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1 Einleitung

1.1 Spinocerebellare Ataxie (SCA)

1.1.1 Einteilung

Degenerative Ataxien sind aufgrund ihrer Heterogenitat und unterschiedlicher
Klassifikationsansatzpunkte schwierig einzuteilen. In letzter Zeit werden bei der
Einteilung vermehrt genetische und Vererbungseigenheiten zur Klassifikation
eingesetzt. So teilt man die Ataxien nach Harding in vier Hauptgruppen gemaf
ihrem  Vererbungsmechanismus ein: autosomal rezessive, autosomal
dominante, X-chromosomale und sporadische Ataxien (Harding, 1982; Schoéls
et al., 2001; Viau and Boulanger, 2004).

Die autosomal dominant vererbten Ataxien, zu denen die in dieser Arbeit
untersuchten spinocerebellaren Ataxien zahlen, wurden 1982 ebenfalls durch
Harding urspringlich in vier Gruppen anhand der zusatzlich auftretenden
extracerebellaren Symptome eingeteilt: ADCA (autosomal dominant cerebellar
ataxia) | einhergehend mit extrapyramidalen oder pyramidalen Stérungen,
Pseudobulbarparalyse, nuclearer Ophthalmoplegie und milder Demenz, ADCA
Il Uber pigmentbse Retinadegeneration, ADCA Il Gber spat beginnende reine
cerebellare Syndrome sowie ADCA 1V tber Myocloni und Schwerhorigkeit (Burk
et al., 1996; Harding, 1982; Mascalchi et al., 1998; Maschke et al., 2005). Eine
weitere Einteilung, urspringlich von Holmes 1907 begrtindet, orientiert sich am
regionalen Vorkommen neuronaler Degeneration und neuerdings am Auftreten
von Atrophiezeichen innerhalb der Magnetresonanzbildgebung. Hierbei wird
zwischen cerebellocorticaler Atrophie (CCA), olivopontocerebellarer Atrophie
(OPCA) und spinaler Atrophie (SA) unterschieden (Burk et al., 1996; Mascalchi
et al., 2002; Tedeschi et al., 1996).

Diese klinisch und morphologisch-neuropathologisch orientierten Einteilungen
sind aufgrund Uberlappender Syndrome und starker Symptomvarianten
fehlerbehaftet und wurden in den letzten Jahren durch die Entdeckung

molekulargenetischer  Ursachen  vieler  Ataxien  revolutioniert.  Die



neuentstandene Klassifizierung anhand des genetischen Defekts hat zur
Gruppe der spinocerebellaren Ataxien (SCA) gefuhrt, von der zur Zeit 24
Subtypen unterschieden werden. Fur SCAL - 3, 6 - 8, 10, 12 ,14, 17 ist dabei
die Mutation entschliisselt und bei SCA4, 5, 11, 13, 15, 16, 19, 21 - 23, 25, und
26 der betroffene Genlocus (Chung et al., 2003; Maschke et al., 2005; Schols et
al., 2004; Stevanin et al., 2004; Tsuji, 2004).

Weitere Forschungen ergaben, dass sich hinter den Mutationen
unterschiedliche Mechanismen verbergen, die zu einer Einordnung der
spinocerebellaren Ataxien in die Gruppe der Trinucleotidrepeaterkrankungen
fuhrte. Diesen Erkrankungen sind Expansionen aus drei Basen bestehender
DNA-Einheiten, den sogenannten Trinucleotiden gemeinsam. Hierbei werden
zwei Gruppen unterschieden: Einerseits die Gruppe der nicht codierenden
Trinucleotiderkrankungen, bei der die expandierten Trinucleotidsequenzen in
nicht translatierten Genbereichen liegen. Zu dieser Gruppe zahlen das Fragile-
X-Syndrom (FRAXA), das Fragile XE Syndrom (FRAXE), die Friedreich Ataxie,
die myotonische Ataxie sowie die spinocerebellaren Ataxien SCA8 und SCA12
(Cummings and Zoghbi, 2000; Klockgether et al., 2000; Schéls et al., 2001).
Andererseits die Gruppe der Polyglutaminerkrankungen, bei der als genetischer
Defekt eine Vervielfaltigung der Trinucleotidsequenz CAG im betroffenen
Genlocus vorliegt, der im Unterschied zur vorherigen Gruppe translatiert wird.
Nachdem die Basen Cytosin, Adenin und Guanin flr die Aminosaure Glutamin
kodieren, kommt es zur Ausbildung verlangerter Glutaminsequenzen,
sogenannter Polyglutaminstrange innerhalo der Proteine, fir die der
entsprechende Genlocus codiert (Cummings and Zoghbi, 2000; Martin, 1999;
Schdls et al., 2001). Der Gruppe der Polyglutaminerkrankungen werden die
Spinobulbéare Muskelatrophie (Kennedy-Krankheit), Chorea Huntington, die
Dentatorubropallidoluysiane Atrophie (DRPLA) sowie die Spinocerebellaren
Ataxien SCA1, SCA2, SCA3 (Machado-Joseph-Krankheit), SCA6 und SCA7
zugeordnet (Cummings and Zoghbi, 2000; Schéls et al., 2001). Ein verfeinerter
Einteilungsansatz wurde von Klockgether und Kollegen vorgestellt. Sie fugten
der bei ihnen CAG Repeat-Stbérungen genannten Gruppe der

Polyglutaminerkrankungen und der Gruppe der nichttranslatierten CTG



(Trinucleotid)-Expansionen eine dritte bei, in der sie Erkrankungen einordneten,
die durch Mutationen in fur lonenkandle codierenden Genen entstehen.
Hierunter ordneten sie die SCAB, fur die eine Mutation innerhalb des fir eine
spannungsabhangige Calciumkanaluntereinheit codierenden CACNA1A Gens
gefunden wurde und die Episodischen Ataxien Typ 1 und 2, die gleichfalls
Veréanderungen in lonenkanalgenen aufweisen, ein (Klockgether et al., 2000).
Wir untersuchten Patienten, die an SCA1, SCA2 und SCA3 erkrankt waren. Fur
SCAl liegt die Mutation auf Chromosom 6p23 und codiert das Ataxin 1
genannte Protein. Bei Gesunden enthélt das SCA1-Gen 6-44 CAG-Repeats,
wohingegen bei Erkrankten 39-88 CAG-Repeats vorliegen (siehe Tabelle 1)
(Cummings and Zoghbi, 2000; Martin, 1999; Rub et al., 2004; Schdls et al.,
2001).

Das SCA2-Gen liegt auf Chromosom 12g23-24.1 und codiert das Protein Ataxin
2. 14-32 CAG-Triplets finden sich innerhalb des Gens bei Gesunden und 33-77
bei an SCA2 Erkrankten (siehe Tabelle 1) (Brenneis et al., 2003; Cummings
and Zoghbi, 2000; Martin, 1999; Rlb et al., 2004; Rib et al., 2003a; Rlb et al.,
2005; Riub et al., 2003b; Schols et al., 2001).

Bei SCA3 befindet sich die Mutation auf Chromosom 14g32.1. Das SCA3-Gen
codiert fur das Protein Ataxin 3 und besitzt bei Gesunden 12-40 CAG-Repeats,
wohingegen bei Erkrankten 55-86 CAG-Repeats nachgewiesen wurden (siehe
Tabelle 1) (Cummings and Zoghbi, 2000; Kawaguchi et al., 1994; Rub et al.,
2004; RUb et al., 2005; Schdls et al., 2001).



Tabelle 1

Gegenuberstellung der spinocerebellaren Ataxien 1, 2, und 3 bezlglich ihrer
molekulargenetischen Charakteristika. Modifiziert nach Cummings und Zoghbi,
Rub et al. und Schdls et al. (Cummings and Zoghbi, 2000; Rib et al., 2005;
Schdls et al., 2001).

Spinocerebellare Ataxie Gen Locus Proteinprodukt CAG-
Repeatlange

Gesund Krank

Subtyp 1 SCA1  6p23 Ataxin 1 6-44  39-88
Subtyp 2 SCA2  12q23-24.1  Ataxin 2 14-32  33-77
Subtyp 3 SCA3  14g32.1 Ataxin 3 12-40 55-86

1.1.2 Klinische Charakteristika

Die spinocerebellaren Ataxien stellen zur Zeit unbehandelbare und zu
schwerster Neurodegeneration bis hin zum Tode fiilhrende neurologische
Erkrankungen dar (Maschke et al., 2005; Rub et al., 2004; Rib et al., 2003a;
Rub et al., 2005).

Ihre Pravalenz wird mit mindestens 3 Féllen pro 100 000 Einwohner
angegeben, wobei nur sehr wenige epidemiologische Studien seit Einfihrung
der SCA-Gentests durchgefuhrt wurden (Schols et al., 2004; van de
Warrenburg et al.,, 2002). Die Haufigkeit der einzelnen spinocerebellaren
Ataxien zeigt weltweit Unterschiede auf. So kommt SCA3 insgesamt am
haufigsten vor, wobei der Anteil an SCA3 unter Portugiesen, Azoren und
Japanern besonders hoch ist. In Indien und Korea wurde am haufigsten der
SCA2-Subtyp diagnostiziert und SCA1 bildete den Hauptanteil in Russland. In

den Niederlanden und Deutschland wurde am meisten der SCA3-Subtyp




festgestellt, gefolgt von SCA6, SCA2 und SCAL (Basu et al., 2000; Haacke et
al., 2006; Lee et al., 2003; van de Warrenburg et al., 2002).

Die Erkrankung tritt im Mittel im frihen Erwachsenenalter Anfang drei3ig auf.
Lediglich fur SCA6 wurde ein spateres mittleres Erkrankungsalter Mitte vierzig
beschrieben. Allerdings werden mit Unterschieden bei allen Subtypen
Ersterkrankungen von der Adoleszenz bis zum sechsten Lebensjahrzehnt
berichtet (Maschke et al., 2005; Schdls et al., 2004).

Haupt- und zumeist auch Initialsymptom der spinocerebellaren Ataxien ist eine
progrediente Gangunsicherheit (Gangataxie) ohne Remission, die durch
Degeneration des Kleinhirns sowie dessen afferenten und efferenten Bahnen
entsteht (Burk et al., 1999; Schdls et al., 2001). Hierzu treten meist zusatzliche
cerebellare  Symptome wie eine Stand- und Extremitatenataxie,
Okulomotorikstérungen (sakkadierte Blickfolge, Blickrichtungsnystagmus),
sowie Dysarthrie (Martin, 1999; Maschke et al., 2005; Schdls et al., 2001).

Die in dieser Arbeit relevante Subtypen SCA1l, SCA2 und SCA3 werden
aufgrund des Auftretens zusatzlicher nicht-cerebellarer Syptome der klinischen
Einteilung ADCA | nach Harding zugeordnet (Schdls et al., 2004). So finden
sich Zeichen der Beteiligung anderer neurologischer Systeme, wie
beispielsweise Optikusatrophie, Pyramidenbahnzeichen,
extrapyramidalmotorische Symptome, Ophthalmoplegien, Polyneuropathie,
Dysphagie und Demenz (Birk et al., 1999; Maschke et al., 2005; Schdls et al.,
2004; Schols et al.,, 2001). Anstrengungen wurden unternommen, Klinisch
signifikante Unterschiede zwischen den Subtypen zu entdecken, um eine
Vorauswahl unter den spezifischen SCA-Gentests treffen zu kdnnen und damit
die Durchfiihrung kostenintensiver genetischer Tests einzuschréanken.

Bei SCA1 wurden vermehrt Pyramidenbahnzeichen (Hyperreflexie; Spastik),
Dysphagie, Myocloni, Amyotrophie, Ophthalmoplegien und kognitive Defizite
festgestellt, wohingegen bei SCA2 verlangsamte Blicksakkaden, Zeichen
peripherer Polyneuropathie (Hyporeflexie; Hypotonie, Pardsthesien), Tremor
aber auch Myocloni und Ophthalmoplegien haufiger auftraten. Die SCA3 wies
verstarkt Diplopie (h&ufig als Initialsymptom vor Auftreten der Ataxie),

Nystagmus, Pseudoexophthalmus (aufgrund Lidretraktion), Restless-legs



Syndrom,  Thermhypasthesie  jedoch  auch Polyneuropathie-  und
Pyramidenbahnzeichen auf (Burk et al., 1996; Burk et al., 1999; Martin, 1999;
Maschke et al., 2005; Robitaille et al., 1997; Schdéls et al., 2001). Auch wurden
fur SCA2 und SCA3 vermehrt extrapyramidalmotorische Symptome, wie
einerseits Dystonien (Martin, 1999; Robitaille et al., 1997; Schdls et al., 2001)
aber auch Ruhetremor, Rigor und Bradykinesie beschrieben, wobei der letztere
Symptomenkomplex als parkinsoniformer Phénotyp beschrieben wurde (Lu et
al., 2004; Schols et al., 2004). Weiterhin kann es in der Spatphase der SCAl
auch zu choreiformen Hyperkinesien kommen (Schols et al., 2004). Hierbei
bleibt anzumerken, dass eine Vielzahl der Symptome bei allen drei SCA-
Subtypen auftraten, was eine Unterscheidung im klinischen Alltag erschwert
(Burk et al., 1996; Maschke et al., 2005; Schols et al., 2004). Eine
Gegenuberstellung charakteristischer Symptome der drei spinocerebellaren

Ataxien ist in Tabelle 2 gegeben.

Tabelle 2

Charakteristische klinische Symptome bei SCA1, SCA2 und SCA3. Modifiziert
nach Martin et al., Maschke et al. und Schols et al. (Martin, 1999; Maschke et
al., 2005; Schols et al., 2004)

Spinocerebellare Ataxie

Typl Typ 2 Typ 3
Pyramidenbahnzeichen verlangsamte Diplopie
Dysphagie Blicksakkaden, Nystagmus
Myocloni Polyneuropathiezeichen Pseudoexophthalmus
Amyotrophie Tremor Restless-legs Syndrom
Ophthalmoplegien Myaocloni Thermhypasthesie
Ophthalmoplegien Parkinsonismus

Parkinsonismus

Dystonien
Pyramidenbahnzeichen
Polyneuropathiezeichen

Ophthalmoplegien




Des weiteren wurde fir SCA1, SCA2, SCA3 und SCA7 eine Tendenz zur
zusatzlichen Verlangerung der CAG Repeatlange bei der folgenden Generation
aufgezeigt. Zusatzlich hierzu fand sich eine negative Korrelation zwischen CAG
Repeatlange und dem Alter bei der Ersterkrankung, wobei die Erkrankung bei
langeren CAG-Repeats friher auftrat. Dieses Phanomen des friheren
Krankheitseintritts bei folgenden Generationen wird als Antizipation bezeichnet
(Burk et al., 1996; Klockgether et al., 2000; Martin, 1999).

