beschrieben. Das komplette Skript ist im Anhang zu finden.

2.1.1 Patientenkollektiv

Im Rahmen des Deutschen Netzwerk Leukodystrophie LEUKONET wurden seit
2006 Daten von an MLD erkrankten Patienten, mit schriftlichem Einverstandnis
der Eltern, gesammelt und ausgewertet (Kehrer et al., 2021) (Strolin, 2018).
Das Ethikkomitee der Eberhard Karls Universitat Tubingen hat dieser Studie zu-
gestimmt (401/2005).

Fur dieses Promotionsprojekt wurden aus dem Kollektiv MRT-Scans und Klini-
sche Daten von Patienten mit dem naturlichen, nicht therapierten Krankheitsver-
lauf im Alter von 0,5 bis 39,9 Jahren (im Durchschnitt 6,5 Jahre) verarbeitet und
ausgewertet. Insgesamt konnten 111 MRT-Scans von 83 Patienten untersucht
und verarbeitet werden. Dabei zeigt Tabelle 2 die Aufteilung des Patientenkollek-
tivs in die verschiedenen Krankheitsverlaufe spat-infantil, juvenil und adult sowie

die Anzahl der Datensatze bzw. Scans.

Tabelle 1: Patientenkollektiv mit Krankheitsverlauf und Anzahl Scans

Krankheitsverlauf Anzahl Patienten Anzahl Datensatze
Spat-infantil 35 42

Juvenil 45 66

Adult 3 3
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2.1.2 Kontrollkollektiv

Die MRT-Scans der nicht an MLD-erkrankten Kontrollgruppe entstammen der C-
MIND-Sammlung (Cincinnati MR Imaging of Neurodevelopment), welche von
dem National Institute of Mental Health Data Archive (NDA) zur Verfugung ge-
stellt wird (Holland und Vannest, 2015). Zum Zeitpunkt der Datenverarbeitung
wurden von 120 Individuen im Alter von 0,09 bis 18,87 Jahren (Mittelwert: 8,0)
insgesamt 188 MRT-Scans als Kontrolldaten verwendet. Die genauen Verweise
auf die Kontroll-MRT Daten finden sich in der o.g. Veroffentlichung (Amedick et
al., 2023)

2.1.3 Ein- und Ausschlusskriterien

Es wurden MRT-Scans von Patienten des naturlichen, nicht-therapierten Krank-
heitsverlaufs verwendet. Scans nach Therapiebeginn wurden von dieser Be-
trachtung ausgenommen. Einschlusskriterium ist das Defizit der ARSA als leiten-
des Diagnosekriterium fur die MLD, welches im Urintest anhand des erhohten
Sulfatidlevels festgestellt wurde.

Von der statistischen Auswertung ausgeschlossene Daten erfullten nicht die Kri-
terien der vollstandigen, standardisierten Verarbeitung bis hin zur Messung in
den drei definierten anatomischen Regionen.

Jegliche im Folgenden beispielhaft beschriebene Probleme an den DWI-Datens-
atzen oder fehlende DWI-Datensatze fuhrten zum Ausschluss des jeweiligen
MRT-Scans. Bei alteren Messungen vor den Jahren 2006 bzw. 2007 fehlten hau-
figer die zur Verarbeitung benoétigten DWI-Daten, wie Richtungsinformationen
und b-Wert. Zu Fehlermeldungen kam es bei nicht korrigierbaren Bewegungsar-
tefakten, MaRabweichung, fehlenden Dateninformationen, fehlgeschlagener Ko-
registrierung der diffusionsgewichteten ADC- und FA-Maps mit den anatomi-
schen Datensatzen zur ROI-Setzung, fehlende bO-Werte und Probleme bei der
Generierung des Diffusionstensors.
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2.1.4 Gutekriterien wissenschaftlichen Arbeitens

Durch die vereinheitlichte und prozessoptimierte Datenerhebung und Messung
der Diffusionsparameter sowie die darauffolgende Auswertung und Interpretation
der Messwerte soll den allgemein gultigen Gutekriterien wissenschaftlichen Ar-
beitens entsprochen werden (Haas-Unmussig und Schmidt, 2010). In ihrer jetzi-
gen Form sind die aktuellen Gutekriterien weiter ausgearbeitete und angepasste
Versionen aus fruheren Publikationen (Lincoln et al., 1985).

In diesem Material- und Methodenteil wird das erarbeitete Konzept dargestellt
und im Anhang das Skript fur MRtrix (www.mrtrix.org) aufgefuhrt. Die Durchfuh-
rung erfolgte gemall dem in 2.5 und im Anhang dargestellten Schema und die
den Ausschlusskriterien entsprochenen Daten wurden aus der Betrachtung ge-
nommen.

Abschlieliend wird im Diskussionsteil ein kritischer Blick auf die Einhaltung der
Gutekriterien wahrend des Promotionsprojektes geworfen und eventueller Opti-

mierungsbedarf erlautert.


http://www.mrtrix.org/
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2.2 Anatomische MRT-Bildgebung

Die T1- und T2- Sequenzen stellen im Wesentlichen die anatomischen Bildinfor-
mationen des MRT-Scans dar. Ein Magnetresonanztomograph nutzt die magne-
tischen Eigenschaften von Wassermolekulen. Diese lassen sich durch ein aulRe-
res Magnetfeld anregen und richten sich entlang dieses Feldes aus. Mit einer
Prazessionsbewegung reagieren die Spins der Wasserstoffteilchen auf den ge-
setzten Impuls. Dies geschieht mit einer spezifischen Frequenz, der sog. Larmor-
frequenz, auf die die moderne Bildgebung des Magnetresonanztomographen be-
ruht (Weishaupt et al., 2014).

Die Beweglichkeit der Wassermolekule, welche im MRT gemessen werden kann,
wird durch die sich verandernde Diffusionsfahigkeit als Folge der Demyelinisie-
rung bei der metachromatischen Leukodystrophie zu einem wichtigen quantifizie-
renden Merkmal.

Neben der durch klinische Tests messbaren motorischen und kognitiven Ver-
schlechterung des Patienten und dem ARSA-Defizit werden diese Sequenzen
auch zur bildgebenden Diagnostik und Einordnung der MLD genutzt.

Im eher fortgeschrittenen, also bereits klinisch mit Symptomen prasentierenden,
Stadium kann die Demyelinisierung im ZNS und PNS radiologisch beschrieben
werden. Im ZNS ist eine T2-Hyperintensitat ein Ausdruck fur diese Demyelinisie-
rung (Groeschel et al., 2011).

2.21 T1-gewichtete Scans

Von einer hohen T1-Gewichtung wird gesprochen, wenn die Repetitionszeit, also
die Zeit zwischen zwei Magnetisierungen einer Schicht, weniger als 600ms be-
tragt und eine kurze Echozeit (geringer als 15ms) gewahlt wird. Die Echozeit ist
das zeitliche Intervall zwischen magnetischer Anregung der Schicht und der Mes-
sung des Signals. Gewebe mit einer schnellen Relaxierung erholen sich rascher
von dieser Magnetisierung und erzeugen bei erneuter Anregung ein starkes und
helles Signal. Fettreiche Gewebe und knocherne Strukturen sind daherin T1 ge-
wichteten Scans hell dargestellt. Liquor hingegen erscheint dunkel, da die sich
frei bewegenden Wassermolekule in der kurz gewahlten Messzeit noch nicht wie-

der relaxiert sind. Diese Sequenzen werden vorrangig fur anatomische Land-
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markendefinierungen genutzt, da ihr Bildkontrast zwischen grauer und weil3er
Substanz hoher ist und MRT-Scans mit hdheren Auflosungen erzeugt werden
konnen. (Groeschel et al., 2012). Sie dienen in diesem Promotionsprojekt zur
Koregistrierung mit den diffusionsgewichteten Sequenzen und als anatomische
Schablone bei der Setzung der ROls in den drei dafur vorgesehenen anatomi-
schen Regionen. Je genauer die Setzung der ROIs durch hochauflosende Se-
quenzen ermoglicht werden kann, desto reproduzierbarer und genauer kdnnen

die Diffusionsparameter gemessen werden.

2.2.2 T2-gewichtete Scans

Damit der MRT-Scan eine Kontrastbildung mit hoher T2-Gewichtung darstellt,
wird der T1-Kontrast durch Erhohung der Repetitionszeit auf >2.000ms minimiert.
Die Echozeit wird zwischen 30 und 150ms gewahlt und bestimmt den Bildkontrast
(Weishaupt et al., 2014). Flissige Strukturen weisen nach beispielsweise 60ms
noch eine starker messbare Signalintensitat auf als solitare Strukturen. Liquor
wird im T2-gewichteten Bild heller dargestellt als die umgebende Hirnpa-
renchymstruktur.

Durch die Atrophie im zentralen Marklager wird bei Patienten mit metachromati-
scher Leukodystrophie eine charakteristische T2-Hyperintensitat beschrieben
(Gieselmann und Krageloh-Mann, 2019). Die zerstorten Strukturen ermoglichen
eine erhohte Beweglichkeit der Wassermolekule im Vergleich zu gesunden Hirn-
arealen im zentralen Marklager.

Im fortgeschrittenen Stadium des natirlichen Krankheitsverlaufes der MLD wird
eine T2-Pseudonormalisierung beschrieben. Durch abnormale und hochpatholo-
gische Veranderungen der zerebralen Mikrostruktur wirkt der Bildkontrast pseu-
donormal. Im deutlich fortgeschrittenen Krankheitsstadium uberwiegen die Akku-
mulation von Lipidstoffwechselzwischenprodukten, die Folgen der Demyelinisie-
rung und der endgradige Verlust neuronaler Strukturen (Martin et al., 2021).
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2.3 Diffusionsgewichtete MRT-Bildgebung

Der apparente Diffusionskoeffizient und die fraktionelle Anisotropie sind diffusi-
onsgewichtete MR-Parameter zur Quantifizierung der Demyelinisierung. Der
Grad der Diffusionsgewichtung des Scans wird mit dem b-Wert bemessen. Zur
Generierung der ADC- und FA-Maps sind Scans mit Messprotokollen fur Diffu-
sion Weighted Imaging und Diffusion Tensor Imaging noétig. Die mittlere Schicht-
dicke bzw. raumliche Auflosung betragt bei den Patientendaten 4,4mm mit einem

Bereich von 2-7,2mm.

2.3.1 MaR fur die Diffusionswichtung als b-Wert

Der sogenannte b-Wert als Mal} fur die Diffusionswichtung quantifiziert die Starke
der Diffusionsgewichtung des vorliegenden Bildkontrastes. In einer Grundlagen-
arbeit fihrten 1965 Stejskal und Tanner den Begriff b-Wert ein, welcher noch
heute fur die Diffusionsbildgebung eine wesentliche Rolle spielt (Stejskal und
Tanner, 1965).

Je hoher dieser Wert ist, desto starker ist die Signalabschwachung durch Diffu-
sion. Ein Scan mit einem b-Wert von 0 beinhaltet also noch viele anatomische
Informationen. Es wurden vorzugsweise Sequenzen mit b-Werten <1000 s/mm?
(700-1000 s/ mm?) bei dem Patientenkollektiv verwendet. Die Sequenzen des

Kontrollkollektivs wurden mit einem einheitlichen b-Wert von 1000 s/ mm? erstellt.

