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1 Einleitung

In dieser Arbeit soll der frihe Verlauf nach hamatopoetischer
Stammzelltransplantation  (HSZT) bei Kindern mit  Metachromatischer
Leukodystrophie (MLD) beleuchtet werden. An dieser Stelle soll ein Uberblick tiber
die Erkrankung und mogliche Therapiemethoden, sowie die Zielsetzung und

Motivation der Dissertation erlautert werden.

1.1 Metachromatische Leukodystrophie

Die  metachromatische Leukodystrophie  (MLD) ist eine  seltene
Stoffwechselerkrankung, die zu den lysosomalen Speicherkrankheiten (LSK)
gezahlt wird (1). Die Erkrankung ist monogenetisch, wird autosomal rezessiv vererbt
und weist eine Pravalenz von 1-2/100.000, sowie eine Inzidenz von 1/40.000
Geburten auf (2).

1.1.1 Pathogenese

Die MLD wird die durch eine Mutation im Gen fir die Arylsulfatase A (ARSA)
verursacht (1). Dieses Enzym katalysiert den ersten Schritt im Abbau des
Sphingolipids 3'-O-Sulphogalactosylceramid, auch bekannt als Sulfatid. Jenes
kommt besonders haufig im Myelin des Nervensystems vor, wo es etwa 4 % aller
Myelinlipide ausmacht und wichtige Funktionen bei der Erhaltung des Myelins
Ubernimmt (2,3). Bei einem Mangel an ARSA konnen die Sulfatide nicht mehr
abgebaut werden und haufen sich in lysosomalen Speicherdepots der
Myelinscheiden im zentralen und peripheren Nervensystem an (4). Dies bewirkt
eine fortschreitende Demyelinisierung und hemmt die Differenzierung der
Oligodendrozyten aus den Vorlauferzellen, wodurch die Remyelinisierung
verhindert wird (5).

Sulfatide stellen eine wichtige, relativ unerforschte Komponente der
Immunregulation im Zentralen Nervensystem (ZNS) dar (6). MLD-Patient*innen
weisen erhdhte Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine im
Liquor auf und es ist bekannt, dass Sulfatide eine Vielzahl von Immunzellen wie
Neutrophile, dendritische Zellen, B-Zellen und Mikroglia im ZNS beeinflussen (6-8).
Es konnte gezeigt werden, dass mit Sulfatiden behandelte organotypische

Schnittkulturen ein verstarktes Entzindungsprofil aufweisen (9). Die Aktivierung
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proinflammatorischer ~ Signalwege im Gehirn stellt einen potenziellen
Konvergenzpunkt zwischen chronischer Neuroinflammation und
Neurodegeneration bei vielen Hirnerkrankungen wie Alzheimer und Multipler
Sklerose dar, sodass davon ausgegangen werden kann, dass die Erh6hung dieser
Zytokine zur Demyelinisierung bei MLD beitragt (10-12).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die fortschreitende Demyelinisierung das
pathologische Hauptmerkmal der MLD darstellt, das sich klinisch in einer Vielzahl
schwerer neurologischer Symptome auf3ert (13).

1.1.2 Genetik
Die MLD betreffend wurden 116 Mutationen des ARSA-Gens auf dem Chromosom
22q13.31 beschrieben (14), wenngleich die MLD genetisch sehr heterogen ist.

Die charakterisierten MLD-Mutationen lassen sich funktionell in zwei Gruppen
unterteilen: 0-Allele, die mit einer extrem geringen enzymatischen Aktivitat
einhergehen, und R-Allele, die fur eine ARSA mit nachweisbarer Restaktivitat
kodieren. Das 0-Allel c.465+1G>A und die R-Allele ¢.1283C>T und ¢.542T>G sind
die bei Kaukasiern am haufigsten nachgewiesenen Mutationen und 80% der MLD-

Patient*innen weisen eine dieser drei Varianten auf (14-17).

Eine gewisse Genotyp-Phanotyp-Korrelation kann durch die unterschiedliche
Restaktivitat der ARSA erklart werden (14-21). Bei einer Homozygotie zweier 0-
Allele exprimieren Patient*innen eine extrem geringe Restaktivitat und leiden an der
schwersten spatinfantilen Form der MLD (14,15,20-22). Die héchste ARSA-Aktivitéat
in Leukozyten, die aus der R-Allel-Variante ¢.1283C > T im homozygoten Zustand
resultiert, wird der spatjugendlichen und erwachsenen Form der MLD zugeordnet
und geht mit einem ausschlief3lich kognitiven Krankheitsbeginn einher (21,23). Eine
Compound- Heterozygotie mit dem 0-Allel ¢.465+1G>A wird bei allen Formen des
Ausbruchs beobachtet, wahrend eine Compound-Heterozygotie mit den R-Allelen
der spatjugendlichen und erwachsenen Form mit kognitivem Krankheitsbeginn
zugeordnet wird (15,21). Die Korrelation zwischen Phanotyp und Restaktivitat der
ARSA wurde auch auf biochemischer Ebene bestatigt (15-17), vor allem in Bezug
auf den Krankheitsbeginn (14,15,21). So konnte gezeigt werden, dass eine
Restaktivitat der ARSA unter 1% mit einem frithen (vor 2,5 Jahren) und motorischen

Krankheitsbeginn korreliert (21).
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Dennoch besteht zwischen Patient*innen mit demselben ARSA-Genotyp eine
erhebliche Heterogenitat, weshalb eine eindeutige Genotyp-Phanotyp-Korrelation
bisher nicht nachgewiesen werden konnte (14,15,19,23-25).

Von der MLD zu unterscheiden ist zum einen die Arylsulfatase-A-Pseudodefizienz

und der Saposin-B-Mangel.

Etwa 0,2 bis 0,5 % der kaukasischen Bevdlkerung weisen einen erheblichen ARSA-
Mangel mit einer Restaktivitat des Enzyms von etwa 10 % des Normalwerts auf,
ohne jedoch klinischen Symptome zu zeigen (19). Dieses Phanomen wird als
Arylsulfatase-A-Pseudodefizienz bezeichnet. Die Pseudodefizienz ist auf ein
haufiges ARSA-Allel zurtickzufuhren, das zwei Polymorphismen tragt, von denen
einer fur die geringe Enzymaktivitat verantwortlich ist (26). Personen, die
heterozygot fur ein ARSA-Pseudodefizienz-Allel und ein MLD-Allel sind, haben eine
noch geringere Restaktivitdit der ARSA als Personen, die homozygot fur das
Pseudodefizienz-Allel sind. Personen, die heterozygot fir ein ARSA-
Pseudodefizienz-Allel und ein MLD-Allel sind, scheiden jedoch kein Sulfatid im Urin
aus, ihre Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) ist nicht vermindert, und es gibt auch
keine Uberzeugenden Hinweise auf eine durch den Genotyp verursachte

neurologische Erkrankung (27).

Die ARSA bendtigt die Unterstiitzung eines kleinen Aktivatorproteins namens
Saposin B, um Sulfatid abzubauen. Dieses Protein extrahiert Sulfatid aus den
Membranen und prasentiert es der ARSA in einem Eins-zu-eins-Komplex. Ein
Mangel an Saposin B ist viel seltener, fuhrt aber ebenfalls zu einer Erkrankung, die
klinisch dem ARSA-Mangel sehr ahnlich ist. Da Saposin B nicht nur fr den Abbau
von Sulfatiden, sondern auch fir den von Globotriaosylceramid erforderlich ist,
reichert sich letzteres Lipid auch bei Saposin-B-Mangel an, was ihn von der MLD
unterscheidet (19)

1.1.3 Klinische Verlaufsformen

Die MLD zeigt sich klinisch in neurologischen Symptomen, wobei sie in Bezug auf
das Alter bei Krankheitsbeginn, die Geschwindigkeit des Fortschreitens der
Erkrankung und die Anfangssymptome sehr heterogen erscheint. Im Allgemeinen
kbnnen drei verschiedene klinische Formen der MLD unterschieden werden, die

sich wesentlich durch die unterschiedliche Restaktivitat der ARSA erklaren lassen:
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eine spat-infantile Form, die vor dem Alter von 30 Monaten auftritt (40-50%), eine
juvenile Form, bei der Symptome im Alter von 30 Monaten bis 16 Jahren auftreten
(30-40%) und eine adulte Form, die nach dem Alter von 16 Jahren beginnt (18-20%)
(19,28-30).

Das Profil der Erstsymptome unterscheidet sich deutlich zwischen spétinfantiler,
juveniler und adulten Form: Bei spétinfantilen Patient*innen sind die haufigsten
Erstsymptome abnorme Bewegungsmuster, Gangstorungen und
Entwicklungsriickschritte (31), wahrend Patient*innen mit juvenilem Beginn haufiger
Beeintrachtigungen der Feinmotorik, Konzentrations- und Verhaltensprobleme als
Erstsymptome aufweisen (32). Bei der erwachsenen Form erinnern die ersten
Symptome hé&ufig an die Diagnose einer psychiatrischen Erkrankung, insbesondere
der Schizophrenie, da psychotische Symptome und Verhaltensauffalligkeiten haufig
einem Abbau der intellektuellen Fahigkeiten vorausgehen oder damit einhergehen
(33).

Bei der spat-infantilen Form lassen sich meist im Alter von 12 bis 24 Monaten die
ersten grobmotorischen Symptome feststellen. Im weiteren Verlauf der Erkrankung
entwickeln sich die Patient*innen sprachlich und schlief3lich auch kognitiv zurtck.
Die Sprache wird langsamer, ebenso wie die Bewegungen. Die Feinmotorik
verschlechtert sich aufgrund einer Mischung aus peripherer Neuropathie, Spastik
und Ataxie. Im spéateren Stadium verschlechtert sich das Sehvermdgen aufgrund
einer Optikusatrophie, es entwickelt sich ein Nystagmus; Krampfanfélle sind ein
Spéatzeichen, ebenso wie eine schwere Demenz. Die Patient*innen sterben in der
Mehrzahl der Falle im 1. Lebensjahrzehnt (19,31,32,34).

Der Verlauf bei jugendlichen Patient*innen ist eher schleichend. Meist werden die
Kinder mit schlechten Schulleistungen, unangemessenem Verhalten oder
psychiatrischen Symptomen auffallig (32,35), wobei es immer wieder auch zu
gravierenden Fehldiagnosen kommt (36,37). Insbesondere, wenn priméar keine
motorische Symptomatik zu verzeichnen ist, kann dies nicht nur Gber Monate,
sondern sogar Uber einige Jahre hinweg relativ stabil bleiben (15). Sobald sich
jedoch eindeutige neurologische Anzeichen, wie eine spastische Kérperhaltung und
ein Muskelhypertonus entwickeln, kommt es zu einem raschen Ruckgang der

Grobmotorik, der genauso schnell verlaufen kann wie bei der spatinfantilen Form
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(15,15,19). Bei einigen Patient*innen tritt diese Verschlechterung erst im frithen

oder sogar spateren Erwachsenenalter auf (31).

Bei Erwachsenen ist die Erkrankung durch einen langsamen Rickgang der
intellektuellen F&ahigkeiten, emotionale Instabilitdt, abnormales Verhalten und
Gedachtnisstérungen gekennzeichnet. Im Allgemeinen ist der Krankheitsverlauf viel
langsamer als bei der spatkindlichen Form und Erwachsene kdnnen sogar noch
Jahrzehnte nach der Diagnosestellung tberleben (19,33).

Daruber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die Art der Symptome bei
Krankheitsbeginn einen wichtigen Préadiktor fur das Fortschreiten der Erkrankung
darstellt. Patient*innen mit motorischen Symptomen bei Krankheitsbeginn, sei dies
allein oder in Kombination mit kognitiven Symptomen, weisen eine signifikant
schnellere Krankheitsprogression auf als Patient*innen, bei denen lediglich
kognitive Erstsymptome beobachtet werden kdnnen (15).

1.1.1 Diagnostik
1.1.1.1 Laborchemische Parameter und genetische Untersuchung

Bei klinischem Verdacht auf eine MLD wird zum einen die pathogenetisch
verringerte Aktivitat der ARSA in der Regel in Leukozyten des Blutes gemessen.
Daruber hinaus ist die Quantifizierung der Sulfatidausscheidung im 24-Stunden-
Urin ein wesentlicher Parameter fur die Diagnose der MLD. Zusatzlich wird eine
genetische Mutationsanalyse durchgefihrt, jedoch ist die biochemische Diagnose
der MLD der genetischen Diagnose vorzuziehen. Aufgrund der grof3en Vielfalt an
Mutationen ist es meist notwendig, das gesamte Gen zu sequenzieren, weshalb
dieser diagnostische Test in der MLD-Routinediagnostik von begrenztem Wert ist
(29).

1.1.1.2 MRT

Neben den laborchemischen Parametern zahlt eine Magnetresonanztomographie
(MRT) des Schadels zur Diagnostik der MLD. Die Demyeliniserung der MLD zeigt
sich in jenem vor allem in Veranderungen der weilRen Substanz (WM), wobei die
Aussparung der subkortikalen U-Fasern (Arcuate-Fasern) und des Kleinhirns als

deutliche Hinweise auf eine MLD gewertet werden kdnnen (38—40).
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Typisch sind symmetrische, konfluierende Regionen mit Signalhyperintensitaten auf
T2-gewichteten Bildern, zunachst in periventrikularen Regionen und im Balken, im

fortgeschrittenen Krankheitsstadium dann auch in den Hemispharen (40).