1.1.3 Pathogenese

Neuropathologisch  wurde ein  Neuronenuntergang in verschiedenen
Hirnregionen beschrieben, der mit dem klinischen Bild weitgehend
Ubereinstimmt. Vorwiegend betroffen sind die cerebellaren Purkinjezellen sowie
der Nucleus dentatus. Je nach SCA-Subtyp lassen sich Degenerationen der
Pedunculi cerebellaris, pontiner Kerne und der Oliven aber auch der
Basalganglien und des Thalamus finden. Eine Auffalligkeit sind dabei
Zellkerneinschlusskérper, sogenannte NIs (nuclear inclusions) innerhalb der
von Degeneration betroffenen Zellen (Martin, 1999; Riub et al., 2004; Rub et al.,
2003a; Rub et al., 2005; Schols et al., 2004; Schdls et al., 2001).

Die den Polyglutaminerkrankungen gemeinsamen CAG-Repeatverlangerungen
fuhren, wie unter 1.1.1 beschrieben zu verlangerten Glutaminsequenzen
innerhalb der entsprechenden Proteine. FiUr die spinocerebellaren Ataxien
werden diese Proteine Ataxine genannt, unter Zusatz der jeweiligen
Subtypennummer (siehe Tabelle 1). Sie werden sowohl in neuronalem als auch
nicht-neuronalem Gewebe exprimiert und ihre Funktion innerhalb der Zelle ist
bis heute noch weitgehend unklar (Klockgether et al., 2000; Schéls et al., 2004).
Zahlreiche Tiermodelle, vor allem fir Chorea Huntington aber auch fur SCAL, 2,
3, 7 und 8 haben in den letzten Jahren zu Erklarungsansatzen der Pathogenese
der Polyglutaminerkrankungen gefiihrt (Schols et al., 2004). Dabei scheinen die
im Vergleich zum gesunden Protein verlangerten Glutaminstrange eine zentrale

Rolle zu spielen, denn transgene Mause, die Polyglutaminstrange in einem



vollig anderen Protein (Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase) exprimierten,
entwickelten ein den Polyglutaminerkrankungen vergleichbares Krankheitsbild
(Cummings and Zoghbi, 2000; Schdéls et al., 2004).

Eine weitgefasste pathogenetische Modellvorstellung ist, das die
Polyglutaminstrange zu einer Fehlfaltung der Ataxine fuhren und diese eine
toxische Rolle erlangen (sogenanntes gain of function) (Cummings and Zoghbi,
2000; Paulson, 2000). So wurde fur Ataxin 3 eine Strukturanderung
nachgewiesen, nachdem eine deutliche Zunahme der B-Faltblattstruktur unter
Abnahme a-helicaler Struktur bei mutiertem Ataxin 3 gefunden wurde (Bevivino
and Loll, 2001). Ein Forschungsansatz ist daher die Pravention und Reversion
der Proteinfehlfaltung Uber die Uberexpression von Chaperonen, wie
beispielsweise Hitzeschockproteine (HSP), fur die in Zellkulturen bereits ein
protektiver Effekt aufgezeigt wurde (Schdls et al., 2004; Schoéls et al., 2001).
Weiterhin scheinen die mutierten Ataxine ihre starke toxische Wirkung erst nach
ihrer proteolytischen Aufspaltung zu entfalten, konnte doch gezeigt werden,
dass polyglutaminhaltige  Proteinspaltprodukte eine deutlich  hdhere
pathogenetische Potenz besitzen als komplette sogenannte full-length Ataxine.
Dies fuhrte zu der toxic fragment Hypothese, die davon ausgeht, dass nur die
proteolytisch aufgespaltenen Proteinfragmente eine Proteinaggregation und
damit den Krankheitsprozel3 initieren kénnen (Burnett and Pittman, 2005;
Haacke et al., 2006; Paulson, 2000). Haacke und Kollegen konnten aufzeigen,
dass proteolytisch entstandene polyglutaminhaltige Ataxin 3-Spaltprodukte die
Aggregation gesunden Ataxin 3 einleitet. Dementsprechend prazisierten sie die
toxic fragment Hypothese wie folgt: Kurze poyglutaminhaltige Ataxin 3
Fragmente, die durch Proteolyse entstanden sind, interagieren mit full-length
Ataxin 3 und fuhren zur Ablagerung des gesunden Ataxin 3 innerhalb von stabil
aggregierten Einschlusskdrperchen (nuclear inclusions), was zu einem Mangel
an funktionsfahigem Ataxin 3 fuhrt. Inrer Meinung nach beruht die Pathogenese
neben der gain of function der polyglutaminhaltigen Proteine zusatzlich auf
einem Verlust der naturlichen Funktion der unmutierten Proteine aufgrund ihrer

Aggregation (Haacke et al., 2006).



Auch scheint bei vielen Polyglutaminerkrankungen das Vorliegen der mutierten
Proteine innerhalb des Nucleus fur die Krankheitsentstehung vonnéten zu sein,
zeigten sich doch bei SCA1 transgenen Mause, bei denen ein Transport des
Ataxin 1 in den Nucleus verhindert wurde keine Krankheitszeichen (Klockgether
et al., 2000; Paulson, 2000; Schols et al., 2004). Um einen Transfer der
mutierten Proteine in den Nucleus zu ermdglichen, missen diese zuvor
proteolytisch aufgespalten werden (Cummings and Zoghbi, 2000). Dies hat zur
weiteren Hypothese gefuhrt, dass polyglutaminhaltige Proteine einen zellularen
Stress innerhalb des Neurons induzieren, der zur Aktivierung von Proteasen
wie beispielweise Caspasen fuhrt. Durch die nachfolgende Proteolyse der
mutierten Proteine entstehen polyglutaminstranghaltige Spaltprodukte, die
ihrerseits deutlich zelltoxischer sind und den zelluldaren Stress noch verstarken,
was zum Untergang der Zelle fuhrt (Paulson, 2000). So konnte Uber Hemmung
von Caspasen innerhalb von Chorea Huntington-Zellkulturen der Zelltod
verhindert und bei Chorea Huntington transgenen Mausen ein vermindertes
Fortschreiten der Krankheit erreicht werden (Cummings and Zoghbi, 2000).
Innerhalb der Eingangs erwahnten NIs (nuclear inclusions) wurden
ubiquitinierte  Ataxinspaltprodukte, die den Polyglutamintrakt enthalten,
nachgewiesen. Eine Hemmung der Ubiquitinierung im Mausemodell bei Chorea
Huntington hatte eine Verminderung der NlIs zur Folge, allerdings erhéhte sich
die Zelltodrate deutlich (Saudou et al., 1998). Daher scheint die
ubiquitinvermittelte Aggregation der mutierten Ataxine unter Bildung von Nis ein
Versuch der Zelle zu sein, die toxischen Ataxinspaltprodukte innerhalb des
Zellkern abzukapseln und somit die Zelle zu schitzen, nachdem ein
regelrechter Abbau der mutierten Proteine Uber Proteasome nicht mdglich ist
(Colomer Gould, 2005; Cummings and Zoghbi, 2000; Schéls et al., 2004).

1.2 Magnetresonanzbildgebung bei spinocerebellarer Ataxie

Zahlreiche magnetresonanzspektroskopische Untersuchungen wurden in den

letzten Jahren durchgefiihrt um eine weitere Methode zur Diagnosestellung der
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spinocerebellaren Ataxie zu etablieren. Vor allem die ausgepragte Variabilitat
der Symptome bei den verschiedenen Subtypen sowie das Vorkommen
gleicher Symptome bei verschiedenen Subtypen macht eine Vorauswahl aus
der immer zahlreicheren Menge der spezifischen SCA-Gentest sehr schwierig.
Diese ist jedoch aufgrund der hohen Kosten fir einen einzelnen Tests (400
EUR und mehr) sowie der geringen Aussagekraft eines negativen
Testergebnisses unerlasslich (Viau and Boulanger, 2004; Viau et al., 2005).
Weitere diagnostische Mdglichkeiten zur Unterscheidung der SCA-Subtypen
sind daher vonnéten. Ein Ansatz ist hierbei die Verwendung der
Magnetresonanzbildgebung und -spektroskopie.

Schon seit langerer Zeit betriebene Magnetresonanzbildgebungsstudien zeigten
diagnostische Schwachen in der Frihphase der Krankheit, da zuerst eine
entsprechende Hirngewebsatrophie respektive ein ausreichender Anteil
erkrankten Gewebes relativ zum Gesunden vorliegen muss, um einen
Signalunterschied in der Bildgebung zu erhalten (Mascalchi et al., 2002; Viau
and Boulanger, 2004; Yoshizawa et al., 2003). Es konnten jedoch den
einzelnen SCA-Subtypen spezifische Atrophiemuster zugeordnet werden,
wobei es auch hier wie bei den klinischen Symptomen Uberschneidungen gibt.
Bei SCA1 wurde eine cerebellare, pontine und cervical-spinale Atrophie unter
Aussparung des Kleinhirnwurms beschrieben. SCA2-Patienten entwickeln das
Vollbild einer Olivopontocerebellaren Atrophie (OPCA), die deutlich starker
ausgepragt ist als bei SCA1 und von einer Atrophie des Thalamus und
Mesencephalons sowie supratentorieller Gebiete begleitet wird, was auf den
Untergang cerebellarer Afferenzen zurtickzufiihren sein konnte. Die SCA3 zeigt
eine milde Atrophie des Cerebellums und Hirnstamms (vorwiegend im
Tegmentum pontis) und keinerlei Atrophie der Cerebellumhemispharen im
Vergleich zu SCAl1 und SCA2. Weiterhin wurde eine Atrophie der
Basalganglien (Nucleus caudatus/ Putamen) beschrieben (Brenneis et al.,
2003; Burk et al., 1996; Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 1998; Schdls et
al., 2004; Viau and Boulanger, 2004; Yoshizawa et al., 2003).
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1.3 Magnetresonanzspektroskopie bei  spinocerebella  rer

Ataxie

Im Gegensatz zur Magnetresonanzbildgebung nutzt die
Magnetresonanzspektroskopie nicht das Protonensignal des Wassermolekils,
sondern verwendet das deutlich schwachere Signal von unter anderem an
Metaboliten des Hirngewebsstoffwechsels gebundenen Protonen. In
magnetresonanzspektroskopischen Studien konnten wahrend der letzten Jahre
einige  Veradnderungen der Hirngewebsmetaboliten bei SCA-Patienten
festgestellt werden sowie Unterschiede zwischen den SCA-Subtypen
aufgedeckt werden (Viau and Boulanger, 2004; Viau et al., 2005). Zu den
untersuchten Metaboliten zéhlten zumeist N-Acetylaspartat (NAA), Creatin (Cr),
Myoinositol (Ins), Cholin (Cho), Lactat (Lac) und Glutamin/ Glutamat (GIx)
(siehe hierzu 2.1).

Ein verringertes NAA/Cr Verhéltnis bzw. eine Verringerung des absoluten NAAs
konnte innerhalb des Pons und des Cerebellums fir SCAl, SCAZ2,
olivopontocerebellare Atrophie (OPCA), cerebellocorticale Atrophie (CCA),
spinale Atrophie (SA) und bei der Gesamtgruppe der autosomal dominanten
cerebellaren Ataxien (ADCA) aufgezeigt werden (Boesch et al., 2001; Davie et
al., 1995; Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998;
Tedeschi et al., 1996; Viau et al., 2005). Weiterhin wurde ein geringere
Reduktion bei asymptomatischen Krankheitstragern gegenuber
symptomatischen berichtet, sowie eine negative Korrelation des NAA/Cr-
Verhéltnisses mit der Erkrankungsdauer respektive dem klinischen Defizit der
Erkrankten (Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998; Tedeschi et al.,
1996; Viau et al.,, 2005). Dies ertffnet die Mdoglichkeit des Einsatzes der
Magnetresonanzspektroskopie zur Friherkennung und
Krankheitsverlaufskontrolle bei spinocerebellarer Ataxie.

Im Pons und Cerebellum wurden erhohte Creatinwerte fir SCA2 beim
Menschen beschrieben und fir SCA3 an transgenen Mausen(Griffin et al.,
2004; Viau et al., 2005), ebenso wie eine erh6hte Myoinositolkonzentration fir
SCA2 (Viau et al., 2005). Gleichzeitig konnte eine Korrelation der Hirnatrophie
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mit dem Ins/Cr-Verhaltnis entdeckt werden, was von den Autoren als Korrelat
einer verstarkten Gliose wahrend des Krankheitsverlaufes gedeutet wurde (Viau
et al., 2005).

Cholinreduktionen innerhalb des Pons wurden bei SCA1 und OPCA und fir das
Cerebellum bei SCA2, OPCA und ADCA berichtet (Boesch et al., 2001; Davie
et al., 1995; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998). Zuséatzlich fand sich
eine Abhangigkeit des Cho/Cr-Verhaltnisses von der Erkrankungsdauer und der
CAG-Repeatanzahl (Viau et al., 2005).

Geringe Lactatmengen konnten lediglich im Cerebellum bei SCA2
nachgewiesen werden und erhdhte Glutaminkonzentrationen wurden bis heute
nur in Hirngewebslosungen sowie erhaltenem Cerebellumgewebe von SCA3
transgenen Mausen entdeckt (Boesch et al., 2001; Griffin et al., 2004).
Allerdings fand sich bei Chorea Huntington, die ebenfalls zur Gruppe der
Polyglutaminerkrankungen gehért in vivo ein erhéhtes Glutamat/Cr Verhalnis
(Taylor-Robinson et al., 1996).

1.4 Zielsetzung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, inwieweit die bei der spinocerebellaren
Ataxie vorliegenden pathologischen Proteinveranderungen spektroskopisch
feststellbar sind. Dabei ist es aufgrund ihrer abschirmenden R3-Falltblattstruktur
sehr unwahrscheinlich, die kompletten mutierten Ataxine nachweisen zu
konnen. Allerdings konnten die proteolytisch entstandenen Ataxinfragmente
durchaus spektroskopisch sichtbar sein. Hierbei konnte einerseits freies
Glutamin/Glutamat (GIx) feststellbar sein nachdem in Modellstudien GIx mit der
Protonenmagnetresonanzspektroskopie erfasst werden konnte (Behar and
Ogino, 1993). Andererseits waren auch erhdohte Konzentrationen
proteingebundenen GIx denkbar. So konnte an Makromolekile gebundenes Glx
spektroskopischen Resonanzen bei 2.05 und 2.29 ppm unter Verwendung

hoher Magnetfeldstarken zugeordnet werden (Behar et al., 1994). Daruber
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hinaus gelang es bei 1,5 T korrespondierende makromolekulare Resonanzen
bei 2.1 ppm aufzufinden (Seeger et al., 2003).

Vertiefend soll der Frage nachgegangen werden, ob sich eine Abhangigkeit der
zu erwartenden spektroskopischen Verdnderungen von Erkrankungsdauer,
SCA-Subtyp und Anzahl der CAG-Repeats nachweisen lasst.