2.3.2 Diffusion Weighted Imaging

Durch Diffusion Weighted Imaging kann, mittels starker Echoplanarsequenzen
des Magnetfeldes des MRTs, die Diffusion der Wassermolekule abgebildet wer-
den (Sener, 2001). Aus Sequenzen mit unterschiedlichen b-Werten kdnnen so
Abbildungen der Wasserdiffusion erstellt und der ADC-Wert errechnet werden
(Le Bihan, 2013).

Diese Art der Bildgebung wird im klinischen Alltag zur Diagnostik und Therapie-
entscheidung bei Patienten mit ischamischem Schlaganfall mittels Perfusions-
Diffusions-Mismatch herangezogen. Aul3erdem dient sie der Einteilung von Pros-

tatalasionen.
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2.3.3 Diffusion Tensor Imaging

Das Diffusion Tensor Imaging stellt die Richtungsabhangigkeit der Diffusion dar.
Hierfir werden mindestens sechs Richtungsinformationen bendtigt. Eine drei-
mal-drei Matrix zur Beschreibung des dreidimensionalen Diffusionsverhaltens
aus Eigenwerten (engl. Eigenvalues) und Eigenvektoren kann so errechnet wer-
den. Diese modernere und datenintensivere Bildgebung dient der Generierung
und Berechnung der fraktionellen Anisotropie (Groeschel et al., 2016a).

Im klinischen Alltag wird dieses bildgebende Verfahren auch bei der Fruhdiag-
nostik des ischamischen Schlaganfalls sowie zur Operationsplanung von Hirn-

tumoren verwendet.

2.3.4 Apparenter Diffusionskoeffizient

Der scheinbare Diffusionskoeffizient, apparent diffusion coefficent (ADC), gibt
eine naherungsweise Beschreibung der Diffusivitat, der Moglichkeit zur Bewe-
gung von Wassermolekulen mit nicht-linearen Regressionsmodellen (zwei bis
drei b-Werte) an. Dabei zeigt die sogenannte ADC-Map die raumliche Verteilung
des apparenten Diffusionskoeffizienten als Negativbild. Hier sind also Bereiche
mit hoher Diffusivitat hell, Bereiche mit niedriger Diffusivitat dunkel dargestellt.
Aus den Datensatzen konnten 111 ADC-Maps generiert werden.

2.3.5 Fraktionelle Anisotropie

Die Fraktionelle Anisotropie (FA) beschreibt die gerichtete Diffusion beziehungs-
weise Kompaktheit von neuronalen Faserbahnen. Dargestellt wird die longitudi-
nale und transversale Diffusion gerichtet entlang dieser Faserbahnen. Die FA ist
also ein Indikator fur die Unversehrtheit von Faserbahnen. Ein Zustand freier,
also ungerichteter, Diffusion wird als Isotropie bezeichnet und ist physiologisch
im Liquorraum maoglich.

Aus den Datensatzen konnten 48 FA-Maps generiert werden.
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2.3.6 Eigenvektor

Die Richtung der Diffusion wird durch Eigenvektoren (EV) angegeben. Diese wird
im entsprechenden Bild farblich markiert. Eine Faserbahn mit transversaler, also
z.B. von der linken zur rechten Hirnhemisphare verlaufender Diffusion, wird rot
dargestellt. Eine Faserbahn mit longitudinaler, also z.B. von occipital nach frontal
verlaufender Diffusion, wird grun dargestellt. Eine blau dargestellte Diffusions-
richtung beschreibt Faserbahnen, welche z.B. bei axialen Schnitten aus der Bild-
ebene hinaus oder in die Bildebene hineingehen.

Die Darstellung der Faserbahnen im Eigenvektorbild diente in diesem Promoti-
onsprojekt der genaueren Identifikation feiner Faserbahnen im Bereich des hin-
teren Kapselschenkels der Capsula interna (PLIC). Hier verlaufen vorwiegend
motorische Fasern des corticospinalen Traktes.
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2.4 Klinische Parameter

Zur Beurteilung des klinischen Verlaufs der Patienten wurden Scores zur Ein-
schatzung der Motorik (GMFC-MLD), des Krankheitsverlaufs und der kognitiven
Fahigkeiten (IQ) verwendet.

241 GMFC-MLD

Die motorischen Fahigkeiten von Patienten mit MLD konnen anhand des GMFC-
MLD-Scores quantifiziert werden. Eine Klassifizierung in Level 0 bedeutet voll-
standige Funktionsfahigkeit der Grobmotorik, also motorische Symptomfreiheit.
Dahingegen wird eine Einstufung in Level 6 mit dem kompletten Verlust der grob-
motorischen Fahigkeiten bewertet (Kehrer et al., 2011). Fir die Beurteilung des
Krankheitsverlaufs ist sowohl der GMFC-MLD Score zum Diagnosezeitpunkt so-
wie die Dynamik bei den Kontrolluntersuchungen entscheidend. Die Patienten
wurden bei jeder Vorstellung im Krankenhaus zur Therapieevaluation und Ver-
laufsbeschreibung erneut mittels GMFC-MLD Score eingestuft. Es konnten 111
Scans und die zugehorigen GMFC-MLD Scores in die Datenanalyse aufgenom-
men werden.

In Tabelle 2 wird der GMFC-MLD, welcher ab einem Alter von 18 Monaten an-
wendbar ist, aufgelistet.

Tabelle 2: GMFC-MLD nach Kehrer et al., 2011

Level 0 Gehen ohne Unterstiitzung in altersentsprechender Qualitat und Performance
moglich
Level 1 Gehen ohne Unterstiitzung in reduzierter Qualitat und Performance mdglich,

z.B. mit Steh-, oder Ganginstabilitat

Level 2 Gehen mit Unterstiitzung. Ohne Unterstiitzung weniger als funf Schritte freien

Gehens mdoglich

Level 3 Sitzen ohne Unterstiitzung und Fortbewegung, wie z.B. Krabbeln oder Rollen,
maoglich. Gehen mit und ohne Unterstitzung nicht moglich.

Level 4 (a) Sitzen ohne Unterstiitzung moglich, keine Fortbewegung mdglich
(b) Sitzen ohne Unterstiitzung nicht moglich, Fortbewegung méglich, wie z.B.

Krabben oder Rollen

Level 5 Keine Fortbewegung und kein Sitzen ohne Unterstiitzung maéglich, Kopfkon-

trolle erhalten

Level 6 Verlust jeder Fortbewegung, keine Kopf- oder Rumpfkontrolle
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2.4.2 Krankheitsverlauf

Zusatzlich zur Schwere der Symptome kann je nach Dauer des Krankheitsfort-
schrittes in einen rasch progredienten und langsam progredienten Krankheitsver-
lauf eingeteilt werden. Patienten, bei denen weniger oder genau 27 Monate zwi-
schen dem Progress von Level 1 zu Level 2 festgestellt werden konnte, wurden
als rasch progredient eingestuft. Umgekehrt wurden Patienten, die entweder ei-
nen Progress von mehr als 27 Monate von Level 1 zu Level 2 oder langer als 27
Monate ab Krankheitsbeginn ohne Klassifikation in Level 1, also z.B. ausschliel3-
lich kognitive Symptome prasentierten, wurden als langsam progredient einge-
stuft (Strolin et al., 2017).

2.4.3 Intelligenzquotient

Die Messung des Intelligenzquotienten (1Q) wurde mit bereits klinisch etablierten
Testungen durchgefuhrt. Der Wechsler Intelligence Scale for Children (WISC)
wurde bei jungen, meist juvenilen, Patienten angewendet (Kaufman et al., 2016)
und das Korrelat Wechsler Adult Intelligence Scale (WAIS) flr erwachsene Pati-
enten mit der adulten Form der MLD genutzt (Wechsler, 2008). Die jeweils in die
deutsche Sprache Ubersetzten und adaptierten Versionen sind auch unter dem
Namen HAWIK (Hamburg-Wechsler-Intelligenztest fur Kinder) zu finden.
AuRerdem wurde die Testung nach Kaufmann Assessment Battery for Children
(KABC II) durchgefuhrt (Lichtenberger und Kaufman, 2010).

Die aufgefuhrten Tests liefern miteinander kongruente Daten und sind fur die Da-
tenanalyse verwendbar. Bei 29 Scans liegt zum Zeitpunkt der Datenanalyse eine
Testung des Intelligenzquotienten vor.
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2.5 Datengewinnung und -verarbeitung

2.5.1 Vorverarbeitung der Rohdaten

Zur Sicherstellung der Verwendung qualitativ gleichwertiger Sequenzen wurde
bei den Datensatzen im DICOM-Format eine Fehlerkorrektur durchgefuhrt und in
den anschliefenden Schritten diffusionsgewichtete Sequenzen zur Messung der
ROI genutzt.

Die Vorverarbeitung fand mit FSL (Version 5.0.9 und 5.0.10.) und MRtrix (Version
0.3.12) statt. Es wurden, wann immer maoglich, hochwertige DTI bzw. DWI und
alternativ Trace-Sequenzen verwendet, die die durchschnittliche Diffusion in ver-
schiedenen Bildrichtungen abbilden.

Eine Ubersicht liber die verschiedenen Vorverarbeitungsschritte von den Rohda-
ten bis hin zur finalen ROI-Messung ist in Abbildung 1 zu sehen.

4. Berechnungvon b0, ADC, EV und FA 5. Koregistrierung mit T1- und T2-Bildern ROI

Abbildung 1: Vorverarbeitung der Rohdaten und ROI
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2.5.1.1 Konvertierung der Rohdaten

Das in der medizinischen Forschung einheitlich verwendete Datenformat DICOM
(Rohdaten) wurde als Standard definiert. Zur Verarbeitung der DICOM Datens-
atze in MRtrix wurde das Format NIFTI (.nii) bendtigt. Die Konvertierung der Roh-
daten in Datensatze mit diffusionsgewichteten Sequenzen erfolgte mittels MRitrix.
Nach Mdglichkeit wurde in das Format mit der Endung .mif konvertiert, da dieses
die hochste Informationsdichte aufwies. Die fur die Datenanalyse notwendigen
Bildinformationen wurden jedoch auch vollumfanglich von Sequenzen mit dem

Dateiformat .nii geliefert.

2.5.1.2 Rauschkorrektur

Standardmafig wurden das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis optimiert, um Signale
aulRerhalb des Sensitivitatsvolumens der Spule zu reduzieren. Durch Identifika-
tion redundanter Datenpunkte konnten zum Nachbargewebe scharfer abgrenz-
bare Areale erzeugt werden. Die Qualitat der Messung der Diffusionsparameter
hangt in grolem Male von der Signalqualitat des jeweiligen Bildpunktes ab.

2.5.1.3 Bewegungskorrektur

Da die Bildqualitat, speziell von diffusionsgewichteten Sequenzen, stark durch
Bewegungsartefakte kompromittiert wird, ist eine Bewegungskorrektur fur die
weitere Bildverarbeitung und -interpretation unerlasslich (Havsteen et al., 2017).
Zur Reduktion der Bewegungsartefakte wurden die Sequenzen nach der
Rauschkorrektur anschlieend bewegungskorrigiert. Anhand des in posterior-an-
teriorer Richtung aufgenommenen b0-Bildes konnten verzerrt oder gedreht auf-
genommene Diffusionssequenzen so korrigiert werden.