Abbildung 1: Beispielhafte MRT-Aufnahmen (41)

T2-gewichtete axiale MRT-Aufnahmen von Patient*innen mit juveniler MLD in der friilhen (c) und spéaten (d)
Phase der Erkrankung (41).

(c) Periventrikulare und zentrale Regionen der WM zeigen Signalhyperintensitaten, einschlief3lich der
kommissuralen WM. Der hintere Schenkel der inneren Kapsel ist bereits betroffen. Es gibt keine zerebellaren
Veranderungen oder zerebrale Atrophie. Die subkortikale WM (U-Fasern) ist ebenfalls ausgespart (41)

d) Schwere zerebrale und zerebellare Atrophie und zerebelldre WM-Signalhyperintensitaten, zusatzlich zu den

betroffenen Projektionsfasern und dem reduzierten Volumen der supratentoriellen WM, die diffus hyperintens
erscheint (41)

Es konnte gezeigt werden, dass die Oortliche Ausbreitung dieser T2-
Hyperintensitaten in gewissem Mal3e mit der Symptomatik in Zusammenhang steht
(41). Eine vorrangig kognitive Beteiligung zeigte sich in erster Linie mit T2-
Hyperintensitaten in der frontalen WM, motorische Defizite mit Signalanomalien vor
allem in der zentralen Region (42,43). Haufig sind trigoide Streifen mit geringer
Dichte innerhalb der abnormen WM zu sehen, die sich radial ausbreiten, welche
als typisch fiir die MLD gelten, jedoch nicht spezifisch sind, da sie auch bei anderen
Leukodystrophien vorkommen konnen (19). Das Corpus callosum ist im

Fruhstadium der Erkrankung betroffen, wahrend die subkortikale WM bis zum
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Spatstadium verschont bleibt; Atrophie kann als Spatzeichen gewertet werden (19).

Es gibt keine Kontrastmittelanreicherung innerhalb der abnormen WM (40).

Groeschel et al. konnten darliber hinaus volumetrisch jedoch auch Veréanderungen
der grauen Substanz (GM) feststellen (42). Demnach ist das Volumen der GM bei
Patient*innen mit MLD im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen bereits in jungen
Jahren reduziert, was die Hypothese unterstitzt, dass neben der Demyelinisierung
die neuronale Dysfunktion, die durch die Lipidspeicherung verursacht wird, eine
zusatzliche Rolle im Krankheitsprozess spielt (42).

1.2 HSZT als Therapieoption bei MLD

In den letzten 30 Jahren war die hAmatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT)
die einzige klinisch verfiigbare Therapieoption fir die juvenile MLD (44). Es wird
angenommen, dass monozytdre Knochenmarkszellen, die die Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden koénnen, in das Gehirn migrieren, sich dort in Mikrogliazellen
umdifferenzieren, das fehlende Enzym produzieren und eine Remyelinisierung
ermoglichen (45,46). Es wird davon ausgegangen, dass die Remyelinisierung nach
HSZT auf der neuroprotektiven und entzindungshemmenden Wirkung der
Spendermakrophagen und nicht auf dem Prinzip der Kreuzkorrektur beruht, da die
von Makrophagen und Mikrogliazellen sezenierte ARSA kein Mannose-6-Phospaht
enthalt (47) und deshalb auch nicht Gber den Mannose-6-Phosphat-Rezeptor der
benachbarten Zellen endozytiert werden kann (46). Spendermakrophagen
exprimieren viel eher Marker von entziindungshemmenden Zellen und unterstitzen
so das Uberleben und die Differenzierung von Oligodendrozyten. Dartiber hinaus
verdauen sie akkumulierte Sulfatide und wirken so neuroprotektiv auf die
Oligodendrozyten (46). Aufgrund des langsamen Ersatzes des ansassigen
Gewebes dauert es jedoch 12 bis 24 Monate, bis sich die Krankheit stabilisiert
(44,48-52), was wiederum die HSZT bei Kindern mit der rasch fortschreitenden
spatinfantiien Form und bei jugendlichen Patient*innen mit fortgeschrittenen
Symptomen unwirksam macht (53). Als Hauptgrund fur ein gutes Ergebnis bei
Kindern mit der juvenilen Verlaufsform wird das frihe klinische Krankheitsstadium
zum Zeitpunkt der Transplantation angesehen, da hierbei noch ausreichend Zeit bis
zum schweren Fortschreiten der Erkrankung liegt. Patient*innen, die in einem

fruihen Krankheitsstadium mit geringen motorischen und neurokognitiven
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Beeintrachtigungen oder in einem prasymptomatischen Stadium transplantiert
werden, weisen ein besseres Langzeitergebnis auf als Patienttinnen in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien (44,45,52,54-59). Aufgrund der
unterschiedlichen Ergebnisse (48-50,60-63) und des haufigen Fehlens von
Vergleichen zwischen den Ergebnissen bei transplantierten und nicht
transplantierten Patient*innen ist es jedoch nach wie vor umstritten, inwiefern die
HSZT eine Behandlungsoption fur die MLD darstellt (44,45,54,64).

1.3 Zielsetzung und Motivation der Arbeit

Fur die juvenile MLD stellt die HSZT auch aktuell die einzige Therapieoption dar.
Groeschel et al. publizierten 2016, dass sich die HSZT positiv auf das
Langzeitergebnis auswirkt, und zwar in der Weise, dass Patient*innen, die sich einer
HSZT unterziehen, im Durchschnitt eine bessere grobmotorische und sprachliche
Funktion, sowie niedrigere MLD MR Severity Scores aufweisen (52). Die
Unterschiede in den Krankheitsverlaufen reichen jedoch von einer vollstandigen
Stabilisierung bis hin zu einer massiven Progredienz (52). Um diese variablen
Langzeitergebnisse zu verstehen, ist es unserer Meinung nach notwendig, den
Zeitpunkt der Verschlechterung, demnach die ersten Jahre nach der
Transplantation, genauer zu untersuchen. Daher soll nun in dieser Dissertation der
klinische Krankheitsverlauf in den ersten 24 Monaten nach HSZT, dem Zeitfenster
bis zum Wirkungseintritt (44,48-52), analysiert werden, um herauszufinden, zu
welchem Zeitpunkt nach der Transplantation eine Stabilisierung oder ein
Fortschreiten der Erkrankung eintritt und ob eine Korrelation zwischen dem frihen
und dem langfristigen Ergebnis vorliegt. Da bereits bekannt ist, dass die Gruppe der
transplantierten Patient*innen in Kinder mit stabiler und progredienter Erkrankung
unterteilt werden kann, wollen wir daraufhin die Gruppe der Kinder, die unter einem
progredienten Krankheitsverlauf litt, weiter untersuchen. Zum einen wollen wir uns
auf klinisch relevante pradiktive Werte konzentrieren, um besser zu verstehen,
welche Patient*innen auch zukinftig von der HSZT profitieren kdnnen. Dariber
hinaus ist nicht nur die Frage diskussionswirdig, ob die HSZT einen positiven
Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat oder nicht, sondern vor allem die Frage, ob
die HSZT eventuell auch den Krankheitsverlauf negativ beeinflussen kénnte.
Deshalb wollen wir in einem zweiten Schritt die transplantierten Patient*innen, die

unter einem progredientem Krankheitsverlauf litten, mit der Kohorte nicht-
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transplantierter Patient*innen vergleichen, um herauszufinden, ob die HSZT
moglicherweise ein Fortschreiten der Erkrankung nach der Transplantation
auslésen oder begiinstigen kdnnte.

Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Fruhverlauf nach HSZT
a. Wie entwickeln sich die grobmotorische und kognitive Funktion,
elektrophysiologische Parameter und Veranderungen in der MRT in
den ersten 24 Monaten nach HSZT?
b. Falls eine Krankheitsprogredienz eintritt, zu welchem Zeitpunkt tritt
diese im Krankheitsverlauf auf?
c. Welche Patient*innen sind davon betroffen?

d. Kaorreliert der frihe Verlauf mit dem Langzeit-Outcome?
2. Welche préadiktiven Faktoren fur einen stabilen Verlauf nach HSZT ergeben

sich aus den vorgelegten Daten?

3. Kann die HSZT mdglicherweise den Krankheitsprogress triggern?
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2 Patient*innen, Material und Methoden

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Promotionsschrift wurden bereits publiziert:
Beschle J et al. ,Early clinical course after hematopoietic stem cell transplantation
in children with juvenile metachromatic leukodystrophy”, Journal Molecular and
Cellular Pediatrics 2020 (65). Die Abbildungen 2,3,4,5 und 6 sind inhaltsgleich mit
den figures 1 A und B, 2 A und B und 3 der Publikation, ebenso die Tabellen 1 und
2 mit der table 1 und dem supplementary material.

2.1 Patient*innen

Fur diese Studie wurden Kinder mit juveniler MLD eingeschlossen. MLD wurde
anhand der verringerten ARSA-Aktivitat in den Leukozyten des Blutes, sowie der
Ausscheidung von Sulfatiden im Urin diagnostiziert. Die Diagnose wurde durch eine
genetische Mutationsanalyse, sowie typische Veranderungen in der MRT bestétigt.
Die juvenile Auspragungsform wurde anhand des Alters bei Krankheitsbeginn (2,5-
16 Jahre) bestimmt. Alle prasymptomatischen Kinder wurden aufgrund eines
erkrankten Geschwisterkindes untersucht und bereits MRT-Verdnderungen
und/oder reduzierte NLG gemessen. Zusatzlich wurde genetisch ein Genotyp
passend zur juvenilen Verlaufsform, sowie der juvenile Krankheitsverlauf des
Geschwisterkindes berlcksichtigt. Alle Kinder wurden an der Universitatsklinik fur

Kinder- und Jugendmedizin Tubingen betreut und behandelt.

Fur die Fragen nach dem Frahverlauf nach HSZT und méglichen pradiktiven Werten
wurden nur Kinder beobachtet, die einer HSZT unterliefen. Die Langzeitverlaufe

dieser Kinder wurden bereits publiziert (52).

Um die Frage nach einer mdglichen negativen Beeinflussung auf den
Krankheitsverlauf durch die HSZT zu beantworten, wurden transplantierte Kinder

mit nicht-transplantierten Kindern verglichen.

Die klinischen Daten wurden Uber die Datenbank ,German Leukodystrophy
Network® (Leokonet) (31,32) erfasst und durch Informationen aus Arztbriefen und
klinischer Dokumentation vervollstandigt. Die Studie wurde durch das lokale
Ethikkomitee der Universitat Ttubingen genehmigt (Nr. 401/2005).
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2.1.1 Transplantierte Patient*innen

In die Gruppe der transplantierten Kinder wurden all diejenigen Kinder mit juveniler

MLD eingeschlossen, die zwischen 2001 und 2015 an der Kinderklinik Tubingen

transplantiert wurden. Dies betraf 12 Kinder (8 weibliche, 4 mannliche). Das Alter

bei Erkrankungsbeginn (Onset) lag im Median bei acht Jahren (Spannweite: 4,3 —

13,1), drei Kinder wurden bereits prdsymptomatisch diagnostiziert. Das Alter bei
HSZT lag im Median bei 11,6 Jahren (Spannweite: 5-18,2 Jahre) und der

Beobachtungszeitraum nach HSZT im Median bei 6,75 Jahren (Spannweite: 3 —

13,5). In Tabelle 1 werden die Eigenschaften der Patient*innen zu
Untersuchungsbeginn zusammengefasst.
Tabelle 1: Eigenschaften der Patient*innen zu Untersuchungsbeginn
GMFM FSIQ MR- | NLG
. Alter bei |GMFC.MLD| bei < | Score| bei L e
ID| Alter bei Onset HSZT+Janhr | bei HSZT | HSZT HbSeZIT bei | HSZT Konditionierung | Klassifikation
(%) HSZT | (m/s)
13,1 13,9 Treosulfan schnell
1 spat-juvenil 2014 1 99.4 82 20 47 Fludarabin progredient
4.3 6,0 Treosulfan .
2 frih-juvenil 2009 1 93,1 98 1 15 Fludarabin stabil
7,3 11,8 Treosulfan schnell
3 spat-juvenil 2015 L 99.5 9 18 22 Fludarabin progredient
9,8 11,6 Treosulfan .
4 spat-juvenil 2014 0 100 " 16 4L Fludarabin stabil
4,8 4,9 Busulfan .
5 frih-juvenil 2001 L 99 100 14 sl Cyclophosphamid stabil
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6 fruhf}ijs:/enil 2%:%5 L 89,6 84 19 29 Eﬁgﬂm przgr]g(?iltlent
7 | prasymptomatisch 21302 0 100 112 0 34 Cyclggﬁgg&?ami d stabil
8 | prAsymptomatisch 2130% 0 100 114 11 42 Cyclggﬁggsaami d stabil
9 spét?jll?venil 21(5)31% 0 98 68 21 50 llrsg;:ftfm stabil
10 ?(r)anssygt]:stg;rnnv?élsstgrl 2lgi82 0 97 | 91 | 7 | s3 l{jg;f;ﬁﬂ stabil
11 spé%—lef/enil 2131% 99,4 | 103 18 30 llrﬁg:\?allﬁz prggtlgotleilclent
12 spéta-gjlulvenil 2180%) 98,6 66 20 1 llrjg:\?allﬁﬂ prgg?g;ilclent

2.1.2 Nicht-transplantierte Patient*nnen

In die Kontrollgruppe wurden diejenigen Kinder eingeschlossen, bei denen eine
juvenile Form der MLD diagnostiziert werden konnte, aber keine Therapieform
(HSZT, ERT, Gentherapie) zum Einsatz kam. Dies betraf 35 Patient*innen (16
weibliche, 19 méannliche). Alle Kinder wurden an der Universitatsklinik fir Kinder-
und Jugendmedizin Tubingen diagnostiziert und betreut. Das Alter bei Onset lag im
Median bei 6,9 Jahren (Spannweite: 2,7 — 15). Klinische Eigenschaften wurden

bereits publiziert (52).
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2.2 Laborparameter zur Diagnhosestellung

2.2.1 ARSA-AKktivitat

Die Aktivitat des Enzyms Arylsulfatase A wird mittels eines enzymatischen
Nachweisverfahrens gemessen. Den aus EDTA- oder CPDA-Blut gewonnenen
Leukozyten wird ein kinstliches Substrat (Nitrocatecholsulfat) zugefihrt, welches
durch die ARSA enzymatisch abgebaut wird. Die Extinktion des entstandenen
Hydrolyseprodukts kann mittels Photometrie gemessen werden. Die ARSA-
Aktivitatsmessungen wurden im metabolischen Labor der Universitatsklinik far
Kinder- und Jugendmedizin Tubingen durchgefihrt.