Eine weitere Aufgabe dieser Studie soll eine Uberpriifung der vorliegenden
magnetresonanzspektroskopischen Ergebnisse bei der spinocerebellaren
Ataxie sein. Hierzu fihrten wir im Unterschied zu den meisten unter 1.3
erwahnten Vorstudien eine Partialvolumenkorrektur fir den Anteil an Liquor
cerebrospinalis innerhalb unseres Messbereiches durch, eingedenk der
Tatsache, dass die spinocerebellare Ataxie mit einer deutlichen Atrophie der
betroffenen Hirnregionen einhergeht. Dadurch kann es zu einer Verfalschung
der Metaboliten- und Makromolekilkonzentrationen kommen. Abgesehen von
Viau und Kollegen, die eine etwas abweichende Methode zur
Partialvolumenkorrektur benutzten (Viau et al., 2005), wurde bei den
vorliegenden Studien keinerlei derartige Korrektur durchgefuhrt. Wir erwarten
hierdurch verlasslichere Ergebnisse Uber magnetresonanzspektroskopisch
erfassbare pathologische Veranderungen bei der spinocerebellaren Ataxie.
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2 Material und Methodik

2.1 Grundlagen der Magnetresonanzspektroskopie

2.1.1 Entwicklung

Magnetresonanz beruht auf magnetischen Kerneigenschaften unter zu
Hilfenahme von Radiofrequenzen in starken Magnetfeldern. Purcell (Purcell,
1946) und Bloch (Bloch, 1946a; Bloch, 1946b; Bloch et al., 1946) entdeckten
unabhangig voneinander die magnetische Kernresonanz und erhielten dafur
den Nobelpreis fur Physik im Jahre 1952. Die Entdeckung des Effekts der
sogenannten chemischen Verschiebung, der die Eigenschaft von Kernen
beschreibt, in unterschiedlicher chemischer Umgebung verschiedene
Resonanzfrequenzen zu besitzen (Dickinson, 1950; Proctor, 1950), machte die
Entwicklung der Magnetresonanzspektroskopie maoglich. Auf diese Weise
konnen Uber die gemessenen Resonanzfrequenzen Rickschlisse auf die
Elektronenverteilung und die Molekulstruktur gezogen werden. Die Entwicklung
der Fourier transformierten Spektroskopie (Ernst and Anderson, 1966) wird bis
heute bei allen spektroskopischen in vivo Untersuchungen verwendet.
Magnetresonanzspektroskopie findet in weiten Teilen der Physik, Chemie,
Biochemie und Biologie ihre Anwendung. Im lebenden Organismus wird sie als
sogenannte in-vivo Spektroskopie durchgefuhrt. 1971 berichtete Damadian
Uber unterschiedliche Relaxationszeiten des Wasserpeaks in bosartigem
Tumorgewebe und gesundem Gewebe (Damadian, 1971), was die Hoffnung
weckte, die Magnetresonanz als Diagnosemittel einsetzen zu kdnnen. Mit ihren
bahnbrechenden Forschungsergebnissen legten Lauterbur (Lauterbur, 1973)
und Mansfield (Mansfield, 1977) die Grundlagen der heutigen
Magnetresonanztomographie. Fir diese Entdeckungen wurde ihnen im Jahre
2003 der Nobelpreis fur Physiologie und Medizin verliehen. Beide Methoden,
die Magnetresonanztomographie und die Magnetresonanzspektroskopie
beruhen auf den gleichen physikalischen Grundlagen. Die

Magnetresonanztomographie nutzt das Signal der Protonen in Gewebe,
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Wasser oder Fett. Die Magnetresonanzspektroskopie hingegen stellt neben
dem Wassersignal das schwéachere Protonensignal metabolischer Stoffe mit
geringerer Konzentration oder das Signal anderer Kerne mit geringerem
naturlichen Vorkommen dar und kann verschiedene Moleklle aufgrund ihrer
unterschiedlichen Frequenz zuordnen (Chemische Verschiebung/ chemical
shift). Diese geringere Sensitivitdt der Magnetresonanzspektroskopie verglichen
mit der  Magnetresonanzbildgebung, muss durch ein  grbéReres
Untersuchungsvolumen (was eine Reduktion der raumlichen Auflésung
bedeutet) ausgeglichen werden, wenn die in-vivo Messungen in einem
praktikablen Zeitrahmen durchgefuhrt werden sollen. Die
Magnetresonanzspektroskopie  stellt  hohere  Anforderungen an die
Feldhomogenitat des statischen Magnetfeldes (Bo) als die
Magnetresonanzbildgebung. Daher wurde die Magnetresonanzspektroskopie in
der Vergangenheit vorwiegend in Forschungstandorten verwendet. Die
Tendenz zu hoheren Feldstarken und Fortschritte im Umgang mit der
Spektroskopie wahrend des klinischen Alltags, konnten zur Etablierung der
Magnetresonanzspektroskopie als eine klinische Untersuchungsmethode
beitragen.

Im Folgenden werden die Prinzipien der Kernspinresonanz lediglich tber die
klassische Erklarung dargelegt, da eine quantenmechanische Erklarung fur das
Verstandnis der klinisch angewandten Spektroskopie nicht zwingend

erforderlich ist.

2.1.2 Chemische Verschiebung
Die Magnetresonanzspektroskopie ist auf das Pha&nomen der chemischen
Verschiebung (chemical shift) zuriickzufhren: die Kernspinresonanzfrequenz in

einem auleren Magnetfeld ist durch die Larmorfrequenz wy bestimmt:

w=yBy  (Larmorgleichung) 1)
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wobei y das gyromagnetische Verhdaltnis und By das &ulere Magnetfeld
bezeichnen.

Die Larmorfrequenz der Kerne in verschiedenen chemischen Umgebungen wird
durch eine Abschirmung des Kernes vor dem aufleren Magnetfeld Uber
umgebende Elektronen beeinflusst. Die Elektronen verringern das auf den Kern

einwirkende Magnetfeld. Das kann wie folgt ausgedriickt werden
Bi = Bg (1 - O'i) (2)

wobei B; (Bingiviaua) das effektive, auf den Kern einwirkende Magnetfeld in der
gleichen Umgebung und o; die Abschirmungskonstante bezeichnen. o; ist

dimensionslos und wird Ublicherweise in parts per million (ppm) angegeben.

Aus der Larmorgleichung ergibt sich die charakteristische Resonanzfrequenz

uber
wWw=yYBi=yBo(1 - qy). (3)

Chemisch nicht &quivalente Kerne werden nicht in gleicher Weise abgeschirmt
und haben normalerweise unterschiedliche Resonanzfrequenzen.

Da lediglich relative chemischen Verschiebungen von Bedeutung sind um
zwischen verschiedenen A&aquivalenten Kernen zu unterscheiden, wird die
relative chemischen Verschiebung & in Bezug gesetzt zu einer

Bezugsverbindung R:

A, [ppm] = 5, =10° Eﬁ%j —10° AY (4)

R a)R

& ist nicht abhangig von By. In der Protonenmagnetresonanzspektroskopie wird
Tetramethylsilan (TMS) als Bezugsverbindung genutzt, da es vier
Methylgruppen mit gleichwertigen Protonen besitzt. Da TMS nicht in in-vivo

Systemen zu finden ist; werden fur in-vivo Anwendungen innere
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Referenzgréfen benutzt. Fir die Protonenmagnetresonanzspektroskopie des
Gehirns verwendet man allgemein die Resonanz von N-Acetylaspartat bei 2.02

ppm als innere Referenzgrole.

2.1.3 Kopplung

Wenn Protonen in einem Molekil vom lokalen Feld anderer Protonen des
gleichen Molekiils beeinflusst werden, sind diese Protonen nicht gleichwertig
und das Ph&nomen der Kopplung taucht auf. Das bedeutet, dass die
Resonanzen nicht als Einzelpeak zu sehen sind, sondern in Doppelpeaks,
Dreifachpeaks oder Mehrfachpeaks aufgespalten werden. Als Beispiel wird hier
Lactat dargestellt (Abbildung 1). Die Methylresonanz am dritten  C-Atom
spaltet sich in einen Doppelpeak auf, da es von zwei mdglichen Spinrichtungen
des Protons im zweiten a C-Atom beeinflusst wird. Das Proton am a C-Atom
teilt sich in einen Vierfachpeak. Dieses Kopplungsverhalten ist abhangig von
der Echozeit, was bedeutet, dass nicht alle aufgespaltenen Peaks
notwendigerweise die gleiche Richtung haben. Manche Signale werden in
negative Bereiche moduliert oder sind nicht sichtbar bei bestimmten

Echozeiten.



18

4.11

Abbildung 1

Lactat: Molekulstruktur und Spektrum

Die Methylresonanz am a C-Atom (CH3) spaltet sich in einen Doppelpeak auf,
da es von zwei moglichen Spinrichtungen des Protons im S C-Atom (H-C-OH)

beeinflusst wird. Das Proton im a C-Atom teilt sich in einen Vierfachpeak.

2.1.4 Lokalisationsverfahren

Fur die Einzelvoxelspektroskopie sind im Prinzip zwei Lokalisationsverfahren
verfugbar: die PRESS- (point resolved spectroscopy) (Bottomley, 1984;
Bottomley, 1987) oder die STEAM- (stimulated echo acquisition mode) (Frahm
et al., 1989) Sequenz. Bei beiden Techniken werden drei orthogonale
schichtselektive Impulse verwendet, um ein Echo eines angeregten Volumens
(dem sogenannten ,volume of interest= VOI) zu erhalten. Das volume of

interest stellt den Schnittpunkt der drei orthogonalen Schichten dar. Im PRESS-
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Verfahren werden ein 90-Grad und zwei 180-Grad Impulse verwendet, die ein
Doppelspinecho hervorrufen (Abbildung 2). Bei der STEAM-Sequenz werden
drei 90-Grad Impulse benutzt, die in einem stimulierten Echo (Abbildung 3)
resultieren. In beiden Sequenztypen wird das Entstehen von unerwiinschten
Signalen, die von anderen Pulskombinationen herriihren unterdriickt, um einen
Signalbeitrag von auferhalb des angeregten volume of interest zu verhindern

(sogenanntes ,spoiling“).

RF Av[\uh _!\VAUA __Av[\uf\

(3 ; TE(1] + TE(2) )!'_

AQ

Abbildung 2

Voxelauswahl mit PRESS (point resolved spectroscopy)

Der erste schichtselektive Impuls ist ein 90-Grad Impuls, dem zwei
schichtselektive 180-Grad Impulse folgen. Nur die Spins, die von allen drei
schichtselektiven Impulsen angeregt wurden, tragen zu einem Doppelspinecho

bei, das vom angeregten volume of interest herruhrt.

Der Vorteil der PRESS-Sequenz liegt in der vollen Signalhthe, da die komplette
Magnetisierung durch die 180-Grad Impulse umgepolt wird. Der Nachteil
besteht in den langeren Echozeiten im Vergleich zur STEAM-Sequenz. Kirzere
Echozeiten kdnnen mit STEAM-Sequenzen erreicht werden. Die Verwendung
kurzer Echozeiten ist insofern bedeutsam, als dass man Einflisse der T2-
Relaxationszeit vermindern kann (Abbildung 4). Der Nachteil der STEAM-
Sequenz besteht jedoch in der halben Signalhthe, da nur die Halfte der
Magnetisierung durch den zweiten und dritten 90-Grad Impuls umgepolt wird.
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Abbildung 3

Voxelauswahl mit STEAM (stimulated echo acquisition mode)

Drei orthogonale schichtselektive 90-Grad Impulse werden angewandt und
fuhren zu einem stimulierten Echo. Wahrend des Mischungsintervalls (TM),
taucht kein T2 bedingter Verfall der Magnetisierung auf, was sich in einer

kurzeren Echozeit gegeniiber der PRESS-Sequenz bemerkbar macht.

Bei langen Echozeiten (zumeist TE= 135 ms), sind im Allgemeinen drei
prominente Resonanzen zu erkennen (Abbildung 4). Diese sind N-
Acetylaspartat (NAA), Creatin (Cr) und Cholin (Cho), auf die in Kapitel 2.1.5
naher eingegangen wird. Die Grundlinie bei langen Echozeiten ist glatt, da die
zur Grundlinie beitragenden Molekile mit kirzeren T2-Relaxationszeiten oder
Kopplungseigenschaften bei 135 ms bereits relaxiert sind. In der scharf
abgegrenzten Grundlinie liegt der deutliche Vorteil von Spektren mit langer
Echozeit, wohingegen Signaldnderungen nicht ausschlief3lich
Konzentrationsénderungen sondern auch T2-Relaxationseffekten
zuzuschreiben sind, was den Nachteil dieser Methode darstellt. Anderungen in
der T2-Relaxationszeit mussen in diesem Fall in Betracht gezogen werden. Bei
kirzeren Echozeiten (TE= 30 ms oder weniger), kébnnen Resonanzen mit
kirzerer T2-Relaxationszeit und starkem Kopplungsverhalten zum Signal
beitragen. Als solche kommen Myoinositol (Ins) und Glutamin/Glutamat (GIx) in
Frage. Eine breite Grundlinie, die unter den Metabolitenresonanzen liegt, leitet
sich von Makromolekilen ab und ist bei kurzen Echozeiten sichtbar. Somit fuf3t
die Erfassung und Charakterisierung der Makromolekile auf kurzen

Echozeiten, die in dieser Studie verwendet wurden.
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Abbildung 4

Protonenspektrum des gesunden menschlichen Gehirns bei verschiedenen
Echozeiten.

Die Auswirkungen unterschiedlicher Echozeiten sind abgebildet. Bei kurzen
Echozeiten (TE 5ms, rechts), sind im Vergleich zu langen Echozeiten (TE 135
ms, links) Metaboliten und Makromolekiile im Untergrund sichtbar. TE=
Echozeit, NAA= N-Acetylaspartat, Cr= Creatin, Cho= Cholin, ml= Myoinositol,

Glx= Glutamin und Glutamat

Zusatzlich zu den Makromolekilen koénnen Lipide unter pathologischen
Bedingungen in Spektren mit kurzer Echozeit aufgezeigt werden. Im gesunden
Gehirn muss das Auftauchen von Lipiden als Verunreinigung durch Anregung
fetthaltiger Strukturen des Schadels und der Galea aulerhalb des
ausgewahlten volume of interest, gewertet werden. Diese falschlicherweise
detektierten Lipidresonanzen konnen durch eine unzureichende Unterdriickung
(spoiling) unerwiinschter Koharenzen verursacht sein. Jedoch selbst bei
ausreichendem spoiling kann eine Lipidverunreinigung der Erregung auf einen
sehr kleinen Fehler des Anregungspulses zurtickgefihrt werden (Seeger et al.,
2001). Daher muss eine zusatzliche raumliche Vorsattigung der fetthaltigen

Bereiche (sogenannte ,outer-volume-saturation“= OVS) angewandt werden, um
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die vollstandige Beseitigung der Verunreinigungen zu gewahrleisten und
gleichzeitig verlasslich reproduzierbare Makromolkilresonanzen sowie
unverfalschte Lipide bei pathologischen Befunden im VOI zu erfassen (Seeger
et al., 2001). In Abbildung 5 ist der Effekt der OVS bei drei Probanden
verdeutlicht.
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Abbildung 5

Auswirkungen der outer-volume-saturation (Seeger et al., 2001).

