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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ubersicht

Hochdosierte Glukokortikosteroide bilden nach wie vor das Standardregime in der
Behandlung akuter Schube der Multiplen Sklerose (MS). Eine neue Therapieoption kdnnten
liposomale Glukokortikosteroide darstellen. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass
diese sich gezielt in entziindeten Geweben anreichern und Uber die so erreichten hohen
Zieldosen mittels zusatzlicher nongenomischer Wirkmechanismen eine noch effektivere

Unterdriickung inflammatorischer Prozesse hervorrufen.

Zur Erforschung der Wirksamkeit neuer Therapieansdtze der MS wurden verschiedene
Tiermodelle entwickelt. Die experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) in
verschiedenen Sdugetieren bildet dabei ein etabliertes Tiermodell der MS. Sie fihrt nach
Immunisierung mit Myelinantigenen oder autoreaktiven T-Lymphozyten zu einer akut oder
chronisch-rezidivierend verlaufenden, entziindlichen und teils auch demyelinisierenden
Erkrankung des zentralen Nervensystems. Sie reflektiert je nach Tier verschiedene Facetten
der MS.

Krankheitsaktivitat und Therapieerfolg kénnen in diesen Modellen anhand klinischer Scores,
wiederholter Kérpergewichtsmessungen, histopathologischer Analysen und einer Bildgebung
wie der Magnetresonanztomographie (MRT) untersucht werden. Das pathophysiologische
Korrelat der Multiplen Sklerose ebenso wie der EAE-Tiermodelle in der MRT bilden u.a.
Lasionen der weillen Substanz. Die qualitative und quantitative Auswertung derselben kann

Rickschlisse auf Krankheitsaktivitat und Therapieerfolg erlauben.

In der folgenden Arbeit wurde im Rahmen einer Studie zur Untersuchung der Wirksamkeit
liposomaler Glukokortikosteroide eine guantitative Auswertung von Lésionen in der MRT in
zwei EAE-Tiermodellen der MS durchgefiihrt. Das Untersuchungskollektiv hierfir bildeten
45 Lewisratten und 49 Dark-Agouti (DA)-Ratten, die entweder mit Placebo (reine
Liposomen ohne therapeutisches Agens), herkémmlichem Methylprednisolon oder
liposomalen Glukokortikosteroiden behandelt wurden. Weiterhin wurden eine Vermessung
der Seitenventrikel und ein quantitativer Vergleich der Liquorsignalintensitat aller
Versuchstiere durchgefiihrt, da sich aus der Literatur Hinweise fur einen Einfluss der
Krankheitsaktivitat auf diese Parameter ergeben. Die Grundlage der Auswertung bildeten T2-

gewichtete MRT-Aufnahmen.
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1.2 Liposomale Glukokortikosteroide

Liposomen als Tréager fiir verschiedenste Substanzen wie Chemotherapeutika, Kontrastmittel,
Antigene, Immunmodulatoren und Chelatbildner sind seit vielen Jahren bekannt. Aktuelle
Therapieansatze werden beispielsweise in der Onkologie verfolgt, in der man sich die
Féahigkeit der Liposomen, sich gezielt in Tumoren anzureichern, zu Nutze macht (Soloman
und Gabizon 2008).

Die am besten untersuchten Liposomen sind die so genannten lang zirkulierenden
Polyethylenglykol (PEG)-Liposomen. lhre lange Halbwertszeit von bis zu 50 Stunden im
menschlichen Organismus (Gabizon et al. 1994) und ihre F&higkeit, sich gezielt in
entziindeten Geweben anzureichern (Laverman et al. 1999, Dams et al. 2000), machen sie zu
interessanten Alternativen in der Behandlung entziindlicher Erkrankungen. Somit bieten sie

sich beispielsweise als Tréager fur Glukokortikosteroide in Erkrankungen wie der MS an.

Langzirkulierende PEG-Liposomen mit Glukokortikosteroiden sind wie folgt aufgebaut: In
einer Hille, bestehend aus einer Phospholipiddoppelschicht und Polyethylenglykol, wird
Prednisolon bzw. Methylprednisolon eingeschlossen (Abbildung 1). In der vorliegenden
Arbeit wurden dafur PEG-Liposomen mit einem Durchmesser von weniger als 100 nm
verwendet, da die GroRe der Liposomen Einfluss auf ihre pharmakokinetischen Eigenschaften
hat (Senior und Gregoriadis 1982, Senior 1987).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Medikamente enthaltenden, lang zirkulierenden PEG-Liposoms

Glukokortikosteroide in lang zirkulierenden PEG-Liposomen zeigten in vorangegangenen
Arbeiten gegeniiber herkdmmlichen Glukokortikosteroiden pharmakokinetische Vorteile,
indem sie eine langere Halbwertszeit im Blut aufwiesen und sich besonders in entziindeten
Geweben anreicherten (Schmidt et al. 2003 b, Metselaar et al. 2004, Schiffelers et al. 2006).
Hier wurde somit eine hohe lokale Wirkkonzentration erreicht, ohne dass sich die Rate
unerwiinschter Nebenwirkungen erhohte (Schmidt et al. 2003 b). Metselaar et al. (2003)
demonstrierten, dass nach einer einmaligen Injektion von Prednisolonliposomen in einer
experimentell ausgeldsten Arthritis einer Ratte eine komplette Unterdriickung der Entziindung

fur fast eine Woche erreicht werden konnte.

Es wurde postuliert, dass hohe Zielkonzentrationen wvon Glukokortikosteroiden zu
zusétzlichen Wirkmechanismen fuhren. So binden niedrig- bis mittelstark dosierte
Glukokortikosteroide an einen zytosolischen Steroidrezeptor von Immunzellen, um so ihre
immunsuppressive Wirkung nach einer Latenz von etwa 30 Minuten zu entfalten. Diese
genomische Wirkweise von Glukokortikosteroiden (Boumpas et al. 1993, Barnes und Adcock
1993, Barnes und Karin 1997) steht im Gegensatz zur nongenomischen Wirkweise, die sich
zusatzlich bei hoher und ultrahoher Dosierung entfaltet: ein membrangebundener

Steroidrezeptor konnte die immunsuppressive Wirkung, die innerhalb von Minuten eintritt,
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erklaren (so genannte spezifische nongenomische Wirkweise, Wehling 1997). Zusétzlich
vermutet man eine direkte Interaktion der Glukokortikosteroide mit der Zellmembran, die
innerhalb von Sekunden ihre Wirkung entfaltet (so genannte unspezifische nongenomische
Wirkweise, Buttgereit et al. 1998).

Hohe Wirkstoffkonzentrationen von Glukokortikosteroiden am Ort der Entziindung flhrten in
einer Arbeit von Schmidt et al. (2000) zu einer raschen Immunsuppression, indem sie die
Apoptose von Immunzellen, insbesondere der T-Lymphozyten, in einem EAE-Tiermodell
vermehrt induzierten. Diese Apoptosen werden als wesentlicher Mechanismus in
antiinflammatorischen Prozessen beim EAE-Tiermodell der Lewisratte angesehen (Pender et
al. 1991). In weiteren Arbeiten erkannten Schmidt et al. (2003 a, 2003 b), dass EAE-Ratten,
die mit liposomalen Glukokortikosteroiden behandelt wurden, signifikant weniger
Tumornekrosefaktor-alpha-positive T-Lymphozyten aufwiesen. Gegenuber EAE-Ratten, die
mit einer finffach hoheren Dosierung von Methylprednisolon behandelt wurden, konnte bei
EAE-Ratten, die mit Prednisolonliposomen behandelt wurden, eine Uberlegenheit dieser
Therapie bezuglich Verringerung der Bluthirnschrankenstérung, T-Lymphozytenapoptosen
und Reduktion von zelluldren Infiltraten, insbesondere der Makrophagen, beobachtet werden.
Eine einmalige Injektion von Prednisolonliposomen fiihrte zu einer deutlichen klinischen
Besserung der EAE. Somit ergeben sich im Tiermodell Hinweise auf zusatzliche
pharmakodynamische Vorteile liposomaler Glukokortikosteroide gegenuber herkémmlichen

Glukokortikosteroiden.

1.3 Verwendete Tiermodelle der Multiplen Sklerose
Die experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis dient bei verschiedenen Sdugetieren als

Tiermodell der MS, darunter Affen, Schweine, Méause und Ratten.

Die Wirksamkeit von liposomalen Glukokortikosteroiden wurde in der vorliegenden Arbeit
an zwei Tiermodellen untersucht. Die EAE der Lewisratte und der Dark-Agouti-Ratte
spiegeln verschiedene Aspekte der pathophysiologischen Mechanismen der MS wider (Gold
et al. 2000).

Man unterscheidet aktiv immunisierte Ratten, die nach Gabe von Myelinantigenen erkranken,
von passiv immunisierten Ratten, die nach Gabe von in vitro erstellten autoreaktiven T-

Lymphozyten eine EAE entwickeln. Abh&ngig von Injektionsart, Tierrasse und verabreichtem
4
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krankheitserzeugenden Antigen kann eine akute oder chronische Form der EAE beobachtet

werden.

Die in dieser Arbeit verwendete EAE der Lewisratte nimmt einen monophasischen Verlauf,
d.h. nur ein Schub wird durchlaufen. Die mit Myelin-basischem Protein (MBP) aktiv
induzierte EAE der Lewisratte erreicht etwa 15 Tage nach Immunisierung den Hohepunkt der
Krankheitsauspragung.  Pathophysiologisch ~ findet sich  eine  ausgeprégte T-
Lymphozyteninfiltration in das Hirngewebe, die zu einem axonalen Schaden und sekundarer,
meist nur gering ausgepragter, Demyelinisierung fiihrt. Eine Autoantikdrpersynthese gegen
neuronale Strukturen findet nur in geringem MaRe statt (Gold et al. 2000). Klinisch finden
sich unterschiedlich stark ausgeprégte Symptome, die vom Verlust des Schwanztonus bis zu
Tetraplegie und Tod reichen. Zudem kommt es in den meisten Féllen zu einer

Gewichtsabnahme. Versterben die Tiere nicht im akuten Schub, heilt die EAE aus.

Die EAE der Dark-Agouti (DA)-Ratte kann dagegen einen mehrphasischen Verlauf mit
rezidivierenden  Schiben nehmen. Nach aktiver Immunisierung mit  dem
Myelinoligodendrozytenglykoprotein (MOG), welches fiir diese Studie verwendet wurde,
wird der Hohepunkt der Erkrankung nach etwa 15 Tagen erreicht. Nach einer Remission
kénnen 2-3 weitere Schiibe durchlaufen werden, die an Schwere zunehmen. Neben diesem
rezidivierenden Verlauf weist auch die Histopathologie Ahnlichkeiten zur menschlichen MS
auf. So kann der N.opticus betroffen sein und der axonale Schaden ist mit dem der MS
vergleichbar (Gold et al. 2000, Gold et al. 2006).

Kritisiert wurde an der EAE, dass sie keine spontane Erkrankung darstellt, eine
Demyelinisierung nicht in allen Tieren zu beobachten ist und der zeitliche Verlauf sowie die
Heterogenitat der MS nicht widergespiegelt wird. Positive therapeutische Effekte scheinen bei
der EAE leichter erreichbar zu sein und werden nur inkonstant in klinischen Studien zur MS

reproduziert (Friese et al. 2006).
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1.4 Magnetresonanztomographie in Diagnostik und Forschung der Multiplen Sklerose
Die konventionelle MRT (T1-, T2-, FLAIR- und postkontrast-T1-gewichtete Sequenzen) gilt
nicht nur als wichtigste paraklinisch eingesetzte Untersuchung in der MS-Diagnostik
(McDonald et al. 2001), sondern hat auch einen sehr wichtigen Stellenwert in der MS-
Forschung (Bermel et al. 2008). So konnten durch MRT-Studien Unterschiede klinischer MS-
Verlaufe (primér schubférmig, primar und sekundér chronisch progredient) herausgearbeitet
werden (Lycklama a Nijeholt und Barkhof 2003). Die MRT hat sich als ,,wesentlicher
Parameter erwiesen, um zusatzliche Aussagen uber Kklinisch inapparente Wirkmechanismen
der Therapie zu erhalten* (Gold und Rieckmann 2004, S.72).

Uber die GroRe und Anzahl kernspintomographisch nachgewiesener Lasionen kann die
Effizienz medikamentdser Therapien unabhéngig von Kklinisch fassbaren Symptomen
Uberprift werden (Kappos et al. 1988, Paty et al. 1992). So konnte fir schubprophylaktische
Medikamente wie Beta-Interferone eine Reduktion der kernspintomographisch
nachgewiesenen Krankheitsaktivitdt zwischen 50 und 80% beobachtet werden (Gold und
Rieckmann 2004). Demgegeniber steht jedoch eine nur schwache Korrelation des Ausmalies
der kernspintomographisch nachgewiesenen Lasionslast und der klinischen Manifestation der
MS (Kappos et al. 1999, Filippi et al. 2002 a). Dies erklart man sich zum Teil mit der nur
eingeschrankten  Fahigkeit der MRT, Informationen zu zugrunde liegenden
pathophysiologischen Prozessen zu liefern (Filippi et al. 2002 b). Beispielsweise steht der
Erkenntnis, dass der Demyelinisierung heterogene Mechanismen zu Grunde liegen und sich
dadurch neue Implikationen fur Diagnostik und Therapie ergeben konnten (Lucchinetti et al.
2000), eine noch mangelnde Spezifitat der MRT gegentiber (Inglese et al. 2005). Modernere
MRT-Techniken wie ,Magnetization transfer imaging“ (MTI), diffusionsgewichtete
Sequenzen sowie funktionelle MRT (fMRT) kdnnen einen Beitrag zu spezifischeren

Erkenntnissen leisten (Yousry et al. 1998, Filippi et al. 1999, Inglese und Bester 2010).