2.2.2 Sulfatidkonzentration im Urin

Die Quantifizierung der Sulfatidkonzentration im 24-Stunden-Urin geschieht mittels
Dunnschichtchromatografie und wurde ebenfalls im metabolischen Labor der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin durchgefuhrt.

2.3 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Der eigentlichen HSZT ist eine Konditionierung vorgeschalten. Jene dient dem Ziel,
beim Empfanger eine Immunsuppression zu induzieren, um das Engraftment zu
sichern und ein primares Graft Failure zu verhindern. Dartber hinaus gilt es, eine
anti-leukamische Wirksamkeit zu erzielen, sowie die Myeloablation zu induzieren.
Die Konditionierung erfolgte bei den neun Patienttinnen, die nach 2009
transplantiert wurden, unter Anwendung folgender Medikamente: Fludarabine (5 x
30 mg/m? ), Treosulfan (3 x 14 g/m? ), Thiotepa (1 x 10 mg/kg KG) und
Thymoglobulin (10 mg/kg KG) oder Antithymocyte Globulin (Fresenius/Neovii) (3 x
10 mg/kg KG oder 3 x 20 mg/kg KG). Im Falle einer Transplantation vor 2009 (n =
3) kamen Busulfan (4 x 3,2 mg/kg KG), Cyclophosphamid (4 x 50 mg/kg KG oder 2
x 60 mg/kg KG) und Thymoglobulin (10 mg/kg KG) oder Antithymocyte Globulin
(Fresenius/Neovii) (3 x 10 mg/kg KG) zum Einsatz. Der Wechsel von Bulsulfan zu
Treosulfan im  Konditionierungsschema lasst sich auf das bessere
Nebenwirkungsprofil von Treosulfan bei Kindern zurtckfiihren. Vor der
Transplantation wurde die ARSA-AKktivitat in den Spenderzellen bestimmt, um eine
normale Enzymaktivitdt vorauszusetzen und eine niedrige Aktivitdt aufgrund von

genetischer Heterogenitat oder Pseudodefizienz zu verhindern (1).
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Fur die HSZT wurden hamatopoetische Stammzellen (HSZ) aus dem Knochenmark

(n =9) oder aus dem peripheren Blut (n = 3) gewonnen. Neun Kinder erhielten HSZ

von HLA-kompatiblen, nicht-verwandten und drei Kinder von HLA-kompatiblen,

verwandten Spendern. Tabelle 1 gibt einen zusammenfassenden Uberblick tiber die

hamatologische Behandlung vor und wahrend HSZT.

Tabelle 2: Hamatologische Behandlung vor und wahrend HSZT

Alter
bei Konditionierung mit GvHD Zelldosis
ID Sex HSZT Spender Dosierung Prophylaxe [TNC/kg]
+Jahr
MUD Fludarabin 5 x 30 mg/m? CD34*
1 | manniich 13,9 (10/10) Treosulfan 2 x 14 g/m? MTX 5.19x10°
2014 BM ATG Fresenius 3 x 20mg/kg CsA CD3*
Thiotepa 1 x 10 mg/kg 3693.76x10*
(Il\/(l)'}Jl[())) Fludarabin 5 x 30 mg/m? CD34*
5 | mannlich 6,0 PBSC Treosulfan 3 x 14 g/m? MTX 7.04x10°
2009 CD3/CD1 Thymoglobulin 10 mg/kg CsA CD3*
9 Thiotepa 1 x 10 mg/kg 5007.55x10*
MUD Fludarabin 5 x 30 mg/m? CD34*
3 | manniich 11,8 (9/10) Treosulfan 3 x 14 g/m? MTX 4.78x10°
2015 BM Thymoglobulin 10 mg/kg CsA CcD3*
Thiotepa 1 x 10 mg/kg 3376.49x10%
MMUD Fludarabin 5 x 30 mg/m? MTX CD34*
4 | weiblich 11,6 (8/10) Treosulfa.n 3 x 14 g/m? CsA 22.32x108
2014 PBSC ATG Fresenius 3 x 15 mg/kg | Mycophenola CD3*
Thiotepa 1 x 10mg/kg t-Mofetil 2495.06x10*
4,9 MUD Buéu”?n ﬁx 352 m%/kg MTX 18?1311;6
- , yclophosphami Ax
S | weiblich | 5n0p (;gslg) 4 x 50 mg/kg CsA CD3"*
ATG Fresenius 3 x 10 mg/kg 420.0x10*
MUD Fludarabin 5 x 30 mg/m? CD34*
6 | weiblich 52 (10/10) Treosulfan 3 x 14 g/m? MTX 3.43x10°
2015 BM Thymoglobulin 10 mg/kg CsA CD3*
Thiotepa 1 x 10 mg/kg 5081.31x10*
, MUD Buzulf?n ﬁx 352 m%/kg Clé34;6
- 13,7 yclophosphami MTX 1.76x1
7| weiblich 1 5608 (13/,3'0) 2 x 60 mglkg CsA CD3"
Thymoglobulin 10 mg/kg 1061.64x10*
MUD Busulf?n ﬁx 352 m%/kg CD34+6
- 15,2 Cyclophosphami MTX 5.18x10
8 | weiblich | 5506 (13/;'0) 2 x 60 mg/kg CsA CD3"
Thymoglobulin 10 mg/kg 3553.91x10%
9 weiblich 18,2 (i\g/':l%) Fludarabin 5 x 30 mg/m? MTX CD34*
2010 BM Treosulfan 3 x 14 g/im? CsA 3.05x10°
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Thymoglobulin 10 mg/kg CD3*
Thiotepa 1 x 10mg/kg 2184.54x10*
MUD Fludarabin 5 x 30 mg/m? CD34*
10 | manniich 14,8 (10/10) Treosulfan 3 x 14 g/m? MTX 2.29x10°
2012 BM Thymoglobulin 10 mg/kg CsA CD3*
Thiotepa 1 x 10mg/kg 3165.57x10*
MFD Fludarabin 5 x 30 mg/m? CD34*
- 13,6 Treosulfan 3 x 14 g/m? CsA 2.85x10°
11 | weiblich (10/10) . .
2015 BM Thymoglobulin 10 mg/kg Tacrolimus CD3*
Thiotepa 1 x 10 mg/kg 3863.48x10*
101 MFD Fludarabin 5 x 30 mg/m? 7%2?1106
12 | weiblich ' (10/10) Treosulfan 3 x 14 g/m? CsA ' .
2009 BM Thymoglobulin 10 mg/kg cDbs3
3142.51x10%

2.4 Analyse des Fruhverlaufs nach HSZT

Innerhalb der ersten zwei Jahre nach HSZT wurden die Patient*innen alle sechs
Monate untersucht, danach einmal pro Jahr. In den ersten 5 Jahren nach HSZT

wurden in reguldren Nachsorgeuntersuchungen die folgenden Parameter erhoben.

2.4.1 Klinische Parameter
2.4.1.1 Grobmotorische Funktion

Um die grobmotorische Funktion zu klassifizieren und zu beurteilen wurde der
GMFM-88 und die GMFC.MLD angewandt.

Bei transplantierten Kindern wurde der Gross Motor Function Measure (GMFM-88)

angewandt, ein Klassifikationssystem zur Beurteilung von Kindern mit
neurologischen Stérungen (66). Er wurde fur Kinder mit einer Cerebralparese (CP)
entwickelt (66), eine Uberarbeitete Version (GMFM-66) erwies sich als zuverlassig
und gultig (67). 2008 wurde er von Biffi et al. erstmalig auch bei Kindern mit MLD

angewandt (14).

Die aktuelle Version des GMFM (GMFM-88) besteht aus 88 Items, die in funf
Dimensionen eingeteilt werden: A: Liegen und Rollen (17 Items), B: Sitzen (20
Items), C: Knien und Kriechen (14 Items), D: Stehen (13 Items), E: Laufen, Rennen,
Springen (24 Items). Fiir jede Ubung werden Punkte vergeben: O=initiiert die
Bewegung nicht, 1=initiert Bewegung, 2=vervollstandigt Bewegung teilweise,

3=vervollstandigt Bewegung. Danach werden die Punkte addiert und der Anteil an
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vervollstandigten Bewegungen in Prozent sowohl fur die einzelnen Dimensionen,

als auch als Total Score fur alle Dimensionen angegeben.

Schwierigkeiten bei der Anwendung ergeben sich vor allem daraus, dass der
GMFM-88 auf Anweisungen und nicht nur auf Beobachtung basiert (68). Somit
kénnen gesunde Kinder erst ab einem Alter von 5 Jahren alle Items durchfihren
(66). Daruber hinaus ist bei Kindern mit der juvenilen MLD ein schlechteres
Ergebnis nicht immer Folge einer tatsachlichen motorischen Verschlechterung,
sondern kann auch durch die eingeschrénkte kognitive Funktion und die damit
einhergehenden Probleme beim Verstehen der Anweisungen hervorgerufen
werden (68). Limitiert wird die Anwendung des GMFM-88 auch dadurch, dass er
nur pro- und nicht retrospektiv angewandt werden kann. Dadurch koénnen
anfangliche Symptome, die meist nur retrospektiv aus den Informationen der
betreuenden Personen gewonnen werden kdnnen, nicht in die Bewertung durch den
GMFM-88 einbezogen werden (68).

Aus diesen Griinden wurde bei den transplantierten Kindern zusétzlich, sowie bei
nicht-transplantierten Kindern alleinig, die Gross Motor Function Classification fur
MLD (GMFC.MLD) angewandt. Diese entstand aus der von Palisano et al. 1997
entwickelten GMFCS zur Beschreibung von Kindern, die an einer Zerebralparese
erkrankt waren (69,70). Beruhend auf der Beobachtung von alltaglichen Fahigkeiten
kann die GMFC.MLD bereits ab einem Alter von 18 Monaten angewandt werden
und ermdglicht auch eine retrospektive Klassifizierung. Sie beinhaltet sieben Stufen,
wobei Stufe 0 keine Auffalligkeiten der grobmotorischen Funktion und Stufe 6 den
Verlust aller grobmotorischen Funktionen, einschlieBlich der Kopfkontrolle,
beinhaltet (68).
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Tabelle 3: Gross Motor Function Classification fir MLD (GMFC.MLD)(68)

GMFC.MLD Level  Grobmotorische Féhigkeit

0 Altersentsprechendes, freies Gehen ohne Unterstiitzung
1 Freies Gehen mit Auffalligkeiten, z.B. Gangunsicherheit
5 Gehen nur mit Unterstiitzung. Freies Gehen nicht méglich

(weniger als 5 Schritte)

Freies Sitzen und Fortbewegung, z.B. Krabbeln. Gehen auch

3
mit Unterstiitzung nicht méglich
a) Freies Sitzen, aber keine Fortbewegung oder
4
b) Kein freies Sitzen, aber Fortbewegung, z.B. Krabbeln
5 Keine Fortbewegung und kein Sitzen ohne Unterstiitzung,
Kopfkontrolle erhalten
5 Verlust jeglicher Fortbewegung, keine Kopf- und Rumpfkontrolle

mehr erhalten

Die Durchfiihrung des GMFM-88, sowie die Einteilung in die GMFC.MLD erfolgten

durch eine erfahrene Arztin (C.K) und eine ausgebildeten Physiotherapeutin (C.R.).

2.4.1.2 Kognitive Funktion

Um kognitive Veranderungen erkennen zu kdnnen, wurde der Intelligenzquotient
(IQ) als Messwert erhoben. Aufgrund des langen Beobachtungszeitraumes und der
Veranderung des Alters der Patient*innen kamen unterschiedliche Testverfahren
zur Anwendung: Hamburg Wechsler Intelligenztest fur Kinder (HAWIK) 1l — V,
Wechsler Intelligenztest fur Erwachsene (WIE) Il - V, Kaufmann Assessment
Battery for Children (K-ABC) | — Il. Die Testung erfolgte durch eine erfahrene
Psychologin (U.B.)

2.4.2 Elektrophysiologische Parameter

Die Auswirkungen der Akkumulierung der Sulfatide zeigt sich sowohl in zentraler,
als auch in peripherer Demyelinisierung. Um eine Einschatzung der peripheren
Polyneuropathie zu erhalten, wurde die motorische NLG des N. tibialis gemessen.