STEAM-Spektren (TR 1.5s, TE 15ms, TM 10 ms) dreier Probanden, mit (rechts)
und ohne (links) rAdumliche Vorsattigung fetthaltiger Regionen. Die Spektren
ohne Vorsattigung zeigen betrachtliche Schwankungen in der Spektralregion
zwischen 0,5 und 2,0 ppm. Die mit Vorsattigung gemessenen Spektren sind in
hohem MalRe in der gleichen Spektralregion reproduzierbar, was auf
verunreinigungsfreie Signale hinweist. Die Lage von vier der sechs
Absattigungsschichten ist im oberen rechten Bild zu erkennen, eingeblendet in

ein fettselektives Spinechobild.
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2.1.5 Metaboliten in der Protonenmagnetresonanzspek  troskopie

2.1.5.1 N-Acetylaspartat

O H H
1 20
H3C—C——N—C——C\
| OH
C
/7 \
O OH
Abbildung 6

Molekulstruktur des N-Acetylaspartats (NAA)

Der N-Acetylaspartatpeak bei 2,02 ppm ist die prominenteste Resonanz im
Protonenmagnetresonanzspektrum des gesunden Gehirns. Die brigen
Protonen des Molekuls erscheinen als zwei Doppelpeaks bei 2,49 und 2,69
ppm und als ein Zweifachdoppelpeak bei 4,69 ppm.

Die Einzelpeakresonanz bei 2,02 ppm hat eine verhaltnismalig lange T2-
Relaxationszeit. Ihre Position im Spektrum ist bei unterschiedlicher Temperatur
und physiologischen pH-Werten konstant. Diese Eigenschaften pradestinieren
NAA als eine wertvolle innere Referenz fur die in-vivo
Protonenmagnetresonanzspektroskopie.

NAA stellt einen neuronalen Marker dar, der im reifen Hirn ausschlief3lich in
Neuronen vorkommt (Birken and Oldendorf, 1989; Gill et al., 1989). Hieraus
erklart sich die weitverbreitete Nutzung des NAAs innerhalb der klinischen
Protonenmagnetresonanzspektroskopie als Indikator flr neuronaler Dysfunktion
und Neuronenuntergang sowie der Krankheitsprogression bei zahlreichen
Erkrankungen des zentralen Nervensystems (Baslow, 2003) wie beispielsweise
Schlaganfall (Gideon et al., 1992; Graham et al., 2001), Tumoren (Kugel et al.,
1992; Mader et al., 1996), Multipler Sklerose (Davie et al., 1995; Inglese et al.,
2003; Mader et al., 2001), Alzheimer Demenz (Herminghaus et al., 2003),
Multisystematrophie (Watanabe et al., 2004) und SCA (Boesch et al., 2001,
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Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998; Viau et al.,
2005), bei denen allesamt Verminderungen des NAAs beschrieben wurden.
NAA und sein Abkémmling N-Acetylaspartylglutamat (NAAG), zusammen als
NA abgekirzt, haben zahlreiche Funktionen innerhalb des ZNS. Unter anderem
spielen sie eine wichtige Rolle innerhalb der Osmoregulation des Gehirns
(Baslow, 2003) und es wird vermutet, dass sie innerhalb der zellularen
Signalubertragung und damit bei der Regulation von Wechselwirkungen
zwischen Gehirnzellen sowie der Reifung und Unterhaltung des ZNS mitwirken
(Baslow, 2000). NAA und NAAG werden hauptsachlich in Neuronen
synthetisiert, aber man hat festgestellt, dass sie einen trizellularen
interkompartimentellen Kreislauf durchlaufen, wahrend derer sie von Neuronen
ausgeschittet und danach durch katabolische Enzyme innerhalb von
Oligodendrozyten und Astrozyten hydrolysiert werden, wie in Abbildung 7
dargestellt (Baslow, 2000). Innerhalb des Neurons kann NAA und NAAG mit
Hilfe vorliegender Enzyme aufgebaut werden. Beide Stoffe kdnnen in den
Extrazellularraum ausgeschuttet werden. Die NAAG-Peptidase befindet sich auf
der Oberflache der Astrozyten und kann NAAG aufspalten, sowie Glutamat in
Glutamin umwandeln. NAA wird vermutlich von den Oligodendrozyten
aufgenommen, der einzigen Zelle innerhalb des Gehirns, die tUber die Enzyme
zur gleichzeitigen Aufspaltung und Synthese von NAA verfligt. Weiterhin ist der
Oligodendrozyt zum Aufbau von NAAG fahig. In bestimmten Stadien der
Hirnentwicklung wird ein NAAG-vermittelter zellularer Signalweg zwischen den
Neuronen und den Astrozyten postuliert, der Verbindungen zwischen Neuronen
und Astrozyten initiiert und ein weiterer, diesmal NAA-vermittelter Signalweg
zwischen Neuronen und Oligodendrozyten, der die Myelinisierung einleitet
(Baslow, 2000).
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Neuron
(NAA and NAAG synthetase)

CoA<-I
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I (NAAG peptidase)
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(Aspartoacylase (NAAG-
NAA synthetase) synthetase) Glu \
Ac +Asp > NAA + Glu<=> NAAG Gln

Abbildung 7

Trizellularer NAA-NAAG-Hirnstoffwechselzyklus, Neuronen, Astrozyten und
Oligodendrozyten verknipfend. Modifiziert nach M.H. Baslow (Baslow, 2000).
NAA und NAAG sollen zumindest in bestimmten Stadien der Hirnentwicklung zu

einem zellularen Signalweg beitragen.
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2.1.5.2 Creatin/Phosphocreatin

1l A0
HO—P—N—C—N—C—C_
| | OH
HO CH; H
Abbildung 8

Molekulstruktur des Phosphocreatins

Die Resonanzen von Creatin (Cr) und Phosphocreatin (PCr), oft als
Gesamtcreatin (tCr) bezeichnet, stellen sich als zwei Einzelpeakresonanzen bei
3,03 ppm und 3,93 ppm dar und sind im in-vivo
Protonenmagnetresonanzspektrum nicht zu unterscheiden, da ihre chemische
Verschiebung im schwachen Magnetfeld nahezu gleich ist.

Cr und PCr dienen als Energiepuffer zur Aufrechterhaltung eines konstanten
Adenosintriphosphat(ATP)spiegels tUber die Creatinkinasereaktion (Kaemmerer
et al., 2001). Sie kommen vorwiegend in Geweben mit schnellen Anderungen
des Energieverbrauchs, wie Gehirn und Muskel, vor. Bei der Quantifizierung der
tCr-Resonanz sollte mit Sorgfalt vorgegangen werden, da der Peak bei 3,93
ppm direkt durch den Wasserabsattigungspuls beeinflusst werden kann.
Dariber hinaus kann der Vorsattigungspuls fir den Wasserpeak
Magnetisierungsubertragungseffekte auf die Creatinpeaks verursachen und
damit eine niedrigere Konzentration vortduschen (de Graaf et al., 1999; Dreher
et al., 1994). Klinisch wird tCr oft als innere Referenz zur Erstellung eines
Metabolitenverhéltnisses herangezogen, da man davon ausgeht, dass seine
Konzentration im Erwachsenenalter konstant bleibt. Jedoch wurden regionale
Abweichungen bei gesunden Probanden beschrieben (Hennig et al., 1992;
Mader et al, 2002b; Michaelis et al, 1993) ebenso wie
Konzentrationsschwankungen bei Tumoren (Kugel et al., 1992; Mader et al.,
1996), Schlaganfall (Gideon et al., 1992; Graham et al., 2001) Multipler
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Sklerose (Inglese et al.,, 2003), Chorea Huntington (Tabrizi et al., 2005) und
SCA (Viau et al., 2005).

2.1.5.3 Myoinositol

HO OH
|
H OH
OH H
HO H
H OH
Abbildung 9

Molekulstruktur des Myoinositols

Myoinositol hat eine am starksten ausgebildete Resonanz bei 3,54 ppm im in-
vivo  Protonenmagnetresonanzspektrum des  menschlichen  Gehirns,
hervorgerufen durch die Protonen an C1 und C3.

Inositol wird als astrozytischer Marker angesehen und fungiert als Osmolyt. Ein
hervorragendes Kklinisches Beispiel seiner osmolytischen Funktion ist die
hepatische Encephalopathie, bei der Inositol zum osmotischen Ausgleich bei
erhohten Glutamin- und Glutamatspiegeln fortlaufend reduziert wird (Kreis et
al.,, 1991; Naegele et al., 2000; Ross et al, 1996). Anderweitig sind
Inositolmetaboliten von Interesse, da Inositolphosphat in intrazellularen

Signalketten eingebettet zu sein scheint.
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2.1.5.4 Cholinhaltige Verbindungen
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Abbildung 10

Molekulstruktur des Cholins

Die im in-vivo Protonenmagnetresonanzspektrum zu beobachtende Resonanz
cholinhaltiger Verbindungen (Cho), setzt sich aus Phosphatidylcholin,
Glycerophosphocholin und Sphingomyelin zusammen. Sie haben eine relativ
grof3e Resonanz bei 3,22 ppm aufgrund ihrer neun magnetisch gleichwertigen
Protonen in drei Methylgruppen.

Cholinhaltige Verbindungen sind an der Myelinbiosynthese und dem
Lipidtransport Uber den Methylgruppenstoffwechsel beteiligt. Sie sind
Bestandteil wichtiger zellularer Verbindungen, wie den Phospholipiden, tGber die
sie eine wichtige Rolle im Membranstoffwechsel spielen (Bluml et al., 2003).
Klinisch ist Cho unter anderem in Hirntumoren erhdht (Mader et al., 1996;
Naegele et al., 2000) sowie bei akuter multipler Sklerose (Inglese et al., 2003;
Mader et al., 2000; Mader et al., 2001). Verminderungen wurden bei SCA
(Boesch et al., 2001; Mascalchi et al.,, 2002; Mascalchi et al., 1998) und
kindlicher Ataxie beschrieben (Bluml et al., 2003) .
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2.1.5.5 Glutamin und Glutamat
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Abbildung 11

Molekulstruktur des Glutamins. Bei Glutamat ist die Aminogruppe (NHy) durch

eine Hydroxylgruppe (OH) ersetzt.

Die Sichtbarkeit  der  Glutamin- und Glutamatresonanzen im
Protonenmagnetresonanzspektrum wird von starken Kopplungseffekten
beherrscht. Folglich hangt ihr spektroskopisches Erscheinen von der Echozeit
und der Feldstarke ab. Ihre Resonanzen sind in der Spektralregion zwischen
2,1 bis einschlieB3lich 2,5 ppm und 3,6 bis 3,8 ppm (Kreis et al., 1991) zu finden.
Da sie sich bei einer Feldstarke von 1,5 T sehr gleichen und daher schwer zu
unterscheiden sind, werden sie als Summe von Glutamin und Glutamat (GIx)
angezeigt.

Glutamat ist einer der wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter des
Zentralnervensystems, der in allen Gehirnzelltypen gefunden werden kann,
auch wenn seine hochste Konzentration in Neuronen vorliegt. Das wahrend der
neuronalen Erregung in den synaptischen Spalt ausgeschitte Glutamat wird
durch den Glutamattransporter GLT-1 bei einer sehr niedrigen Konzentration
gehalten, um eine Ubererregung zu vermeiden. Weiterhin sind ATP-abhangige
Enzyme (Glutaminsynthetase, Glutaminase) innerhalb des
Glutamatricktransports zum prasynaptischen Neuron eingeschaltet, wo es
entweder in Vesiceln gespeichert oder in den Citronensaurezyklus zur weiteren
Verstoffwechselung eingeschleust werden kann (Bender et al., 2005). Die
Glutaminsynthetase, die Glutamat zu Glutamin umwandeln kann, spielt eine
zentrale Rolle bei der hepatischen Encephalopathie (Kreis et al., 1991; Naegele
et al., 2000; Ross et al., 1996).
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Bei Chorea Huntington, wie die SCA auch eine Polyglutaminerkrankung,
konnten erhohte Glx-Werte spektroskopisch festgestellt werden. Als Ursache
wurde ein Fehler im zellularen Energiestoffwechsel und ein daraus
resultierender Ausfall der ATP-abhangigen Enzyme im Glutamat-Glutamin-
Kreislauf vermutet, wodurch Glutamat nicht mehr innerhalb sehr niedriger
Konzentrationen gehalten werden kann und ein schleichender Zelltod durch
chronische Ubererregung eintritt (Bender et al., 2005; Masino et al., 2003;
Taylor-Robinson et al., 1996).

2.1.5.6 Lactat

Abbildung 12

Molekulstruktur des Lactats

Das Resonanzspektrum des Lactats in der
Protonenmagnetresonanzspektroskopie setzt sich aus mehreren Anteilen
zusammen. Die drei Protonen der Methylgruppe erzeugen ihre starkste
Resonanz als Doppelpeak bei 1.33 ppm, wohingegen das einzelne
Methanproton bei 4.11 ppm die maximale Resonanz erreicht.

Lactat ist eng mit dem Glukose- und Mitochondrienstoffwechsel verkntpft und
entsteht vor allem unter anaeroben Bedingungen, weswegen es als ein
Indikator fur Ischamie und Hypoxie angesehen wird und daher vor allem in der
Protonenmagnetresonanzspektroskopie nach Schlaganféallen grofRe Bedeutung
erfahrt (Boesch et al., 2001; Graham et al., 2001). Dartber hinaus scheint

Lactat eine Rolle als Derivat des Energiestoffwechsels im gesunden
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Hirngewebe, wie in Abbildung 13 beschrieben, zu spielen, denn es konnte mit
Hilfe der funktionellen Magnetresonanzspektroskopie unter physiologischen
Bedingungen ein Anstieg wahrend visueller Stimulation nachgewiesen werden
(Merboldt et al., 1992). Weiter wurde eine Lactatproduktion durch aktivierte
Makrophagen unter aeroben Bedingungen nachgewiesen, die vor allem in der
subakuten Entzindungsphase nach Schlaganfallen von Interesse ist (Graham
et al., 2001; Lopez-Villegas et al., 1995).