1.5 Magnetresonanztomographie im Therapiemonitoring der experimentellen
Autoimmunenzephalomyelitis

Die MRT wird auf verschiedene Weise in der Beobachtung von Krankheitsaktivitat und
Therapieerfolg in EAE-Modellen eingesetzt. So wurden beispielsweise
Bluthirnschrankenstérungen mittels Gadoliniumanreicherung in T1-gewichteten Aufnahmen
untersucht (Hawkins et al. 1991, Namer et al. 1993). Makrophageninfiltration konnte mittels

ultrakleiner Eisenoxidpartikel dargestellt werden (Dousset et al. 1999, Rausch et al. 2003,
6
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Floris et al. 2004). Weitere diagnostische Mdglichkeiten ergaben sich durch den Einsatz von
,Magnetization transfer ratio/imaging”“ (MTR/MT]I), beispielsweise in Arbeiten von Dousset
et al. (1992) und Deloire-Grassin et al. (2000), und diffusionsgewichteter Aufnahmen
(Verhoye et al. 1996). Aber auch konventionelle T1- und T2-gewichtete Aufnahmen dienten
in zahlreichen Arbeiten der Untersuchung von Lé&sionen (u.a. Stewart et al. 1985, Karlik et al.
1989, Nessler et al. 2007).

Im Monitoring der Krankheitsaktivitdt in EAE-Tiermodellen haben sich T2-gewichtete MRT-
Aufnahmen in vorangegangenen Arbeiten als sensitiv erwiesen: Jordan et al. (1999) und Hart
et al. (1998) zeigten fir eine EAE bei Affen, dass die mit der MRT gemessene L&sionslast
eine gute Korrelation mit der histopathologischen Lé&sionslast aufweist. Die MRT bietet die
Mdoglichkeit, sogenannte stille L&sionen abzubilden. Dies erhoht die Sensitivitat, auch im

Tiermodell positive therapeutische Effekte nachzuweisen (Jordan et al. 1999).

Namer et al. (1993) und Morrissey et al. (1996) setzten die MRT bei EAE-Lewisratten in
Kombination  mit  histopathologischen ~ Untersuchungen in  der  Darstellung
pathophysiologischer Mechanismen ein. Karlik et al. (1999) und Duckers et al. (1997)
wendeten die MRT in Kkleineren Kollektiven von EAE-Lewisratten erfolgreich im
Therapiemonitoring an. Heckl et al. (2004) und Brochet et al. (2006) untersuchten die
Darstellung von Lasionen in der MRT beim EAE-Tiermodell DA. Duckers et al. (1997)
beschrieben signalveranderte Ventrikel in T2-gewichteten MRT-Aufnahmen in  einer
chronischen Form der EAE der Lewisratte im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe.
Histologisch zeigten sich in dieser Arbeit bei den erkrankten Tieren vergroRerte Ventrikel.
Karlik et al. (1999) beobachteten in einer akuten Form der EAE der Lewisratte vergroRerte

Ventrikel der nicht therapierten Tiere in postkontrast-T1-gewichteten Aufnahmen.

1.6 Fragestellung

In dieser Arbeit wird einerseits untersucht, ob die Wirksamkeit von liposomalen
Glukokortikosteroiden, gegenulber einer Standardtherapie- und Placebotiergruppe, anhand
einer Auswertung magnetresonanztomographischer Aufnahmen des kraniellen zentralen
Nervensystems zweier Tiermodelle der MS, gezeigt werden kann. Andererseits wird der
Frage nachgegangen, inwieweit die Krankheitsaktivitdt der EAE Einfluss auf die GrofRe der
Seitenventrikel und die Liquorsignalintensitdt in der MRT hat, und ob diese ggf. somit als

zusatzliche  Parameter im  Therapiemonitoring  eingesetzt  werden  konnen.
7
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign

2.1.1 Liposomale Glukokortikosteroide in der experimentellen Therapie zweier
Tiermodelle der Multiplen Sklerose

Die Studie ,Die zielgerichtete Wirkweise von lang zirkulierenden liposomalen
Glukokortikosteroiden und ihre therapeutische Effizienz in Tiermodellen der Multiplen
Sklerose”“ wurde durch das Multiple-Sklerose (MS)-Forschungsinstitut der Universitat
Gottingen und der gemeinnutzigen Hertie-Stiftung unter Fihrung von Prof. Dr. R. Gold
durchgefuhrt. Ziel war es, die aus einer vorangegangenen Arbeit (Schmidt et al. 2003 b)
ermittelte therapeutische Effizienz liposomaler Glukokortikosteroide am Ort der Entziindung
zu maximieren und systemische Nebenwirkungen in einem akuten und chronischen EAE-
Tiermodell zu minimieren. Dazu wurden Prednisolon und Methylprednisolon in PEG-

Liposomen in jeweils zwei verschiedenen Dosierungen untersucht.

Prof. Dr. R. Gold und Assistenten fiihrten die Immunisierung der EAE-Ratten, die
Beobachtung des Krankheitsverlaufes anhand eines klinischen Scores, Gewichtsmessungen,
die experimentellen Therapien und die histopathologischen Auswertungen durch. Die MRT-
Untersuchungen wurden an einem 1,5-Tesla-Gerét (Gyroscan NT, Philips, Niederlande) der
Abteilung Neuroradiologie des Universitatsklinikums Gottingen unter Leitung von Prof. Dr.
M. Knauth und Dr. A. Mohr durchgefihrt.

2.1.2 Tiermodelle: Immunisierung und Therapiegruppen
Sowohl fiir das Lewis- als auch fiir das DA-Tiermodell wurden 10-12 Wochen alte, weibliche
Ratten am Ausgangstag immunisiert (Tag 1). Die Versuchstiere entstammten dem Harlan-

Labor, Borchen, Deutschland.

Die EAE der Lewis-Ratte wurde am Ausgangstag durch eine subkutane (s.c.) Gabe von 75 ug
Myelin-basischem Protein (MBP) aus Meerschweinchen und 75 ug vollstandiger Freud”scher
Adjuvans (Complete Freud’s adjuvans, CFA) ausgelost. Die Tiere wurden taglich gewogen
und das KrankheitsausmalR anhand eines klinischen Scores bewertet. Zu Beginn des
Krankheitsgipfels (um Tag 11) wurde die Therapie durchgefihrt. Die Placebogruppe erhielt
PEG-Liposomen, die lediglich phosphatgepufferte Salzlésung (Phosphate buffered saline,
PBS) enthielten. Die Standardtherapiegruppe erhielt Methylprednisolon (Urbason soluble®,
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Aventis, Frankfurt, Deutschland) in fraktionierter Dosierung, d.h. an zwei aufeinander
folgenden Tagen jeweils einmal 50 mg/kg Korpergewicht (KG, MP50). Der
Verumtherapiegruppe wurden einmalig entweder Prednisolonliposomen (PL) oder
Methylprednisolonliposomen (MPL) in den Dosierungen 4 oder 10 mg/kg KG in PEG-
Liposomen verabreicht (Tabelle 1). Am Krankheitsgipfel (um Tag 15) wurden die Tiere
einmalig im MRT untersucht. Mit einer Latenz von einem Tag wurden die Tiere fir die
histopathologischen Untersuchungen getotet.

Die DA-Ratten wurden am Tag 1 mit 30-50 pg rekombinantem
Myelinoligodendrozytenglykoprotein (MOG)-Antigen und 50 pg CFA immunisiert. Die Tiere
wurden ebenfalls taglich gewogen und anhand desselben klinischen Scores beurteilt. Am Tag
10 bzw. 11 wurden die Tiere therapiert und um Tag 16 im MRT untersucht. Die Therapie der
Verumtherapiegruppe bestand aus PEG-Prednisolonliposomen in der Dosierung 10 mg/kg KG
(PL10). Die Standardtherapiegruppe erhielt an drei aufeinander folgenden Tagen jeweils 10
mg/kg KG Methylprednisolon (MP10). Die Placebogruppe erhielt PEG-Liposomen, die
wiederum PBS enthielten (Tabellel).

Therapie Abkirzung |Gruppe |Applikationsform

Phosphatgepufferte Salzlésung in PEG- PBS Placebo [einmalig s.c.

Liposomen

Methylprednisolon 100 mg MP50 Standard |an 2 Tagen jeweils 50 mg/kg KG
S.C.

Methylprednisolon 30 mg MP10 Standard |an 3 Tagen jeweils 10 mg/kg KG
S.C.

Methylprednisolon PEG-Liposomen 4 mg/kg |MPL4 Verum einmalig 4 mg/kg KG s.c.

KG

Methylprednisolon PEG-Liposomen 10 mg/kg [MPL10 Verum einmalig 10 mg/kg KG s.c.

KG

Prednisolon PEG-Liposomen 4 mg/kg KG PL4 Verum einmalig 4 mg/kg KG s.c.

Prednisolon PEG-Liposomen 10 mg/kg KG PL10 Verum einmalig 10 mg/kg KG s.c.

Tabelle 1: Dosierung und Applikationsform der Therapie

2.2 Untersuchungen im Magnetresonanztomographen

Insgesamt wurden 45 Lewis- und 49 DA-Ratten im MRT untersucht. Die grofte
Therapiegruppe bildeten die Verumtherapietiere in der PL10-Dosierung (Lewis: 12 Tiere,
DA: 18). Es wurde ein dosisabhangiger Effekt der liposomalen Glukokortikosteroide
vermutet. Zusatzlich wies liposomales Prednisolon herstellungstechnisch Vorteile gegentiber

liposomalem Methylprednisolon auf, so dass diese Dosierung am h&ufigsten verwendet
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wurde. Weiterhin wurden 3 Lewisratten mit der MPL10-Dosierung und jeweils 8 Lewisratten
mit der MPL4- bzw. PL4-Dosierung therapiert.

Mit der Standardtherapie wurden 8 Lewis- und 15 DA-Ratten behandelt.

Die Placebogruppen bildeten 6 Lewis- und 16 DA-Ratten (Abb. 2 und 3).

Tiermodell Lewis

12+

Anzahl Tiere

PBS MP50 PL4 PL10 MPL4 MPL10
Therapie

Abbildung 2: Anzahl Tiere in jeder Therapiegruppe im MRT beim Tiermodell Lewis (n=45)

Tiermodell DA

Anzahl Tiere

PBS MP10 PL10
Therapie

Abbildung 3: Anzahl Tiere in jeder Therapiegruppe im MRT beim Tiermodell DA (n=49)

Nach einer intraperitonealen Ketamin- (100 mg/kg KG Ketanest®, WTD, Garbsen,
Deutschland) und Xylazininjektion (10 mg/kg KG Rompun®, Bayer, Leverkusen,

10
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Deutschland) wurde jeweils eine Ratte im MRT untersucht. Dazu wurde sie riicklings in einer
23-mm-Oberflachenspule (Microscopy surface coil, Philips, Niederlande) auf dem
Untersuchungstisch fixiert. Standardmalig wurde eine T2-gewichtete Sequenz (Time to
repeat (TR): 2051-2548 millisekunden (ms), Time to echo (TE): 100-120 ms, Field of view
(FOV): 60 mm, Matrix: 176 x 176) mit einer Schichtdicke von 1,5 mm verwendet.
Standardmé&Big wurden koronare, in Einzelféllen auch sagittale, Aufnahmen mit 20
Schnittbildern angefertigt. Dargestellt wurden Cerebrum, Cerebellum und Hirnstamm. Eine

vergleichbare Erfassung von Riickenmarkanteilen konnte jedoch nicht erreicht werden.

Wurden in der ersten Aufnahme Bewegungsartefakte festgestellt, erhielt die Ratte eine
Ketaminnachinjektion, um dann die Aufnahmen erneut durchzufiihren. Zeigten sich bei der
ersten Begutachtung der Bilder deutliche Lasionen, wurde bei einigen Tieren zuséatzlich eine
T1-gewichtete Sequenz (Schichtdicke: 1,5 mm, TR: 550-663 ms, TE: 15-16 ms, FOV: 100
mm, Matrix: 256 x 128) angefertigt. In Einzelfallen wurden zusétzlich auch Aufnahmen mit
Kontrastmittel (0,2 mmol/kg KG Magnevist®, Schering, Berlin, Deutschland) durchgefiihrt.

2.3 Kriterien der Auswertung

2.3.1 Auswertung mit Hilfe der Software DicomWorks®

Die Auswertung der MRT-Aufnahmen erfolgte mit dem Programm DicomWorks®, Version
1.3.5. Der Auswerter war bezlglich der Therapie verblindet. Bei Mehrfachaufnahmen wurde
zunachst die T2-gewichtete Sequenz mit der besten Qualitat identifiziert. In den T2-
gewichteten Schnittbildern wurde die Erkennung von La&sionen durch folgende Merkmale
ermdglicht:

- Asymmetrien im Vergleich des Hirnparenchyms beider Hemisphéren

- signalintensive Bereiche

- intypischen, immer wieder auftretenden Lokalisationen.

Die Flache der so erkannten Lé&sionen wurde mit Hilfe der DicomWorks®-Funktion
,Oberfliche* ausgemessen, in mm? ausgedriickt und zusammen mit der anatomischen Lage
notiert. Wurden zusétzlich T1-gewichtete Aufnahmen mit oder ohne Kontrastmittel erstellt,
wurde Uberpriift, ob L&sionen dort ebenfalls sichtbar waren. Eine erneute Vermessung wurde

dagegen nicht durchgefihrt.
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Lasionen in der MRT gingen oft mit vergroRerten und signalintensiven Seitenventrikeln
einher. Um diesen in der Literatur erwahnten Zusammenhang weiter zu untersuchen, wurden
zunéchst vergleichbare Schichten in T2-gewichteten MRT-Aufnahmen, in denen sich die
Seitenventrikel am gréRten und deutlichsten darstellten, identifiziert. Die Flachen beider
Seitenventrikel wurden dann bei allen Tieren ebenfalls mit der Funktion ,,Oberflache®
ausgemessen. Methodenbedingt ist eine unwissentliche Mitvermessung von periventrikuldren
Lasionen denkbar. In diesen Fallen konnten die Lé&sionen, aufgrund ihrer mutmaRlich
ahnlichen Signalcharakteristik, nicht sicher abgrenzbar und somit unerkannt geblieben sein. In
Bezug auf das ermittelte Messergebnis ist die tatsachliche GréRRe des Seitenventrikels bei der

beschriebenen Konstellation als geringer anzunehmen.

Um die Liquorsignalintensitat von Tieren mit Lasionen gegeniiber Tieren ohne L&sionen zu
vergleichen, wurde bei allen Ratten an fiinf definierten Punkten in T2-gewichteten
Aufnahmen, mithilfe der Funktion ,,Punkt“, die Signalintensitat innerhalb eines dem Liquor
zuzuordnenden Volumenelements (VVoxel) gemessen:

- im 3. Ventrikel

- jeweils an einem Punkt in den Seitenventrikeln frontal

- jeweils an einem Punkt in den Seitenventrikeln dorsal.