Nach den jeweiligen Konvertierungs- und Korrekturschritten wurden die Daten
kontrolliert, ob sie zur Extraktion und Berechnung u.a. der ADC- und FA-Maps
geeignet sind. Eine Fehlermeldung oder ein fehlerhafter Vorverarbeitungsschritt
hatte nach einem Korrekturversuch den Ausschluss des Datensatzes zur Folge.
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2.5.1.4 Berechnung von b0 und Generierung von ADC, FA und EV

Eine diffusionsgewichtete Sequenz mit einem b-Wert von 0 zeigt die anatomische
Information der Sequenz und wird aus den vorverarbeiteten DWI-Sequenzen ex-
trahiert.

Zusatzlich wurden die Sequenzen fur den apparenten Diffusionskoeffizienten, die
fraktionelle Anisotropie und der Eigenvektor als separate Datensatze, sog. Maps,
mit MRtrix erzeugt. Eine ADC-Karte oder ADC-Map gibt die raumliche Verteilung
des apparenten Diffusionskoeffizienten wieder. Hier werden die Areale mit pa-
thologisch veranderter Diffusion hell dargestellt.

2.5.1.5 Koregistrierung mit T1- und T2- Bildern

Die vereinheitlichte Messung der Diffusionsparameter in den ADC- und FA-Maps
in den richtigen anatomischen Regionen bedarf einer anatomischen Schablone.
Die Diffusionssequenz mit der meisten anatomischen Information, in diesem Fall
die generierte bO-Sequenz, ermoglicht eine sichere Koregistrierung. Unter Kore-
gistrierung wird in diesem Fall die exakte raumliche Zuordnung von anatomi-
schen und diffusionsgewichteten Sequenzen verstanden.

Falls eine Koregistrierung nicht durchfuhrbar war, oder eine Fehlermeldung aus-
gegeben wurde, konnte als Alternative eine Transformation der T1- und T2-Se-
quenzen auf die b0-Sequenz durchgefuhrt werden.



Material und Methoden 25

2.5.2 ROI

Die Region of Interest (ROI) befinden sich in drei vordefinierten Zonen (Groeschel
et al., 2016a). Beim Vergleich der rechten und linken Hirnhalfte liegen symmetri-
sche Bedingungen vor. Daher wird die Messung in der anatomisch linken, meist
dominanten Hirnhalfte festgelegt. Diese sind im MRT in der jeweils radiologisch

rechten Hirnhalfte vorzufinden. Die drei Regionen sind die frontale weil3e Sub-
stanz (Frontale White Matter, FWM), Zentralregion (Central Region, CR) und
Posterior Limb of the Internal Capsule (PLIC) auf der jeweils rechten Hirnhalfte
(s. Abb. 2)

Abbildung 2: Region of Interest. Frontal White Matter (gelb), Central Region (griin) und PLIC (rot)

Voraussetzung fur die Messung sind rausch- und bewegungskorrigierte DWI-
Scans, die daraus errechneten FA- und ADC-Maps, EV und b0, sowie ein mit b0
koregestriertes T1 Bild. Wenn kein T1 zur Koregestrierung mit b0 vorliegt, wird
ein T2 Bild fur die Koregestrierung zum anatomischen Abgleich herangezogen.
Die ROl werden manuell mittels MRtrix (Version 0.2) in ein leeres ROI-template
eingefugt. Das anatomisch koregistrierte Bild diente neben den Eigenvektor
Scans der korrekten Setzung der ROI.

Zur sicheren ldentifikation der ROl wurden anatomische Landmarken wie der
sog. Hand Knob im Gyrus praecentralis aufgesucht. Das Buch ,MRT des Zent-
ralnervensystems® des Thieme Verlags diente vorrangig als Nachschlagewerk

bei der Abgrenzung der aufgefuhrten Hirnareale (Forsting und Jansen, 2014).
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2.5.2.1 Frontal White Matter

Die erste Region of Interest wurde in der frontal gelegenen weillen Substanz
ausgewahlt. Diese befindet sich dort im Bereich des tiefen, zentralen Marklagers
in der Nahe des Vorderhorns des Seitenventrikels auf der anatomisch linken
Seite (s. Abb. 3). Als Leitstruktur diente das Balkenknie, lat. Genu corpus callosi.
Bei der manuellen Setzung der Voxel musste darauf geachtet werden, dass keine
kortiko-kortikalen Assoziationsfasern, sogenannte U-Fasern, in die ROl mit ein-
flielRen, da diese die interzerebrale Kommunikation benachbarter Areale abbilden
und fur die corticospinale Interaktion nachrangige Einflisse in dieser Betrachtung

liefern.

Abbildung 3: Frontal White Matter in der anatomischen Sequenz. Darstellung der Region of Interest
der frontalen weilRen Substanz im T1 Bild.
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Eine Zielgrofle von 50 — 70 Voxel, mindestens jedoch 40 Voxel, wurde definiert
und als Ein- bzw. Ausschlusskriterium festgelegt. Diese ROI hat fortlaufend die
Bezeichnung Frontal White Matter (FWM). Als Ziel wurde die Korrelierung der
ADC- und FA-Werte (s. Abb. 3) mit den Veranderungen des Intelligenzquotienten
(I1Q) im Krankheitsverlauf und die Betrachtung von eher frontal betroffenen Pati-
enten fur diese ROI definiert.

Fir die Korrelierung der gemessenen ADC-Werte der jeweiligen Voxel mit den
funktionellen Messwerten, hier vorrangig der 1Q, musste sichergestellt werden,
dass die ROI korrekt markiert wurde. Da die jeweiligen Scans koregistriert wur-
den, konnte das T1-Bild (s. Abb. 3) als Schablone fur die ROl in der ADC-Map
(s. Abb. 4) herangezogen werden und die korrekte Messung der ADC-Werte in
der dafur vorgesehenen anatomisch definierten Region sicherstellen.

Abbildung 4: Frontal White Matter in der diffusionsgewichteten Sequenz. Darstellung der Region of
Interest der frontalen weiflen Substanz im ADC-Bild.
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2.5.2.2 Central Region

Die zweite Region of Interest wurde in der Zentralregion gesetzt. Die primare
|dentifikation des zentralen Marklagers im Bereich der motorischen Zentralregion
wurde anhand des Sulcus centralis durchgefuhrt. Oberhalb der Seitenventrikel
und des Balkens befinden sich u.a. Fasern des Cortikospinalen Traktes aus den
motorischen Arealen des cerebralen Cortex. Der sogenannte Hand-Knob im
Gyrus praecentralis diente neben der Fissura longitudinalis cerebri als anatomi-
sche Leitstruktur (s. Abb. 5) im T1-Scan (Willett et al., 2020). Unter Vermeidung
der U-Fasern mit gentigend Abstand zu Ventrikel und Cortex konnte bei der ma-
nuellen Setzung darauf geachtet werden, dass diese ROI Fasern des Corticospi-

nalen Trakts abbildet.

Abbildung 5: Central Region in der anatomischen Sequenz. Darstellung der Region of Interest des
zentralen Marklagers im T1 Bild.
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Diese ROI hat fortlaufend die Bezeichnung Central Region (CR). Zur Qualitatssi-
cherung wurden hier ebenfalls eine Mindestanzahl von 40 Voxeln festgelegt und
eine Richtgroe von 50 — 70 Voxeln fur diese ROl angestrebt.

Da diese Region hauptsachlich motorische Fasern enthalt, diente sie der Korre-
lierung von ADC- und FA-Werten (s. Abb. 6) mit dem GMFC-MLD zur Einschat-
zung der motorischen Veranderung im naturlichen Krankheitsverlauf. Auf3erdem
konnten Messwerte von eher parietal betroffenen Patienten generiert werden.
Das anatomische Bild diente hier ebenfalls als Schablone zur korrekten Setzung

der Voxel in der diffusionsgewichteten Sequenz.

Abbildung 6: Central Region in der diffusionsgewichteten Sequenz. Darstellung der Region of Inte-
rest der Zentralregion im ADC-Bild.
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2.5.2.3 PLIC

Die dritte Region of Interest wurde im Bereich des posterior limb of the capsula
interna (PLIC), also dem hinteren Kapselschenkels der Capsula Interna gesetzt.
Als anatomische Leitstruktur diente der dritte Ventrikel und das Pallidum posteri-
ores. Im hinteren dritten Viertel der PLIC befinden sich Fasern des Corticospina-
len Trakts (Kunar et al, 2009, AJNR). Uber 2-4 Schichten wurden hier 15-20,
mindestens jedoch 10, Voxel gesetzt, deren kraniale Begrenzung Putamen und
Pallidum bildeten (s. Abb. 7).

Abbildung 7: PLIC in der anatomischen Sequenz. Darstellung der Region of Interest der Pyramiden-
bahnen im hinteren Kapselschenkel der Capsula interna im T1 Bild.
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Zur genauen Identifikation der Fasern des Corticospinalen Traktes diente das
Bild des Eigenvektor (EV) (s. Abb. 8). Die in der PLIC weit hinten gelegenen Fa-
sern sind im EV-Bild blau dargestellt, da sie die kaudale Fortsetzung der Fasern
des Corticospinalen Traktes in die Pyramidenbahnen der Medulla oblongata dar-
stellen.

Ziel war hierbei homogenere Fasern zu erfassen, welche vor allem fur die Mes-
sung der FA-Werte wichtig waren und der Korrelierung mit den GMFC-MLD Wer-
ten dienten. Die anatomischen T1-Sequenzen und die Eigenvektor-Bilder dienten
der anatomisch genauen Setzung dieser ROI. Die FA- und ADC- Werte wurden
anschlie3end, genau wie in FWM und CR, in den jeweiligen diffusionsgewichte-

ten Sequenzen gemessen.

Abbildung 8: PLIC im Eigenvektor. Darstellung der Region of Interest im hinteren Kapselschenkel
der Capsula Interna im EV-Bild

2.5.3 Messung der ADC- und FA-Werte in den ROI
Mit dem Programm MRtrix (Version 0.3.12) wurden aus den markierten ROI die
Medianwerte fur ADC und FA gemessen und in Tabellen zur anschlielenden

statistischen Auswertung ausgegeben.
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2.6 Statistische Auswertung

Far die Interpretation der Daten wurden verschiedene statistische Tests, je nach
Auswertungsziel und Skalenniveau der Daten, angewendet.

Um Aussagen uber den linearen Zusammenhang der Diffusionsparameter ADC
und FA mit dem Alter bei Durchfiuhrung des MRT-Scans zu treffen, wurde der
Korrelationskoeffizient r nach Pearson verwendet. Positive Korrelationen sind bei
einem Wert r > 0 und negative Korrelationen bei einem Wert r < 0 anzunehmen.
Grafisch dienen Regressionsgeraden der Veranschaulichung der gemessenen
Zusammenhange der Daten.

Da der Intelligenzquotient ebenfalls eine kontinuierliche Variable darstellt, wur-
den die Korrelationen des IQ mit den Diffusionsparamatern auch mit dem Korre-
lationskoeffizienten r nach Pearson ermittelt.