Glutamale

o  Aspartate
@ Cann GLUCOSE
~
PYRUVATE PYRUVATE
.r LDH5

LACTATE

Abbildung 13

Energetische Funktion des Lactats, sogenannter Astrocyten-Neuronen-
Lactattransport: Glucose wird aus dem Blutgefal in den Astrocyten
aufgenommen. Im Astrocyten wird Glucose zu Lactat abgebaut, das in das
Neuron Ubertragen wird, wo es zu Pyruvat metabolisiert wird. Ubernommen von

Magistretti und Pellerin aus ,Functional MRI* (Magistretti and Pellerin, 1999)
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2.1.6 Makromolekule in der Protonenmagnetresonanzsp  ektroskopie

Protonenmagnetresonanzspektroskopie des Gehirns mit kurzen Echozeiten
ermdglicht den Nachweis sogenannter Makromolekile (MM) mit einem
Molekulgewicht tber 3500 Dalton, die einen breiten Unterbau unterhalb des
Signals der Metaboliten mit geringerem Molekilgewicht bilden (Behar and
Ogino, 1993; Hofmann et al., 2001; Hwang et al., 1996; Pfeuffer et al., 1999).
Verschiedene Versuche wurden unternommen, die makromolekularen Beitrage
in der Baseline des Spektrums abzuschatzen, um so eine verlassliche
Quantifizierung der Metaboliten zu erreichen (Hofmann et al., 2001; Seeger et
al., 2003; Soher et al., 2000; Soher et al., 2001).

Andere Studien weisen auf eine mdglicherweise pathologische Relevanz
erhohter Makromolekllresonanzen hin, zum Beispiel bei Schlaganfall oder
Hirntumoren (Howe et al., 2003; Hwang et al., 1996). Die biochemische Identitat
der in der Protonenmagnetresonanzspektroskopie erfassten makromolekularen
Resonanzen ist nicht genau bekannt, aber sowohl Proteine als auch Lipide
konnten zum MM-Signal beitragen.

Daten einer 2D-Korrelationsspektroskopie (COSY) in einem
Rattenhirnschichtmodell nach Trauma und vortibergehendem Verschluss der A.
cerebri media lassen darauf schiel3en, dass die Erhdhung des MM-Signals
durch Acylgruppen in Lipiden hervorgerufen wird (Gasparovic and Berghmans,
1998; Gasparovic et al., 2001). Die Autoren diskutierten ihren Befund
dahingehend, dass verdnderte Makromolekile bei Schlaganfallpatienten
wahrend der nachfolgenden subakuten Phase mobilen Lipiden in Makrophagen
und anderen Zellen entsprechen kénnten.

Im Gegensatz hierzu regten Behar und Mitarbeiter an, dass viele der im
Protonenmagnetresonanzspektrum des gesunden Hirngewebes beobachteten
makromolekularen Resonanzen eher von zytosolischen Proteinen als von
Lipiden ausgehen (Behar and Ogino, 1993; Behar et al., 1994). In ihren in-vitro
Studien an Menschen- und Rattenhirnen waren zytosolische Fraktionen und in
ihren in-vivo Studien gut aufgeléste makromolekulare Resonanzen vorwiegend

zwischen 0.9 und 3.0 ppm erfassbar. Die Behandlung der lipidfreien



34

zytosolischen Makromolekulfraktion mit Proteasen erlaubte die teilweise
Zuordnung von Resonanzen des Protonenmagnetresonanzspektrums zu
spezifischen Aminosauren.

Makromolekiile besitzen kirzere T1-Relaxationszeiten als Metaboliten. Die
Metaboliten haben T1-Relaxationszeiten von langer als 1200 ms (Wang and Li,
1998), wohingegen die Makromolekiile bei 0.9 ppm etwa T1-Relaxationszeiten
von 200 ms aufweisen (Behar et al., 1994; Hofmann et al., 2001; Mader et al.,
2001). So konnen die Metabolitensignale von den Makromolekulsignalen
getrennt werden, indem man eine inversion recovery (IR)-Technik, die
sogenannte metabolite-nulling-Methode (Behar et al., 1994), wie in Abbildung
14 gezeigt, verwendet. Ein einzelner Umkehrpuls wird fur die

Gesamtunterdriickung der Metaboliten benutzt.
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Abbildung 14

Prinzip des metabolite nulling (Metabolitenunterdrickung). Abszisse: Zeit;
Ordinate: Magnetisierung. Durch einen vorangehenden Umkehrimpuls wird die
longitudinale Magnetisierung um 180° umgekehrt. Aufgrund der langeren T1-
Relaxationszeit der Metaboliten ist die LAngsmagnetisierung der Metaboliten zu
Beginn der STEAM-Erregung (Pfeil) gleich null. Zu dieser Zeit ist die
longitudinale Magnetisierung der Makromolekile wieder nahezu vollkommen
ausgepragt, wodurch ein Spektrum entsteht, in dem nur Makromolekile

sichtbar sind.

Andere  Forschungsgruppen entwickelten Verfahren zur optimierten
Metabolitenunterdriickung (Hofmann et al.,, 2001), in denen sie mehrere
Impulse vor dem Erregungsimpuls anwenden. Dennoch war die Anwendung
eines einzelnen Umkehrimpulses in dieser Studie vollkommen ausreichend, um
verlassliche Messungen physiologischer oder pathologischer Makromolekile
durchzufiihren (Abbildung 15).
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Abbildung 15

Normales Protonenmagnetresonanzspektrum der weil3en und grauen Substanz
Obere Spalte: Dargestellt sind die volumes of interest in weil3er (links) und
grauer (rechts) Substanz. Die Vorsattigungsregionen wurden zur besseren
anatomischen Orientierung nicht eingezeichnet.

Untere Spalte: Abgebildet sind die STEAM-Spektren (obere Linien) und die
metabolitenunterdriickten Spektren der weien (links) und grauen (rechts)
Substanz. Die Messparameter waren: TR 1,5 s; TE 15 ms; TM 10 ms; 128
Acquisitionen.

In metabolitenunterdriickten Spektren konnten physiologische Makromolekiile
bei 0.9; 1.5; 2.1 und 3.0 ppm reproduzierbar erfasst und bestimmt werden. Das
makromolekulare Muster, das dem der Metaboliten im STEAM-Spektrum
unterliegt, ist klar abzuschatzen. Unterschiede des Makromolekilgehalts

zwischen anatomischen Regionen wurden beschrieben: So ist der
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Makromolekllgehalt in supratentorieller grauer Substanz hoéher als in
supratentorieller weil3er Substanz (Hofmann et al., 2001; Mader et al., 2002b).
Dabei ist er im Cerebellum genauso hoch wie im Motorkortex und
supratentorielle weiRe Substanz sowie der Pons zeigen ebenfalls gleiche

Konzentrationen an Makromolekulen auf (Mader et al., 2002b).
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2.2 Methoden

2.2.1 Ausrustung

Sowohl die Magnetresonanzbildgebung (MRI) als auch die
Magnetresonanzspektroskopie (MRS) wurden an einem 15 Tesla
Ganzkorpersystem durchgefuhrt (Magnetom Vision, Siemens AG, Erlangen,

Germany). Eine zirkular polarisierte Standardkopfspule wurde verwandt.

2.2.2 Sequenzen

Die Studie beinhaltete axiale, coronare und sagittale T2-gewichtete
Turbospinechosequenzen des gesamten Gehirns mit folgenden Parametern:
Repetitionszeit (TR) 5600 ms, effektive Echozeit (TEeff) 119 ms, Lange des
Echozuges: 15, Schichtdicke 5mm mit 0,5 mm Zwischenschichtliicke,
Auflésung: 210 x 256 Matrix sowie 3 MelRwiederholungen fir die axialen und je
einer Messwiederholung fur die sagittalen und coronaren Aufnahmen (Mader et
al., 2002b). Weiterhin wurden T1-gewichtete Magnetisation Prepared Rapid
Acquisition Gradient Echo (MPRAGE)-Sequenzen (TR 9,7 ms, TE 4 ms,
Inversionszeit (Tl) 39 ms) verwandt, um die spatere Segmentierung des
untersuchten volume of interest in graue und weil3e Substanz sowie Liquor
cerebrospinalis (CSF) zu ermdglichen.

Die Spektroskopie wurde unter Verwendung einer von der Physikergruppe der
Sektion far experimentelle Kernspinresonanz des ZNS des
Universitatsklinikums Tubingen entwickelten Einzelvoxel-STEAM-Sequenz
(Abbildung 16) mit folgenden Parametern durchgefuhrt: Repetitionszeit (TR)
3000 ms; Mixing Intervall (TM) 10 ms; Echozeit (TE) 15 ms; 64 Acquisitionen.
Zwei Gauss’'sche Pulse mit einer Bandbreite von 60 Hz wurden fir die
Wasserunterdriickung eingesetzt. Ein hyperbolischer Umkehrimpuls mit einer
Inversionszeit (TI) von 750 ms wurde, wie in Abbildung 14 gezeigt, zur

Metabolitenunterdriickung angewendet (Behar et al., 1994). Um eine
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verlassliche Erfassung der Makromolekile sicherzustellen, wurde eine
optimierte  Sequenz  mit einer wirkungsvollen  Unterdrickung der
Lipidverunreinigungen von auf3erhalb des volume of interest verwendet (Seeger
et al., 2001). Drei Paare rechtwinklig angeordneter Abséattigungsschichten
wurden auf jeder Voxelseite fur die Vorsattigung fetthaltiger Regionen
verwendet. Fur jede Region erhielt man Spektren mit und ohne

Metabolitenunterdriickung.

o —\ /A
o AT
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Abbildung 16

STEAM Sequenz bei lokalisierter Protonenmagnetresonanzspektroskopie (TE=
15ms). Die Gradienten 1 bis 9 zur Dephasierung unerwiinschter Signale haben
notwendigerweise eine hohe Amplitude um eine kurze Echozeit zu erhalten
(Seeger et al.,1999).

Die beiden volumes of interest wurden innerhalb der Hirnregionen positioniert,
in denen ein Neuronenuntergang bei spinocerebellarer Ataxie nachgewiesen
wurde (Gilman et al., 1996; Guerrini et al., 2004). Weiterhin lag in diesen
Regionen eine in der Magnetresonanzbildgebung signifikante Atrophie
gegeniber Gesunden vor (Brenneis et al., 2003; Birk et al., 1996; Mascalchi et

al., 1998) und sie wurden bereits in vorangehenden Studien als Ort der VOI-
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Positionierung gewahlt (Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi
et al., 1998; Viau et al., 2005).

Im Pons wurde das volume of interest auf Hohe des vierten Ventrikels
positioniert und umfasste ein Volumen von 15 x 20 x 20 mm. Eine transversal
zu coronare Kippung wurde angewandt, um nur ein Minimum an Liquor
cerebrospinalis einzubeziehen und eine Beteiligung des angrenzenden
fetthaltigen Knochenmarks der Schédelbasis zu vermeiden (Mader et al.,
2002b) (siehe Abbildung 17).

Abbildung 17
Position des volume of interest im Pons

Im Kleinhirn wurde das volume of interest in der linken Hemisphéare positioniert.
Das Volumen von 20 x 20 x 20 mm enthielt weil3e und graue Substanz, wobei
nur minimale Beteiligungen von Liquor cerebrospinalis beabsichtigt waren
(Mader et al., 2002b) (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18
Position des volume of interest im Cerebellum

2.2.3 Absolute Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Metaboliten- und Makromolekilresonanzen, wurde das
kommerziell erhaltliche, benutzerunabhangige Programm LCModel (Version
5.2.-2) (Provencher, 1993), das in der Frequenzdomane arbeitet, erweitert
(Seeger et al., 2003; Seeger et al., 2001).

LCModel analysiert ein in vivo Spektrum als lineare Kombination einer
Basisreihe von Modellspektren. Diese Modellspektren wurden mit Hilfe von
Metabolitenmodelldsungen aufgenommen. Die anfangliche Basisreihe bestand
aus Modellspektren von 15 Hirnmetaboliten, die Ublicherweise zur Auswertung
von in vivo Hirnspektren mit LCModel benutzt werden, wie in Abbildung 19

dargestellt.
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Initial basis set of metabolites
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Abbildung 19

Anfangliche Basisreihe der Metabolitenmodellspektren

Die Anpassungsautomatik des LCModel analysiert ein in vivo Spektrum als
lineare Kombination einer Basisreihe von Modellspektren. Die Basisreihe aus
15 Metabolitenspektren der Modelllésungen ist hier verdeutlicht.

Diese Basisreihe war im Rahmen von Vorarbeiten (Mader et al., 2002b; Mader
et al.,, 2001; Seeger et al., 2003; Seeger et al., 2001) um Komponenten fir
Makromolekile und Lipide erweitert worden. Allerdings konnten Modellésungen
fur Makromolekile und Lipide in vitro nicht hergestellt werden, so dass die
Modellkomponenten von parametrisierten in vivo Spektren abgeleitet wurden.
Zu diesem Zweck zog man metabolitenunterdrickte Spektren heran, um
Metabolitenbeteiligungen zu vermeiden, welche die Parametrisierung
beeinflussen kdnnten. Das physiologische Makromolektlmuster des gesunden
Gehirns stellte sich in metabolitenunterdriickten Spektren zuverlassig dar und

wurde in vier breite Linien parametrisiert (siehe Abbildung 20). Diese vier
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Kurven beinhalteten hervortretende Resonanzen, die bereits in einer Vorstudie

Aminosauren innerhalb von Proteinen zugeordnet wurden (Behar et al., 1994).

—Jp mm1
B N mm2

mm3

mm4
oo Lo Lo [T [

4 3 2 1 O
Chemical Shift / ppm

Abbildung 20

Parametrisierung der Makromolekile in metabolitenunterdriickten Spektren
Nach Subtraktion der flachen Modellkurve des Restwassers (obere Linie),
wurden die Spektren parametrisiert, indem man sie an vier breite Linien
anpasste. Die Gesamtanpassung der Spektren ist in der Mitte zu erkennen,
zusammen mit den Anpassungsresten. Die bei der Anpassung verwendeten

Modelllinien sind in den unteren vier Linien dargestellt.

Da die Makromolekilresonanz mm1 bei 0.9 ppm an der gleichen Stelle wie die
Lipidresonanz der CHs-Gruppen der Lipide auftritt, wurde nur eine Komponente
in der Basisreihe benutzt, um beide Resonanzen darzustellen, da Beitrdge von
beiden in Spektren mit Lipidbeteiligung bei 1,5 T nicht zu trennen sind. Diese
gemeinsame Linie, die in die Basisreihe aufgenommen wurde, erhielt die
Bezeichnung lipmm1. Weiterhin wurde eine VerknUpfung der Lipidkurven lip2,
lip3, lip4 und lip5 zu einem Grundmuster (lip_c) vorgenommen, wodurch man
die verlasslichste Trennung der Lipide und Makromolektle erreichte. Mit dieser

Kombination konnte eine augenscheinlich falsche Zuordnung zwischen
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Makromolekilen und Lipiden in der Spektralregion zwischen 1.8 und 2.4 ppm

vermieden werden.

Tabelle 3

Ergebnisse der Makromolekl- und Lipidparametrisierung

§ Die Basiskomponente lipmm1l stellt die mm1- und lipl-Kurven dar. Die vier
Lipidkurven lip2 bis lip5 wurden zu dem Grundmuster lip_c zusammengefugt.