Um die so ermittelten Messwerte der Liquorgrauwerte interindividuell vergleichen zu kénnen
und von methodenbedingten Abweichungen unbeeinflusst zu lassen, erfolgte die Bildung
eines Quotienten (so genannter Liquorquotient). Dieser errechnete sich aus dem Mittelwert
der Liquorgrauwerte an den verschiedenen Messpunkten und dem Mittelwert von Grauwerten
an zwei definierten, lasionsfreien Regionen. Diese waren jeweils lokalisiert an anatomisch

gleicher Position in einer Hemisphére lateral der Seitenventrikel.

Wie schon bei der GrolRenberechnung der Seitenventrikel ist folgende Einschrankung der
angewandten Methode denkbar: Es ist nicht auszuschlieBen, dass eine Signalmessung
innerhalb eines vermeintlich dem Liquor zuzuordnenden Volumenelements tatsachlich im

Bereich einer unerkannten periventrikuldren Lasion erfolgte.
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2.3.2 Auswertungsbeispiele

Abbildung 4: Lasionen beidseits in T2-gewichteten Aufnahmen, EAE-Tiermodell Lewis

Abbildung 5: Linkes Bild: Lé&sion linkshemisphérisch. Rechtes Bild: prominenter linker Seitenventrikel. T2-gewichtete
Aufnahmen, EAE-Tiermodell DA

13
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Abbildung 6: Linkes Bild: Lasion linkshemispharisch. Rechtes Bild: prominenter linker Seitenventrikel. T1-gewichtete
Aufnahmen, EAE-DA-Ratte

Abbildung 7: Linkes Bild: kleine Lasion linkshemisphérisch. Rechtes Bild: Tier ohne pathologischen Befund. T2-gewichtete
Aufnahmen, EAE-Tiermodell DA

2.3.3 Analyse der Auswertung

Zunéchst wurden Lage und Flache der Lé&sionen deskriptiv tabellarisch zusammengefasst.
Dann wurden die Lasionsflachen fir die einzelnen Tiere in einer Gesamtsumme
(Lasionsflachensumme) ausgedriickt, um ausgehend vom radiologischen Befund ein Mal3 fiir

die Auspragung der Erkrankung zu erhalten.
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2.3.4 Klinischer Score

Neben den MRT-Untersuchungen wurden die Schwere der Erkrankung bzw. der
Therapieerfolg anhand eines klinischen Scores untersucht. Die klinische Abstufung erfolgte
wie nachstehend aufgefiihrt (nach Linker et al. 2002):

: gesund

: reduzierter Schwanztonus

: Schwanz nachziehend

: abwesender berichtigender Reflex

: Gangataxie

- leichte Paraparese

: moderate Paraparese

: schwere Paraparese/Paraplegie

. Tetraparese

: Moribund

10: Tod.

© 00 N oo o1 A W N+, O

2.3.5 Einteilung nach der kombinierten Krankheitsauspragung
Um bei der Auspragung der Erkrankung sowohl radiologische (L&sionsflachensumme) als
auch klinische Befunde (Score) zu berlcksichtigen, wurden die Ratten beider Tiermodelle

jeweils in drei Gruppen eingeteilt:

Gruppe 1 (gesunde bzw. leicht beeintréchtigte Tiere): Lasionsflachensumme < 2 mm2 und
Score kleiner/gleich 1

Gruppe 2 (mittelschwer erkrankte Tiere): Lasionsflichensumme = 2-5 mm?2 und Score = 1-4
Gruppe 3 (schwer erkrankte Tiere): Lasionsflichensumme >5 mm2und Score > 4.

Hiermit wurde das Ziel verfolgt, in den gesonderten statistischen Analysen nicht auf Tiere mit
kontrédren Befunden beider Parameter zuruckzugreifen. So konnte bei einigen Tieren, die
radiologisch eine deutliche Krankheitsaktivitat aufwiesen, nur eine gering ausgepragte
klinische Symptomatik beobachtet werden. Die Lé&sionsflachensumme beruhte auf einer
zerebralen Bildgebung, wohingegen der klinische Score eher Symptome abbildete, die aus

pathologischen Veranderungen im Myelon resultierten.
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2.4 Statistische Analyse

2.4.1 Deskriptive Statistik

Die Lasionsflachensumme als ein Mall fur die Ausprdgung der Erkrankung wurde
herangezogen, um die verschiedenen Therapiegruppen miteinander zu vergleichen. Dafur
wurden der Mittelwert der Lasionsflichensummen und der Standardfehler in der jeweiligen

Therapiegruppe ermittelt.

Betrachtet wurden bei den Lewistieren zum einen alle Therapiegruppen und alle
Liposomendosierungen. In weiteren Vergleichen wurden nur Tiere, die nach der kombinierten
Krankheitsauspragung eingeteilt worden waren, berlicksichtigt bzw. nur Tiere mit Lasionen in
den MRT-Aufnahmen.

Bei den DA-Tieren wurde ebenso verfahren, nur dass es hier von vorneherein nur drei

Therapiegruppen gab.

Bei beiden Tiermodellen wurden die Therapiegruppen auch anhand des klinischen Scores

verglichen. Dazu wurden die Mittelwerte und Standardfehler ermittelt.

Zur Uberpriifung der Korrelation zwischen der Lasionsfliachensumme und dem Klinischen
Score wurde bei beiden Tiermodellen der Spearmansche Korrelationskoeffizient ermittelt,
wobei nur Tiere betrachtet wurden, die Ldasionen in der MRT aufwiesen. Damit wurde
untersucht, ob die kraniell gemessene Lasionslast Riickschlusse auf die spinale entziindliche
Aktivitat der EAE, die mit dem klinischen Score eher abgebildet wird, zulasst. Dazu wurde

der Punktwert des Scores am Tage der MRT-Untersuchung herangezogen.

Um zu untersuchen, ob die radiologisch festgestellte Krankheitsaktivitat Einfluss auf die
GroRe der Seitenventrikel hat, wurden diese bei Tieren mit L&sionen in der MRT mit
denjenigen von Tieren ohne Lé&sionen verglichen. Weiterhin wurde bei Tieren nur mit
unilateralen Ld&sionen ermittelt, ob diese Einfluss auf die GroRe der gleichseitigen
Seitenventrikel haben. Dazu wurden bei diesen Tieren beide Seitenventrikel miteinander
verglichen. Fir beide Betrachtungen wurden jeweils die Mittelwerte und Standardfehler der

Seitenventrikelflachen herangezogen.
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Fur beide Tiermodelle wurden die Mittelwerte der Liquorsignalintensitdten an den oben
beschriebenen definierten Punkten bei Tieren mit und ohne L&sionen mit den jeweiligen
Standardabweichungen gegeniibergestellt. Es wurde untersucht, ob die Erkrankungsaktivitét,
einerseits gemessen Uber die radiologisch ermittelte Lasionslast (Lasionsflachensumme) und
andererseits gemessen Uber den klinischen Score, Auswirkungen auf den o.g.
Liquorquotienten hat. Der jeweilige Liquorquotient wurde fir Ratten beider Tiermodelle mit
Léasionen gegentiber solchen ohne Lé&sionen in T2-gewichteten Aufnahmen verglichen. Dafur
wurden wiederum die Mittelwerte und Standardfehler herangezogen. Weiterhin wurde der
Spearmansche  Korrelationskoeffizient zwischen dem Kklinischen Score und dem
Liquorquotienten sowie der Pearsonsche Korrelationskoeffizient zwischen der Lé&sionslast
(ausgedriickt durch die Lasionsflachensumme) und dem Liquorquotienten ermittelt.

Die Diagramme und Berechnungen wurden mit dem Programm StatSoft Statistica® 7.0

erstellt.

2.4.2 Induktive Statistik

Um statistische Unterschiede der Krankheitsauspragung zwischen den verschiedenen
Therapiegruppen herauszuarbeiten, wurden die Lasionsflichensummen gegeneinander
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests (nicht normalverteilte Daten) verglichen. In diesen
Vergleichen wurden die Verumtherapiegruppen MPL 4 und 10 bei den Lewisratten, aufgrund
der niedrigen Anzahl der Tiere der letztgenannten Gruppe (Abb. 2), zusammen betrachtet.
Auf deskriptiver Ebene zeigten diese beiden Therapiegruppen tendenziell vergleichbare
Krankheitsauspragungen. Bei diesen statistischen Tests wurden nur Tiere, die nach der

kombinierten Krankheitsauspragung eingeteilt worden waren, berticksichtigt.

Die statistischen Unterschiede bei den Seitenventrikelflachen, fur Tiere mit gegeniiber Tieren
ohne Lasionen, bzw. den Seitenventrikelflichen fur Tiere nur mit einseitigen L&sionen,
wurden ebenfalls mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests untersucht. Zum Vergleich der
Liquorquotienten bei Tieren mit bzw. ohne L&sionen wurde der t-Test fur unverbundene

Stichproben herangezogen.

Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt. Die statistischen Tests wurden mithilfe
der Programms StatSoft Statistica® 7.0 durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Anzahl durchgefuihrter magnetresonanztomographischer Untersuchungen

Insgesamt wurden MRT-Aufnahmen von 94 Versuchstieren ausgewertet. Dabei handelte es
sich um 45 Lewis- und 49 DA-Ratten. Es wurden 134 T2-gewichtete Aufnahmeserien mit
jeweils 15-20 Bildern angefertigt (Lewis: 63, DA: 71). Hiervon wurden die qualitativ besten
94 Aufnahmeserien ausgewertet (Lewis: 45, DA: 49). Weiterhin wurden 16 T1-gewichtete
native Aufnahmeserien mit jeweils 10-20 Bildern (Lewis: 8, DA: 8) und 9 T1-gewichtete
Aufnahmeserien unter Kontrastmittelapplikation mit jeweils 20 Bildern angefertigt und

ausgewertet (Lewis: 1, DA: 8).

3.2 Ergebnisse zum Tiermodell Dark Agouti

3.2.1 Anteil Tiere in den Therapiegruppen mit L&sionen in den
magnetresonanztomographischen Untersuchungen

Bei den DA-Ratten wurden bei 15 von 49 Tieren (31%) aller Therapiegruppen radiologisch
fassbare L&sionen in T2-gewichteten Aufnahmen identifiziert. In der Placebogruppe wurden
bei 8 von 16 Tieren (50%), in der Standardtherapiegruppe bei 4 von 15 Tieren (27%) und in
der Verumtherapiegruppe bei 3 von 18 Tieren (17%) Lasionen erkannt (Abb. 8).

Tiermodell DA

60%

Anteil Tiere mit 40%
Lasionen in
der MRT 20%

0%
Placebogruppe Standardgruppe Verumgruppe

Abbildung 8: Anteil der Ratten mit L&sionen in den verschiedenen Therapiegruppen des Tiermodells DA
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3.2.2 Anzahl und Gro6R3e der Lasionen
Der Median der L&sionsanzahl lag bei den Tieren mit pathologischen MRT-Befunden fir die
DA-Ratten bei 2. Eine Auswertung nach Anzahl der L&sionen war demnach nicht sinnvoll,

zumal die GroRe der Lasionen teilweise erheblich variierte.

Die mittlere Flache einer Lasion betrug fur alle DA-Tiere zusammengenommen 4,2 mm?2
(Standardabweichung (SA): 1,8 mm?). Fur die einzelnen Therapiegruppen lag dieser
Mittelwert fur die Tiere mit liposomalen Glukokortikosteroiden bei 4,6 mm2 (SA: 1,9 mm?),
fiir die Methylprednisolontiere bei 2,9 mm2 (SA: 1,3 mm?) und fir die Placebotiere bei 4,4
mm2 (SA: 1,7 mm?).

3.2.3 Verteilung der Lasionen und Einteilung nach der kombinierten
Krankheitsauspragung

Bei 6 von 15 Tieren mit pathologischen MRT-Befunden fanden sich Lé&sionen nur
linkshemispharisch, bei 6 Tieren nur rechtshemisphérisch und bei den (brigen 3 Tieren
bilateral.

Um fur weitergehende Analysen Tiere mit gegensétzlichen Ergebnissen ihrer klinisch (Score)
und radiologisch (L&sionsflachensumme) erkannten Krankheitsschwere unberlcksichtigt zu
lassen, erfolgte eine Einteilung nach der kombinierten Krankheitsausprdgung: Insgesamt
lieBen sich 17 von 49 (35%) DA-Ratten in der Ubereinstimmung ihrer Kklinisch und
radiologisch erkannten Krankheitsschwere einteilen. 12 Ratten konnten der Gruppe der leicht
erkrankten und 4 Ratten der Gruppe der mittelschwer erkrankten Tiere zugeordnet werden.
Eine Ratte wurde als schwer erkranktes Tier klassifiziert (Abb. 9). Bei den Tieren, die nicht
eingeteilt werden konnten, stand bei 22 Ratten einem hohen klinischen Scorewert keine oder
eine niedrige Lé&sionslast gegeniiber. 10 Ratten zeigten bei deutlicher Léasionslast klinisch

kaum Beeintrachtigungen.
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Tiermodell DA

35
30 1
251

) 20
Anzahl Tiere
151

101

nicht Gruppe Gruppe Gruppe
eingeteilt leicht mittelschwer  schwer
erkrankt erkrankt erkrankt

Abbildung 9: Einteilung der DA-Ratten entsprechend ihrer Ubereinstimmung zwischen klinischem und radiologischem Bild
(n=49)

3.2.4 Vergleich der Therapiegruppen deskriptiv

Mit dem klinischen Score stand ein zweites und MRT-unabhédngiges Instrument zur
Beurteilung der Krankheitsauspragung zur Verfiigung. Gemessen an diesem Score zeigten die
mit liposomalen Glukokortikosteroiden behandelten Tiere, mit einem mittleren Scorewert von
1,92, eine gegenlber der Standardtherapiegruppe (mittlerer Scorewert: 2,8) mildere
Krankheitsauspragung. Die Placebogruppe war mit einem mittleren Scorewert von 3,34
klinisch am schwersten von der EAE betroffen (Abb. 10).
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4,0

35¢t

3,0t

25t

Klinischer Score

2,0t

15¢t

1,0

PBS MP10 PL10
- Mittelwert

Therapie " Mittelwert+0,95*Stdf.
Abbildung 10: Vergleich der DA-Therapiegruppen anhand des klinischen Scores (n=49)