Der kategorisierende Parameter GMFC-MLD wurde mit Hilfe des Rangkoeffizien-
ten nach Spearman Rho in Korrelation mit ADC und FA gesetzt.

Um zu untersuchen, ob der zum Diagnosezeitpunkt gemessene ADC-Wert einen
Einfluss auf den sich anschlieenden Krankheitsverlauf des jeweiligen Patienten
hat, wurden die Daten retrospektiv untersucht. Hierfur sind Longitudinaldaten von
mehr als zwei Jahren und die Einteilung in die zwei Krankheitsverlaufe vorge-
nommen worden. Ein Patient wird in den rasch-progredienten Krankheitsverlauf
eingruppiert, wenn sich die Symptome in weniger als 27 Monate von GMFC-
MLD-Level 1 auf Level 2 verschlechtern. Dauert dieser Progress langer als 27
Monate an oder findet nicht statt, wird der Patient dem langsam-progredienten
Krankheitsverlauf zugeordnet.

Das Signifikanzniveau fur die retrospektive Betrachtung der Daten wurde mit
p<0,05 definiert.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse des Promotionsprojektes darge-
stellt und beschrieben. Hierbei sind die drei Schwerpunkte Veranderungen von
ADC und FA im Krankheitsverlauf, Zusammenhang der Diffusionsparameter mit
den klinischen Messparametern GMFC-MLD und IQ sowie Vorhersagewert der
Diffusionsparameter auf den Krankheitsverlauf bei der Analyse der erhobenen
Daten fokussiert betrachtet worden.

Die Ergebnisse sind ebenfalls in dem im Mai 2023 im Journal Neuropediatrics
veroffentlichten wissenschaftlichen Artikel mit dem Titel ,Clinical significance of
diffusion imaging in metachromatic leukodystrophy“ einzusehen (Amedick et al.,
2023).

3.1 Diffusionsparameter von Patienten und gesunden

Kontrollprobanden im zeitlichen Verlauf

Der Vergleich der Diffusionsparameter ADC und FA von Patienten mit Diagnose
MLD im Krankheitsverlauf zu den physiologischen Veranderungen von gesunden
Kontrollen wahrend der Entwicklung zeigt signifikant voneinander abweichende
Werte in allen drei regions of interest frontale wei3e Substanz, Zentralregion und
PLIC (p<0,001).

3.1.1 Zunahme des apparenten Diffusionskoeffizienten bei MLD-Patienten

Die Datengrundlage der Patientenkohorte besteht aus 111 Messwerten des ap-
parenten Diffusionskoeffizienten in der FWM und CR sowie 100 Messwerten in
der PLIC.

Die bei MLD-Patienten gemessenen ADC-Werte sind heterogener verteilt und
zeigen uber den zeitlichen Verlauf insgesamt tendenziell hohere Werte als bei
gesunden Kontrollen. Dies ist in den drei Feldern in Abbildung 9 durch die farblich
markierten Punktwolken dargestellt und zu den gesunden Kontrollen, deren
Messwerte durch schwarze Punkte gezeigt werden, farblich abgegrenzt.
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Die ADC-Werte der frontalen wei3en Substanz von Patienten korrelieren positiv
mit dem Alter (r = 0,69; p = 0,002), siehe Tabelle 3. Diese positive Korrelation
ergibt einen entgegengesetzten Verlauf zu den abnehmenden ADC-Werten der
FWM der gesunden Kontrollen (r = 0,69 bei den MLD-Patienten und r = -0,64 bei
den gesunden Kontrollen). Die negative Korrelation der ADC-Werte zum zeitli-
chen Verlauf in der Zentralregion zeigt einen zu den gesunden Kontrollen eben-
falls negativen Trend, allerdings mit deutlich schwacherer Auspragung (r = -0,23
bei MLD-Patienten; r = -0,61 bei gesunden Kontrollen). Dieser abnehmende
Trend der ADC-Werte in der PLIC im zeitlichen Verlauf von MLD-Patienten ist im

Vergleich zu gesunden Kontrollen grafisch darstellbar, jedoch nicht signifikant.

Tabelle 3: Korrelation der ADC-Werte im zeitlichen Verlauf bei MLD-Patienten in den drei ROI

Regions of Interest Pearson’s r Signifikanzniveau p
Frontale weille Substanz 0,69 0,002
Zentralregion -0,23 0,017
PLIC -0,05 0,628

Die ADC-Werte der 188 Messungen an gesunden Kontrollen nehmen in allen
drei ROl im zeitlichen Verlauf ab. Die Korrelationskoeffizienten nach Pearson er-
geben in der frontalen weilen Substanz, der Zentralregion und der PLIC negative
Korrelationen im zeitlichen Verlauf (FWM: r = -0,64; CR: r = -0,61; PLIC: r = -
0,36) auf einem Signifikanzniveau p<0,001, siehe Tabelle 4.

Tabelle 4: Korrelation der ADC-Werte im zeitlichen Verlauf bei gesunden Kontrollen in den drei ROI

Regions of Interest Pearson’s r Signifikanzniveau p
Frontale weille Substanz -0,64 <0,001
Zentralregion -0,61 <0,001
PLIC -0,36 <0,001
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Die grafische Darstellung erfolgt in Abbildung 9. Die farblich markierten ADC-
Werte der ROI zeigen im Vergleich zu den schwarzen ADC-Werten der Kontroll-
gruppe erhohte Werte. Die abfallenden Tendenzen der ADC-Werte mit zuneh-
mendem Alter sind bei den gesunden Kontrollen in allen drei ROI ersichtlich. Die-
sen Trend zeigen auch die ADC-Werte in der Zentralregion und der PLIC bei
Patienten. Die ADC-Werte der Patienten in der frontalen weil3en Substanz zeigen
eine ansteigende Tendenz mit zunehmendem Alter.
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Abbildung 9: Erhéhte freie Diffusion von Wassermolekilen bei Patienten mit MLD. Darstellung an-
hand des apparenten Diffusionskoeffizienten in den drei ROI frontale weille Substanz
(gelb), Zentralregion (grtin) und PLIC (rot). Kontrollkohorte mit gesunden Patienten
(schwarz). Ebenfalls dargestellt sind die linearen Regressionsgeraden und die Kon-

fidenzintervalle.
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3.1.2 Abnahme der fraktionellen Anisotropie der Faserbahnen bei MLD-
Patienten

Die Datengrundlage der Patientenkohorte besteht aus 50 Messwerten der frakti-
onellen Anisotropie in der FWM und CR sowie 39 Messwerten der PLIC.

Die bei MLD-Patienten gemessenen FA-Werte sind, vergleichbar zu den ADC-
Werten, heterogener verteilt und zeigen Uber den zeitlichen Verlauf, vor allem in
der frontalen weil3en Substanz, tendenziell niedrigere Werte als bei gesunden
Kontrollen. Dies ist in den drei Feldern in Abbildung 10 durch die farblich markier-
ten Punktwolken dargestellt.

Die FA-Werte der frontalen weilRen Substanz von Patienten korrelieren negativ
mit dem Alter (r = -0,45; p = 0,0012), siehe Tabelle 5. Diese negative Korrelation
zeigt einen entgegengesetzten Verlauf zu den zunehmenden FA-Werten der
FWM der gesunden Kontrollen (r = -0,45 bei MLD-Patienten und r = 0,41 bei
gesunden Kontrollen). Die Korrelation der FA-Werte der Zentralregion ergeben
einen vergleichbaren positiven Trend im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
(r = 0,64 bei den MLD-Patienten, r = 0,62 bei den gesunden Kontrollen). Die FA-
Werte in der PLIC von an MLD erkrankten Patienten haben eine positive Korre-
lation mit dem zeitlichen Verlauf (r = 0,51; p < 0,001).

Tabelle 5: Korrelation der FA-Werte im zeitlichen Verlauf bei MLD-Patienten in den drei ROI

Regions of Interest Pearson’s r Signifikanzniveau p
Frontale weille Substanz -0,45 0,0012
Zentralregion 0,64 <0,001
PLIC 0,51 <0,001

Die FA-Werte von gesunden Kontrollen nehmen in der frontalen weilRen Sub-
stanz und der Zentralregion zu. Die Korrelationskoeffizenten nach Pearson erge-
ben in der frontalen weillen Substanz und der Zentralregion positive Korrelatio-
nen im zeitlichen Verlauf (FWM: r = 0,41 und CR: r = 0,62) auf einem Signifikanz-
niveau p<0,001, siehe Tabelle 6. In der PLIC zeigt sich eine negative Korrelation
(r=-0,22; p = 0,003).
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Tabelle 6: Korrelation der FA-Werte im zeitlichen Verlauf bei gesunden Kontrollen in den drei ROI

Regions of Interest Pearson’s r Signifikanzniveau p
Frontale weille Substanz 0,41 <0,001
Zentralregion 0,62 <0,001

PLIC -0,22 0,003

Die grafische Darstellung erfolgt in Abbildung 10. Die farblich markierten FA-
Werte der ROI zeigen im Vergleich zu den schwarzen FA-Werten der Kontroll-
gruppe tendenziell niedrigere Werte. Die ansteigenden Tendenzen der FA-Werte
mit zunehmendem Alter sind bei den gesunden Kontrollen in der FWM und CR
ersichtlich. In der FWM sind die FA-Werte der Patienten mit zunehmendem Alter

dahingegen fallend.

frontale weille Substanz Zentralregion

fraktionelle Anisotropie
fraktionelle Anisotropie

o 10 20
Alter (Jahre)

posterior limb of the capsula interna

fraktionelle Anisotropie

Alter (Jahre)

Abbildung 10:Verringerte Gerichtetheit der Faserbahnen bei Patienten mit MLD. Darstellung anhand
der fraktionellen Anisotropie in den drei ROI frontale weilRe Substanz (gelb), Zentralre-
gion (griin) und PLIC (rot). Kontrollkohorte mit gesunden Patienten (schwarz). Eben-
falls dargestellt sind die linearen Regressionsgeraden und die Konfidenzintervalle
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3.2 Zusammenhang der Diffusionsparameter ADC und FA mit den

klinischen Parametern GMFC-MLD und Intelligenzquotient

Im folgenden Abschnitt sind die gemessenen Diffusionsparameter ADC und FA
in Korrelation zu den am selben Untersuchungszeitpunkt durchgefihrten Mes-

sungen des GMFC-MLD und des Intelligenzquotienten gesetzt worden.

3.21 GMFC-MLD und Diffusionsparameter

In der Zentralregion und dem posterior limb of the internale capsule zeigt sich
eine positive Korrelation der gemessenen ADC-Werte mit dem zum Untersu-
chungszeitpunkt bestimmten GMFC-MLD-Score (CR: r = 0,25; p = 0,014 und
PLIC: r = 0,45; p < 0,001), siehe Tabelle 7. Ein nicht signifikanter negativer Zu-
sammenhang besteht zwischen den ADC-Werten aus der FWM zu dem gemes-
senen GMFC-MLD (r =-0,15; p = 0,137). Fur FWM sowie CR liegen fur die Aus-
wertung 99 und fur die PLIC 88 ADC-Messwerte mit den zugehorigen GMFC-

MLD-Scores vor.