* Die chemische Verschiebung bezieht sich auf Cholin bei 3.22 ppm

+ Diese Parameter wurden wahrend der Parametrisierung festgesetzt

Angepasste Basis- Position *  Line shape
Kurve komponente §

lipl lipmm1 0.89 ppm  Lorentzian
lip2 lip_c 1.30 ppm  Lorentzian
lip3 lip_c 2.05 ppm  Gaussian
lip4 lip_c 2.24 ppm  Gaussian
lip5 lip_c 2.81 ppm  Gaussian
mm1 lipmm1 0.89 ppm+ Lorentzian
mm2 mm2 1.51 ppm  Gaussian
mm3 mm3 2.10 ppm  Gaussian
mm4 mm4 3.00 ppm+ Gaussian

Insgesamt wurden finf unabhangige Komponenten fir Makromolekile und
Lipide zur anfanglichen Standardbasisreihe des LCModel hinzugefiigt. Hierbei
handelt es sich um die Kurve lipmml (moégliche Makromolekil- und
Lipidbeitrage bei 0.9 ppm darstellend), die Kurve lip_c (festgelegte Kombination
anderer Lipidkurven) und mm2 bis mm4 (drei weitere
Makromolekilkomponenten bei 1.5 ppm [mm2], bei 2.1 ppm [mm3] und 3.0
ppm [mm4]). Somit bestand die erweiterte Basisreihe aus 15

Metabolitenspektren und 5 unabhangigen Komponenten fir Makromolekile und



Lipide, wie in Tabelle 3 zusammengefasst und in Abbildung 21 dargestellt. Die

erweiterte Basisreihe wurde zur Anpassung aller in vivo Spektren bei der

endgultigen Auswertung verwendet.

initial basis set (metabolites)

N
)
AT

added components

o b b b

4 3 2 1
Chemical Shift / ppm

Abbildung 21

NAA

Creatine
Glycerophosphocholine
myo-Inositole
Glutamate

Glutamine

Lactate
Phosphocholine
Glucose

NAAG (shifted NAA)
Aspartate

Taurine

Alanine
scyllo-Inositole (shifted Glycine)
GABA

lip_c
lipmm1
mm2
mm3
mm4

Vollstandige erweiterte Modellreihe flir die Anpassungsroutine LCModel. Die

anfangliche Basisreihe aus 15 Metabolitenspektren aus Modelldsungen (oberer

Teil) wurde durch Hinzufigung von 5 Basiskomponenten fiur Lipide und

Makromolekule (unterer Teil), erweitert. Vier der funf parametrisierten Kurven

(lip2 bis lip5) wurden zu dem festgelegten Grundmuster lip_c verknupft. Die

Basiskomponente lipmml stellt die beiden parametrisierten Kurven lipl und

mml dar, die Lipid- und Makromolekilanteile bei 0.9 ppm wiederspiegein.
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Effekte der Repetitions (TR)- und Inversionszeiten (TI) wurden nicht korrigiert.
Da die gewéhlte TR und TI deutlich langer als die dreifache T1-Zeit der
Makromolekile war, ist davon auszugehen, dass Sattigungseffekte in einem
Ausmald von unter 3 % vorliegen. Die Summe aus N-Acetylaspartat und N-
Acetylaspartylglutamat (NA), Creatin (Cr), Cholin (Cho), Myoinositol (Ins) und
die Summe aus Glutamin und Glutamat (GIx) wurden unter Verwendung der
erweiterten Basisreihe, aus den Spektren ohne Metabolitenunterdriickung
absolut quantifiziert. Die Makromolekile wurden aus den

metabolitenunterdriickten Spektren quantifiziert.

2.2.4 Segmentierung

Die gemessenen Metaboliten und Makromolekile liegen mit Ausnahme des
Lactats ausschliel3lich in der grauen und weif3en Substanz und nicht im Liquor
cerebrospinalis vor. Aufgrund der mit der SCA einhergehenden Pons-, Medulla-
und Kleinhirnatrophie ist der Anteil an Liquor erhoht, was zu einer deutlichen
Verféalschung der Konzentrationsangaben fuhrt. Um die Konzentration der
Metaboliten und Makromolekile im volume of interest (VOI) genau zu
bestimmen, muss dieses in die Anteile an grauer und weil3er Substanz bzw.
Liquor segmentiert werden. Uber das resultierende tatsachliche Messvolumen
kann dann eine entsprechende Korrektur der durch LCModel erhaltenen Werte
durchgefuhrt werden.

Zur Segmentierung wurde ein durch Dr. rer. nat. Dipl. phys. Michael Erb
(Sektion fir experimentelle Kernspinresonanz des ZNS, Universitatsklinikum
Tubingen) weiterentwickeltes Programm auf der Basis von spm99 (statistical
parametrics maps; Wellcome Department of Cognitive Neurology) verwendet,
das die Partialvolumina an grauer und weil3er Substanz sowie an Liquor des
volume of interest bestimmte.

Da die Spektroskopie anhand von T2-gewichteten Turbospinechosequenzen
(2D-Datensatze), bestehend aus 20 Schichten mit 5mm Schichtdicke und 0,5

mm Zwischenschichtlicke durchgefuhrt wurde, stellte sich das Problem der fur
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die Segmentierung zu geringen Auflésung. Daher wurden hochauflésende T1-
gewichtete Magnetisation Prepared Rapid Acquisition Gradient Echo
(MPRAGE)-Sequenzen (3D-Datensatze) mit 160 Schichten angefertigt.

Die vorliegenden 3D-Datenséatze waren in einem Scanner-Koordinatensystem
orientiert. Um eine Verarbeitung der Sequenzen in spm99 zu ermoglichen,
mussten sie zunachst in ein von spm99 lesbares Format konvertiert werden,
das sogenannte ANALYZE 7 Format. Dabei wurden die Sequenzen von einem,
an Millimeter-Koordinaten ausgerichteten Format in ein an Voxel-Koordinaten
ausgerichtetes transformiert. Dieses besteht aus 4 Dateien:

Die Image-Datei (*.img) besteht aus einem Vektor von Voxelwerten, welche die
Helligkeitswerte des Bildes wiedergeben.

Die Header-Datei (*.hdr) enthalt Informationen Uber Bildgrof3e (DIM),
VoxelgroRe (VOX), Datentyp (TYPE), Skalierunskoeffizient (SCALE),
Verschiebung der Voxelwerte in *.img (OFFSET), Ursprung der Kopf-
Koordinaten (ORIGIN) und eine kurze Beschreibung (DESCRIP). Die
Sequenzen waren normalisiert und somit in einem rechtshandigen
Koordinatensystem orientiert (x-Achse: von links nach rechts; y-Achse: von
dorsal nach rostral; z-Achse: von caudal nach cranial).

Die Matrix-Datei (*.mat) enthélt eine Zuordnung der Voxel-Koordinaten (Xo, Yo,
Zp) zu den Kopfkoordinaten (X1, Y1, Z1), die in der Header-Datei als VOX und
ORIGIN vorliegen. Die entstehende Matrix stellt eine affine Transformation

zwischen den Koordinaten mit folgender Form dar:

X1=M11Xo+ M12Yyo+ M13Zo+ M14
y1=Mz21Xo+ M22 Yo+ M23Zo+ M2a4
Z1=MsiXo+ Ms2Yyo+ Mszzo+ Msa

Entspricht Bild 1 eine Matrix M; und Bild 2 eine Matrix M,, so ist die Verbindung
beider Bilder M,/ My

Die Position-Datei (*.pos) enthalt die Verbindung zwischen Voxel- und Scanner-
Koordinatensystem. Diese Beziehung ist wie in der vorherigen Datei in einer

Matrix gespeichert (Valsasina, 2001).
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Nachdem die 2D- und 3D-Datensatze aus zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gemessenen Sequenzen bestehen, war es noétig, die Aufnahmen auf ein
gemeinsames Koordinatensystem zu beziehen, da die Position des Kopfes sich
verandern konnte und das Voxel-Koordinatensystem folglich unterschiedliche
Bezugspunkte hatte. Es musste gewahrleistet sein, dass das in den T2-Bildern
festgelegte VOI der entsprechenden Region in den T1-gewichteten Bildern
genau entsprach.

Als Ursprungspunkt des neuen Kopfkoordinatensystems waéhlte man die
Commissura anterior, da sie in sagittalen Aufnahmen meist als gut abgrenzbare
Struktur zwischen dem Rostrum des Corpus callosum und der Fornix zu
erkennen ist. Sie wurde in den Datenséatzen als Nullpunkt innerhalb der
sagittalen, axialen und coronaren Schnitte festgelegt, sodass ein einheitliches
Millimeter-Koordinatensystem fur alle Aufnahmen jedes einzelnen Patienten

und Probanden vorlag (Valsasina, 2001).

Die unterschiedlichen Relaxationszeiten grauer und weil3er Substanz bzw. des
Liquor cerebrospinalis erlauben eine Zuordnung bestimmter Helligkeitsbereiche
zu bestimmten Gewebearten. Bei der gebietsorientierten Segmentierung wird
nicht nur der aktuelle Pixel, sondern auch die Umgebenden zu der
Entscheidung herangezogen, welcher Gewebeart der Pixel zugeordnet wird.
Der zur Segmentierung implementierte Algorithmus besteht aus drei Teilen:
Zuerst wurde das aufgenommene Bild Uber eine affine Transformation auf eine
Vorlage bezogen. Dieser Vorgang wird als template bezeichnet.

Danach wurde eine cluster analysis durchgefiihrt, um die Wahrscheinlichkeit
der Zugehdrigkeit jedes Pixels zu jeder Gewebeart abzuschatzen und zu
optimieren. Die entsprechende Wahrscheinlichkeit wurde Uber eine modifizierte
Form des Algorithmus mixture model berechnet.

Abschlieend wurden die Ergebnisse der Segmentierung in Form von drei
Bildern dargestellt (siehe Abbildung 22), die jeweils nur den Anteil an grauer
oder weil3er Substanz bzw. an Liquor des segmentierten Bildes darstellen. Der
Helligkeitswert der einzelnen Pixel gibt dabei die Wahrscheinlichkeit wieder,

dass der Pixel grauer oder weil3er Substanz bzw. Liquor angehdort. Die
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einzelnen Bilder tragen die Endungen _segl.img fur graue Substanz (GM),
_seg2.img fur weil3e Substanz (WM) und _seg3.img fur Liquor (CSF)
(Valsasina, 2001).

Die Inhomogenitaten der MRI-Bilder wurden mit Hilfe eines multiplikativen
Modells korrigiert. Ziel dieser Korrektur war es, ein UnregelmaRigkeitfeld U zu

bestimmen und dieses zu eliminieren.

AR =¥

grey mattter white mattter

b

d grey mattter

Abbildung 22

Segmentierte MPRAGE-Aufnahme: Die drei oberen Einzelbilder verdeutlichen
den jeweiligen Anteil an grauer und weil3er Substanz bzw. Liquor der zuvor
segmentierten Aufnahme sowie darunter den jeweiligen Anteil auf das volume
of interest bezogen. Der Liquoranteil wurde zur nachfolgenden

Messwertekorrektur eingesetzt.
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Da in einigen Fallen Bilder aus Messungen an unterschiedlichen Tagen
vorlagen, wurde eine between modality coregistration durchgeftihrt, um eine
Vergleichbarkeit der Bilder zu erreichen. Ziel dieses Vorgangs ist, eine Matrix
zu berechnen, die eine affine Transformation enthélt, welche die Koordinaten
des object-Bildes (in dem das VOI ausgerichtet wurde) mit den Koordinaten des
target-Bildes (auf das das VOI tibertragen werden soll) verbindet.

Zur Koregistrierung wurden zwei Vorlagen (tr und tg) der beiden zu
vergleichende Bilder f und g verwendet.

Zuerst wurde eine affine Transformation zwischen den Vorlagen und den
Bildern bestimmt. Danach wurden die Bilder, wie zuvor beschrieben,
segmentiert. Zuletzt koregistrierte man die segmentierten Bilder, indem man
eine Matrix fand, welche die zuvor segmentierten Bilder Uber eine affine
Transformation zwischen den Koordinaten verbindet, wodurch die Konvergenz

beider Bilder erreicht wurde (Valsasina, 2001).

Bis zu diesem Punkt wurde das gesamte 3D-Bild segmentiert und die affine
Transformation bezog sich auf die Raumkoordinaten des segmentierten Bildes
und des Bildes, indem das VOI ausgewahlt wurde.

Um nun das VOI korrekt in das segmentierte Bild zu Uberlagern, wurde ein
Reslice des VOI auf das segmentierte Bild vorgenommen. Hierbei entstehen
vier Bilder:

Im ersten ist das in das segmentierte Bild Uberlagerte VOI wiedergegeben. Die
restlichen drei enthalten die segmentierten Anteile des VOI (siehe Abbildung
22). Aus ihnen wurde zum Abschluss der prozentuale Anteil an grauer und
weilRer Substanz bzw. Liquor des VOI berechnet (Valsasina, 2001). Uber den
resultierenden Liquoranteil konnte dann eine Korrektur der

Messwertkonzentrationen erfolgen.
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2.2.5 Statistische Auswertung

Fur die Berechnungen zur Beschreibung der Versuchspersonen wurde eine
SPSS-Software, Version 10.0, benutzt.

Die deskriptive Statistik der Metaboliten- und Makromolekilkonzentrationen
wurde unter Bearbeitung mit einer Excel Microsoft Office 2000 Professional
Software, Version 9.00.2816 (Microsoft Corporation, 2000) sowie einer SPSS-
Software, Version 10.0 erstellt.

Die statistischen Berechnungen wurden unter Verwendung der JMP Software
Version 5.0 (SAS Institute Inc., Cary NC, USA, 2002) im Institut fur
medizinische Informationsverarbeitung der Universitat Tubingen durchgefihrt.
Die Metaboliten- und Makromolekilkonzentrationen in  den Dbeiden
Untersuchungsregionen der Patienten- und Probandengruppe wurden auf
Normalverteilung und Varianzgleichheit Gberpruft.

Zur Uberpriifung der Altersgleichverteilung wurde ein t-Test unter Annahme
gleicher Varianzen angewandt. Fiur den Nachweis der Gleichverteilung des
Geschlechts wurde eine Kontingenzanalyse nach Patienten-/Probandengruppe
durchgefuhrt.

Die Ponsregion betreffend, wurde bei nachgewiesener Normalverteilung und
Gleichheit der Varianzen fur die Metaboliten NA, Cho und GlIx ein t-Test
durchgefiihrt. Beim Vergleich der Konzentrationen der Metaboliten Cr, Ins und
der Makromolekulanteile lipmm1, mm2, mm3, mm4 kam ein Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test (Rangsummentest) zur Anwendung, da eine Normalverteilung nicht
gegeben war (siehe Tabelle 4).