In einem ersten Vergleich der MRT-Befunde wurden alle DA-Ratten bertcksichtigt.
Ausgehend von den Mittelwerten der Lasionsflachensummen lieRen sich Unterschiede in der
radiologisch beurteilten Krankheitsauspragung der drei DA-Therapiegruppen feststellen: Die
mit liposomalen Glukokortikosteroiden (PL10) behandelten Tiere wiesen mit einer
durchschnittlichen Lasionsflachensumme von 1,28 mm?2 die niedrigste Lasionslast in T2-
gewichteten MRT-Aufnahmen auf. Die Tiere der Standardtherapie- (MP10, 2,13 mm32) und
Placebogruppe (PBS, 4,38 mm?2) zeigten dagegen eine deutlichere Krankheitsauspragung
(Abb. 11).
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Lasionsflachensumme (mm?2)
w

PBS MP10 PL10 .
B Mittelwert

Therapie T Mittelwert0,95*Stdf .
Abbildung 11: Vergleich der mittleren Lasionsflachensummen aller Tiere in den DA-Therapiegruppen (n=49)

In einer zweiten Betrachtung wurden nur Tiere berticksichtigt, die nach der kombinierten
Krankheitsauspragung eingeteilt worden waren. Die zuvor beobachtete Abstufung der
radiologisch beurteilten Krankheitsauspragung der drei Therapiegruppen stellte sich erneut
ein. Bei den PL10-Tieren konnten keine L&sionen nachgewiesen werden. Bei den MP10-
Tieren zeigte sich ein Lasionsflachensummenmittelwert von 1,4 mm2 und bei den PBS-Tieren
von 5 mm?2 (Abb. 12).
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Lasionsflachensumme (mm?)
N

PBS MP10 PL10
& Mittelwert

Therapie T Mittelwert+0,95*Stdf .
Abbildung 12: Vergleich der mittleren Léasionsflaichensummen in den DA-Therapiegruppen, wobei nur Tiere berlicksichtigt
wurden, die nach der kombinierten Krankheitsauspragung eingeteilt worden waren (n=17)

Bei einem Vergleich der Mittelwerte der Lasionsflachensummen nur bei Tieren, bei denen
Lasionen in der MRT festgestellt worden waren, ergab sich folgendes Bild: Die
Verumtherapietiere wiesen die niedrigste Ldsionslast auf (mittlere L&sionsflachensumme:
7,67 mm2). Die Tiere der Standardtherapie- (8 mm2) und Placebogruppe (8,75 mm?) zeigten
eine vermehrte Lé&sionslast. Verglichen mit den vorangegangenen Diagrammen war die
Abstufung jedoch nur schwach ausgepragt und der Uberlappungsbereich der
Standardabweichungen erheblich (Abb. 13).
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10

Lasionsflachensumme (mm?2)
|
[

PBS MP10 PL10
& Mittelwert

Therapie T Mittelwert0,95*Stdf .
Abbildung 13: Vergleich der mittleren Lésionsflachensummen der DA-Therapiegruppen, wobei nur Tiere mit L&sionen in
der MRT beriicksichtigt wurden (n=15)

3.2.5 Korrelation klinischer Score mit Lasionsflachensumme

Es wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der zerebral gemessenen Lé&sionslast
und der entziindlichen Aktivitat, die mit dem klinischen Score abgebildet wird, bestand.
Hierfur wurde der klinische Score gegen die Léasionsflaichensumme aufgetragen. Es konnte
ein Korrelationskoeffizient nach Spearman von 0,33 (p = 0,225) ermittelt werden, wobei nur

DA-Ratten mit radiologisch nachgewiesenen L&sionen beriicksichtigt wurden.

3.2.6 Vergleich der Seitenventrikelflachen

Fir den Vergleich der Seitenventrikelflachen wurde die Schicht in T2-gewichteten MRT-
Aufnahmen herangezogen, in der sich die Seitenventrikel am groten und deutlichsten
darstellten. Hierbei wurde untersucht, ab die radiologisch gemessene Lasionslast Einfluss auf

die GroRe der Seitenventrikel hatte.

Bei Tieren ohne Lé&sionen in der MRT betrug die mittlere Querschnittsflache des linken
Seitenventrikels 2,52 mm? und der des rechten Ventrikels 2,7 mm?2. Bei Tieren mit Lasionen
konnten dagegen nur linkshemisphdrisch vergroBerte Seitenventrikel festgestellt werden
(Mittelwert links: 3 mm?). Rechtshemisphérisch verblieb der Mittelwert mit 2,73 mm?
anndhernd gleich.
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Um zu untersuchen, ob ipsilaterale Lasionen Einfluss auf die Grofle des Seitenventrikels
hatten, erfolgte eine gesonderte Betrachtung: Bei Tieren nur mit linkshemispharischen
Lasionen wurde eine mittlere Fldche des linken Seitenventrikels von 3,17 mm?2 und des
rechten Seitenventrikels von 2,17 mm?2 ermittelt. Bei Tieren nur mit rechtshemispharischen

Lasionen betrug dieser Mittelwert rechts 3,5 mm2 und links 3 mmz2 (Abb. 14).
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Abbildung 14: Vergleich der Mittelwerte der Seitenventrikelflachen nur bei Tieren mit L&sionen in einer Hemisphére
(jeweils n=6)

3.2.7 Induktive Statistik zum Vergleich der Therapiegruppen und der
Seitenventrikelflachen

Der Mann-Whitney-U-Test zum Vergleich der Lasionsflachensummen der Tiere der
Placebogruppe, gegenuber den Lésionsflichensummen der Tiere der Verumtherapiegruppe,

zeigte eine signifikant erhohte L&sionslast der erstgenannten Gruppe (p = 0,048).

Ein signifikanter Unterschied der Lasionslast zwischen der Verum- und der

Standardtherapiegruppe wurde dagegen nicht erreicht (p = 0,284).

Zwischen der Standardtherapie- und Placebogruppe konnte ebenfalls kein signifikanter
Unterschied gezeigt werden (p =0,191).
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Mittels Mann-Whitney-U-Test konnten signifikant vergrofRerte linke Seitenventrikel bei
Tieren mit L&sionen nachgewiesen werden (p = 0,032). Ebenso fiel dieser Test zum Vergleich
der linken Seitenventrikelflachen mit den rechten Seitenventrikelflachen bei Tieren nur mit

linkshemispharischen L&sionen signifikant aus (p = 0,041).

Dagegen konnte kein signifikanter GrofRenunterschied des rechten Seitenventrikels bei Tieren
mit Lasionen gegenuber Tieren ohne L&sionen gezeigt werden (p = 1). Auch konnte kein
signifikanter GréRenunterschied der Seitenventrikel bei Tieren nur mit rechtshemisphérischen

Lasionen ermittelt werden (p = 0,24).

3.2.8 Liquorgrauwertanalysen: Deskriptiver Vergleich der Liquorgrauwerte und
Korrelationen

Um Liquorsignalunterschiede in den inneren Liquorrdumen zwischen Tieren mit und ohne
Lasionen herauszuarbeiten, erfolgte folgende Untersuchung: An flinf vordefinierten Punkten
in liquorgefullten Raumen wurden die Grauwerte in T2-gewichteten MRT-Aufnahmen
bestimmt. An allen Punkten wurden bei Tieren ohne L&sionen, gegenuber Tieren mit
Lasionen, niedrigere mittlere Grauwerte ermittelt. Jedoch zeigte sich eine groRe Streuung
(Tabelle 2).

Mittelwert / SA bei Tieren | Mittelwert/ SA bei Tieren
ohne Lé&sionen (n=34) mit L&sionen (n=15)
Linker dorsaler Seitenventrikel: 1084 / 148 1157 /114
Rechter dorsaler Seitenventrikel: 1062 /126 1148 /127
Linker frontaler Seitenventrikel: 953/143 1037 /190
Rechter frontaler Seitenventrikel: 961/ 156 1014 /187
Dritter Ventrikel: 1379/212 1386 /126

Tabelle 2: Vergleich der Liquorgrauwerte bei DA-Ratten mit und ohne L&sionen in der MRT

Um die ermittelten Messwerte in den Liquorgrauwertanalysen interindividuell vergleichen zu
kénnen und untersuchungsabhéngige Abweichungen der Messwerte nicht in die Ergebnisse
einflieBen zu lassen, erfolgte die Bildung eines Liquorquotienten. Dieser errechnete sich aus
dem Mittelwert der Liquorgrauwerte an den verschiedenen Messpunkten und dem Mittelwert
von Grauwerten zweier definierter, lasionsfreier Regionen. Diese waren jeweils an

anatomisch gleicher Position in einer Hemisphére lokalisiert.
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Es wurde untersucht, ob die Erkrankungsaktivitét, einerseits gemessen uber die radiologisch
ermittelte Lasionslast und andererseits gemessen (ber den klinischen Score, Auswirkungen
auf den o.g. Quotienten hat. Dieser wurde bei DA-Ratten mit Lasionen gegeniiber solchen
ohne Lasionen verglichen. Weiterhin wurden Korrelationen zwischen dem Klinischen Score
bzw. der Léasionslast (ausgedrickt durch die Ldsionsflichensumme) und dem

Liquorquotienten ermittelt.

Im Folgenden wurde der ermittelte Liquorquotient mit dem klinischen Score nur bei Tieren
mit radiologisch nachgewiesenen Ladsionen verglichen. Es wurde ein Spearmanscher
Korrelationskoeffizient von 0,61 (p = 0,017) ermittelt (Abb. 15).
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Abbildung 15: Korrelation zwischen dem klinischen Score und dem Liquorquotienten, wobei nur Tiere mit nachgewiesenen
zerebralen Lésionen bericksichtigt wurden (n=15)

Um zu ermitteln, ob der Liquorquotient auch als Parameter der Erkrankung verwendet werden
kann, wurden in einem weiteren Vergleich alle im MRT untersuchten DA-Ratten in die
Auswertung eingeschlossen, also auch solche ohne MR-tomographisch nachgewiesene
zerebrale Lé&sionen. Es wurde wiederum der klinischen Score gegen den Liquorquotienten
aufgetragen. Dabei konnte keine Korrelation ermittelt werden (Spearmanscher
Korrelationskoeffizient 0,22, p = 0,128, Abb. 16). Wurden jedoch fiinf Tiere aus der Analyse
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entfernt, die klinisch sehr schwer betroffen waren, ohne jedoch Lé&sionen in der MRT

aufzuweisen, ergab sich ein Korrelationskoeffizient von 0,48 (p = 0,001, Abb. 17).
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Abbildung 16: Korrelation klinischer Score mit dem Liquorquotienten, wobei alle DA-Ratten beriicksichtigt wurden. Man
beachte die funf Ratten, die klinisch schwer betroffen waren, ohne jedoch erhdhte Liquorintensitaten aufzuweisen (in der
Abbildung eingekreist, n=49)
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Abbildung 17: Korrelation zwischen dem klinischen Score und dem Liquorquotienten wie in Abb. 16, ohne dass jedoch die
funf markierten Ratten beruicksichtigt wurden (n=44)
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3. Ergebnisse

In einem letzten Vergleich des klinischen Scores mit dem Liquorquotienten wurden nur Tiere
berucksichtigt, die nach klinischem Score und Ldsionsflachensumme in die kombinierte
Krankheitsausprdgung eingeteilt worden waren. Hier wurde ein Spearmanscher
Korrelationskoeffizient von 0,71 (p = 0,002) ermittelt (Abb. 18).
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Abbildung 18: Korrelation zwischen klinischem Score und Liquorquotienten bei Tieren, die nach der kombinierten
Krankheitsauspragung eingeteilt worden waren (n=17)

Im Folgenden wurde die Korrelation zwischen der L&sionsflachensumme in der MRT und
dem Liquorquotienten untersucht. Der Pearsonsche Korrelationskoeffizient betrug 0,48 (p =
0,071), wobei nur Tiere mit L&sionen in der MRT bericksichtigt wurden (Abb. 19).
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Abbildung 19: Korrelation zwischen der Lésionsflachensumme und dem Liquorquotienten, wobei nur Tiere mit L&sionen in
T2-gewichteten MRT-Aufnahmen beriicksichtigt wurden (n=15)

3.2.9 Induktive Statistik zu den Liquorgrauwertanalysen

Um Signalunterschiede des Liquors zwischen Tieren mit und ohne radiologische
Erkrankungszeichen zu untersuchen, wurden beide Gruppen mittels eines t-Tests verglichen.
Bei Tieren mit Lé&sionen in der MRT konnte eine hochsignifikant erhohte
Liquorsignalintensitat, ausgedriickt durch den Liquorquotienten, gegeniiber Tieren ohne
Léasionen beobachtet werden (p < 0,001).
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3.3 Ergebnisse zum Tiermodell Lewis

3.3.1 Anteil Tiere in den Therapiegruppen mit Lasionen in den
magnetresonanztomographischen Untersuchungen

Bei 18 von 45 untersuchten Lewisratten (40%) konnten in den MRT-Untersuchungen
Lasionen erkannt werden. In der Placebogruppe konnten bei 4 von 6 Tieren L&sionen
nachgewiesen werden (66%). In der Standardtherapiegruppe zeigten sich bei 4 von 8 Tieren
(50%) und in der Verumtherapiegruppe bei 10 von 31 Tieren (32%) Lé&sionen (Abb. 20).

Innerhalb der Lewis-Verumtherapiegruppe konnten bei 5 von 8 Tieren (63%), die mit
Prednisolonliposomen in der 4-mg/kg-Korpergewicht (KG)-Dosierung (PL4) behandelt
wurden, L&sionen beobachtet werden. Bei den Prednisolonliposomen in der 10-mg/kg-KG-
Dosierung (PL10) konnten bei 3 von 12 Tieren (25%) Lasionen gesehen werden. Bei 2 von 8
Tieren (25%) mit der Methylprednisolonliposomen-Dosierung 4 mg/kg KG (MPL4) konnten
Lasionen nachgewiesen werden. Keine Lasionen traten bei den 3 Tieren mit der 10-mg/kg-
KG-Dosierung auf (MPL10, Abb. 21).