Tabelle 7: Korrelation der ADC-Werte mit dem GMFC-MLD bei MLD-Patienten in den drei ROI

Regions of Interest

Spearman’s Rho

Signifikanzniveau p

Frontale weil3e Substanz

-0,15

0,137

Zentralregion

0,25

0,014

PLIC

0,45

<0,001

Bei den gemessenen FA-Werten ergibt sich eine negative Korrelation zu dem
GMFC-MLD-Score in der Zentralregion (r = -0,65; p < 0,001) und der PLIC (r = -
0,71; p <0,001). Die FA-Werte der frontalen weil3en Substanz zeigen keine Kor-
relation zu den gemessenen GMFC-MLD-Scores. Die Ergebnisse sind in Tabelle
8 zu sehen.

Fur FWM sowie CR liegen fur die Auswertung 48 und fur die PLIC 37 FA-Mess-
werte mit den zugehorigen GMFC-MLD-Scores vor.

Tabelle 8: Korrelation der FA-Werte mit dem GMFC-MLD bei MLD-Patienten in den drei ROI

Regions of Interest

Spearman’s Rho

Signifikanzniveau p

Frontale weil3e Substanz

0,002

0,99

Zentralregion

-0,65

<0,001

PLIC

-0,71

<0,001
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Abbildung 10 stellt die Ergebnisse grafisch dar. Die zunehmenden ADC-Mess-
werte in der CR und PLIC sind im oberen Teil der Abbildung erkenntlich. Die
entgegensetzt dazu abnehmenden FA-Werte sind im unteren Teil zu sehen.

Apparenter Diffusionskoeffizient [mm?/s]
3

(¢

°

8
®oomponm e

PLIC
°
8

3
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Fraktionelle Anisotropie
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8
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PLIC

3
GMFC MLD

Abbildung 11:Korrelationen der Diffusionsparameter ADC und FA mit dem GMFC-MLD zum Unter-
suchungszeitpunkt. Positive Korrelation der ADC-Werte in der Zentralregion (CR) und
der PLIC mit zunehmendem GMFC-MLD-Score. Negative Korrelation der FA-Werte in
der Zentralregion und der PLIC mit zunehmendem GMFC-MLD-Score. Keine signifi-
kante Korrelation der Diffusionsparameter ADC und FA zum GMFC-MLD-Score in der
frontalen weilen Substanz (FWM). p < 0,05 mit Sternchen gekennzeichnet. Ebenfalls
dargestellt sind die linearen Regressionsgeraden und die Konfidenzintervalle.

Bei den gemessenen Diffusionsparametern liegen signifikante, mit Sternchen ge-
kennzeichnete, Zusammenhange zwischen ansteigenden GMFC-MLD-Scores
und jeweils zunehmenden ADC- und abnehmenden FA-Werten sowohl in der

Zentralregion als auch in der PLIC vor.
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3.2.2 Intelligenzquotient und Diffusionsparameter

Die gemessenen ADC-Werte bei Patienten mit MLD zeigen eine negative Korre-
lation mit dem IQ in der frontalen weil3en Substanz (r = -0,74; p < 0,001) und der
Zentralregion (r =-0,69; p <0,001), siehe Tabelle 9. Die gemessenen ADC-Werte
der PLIC ergaben keine signifikante Korrelation mit dem Intelligenzquotienten.
Die Daten entstammen aus 21 Messungen von Patienten der juvenilen Form der
metachromatischen Leukodystrophie, bei denen sowohl Diffusionsparameter als

auch der Intelligenzquotient bei der Untersuchung gemessen wurden.

Tabelle 9: Korrelation der ADC-Werte mit dem IQ bei MLD-Patienten in den drei ROI

Regions of Interest Pearson’s r Signifikanzniveau p
Frontale weille Substanz -0,74 <0,001
Zentralregion -0,69 <0,001

PLIC 0,13 0,562

Die gemessenen FA-Werte bei Patienten mit MLD zeigen in der frontalen weil3en
Substanz eine positive Korrelation mit dem 1Q (r = 0,81; p = 0,014). Die FA-Werte
der Zentralregion und der PLIC zeigen keine Korrelation mit dem IQ, siehe Ta-
belle 10. Den Daten liegen acht Datensatze aus Messungen von Patienten mit

der juvenilen Form der MLD zu Grunde.

Tabelle 10:Korrelation der FA-Werte mit dem IQ bei MLD-Patienten in den drei ROI

Regions of Interest Pearson’s r Signifikanzniveau p
Frontale weille Substanz 0,81 0,014
Zentralregion 0,27 0,51

PLIC -0,50 0,20
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Grafisch sind diese Ergebnisse ebenfalls in Abbildung 11 zu sehen. Hier sind die
abnehmenden Trenddaten der ADC-Werte bei zunehmendem IQ anhand der
schwarzen Linien auf der linken Seite dargestellt. Je hoher demnach der gemes-
sene ADC-Wert in der frontalen weillen Substanz und Zentralregion ist, desto
tendenziell niedriger ist der |Q-Wert des jeweiligen Patienten.

Der zunehmende Trend der Werte fur FA mit steigendem 1Q ist durch die
schwarze Linie der frontalen weillen Substanz auf der rechten Seite ersichtlich.
Je hoher der Intelligenzquotient, desto hoher die gemessen Werte der fraktionel-

len Anisotropie der Kohorte.
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Abbildung 12:Korrelationen der Diffusionsparameter ADC und FA mit dem Intelligenzquotienten zum
Untersuchungszeitpunkt. Negative Korrelation der ADC-Werte in der frontalen weifen
Substanz (FWM) und der Zentralregion (CR) mit zunehmendem |Q. Positive Korrela-
tion der FA-Werte in der frontalen weil3en Substanz mit zunehmendem 1Q. Keine sig-
nifikante Korrelation der Diffusionsparameter ADC und FA zum IQ in der PLIC (grln).
p < 0,05 mit Sternchen gekennzeichnet. Ebenfalls dargestellt sind die linearen Regres-
sionsgeraden und die Konfidenzintervalle.

In der frontalen weil3en Substanz liegen also sowohl fur die abnehmenden ADC-
als auch fur die zunehmenden FA-Werte signifikante Zusammenhange mit den

gemessenen, erhohten IQ-Werten vor.
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3.3 Pradiktion des Krankheitsverlaufs

Die Patienten wurden bei Krankheitsdiagnose sowie im Verlauf untersucht und
jeweils ein MRT-Scans durchgefuhrt. Bei jeder Untersuchung wurden die Diffusi-
onsparameter und die klinischen Parameter, hier insbesondere der GMFC-MLD,
betrachtet und dokumentiert.

Die Zeitspanne, in der bei Patienten eine Verschlechterung des GMFC-MLD-
Scores von Level 1 zu Level 2 dokumentiert wurde, wird unterteilt in einen rasch
progredienten (<27 Monate) oder langsam progredienten (>27 Monate) Verlauf.
Bei 19 Patienten mit der juvenilen Krankheitsform konnte zum Zeitpunkt der Di-
agnosestellung ein GMFC-MLD von < 1 klassifiziert und die Zeitspanne der Zu-
nahme des Scores, also klinisch motorischen Verschlechterung, festgehalten
werden und sie somit in die 0.g. Gruppen eingeteilt werden.

14 Patienten wurden in den langsam-progredienten und funf Patienten in den
schnell-progredienten Krankheitsverlauf eingeteilt, siehe Tabelle 11. Es zeigten
sich dabei zum Diagnosezeitpunkt hohere ADC-Werte in der Zentralregion (Mit-
telwert 0,00109; Median 0,00116) bei den funf Patienten des schnell-progredien-
ten Krankheitsverlaufs als bei den 14 Patienten des langsam-progredienten
Krankheitsverlaufs (Mittelwert 0,00089; Median 0,00086).

Tabelle 11:Unterteilung der Patienten nach Krankheitsverlauf und die gemessenen ADC-Werte in
der Zentralregion

Krankheitsverlauf Anzahl Mittelwert der ADC-Werte | Median der ADC-Werte in
Patienten | in der Zentralregion der Zentralregion

Schnell progredient | 5 0,00109 0,00116

(<27 Monate)

Langsam progredi- | 14 0,00089 0,00086

ent (>27 Monate)

ADC-Werte > 0,001 mm?/s liegen mit einer Odds-Ratio von 14,4 (p = 0,038) bei
Patienten mit dem schnell-progredienten Krankheitsverlauf bereits zu Diagnose-
zeitpunkt vor. Es lagen zu wenig (n=1) Datenpunkte fur eine gleichartige Auswer-
tung der FA-Werte zum Diagnosezeitpunkt und im Verlauf vor.
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In Abbildung 12 sind die Ergebnisse grafisch dargestellt. Links sind die hoheren
ADC-Werte zum Diagnosezeitpunkt bei Patienten mit anschlieend schnell-pro-
gredientem Krankheitsverlauf in der Zentralregion abgebildet. Auf der rechten
Seite sind die niedrigeren ADC-Werte zum Diagnosezeitpunkt bei Patienten mit

anschlie3end langsameren Krankheitsverlauf dargestellt.
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0,0007
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Abbildung 13:Pradiktion des Krankheitsverlaufs anhand der zum Diagnosezeitpunkt gemessenen
ADC-Werte (Kreuze) in der Zentralregion. Unterteilung der Patienten in einen rasch-
progredienten (links) und langsam-progredienten (rechts) Krankheitsverlauf.

Der schwarze Strich links steht fur den Mittelwert der ADC-Werte = 0,00109
mm?/s der Kohorte schnell-progredienter Krankheitsverlauf bei Messung zum
Zeitpunkt der Diagnose. Der schwarze Strich rechts steht fur den Mittelwert der
ADC-Werte = 0,00089 mm?/s der Kohorte langsam-progredienter Krankheitsver-

lauf bei Messung zum Diagnosezeitpunkt.
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4 Diskussion

4.1 Veranderung der Diffusionsparameter im zeitlichen Verlauf

Sowohl bei Patienten mit metachromatischer Leukodystrophie als auch bei ge-
sunden Kontrollen verandern sich mit dem Alterungsprozess die Voraussetzun-
gen fur Wassermolekule zu diffundieren. Die physiologische Entwicklung des Ge-
hirns sorgt fur eine komplexe und gerichtete Diffusion entlang nervaler Strukturen
(Lebel et al., 2017). Das Krankheitsbild der metachromatischen Leukodystrophie
hat eine weniger gerichtete und damit freiere Diffusion mit den beschriebenen
Symptomen zur Folge (van Rappard et al., 2018).

4.1.1 Physiologische Veranderung der Diffusionsparameter wahrend der
Gehirnentwicklung bei gesunden Kontrollen

Wahrend der Entwicklung des kindlichen Gehirns werden die neuronalen Verbin-
dungen zunehmenden myelinisiert. Je mehr ein Nerv myelinisiert wird, desto we-
niger konnen Wassermolekule frei diffundieren. Sie folgen dem vorgegebenen
Verlauf der nervalen Struktur. Dies fuhrt wahrend der Entwicklung zu einer Ab-
nahme des apparenten Diffusionskoeffizienten, weil die freie und damit ungerich-
tete Diffusion durch die wachsende Myelinschicht zunehmend gehindert wird. Im
Umkehrschluss wird die Diffusion der Wassermolekule entlang einer vorgegebe-
nen Strecke, in diesem Fall dem Verlauf z.B. des corticospinalen Traktes, zuneh-
mend gerichteter. Die fraktionelle Anisotropie, also die Gerichtetheit der Faser-
bahnen nimmt zu. So sind die abnehmenden ADC- und zunehmenden FA-Werte
im zeitlichen Verlauf der naturlichen und physiologischen Entwicklung des kind-
lichen Gehirns zu interpretieren (Reynolds et al., 2019) (Clayden et al., 2012).