Fur Ins, das im Pons pathologische Konzentrationen aufwies, wurde ein

Korrelationskoeffizient mit der Erkrankungsdauer berechnet (siehe Tabelle 4).
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Durchgefiihrte statistische Tests fur die Untersuchungsregion Pons

Getestete GroRRe

Normalverteilung

Varianzgleichheit

angewandter

statistischer Test

NA ja ja t-Test

Cr nein nein Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

Cho ja ja t-Test

Ins nein nein Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

Glx ja nein Welch Test
(t-Test fur un-
gleiche Varianzen)

Lipmm1 nein ja Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

mm2 nein ja Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

mm3 nein nein Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

mm4 nein ja Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

Ins mit nein entfallt Korrelations-

Erkrankungsdauer koeffizient

Fur das Cerebellum wurden die Metaboliten NA, Cr und GIx nach Nachweis der

Normalverteilung und gleicher Varianzen, mittels eines t-Tests untersucht. Die

Konzentrationen der Metaboliten Ins und Cho sowie der Makromolekulanteile

lipmm1, mm2, mm3, mm4 wurden mit Hilfe eines Wilcoxon/Kruskal-Wallis Tests

(Rangsummentest) verglichen, da keine Normalverteilung vorlag (siehe Tabelle

5).
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Fur die Metaboliten NA, Cr die im Cerebellum pathologische Konzentrationen

aufwiesen,

wurden

berechnet (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5

Korrelationskoeffizienten mit der

Erkrankungsdauer

Durchgefiihrte statistische Tests fur die Untersuchungsregion Cerebellum

Getestete GroRRe

Normalverteilung

Varianzgleichheit

angewandter

statistischer Test

NA ja nein Welch Test
(t-Test fur un-
gleiche Varianzen)

Cr ja ja t-Test

Cho nein nein Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

Ins nein nein Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

Glx ja nein Welch Test
(t-Test fur un-
gleiche Varianzen)

lipmm1 nein ja Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

mm?2 nein ja Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

mm3 nein nein Wilcoxon/Kruskal-
Walllis Test

mm4 nein ja Wilcoxon/Kruskal-
Wallis Test

NA mit Erkrank- ja entfallt Korrelations-

ungsdauer koeffizient

Cr mit Erkrank- ja entfallt Korrelations-

ungsdauer

koeffizient
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Um weitere Effekte der Krankheit auf Metaboliten und Makromolekulanteile zu
berechnen, wurden aufgrund fehlender Normalverteilung beim
Makromolekilanteil mm3, Rangkorrelationen nach Spearman’s Rho errechnet,
wobei nach der Region stratifiziert wurde. Untersucht wurden die
Rangkorrelationen von NA zur Anzahl der CAG-Repeats, GIx zur Anzahl der
CAG-Repeats und mm3 zur Anzahl der CAG-Repeats (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6
Durchgefiihrte statistische Tests fur die Untersuchungsregionen Pons und

Cerebellum

Getestete Grof3e |Normalverteilung |Varianzgleichheit |angewandter

statistischer Test

NA mit CAG- ja entfallt Rangkorrelation
Repeatanzahl nach

Spearman’s Rho

GIx mit CAG- ja entfallt Rangkorrelation
Repeatanzahl nach

Spearman’s Rho

mm3 mit CAG- nein entfallt Rangkorrelation
Repeatanzahl nach

Spearman’s Rho

GIx mit NA ja entfallt Rangkorrelation
nach
Spearman’s Rho

mm3 mit NA nein entfallt Rangkorrelation
nach

Spearman’s Rho

mm3 mit GIx nein entfallt Rangkorrelation
nach

Spearman’s Rho
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Eine weitere Stratifizierung nach der Region und dem SCA-Subtypen wurde
nach Spearman’s Rho fir Glx zu NA, mm3 zu NA und mm3 zu GlIx durchgefthrt
(siehe Tabelle 6).

Eine Korrektur fir multiples Testen wurde nach Bonferroni/Holm jeweils fur die
Untersuchungsregionen Pons bzw. Cerebellum durchgefihrt (siehe Tabelle 7
und Tabelle 8). Eine Korrektur der fur beide Untersuchungsregionen

durchgeflihrten Tests war aufgrund fehlender Signifikanz nicht nétig.

Tabelle 7
Korrektur ~ fir  multiples Testen nach  Bonferroni/Holm  fur  die

Untersuchungsregion Pons

Metabolit/ Unkorrigierter Faktor Korrigierter p-Wert
Makromolekilanteil p-Wert

Ins 0.002 10 0.02

NA 0.014 9 0.126

Glx 0.078 8 nicht signifikant
mm4 0.160 7 nicht signifikant
Cr 0.274 6 nicht signifikant
mm?2 0.397 5 nicht signifikant
mm3 0.635 4 nicht signifikant
lipmm1 0.635 3 nicht signifikant
Cho 0.649 2 nicht signifikant
Ins mit Erkrank- 0.777 1 nicht signifikant
ungsdauer
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Tabelle 8
Korrektur ~ fir  multiples Testen nach  Bonferroni/Holm  fur  die

Untersuchungsregion Cerebellum

Unkorrigierter Faktor Korrigierter p-Wert
p-Wert
NA 0.0004 11 0.0044
Cr 0.004 10 0.04
Cho 0.048 9 0.432
Ins 0.131 8 nicht signifikant
mm4 0.227 7 nicht signifikant
mm3 0.246 6 nicht signifikant
Lipmm1 0.486 5 nicht signifikant
Cr mit Erkrank- 0.601 4 nicht signifikant
ungsdauer
mm2 0.693 3 nicht signifikant
Glx 0.894 2 nicht signifikant
NA mit Erkrank- 0.901 1 nicht signifikant
ungsdauer
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2.3 Versuchspersonen

2.3.1 Patienten

Bei den an spinocerebellarer Ataxie erkrankten Patienten wurden zwei
verschiedene anatomische Regionen untersucht, in denen nach heutiger
Vorstellung der Fokus der Erkrankung zu suchen ist: Der Pons und das
Cerebellum (vgl. Abbildung 17 und Abbildung 18).

2.3.1.1 Untersuchungsregion Pons
Fur die Ponsregion wurden 11 Patienten untersucht, davon 7 méannliche und 4
weibliche (siehe Tabelle 9). Der Altersmedian betrug 43 Jahre mit einer

Altersspanne von 29 — 62 Jahren (siehe Tabelle 10).

Tabelle 9

Geschlechtsverteilung der Patienten fur die Untersuchungsregion Pons

Geschlecht Patienten | Anzahl Patienten

Mannlich 7
Weiblich 4
Gesamt 11

Tabelle 10

Altersmedian und Alterspanne der Patienten fur die Untersuchungsregion Pons

Anzahl Altersmedian | Altersspanne
Patienten [Jahre] [Jahre]
11 43 29 - 62

5 Patienten waren am SCA-Subtyp 1 erkrankt, 4 am Subtyp 2 und 2 am Subtyp
3 (siehe Tabelle 11). Bei den 5 SCA1-Patienten betrug die Erkrankungsdauer 2
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bis 12 Jahre, das Alter bei der Erstmanifestation lag zwischen 33 und 42 Jahren
und die Anzahl der CAG-Trinukleotidrepeats betrug zwischen 43 und 49 (siehe
Tabelle 12). 2 Patienten waren mannlich und 3 weiblich (siehe Tabelle 11).

Die 4 SCA2-Patienten waren zwischen 5 und 12 Jahren lang erkrankt. Das
Erstmanifestationsalter bewegte sich zwischen 18 und 57 Jahren und die
Anzahl der CAG-Repeats lag zwischen 35 und 44 (siehe Tabelle 12). Es
handelte sich um 3 méannliche Patienten und eine weibliche Patientin (siehe
Tabelle 11).

Die 2 SCA3-Patienten litten seit 13 beziehungsweise 14 Jahren an ihrer
Erkrankung. Sie trat zum ersten Mal mit 33 und 39 Jahren auf und es fand sich
bei ihnen jeweils eine CAG-Repeatanzahl von 73 (siehe Tabelle 12). Beide

waren mannlich (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11

Geschlechtsverteilung der Patienten fur die Untersuchungsregion Pons

Geschlecht SCAl SCA2 SCA3

Patienten Anzahl Patienten | Anzahl Patienten |Anzahl Patienten
Ménnlich 2 3 2

Weiblich 3 1 0

Gesamt 5 4 2

Tabelle 12

Erkrankungsdauer, Alter bei Erstmanifestation und Anzahl der CAG-Repeats

der Patienten flr die Untersuchungsregion Pons

SCA- Erkrankungs- | Alter bei Anzahl der CAG-
Subtyp |Dauer Erstmani- Repeats
[Jahre] festation [Jahre]
1 2-12 33-42 43 - 49
2 5-12 18 - 57 35-44
3 13- 14 33-39 73
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2.3.1.2 Untersuchungsregion Cerebellum

Fur die Cerebellumregion wurden 12 Patienten untersucht, davon 7 mannliche
und 5 weibliche mit einem Altersmedian von 43 Jahren und einer Altersspanne
von 29 — 62 Jahren (siehe Tabelle 13 und Tabelle 14).

Tabelle 13
Geschlechtsverteilung der Patienten fur die Untersuchungsregion Cerebellum

Geschlecht Patienten | Anzahl Patienten
Ménnlich 7

Weiblich 5

Gesamt 12

Tabelle 14
Altersmedian und Alterspanne der Patienten fur die Untersuchungsregion

Cerebellum

Anzahl Altersmedian | Altersspanne
Patienten [Jahre] [Jahre]
12 43 29 - 62

5 Patienten waren am SCA-Subtyp 1 erkrankt, 5 am Subtyp 2 und 2 am Subtyp
3 (siehe Tabelle 15).

Die Erkrankung dauerte bei den 5 SCA1l-Patienten zwischen 2 und 12 Jahren
an und trat im Alter zwischen 33 und 42 Jahren auf. Die Anzahl der CAG-
Trinucleotidrepeats betrug zwischen 43 und 49 (siehe Tabelle 16). 2 Patienten
waren mannlich, 3 weiblich (siehe Tabelle 15).

Bei den 5 SCA2-Patienten lag die Erkrankungsdauer zwischen 5 und 12
Jahren. Das Alter der Erstmanifestation bewegte sich zwischen 18 und 57

Jahren und die Anzahl der CAG-Repeats lag zwischen 35 und 44 (siehe
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Tabelle 16). Es handelte sich um 3 mannliche und 2 weibliche Patienten (siehe

Tabelle 15).

Die 2 SCA3-Patienten litten 13 beziehungsweise 14 Jahre an ihrer Erkrankung,

die im Alter von 33 und 39 Jahren auftrat. Die Anzahl der CAG-Repeats betrug

bei beiden 73 und beide waren ménnlich (siehe Tabelle 15 und Tabelle 16).

Tabelle 15

Geschlechtsverteilung der Patienten fur die Untersuchungsregion Cerebellum

Geschlecht SCAl SCA2 SCA3

Patienten Anzahl Patienten | Anzahl Patienten | Anzahl Patienten
Ménnlich 2 3 2

Weiblich 3 2 0

Gesamt 5 5 2

Tabelle 16

Erkrankungsdauer, Alter bei Erstmanifestation und Anzahl der CAG-Repeats

der Patienten fir die Untersuchungsregion Cerebellum

SCA- Erkrankungs- | Alter bei Anzahl der CAG-
Subtyp |Dauer Erstmani- Repeats
[Jahre] festation [Jahre]
1 2-12 33-42 43 - 49
2 5-12 18 - 57 35-44
3 13- 14 33-39 73
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2.3.2 Probanden

Bei den nach Alter und Geschlecht gematchten gesunden Probanden wurden
ebenfalls die Regionen Pons und Cerebellum untersucht (vgl. Abbildung 17 und
Abbildung 18).

2.3.2.1 Untersuchungsregion Pons
Fur die Ponsregion wurden 20 Probanden mit einem Altersmedian von 40
Jahren und einer Altersspanne von 27 — 62 Jahren untersucht (siehe Tabelle

18). 13 der Probanden waren mannlich und 7 weiblich (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17

Geschlechtsverteilung der Probanden fur die Untersuchungsregion Pons

Geschlecht Probanden | Anzahl Probanden

Mannlich 13
Weiblich 7
Gesamt 20

Tabelle 18
Altersmedian und Alterspanne der Probanden fir die Untersuchungsregion
Pons

Anzahl Altersmedian | Altersspanne
Patienten [Jahre] [Jahre]
20 40 27 - 62
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2.3.2.2 Untersuchungsregion Cerebellum

Die Untersuchung des Cerebellums wurde bei 16 Probanden durchgefihrt,
deren Altersmedian 43 Jahre betrug und deren Altersspanne sich von 31 — 63
Jahren erstreckte (siehe Tabelle 20). 10 der Probanden waren mannlich und 6
weiblich (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19

Geschlechtsverteilung der Probanden fur die Untersuchungsregion Cerebellum

Geschlecht Probanden | Anzahl Probanden
Mannlich 10

Weiblich 6

Gesamt 16

Tabelle 20
Altersmedian und Alterspanne der Probanden fir die Untersuchungsregion

Cerebellum

Anzahl Altersmedian | Altersspanne
Patienten [Jahre] [Jahre]
16 43 31-63
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3 Ergebnisse

3.1 Metaboliten

Nachdem Lactat beim Uberwiegenden Teil der Messungen unter der
Nachweisgrenze lag, wurde es in der statistischen Auswertung nicht
berticksichtigt. Es wurden lediglich die Konzentrationen von N-Acetylaspartat
und N-Acetylaspartylglutamat (NA); Creatin (Cr), Cholin (Cho), Glutamin und

Glutamat (GIx) sowie Myoinositol (Ins) ausgewertet.
3.1.1 Untersuchungsregion Pons

Im Pons der Patienten war die Myoinositolkonzentration im Vergleich zu den
Probanden signifikant erhoht (pwor= 0.02) (siehe Abbildung 23). Die
Konzentration des N-Acetylaspartats/N-Acetylaspartylglutamats war bei den
Patienten gegenuber den Probanden nach Korrektur fir multiples Testen nicht
signifikant verandert (pkor= 0.126). Der unkorrigierte p-Wert lag hier bei
Punkorr= 0.014 (siehe Abbildung 24). Fur Glutamin/Glutamat konnte lediglich eine
verminderte Varianz der Konzentrationen bei den Patienten im Vergleich zu den
Probanden, nicht aber ein signifikanter Unterschied beobachtet werden (siehe
Abbildung 25). Fur Creatin und Cholin lieRen sich keine signifikanten
Veranderungen nachweisen. In Tabelle 21 wird eine Ubersicht der

Metabolitenkonzentrationen im Pons gegeben.
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Abbildung 23
Vergleich der absoluten Myoinositolkonzentration im Pons;
Pkorr= 0.02/ Punkorr—= 0.002
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Abbildung 24
Vergleich der absoluten N-Acetylaspartat/N-Acetylaspartylglutamat-
konzentration im Pons; pkorr= 0.126/ pynkor= 0.014
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Abbildung 25

Vergleich der absoluten Glutamin/Glutamatkonzentration im Pons;

Prorr= 0.624/ punkorr= 0.078.

Auffallig ist die verminderte Varianz der Glutamin/Glutamatkonzentration bei

den Patienten.