Hierbei werden tUber die elektrische Reizung des Nervs kiunstlich Muskelzuckungen
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erzeugt, welche wiederum Uber Elektroden registriert werden konnen. Aus dem
Quotienten der Strecke zwischen Reiz und Reizantwort und der dafur bendtigten
Zeit errechnet sich so die NLG, die bei demyelinisierenden Erkrankungen
typischerweise erniedrigtist. Die normale NLG wurde als >40 m/s definiert (71). Die

Messung wurde von einem erfahrenen Arzt (A.G.) durchgefihrt.

2.4.3 Veranderungen im Gehirn

Der MLD MR Severity Score wurde angewandt, um Veranderungen der WM zu
qguantifizieren. Hierbei wird das Gehirn auf T2 und FLAIR-Sequenzen in
unterschiedliche Regionen unterteilt, in denen das jeweilige Ausmall der
Demyelinisierung mit Hilfe eines Punktesystems bestimmt wird. O Punkte stehen fir
keine Veranderung, 1 Punkt fir leichte Hyperintensitaten und 2 Punkte fir dichte
Hyperintensitaten (72). Zusatzlich wird die Atrophie bestimmt. Es ergeben sich
Moglichkeiten zwischen 0 und 34 Punkten, wobei die Einteilung der Schwere der
Gehirnveranderungen wie folgt interpretiert wird: leichte Erkrankung (score: 1-6),
moderate Erkrankung (score: 7-15), schwere Erkrankung (score: 16-34) (72). Alle

MRTs wurden von einem erfahrenen Prifer ausgewertet (S.G.).

2.4.4 Hamatologische Parameter

Aufgrund der anfanglichen Knochenmarksaplasie und der sich erst langsam
regenerierenden Blutbildung besteht aufgrund niedriger Leukozytenzahl ein
erhohtes Infekt- und Mortalitatsrisiko. Untersucht wurde transplant-bedingte
Mortalitat, sowie das Auftreten von Komplikationen (GvHd, VOD, Sepsis,

virologische Infektion, fungale Infektion).

Die Anzahl der neutrophilen Granulozyten gilt als Mal3 fur die Regeneration der
Blutbildung und stellt gleichzeitig ein klinisch wichtiges Kriterium dar. Als Teil des
Leukozytensystems werden sie im Knochenmark von HSZ gebildet und dienen als
Bestandteil des zellularen Immunsystems unter anderem der Abwehr von
Bakterien. Neutropenien werden wie folgt eingeteilt: schwach (1000-1500/ul), mafig
(500-1000/pl) und schwer (<500/ul), gemessen als absolute Neutrophilenzahl
(ANC). Erhoben wurde die Zeit in Tagen bis zum Anstieg der neutrophilen

Granulozyten Uber die Grenze der schweren Neutropenie (>500/ul) hinaus.

Daruber hinaus wurde die Zeit bis zum Auftreten eines kompletten Chiméarismus

(CC) erhoben. Als Chiméarismusanalyse wird die genotypische Untersuchung der
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Hamatopoese nach Transplantation bezeichnet. Sie dient der Frage, ob die
regenerierte Blutbildung vom Empfanger oder vom Spender stammt. Im Falle einer
vollstandigen Blutbildung durch die Spenderzellen spricht man von vollstandigem
oder kompletten Chimarismus. Abweichungen davon stellen transienter, stabiler
und progressiver gemischter Chimarismus dar. Dartber hinaus kann es auch zum

Chimarismusverlust oder zum Splitchimarismus kommen.

2.4.5 Kategorisierung der Outcome-Gruppen

Die Patient*innen wurden nach ihrem klinische Outcome den zwei Kategorien
,stabiler Krankheitsverlauf‘ oder ,progredienter Krankheitsverlauf* zugeordnet: Als
stabil wurde ein Krankheitsverlauf bei Verlust in der GMFC.MLD von nicht mehr als
einem Level und/oder einer 1Q-Verschlechterung von weniger als 30 Punkten (<2
SD) definiert, ein progredienter Krankheitsverlauf dementsprechend, wie dies

bereits friher zur Anwendung kam (52).

Mit Hilfe dieser Definition, verglichen wir das friihe Outcome (innerhalb von 24
Monaten nach HSZT) mit den Langzeitergebnissen (>24 Monate nach HSZT) mit
der Frage, ob es nur in den ersten Jahren zu einer klinischen Verschlechterung
kommt oder jene auch danach auftreten kann. Hierfur verglichen wir GMFC.MLD
Levels zwei Jahre nach HSZT mit jenen am Ende des Beobachtungszeitraums.
Anhaltende Krankheitsverschlechterung wurde definiert als mehr als ein Level
Verlust in der GMFC.MLD im Zeitraum zwischen zwei Jahren nach HSZT und dem

Ende des Beobachtungszeitraums.

2.5 Prognostische Werte fur das frithe Outcome

Inwiefern sich die beiden Gruppen in ausgewahlten Parametern zu Beginn der
Erkrankung unterscheiden, wurde mit Hilfe des Pearson’s chi-squared Test
untersucht. Die Ausgangswerte wurden in Kategorien, ausgehend von bereits
veroffentlichten prognostischen Markern, eingeteilt (53,58). Untersucht wurde
normale/pathologische grobmotorische Funktion (GMFM-88 100% vs <100% und
GMFC.MLD 0 wvs. 21), normaler/pathologischer 1IQ (= 85 vs < 85),
normale/pathologische NLG (= 40 m/s vs < 40m/s) und ein MLD MR Severity Score
<17 vs. > 17 (52). Mit Hilfe des Mann-Whitney U Tests wurde das Alter bei Onset,

sowie das Alter bei HSZT zwischen den beiden Outcome-Gruppen verglichen.
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Bei Patient*tinnen, die zum Zeitpunkt der HSZT noch prasymptomatisch waren,
wurde das Alter bei Onset des erkrankten Geschwisterkindes, falls jenes vorlag,

verwendet.

2.6 Untersuchung der Krankheitsprogredienz bei transplantierten

vS. nicht-transplantierten Patient*innen

Um der Frage nachzugehen, ob ein Unterschied im Krankheitsverlauf zwischen
transplantierten und nicht-transplantierten Patient*innen erkennbar wird, wurde die
Zeit zwischen dem Eintritt in GMFC.MLD Level 1 und der Verschlechterung auf
GMFC.MLD Level 2 zwischen transplantierten und nicht-transplantierten
Patient*innen beobachtet. Statistisch kamen Uberlebenszeitanalyse, sowie der Log-
Rank Test zum Einsatz. Es gilt als bekannt, dass die schnelle Verschlechterung der
Symptomatik bei Patient*innen mit juveniler MLD zwischen GMFC.MLD Level 2 und
5 stattfindet (31). Die Zeit zwischen Level 1 und 2 diente in dieser Studie dazu, die
Phase zwischen ersten Gangunsicherheiten (Level 1) und dem Beginn der
schnellen Krankheitsprogredienz, die mit dem Eintritt in Level 2 — Verlust des freien

Gehens beginnt, zu definieren.

Die statistische Analyse wurde weniger als bestéatigend, sondern eher als explorativ
interpretiert, da es sich um eine retrospektive Studie mit relativ kleiner Anzahl an
Teilnehmer*innen handelte. Deshalb werden alle p-Werte als beschreibend

betrachtet. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von SPSS durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse des Fruhverlaufs nach HSZT

3.1.1 Uberlebensrate
Die Uberlebensrate betrug 100%. Es kam weder zu transplantations-, noch zu
krankheitsbedingter Mortalitat.

3.1.2 Grobmotorische Funktion (Abbildung 2)

Alle Patient*innen wurden mit einer guten grobmotorischen Funktion, demnach
GMFM-88-Werte nahe 100% (Mittelwert: 97,8%) und einem Level in der
GMFC.MLD von 0 (n = 5) oder 1 (n = 7), transplantiert.

Den Frahverlauf betrachtend, konnten 2 Outcome-Gruppen unterschieden werden.
Sieben Patient*innen blieben stabil, verschlechterten sich demnach nicht oder nur
mild in ihrer grobmotorischen Funktion (¢ 1 Level im GMFC.MLD). Finf
Patient*innen verschlechterten sich in den ersten 12 bis 18 Monaten nach HSZT (>
1 Level im GMFC.MLD), stabilisierten sich danach ebenfalls, aber auf einem
niedrigeren GMFC.MLD Level (Level 3 (n=1), 4 (n=1), 5 (n = 3)).
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Abbildung 2: Grobmotorische Funktion gemessen mit GMFM-88 iber die Zeit. Patient*innen mit stabilem
Krankheitsverlauf werden durch gestrichelte, jene mit progredientem Krankheitsverlauf mit durchgezogenen
Linien dargestellt.
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3.1.3 Kognitive Funktion (Abbildung 3)

Der 1Q war zum Zeitpunkt der HSZT sehr variabel (Mittelwert: 89,25, Spannweite:
66-114). Dennoch konnte ein Unterschied im Verlauf festgestellt werden. Die
kognitive Funktion verschlechterte sich bei sieben Patient*innen nicht oder nur
gering (< 2 SD, Mittelwert: 8,57, Spannweite: 0-20) und hielt sich anschliel3end stabil
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum. Bei funf Patient*innen trat eine
Verschlechterung der kognitiven Funktion innerhalb der ersten 12 bis 18 Monate
nach HSZT ein (> 2 SD, Mittelwert: 37,8, Spannweite: 31-44), wobei es
anschlieRend auch hier zu einer Stabilisierung kam, allerdings bei weit geringerem
IQ (IQ < 60, Mittelwert: 45,8, Spannweite: 40 -59). Drei dieser funf Patient*innen
verschlechterten sich derartig (IQ < 40), dass eine Testung im Verlauf nicht mehr

moglich war.

Auffallig war, dass diejenigen Patient*innen, die sich grobmotorisch verschlechtert
hatten, auch eine kognitive Verschlechterung erfuhren. Wenn es demnach zu einer
Verschlechterung der Symptomatik innerhalb der ersten 12 bis 18 Monate kam,

betraf jene immer sowohl die grobmotorische, als auch die kognitive Funktion.
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Abbildung 3: Kognitive Funktion bewertet durch 1Q Uber die Zeit. Patient*innen mit stabilem Krankheitsverlauf
werden durch gestrichelte, jene mit progredientem Krankheitsverlauf durch durchgezogene Linien dargestellt.
Patient*innen, die nicht mehr getestet werden konnten, werden in Rot dargestellt.
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3.1.4 Nervenleitgeschwindigkeit (Abbildung 4)

Es zeigten sich keine relevanten Veranderungen der NLG des N. tibialis nach HSZT.
Bei funf Patient*innen wurde eine NLG im normalen Spektrum gemessen, wobei die
anderen sieben Patient*innen pathologische Werte zeigten. Sowohl pathologische
als auch normale Werte blieben relativ stabil Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum hinweg. Ob ein/e Patient/in pathologische oder normale
Werte der NLG des N. tibialis aufwies, korrelierte nicht mit der Verschlechterung der
grobmotorischen Funktion.

6071

NLG des N. tibialis (m/s)

T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Zeit nach HSZT (Monate)

Abbildung 4: NLG des N. tibialis tber die Zeit. Patient*innen mit stabilem Krankheitsverlauf werden durch
gestrichelte, jene mit progredientem Krankheitsverlauf durch durchgezogene Linien dargestellt
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3.1.5 MLD MR Severity Score (Abbildung 5)

Der MLD MR Severity Score nahm bei den meisten Patient*innen in den ersten
Monaten nach HSZT zu, stabilisierte sich jedoch danach. Die Zunahme des MLD
MR Severity Scores in den ersten 24 Monaten betrug bei Patient*innen, die sich
klinisch verschlechterten, im Median 5,6 (Spannweite: 2-10), bei Patient*innen, die
sich klinisch stabilisierten 2,3 (Spannweite: 0-6). Patient*innen, die sich klinisch
verschlechterten zeigten bei HSZT im MLD MR Severity Score im Median einen
Wert von 19 (Spannweite: 18-20), Patient*innen der stabilen Outcome-Gruppe
einen Wert von 12,3 (Spannweite: 0-21). Bei zwei Patient*innen stabilisierte sich
der MLD MR Severity-Score nach der HSZT. Die Verschlechterung trat vor allemin
den ersten 12 Monaten nach HSZT ein, wobei bei Patient*innen, die bereits mit
héheren Scores transplantiert wurde, eine langere Progredienz bis zu 24 oder 36
Monaten beobachtet werden konnte. Auch bei diesen Patient*innen trat danach eine
Stabilisierung ein. Bei zwei Patient*innen nahm er MLD MR Severity Score sogar
leicht ab.
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Abbildung 5: MLD MR Severity Score uber die Zeit. Patient*innen mit stabilem Krankheitsverlauf werden
durch gestrichelte, jene mit progredientem Krankheitsverlauf durch durchgezogene Linien dargestellt.
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3.1.6 Vergleich zwischen frihem und langfristigen Outcome

Uber die ersten beiden Jahre nach HSZT war bei funf von 12 Patient*innen eine
schwere Progredienz der Symptomatik zu beobachten. Dies zeigte sich sowohl in
klinischen Parametern (grobmotorische und kognitive Funktion) als auch in der MRT
(MLD MR Severity Score). Von den sieben Patient*innen, die Gber die ersten beiden
Jahre stabil geblieben waren, kam es bei zwei Patient*innen zu einer spateren
Progredienz. Ein Patient verschlechterte sich funf Jahre nach HSZT im GMFM-88
auf 50% (s. Abb. 1), wobei sich dies in der GMFC.MLD nur in einer geringen
Verschlechterung von einem Level (von Level 1 auf Level 2) zeigte. Demnach
erflllte der Patient immer noch die Kriterien fir ein stabiles langfristiges Outcome
(52). Die andere Patientin verschlechterte sich 13 Jahre nach HSZT grobmotorisch
von Level 1 der GMFC.MLDs auf Level 3, verlor demnach die Fahigkeit des
selbststéandigen Gehens und war an einen Rollstuhl gebunden. Kurz zuvor hatte es
eine Phase langerer Immobilisation aufgrund einer Pneumonie gegeben, der sich
eine orthopadische Korrektur ihrer beidseitigen Ful3deformitaten, die sie aufgrund
der Neuropathie entwickelt hatte, anschloss. Veranderungen der kognitiven

Funktion konnten nicht beobachtet werden.