Die Regressionsgerade aus den Abbildungen 9 und 10 zeigen diese physiologi-
sche Abnahme der ADC- und Zunahme der FA-Werte Uber einen Zeitraum von
20 Jahren. Dabei ist die grof3te Veranderung in den ersten Lebensjahren zu be-
obachten, in denen die Myelinisierung am meisten voranschreitet, vergleichbar
mit longitudinalen Studiendaten von fruhgeborenen Kindern (Schneider et al.,
2016) und systematischen Ubersichtsarbeiten (Lebel et al., 2017). Vor allem im
Frontallappen kommt diese Myelinisierung jedoch selbst im Laufe der Adoles-

zenz nie komplett zum Abschluss.
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4.1.2 Erhohte freie Diffusivitat der Wassermolekule bei Patienten mit
metachromatischer Leukodystrophie

Durch die progrediente Zerstorung der Myelinscheide bei Patienten mit me-
tachromatischer Leukodystrophie werden Wassermolekule zunehmend weniger
daran gehindert frei zu diffundieren. Die Folge daraus ist eine erhohte freie Dif-
fusivitat der Wassermolekule, welches durch den apparenten Diffusionskoeffi-
zienten quantifizierbar wird (Aung et al., 2013).

Bereits zum Diagnosezeitpunkt und auch im Vorschulalter weisen Patienten mit
metachromatischer Leukodystrophie eine erhohte freie Diffusivitat der Wasser-
molekule auf, siehe Abbildung 9. Sowohl in der frontalen weilRen Substanz als
auch in der Zentralregion und der PLIC wurden signifikant hohere und damit deut-
lich zu den gesunden Kontrollen abweichende ADC-Werte gemessen. Die mit
dem Alter zunehmende Symptomatik kann durch die fortschreitende Demyelini-
sierung erklart werden, die einerseits zu ansteigenden ADC-Werten der frontalen
weillen Substanz, anderseits weniger stark abnehmenden ADC-Werten in der
Zentralregion und PLIC im Vergleich zu den gesunden Kontrollen fuhrt.

4.1.3 Verringerte Gerichtetheit von Faserbahnen bei Patienten mit
metachromatischer Leukodystrophie

Das durch die MLD geschadigte kindliche Gehirn kann seltener funktionierende
neuronale Verbindungen aufbauen bzw. deren Zerstorung durch die Demyelini-
sierung verhindern. Die eingeschrankte Konnektivitat der Faserbahnen ist quan-
tifizierbar durch die verringerte fraktionelle Anisotropie (Martin et al., 2021). So
zeigen sich bereits bei fruhzeitigen Messungen im jungen Alter in allen drei ROls
deutlich verringerte FA-Werte bei Patienten im Vergleich zu den gesunden Kon-
trollen.

Durch den Verlust von neuronalen Verbindungen sind vor allem motorisch symp-
tomatische Patienten, die oft einen spat-infantilen oder juvenilen Verlauf aufwei-
sen, in den motorischen Arealen Zentralregion und PLIC betroffen und weisen
hier frihzeitig erniedrigte FA-Werte auf. Patienten mit der adulten Form prasen-
tieren klinisch jedoch haufiger starker auffallende kognitive Defizite als motori-
sche Einschrankungen (Kohler et al., 2018). Dies geht mit den im Verlauf ernied-
rigten FA-Werten in der frontalen weilen Substanz einher.
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4.2 Zusammenhang der Diffusionsparameter mit den klinischen
Parametern GMFC-MLD-Score und Intelligenzquotient

Die Hirnareale, deren Funktionsbereiche durch die klinischen Parameter GMFC-

MLD und 1Q quantifizierbar sind, weisen im Vergleich zu den gesunden Kontrol-

len pathologisch veranderte Diffusionsparameter auf. Die hier vorgestellten ADC-

und FA-Werte kdnnen neben bereits etablierten Parametern die Beschreibung

und Diagnostik der MLD erganzen.

4.2.1 Motorische Einschrankungen und relevante Beeintrachtigung der
Diffusion in den motorischen Arealen Zentralregion und PLIC

Der GMFC-MLD-Score gibt reproduzierbare Auskunfte Uber die motorischen Ein-
schrankungen der Patienten (Kehrer et al., 2011). Patienten mit einem niedrigen
GMFC-MLD-Score von < 1 und noch geringer oder nicht vorliegender motori-
scher Beeintrachtigung haben vergleichbar physiologische ADC- und FA-Mess-
werte in den motorisch relevanten Arealen. Je hoher jedoch die Einstufung in den
GMFC-MLD-Score erfolgt ist, also die motorische Funktionsfahigkeit deutlich ab-
genommen hat, desto auffalliger sind die Diffusionsparameter dort verandert.
Signifikant abweichende Messwerte zu den gesunden Kontrollen ergaben sich
sowohl fir ADC als auch fur FA, in den Regionen Zentralregion und PLIC. Die
ADC-Werte, also die freie Diffusivitat der Wassermolekule, haben mit zunehmen-
der motorischer Beeintrachtigung entlang des corticospinalen Traktes der Zent-
ralregion und der PLIC zugenommen. Die Gerichtetheit der Faserbahnen, mess-
bar durch die FA-Werte, nimmt mit zunehmenden motorischen Defiziten ab.

So ergeben sich Mdglichkeiten die bisher klinisch genutzten Verlaufsparameter,
wie den GMFC-MLD oder den MRI MLD Score, mit weiteren Messwerten fur die
klinische Erforschung und Therapie der metachromatischen Leukodystrophie zu
erganzen (Beerepoot et al., 2019).

Die Betrachtung der linken Hemisphare wurde bei der Datengewinnung definiert.
Eine Beurteilung der Studienergebnisse bei Patienten, deren dominante Hemi-
sphare auf der rechten Seite liegt, sollte in folgenden Studien mitbertcksichtigt

und interpretiert werden.
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4.2.2 Intelligenzminderung und auffallige Diffusionsveranderungen in der
frontalen weien Substanz

Patienten mit deutlich verringertem Intelligenzquotienten zeigen vermehrt auffal-
lige Messwerte in der frontalen weil3en Substanz. Der apparente Diffusionskoef-
fizient ist signifikant erhoht bei Patienten mit Intelligenzminderung, deutlich er-
kennbar ab einem 1Q < 60. Die erhohte freie Diffusivitat in den frontalen Arealen
des Gehirns lasst Ruckschliusse auf eine verminderte neuronale Konnektivitat zu.
Die fraktionelle Anisotropie ist bei Patienten mit verringertem 1Q < 60 erniedrigt.
Die Messdaten von Patienten, bei denen ein geringeres Defizit der kognitiven
Leistung mit erhdohtem IQ festgestellt wurde, ergaben kongruent dazu erniedrigte
ADC- und erhdhte FA-Werte in der frontalen weilden Substanz. In den eher mo-
torisch gepragten Arealen der Zentralregion und der PLIC sind diese Tendenzen
nicht zu erkennen. Lediglich in der Zentralregion besteht der Zusammenhang von
erhohten ADC-Werten bei erniedrigtem 1Q, allerdings in geringerem Mal3e.
Vergleichbare Korrelationen zeigt der in einer weiteren Studie gemessene MLD
MR Severity Score, bei dem negative Korrelationen mit dem 1Q festgestellt wur-
den (Tillema et al., 2015).

4.3 Pradiktion des Krankheitsverlaufs anhand des apparenten
Diffusionskoeffizienten
Bisher gab es wenig messbare Parameter, welche einen pradiktiven Aussage-
wert Uber den weiteren Krankheitsverlauf bei Patienten mit metachromatischer
Leukodystrophie hatten. Die Messung des Demyelination Load zum Diagnose-
zeitpunkt lasst Vorhersagen uber die Schwere des Krankheitsverlaufes zu
(Strolin et al., 2017). Auch der gemessene GMFC-MLD bei Erstdiagnose kann
zur Einschatzung der Schwere des weiteren Krankheitsfortschrittes genutzt wer-
den. Bereits frihzeitig auftretende motorische Symptome gehen mit einem rasch
progredienten Krankheitsverlauf einher (Kehrer et al., 2021).
Erganzend zu den beiden genannten Methoden weist der Diffusionsparameter
ADC ebenfalls einen pradiktiven Wert fur den Krankheitsverlauf auf.
Die Messung des apparenten Diffusionskoeffizienten wurde zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bei einem Groliteil der Patienten mit der juvenilen Form der
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MLD im neuropadiatrischen Zentrum durchgefuhrt. Folgten daraufhin noch wei-
tere Longitudinaldaten konnten Interpretationen und Zusammenhange tber den
dann stattgehabten klinischen Verlauf und gemessenen Diffusionsparameter ge-
stellt werden (van Rappard et al., 2018).

Bei Patienten, deren initiale Messung des ADC-Wertes in der Zentralregion noch
vor Ausbruch deutlich beeintrachtigender motorischer Symptome (GMFC-MLD <
1), einen Wert > 0,001 mm?/s ergab, folgte meist ein schnell progredienter Krank-
heitsverlauf. Dieser wurde definiert als Fortschreiten von GMFC-MLD-Level 1 zu
Level 2 in weniger als 27 Monaten.

Verschlechterten sich die Symptome der Patienten nach Diagnosestellung MLD
weniger rasch, dauerte also der Fortschrift von GMFC-MLD-Level 1 zu Level 2
mehr als 27 Monate, konnte bei der Initialmessung ein gemittelter ADC-Wert von

< 0,001 mm?/s gemessen werden.

4.4 Einordnung der neuen Methode in den aktuellen
Forschungsstand und den klinischen Alltag

Die Messung der Diffusionsparamter ADC und FA ist noch nicht Teil der standar-
disierten Diagnosekonzepte bzw. Leitlinien bei neuropadiatrischen Erkrankun-
gen. StandardmaRig durchgefuhrte MRT-Protokolle enthalten bei der metachro-
matischen Leukodystrophie T1- und vor allem T2-gewichtete Sequenzen, aber
auch zunehmend diffusionsgewichtete Sequenzen zur Verlaufsbeschreibung
und Therapieplanung (Amedick et al., 2023). Durch logistisch und organisato-
risch bedingte Grinde werden diese speziellen Messungen meist erst im fortge-
schritteneren Krankheitsstadium durchgefuhrt. Einerseits kann nicht jeder Mag-
netresonanztomograph neben dem apparenten Diffusionskoeffizienten auch die
fraktionelle Anisotropie messen, andererseits werden Patienten nicht direkt die-
ser Diagnoseform zugefuhrt. Grinde hierfur sind auch der Kostenpunkt der Me-
thodik, der Stress fur das Kind wahrend der langen Messung und die Tatsache,
dass die MRTs nicht an jedem Standpunkt verfugbar sind.