Tiermodell Lewis

80%

60%

Anteil Tiere mit
Lasionen in 40%
der MRT  20%

0%

Placebogruppe Standardgruppe Verumgruppe

Abbildung 20: Anteil der VVersuchstiere mit L&sionen in der MRT in den verschiedenen Lewis-Therapiegruppen
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Abbildung 21: Anteil der Versuchstiere mit Lasionen in der MRT in den verschiedenen Verumtherapieuntergruppen

3.3.2 Anzahl und GroRe der Lasionen

Der Median der Lésionsanzahl lag bei den Tieren mit pathologischen MRT-Befunden fir die
Lewisratten bei 2. Eine Auswertung nach Anzahl der L&sionen war demnach, ebenso wie bei
den DA-Ratten, nicht sinnvoll. Zudem variierte die GrofRe der L&sionen ebenfalls teilweise
erheblich.

Die mittlere Flache einer L&sion betrug bei den Lewisratten 5,3 mm? (SA: 2 mm?2). Bei
separater Betrachtung der einzelnen Therapiegruppen lag dieser Mittelwert fir die
Verumtherapietiere bei 5 mm?2 (SA: 1,3 mm?2). Bei den Standardtherapietieren betrug die
mittlere Lasionsflache 5,1 mm?2 (SA: 2,1 mm?2) und die der Placebotiere 5,9 mm2 (SA: 1,9

mm2).

3.3.3 Verteilung der Lasionen und Einteilung nach der kombinierten
Krankheitsauspragung
Bei 7 von 18 Lewistieren mit pathologischen MRT-Befunden fanden sich L&sionen nur

linkshemispharisch, bei 5 nur rechtshemispharisch und bei den Gbrigen 6 bilateral.

Analog zu den DA-Ratten erfolgte die Einteilung in die kombinierte Krankheitsauspréagung.
Zugrunde gelegt wurde wiederum die Kombination der radiologisch (Lasionsflachensumme)
und klinisch (Score) gemessenen Schwere der Erkrankung. Insgesamt lieBen sich 29 aller 45
Lewistiere (64%) einteilen: 14 Tiere in die Gruppe der leicht erkrankten bzw. gesunden, 6
Tiere in die der mittelschwer und 9 Tiere in die der schwer erkrankten Tiere (Abb. 22). Bei

den Tieren, die nicht eingeteilt werden konnten, stand bei 13 Tieren einer deutlichen
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klinischen Krankheitsauspragung mit erhdhten Scorewerten kein oder nur ein geringfiigiger
Lasionsnachweis in der MRT gegenuber. Bei 3 Tieren zeigten sich bei deutlichem
Lasionsnachweis klinisch kaum Beeintrachtigungen.

Tiermodell Lewis

nicht Gruppe Gruppe Gruppe
eingeteilt leicht mittelschwer schwer
erkrankt erkrankt erkrankt

Abbildung 22: Einteilung der Lewisratten entsprechend ihrer Ubereinstimmung zwischen klinischem und radiologischem
Bild (n=45)

3.3.4 Deskriptiver Vergleich der Therapiegruppen

Anhand der Mittelwerte im Kklinischen Score zeigte sich eine verminderte
Krankheitsauspragung in der Standard- und Verumtherapiegruppe gegeniiber der
Placebogruppe. Dabei wurden bei den Tieren, die mit liposomalen Glukokortikosteroiden
behandelt worden waren, die niedrigsten Punktwerte gemessen. Diese waren damit klinisch
am wenigsten betroffen (Abb. 23).
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Abbildung 23: Vergleich der Lewistherapiegruppen anhand des klinischen Scores (h=45)

Um den Therapieerfolg in den verschiedenen Therapiegruppen zu Uberprifen, wurden diese
anhand der Mittelwerte der Lasionsflichensummen verglichen. Zundchst wurden alle

Lewisratten betrachtet.

Wurden in der Verumtherapiegruppe die verschiedenen Dosierungen und die
Methylprednisolon- (MPL) und Prednisolonliposomentherapie (PL) anhand der Mittelwerte
der Lasionsflachensummen verglichen, zeigten sich bei den Ratten mit MPL in der 10-mg/kg-
KG-Dosierung (MPL10) keine Lésionen. Bei Tieren mit MPL in der 4-mg/kg-KG (MPL4)-
Dosierung wurde mit einer mittleren Lasionsflachensumme von 1,63 mm?2 gegentber PL in
der 10-mg/kg-KG (PL10)-Dosierung (mittlere Lasionsflichensumme: 2,83 mm?2) eine
niedrigere radiologisch gemessene Krankheitsaktivitat beobachtet.

Bei Tieren, die mit herkbmmlichem Methylprednisolon (MP50) behandelt worden waren, und
bei Liposomentieren mit PL in der 4-mg/kg-KG (PL4)-Dosierung zeigte sich eine
vergleichbare Lasionslast (mittlere Lé&sionsflachensumme: 6,5 bzw. 6,88 mm?). Die
ausgepragteste mittlere Lasionsflachensumme wurde erwartungsgemall mit 10,67 mm2 bei
den Placebotieren beobachtet (PBS, Abb. 24).
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Abbildung 24: Vergleich aller Lewistherapiegruppen (n=45)

Ahnlich stellte sich das Bild dar, wenn die Mittelwerte der Lasionsfliachensummen nur bei
Tieren betrachtet wurden, die nach der kombinierten Krankheitsauspragung eingeteilt worden
waren.

Der Vergleich der Verumtherapieuntergruppen spiegelte die vorangegangene Beobachtung
wider, dass die  Lé&sionslast unter  Methylprednisolonliposomen  gegeniiber
Prednisolonliposomen weniger ausgepragt war. Sowohl die 10-mg/kg-KG- als auch die 4-
mg/kg-KG-Dosierung beider liposomaler Glukortikosteroide waren bezlglich der

Lasionsauspragung herkémmlichem Methylprednisolon tiberlegen (Abb. 25).
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Abbildung 25: Vergleich aller Lewistherapiegruppen, wobei nur Tiere beriicksichtigt wurden, die nach der kombinierten
Krankheitsauspragung eingeteilt worden waren (n=29)

In einer weiteren Betrachtung wurden die mittleren Lasionsflachensummen nur bei Tieren mit

Lasionen in der MRT verglichen.

Unter Therapie mit liposomalen Glukokortikosteroiden zeigte sich gegenuber der

Standardtherapie- und Placebogruppe eine niedrigere mittlere Lasionsflachensumme.

Innerhalb der Verumtherapiegruppe wiesen Tiere mit der MPL4-Dosierung die kleinste
mittlere Lasionsflachensumme auf (6,5 mm?), wobei die Tiere der MPL10-Gruppe gar keine
Lasionen entwickelten. Die mit Prednisolonliposomen behandelten Tiere zeigten sowohl in
der 10-mg/kg-KG- (11,3 mm?2) als auch in der 4-mg/kg-KG-Dosierung (11 mm?2) eine

vergleichbare mittlere Lasionsflachensumme.

Eine deutlichere radiologisch gemessene Krankheitsaktivitdt wurde bei den Placebo- (16

mm?), gefolgt von den Standardtherapietieren (13 mm?), beobachtet (Abb. 26).
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Abbildung 26: Vergleich der Lewistherapiegruppen, wobei nur Tiere mit Lasionen in der MRT betrachtet wurden (n=18)

3.3.5 Korrelation klinischer Score mit Lasionsflachensumme

Analog zum Tiermodell-DA wurde untersucht, inwieweit ein Zusammenhang zwischen der
zerebral gemessenen Lé&sionslast und der klinisch gemessenen entzlindlichen Aktivitat,
bestand. Hierflr wurde wiederum der klinische Score gegen die Lasionsflachensumme
aufgetragen. Es wurde ein Korrelationskoeffizient nach Spearman von 0,54 (p = 0,02)

ermittelt, wobei nur Tiere mit radiologisch nachgewiesenen L&sionen bertcksichtigt wurden.

3.3.6 Vergleich der Seitenventrikelflachen
Im Folgenden wurde untersucht, ob die entziindliche Aktivitat, dargestellt Uber die L&sionen
in der MRT, Einfluss auf die GroRe der Seitenventrikel hatte.

Bei Tieren ohne Lésionen in der MRT betrug die mittlere Flache des linken Seitenventrikels
2,65 mm?2 und die des rechten Seitenventrikels 2,62 mm2. Im Vergleich dazu waren die
Seitenventrikel bei Tieren mit L&sionen vergroRert (Mittelwert links: 3,33 mm?, rechts: 3,67
mm?, Abb. 27).

Wurden nur bei Tieren mit unilateralen Lasionen die Seitenventrikel betrachtet, ergab sich
folgendes Bild: Bei Tieren nur mit linkshemisphdrischen Lasionen wurde eine mittlere Flache
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des linken Seitenventrikels von 3,57 mm?2 und des rechten Seitenventrikels von 3,57 mm?
gemessen. Bei Tieren nur mit rechtshemisphérischen L&sionen betrug dieser Mittelwert rechts
4,4 mm?2 und links 3 mm2 (Abb. 28).
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Abbildung 27: Vergleich der Mittelwerte der Seitenventrikelflachen zwischen Lewistieren mit und ohne L&sionen in der
MRT (n=45)
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Abbildung 28: Vergleich der Mittelwerte der Seitenventrikelflachen nur bei Tieren mit Lésionen in einer Hemisphére (n=7

bzw. n=5)

3.3.7 Induktive Statistik zum Vergleich der Therapiegruppen und der
Seitenventrikelflachen

Die durchgefuhrten Mann-Whitney-U-Tests zum Vergleich der Lasionsflachensummen der
Tiere der verschiedenen Therapiegruppen, die nach der kombinierten Krankheitsauspragung
eingeteilt worden waren, ergaben folgende Ergebnisse: Es konnte eine signifikant erhohte
Lasionslast der Placebo- gegeniuiber der Verumtherapiegruppe mit der zusammengefassten
Dosierung MPL4/10 nachgewiesen werden (p = 0,008). Fir die Dosierung PL10 konnte
gegeniiber der Placebogruppe ebenfalls eine Signifikanz gezeigt werden (p = 0,049).

Dagegen konnte kein signifikanter Unterschied in der Lé&sionsauspragung zwischen der
Standardtherapie- und der Verumtherapiegruppe MPL4/10 ermittelt werden (p = 0,194).
Ebenso zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Standardtherapiegruppe
und den Prednisolonliposomentieren in beiden Dosierungen (PL10: p = 0,376, PL4: p =
0,352). Zwischen der Placebo- und Standardtherapiegruppe ergab sich ebenfalls keine
Signifikanz (p = 0,4).
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Die Mann-Whitney-U-Tests zum Vergleich der Seitenventrikelflachen zwischen Lewisratten
mit und ohne L&sionen zeigten sowohl linksseitig (p = 0,01) als auch rechtsseitig (p < 0,001)
signifikant vergrofierte Seitenventrikel der radiologisch als krank klassifizierten Tiere.

Beim intraindividuellen Vergleich der Seitenventrikelflachen ausschlie3lich bei Tieren mit

unilateralen Lasionen konnte dagegen kein signifikanter GréRenunterschied ermittelt werden.

3.3.8 Liquorgrauwertanalysen
Ebenso wie bei dem Tiermodell DA wurde untersucht, inwieweit die radiologisch gemessene

Entzundungsaktivitat Einfluss auf die Liquorsignalintensitat der inneren Liquorraume hatte.

An funf vordefinierten Punkten in liquorgefullten Ra&umen wurden daflr die Grauwerte in T2-
gewichteten MRT-Aufnahmen bestimmt. An allen Punkten wurden bei Tieren ohne L&sionen,
gegeniiber Tieren mit L&sionen, niedrigere Mittelwerte ermittelt. Jedoch zeigte sich eine

groRere Streuung bei Tieren mit Lasionen (Tabelle 3).

Mittelwert/SA bei Tieren Mittelwert/SA bei Tieren

ohne Lasionen (n=27) mit Lasionen (n=18)
Linker dorsaler Seitenventrikel: 1196 (SA: 595) 1453 (SA: 817)
Rechter dorsaler Seitenventrikel: 1141 (SA: 423) 1414 (SA: 609)
Linker frontaler Seitenventrikel: 1093 (SA: 462) 1546 (SA: 789)
Rechter frontaler Seitenventrikel: 1104 (SA: 384) 1701 (SA: 750)
Dritter Ventrikel: 1660 (SA: 544) 2028 (SA: 852)

Tabelle 3: Vergleich der Liquorgrauwerte bei Lewisratten mit und ohne L&sionen in der MRT

Ebenso wie beim Tiermodell DA erfolgte die Bildung eines Quotienten aus dem Mittelwert
der Liquorgrauwerte an den verschiedenen Messpunkten und dem Mittelwert von

Grauwertanalysen in beiden Hemisphéren, in denen keine Lasionen nachzuweisen waren.

Dieser Liquorquotient wies im Gegensatz zu dem Tiermodell DA keine Korrelation zu dem
klinischen Score auf. Auch konnte zwischen Lewisratten mit und ohne Ldsionen in der MRT
in einem t-Test fur unverbundene Stichproben kein signifikanter Unterschied der

Liquorintensitat ermittelt werden (p = 0,189).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit bildeten signalintensive Lé&sionen in T2-gewichteten MRT-
Aufnahmen die Grundlage der Auswertung. Zundchst ist zu diskutieren, ob all jene
lasionsverdachtigen Areale, die in dieser Arbeit als Lasionen in die Auswertung eingingen,
tatsachlich Krankheitsaquivalente darstellen. Eine definitive Uberpriifung konnte eine
histopathologische Analyse derselben liefern. Der Vergleich zwischen korrespondierenden
Lasionen in der MRT und in histopathologischen Untersuchungen erfolgte in dieser Studie,
aufgrund der erheblichen Schichtdickenunterschiede beider Methoden, nicht. So bleibt der
Vergleich mit vorangegangenen Arbeiten, die zusétzlich histopathologische Untersuchungen
in EAE-Ratten durchgefiihrt haben (u.a. Zamaroczy et al. 1991, Duckers et al. 1997, Karlik et
al. 1999, Steinbrecher et al. 2005).

Duckers et al. (1997) wiesen in korrespondierenden histologischen Schnitten zu
signalintensiven Arealen in T2-gewichteten Aufnahmen in einer chronischen Form der EAE
bei Lewisratten Demyelinisierung, entziindliche Infiltrate, Odeme und vergréRerte Ventrikel
nach. In einer akuten Form der EAE bei Lewisratten konnte jedoch nur eine gering

ausgepragte Demyelinisierung beobachtet werden (Meeson et al. 1994, Gold et al. 2006).