3.1.7 Hamatologisches Outcome (Tabelle 4)

Alle Patient*innen erreichten einen kompletten Chimarismus (n = 10 nach 30 Tagen,
n = 2 nach 60 Tagen). Die Komplikationsrate war gering. FiUnf Patient*innen
erkrankten an einer GVHD Grad 1, wobei alle Patient*innen gut auf die Behandlung
der GvHD reagierten. Es kam zu keiner Transplantatabsto3ung. Viramie und VOD
als Komplikationen traten jeweils in einem Fall auf. Sepsis/SIRS oder Pilzinfektionen
wurden nicht beobachtet. Es gab keinen Fall von transplantationsbedingter

Mortalitat. Tabelle 4 fasst das hamatologische Outcome zusammen.
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Tabelle 4: Hamatologisches Outcome

ANC
ID Chimarismus >500 pl Komplikationen
[Tag]
1 >95% 16 -
2 >95% 11 akute GvHD I°
3 >95% 14 akute GvHD I°
4 >95% 10 akute GvHD I°
5 >95% 12 VOD
6 >95% 15 Virédmie
7 >95% 18 -
8 >95% 15 -
9 >95% 14 akute GvHD I°
10 >95% 15 -
11 >95% 11 -
12 >95% 10 akute GvHD I°

34




3.2 Prognostische Werte fur den frihen Krankheitsverlauf
(Tabelle 5)

Die grobmotorische Funktion zum Zeitpunkt der HSZT war von grol3er Bedeutung
fur den frihen Krankheitsverlauf. Eine Stabilisierung des Krankheitsverlaufs wurde
bei Patient*innen mit Level 0 in der GMFC.MLD (p = 0,013, n =5) und einem GMFM-
88 von 100% (p = 0,003, n = 6) zum Zeitpunkt der HSZT erzielt.

Fur die kognitive Funktion, sowie die periphere Neuropathie, ergaben sich keine
Unterschiede innerhalb der Outcome-Gruppen in Bezug auf die Werte des IQs und
der NLG zum Zeitpunkt der HSZT. Der Mittelwert des 1Qs lag bei 94,6 (Spannweite:
68 — 114) innerhalb der Gruppe mit stabilem, sowie bei 82,8 (Spannweite: 66 — 103)
bei Patient*innen mit progredientem Krankheitsverlauf. Zum Zeitpunkt der HSZT
wurde bei funf Patient*innen eine normale NLG (stabile Gruppe n = 4, progrediente
Gruppe n =1) und bei sieben Patient*innen eine pathologische NLG (stabile Gruppe
n = 3, progrediente Gruppe n = 4) gemessen.

Unterschiede wurden jedoch im MLD MR Severity Score beobachtet. Innerhalb der
stabilen Outcome-Gruppe wurde ein Mittelwert von 12,3 (Spannweite: 0 — 21), in
der rasch progredienten Gruppe ein Mittelwert von 19,8 (Spannweite: 18 — 24)
gemessen. Ein MLD MR Severity Score tUber 17 korrelierte mit einem progredientem
Krankheitsverlauf nach HSZT (p = 0,003).

Das Alter bei Krankheitsbeginn unterschied sich nicht zwischen den funf
Patient*innen mit rasch progredientem Krankheitsverlauf (Mittelwert: 8,8 Jahre,
Spannweite: 4,3 - 13,1) und den sieben Patientsinnen mit stabilem
Krankheitsverlauf (Mittelwert: 7,6 Jahre, Spannweite: 4,6 — 9,8). Das Alter bei HSZT
lag in der stabilen Outcome-Gruppe (n = 7) im Median bei 12 Jahren (Spannweite:
4,9 — 18,2) und in der rasch progredienten Gruppe bei 10,9 Jahren (Spannweite:
5,2 — 13,9), wobei auch hier keine statistische Signifikanz beobachtet werden

konnte.
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Tabelle 5: Pradiktive Werte fiir eine Krankheitsverschlechterung nach HSZT. All p-Werte wurden deskriptiv
gewertet.

GMFM-88 < 100% p =0.003
GMFC.MLD >0 p =0.013
IQ <85 p =0.079
MLD MR Severity Score > 17 p =0.003
NCV <40 m/s p=0.198
Alter bei Onset p = 0.802
Alter bei HSZT p =0.326
Erste  Symptome (motorisch vs.|p=0.261
kognitiv)
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3.3 Unterschiede im Krankheitsverlauf zwischen transplantierten

und nicht-transplantierten Patient*innen (Abbildung 6)

Alle Patient*innen, die sich in ihrer Symptomatik verschlechterten, waren zum
Zeitpunkt der HSZT bereits in ihrer grobmotorischen Funktion eingeschrankt und
hatten das Level 1 der GMFC.MLD erreicht. Die Zeit, die zwischen dem Eintritt in
Level 1 und der Verschlechterung auf Level 2 der GMFC.MLD verstrich, unterschied
sich signifikant zwischen transplantierten und nicht-transplantierten Patient*innen (p
= 0,02). Ein Jahr nach Eintritt in Level 1 der GMFC.MLD hatten bereits alle
transplantierten Patient*innen das Level 2 erreicht. In der nicht-transplantierten
Gruppe betrug der Anteil nur 25 %. Funf der 35 nicht-transplantierten Patient*innen
waren am Ende des Beobachtungszeitraums immer noch auf Level 1 der
GMFC.MLD.
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Abbildung 6: Zeit zwischen GMFC.MLD1 und GMFC.MLD2. Transplantierte Patient*innen mit rasch
progredientem Krankheitsverlauf (blau) werden mit nicht-transplantierten Patient*innen (griin) verglichen, um
den Unterschied in der Krankheitsdynamik zu veranschaulichen.
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4 Diskussion

4.1 Beobachtung der frihen Krankheitsverlaufe nach HSZT

Die HSZT gilt als Goldstandard und meist angewandte Therapieoption bei Kindern
und Jugendlichen mit der juvenilen Form der MLD. In den systematisch
ausgewerteten Langzeitverlaufen (44,52,56-59,73—-75) wurden jedoch immer
wieder grof3e Unterschiede im klinischen Outcome der Patient*innen deutlich. So
blieben manche Patient*innen nach HSZT klinisch stabil oder verbesserten sich
sogar. Andere jedoch verschlechterten sich klinisch massiv. Um den Nutzen der
HSZT besser einschatzen zu kénnen und sie jenen Patient*innen zuganglich zu
machen, die tatsachlich davon profitieren kdnnen, ist es wichtig, die Zeit zu
verstehen, in der die klinische Verschlechterung der Symptomatik auftritt. Aus den
Ergebnissen vorheriger Studien ist anzunehmen, dass es sich hierbei um die ersten
24 Monate nach HSZT handelt (44,48-52). Diese Zeit wurde bereits systematisch
fur Veranderung in der MRT untersucht (49,51,60,63,76,77), jedoch noch nicht in
Bezug auf klinische Parameter. Ziel dieser Arbeit war, die ersten beiden Jahre nach
HSZT in Bezug auf klinische Parameter und damit auf den tatséchlich sptrbaren
Effekt auf die Patient*innen genauer zu untersuchen, um die Dynamik im
Krankheitsverlauf besser zu verstehen. Zusatzlich wurden elektrophysiologische
und MRT-Parameter erhoben und der klinische Zustand der Patient*innen 24

Monate nach HSZT mit jenem zum Ende des Beobachtungszeitraums verglichen.

4.1.1 Verlauf klinischer Parameter und deren Bedeutung

Wir konnten beobachten, dass eine Verschlechterung der Symptomatik in Bezug
auf die motorische und kognitive Funktion, wenn tberhaupt, nur in den ersten 12
bis 18 Monaten nach HSZT auftrat. Jene Patient*innen, die in diesem Zeitraum
klinisch  stabil  blieben, blieben dies auch (dber den gesamten
Beobachtungszeitraum. Daraus lasst sich zum einen schlie3en, dass der friihe
klinische Verlauf den tatsachlichen Therapieerfolg bestimmt, aber auch, dass nicht
von einer klinischen Verschlechterung der Symptomatik nach diesem Zeitraum
ausgegangen werden muss. Gerade letzteres stellt eine wichtige Information fur die
Betreuung und Beratung der Kinder und Jugendlichen sowie deren

Familienmitglieder dar. Dartber hinaus liel3 sich beobachten, dass motorische und
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kognitive Verschlechterungen miteinander korrelieren. So zeigte sich eine klinische

Verschlechterung immer im motorischen als auch im kognitiven Bereich.

4.1.2 Effekte auf die neurophysiologische Funktion

In Bezug auf die neurophysiologische Funktion, die mit Hilfe der NLG bestimmt
wurde, konnten keine Ver&nderungen in den ersten beiden Jahren beobachtet
werden. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen pathologischen Werten in der
NLG und der erhobenen motorischen Funktion im Verlauf oder dem tatsachlichen
Outcome. So konnten Patient*innen mit pathologischer NLG durchaus eine gute
motorische Funktion aufweisen und umgekehrt. Auch zeigte sich eine
Verschlechterung in der motorischen Funktion nichtin den erhobenen NLG-Werten.
Dies kann am ehesten als Indiz dafiir gesehen werden, dass die friihe motorische
Verschlechterung primar auf Schaden des ZNS und weniger auf die des Peripheren
Nervensystems (PNS) zurickzufuhren sind. Auch konnte bereits nachgewiesen
werden, dass sich der Effekt der HSZT auf das ZNS nichtim PNS bemerkbar macht.
Wahrend sich im Gehirn durchaus positive Effekte nachweisen lassen, zeigen sich
im PNS eher keine Effekte oder sogar eine Funktionsverschlechterung
(51,57,58,60,73,78). Darlber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die periphere
Neuropathie besser auf die Gentherapie aufgrund hdherer erreichter ARSA-Werte

reagiert (78).

4.1.3 Effekte auf die erhobene MRT-Bildgebung

Bei Patient*innen, die sich in den ersten 24 Monaten klinisch verschlechterten,
konnte bereits zu Beginn der HSZT ein héherer MLD MR Severity Score festgestellt
werden. Darlber hinaus zeigte sich bei diesen Patient*innen auch ein gréf3erer
Punkteanstieg Uber die Zeit, als bei Patient*innen der stabilen Gruppe. Die
Korrelation zwischen motorischer Verschlechterung und der Zunahme der
Hirnlasionen lasst sich als weiteres Indiz dafur deuten, dass die motorische
Verschlechterung auf die fortschreitenden Veranderungen im ZNS zuriickzufuhren

sind.

4.2 Pradiktive Werte fur einen stabilen Krankheitsverlauf

Bisher wurde in dieser Arbeit retrospektiv beschrieben, welche Kinder von einer
HSZT profitieren konnten. Fur den klinischen Alltag steht nattrlich die vorherige

Abschatzbarkeit des Krankheitsverlaufes nach HSZT im Vordergrund. Aus diesem
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Grund versuchten wir pradiktive Werte fur einen stabilen, nicht progredienten
Krankheitsverlauf zu identifizieren. Was den Zustand der Kinder zum Zeitpunkt der
HSZT anbelangt, so wiesen die Patient*innen, die wéahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums stabil blieben, keine grobmotorischen Beeintrachtigungen
(GMFC.MLD = 0, GMFM-88 = 100 %) und nur wenige MRT-Veranderungen (MR-
Schweregrad-Score < 17) bei Studienbeginn auf. Dies unterstreicht die Bedeutung
einer HSZT in einem sehr frihen Stadium der Erkrankung und bestétigt frihere
Empfehlungen fur eine HSZT bei prasymptomatischen und leicht symptomatischen
Kindern mit juveniler MLD (44,52,54,55,57,58).