Bereits erhohte ADC-Werte in den ersten MRT-Scans sind in der Regel auch
dadurch zu erklaren, dass die Patienten haufig erst bei auffallender Symptomatik
und nach mehreren nicht diagnosefeststellenden arztlichen Konsultationen den
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zugewiesenen neuropadiatrischen Zentren zugefuhrt werden konnen. Die dort
angefertigten MRT-Scans mit Messung der Diffusionsparameter sind also selten
vor klinischem Onset durchfuhrbar. Fur Geschwisterkinder von an MLD-erkrank-
ten Patienten besteht allerdings die Moglichkeit, die Diffusionsparameter bereits
vor Entwicklung erster klinischer Symptome zu messen. Die Erkenntnisse sind
fur die Beratung betroffener Familien wichtig (Elgun et al., 2019). Auch ist hier
anhand der Gentestung und des Urintests bereits frihzeitiger eine Diagnose oder
der Ausschluss der Diagnose metachromatische Leukodystrophie moglich.

Im Vergleich und als Erganzung zu den anderen Methoden, wie z.B. der Messung
des Demyelination Loads, liefert die Messung der Diffusionsparamater ADC und
FA weitere deskribierende und quantifizierende Aspekte der MLD. Einerseits kor-
relieren die gemessenen Werte stark mit den klinischen Parametern GMFC-MLD
und 1Q, andererseits lasst sich ein Krankheitsverlauf eher prognostizieren, wenn
bereits zum Diagnosezeitpunkt ein MRT-Scan mit Messung der ADC in der Zent-
ralregion durchgefuhrt wird.

In bereits veroffentlichten Studien konnte anhand kleinerer Fallgruppen bereits
die Veranderung der Diffusionsparameter ADC und FA bei Patienten mit MLD
beschrieben werden (van Rappard et al., 2018). In diesem Promotionsprojekt und
den daraus hervorgegangenen wissenschaftlichen Publikationen konnte verdeut-
licht werden, dass die Beeintrachtigung der Diffusion der Wassermolekule in den
verschiedenen Hirnarealen quantifizierbar ist und signifikante Zusammenhange
mit der kognitiven und motorischen Symptomatik von an MLD erkrankten Patien-
ten bestehen.

In zukunftigen Forschungsprojekten konnen durch die zunehmende Verfugbar-
keit von diffusionsgewichteten bildgebenden Verfahren weitere klinisch relevante
Erkenntnisse Uber Veranderungen der zerebralen Mikrostruktur bei lysosomalen
Speichererkrankungen gewonnen werden (Groeschel et al., 2016a). Neben den
hier beschriebenen Diffusionsparametern ADC und FA sollten dann weitere Ver-
fahren, wie zum Beispiel neurite orientation dispersion and density imaging
(NODDI), mehr Einzug in die Forschung erhalten (Martin et al., 2021)
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4.5 Wissenschaftliche Gutekriterien

Gemaly der Hauptgutekriterien wissenschaftlichen Arbeitens muss dieses Pro-
motionsprojekt bezuglich Objektivitat, Reliabilitat und Validitat kritisch betrachtet
werden, um fur weitere Forschungen im Bereich Diffusionsparameter bei der me-
tachromatischer Leukodystrophie optimierbare Aspekte erarbeiten zu kdnnen.
Durch das standardisierte Vorgehen bei der Durchfihrung, Auswertung und In-
terpretation wurden vereinheitlichte objektive Daten generiert. Jedoch bedarf die
manuelle Setzung der ROI trotz definierter anatomischer Landmarken einen me-
thodischen Optimierungsbedarf. Hier konnte kunstliche Intelligenz in Form von
neuronalen Netzwerken eine reproduzierbarere Datengenerierung ermoglichen.
Die Reliabilitat der Daten wird durch die Messgenauigkeit der Magnetresonanz-
tomographen, die vordefinierten ROIs und die Messung der Diffusionsparameter
mithilfe des Programms MRtrix gewahrleistet. Kritisch betrachtet werden muss
die Tatsache, dass die MRT-Sequenzen nicht nur von Geraten der Firma Sie-
mens angefertigt wurden und die pathologisch veranderten Gehirne der Patien-
ten interindividuelle Unterschiede aufwiesen.

Um valide Daten zu erzeugen, bedarf es Messmethoden, die genaue Informatio-
nen Uber das geben, was sie messen sollen. Die standardisierten Erhebungsver-
fahren der IQ-Tests und des GMFC-MLD-Scores erlauben diese genaue Mes-
sung der klinischen Parameter. Die Messung der Diffusionsparameter gibt ge-
naue quantitative Informationen Uber die Veranderung der Beweglichkeit der
Wassermolekule als Folge der Demyelinisierung.

Da es sich bei der metachromatischen Leukodystrophie um eine dul3erst seltene
neuropadiatrische Erkrankung handelt, ist die Stichprobengrofe gering. Aul3er-
dem mussten wahrend der Datenerhebung und Analyse einige Daten aufgrund
der 0.g. Ausschlusskriterien aus der Betrachtung genommen werden. Durch das
LEUKONET, den aktuellen Studienergebnissen und einem erhdhten Bewusst-
sein gegenuber dem Krankheitsbild kann es in Zukunft mdglich werden, mehr
Patientinnen und Patienten in die Studien einzubinden und weitere Aspekte uber
das Krankheitsbild zu erforschen. Optimalerweise werden die Patienten frihzeitig

in Studienzentren eingebunden und so longitudinale Daten erfasst.
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Messung der Diffusionsparameter ADC und FA bei Patienten mit metachro-
matischer Leukodystrophie kann als quantifizierender und pradiktiver Parameter
bei der Diagnosestellung, Verlaufsbeurteilung und Entwicklung von Therapie-
und Versorgungskonzepten dieser seltenen neuropadiatrischen Erkrankung ge-
nutzt werden.

Bereits zum Diagnosezeitpunkt und im weiteren Verlauf liegen erhdhte Werte des
apparenten Diffusionskoeffizienten und verringerte Werte der fraktionellen Aniso-
tropie bei Patienten mit metachromatischer Leukodystrophie in den pathologisch
betroffenen Hirnarealen vor. Diese korrelieren in den motorischen Arealen Zent-
ralregion und PLIC mit dem gemessenen GMFC-MLD-Level und in der frontalen
weilRen Substanz mit den Veranderungen des Intelligenzquotienten.

Klinisch lassen sich diese Erkenntnisse ebenfalls nutzen, ob und inwiefern ein
Patient einem neuartigen Therapiekonzept zugefuhrt werden kann oder aufgrund
des bereits vorliegenden Erkrankungsfortschrittes andere Verfahren bedacht
werden mussen. Bei Geschwisterkindern in der Familie kann durch die Messung
der Diffusionsparameter neben der genetischen Untersuchung die exaktere Be-
schreibung der Demyelinisierungsprozesse erfolgen. So kann es in Zukunft mog-
lich werden noch asymptomatische Patienten frihzeitig behandeln zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Als sehr seltenes neuropadiatrisches Krankheitsbild ist die metachromatische
Leukodystrophie Teil der Forschung in spezialisierten Zentren. Mit diesem Pro-
motionsprojekt soll untersucht werden, wie die Diffusions — Tensor — Bildgebung
wichtige Aspekte zur Beschreibung der MLD und zur Pradiktion des Krankheits-
verlaufes beitragen kann. Diffusionsgewichtete MRT-Sequenzen geben Auf-
schluss Uber die Bewegungsmaoglichkeit von Wassermolekulen sowohl in gesun-
den als auch in durch Demyelinisierung pathologisch veranderten neuronalen
Strukturen.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Diffusionsparameter ADC und FA
die pathologischen Veranderungen der zerebralen Mikrostruktur bei Patienten
mit MLD quantifizieren kdbnnen und bereits zum Diagnosezeitpunkt Hinweise auf
die Dynamik des weiteren Krankheitsverlaufs geben konnen.

Fir den wissenschaftlichen Vergleich wurden 188 MRT-Scans von 120 gesun-
den Individuen im Alter vom ersten Lebensjahr bis in die junge Adoleszenz (19.
Lebensjahr) identisch zu den seit 2006 erhobenen klinischen Daten von Patien-
ten untersucht. Es lagen zum Zeitpunkt der Datenanalyse 111 MRT-Scans von
83 Patienten im Alter von einem halben bis ca. 40 Jahren vor. Bei den Untersu-
chungen wurden ebenfalls die klinischen Parameter GMFC-MLD, welcher die
motorische Verschlechterung im Krankheitsverlauf beschreibt, und der Intelli-
genzquotient erhoben.

Zur Korrelation mit der kognitiven Funktion (IQ) wurden die Diffusionsparameter
in der frontalen weil3en Substanz gemessen. Zur Korrelation mit der motorischen
Funktion (GMFC-MLD) wurden die Diffusionsparameter in der Zentralregion ge-
messen. Da der hintere Kapselschenkel der Capsula interna (PLIC) homogenere
Fasern unter anderem des corticospinalen Trakts aufweist, wurden auch hier die
Diffusionsparameter ADC und FA gemessen und mit dem GMFC-MLD korreliert.
Patienten mit MLD weisen in allen drei Hirnregionen signifikant von den gesun-
den Kontrollen abweichende Diffusionsparameter auf.

Bei der Messung des apparenten Diffusionskoeffizienten, welcher ein Mal} fur
freie Diffusivitat und damit Beweglichkeit der Wassermolekule ist, konnten bei
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Patienten mit MLD in allen drei Hirnregionen uber den zeitlichen Verlauf hinweg
erhohte Werte festgestellt werden. Die Wassermolekule diffundieren also in den
pathologisch veranderten Hirnarealen ungehinderter als in den nicht betroffenen
Arealen. Die ADC-Werte korrelieren positiv mit dem GMFC-MLD-Level in den
motorischen Arealen und negativ mit dem Intelligenzquotienten in der frontalen
weillen Substanz.

Der Diffusionsparameter der fraktionellen Anisotropie, also der Gerichtetheit von
Faserbahnen, gibt Aufschluss uber die im Krankheitsverlauf eingeschrankte
Konnektivitat neuronaler Strukturen. Die Messwerte sind in allen drei Hirnregio-
nen im zeitlichen Verlauf niedriger als bei gesunden Kontrollen. Die Wassermo-
lekule diffundieren ungerichteter, da die durch die Demyelinisierung geschadig-
ten Nerven keine Leitstruktur mehr darstellen. Die FA-Werte korrelieren negativ
mit dem GMFC-MLD-Level in den motorischen Arealen und positiv mit dem In-
telligenzquotienten in der frontalen wei3en Substanz.

Far den klinischen Alltag ist die Pradiktion des Krankheitsverlaufes ein wichtiger
Aspekt fur die Beratung der Patienten und deren Familien sowie der Therapie-
planung. Bei Patienten, bei denen sich nach Diagnosestellung einen schnell-pro-
gredienter Krankheitsverlauf manifestierte, wurde zum Diagnosezeitpunkt ein
ADC-Wert >0,001 mm?/s in der Zentralregion gemessen.

Die Diffusionsparameter ADC und FA konnen also einen wichtigen und klinisch
relevanten Beitrag zur Quantifizierung der zerebralen Mikrostruktur von Patienten

mit MLD geben und pradiktive Aussagen uber den Krankheitsverlauf treffen.
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Anhang

Das hier als Masterskript bezeichnete Skript ist die Auflistung der zeitlich hinter-
einander durchlaufenden Arbeitsschritte von den Vorverarbeitungsschritten bis
hin zur Messung in den ROl in MRtrix (www.mrtrix.org). Die einzelnen Schritte
wurden manuell kontrolliert, bevor der nachste Punkt im Skript durchgefuhrt
wurde.