Steinbrecher et al. (2005) ermittelten fir EAE-DA-Ratten in korrespondierenden Schnitten
entzlindliche Infiltrate, die hauptsachlich Makrophagen und Lymphozyten enthielten, sowie
Demyelinisierung. Heckl et al. (2004) zeigten flir EAE-DA-Ratten, dass sich Lasionen, bei
denen histologisch eine zugrundeliegende Demyelinisierung nachgewiesen werden konnte, in

T2-gewichteten Aufnahmen signalintensiv darstellen.

Grossman et al. (1987) ermittelten bei EAE-Meerschweinchen fir Lasionen, die in T2-
gewichteten Aufnahmen identifiziert wurden, eine Sensitivitat von 42% verglichen mit allen
histologisch dargestellten L&sionen. Hart et al. (1998) zeigten fiir EAE-Affen, dass man mit
der in T2-gewichteten Aufnahmen ermittelten Lasionsanzahl, die histologisch
nachgewiesenen L&sionen gut abschatzen kann. Jordan et al. (1999) wiesen nach, dass eine
Korrelation zwischen Ld&sionen in der MRT und in histopathologischen Analysen im
Wesentlichen von drei Faktoren abhéngt: der MR-tomographischen Schichtdicke, dem
Lasionsdurchmesser und der Kontrastmittelanreicherung. Wurde die schmalere Schichtdicke
gewadhlt, zeigte sich eine bessere Korrelation, da auch kleinere L&sionen zuverlassig detektiert

werden konnten, insbesondere dann, wenn sie Kontrastmittel anreicherten. Steinbrecher et al.
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(2005) konnten fir EAE-DA-Ratten auch auf Rickenmarksebene eine gute Sensitivitat der
MR-tomographischen Detektion von histologisch validierten L&sionen zeigen. Allerdings
wurden in dieser Arbeit postmortale Rickenmarksschnitte in einem hochaufldsenden Gerét
(17,6 Tesla) untersucht.

Insgesamt gesehen ist eine Abschétzung der Lasionslast mit Hilfe T2-gewichteter Aufnahmen
in EAE-Tiermodellen moglich. Eine diagnostische Unsicherheit wird dennoch verbleiben. Da
in der vorliegenden Arbeit fir alle Tiere dieselben Kriterien der Lé&sionsidentifizierung
angewendet wurden, sollte dies jedoch keinen wesentlichen Einfluss auf die statistischen
Auswertungen haben. Im Folgenden wird aus Grinden der einfacheren Sprachfiihrung nicht
von l&sionsverdachtigen Arealen, sondern von Lasionen gesprochen. Fur diese gelten jedoch

immer die genannten Einschrankungen.

Bei den Lewisratten konnten in dieser Arbeit bei 18 von 45 Tieren (40%) signalintensive
Léasionen in T2-gewichteten MRT-Aufnahmen identifiziert werden, bei den DA-Ratten bei 15
von 49 Tieren (31%). In den Placebogruppen konnten bei 4 von 6 Lewisratten (66%) und bei
8 von 16 DA-Ratten (50%) Lasionen festgestellt werden. Zamaroczy et al. (1991) konnten in
der akuten Krankheitsphase bei 44% vergleichbarer und unbehandelter EAE-Lewisratten
signalintensive L&sionen mit Schwerpunkt im Rickenmark und Hirnstamm zeigen. Heckl et
al. (2004) konnten in einer Versuchsserie bei allen unbehandelten EAE-DA-Ratten in T2-
gewichteten Aufnahmen histologisch validierte Lasionen nachweisen, die hauptsachlich
zerebral lokalisiert waren. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ld&sionsraten flr
Placebotiere liegen im Vergleich dazwischen: Zu beriicksichtigen ist, dass Lé&sionen im
Rickenmark in der vorliegenden Arbeit nicht quantifizierbar waren, da Rickenmarksanteile
aus aufnahmetechnischen Griinden nicht erfasst werden konnten. Demnach wird der Anteil

der Tiere mit entziindlichen Lasionen in dieser Arbeit unterschéatzt.

Bei den mit liposomalen Glukokortikosteroiden behandelten Tieren liegt der Anteil der Tiere
mit L&sionen, verglichen mit den Tieren der Placebo- und Methylprednisolontherapiegruppen,
niedriger. Bei den mit diesem neuartigen Therapieansatz behandelten Lewisratten wurden bei
10 von 31 Tieren (32%) und bei den DA-Ratten bei 3 von 18 Tieren (17%) Ldsionen
identifiziert. Diesbezugliche EAE-MRT-Studien liegen nicht vor. Eine vergleichende
Einordnung des hoheren Anteils an radiologisch als krankheitsfrei klassifizierten Tieren, die

mit liposomalen Glukokortikosteroiden behandelt wurden, ist somit noch nicht moglich.
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Fur das Lewis-Tiermodell konnte ein Median der Lasionsanzahl von 2 fiir Tiere mit L&sionen
in der MRT ermittelt werden. Die durchschnittliche GroRe dieser Lasionen differierte in den
verschiedenen Therapiegruppen: von 5 mm?2 (+/- 1,3 mm?2 Standardabweichung (SA)) in der
Verumtherapiegruppe bis 5,9 mm2 (+/- 1,9 mm?2 SA) bei den Placebotieren. Duckers et al.
(1997) beschrieben therapieabhéngige Ld&sionsgrofen: Lewisratten mit einer chronischen
EAE, die lediglich mit einer Salzlésung behandelt wurden, wiesen ein durchschnittliches
Lasionsvolumen zum Krankheitshohepunkt von 54 pl (+/- 9 pl SA) auf. Die Tiere mit
Therapie (neurotrophes Adrenokortikotropes Hormonanalog) wiesen zum gleichen Zeitpunkt

ein Lasionsvolmen von 13 pl (+/- 3 pl SA) auf.

Heckl et al. (2004) konnten bei unbehandelten EAE-DA-Ratten ein Median von zwei
Lasionen mit einem jeweiligen Durchmesser von 2-9 mm ermitteln. In der vorliegenden
Arbeit liegt der Median fiur DA-Tiere mit pathologischen MRT-Befunden ebenfalls bei zwei
Lasionen. Der hier ermittelte Mittelwert einer Lasionsflache von 4,4 mm?2 (+/-1,7 mm? SA)
fiir die Placebotiere liegt im Bereich von Heckl et al., wenn man vom o0.g. Durchmesser auf

eine Kreisflache schliefit.

In der vorliegenden Arbeit wurde die gemessene Flache der Lé&sionen in der MRT als
Grundlage der radiologisch beurteilten Krankheitsaktivitdt angenommen. Vorangegangene
Arbeiten quantifizierten Ldsionen in EAE-Tiermodellen auf andere Weise: Namer et al.
(1993, 1994) und Duckers et al. (1997) verwendeten L&sionsvolumina, weitere Arbeiten
untersuchten Ldasionen Uber Relaxationszeiten (Morrissey et al. 1996) oder Pixel-
Histogramme (Karlik et al. 1999). In den allermeisten Fallen wurden Lé&sionen in der
vorliegenden Arbeit in ein bis zwei Schnittbildern sichtbar. Dass sie aber in zweli
Ubereinander liegenden Bildern anndhernd gleich lokalisiert waren, so dass man die
Vermutung haben konnte, es handelt sich um dieselbe Lasion, war die Ausnahme. In diesen
Féllen ware eine Volumenberechnung mdoglich gewesen. Lasionen, die nur in einem
Schnittbild sichtbar waren, hétte man dagegen nicht beriicksichtigen kénnen. Bei einer
Schichtdicke von 1,5 mm und einer durchschnittlichen Lasionsflache von ca. 5 mm? ist zudem

der Einfluss von Partialvolumenartefakten auf das Messergebnis nur schlecht abzuschéatzen.

Die weitere Auswertung der Lasionen fiihrte zu einem quantitativen radiologischen Mal3 der

Krankheitsauspragung, der Ldsionsflachensumme. Die Annahme, die zu dem Instrument
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Lasionsflachensumme fiihrte, war, dass damit eine Differenzierung im Hinblick auf die
verschiedenen Therapiegruppen maoglich sein koénnte. Methodisch bedingt wére aus o.g.
Grinden eine Volumenberechnung der L&sionen mit zu groRen Ungenauigkeiten behaftet
gewesen. Vorausgesetzt eine genaue Messung der Volumina ist moglich, wirde die
Auswertung, ausgehend von Lasionsvolumina oder Lasionsflachen, prinzipiell zu
vergleichbaren Ergebnissen fihren, d.h. Krankheitsauspragung und Therapieerfolg konnten
mit beiden Methoden differenziert werden. Das Instrument Lasionsflachensumme wurde
einerseits der klinischen Symptomatik gegentbergestellt. Dieser Zusammenhang wurde
mithilfe der Korrelation mit dem klinischen Score untersucht. Andererseits lieR der
retrospektive Vergleich der Therapiegruppen anhand der Ldsionsflachensumme gewisse
Ruckschlisse auf die Aussagekraft dieses Instruments zu: VVorangegangene Arbeiten ohne
MR-tomographische Untersuchungstechniken lieRen tierexperimentell eine Uberlegenheit der
liposomalen Glukokortikosteroide gegenliber der Standardtherapie vermuten (Schmidt et al.
2003 b, Metselaar et al. 2003).

Mit dem Klinischen Score steht ein vergleichsweise einfach durchzufiihrendes Instrument zur
Beurteilung der Krankheitsauspragung und der Wirkung von neuen Therapieansatzen in EAE-
Modellen zur Verfiigung (Linker et al. 2002). Der Spearmansche Korrelationskoeffizient
zwischen dem Klinischen Score und der Lé&sionsflachensumme betrdgt in dieser Arbeit flr
Lewisratten mit radiologisch nachgewiesenen Lasionen 0,54 (p = 0,02). Fur das Tiermodell
DA liegt dieser Korrelationskoeffizient bei 0,33 (p = 0,225). In diesem Zusammenhang ist zu
bemerken, dass die DA-Ratten insgesamt, gemessen am klinischen Score, weniger schwer
erkrankten als die Lewisratten. Zudem wurden weniger DA-Ratten mit L&sionen in der MRT

identifiziert, welches diesen Vergleich anfalliger flr statistische Ausreiler machte.

Der klinische Score bildet hauptsachlich Defizite ab, die durch Lé&sionen auf
Rickenmarksebene verursacht werden (Gold et al. 2006). Lorentzen et al. (1995) beschrieben,
dass neurologische Defizite in EAE-DA-Ratten mit demyelinisierenden inflammatorischen
Lasionen im Ruckenmark einhergehen. Diese Ldsionen konnten in der vorliegenden Arbeit
methodisch bedingt nicht in der MRT dargestellt werden. Insofern Gberrascht die nur maRige
Korrelation klinischer Befunde mit der kraniellen Lé&sionslast in der MRT nicht. Dagegen
gelingt es mit der MRT in EAE-Ratten Lasionen zu identifizieren, die nicht zu motorischen
oder sonstigen messbaren Defiziten fiihren, die so genannten stillen La&sionen (Zamaroczy et

al. 1991). Diese machen beispielsweise in EAE-Affen die Mehrheit der L&sionen aus (Jordan
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et al. 1999). Ihre Erfassung mit der MRT erhoht die Sensitivitat, positive therapeutische
Effekte nachzuweisen (Jordan et al. 1999). Auch beim Menschen beobachtet man deutlich
mehr Lasionen als die, die aufgrund korrespondierender Symptome einer klinischen
Untersuchung zuganglich sind (Isaac et al. 1988, Koopmans et al. 1989). Bei Patienten
kénnen MS-bedingte Symptome wie z.B. Hypdsthesien, kognitive Einschrdnkungen und
Fatigue artikuliert werden, bei Versuchstieren naturgeméaR nicht. Mit der MRT deckt man
somit einen Bereich im Therapiemonitoring von Tiermodellen ab, der mit dem klinischen

Score alleine nicht erfassbar ist.

Ein weiterer Grund fir die nur maRige Korrelation klinischer und radiologischer Befunde
konnte sein, dass Lé&sionen, oder allgemeiner ausgedriickt krankheitsbedingte
Gewebeschaden, die zu klinisch erfassbaren Defiziten flihren, nur voribergehend mit der
gleichen MRT-Modalitat nachweisbar sind. So unterliegen Lasionen dynamischen Prozessen,
die sich auf deren Entstehung, Verteilung und Entwicklung auswirken (Stewart et al. 1991,
Jordan et al. 1999). Nessler et al. (2007) beobachteten bei EAE-Mausen, dass die
Signalintensitat von Lasionen in T2-gewichteten Aufnahmen in deren Entwicklung nachlésst.
In EAE-Modellen koénnen Lasionen vor Kklinischen oder sogar histopathologischen
Manifestationen in der MRT sichtbar sein (Stewart et al. 1985, O"Brian et al. 1987, Morrissey
et al. 1996). In der vorliegenden Arbeit wurden die Tiere einmal im MRT untersucht und

somit pathologische Befunde nur zu diesem einen Zeitpunkt erfasst.

Mit der Einteilung gemaR der kombinierten Krankheitsauspragung, mithilfe klinischer
Befunde (klinischer Score) und der Lasionslast (Lasionsflachensumme), in leicht, mittel- und
schwer erkrankte Tiere, wurde das Ziel verfolgt, in den gesonderten statistischen Analysen
Tiere mit kontraren Befunden beider Parameter nicht zu beriicksichtigen. Kann eine deutliche
klinische Beeintrachtigung mit hohen Werten im klinischen Score, bei jedoch niedriger
zerebraler Lasionslast, mit dem Vorhandensein spinaler, und damit radiologisch nicht
erfasster Lasion, erklart werden, ist der umgekehrte Fall problematischer: Einerseits kann es
sich um stumme La&sionen handeln, die nicht zu motorischen oder sonstigen mit dem
klinischen Score erfassbaren Defiziten fuhren, andererseits sind falschpositive MRT-Befunde
denkbar. Hier lohnt ein Blick auf die Verteilung: Erstgenannter Fall ist deutlich haufiger: 13
von 16 Lewisratten und 22 von 32 DA-Ratten, die nicht nach der kombinierten

Krankheitsauspragung eingeteilt werden konnten, wiesen hohe Werte im klinischen Score bei
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gleichzeitig nicht vorhandener oder niedriger L&sionslast auf. Bei den tbrigen Tieren war der

umgekehrte Fall zu beobachten.