Das Alter des Krankheitsbeginns (oder frih- bzw. spéatjugendlicher
Krankheitsbeginn) und das Alter bei der HSZT waren nicht pradiktiv fir das friihe
Ergebnis nach der HSZT. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass der klinische
(und MRT-) Status der Patient*innen zum Zeitpunkt der HSZT wichtiger sein konnte
als das Alter bei Krankheitsbeginn. Dies steht im Gegensatz zu einer friheren
Studie, die zeigt, dass ein jungeres Alter bei Krankheitsbeginn einen negativen
Einfluss auf das Ergebnis haben koénnte, was auf das potenziell schnellere
Fortschreiten der Erkrankung bei frihjugendlichen Patient*innen hinweist (52).
Jedoch wurde in dieser Studie ein Alter jliinger als 4 Jahre als bedeutend fir den
Krankheitsverlauf nach HSZT beschrieben. In unserer Studie waren jedoch alle
Kinder zum Zeitpunkt des Beginns der Erkrankung alter als 4 Jahre. Das
Konditionierungsschema vor der HSZT &anderte sich aufgrund verénderter Leitlinien
Uber den Behandlungszeitraum hinweg, weshalb nicht alle Patient*innen die
gleichen Medikamente erhalten konnten. Jedoch hatten die unterschiedlichen
Konditionierungsschemata keinen eindeutigen Einfluss auf das Ergebnis nach
HSZT. Es ist bekannt, dass ein Konditionierungsschema, das in der Lage ist, eine
ablative Wirkung auf funktionell definierte, im ZNS ansassige myeloische
Vorlauferzellen auszutiben, die Migration der Spenderzellen in das Gehirn und die
dortige Differenzierung zu Mikrogliazellen begunstigt. Dieser Mechanismus konnte
in  Mausen fur Busulfan (79,80) wund fir ein nicht-myeloablatives
Konditionierungsverfahren mit fokaler Kopfbestrahlug und Rapamycin zur
Immunsupression nachgewiesen werden (81). Diese Erkenntnisse wirden die
Vermutung nahelegen, dass Konditionierungsschemata, die auf Busulfan aufgebaut

sind, ein besseres therapeutisches Outcome und einen Vorteil gegentber
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Konditionierungssschemata mit Treosulfan mit sich bringen. Hinweise hierauf

konnten in der vorliegenden Studie nicht gefunden werden.

Es wird klar, dass grol3ere (multizentrische) Studien erforderlich sind, um die
Wirkung des Konditionierungsschemas fur MLD zu untersuchen und dabei die
positiven Auswirkungen auf die Transplantation/Ergebnisse gegen die verringerte
Neurotoxizitat abzuwagen (55). Dariiber hinaus kdnnte dies auch dazu beitragen,
offene Fragen besser zu klaren und z. B. bei der Entwicklung von Empfehlungen fir
Ein- und Ausschlusskriterien fur eine HSZT bei MLD mitzuwirken.

4.2.1 Einordnung der gefundenen préadiktiven Faktoren in die Literatur

Die Literatur betrachtend, beziehen sich alle Empfehlungen fir eine HSZT bei
juveniler MLD darauf, dass die Patient*innen entweder prasymptomatisch oder in
einem sehr frihen Krankheitsstadium sein sollten, was sich mit den vorliegenden
Ergebnissen deckt. Sie unterscheiden sich jedoch in der Spezifizierung dieses
Zustandes. Peters et al. verweisen auf eine gute neuropsychologische Funktion und
Unabhangigkeit bei Aktivitdten des taglichen Lebens (44), Musolino et al. sprechen
von "minimal symptomatischen" Patient*innen (55). Van Rappard et al. empfehlen
die Fahigkeit, ohne Unterstlitzung zu gehen und einen IQ von Uber 75 (59). Van der
Broek et al. fligen gut gematchte Transplantate, das Fehlen einer Hirnatrophie und
einen normalen Leistungsscore als pradiktive Parameter fir ein besseres
Gesamtiberleben hinzu (57). Hinsichtlich der Hirnanomalien stellen Groeschel et
al. fest, dass ein MLD MR Severity Score von unter 17 mit einem besseren Ergebnis
assoziiert ist (52), Martin et al. empfehlen einen Wert unter 5 (ohne
Berucksichtigung der Atrophie) (58) und van Rappard et al. einen Wert unter 15 (59)
in ihren jeweiligen Kohorten. Zusammenhénge zwischen dem MLD MR Severity
Score und klinischen Parametern konnten bereits nachgewiesen werden. So
korreliert der MLD MR Severity Score positiv mit dem Level der GMFC.MLD (41),

sowie negativ mit dem 1Q (82).

Eine Korrelation zwischen dem Intervall vom Auftreten der ersten Symptome und
der HSZT und dem Klinischen Ergebnis wurde ebenfalls als relevanter Faktor
vorgeschlagen (49,57,58). Einige der in dieser Arbeit untersuchten Patient*innen
waren bereits im Hinblick auf das Langzeitergebnis nach HSZT untersucht worden
(52). Pradiktive Faktoren fur ein gutes klinisches Ergebnis waren hier ein
GMFC.MLD von 0 oder 1, ein IQ von mindestens 85, ein Alter bei Beginn der
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Erkrankung von mehr als 4 Jahren sowie ein MLD MR-Severity-Score von weniger
als 17. Interessanterweise war der 1Q zum Zeitpunkt der HSZT in der aktuellen
Studie mit einer kleineren Kohorte nicht pradiktiv fur das Langzeitergebnis; im
Hinblick auf das Kurzzeitergebnis korrelierte jedoch die grobmotorische
Verschlechterung mit der kognitiven Verschlechterung. Demnach verschlechterten
sich bei Kindern mit stabiler motorischer Funktion die kognitiven Funktionen nicht,
unabhangig von der HOhe ihres 1Qs vor HSZT. Nach Abschluss dieser
Untersuchung konnte die Tubinger Arbeitsgruppe zeigen, dass die Erstsymptomatik
bei Krankheitsbeginn ganz wesentlich die Dynamik der Krankheitsprogredienz
bestimmt. Jene ist wesentlich langsamer bei Patient*innen, die Kkeine
grobmotorische  Erstsymptomatik zeigen (15). Dies unterstitzt unsere
Beobachtung, dass ein GMFC.MLD Level 0 (demnach keine grobmotorischen
Symptome bei Krankheitsbeginn) mit einer besseren Prognose und einem

langsameren Fortschreiten der Erkrankung einhergeht.

4.3 Moglicher Einfluss der HSZT auf den Krankheitsverlauf

Bei der Auswertung der klinischen Verlaufe war in der Gruppe der Patient*innen mit
progredientem Krankheitsverlauf vor allem die sehr rasche Verschlechterung der
motorischen und kognitiven Funktion nach Transplantation auffallig und es drangte
sich die Frage auf, ob die Patient*innen evtl. ohne eine Transplantation langer
hatten stabil bleiben kénnen. Eine klinische Verschlechterung direkt nach HSZT
wurde bereits beschrieben (50,51,60,83). Bekannt ist ebenfalls, dass der Prozess
der Migration der HSZ in das Gehirn, sowie deren Differenzierung zu
Mikrogliazellen, eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt. Bisher wurde angenommen,
dass die Zeit bis zur klinischen Stabilisierung, die meist mit 6-12 Monaten (83) oder
12-24 Monaten (44,45,48,49,84) beschrieben wurde, dieser Zeit entspricht. Die Zeit
bis zum Eintreten einer therapeutischen Wirkung erklart jedoch nicht die rasche
klinische Verschlechterung, unter der die Patient*innen litten und auch nicht, ob der

Krankheitsverlauf ohne eine HSZT anders verlaufen wére.

4.3.1 Vergleich der Krankheitsverlaufe transplantierter Kinder mit
progredientem Verlauf und nicht-transplantierter Kinder

Um die Frage zu beantworten, ob es uUberhaupt einen Unterschied im
Krankheitsverlauf der transplantierten Patient*innen mit progredientem Verlauf und

nicht-transplantierten Patient*innen gibt, wurde die Zeit zwischen dem Eintritt in
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GMFC.MLD Level 1 (freies Gehen mit Auffalligkeiten) und GMFC.MLD Level 2
(Verlust des freien Gehens) zwischen den beiden Gruppen verglichen. Die
transplantierten Patient*innen verschlechterten sich motorisch signifikant schneller
als die nicht transplantierten. Erklarungsansétze konnen zum einen der natirliche
Krankheitsverlauf und die fehlende Wirksamkeit der HSZT in den Monaten nach
Transplantation sein, jedoch auch eine mogliche Verschlechterung durch den
medizinischen Eingriff der HSZT selbst. Kehrer et al. (31) beschreiben im
naturlichen Krankheitsverlauf der juvenilen MLD eine Wahrscheinlichkeit von 13%
Uber 20 Jahre hinweg auf GMFC.MLD Level 0 oder 1 zu bleiben und damit einen
stabilen Krankheitsverlauf zu entwickeln. Bei Eintrittin GMFC.MLD Level 1 liegt die
Wabhrscheinlichkeit, langer als ein Jahr auf diesem Level zu bleiben und sich damit
nicht zu verschlechtern, bei 84%, die Wahrscheinlichkeit langer als 24 Monate auf
Level 1 zu bleiben bei 51%. Das Erreichen des GMFC.MLD Levels 2 und damit der
Verlust des freien Gehens, markiert den Eintritt in die schnelle
Krankheitsprogredienz und geht mit einer Wahrscheinlichkeit von 60% einher, sich
innerhalb eines Jahres auf GMFC.MLD Level 5 (keine Fortbewegung mdoglich bei
erhaltender Kopfkontrolle) zu verschlechtern. Demnach ist eine schnelle
Krankheitsprogredienz auch im naturlichen Verlauf nichts Ungewdhnliches. Kehrer
et al. beschreibt jedoch ein Fenster der Gelegenheit fur eine HSZT auch bei bereits
vorhandenen motorischen Auffalligkeiten (GMFC.MLD Level 1), da die
durchschnittliche Zeit von Eintritt in Level 1 bis Eintritt in Level 2 bei 27 Monaten
liegt bei gleichzeitig grof3en interindividuellen Unterschieden (31). Alle funf
transplantierten Patient*innen unserer Studie mit progredientem Verlauf erreichten
jedoch bereits innerhalb eines Jahres nach HSZT das GMFC.MLD Level 2,
woraufhin eine schnelle Progredienz folgte. Dies scheint nahezulegen, dass die
HSZT die bevorstehende Krankheitsprogredienz bei diesen Patient*innen

beschleunigte.

4.3.2 Ungenauigkeiten bei klinischen Parametern

Bei Patient*innen, die zuerst mit motorischen Veranderungen auffallig werden, kann
der Beginn der motorischen Symptomatik lediglich retrospektiv durch die Anamnese
erhoben und nicht objektiv beobachtet werden. Jene héngt jedoch zum einen von
der Aufmerksamkeit und Beobachtungsfahigkeit der betreuenden Personen, zum

anderen aber auch von deren Beschreibungen ab. Erst kurzlich fuhrten Eichler et
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al. (85) eine Studie zum Sprachgebrauch von betreuenden Personen von an MLD
erkrankten Kindern und Jugendlichen durch. Darin wurde zum einen deutlich, dass
von ersten Auffalligkeiten bis zur tatsachlichen Diagnosestellung im Durchschnitt
13,7 Monate vergehen, dass aber auch gerade die grof3en Unterschiede der
Erstsymptome, héaufiges Fehlen eines primaren Symptoms und eher
Symptomkonstellationen, als auch die Schwierigkeit, jene ohne medizinische
Fachkenntnisse so zu beschreiben, dass sie von Arzt*innen und Pflegertinnen als
Hinweise auf eine MLD erkannt werden kdnnen, Probleme in der Diagnosestellung
verursachen. Aufgrund der genannten Problematik darf eine zeitlich fehlerhafte
Zuteilung zu GMFC.MLD Level 1 aus der Anamnese und eine dadurch
eingeschrankte Aussagekraft Uber die Dauer des Verbleibens auf den
unterschiedlichen GMFC.MLD Leveln nicht vernachlassigt werden.

4.3.3 Maogliche Ursachen fur rasche Krankheitsprogredienz nach HSZT
4.3.3.1 Einfluss medikamentdser Neurotoxizitat auf die motorische Funktion

Tatsachlich relevant fur die Therapieindikation wére allerdings eine klinische
Verschlechterung durch die HSZT selbst. Neurologische Komplikationen als Folge
einer HSZT sind allgemein bekannt. Es wird von einer Haufigkeit zwischen 3 % und
59 % (86-91), bei stark divergierendem Schweregrad (von leichten
voribergehenden Stoérungen bis hin zu schweren klinischen Erkrankungen) (92)
ausgegangen. Klar ist jedoch, dass in 90% der Autopsien von Patient*innen, die
sich einer HSZT unterzogen hatten, neuropathologische Befunde auffallig waren
(87). Es gibt jedoch nur wenige Studien, die sich auf den padiatrischen Bereich
beziehen. Weber et al. (93) beschreibt neurologische Symptome bei 24% der
Patient*innen. Zwei Gruppen konnten unterschieden werden, wobei die
Patient*innen der erste Gruppe lediglich milde neurologische Symptome aufwiesen,
die sich innerhalb der ersten 24h zurickbildeten, die Patient*innen der zweiten
Gruppe jedoch unter schweren neurologischen Komplikationen litten und sich im
Krankheitsverlauf progredient verschlechterten. Als haufigste neurologische
Komplikationen wurden Infektionen (v.a. zerebrale Toxoplasmose und
Aspergillose), medikamentdse Toxizitdt, zerebrovaskulare Ereignisse und ein
Rezidiv der Grunderkrankung im ZNS beschrieben. Infektionserkrankungen oder
zerebrovaskulare Ereignisse wurden in den Nachsorgeuntersuchungen unserer

Kohorte nicht beobachtet, jedoch ist eine medikamentdse Toxizitat nicht
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ausgeschlossen. Busulfan wird mit einer Neurotoxizitat von 10% beschrieben und
kann durch seine Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden, zu hohen,
toxischen Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis fihren (94). Methotrexan,
Fludarabin und Tacrolimus sind bekannt fiir geringfligige und vortubergehende
neurotoxische Ereignisse wie Kopfschmerzen, Schwindel oder Krampfanfalle. Von
den angewandten Medikamenten hat jedoch Cyclosporin A (CsA) das hdchste
neurotoxische Potential, wobei eindeutige pathophysiologische Erkenntnisse noch
ausstehend sind (95). Es gibt Hinweise darauf, dass CsA zu neuronaler Apoptose
und dem Absterben von Oligodendrozyten fuhrt (96). Auch wurden ischdmische
Storungen durch Endothelsch&den und Interaktion mit adrenergen Rezeptoren an
Hirngefal3en berichtet (97). Weitere Faktoren fur eine vermehrte Neurotoxizitat sind
eine  mogliche Erhéhung des Blutdrucks (98) sowie ein veranderter
Lipidstoffwechsel  (99). Darlber hinaus wurden Verschiebungen im
Elektrolytgleichgewicht (Hypomagnesiamie, Hypo-/Hypernatriamie), ausgelost
durch den Einsatz von CsA, mit neurologischen Komplikationen in Verbindung
gebracht (100,101). Klinisch wurden bei Erwachsenen v.a. posturaler Tremor und
palmare Parasthesien, generalisierte tonisch-klonische Anfélle, sowie das Syndrom
der posterior reversiblen Enzephalopathie (86), bei Kindern jedoch auch motorische
Anzeichen beschrieben (102).