Der Name Masterskript entstand durch die Zusammenstellung der einzelnen
Skripte fur die jeweiligen Arbeitsschritte, die im Prozess chronologisch hinterei-
nander entstanden sind und durchgefuhrt wurden.

Das Format fur die Speicherung lautet .sh und entspricht dem Unix-Shell-Bash
Standard.

Im Folgenden sind die Unterpunkte mit # gekennzeichnet und das Masterskript
aufgefuhrt:
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#!/bin/bash
#cd /media/arbeit/lucas/mri
#foriin */*; do

cd $i

HHHHHHAA###1. making directory
echo making directory "diff", preprocessing and coreg $i...............
mkdir "diff* preprocessing coreg

HtHHEHA####2. denoising

echo denoising dwi $i...............

if [ -f preprocessing/dwi_DTI.mif ]; then
dwidenoise preprocessing/dwi_DTIl.mif prepro-
cessing/dwi_DTI_dn.mif
mrcalc preprocessing/dwi_DTI.mif preprocessing/dwi_DTI_dn.mif -
subtract preprocessing/res.mif

elif [ -f preprocessing/dwi_trace.mif ]; then
dwidenoise preprocessing/dwi_trace.mif prepro-
cessing/dwi_trace_dn.mif
mrcalc preprocessing/dwi_trace.mif prepro-
cessing/dwi_trace_dn.mif -subtract preprocessing/res.mif

else
echo no dwi or trace to denoise

fi

HiHHHHHHHH#####3: distortion correction
echo dwi distortion correction $i...............
# comment use fsl 5.0.10
# foreach -8 */* : dwipreproc IN/preprocessing/dwi_DTI_dn.mif
IN/preprocessing/dwi_DTI_dn_preproc.mif -rpe_none -pe_dir AP

if [ -f preprocessing/dwi_DTI_dn.mif ]; then
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dwipreproc preprocessing/dwi_DTI_dn.mif prepro-
cessing/dwi_DTI_dn_preproc.mif -rpe_none -pe_dir AP

else
echo no dwi or trace to preproc

fi

HiHHHHHHH####4: DO extraction
echo extract b0 from denoised and preprocessed dwi $i...............
if [ -f preprocessing/dwi_DTI_dn_preproc.mif ]; then
mrconvert -coord 3 0 preprocessing/dwi_DTI_dn_preproc.mif
diff/b0.mif
elif [ -f preprocessing/dwi_trace_dn_preproc.mif ]; then
mrconvert -coord 3 0 preprocessing/dwi_trace_dn_preproc.mif
diff/b0.mif
elif [ -f preprocessing/dwi_DTI_dn.mif ]; then
mrconvert -coord 3 0 preprocessing/dwi_DTI_dn.mif diff/b0.mif
elif [ -f preprocessing/dwi_trace_dn.mif ]; then
mrconvert -coord 3 0 preprocessing/dwi_trace_dn.mif diff/b0.mif
else
echo no dwi or trace to extract bO
fi

HHHHHHHHAIH##S: create ADC, FA and EV
echo ADC and FA and EV from denoised and preprocessed dwi

if [ -f preprocessing/dwi_DTI_dn_preproc.mif ]; then
dwi2mask preprocessing/dwi_DTI_dn_preproc.mif prepro-
cessing/mask.mif
dwi2tensor preprocessing/dwi_DTI_dn_preproc.mif -mask prepro-
cessing/mask.mif preprocessing/dt.mif
tensor2metric preprocessing/dt.mif -adc diff/adc.nii -fa diff/fa.nii -

vect diff/ev.nii
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elif [ -f preprocessing/dwi_trace_dn_preproc.mif ]; then
dwi2mask preprocessing/dwi_trace_dn_preproc.mif prepro-
cessing/mask.mif
dwi2adc preprocessing/dwi_trace_dn_preproc.mif difffadc_b0.nii
mrconvert -coord 3 0 diff/fadc_b0.nii diff/b0_from_adc.nii
mrconvert -coord 3 1 diff/fadc_b0.nii diff/adc.nii

elif [ -f preprocessing/dwi_DTI_dn.mif ]; then
dwi2mask preprocessing/dwi_DTI_dn.mif preprocessing/mask.mif
dwi2tensor  preprocessing/dwi_DTIl_dn.mif  -mask  prepro-
cessing/mask.mif preprocessing/dt.mif
tensor2metric preprocessing/dt.mif -adc diff/adc.nii -fa diff/fa.nii -
vect diff/ev.nii

elif [ -f preprocessing/dwi_trace_dn.mif ]; then
dwi2mask preprocessing/dwi_trace_dn.mif prepro-
cessing/mask.mif
dwi2adc preprocessing/dwi_trace_dn.mif diff/adc_b0.nii
mrconvert -coord 3 0 diff/fadc_b0.nii diff/b0_from_adc.nii
mrconvert -coord 3 1 diff/adc_b0.nii diff/adc.nii

elif [ -f preprocessing/dwi_trace.mif ]; then
dwi2mask preprocessing/dwi_trace.mif prepro-
cessing/mask_ori.mif
dwi2adc preprocessing/dwi_trace.mif difffadc_b0_ori.nii
mrconvert -coord 3 0 diff/adc_bO0_ori.nii diff/b0_from_adc_ori.nii
mrconvert -coord 3 1 diff/fadc_bO0_ori.nii diff/adc_ori.nii

else
echo no dwi or trace to create ADC, FA or EV

fi

HHHHHHHHA##6: ROI template
echo making ROI template $i..........
mrthreshold preprocessing/mask.mif -abs 1.5 difffROl_FWM.mif
cp difffROI_FWM.mif difffROI_PLIC.mif
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cp difffROI_FWM.mif diff ROI_CR.mif

HHHHHH#H##H# 7. corregistration
echo rb0 resize
#foreach -8 */* : mrresize IN/diff/b0.mif IN/coreg/rb0.nii -vox 1,1,1
echo r05b0 resize
#foreach -8 */* : mrresize IN/diff/b0.mif IN/coreg/rO5b0.nii -vox

0.5,0.5,0.5
echo T1 b0 flirt reverse §$i...............
# comment use fsl 5.0.9
# mrresize diff/b0.mif coreg/rb0.nii -vox 1,1,1

flirt -in coreg/rb0.nii -ref t1_3d.nii -omat coreg/t1_rb0_rev.txt -cost
normmi -searchcost normmi -dof 6
convert_xfm -omat coreg/t1_rb0.txt -inverse coreg/t1_rb0_rev.ixt
flirt -in t1_3d.nii -ref coreg/rb0.nii -applyxfm -init coreg/t1_rb0.txt -
out diff/rt1_b0.nii
echo T2 b0 flirt reverse $i.....................

# comment use fsl 5.0.9

# mrresize diff/b0.mif coreg/r05b0.nii -vox 0.5,0.5,0.5
flirt -in coreg/rO5b0.nii -ref t2ax.nii -omat coreg/t2_r05b0_rev.txt -
cost normmi -searchcost normmi -dof 6
convert_xfm -omat coreg/t2_r05b0.txt -inverse
coreg/t2_r05b0_rev.txt
flirt -in t2ax.nii -ref coreg/r05b0.nii -applyxfm -init coreg/t2_r05b0.txt
-out diff/rt2_b0.nii

HHHHHA#H####8. transform (if coregistration doesn't work)
echo T1 b0 transformation
mrtransform t1_3d.nii -temp coreg/rb0.nii diff/rt1.nii
echo T2 b0 transformation

mrtransform t2ax.nii -temp coreg/r05b0.nii diff/rt2.nii
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HHHHHHHHA##O: setting ROls
#mrview2 adc.nii b0.nii ev.nii fa.nii rt1_b0.nii rt2_bO0.nii rt1.nii rt2.nii &
#mrview2 adc.nii b0.nii rt1_b0.nii rt2_b0.nii rt1.nii rt2.nii &
#setting ROIs manually

HHHHHHHHAHH#10: ADC to table
echo ROI measurement ADC §$i...............
if [ -f diff/ROI_CR.mif && -f diff/adc.nii ]]; then

ADC_ROI_CR=$(mrstats diff/adc.nii -mask diff/ROI_CR.mif -output
median)

ADC_ROI_FWM=$(mrstats diff/adc.nii -mask diff/ROl_FWM.mif -
output median)

ADC_ROI_PLIC=$(mrstats diff/adc.nii -mask diff/ROI_PLIC.mif -

output median)

elif [ -f difffROI_CR.mif && -f diff/adc_ori.nii ]]; then

else

fi

ADC_ROI_CR_ori=$(mrstats diff/adc_ori.nii -mask diff/ROI_CR.mif
-output median)

ADC_ROI_FWM_ori=$(mrstats diff/adc_ori.nii -mask
difffROl_FWM.mif -output median)
ADC_ROI_PLIC ori=$(mrstats diff/adc_ori.nii -mask

difffROI_PLIC.mif -output median)

echo no ROI to measure

if [[ -f diff/ROI_CR.mif && -f diff/adc.nii ]]; then

echo Si $ADC ROI_CR >> /media/arbeit/lucas/re-
sults/mld_ADC_ROI_CR.txt

echo i $ADC _ROI_FWM >> /media/arbeit/lucas/re-
sults/mld_ADC_ROI_FWM.txt

echo i $ADC ROI_PLIC >> /media/arbeit/lucas/re-
sults/mld_ADC_ROI_PLIC.txt
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elif [ -f difffROI_CR.mif && -f diff/adc_ori.nii ]]; then

else

fi

echo $i $ADC ROI CR ori >>
sults/mld_ADC_ROI_CR_ori.txt
echo $i $ADC_ROI_FWM_ori >>
sults/mld_ADC_ROI_FWM_ori.txt
echo $i $ADC_ROI_PLIC ori >>
sults/mld_ADC_ROI_PLIC_ori.txt

echo no ROl to table

HHHHHHHHAH##11: FA to table

echo ROI measurement FA $i...............

if [[ -f diff/ROI_CR.mif && -f diff/fa.nii ]]; then
FA_ROI_CR=$(mrstats diff/fa.nii -mask difffROI_CR.mif -output

else

fi

median)

/media/arbeit/lucas/re-

/media/arbeit/lucas/re-

/media/arbeit/lucas/re-

FA_ROI_FWM=$(mrstats diff/fa.nii -mask difffROl_FWM.mif -out-

put median)

FA_ROI_PLIC=$(mrstats diff/fa.nii -mask diff/ROI_PLIC.mif -output

median)

echo no ROI to measure

if [ -f diff/ROI_CR.mif && -f diff/fa.nii |; then

else

echo $i  $FAROILCR  >>
sults/mld_FA_ROI_CR2.txt
echo $i  $FA_ROI FWM  >>
sults/mld_FA_ROI_FWM2.txt
echo $i  $FA ROI_PLIC  >>
sults/mld_FA_ROI_PLIC2.txt

/media/arbeit/lucas/re-

/media/arbeit/lucas/re-

/media/arbeit/lucas/re-
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echo no ROl to table
fi

cd ../..

#done