Im Vergleich der Therapiegruppen féllt zundchst auf, dass insbesondere der Anteil der Tiere
mit L&sionen differiert: Sowohl bei den Lewis- als auch bei den DA-Tieren ist dieser Anteil in
der Verumtherapiegruppe am niedrigsten. Im Vergleich der Mittelwerte der
Lasionsflachensummen bei den Lewistherapiegruppen, lasst sich deskriptiv ein Wirkvorteil
der liposomalen Glukokortikosteroide gegentuber herkémmlichem Methylprednisolon
feststellen. Eine Ausnahme bildet die Prednisolonliposomentherapie in der 4-mg/kg-
Korpergewicht (KG)-Dosierung, unter der gegeniiber der Methylprednisolontherapie eine
héhere durchschnittliche Lasionslast zu beobachten ist.

Innerhalb der Verumtherapiegruppe deutet sich eine Uberlegenheit der 10-mg/kg-KG-
gegentiber der 4-mg/kg-KG-Dosierung der liposomalen Glukokortikosteroide an. Zudem zeigt
sich unter der Methylprednisolonliposomen- gegeniiber der Prednisolonliposomentherapie
eine niedrigere Lasionslast. In beiden Fallen sollten jedoch die teilweise kleinen Fallzahlen in

der Interpretation berticksichtigt werden.

Gegeniiber der Placebogruppe lasst sich fir die Lewisratten ein statistisch signifikanter
Wirkvorteil, in Hinblick auf die radiologische Krankheitsauspragung, sowohl des liposomalen
Methylprednisolons als auch des liposomalen Prednisolons in der 10-mg/kg-KG-Dosierung

feststellen.

Betrachtet man nur Lewistiere mit Lé&sionen in der MRT, so sind die Ratten der
Verumtherapiegruppe am wenigsten stark und die Placebotiere deutlicher von radiologischen
Erkrankungszeichen (Lé&sionsflachensumme) betroffen. Quantitativ zeigt sich hier ein kleiner
Vorteil der 4-mg/kg-KG- gegenuber der 10-mg/kg-KG-Prednisolonliposomendosierung,
jedoch ist in letzterer Gruppe der Anteil der Tiere mit Lasionen niedriger. Festzuhalten bleibt,
dass bei Tieren, die mit liposomalen Glukokortikosteroiden behandelt wurden, im Vergleich
zu den anderen Therapiegruppen, erstens weniger Tiere radiologische Erkrankungszeichen
zeigten und zweitens, wenn sie denn auffallig waren, die Lasionslast niedriger ausfiel. Dieses
Ergebnis ist vereinbar mit einer Arbeit von Schmidt et al. (2003 b), die eine Uberlegenheit
dieses neuartigen Therapieansatzes gegenliber der Standardtherapie anhand von

histopathologischen Untersuchungen im Lewis-EAE-Tiermodell demonstrierten.
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Beim Tiermodell DA stellt sich das Bild &hnlich dar. Alle Vergleiche der Mittelwerte der
Lasionsflachensummen weisen auf einen Wirkvorteil der liposomalen Glukokortikosteroide
hin. Der Vergleich nur bei Tieren mit L&sionen zeigt zwar einen leichten Vorteil der
Verumtherapiegruppe, jedoch nicht so deutlich wie bei den Lewistieren. Dies kénnte damit
zusammenhangen, dass das radiologische Krankheitsniveau insgesamt, im Vergleich zum
Tiermodell Lewis, niedriger ausfiel und die angenommene Uberlegenheit der liposomalen
Glukokortikosteroide nicht so deutlich zum Tragen kam. Die vorliegenden Daten weisen
darauf hin, dass liposomale Glukokortikosteroide in der Behandlung von EAE-DA-Ratten
beziiglich radiologischer Erkrankungszeichen der Standardtherapie iberlegen sind, auch wenn
das Ergebnis nicht statistisch signifikant ausfiel.

Wie beim Tiermodell Lewis konnte auch flr das Tiermodell DA eine statistisch signifikant
geringere Lasionslast der Verumtherapie- gegenuber der Placebogruppe gezeigt werden, nicht
jedoch bei der Standardtherapie- gegentiber der Placebogruppe.

Einige Tiere wiesen trotz Therapie deutliche Lasionen auf, sowohl bei den Lewis- als auch bei
den DA-Ratten. Eine Erklarung konnte sein, dass diese Tiere von vorneherein schwerer von
der EAE betroffen waren. Ohne Therapie hétte die EAE dieser Tiere mdglicherweise einen
noch schwerwiegenderen Verlauf genommen. Auch unter den Placebotieren gab es, gemessen
am Kklinischen Score, stark und weniger stark betroffene Tiere, bei jedoch insgesamt
ausgepragterem  Krankheitsniveau. Dies konnte mit der aktiven Immunisierung
zusammenhéngen. Bei passiv immunisierten EAE-Tieren ist ein homogenerer
Krankheitsverlauf bekannt (Gold et al. 2000).

Es konnten statistisch signifikant vergroBerte Seitenventrikel bei Lewisratten mit L&sionen
gegeniiber solchen ohne Lasionen in der MRT gezeigt werden. Karlik et al. (1999) ebenso wie
Duckers et al. (1997) beschrieben bei EAE-Lewisratten vergrofRerte Ventrikel. Einschrankend
sollte betont werden, dass methodenbedingt eine Abgrenzung zu unerkannt gebliebenen
periventrikularen Lasionen nicht mit letzter Sicherheit moglich war. Aus diesen Uberlegungen
folgt, dass die Grollenberechnung der Seitenventrikel beeinflusst und die tatsachliche GroRe
uberschatzt worden sein konnte. Diese mutmalliche Messunsicherheit liegt bei allen Tieren
zugrunde. Bei Tieren mit radiologischem L&sionsnachweis ist jedoch, aufgrund der

unterstellten vermehrten Krankheitsaktivitat, eine hohere Anzahl von unerkannt gebliebenen

47



4. Diskussion

periventrikularen ~ L&sionen zu vermuten. Die Bedeutung der tatséchlichen
SeitenventrikelgroBe als potentieller Marker der Krankheitsaktivitat sollte, aufgrund der
geschilderten diagnostischen Unsicherheiten, daher einschrankender bewertet werden. Die mit
relativ geringem Zeitaufwand verbundene MR-tomographische GrofRenbeurteilung der
Seitenventrikel, einschlieBlich der vermuteten und nicht sicher differenzierbaren
Ventrikel/Lasionskomplexe, konnte im Sinne einer Screeningmethode erste Hinweise auf

maogliche Therapieeffekte liefern.

Um zu untersuchen, ob ipsilaterale Lasionen Einfluss auf die GrofRe des Seitenventrikels
haben, erfolgte eine zweite Betrachtung: Nur bei Tieren mit einseitigen L&sionen wurden die
Seitenventrikel verglichen. Auf deskriptiver Ebene zeigte sich zumindest fur rechtsseitige
Lasionen tendenziell ein Zusammenhang, eine statistische Signifikanz ergab sich jedoch

nicht.

Bei den DA-Ratten deuteten sich GroRenunterschiede der Seitenventrikel zwischen Tieren mit
und ohne radiologische Krankheitszeichen an, eine statistische Signifikanz konnte jedoch nur
fiir die linken Seitenventrikel gezeigt werden. Ebenso wie beim Tiermodell Lewis ergeben
sich jedoch methodische Einschrankungen bezlglich der sicheren Differenzierung von

Seitenventrikeln und unerkannten periventrikuléren L&sionen.

Deutlicher als bei den Lewisratten ergab sich jedoch ein tendenzieller Zusammenhang
zwischen entziindlicher Aktivitat und GroRe der ipsilateralen Ventrikel. So konnten fiir Tiere
mit Lasionen nur in der linken Hemisphére statistisch signifikant vergroferte linke
Seitenventrikel, verglichen mit der GroRRe der rechten Seitenventrikel, ermittelt werden. Bei
Tieren mit nur in der rechten Hemisphére gelegenen Lasionen konnten ebenfalls vergroRerte
rechte Seitenventrikel gemessen werden, eine statistische Signifikanz erreichte dieses
Ergebnis jedoch nicht. Da eine quantitative Abstufung der entziindlichen Aktivitat bei dieser
Betrachtung nicht erfolgte, bleibt zu vermuten, dass bei Tieren mit wenigen und

kleinflachigen Lasionen geringere Auswirkungen auf die Ventrikel zu erwarten sind.

Neben den GroRenunterschieden der Seitenventrikel wurden bei beiden Tiermodellen erhéhte
Liquorsignalintensitdten bei gleichzeitig vorhandener Entzlindungsaktivitdt in der MRT
beobachtet. Duckers et al. (1997) beschrieben bei EAE-Lewisratten signalverénderte

Ventrikel und vermuteten eine entziindlich bedingte Erhéhung der Proteinkonzentration im
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Liquor als Ursache. Um zu untersuchen, ob diese Liquorveranderungen als weiteres Kriterium
der Auswertung und damit moglicherweise auch des Therapiemonitorings dienen koénnten,
erfolgte die Bildung eines so genannten Liquorquotienten. Dieser war unabhangig von der bei
jeder MRT-Untersuchung durchgefiihrten Grauwertnormalisierung, auf der dann die spéteren
Absolutwerte der Signalintensitit basieren. Somit wurden die Liquorsignalveranderungen

interindividuell vergleichbar.

Fur das Tiermodell DA konnte ein statistisch hochsignifikanter Unterschied der
Liquorsignalintensitat zwischen Tieren mit und ohne L&sionen in T2-gewichteten MRT-
Aufnahmen gezeigt werden. Darliber hinaus bestand auch ein tendenzieller Zusammenhang
zwischen Liquorsignalintensitdt ~ und Schwere  der klinisch gemessenen

Krankheitssymptomatik.

Prinzipiell gibt es in der vorliegenden Untersuchung zwei EinflussgroRen, die sich auf die
Liquorzusammensetzung auswirken konnten: die entzindliche Aktivitdt der EAE,
quantifiziert Uber die ausgemessenen Lasionen, sowie die verwendete experimentelle
Therapie. In der Standardtherapiegruppe (Methylprednisolon) und der Verumtherapiegruppe
(liposomales Prednisolon oder Methylprednisolon) zeigten weniger Tiere, im Vergleich zu
den Placebotieren, Erkrankungszeichen in der MRT. Somit misste in Betracht gezogen
werden, dass das therapeutisch wirksame Agens selber, d.h. die verwendeten
Glukokortikosteroide, eine Verminderung der Liquorsignalintensitat hervorruft. Neben der
guten Féhigkeit, die Bluthirnschranke zu Gberwinden (Schmidt et al. 2003 b), ist eine Passage
der Glukokortikosteroide lber die Blutliquorschranke moglich: Uete et al. (1970) konnten bei
systemischer Applikation von Methylprednisolon jedoch nur 1/10 der Serumkonzentration im
Liquor beim Menschen nachweisen. Mittels liposomaler Formulierung sind hier hohere
Konzentrationen des therapeutischen Agens zu erwarten (Isaev et al. 1999). Weiterhin sind
auch eine direkte Passage der Glukokortikosteroide aus entzlindlich verédndertem ZNS-
Gewebe in die angrenzenden Ventrikel bzw. eine indirekte Wirkung auf die
Liguorzusammensetzung denkbar. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Liquorverdnderungen
durch die Krankheitsaktivitat selber verursacht werden, und die o.g. Therapeutika nur

indirekt, Uber eine Reduktion der entziindlichen Prozesse, Einfluss nehmen.

Fur das Tiermodell DA konnte bei Tieren mit nachgewiesenen L&sionen in T2-gewichteten

Aufnahmen eine Korrelation zwischen der zerebralen Ldsionslast, ausgedrickt durch die
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Lasionsflachensumme, und der Liquorintensitat, ausgedriickt durch den Liquorquotienten,
von 0,48 (p = 0,071) ermittelt werden. Tendenziell besteht somit ein Zusammenhang
zwischen der zerebralen Krankheitsaktivitdt und der MR-tomographisch beurteilbaren
Liquorzusammensetzung. Beim Tiermodell DA konnte die in der MRT gemessene
Liquorintensitat daher als zusétzlicher Marker des Therapiemonitorings in Betracht gezogen

werden.

Wie schon erwahnt, konnte ein Zusammenhang zwischen dem Klinischen Score und der
Liquorintensitat beobachtet werden: So besteht eine Korrelation zwischen diesem Score und
dem Liquorquotienten, bei Tieren mit nachgewiesenen Ldsionen, von 0,61 (p = 0,017).
Betrachtet man zusatzlich auch Tiere ohne nachgewiesene Lasionen, ergibt sich zunéchst
keine Korrelation. Hier sollten die Versuchstiere, die klinisch schwer von der EAE betroffen
waren, ohne dabei jedoch zerebrale Lasionen aufzuweisen, gesondert betrachtet werden:
Diese Tiere mussen spinale L&sionen aufweisen, die besonders durch den klinischen Score
abgebildet werden (Gold et al. 2006). Gleichzeitig konnte bei diesen Tieren die hier
postulierte entziindlich veranderte Liquorintensitat, gemessen in den Seitenventrikeln und
dem 3. Ventrikel, durch Fehlen von zerebralen L&sionen nicht so ausgepragt sein. Da der
Liquor hauptsachlich von den inneren in Richtung der &auferen Liquorraume bzw. des
Zentralkanals zirkuliert (Trepel 1999), sollten spinale L&sionen auf dessen Zusammensetzung
in den Ventrikeln nur wenig Einfluss nehmen. Nimmt man diese Tiere aus der Betrachtung
(Abbildungen 16 und 17), ergibt sich eine Korrelation zwischen dem klinischen Score und

dem Liquorquotienten von 0,48 (p = 0,001).

Im Gegensatz zum Tiermodell DA konnten fiir das Tiermodell Lewis keine statistisch
signifikanten Unterschiede der Liquorintensitat zwischen Tieren mit und ohne L&sionen in der
MRT ermittelt werden. Auch konnte keine Korrelation zwischen dem klinischen Score und

dem Liquorquotienten ermittelt werden.