Ahnliche Beobachtungen ergab die Analyse der Auswirkungen der HSZT auf die
periphere NLG. Nach anfanglicher Verbesserung nach HSZT kam es bei einem Teil
der Patient*innen zu einer progredienten Verschlechterung (103,104). Siddiqi et al.
stellen sich ebenfalls die Frage nach der Kausalitdt. Neben den Auswirkungen der
immunmodulatorischen Medikamente wird auch die Mdglichkeit einer mangelhaften
Remyelinisierung durch veranderte Schwann-Zellen angesprochen. Diese
Ergebnisse beziehen sich wahrscheinlich nicht nur auf den peripheren Nerv,
sondern koénnen auch auf das ZNS zutreffen (55). Zukinftig kbnnte durch eine
Untersuchung des peripher neu gebildeten Myelins auch die Qualitat der

Remyelinisierung im Gehirn besser beurteilt werden kénnen.

Eindeutige neurologische Symptome, die auf eine medikamentose Toxizitat
hinweisen, fehlen in unserer Kohorte. Dies kann als Hinweis darauf interpretiert
werden, dass die motorische Verschlechterung nicht auf eine medikamentdse

Toxizitat zurtckzufuhren ist. Jedoch wird der Einfluss der Chemotherapeutika auf
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das neuronale System deutlich und abweichende Symptome dieser Schadigung bei
Kindern, insbesondere bei bereits neurologisch erkrankten Kindern, kdnnen nicht
ausgeschlossen werden, weshalb die Entwicklung weniger neurotoxischer

Therapiemethoden vorangetrieben werden sollte.

4.3.3.2 Einfluss medikamentdser Neurotoxizitat auf die kognitive Funktion

Wie bereits beschrieben, ging eine rasche motorische Verschlechterung in unserer
Kohorte auch mit einer raschen kognitiven Verschlechterung einher. Kognitive
Defizite treten bei 20-40% der padiatrischen Patient*innen auf, die mittels einer
HSZT behandelt werden (105-114), wobei das erste Jahr nach HSZT als kritisches
Zeitfenster fur die Entwicklung neurokognitiver Defizite beschrieben wird (109,113).
In Bezug auf messbare Veranderungen im 1Q wurden sowohl nur wenige oder keine
negativen Einflisse (110,115-117) als auch gravierende Verschlechterungen
(108,113,118) beschrieben. In Bezug auf die medikamentdse Neurotoxizitat wurde
v.a. das zur GvHD-Prophylaxe eingesetzte Methotrexan diskutiert. Laut Studien
wirkt sich der Einsatz negativ auf das Arbeitsgedachtnis sowie die exekutiven
Funktionen aus (118-121).

Neben medikamenttser Toxizitdt konnte auch die sozialpsychische Situation mit
langer Hospitalisation, sozialer Isolation und, aufgrund der Erkrankung und
Behandlung, langere Zeiten des Schulabsentismus zu einer Verschlechterung der

neurokognitiven Funktion beitragen (122-124).

4.3.3.3 Probleme bei der Ergebnistibertragung von hamatologisch auf neurologisch

erkrankte Kinder

Die oben diskutierten Studien wurden v.a. bei hamatologisch erkrankten
Patient*innen durchgefiihrt. Daraus ergibt sich der Vorteil, dass die neurokognitiven
Auswirkungen sehr wahrscheinlich auf die Therapie bezogen werden kénnen, daim
natirlichen Krankheitsverlauf keine Abnahme der kognitiven Leistungsfahigkeit zu
erwarten ist. Allerdings gestaltet sich die Ubertragung aufgrund unterschiedlicher
hirnmorphologischer Ausgangswerte natirlich schwierig. Bekannt ist, dass die
Wahrscheinlichkeit nach HSZT unter Beeintrdchtigungen neurokognitiver
Funktionen zu leiden, hdher ist, wenn vor der HSZT bereits neurologische Probleme
bestanden haben (112,113,125). Jedoch ist aufgrund des héufigen Einsatzes von

Ganzkdorperbestrahlungen und Hirnbestrahlungen bei hamato-onkologisch kranken
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Patient*innen, die als Risikofaktoren fir neurokognitiven Defiziten angesehen
werden (117,126), eine retrospektive Unterscheidung zwischen den Auswirkungen
der Konditionierung und der HSZT, wie sie bei Patient*innen mit MLD zu
Anwendung kommt, und der Bestrahlung ebenfalls nur schwer méglich. Um die
Auswirkungen der HSZT auf die neurokognitive Funktion bei neurologisch
erkrankten Kindern einschatzen zu kénnen, werden genau zugeschnittene Studien

bendtigt.

4.3.3.4 Entzindliche Prozesse der HSZT als verstarkendes Element

Fur das Fortschreiten der MLD spielen auch entzindliche Faktoren eine Rolle. Bei
der X-chromosomale Adrenoleukosystrophie (X-ALD) konnte gezeigt werden, dass
Monozyten/Makrophagen der metabolisch am starksten betroffene periphere
Immunzelltyp sind (127) und dass die Umschaltung auf einen
entziindungshemmenden M2-Phanotyp nach Aktivierung beeintrachtigtist (128). Es
wird vermutet, dass dieser Funktionsdefekt zur anhaltenden Entziindung bei
zerebralen Lasionen beitragt. Darlber hinaus konnte erst kirzlich gezeigt werden,
dass die Progredienz der MLD stark von der Schadigung der Mikrogliazellen
beeinflusst wird, die dem Zerfall der Oligodendrozyten, die aufgrund ihres hohen
Lipidgehalts als Schltissel zur Pathophysiologie der Leukodystrophien gelten, und
der Myelin-Degeneration vorausgeht (129). Die bei der HSZT induzierte

Entziindungsreaktion kdnnte die oben beschrieben Mechanismen noch verstéarken.

4.3.3.5 Einfluss der motorischen Funktion zum Zeitpunkt der HSZT

Unsere Ergebnisse zeigen, dass sich transplantierte Patient*innen, bei denen ein
progredienter Krankheitsverlauf festgestellt wurde, in einem wichtigen Aspekt
deutlich von Patient*innen unterscheiden, die stabil bleiben: ihre abnorme
Grobmotorik zum Zeitpunkt der HSZT - selbst bei lediglich leichter Beeintrachtigung.
Dies bedeutet, dass Kinder, die zum Zeitpunkt der HSZT bereits an einer
Neuropathologie leiden, die Stdérungen in ihrer Grobmotorik verursacht,
wahrscheinlich anfalliger fur transplantationsbedingten (entziindlichen/toxischen)

Stress sind, was das Fortschreiten der Krankheit beschleunigen konnte.
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4.4 Ausblick auf neue Therapieansatze und Aufnahme in das

Neugeborenenscreening

Die moglichst frihe HSZT im Krankheitsverlauf, sowohl fir die HSZT als auch fir
die lentivirale Gentherapie mit Libmeldy, und damit einhergehend eine moglichst
frihe Diagnosestellung der MLD, legt naturlich die dringende Frage nach der
Moglichkeit der Aufnahme der MLD und anderer Leukodystrophien in das
Neugeborenen-Screening nahe. 1968 legten Wilson und Jungner die Prinzipien fir
Erkrankungen, bei denen sich ein Neugeborenenscreening anbietet, fest. Jene
beinhalten die nachweisbare Schwere der Erkrankung, das Wissen uber den
naturlichen Verlauf, einen signifikanten Nutzen fr eine frihe neonatale Behandlung
sowie ein geeignetes Testinstrument (130). Die ersten beiden Punkte kénnen als
gegeben angesehen werden. Obgleich die HSZT als etablierteste Therapiemethode
gilt, weist sie doch, wie bereits dargestellt, Risiken auf und steht vor allem
Jugendlichen im a- oder frihsymptomatischen Stadium bereit. Deshalb gab es in
den letzten Jahren immer wieder Bestrebungen, andere Therapiemethoden zu

etablieren, welche an dieser Stelle kurz vorgestellt werden sollen.

4.4.1 Gentherapie
4.4.1.1 Lentivirale Gentherapie

Bei der lentiviralen Gentherapie werden autologe Stammzellen, die mit einem
lentiviralen Vektor transduziert wurden, der eine gesunde Kopie des ARSA-Gens
enthalt, verwendet, wodurch eine supranormale Produktion (500-1000%) von ARSA
ermoglicht wird. Wie bereits beschrieben, lasst sich die Remyelinisierung am
ehesten auf die neuroprotektive und entzindungshemmende Wirkung der
Spendermakrophagen, sowie die Phagozytose von Sulfatiden zurickfihren und
nicht auf das Prinzip der Kreuzkorrektur (46). Dies geschieht jedoch nurim ZNS und
nicht im PNS (78). Es wird jedoch angenommen, dass durch die héhere ARSA-
Enzymkonzentration bei der lentiviralen Gentherapie eine hohere Effektivitat beim
Durchdringen der Blut-Nerven-Schranke gegeben ist und so das PNS erreicht
werden kann, was an Mausmodellen gezeigt werden konnte (131-133). 2016 wurde
dies auch an Menschen durchgefuhrt. Auch hier zeigten sich neben den positiven
Effekten auf das ZNS, der Einfluss auf das PNS und dariber hinaus die Wirksamkeit
bei frih-infantiler MLD (134). 2022 wurden die Langzeitergebnisse veroffentlicht, die
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aul3er der Ausbildung von ARSA-Antikorpern, die sich jedoch nicht klinisch
ausgewirkt hatten, die positiven Ergebnisse bestatigten (135). Dies fuhrte zur
Zulassung von Atidarsagen autotemcel, Libmeldy® fir die spat-infantile und frih-
juvenile (30 Monate bis sechs Jahre) Verlaufsformen im Frihstadium der
Erkrankung. Bei der lentiviralen Gentherapie kénnte jedoch die zufallige und nicht
zielgerichtete  Integration des  ARSA-Transgens das Risiko einer
Insertionsmutagenese bergen, weshalb eine mutationsdiagnostische Gentherapie
mit hAmatopoetischen Zellen und Vorlauferzellen unter Verwendung von CRISPR-
Cas9 und einer AAV6-Reparaturvorlage als Behandlungsoption fur die MLD
untersucht wurde (136). In hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen von zwei
MLD-Patient*innen wurde eine Wiederherstellung der ARSA-Enzymaktivitat
nachgewiesen, die mit der von gesunden Erwachsenen vergleichbar ist (136).

4.4.1.2 Adeno-assoziierte Gentherapie

Ein weiteres Verfahren stellt die Adeno-assoziierte Virus-vermittelte ZNS-
Gentherapie dar. Hierbei wird ein viraler Vektor, der fir das ARSA-Gen kodiert,
intraparenchymatds, intrazerebroventrikular und intrazisternal direkt in das Gehirn
verabreicht (137). Vorteile ergeben sich aus der dauerhaften lokalen Expression bei
einmaliger Verabreichung. Dariiber hinaus reichen lediglich 5-10% der normalen
Enzymaktivitat aus, um Krankheitssymptome zu verringern und das ARSA-Protein
kann in benachbarte Zellen endozytiert werden (4). Es wird davon ausgegangen,
dass diese Form der Gentherapie zur schnelleren Expression von ARSA im Gehirn
fuhrt, als es bei der lentiviralen Gentherapie der Fall ist (138). Trotz dieser
vielversprechender Ergebnisse an Mausmodellen musste eine Phase 1/2 Studie

aufgrund fehlender Wirksamkeit abgebrochen werden

(137,139).