Bei Lewistieren mit L&sionen zeigt sich gegeniiber l&sionsfreien Tieren im Mittel ein hoheres
Liquorsignal. Auffallig ist die grofRe Streuung der Liquorsignalintensitdt an den einzelnen
Messpunkten (Tabelle 3). Insbesondere zeigen sich bei Tieren mit L&sionen durchweg
grollere Abweichungen vom Mittelwert. Diese Beobachtung ist insofern von Bedeutung, da
sich Konsequenzen flr den tierindividuellen Liquorqotienten ergeben kénnten. Dieser

Quotient wurde auf der Grundlage des Mittelwertes der Liquorsignalintensitdten an den
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verschiedenen Messpunkten ermittelt. Die im Zusammenhang mit der GréRenvermessung der
Ventrikel diskutierte Problematik von moglicherweise nicht erkannten periventrikuldren
Ldsionen, sollte auch bei der Liquorsignalmessung berticksichtigt werden. Die Inhomogenitat
des Liquorsignalverhaltens kann auf félschliche Messungen in L&sionsarealen zuriickzufuihren
sein. Beim Tiermodell DA lasst die geringere Streuung der Messwerte, die bei lasionsfreien
als auch bei l&sionshehafteten Tieren vergleichbar ausgepragt ist, auf eine genauere und
homogenere Abbildung der Liquorsignalcharakteristik schlieen (Tabelle 2). Beim
Tiermodell Lewis konnte insgesamt eine hohere Krankheitsaktivitdt beobachtet werden:
Sowohl die ermittelte Zahl der nach radiologischen Kriterien als krank einzustufenden Tiere,
als auch die Lasionslast im Einzelfall, war hoher. Daher kann bei den Lewistieren eine
grollere mutmaliliche Messungenauigkeit angenommen werden, zumal bei den Tieren mit
Lasionen die vermeintlich groReren Seitenventrikel Fehlmessungen begunstigen. Es ist zu
vermuten, dass die daraus resultierenden Signalinhomogenitaten den statistischen Nachweis
einer erhohten Liquorsignalintensitat bei Lewistieren mit ausgeprégter Krankheitsaktivitét

erschweren.

Die Auswertung und Analyse von zerebralen Lé&sionen, VentrikelgroRen und
Liquorsignalintensitaten in diesen zwei EAE-Modellen mit den vorliegenden Techniken stellt
eine zeitaufwendige Prozedur dar. Jedoch bildet das tierexperimentelle MRT-Monitoring,
welches durch unterschiedliche Techniken erreicht werden kann, eine sinnvolle Erganzung zu
klinischen Scores und histopathologischen Analysen, weil ein sonst nicht erfassbarer Bereich
im Therapiemonitoring abgedeckt werden kann. Standardmafig eingesetzte wie auch
neuartige Therapieansétze, die zu einer Reduktion der Lasionslast in EAE-Modellen, aber
damit nicht zwingend zu einer Verbesserung im klinischen Score fuihren, kénnen mithilfe der
MRT untersucht werden. Gegenuber der Histologie weist die MRT den Vorteil auf, dass sie
durch mehrfache Untersuchungen dynamische Prozesse, die sich auf Entstehung, Verteilung
und Entwicklung von Lasionen auswirken (Stewart et al. 1991, Jordan et al. 1999), besser
abbilden kann. Demgegeniiber steht eine mangelnde Fahigkeit T2-gewichteter MRT-
Aufnahmen, pathophysiologische Mechanismen der EAE zu differenzieren: So kann nicht
zwischen frih oder spét aktiven, inaktiven oder remyelinisierenden Ldsionen in EAE-

Modellen unterschieden werden (Hart et al. 1998).

Sicherlich ist eine effizientere Erfassung und Auswertung radiologischer Krankheitszeichen

der EAE nach standardisierten Kriterien winschenswert. Zudem gilt es, die Spezifitat von in
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der MRT identifizierten L&sionen im Hinblick auf pathophysiologische Prozesse der EAE zu
erhdhen, um die grundlegenden Mechanismen, speziell auch im Hinblick auf die MS, besser

Zu verstehen.

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Fragestellung, ob die Wirksamkeit liposomaler
Glukokortikosteroide, gegenuber einer Placebo- und Standardtherapiegruppe, anhand einer
quantitativen Auswertung von T2-gewichteten MRT-Aufnahmen zweier Tiermodelle,
demonstriert werden kann, ist mit Einschrankungen positiv zu beantworten. Bei den beiden
hier eingesetzten Tiermodellen lasst sich auf deskriptiver Ebene ein Wirkvorteil der
liposomalen Glukokortikosteroide gegentiber herkdmmlichem Methylprednisolon ermitteln.
Erwartungsgemal? ist dieser Wirkvorteil gegenuber der Placebogruppe bei beiden
Tiermodellen statistisch signifikant (Ausnahme: Prednisolonliposomendosierung 4 mg/kg KG

beim Lewistiermodell).

Neben der Auswertung eines konventionellen MR-Parameters (L&sionsgrofen in T2-
gewichteten Aufnahmen) wurden die SeitenventrikelgroRe und Liquorsignalintensitat mittels
quantitativer Vergleiche als weitere potentielle Marker der Erkrankungsaktivitdt der EAE
herangezogen. Bei Tieren mit radiologischen Erkrankungszeichen konnten prominentere
Seitenventrikel beobachtet werden, wobei sich das Bild bei den Lewis- deutlicher als bei den
DA-Ratten darstellt. Insbesondere bei der erstgenannten Gruppe ist jedoch methodenbedingt
eine durchgehend sichere Differenzierung der Ventrikel von okkulten periventrikuléren
Lasionen nicht  anzunehmen. Man sollte daher  einschrankender  von
Ventrikel/Lasionskomplexen ~ sprechen,  deren  Ausmafe  Hinweise auf die
Erkrankungsaktivitat liefern konnen. Weiterhin konnte beim Tiermodell DA ein
Zusammenhang zwischen der in T2-gewichteten Aufnahmen gemessenen Léasionslast und der
Liquorsignalintensitat festgestellt, und damit ein weiterer potentieller Parameter im
Therapiemonitoring vorgestellt werden. Auch konnte ein direkter Zusammenhang zwischen
der klinischen Auspréagung der Erkrankung und der Liquorsignalintensitat beobachtet werden,

jedoch nur bei Tieren mit zerebralen Lasionen.

Somit bietet sich fir das Tiermodell Lewis das Ausmal} der Ventrikel/L&sionskomplexe als
moglicher Marker der Erkrankungsaktivitit der EAE und damit indirekt des Therapieerfolgs
an, wohingegen beim Tiermodell DA die erhohte Liquorsignalintensitdt diesbezugliche

Hinweise liefern kann.

52



4. Diskussion

Schwéchen dieser Arbeit sind zum einen, dass spinale L&sionen nicht erfasst wurden. Zum
anderen waren die Untersuchungsgruppen teilweise sehr klein, wodurch die Moglichkeiten

einer aussagekréftigen statistischen Auswertung eingeschrénkt wurden.

Tierexperimentell ergeben sich durch die MRT-Auswertungen dieser Arbeit weitere
Hinweise, dass liposomale Glukokortikosteroide in EAE-Modellen herkdmmlichen
Glukokortikosteroiden Uberlegen sein kodnnten. Die Ergebnisse reihen sich in bisherige
Arbeiten ein (u.a. Schmidt et al. 2003 a, Schmidt et al. 2003 b), die zu dem Schluss kommen,
dass dieser Therapieansatz eine effektive Alternative zur herkdmmlichen Standardtherapie
akuter Schiibe der Multiplen Sklerose darstellen konnte. Bevor dieser jedoch als Erganzung
des Therapierepertoires Eingang findet, sind noch weitere Forschungsbemiihungen,
insbesondere im Hinblick auf die Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom Tiermodell zum

Menschen, notig.

Es ist dartiber hinaus aber auch anzumerken, dass die Arbeit Nachteile und Einschrankungen
des MR-tomographischen Nachweises der Krankheitsaktivitdt und damit des
Therapiemonitorings in EAE-Tiermodellen aufgezeigt hat, die nicht alleine auf das
spezifische Studiendesign zurlckzufuhren sind. Auch die Etablierung weiterer klinischer
Marker, die weniger von spinalen Symptomen gepréagt sind, und somit in einer héheren
Fallzahl mit dem MR-tomographisch gut fassbaren zerebralen Befund in Ubereinstimmung
stehen, ist wunschenswert. Damit konnte ein weiterer Beitrag im Hinblick auf eine
zuverlassige Reproduzierbarkeit tierexperimenteller Ergebnisse auf den an Multipler Sklerose

erkrankten Menschen geliefert werden.
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Glukokortikosteroide, die mittels lang zirkulierender Polyethylenglykol (PEG)-Liposomen
verabreicht werden, konnten eine effektive Therapieoption in der Behandlung akuter Schiibe
der Multiplen Sklerose darstellen. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass diese durch
ihre ginstigen pharmakokinetischen Eigenschaften eine hohe Wirkstoffkonzentration am Ort
der Entzindung erreichen. Dies fihrt Uber zusatzliche nongenomische Wirkmechanismen zu

einer noch effektiveren Unterdriickung entzindlicher Prozesse.

In der vorliegenden Arbeit wurde, im Rahmen einer Studie zur Maximierung der
therapeutischen Effizienz liposomaler Glukokortikosteroide in zwei Tiermodellen der
Multiplen Sklerose, eine quantitative Auswertung T2-gewichteter
magnetresonanztomographischer Aufnahmen durchgefuhrt. 49 Dark-Agouti (DA)- und 45
Lewisratten bildeten hierfur das Untersuchungskollektiv. Eine induzierte experimentelle
Autoimmunenzephalomyelitis (EAE) bildete bei den Tieren pathophysiologische
Mechanismen der Multiplen Sklerose ab. Mit Hilfe eines etablierten Scores wurden
Krankheitssymptome quantifiziert und mit den radiologischen Befunden in Beziehung

gebracht.

Verglichen wurden bei jedem Tiermodell mehrere Therapiegruppen: Placebotiere, die
lediglich Liposomen ohne therapeutisches Agens erhielten, Standardtherapietiere, die mit
herkdmmlichem Methylprednisolon behandelt wurden, und Verumtherapietiere, denen
liposomales Prednisolon in einer Dosierung (Tiermodell DA) bzw. liposomales Prednisolon
oder Methylprednisolon in jeweils zwei verschiedenen Dosierungen (Tiermodell Lewis)

verabreicht wurden.

Die Quantifizierung radiologisch festgestellter Erkrankungszeichen erfolgte mithilfe der
ausgemessenen  Flache zerebraler Lasionen. Die Summe der Ldsionsflachen
(Lasionsflachensumme) bildete fir jedes Tier das Mal der Krankheitsauspragung, mit dessen
Hilfe die Therapiegruppen verglichen wurden. Aus der Literatur sind Auswirkungen der
Erkrankungsaktivitdt auf GrolRe der Ventrikel und Liquorsignalintensitat bekannt. Mittels
quantitativer Betrachtungen wurden daher die Seitenventrikel und das Liquorsignalverhalten
ebenso im Hinblick auf ihr Potential im Therapiemonitoring untersucht.
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Erwartungsgemal? konnte sowohl fir das DA- als auch fur das Lewis-Tiermodell, im
Vergleich der Lé&sionsflachensummen, ein statistisch signifikanter und dosisabhangiger
Wirkvorteil liposomaler Glukokortikosteroide, gegenuber Placebotherapie, ermittelt werden.
Eine Ausnahme hiervon bildete eine niedrig dosierte Therapie mit liposomalem Prednisolon,
fir die keine statistisch signifikante Reduktion der Ldsionslast gegentiber Placebotherapie
gezeigt werden konnte. Gegenuber den mit herkbmmlichem Methylprednisolon behandelten
Tieren ergaben sich auf deskriptiver Ebene in beiden Tiermodellen Hinweise fiir einen

Wirkvorteil liposomaler Glukokortikosteroide.

Zwischen radiologischem Befund und klinischem Score wurde nur eine méiige Korrelation
ermittelt. Statistisch signifikant vergroflerte Seitenventrikel wurden bei Lewisratten mit
Lasionen in der MRT, gegenlber solchen ohne Lasionen, beobachtet. Methodenbedingt
wurde die tatséachliche GroRe der Seitenventrikel eher (berschétzt, da eine durchgehend

sichere Differenzierung zu okkulten periventrikuléren L&sionen nicht anzunehmen ist.

Beim Tiermodell DA konnte bei Ratten mit radiologisch nachgewiesenen Lasionen,
gegeniiber Ratten ohne Ldsionen, eine statistisch signifikant erhdhte Liquorsignalintensitét
gemessen werden. Weiterhin konnten in diesem Tiermodell Korrelationen zwischen der
Liquorsignalintensitit und der zerebralen Lasionslast bzw. der Liquorsignalintensitit und dem
klinischen Score herausgearbeitet werden, letztere jedoch nur bei Tieren mit radiologisch

nachgewiesenen L&sionen.

Methodische Schwachen der vorliegenden Arbeit sind, dass spinale Lasionen nicht erfasst
wurden und die Anzahl der Versuchstiere in den Untergruppen differierte, so dass eine

optimale Vergleichbarkeit nicht gegeben war.

Mit dieser Arbeit ergeben sich anhand einer quantitativen magnetresonanztomographischen
Auswertung weitere Hinweise, dass liposomale Glukokortikosteroide in EAE-Tiermodellen
der Multiplen Sklerose der Standardtherapie Uberlegen sind. Mit der Grole der
Seitenventrikel beim Tiermodell Lewis und der Liquorsignalintensitat beim Tiermodell DA
werden weitere potentielle Parameter im MRT-Monitoring der Erkrankungsaktivitat

vorgestellt.
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Abb. Abbildung

CFA Complete Freud’s adjuvans

DA Dark Agouti

EAE Experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
FLAIR Fluid attenuated inversion recovery
fMRT funktionelle Magnetresonanztomographie
FOV Field of view

KG Korpergewicht

MBP Myelin-basisches Protein

MOG Myelinoligodendrozytenglykoprotein
MP Methylprednisolon

MPL Methylprednisolonliposomen

MRT Magnetresonanztomographie

MS Multiple Sklerose

ms Millisekunde

MTI Magnetization transfer imaging
MTR Magnetization transfer ratio

PBS Phosphate buffered saline

PEG Polyethylenglykol

PL Prednisolonliposomen

SA Standardabweichung

s.C. subkutan

Stdf. Standardfehler

TE Time to echo

TR Time to repeat

ZNS Zentralnervensystem
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