4.4.2 Enzymersatztherapie (ERT)

Ein weiterer Weg stellt, zur Umgehung der Blut-Hirn-Schranke, die intrathekale
Verabreichung des Enzyms dar. Es konnte nachgewiesen werden, dass die so
verabreichte humane ARSA (hARSA) vor allem von Mikrogliazellen und weniger
von Oligodendrozyten und Astrozyten aufgenommen wird, weshalb die
therapeutische Wirkung, wie bei der HSZT (46,140), vor allem auf den Abbau von

extrazellularen Sulfatiden und/oder auf die entziindungshemmende Komponente
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zuruckzufihren ist (140). Im Mausmodell konnte bei intrathekaler Verabreichung
ein Rickgang der Sulfatidablagerungen um 51-56% festgestellt werden. Als
problematisch gilt die relativ kurze Halbwertszeit (HWZ) der ARSA von nur 10
Minuten (141). Erst kirzlich konnten Yaghootfam et al. durch die Mutation eines
Kathepsin-Spaltungs-Hotspot und weiteren Modifizierungen ein trimodal
modifiziertes Neoenzym namens SuPerTurbo-ARSA herstellen (142). Im Vergleich
zur Wildtyp-hARSA konnten die HWZ, die Aktivitat und die Mannose-6Phosphat-
unabhéngige Aufnahme um mehr als das 7-fache, etwa das 3-fache bzw. mehr als
das 100-fache erhoht werden. Damit ist die SuPerTurbo-ARSA im Vergleich zur
Wildtyp-hARSA 8- bzw. 12-mal effizienter bei der Verringerung der
Sulfatidspeicherung in Gehirn und Rickenmark. In beiden Geweben wurde die
Speicherung um ~60 % reduziert, was in etwa einer Verdoppelung der zuvor mit
einer 65-fach hoheren kumulativen Dosis von Wildtyp-hARSA erreichten Clearance
entspricht (142).

Im Rahmen der ERT wurde auch die intravendse Verabreichung von hARSA an
Mausen getestet, welche ebenfalls zur Verbesserung der ZNS-Pathologien, sowie
der Symptomatik der Motorik und des Verhaltens fuhrte (143,144). Jenes Verfahren
wurde auch bereits an Patient*innen getestet, zeigte jedoch keine Hinweise auf eine
Wirksamkeit bei der Verhinderung motorischer und kognitiver Verschlechterungen,
was darauf hindeutet, dass rekombinante humane ARSA (rhARSA) die Blut-Hirn-
Schranke mdglicherweise nicht in therapeutischen Mengen Uberwindet (145). Ein
intrathekales Verfahren wurde ebenfalls an Kindern mit MLD erprobt. Obwohl sich
die motorische Funktion im Laufe der Zeit generell verschlechterte, zeigte sich bei
den Patient*innen, die die héchste Dosierung erhielten, eine Tendenz zu einer
weniger ausgepragten Verschlechterung. Dartber hinaus lauft derzeit eine Phase-
2b-Studie mit rhARSA in einer héheren Dosierung (146).

4.4.3 Immunmodulation

Ein weiterer Forschungsbereich stellt die Immunmodulation dar. Es wird vermutet,
dass die Anhaufung von Sulfatiden die Freisetzung von entzindlichen Zytokinen
aus Makrophagen induziert (6,147). Daher ist es wahrscheinlich, dass sowohl die
Sulfatidakkumulation als auch die Neuroinflammation eine Rolle im
Demyelinisierungsprozess bei MLD spielen, was zu einem Teufelskreis fuhrt, wie er

auch bei mehreren anderen metabolischen neurodegenerativen Erkrankungen
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beobachtet werden kann (78). Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung des
demyelinisierenden MLD-Mausmodells mit dem nichtsteroidalen
entzindungshemmenden Medikament Simvastatin die Neuroinflammation
reduziert, die Schwimmleistung und den ataktischen Gang verbessert und die
Demyelinisierung des Ruckenmarks verzogert (148). Daten aus Mausmodellen
anderer LSK zeigten die positive Wirkung einer Behandlung mit den nichtsteroidalen
Entziindungshemmern Aspirin, Ibuprofen und Indomethacin, die das Fortschreiten
der Erkrankung verlangsamen (149-151).

Aktuell rtckt der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1) — Inhibitor Olaparib,
der bisher fur Krebserkrankungen zugelassen ist, in den Fokus der Forschung (9).
Die PARP-1 ist an einer Vielzahl von zellularen Prozessen beteiligt, darunter DNA-
Reparatur, Transkriptionsregulierung und Mitochondrienfunktion (152). Eine
Uberaktivierung von PARP-1 fiihrt zu UbermaRiger PAR-Synthese, NAD+- und
ATP-Verarmung und schlie3lich zum Zelltod (153). Dartber hinaus ist PARP-1 an
der Entstehung von Entziindungen beteiligt, was wiederum die Expression reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) steigert und die genomische Instabilitat sowie die
Empfindlichkeit der umgebenden Zellen gegentiber Oxidation erhéht (154). Es
konnte gezeigt werde, dass Sulfatide eine PARP-1-Aktivierung in organotypischen
Mauseschnittkulturen auslést. Jene konnte durch Olaparib deutlich abgeschwéacht
werden. PARP-1 scheint demnach eine Schlusselrolle bei der durch die Anhaufung
von Sulfatiden ausgeldsten Entziindung und Demyelinisierung in organotypischen
Mauseschnittkulturen zu spielen, was durch Olaparib rlickgédngig gemacht werden
kann (9).

4.4.4 Neueste Entwicklungen

Bei der Substratreduktionstherapie (SRT) wird die Ceramid-Galaktisyltransferase
durch einen potenten und selektiven niedermolekularen Inhibitor gehemmt
(155,156). In MLD-Mausmodellen konnten verminderte Sulfatid- und
Lyosulfatidspiegel beobachtet werden (156). Weitere Studien sind jedoch
erforderlich, da sich die chronische Hemmung der Galaktosyltransferase bei
Wildtyp-Mausen in negative Auswirkungen sowohl auf das ZNS als auch auf das
PNS zeigte (156).

Auch die Behandlung mit mesenchymalen Stammzellen (MSZ) nach Durchflihrung
einer HSZT wurde untersucht (157). MSZ kdnnen ARSA absondern und haben bei
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MLD-Patient*innen positive Wirkungen gezeigt. Es konnte festgestellt werden, dass
Patient*innen mit MSZ signifikant hohere ARSA-Werte aufweisen, eine signifikante

Auswirkung auf die klinischen Symptome konnte jedoch nicht gezeigt werden (157).

Neben der HSZT gibt es demnach noch weitere vielversprechende Methoden und
Ideen zur Behandlung der MLD. Vor allem die lentivirale Gentherapie erdffnet neue

Behandlungsmethoden auch fir Kinder mit der spat-infantilen Form der MLD.

4.45 Neugeborenen-Screening

Um der Frage nach der Notwendigkeit der Aufnahme der MLD in das
Neugeborenenscreening nachzugehen, fehlt noch die Antwort auf die Frage nach
einem geeigneten Testinstrument. In Studien konnte gezeigt werden, dass das
Vorhandensein erhdhter Sulfatide anhand von getrockneten Blutflecken
nachgewiesen werden kann (158,159). Die Uberpriifung und Bestatigung fir diesen
Neugeborenenscreening-Ansatz wurde 2023 in einer Pilotstudie in Deutschland bei
80 000 Neugeborenen erbracht (160,161). Eine 2022 in den USA durchgefihrte
Studie bestatigte ebenfalls die Durchflihrbarkeit des Neugeborenenscreening flr
die MLD unter Verwendung eines zweistufigen Ansatzes (162). Im ersten Schritt
wurden C16:0-Sulfatide quantifiziert und bei auffalligen Ergebnissen in Schritt zwei
die ARSA-Aktivitdt gemessen. Dieser Ansatz fuhrte bei einer Kohorte von 27 335
Neugeborenen zu einer nahezu 100%igen Testspezifitdt. Kubaski et al. gelang
sogar die pranataldiagnostische Quantifizierung von Sulfatiden (163). Hierbei wurde
aufgrund einer MLD-Risikoschwangerschaft C16:0-Sulfatid im
Fruchtwasseruberstand gemessen, was zum einen die Mdoglichkeit einer sehr
frihen Verdachtsdiagnosestellung aufzeigt, dariber hinaus aber auch den
Nachweis liefert, dass es bereits sehr frih im fotalen Entwicklungsstadium zu

Sulfatidakkumulation kommt.

Neben der technischen Umsetzbarkeit darf aber auch nie das einzelne Leben aus
dem Blick geraten. Eine kirzlich im Vereinigten Kénigreich durchgefihrte qualitative
Umfrage unter MLD-Betreuer*innen untermauert nachdrtcklich die Notwendigkeit
eines Neugeborenenscreening-Programms (158). Diese Umfrage umfasste
Familien mit einem bereits erkrankten Kind, die von einem pranatalen Screening

oder einem Screening bei der Geburt weiterer Kinder profitieren kbnnten.
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AbschlieBend soll gesagt werden, dass fur die Aufnahme in das
Neugeborenenscreening ein Grenzwert von 8,5 Punkten und mehr im Inherited
Metabolic Diseases (IMD) NBS evaluation algorithm empfohlen wird (164). Mit
einem Wert von 10,5 Punkten (165) erfillt die MLD die Einschlusskriterien und sollte

daher in das Neugeborenenscreening-Programm aufgenommen werden. (166).

4.5 Schlussfolgerung

Die dargelegten neuen Therapiemethoden sind vielversprechend und geben
Hoffnung auf bessere Behandlungsmadglichkeiten fur Kinder und Jugendliche mit
MLD. Dennoch soll an dieser Stelle gesagt werden, dass die HSZT, wie sie in dieser
Studie durchgefuhrt wurde, noch immer die einzige Therapieoption neben einer rein
symptomatischen Behandlung der juvenilen MLD darstellt. Deshalb ist es so wichtig,
die Auswirkungen und Folgen besser zu verstehen und dadurch die
Einschlusskriterien so zu wahlen, dass mdglichst viele Kinder davon profitieren
konnen. Die vorgelegte Arbeit soll dem Rechnung tragen. Zusammenfassend kann
aus unseren Daten interpretiert werden, dass die ersten 12 bis 18 Monate nach der
Transplantation entscheidend fur die Stabilisierung oder das Fortschreiten der
Erkrankung sind. Eine gute grobmotorische Funktion und wenige MRT-Anomalien
gehen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit der Krankheitsstabilisierung einher. Die
Verschlechterung der kognitiven Funktion verlief in dieser Kohorte parallel zur
Verschlechterung der grobomotorischen Funktionen. Bei Patient*innen, die nach der
HSZT ein rasches und schweres Fortschreiten der Erkrankung zeigten,
verschlechterte sich die Situation schneller als bei nicht transplantierten
Patient*innen, was auf einen auslésenden Effekt der HSZT auf die Progredienz der
Erkrankung hinweist. Insgesamt unterstreichen unsere Daten die Bedeutung einer
Transplantation in einem frithen Krankheitsstadium ohne deutliche grobmotorische

Symptome und mit einem niedrigen MRT-Score fur eine gute Prognose.
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5 Zusammenfassung

Die hamatopoetische Stammzelltransplantation (HSZT) war in den letzten 30
Jahren die einzige verfugbare Therapieoption fur die juvenile metachromatische
Leukodystrophie (MLD). Wahrend die Langzeitergebnisse bereits systematisch
untersucht wurden, war das Ziel dieser Arbeit, den frihen Krankheitsverlauf nach
HSZT zu charakterisieren, prognostische Faktoren fur eine stabiles Outcome zu
finden und zu untersuchen, ob die HSZT eventuell einen negativen Effekt auf das

Fortschreiten der Erkrankung haben konnte.

In dieser Studie wurde der klinische Verlauf in den ersten 24 Monaten nach der
HSZT bei 12 Kindern, die an der Universitatsklinik fir Kinder- und Jugendmedizin
TUbingen transplantiert wurden, untersucht (mittlere Nachbeobachtungszeit 6,75
Jahre, Spanne 3-13,5 Jahre) und mit 35 nicht-transplantierten Kindern mit juveniler
MLD verglichen. Die motorische (GMFM-88 und GMFC-MLD) und kognitive
Funktion (IQ) sowie die periphere Neuropathie (NLG des N. tibialis) und die

zerebralen Veranderungen (MLD MR Severity Score) wurden prospektiv getestet.

12 Kinder wurden erfolgreich und ohne relevante Komplikationen transplantiert.
Sieben Kinder blieben tber einen langen Zeitraum neurologisch stabil, finf zeigten
in den ersten 12 bis 18 Monaten nach der Transplantation ein rasches Fortschreiten
der Erkrankung. Positive prognostische Faktoren waren eine gute motorische
Funktion (GMFM = 100 %, GMFC-MLD = 0) und ein niedriger MLD MR Severity
Score (£ 17) zum Zeitpunkt der HSZT. Bei den Kindern, die unter einer schnellen
Krankheitsprogredienz litten, war die Zeit von den ersten grobmotorischen
Symptomen bis zum Verlust des selbststandigen Gehens im Vergleich zu nicht-
transplantierten Patient*innen im gleichen Krankheitsstadium signifikant kirzer (p <
0,02).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass ein Fortschreiten der Erkrankung, wenn es denn
dazu kommt, schon friih nach der HSZT eintritt. Eine gute grobmotorische Funktion,
sowie geringe Auffalligkeiten im MRT gehen mit hoher Wahrscheinlichkeit fir einen
stabilen Krankheitsverlauf einher. Die Verschlechterung der kognitiven Funktion
verlief parallel zur Verschlechterung der Grobmotorik. Bei Patient*innen, die unter

einer schnellen Krankheitsprogredienz litten, verlief die grobmotorische
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Verschlechterung schneller als bei nicht-transplantierten Patient*innen, was darauf

hindeutet, dass die HSZT das Fortschreiten der Erkrankung auslésen kann.

Zusammengenommen unterstreichen unsere Daten die Bedeutung einer HSZT in
frihem Krankheitsstadium ohne deutliche grobmotorische Symptome und mit
geringen Auffalligkeiten im MRT fur ein gutes prognostisches Outcome.
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