Tabelle 21
Liquorkorrigierte absolute Konzentrationen der Metaboliten in der Ponsregion

Signifikante Unterschiede zwischen Patienten und Probanden: " Prorr<0.05

Metabolit Patienten Probanden
[mMol/l] | Mittelwert | Median | 95% Mittelwert | Median | 95%
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall
NA 7,18 5,62 4,87 - 6,40 8,55 7,34 6,81 - 8,00
Cr 5,52 4,38 3,37 -5,31 5,03 4,09 3,94 -4,73
Cho 1,84 1,47 1,29-1,61 1,91 1,56 1,48 -1,81
Ins 7,59 589 [434-761 |4,27 3,66 [2,82-4,55
Glx 5,34 4,49 2,02 -6,42 8,56 6,66 5,18 - 9,35
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3.1.2 Untersuchungsregion Cerebellum

Das Cerebellum betreffend, zeigte sich bei den Patienten eine signifikante
Erniedrigung der N-Acetylaspartat/N-Acetylaspartylglutamatkonzentration im
Vergleich zu den Probanden (pwonr= 0.0044) (siehe Abbildung 26). Die
Creatinkonzentration im Cerebellum der Patienten war gegenuber den
Probanden signifikant erhdht (pkor= 0,04) (siehe Abbildung 27). Bei Cholin,
Myoinositol und Glutamin/Glutamat ~ wurden keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede beobachtet.

Die Metabolitenkonzentrationen im Cerebellum sind in Tabelle 22 dargestellt.

9 i
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Abbildung 26
Vergleich der absoluten N-Acetylaspartat/N-Acetylaspartylglutamat-
konzentration im Cerebellum; pyorr= 0.0044/ pynkor= 0.0004.
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Cr
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Abbildung 27
Vergleich der absoluten Creatinkonzentration im Cerebellum;
pkorr: 004/ punkorr: 0004

Tabelle 22

Liquorkorrigierte

Cerebellumregion

absolute

Konzentrationen

der

Metaboliten in

Signifikante Unterschiede zwischen Patienten und Probanden:

der

" Prorr <0.005
’ Pkorr <0,05

Metabolit Patienten Probanden

[mMol/l] | Mittelwert | Median | 95% Mittelwert | Median | 95%
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall

NA 6,25 550" [4,93-6,55 7,86 7,727 [7,39-8,14

Cr 7,98 739" [6,53-8,08 |6,74 6,86 [6,20-7,14

Cho 1,58 1,42 |1,20-1,66 1,70 1,66 |1,55-1,80

Ins 5,47 462 [3,90-598 [4,80 465 [3,95-5,53

Glx 9,63 8,99 |6,73-11,00 [9,43 8,52 |7,15-11,49
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3.2 Makromolekile

Der Lipidanteil lip_c lag beim Uberwiegenden Teil der Messungen unter der
Nachweisgrenze und wurde deshalb in der statistischen Auswertung nicht
berticksichtigt. Ausgewertet wurden hingegen die Konzentrationen der

Makromolekilanteile lipmm1, mm2, mm3 und mm 4.

3.2.1 Untersuchungsregion Pons

Im Bereich des Pons gab es keinen signifikanten Unterschied der
Makromolekilanteile lipmm1, mm2, mm3 und mm 4 zwischen Patienten und
Probanden. Darlber hinaus wurde auch keine Tendenz zu einem
nichtsignifikanten  Unterschied sichtbar. Tabelle 23 verdeutlicht die

Makromolekiilkonzentrationen im Pons.

Tabelle 23
Liguorkorrigierte absolute Makromolekllkonzentrationen

(magnetresonanzspektroskopisch erfassbare Proteine in [mMol/l]) in der

Ponsregion
Makro- Patienten Probanden
molekile
[mMol/l] | Mittelwert | Median | 95% Mittelwert | Median | 95%
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall
lipmml |4,62 4,18 2,19 - 4,99 513 4,33 3,56 -5,29
mm2 4,19 3,31 1,48 - 5,32 541 5,10 3,46 - 5,93
mm3 5,07 4,66 3,04 -5,01 5,70 4,69 4,35 - 5,52
mm4 1,43 1,30 0,79 - 1,50 1,06 0,86 0,70-1,14
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3.2.2 Untersuchungsregion Cerebellum

Im Cerebellum konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied der
Makromolekilanteile lipmm1, mm2, mm3 und mm 4 zwischen Patienten und
Probanden nachgewiesen werden. Des weiteren zeichneten sich auch hier
keine Tendenzen zu einem nichtsignifikanten Unterschied ab. Die

Makromolekilkonzentrationen im Cerebellum sind in Tabelle 24 abgebildet.

Tabelle 24

Liguorkorrigierte absolute Makromolekllkonzentrationen
(magnetresonanzspektroskopisch erfassbare Proteine in [mMol/l]) in der
Cerebellumregion

Makro- Patienten Probanden

molekiile

[mMol/l] | Mittelwert | Median | 95% Mittelwert | Median | 95%
Konfidenz- Konfidenz-
intervall intervall

Lipmm1 [4,90 4,12 2,94 - 5,93 577 5,73 4,70 - 6,69

mm2 8,40 8,63 5,73-9,58 9,45 9,37 8,12 - 10,56

mm3 8,59 7,72 6,17 - 9,61 7,63 7,26 6,96 - 8,12

mm4 1,78 1,61 1,34-1,89 1,55 1,44 1,26 - 1,80

3.3 Abhangigkeit von der Erkrankungsdauer

Fur die Metaboliten Na, Cr und Ins, die im Cerebellum bzw. Pons pathologische
Konzentrationen gezeigt hatten, wurden keine Korrelationen mit der

Erkrankungsdauer gefunden.
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3.4 Abhangigkeit von der Anzahl der CAG-Repeats

Beim Vergleich von NA, GIx und mm3 mit der Anzahl der CAG-Repeats,
stratifiziert nach den beiden Untersuchungsregionen, konnten Kkeine

Korrelationen nachgewiesen werden.

3.5 Abhangigkeit vom SCA-Subtyp

Eine weitere Stratifizierung nach Region und SCA-Subtyp ergab fur NA mit Glx,

mm3 mit NA und mm3 mit GIx ebenfalls keine Korrelationen.

3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wir stellten eine signifikante Erhéhung der Inositolkonzentration (p <0.05) bei
den an SCA erkrankten Patienten innerhalb des Pons fest.

Im Cerebellum wiesen wir eine signifikante Verringerung der N-
Acetylaspartatkonzentration (p <0.005) und eine signifikant erhohte
Creatinkonzentration (p <0.05) bei den SCA Patienten nach.

Bei den ubrigen Metaboliten konnten keine signifikanten Unterschiede innerhalb
beider Untersuchungsregionen festgestellt werden.

Hervorzuheben ist dabei, das sich bei den Glutamin/Glutamatkonzentrationen
keine Unterschiede ergaben, abgesehen von einer auffallig verminderten
Varianz der Konzentrationen bei den SCA Patienten innerhalb des Pons.
Ebenso waren die Makromolekilkonzentrationen, welche das
proteingebundene Glutamin/Glutamat wiederspiegeln kénnten, zwischen der

Patienten- und Probandengruppe unverandert.

Abschlieend wurde kein Zusammenhang der Metaboliten- und
Makromolekilkonzentrationen mit der Erkrankungsdauer, der Anzahl der CAG-

Repeats bzw. dem SCA-Subtyp der Patienten gefunden.
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4 Diskussion

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit richtete sich auf die Frage nach der
spektroskopischen Erfassbarkeit der bei spinocerebellarer Ataxie entstehenden
veranderten intrazellularen Proteine. Urséachlich hierfur sind verlangerte CAG-
Repeats der betreffenden Genloci auf Chromosom 6p22-p24 fur SCAL,
Chromosom 12q23-24.1 fur SCA2 und Chromosom 14932.1 fur SCA3
verantwortlich (Kawaguchi et al., 1994; Martin, 1999; Robitaille et al., 1997).
Diese codieren auch beim Gesunden fir die Ataxin 1, Ataxin 2 und Ataxin 3
genannten Proteine. Bei den an SCA Erkrankten entstehen aufgrund der
verlangerten CAG-Repeats Polyglutaminstrange, da die Basenabfolge CAG flr
Glutamin codiert (Klockgether et al., 2000; Paulson, 2000; Rib et al., 2003a).
Diese Polyglutaminstrange verursachen eine Proteinaggregation und die
Bildung neuronaler intranuclearer Einschlisse (nuclear inclusions; NIs), einem
Hauptmerkmal der Polyglutaminerkrankungen (Cummings and Zoghbi, 2000;
Zoghbi and Orr, 1999). Es wird vermutet, dass die aufgrund der
Polyglutaminstrange fehlgefalteten Ataxine durch Proteasome nicht abgebaut
werden kdnnen. So kommt es zu einer ubiquitinvermittelten Aggregation der
Proteine innerhalb der Nis. Eine experimentelle Hemmung der Ubiquitinierung
fuhrte eine geringere Anzahl an NIs unter gleichzeitiger Zunahme des
Zelluntergangs mit sich. Dies legt nahe, dass die mutierten Ataxine toxischer
sind, wenn sie nicht ubiquitiniert und innerhalb der NIs abgelagert werden und
somit die Bildung der Nis als zellprotektiv anzusehen ist (Colomer Gould, 2005;
Cummings et al., 1999; Cummings and Zoghbi, 2000; Saudou et al., 1998).

4.1 Makromolekdule

Glutamin- und glutamathaltige Makromolekile konnen mit Hilfe der
Protonenmagnetresonanzspektroskopie nachgewiesen werden (Behar and
Ogino, 1993). Unter Anwendung der metabolite-nulling-Methode konnten

Resonanzen fur an Makromolekile gebundenes Glutamin und Glutamat bei
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2.05 und 2.29 ppm innerhalb einer cytosolischen Hirngewebslésung bei 8.4
Tesla zugeordnet werden (Behar et al., 1994). Eine entsprechende
Makromolekilresonanz bei 2.1 ppm konnte auch bei 1.5 Tesla entdeckt werden
und wurde in das zur unserer Datenauswertung benutzte erweiterte
Quantifizierungsprogramm LCModel eingearbeitet (Seeger et al., 2003).

In vitro konnten die Polyglutaminstréange in Ataxin 3 durch Protonen- bzw. **N-
Magnetresonanzspektroskopie sichtbar gemacht werden. Hierbei wurde
nachgewiesen, dass die Glutaminseitenstrange der Polyglutaminregion zu den
scharfen Resonanzpeaks in menschlichem Ataxin 3 bei 7.49 und 6.83 ppm
beitragen (Masino et al.,, 2003). Bei der X-chromosomalen spino-bulbéren
Muskelatrophie, nach ihrem Erstbeschreiber auch Kennedy-Krankheit genannt,
handelt es sich um eine weitere Polyglutaminerkrankung (Cummings and
Zoghbi, 2000; Mader et al, 2002a). Hier fanden sich erhohte
Makromolekulkonzentrationen bei 0.9 ppm in der
Protonenmagnetresonanzspektroskopie, die allerdings nicht
makromolekilgebundenem Glutamat und Glutamin zugeordnet werden
konnten, sondern ihren Ursprung vermutlich in einem anderen bei der
Erkrankung entstehenden pathologischen Protein haben (Mader et al., 2002a).
In dieser Untersuchung konnten wir keinerlei signifikante Unterschiede der
Makromolekilkonzentrationen zwischen an SCA Erkrankten und Gesunden
feststellen, noch  zeigten sich  nichtsignifikante  Tendenzen  zu
Konzentrationsunterschieden ab.

Die bei an SCA Erkrankten zu findenden polyglutaminstranghaltigen Ataxine
sowie ihre Aufspaltungsprodukte scheinen bei der in vivo Spektroskopie nicht
direkt  sichtbar  zu sein. Dies mag einerseits durch die
polyglutaminregionvermittelte partielle Proteinaggregation zu 3-
Faltblattstrukturen bedingt sein, wie sie fur Ataxin 3 gezeigt wurde (Bevivino
and Loll, 2001). So wird vermutet, dass die verlangerte Glutaminsequenz
einerseits zu einer Instabilitat des Ataxins und somit zum domain-swapping,
einem Trennen und Vertauschen der verschiedenen Proteindoménen fihrt.
Weiterhin zeigen die aufgebrochenen Polyglutaminsequenzen eine starke

Tendenz zur Aggregation der Proteindomanen in Form von R-Faltblattstrukturen
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(Bevivino and Loll, 2001). Andererseits konnte ein Wechselwirkung mit anderen
zellularen Komponenten auch zu einer kompakteren Molekulstruktur fihren
(Masino et al., 2003). Erst kirzlich konnte nachgewiesen werden, dass
nichtpathologisches Ataxin 3 als ein deubiquitinierendes Enzym im Ubiquitin-
Proteasom Signalweg fungiert und Uber Bindung und Einkirzung von
Ubiquitinketten an der Proteinaggregatbildung selbst beteiligt ist (Burnett and
Pittman, 2005). Weitere Bindungspartner innerhalb zellularer Signalketten, wie
z.B. das valosin-containing protein (VCP), einem Chaperonmolekil mit
vielfaltiger intrazellularer Wirkung, sind bekannt (Albrecht et al., 2004; Masino et
al., 2003). Beide Annahmen, das Vorliegen als 3-Faltblatt oder die Bindung an
zellulare Komponenten wirden die Abschirmung der pathologischen
Genprodukte erklaren und damit die Tatsache, dass sie in vivo spektroskopisch

nicht nachweisbar sind.

4.2 Metaboliten

Grundsatzlich stellt sich bei neurologischen Erkrankungen, die mit einer
Atrophie der untersuchten Hirnregion einhergehen, das Problem der
Metabolitenkonzentrationsverfalschung aufgrund des gesteigerten Anteils an
Liquor cerebrospinalis innerhalb des volume of interest. In Vorstudien wurde
diesem Problem mit dem Versuch bei der Voxelpositionierung méglichst wenig
Liquor einzubeziehen und der Bildung von Metabolitenverhaltnissen begegnet
(Boesch et al.,, 2001; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998), obwohl
durchaus volumetrische Daten an Pons und Cerebellum erhoben wurden
(Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998).
Metabolitenverhaltnisse sind innerhalb von Studien zwar besser zu vergleichen,
da sie paremeterunabhangig sind. Allerdings sind in der Angabe absoluter
Konzentrationen zuséatzliche Informationen enthalten und es besteht nicht das
Problem der Verhalnisnormalisierung, wobei zum Beispiel eine Veranderung im
Nenner ohne Veranderung des Zahlers einen Unterschied der

Untersuchungsgruppen vortauschen konnte oder im umgekehrten Fall einen
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Gruppenunterschied verbirgt (Viau et al., 2005). Bei Guerrini et al. finden sich
absolute Konzentrationen, die jedoch weder einer Partialvolumenkorrektur
unterzogen, noch mit dem gleichen Quantifizierungsprogramm errechnet
wurden (Guerrini et al., 2004). Andere Forschungsgruppen flhrten eine
gemittelte Partialisierung nach grauer Substanz, weil3er Substanz und Liquor
fur die komplette Untersuchungsgruppe durch (Bartha et al., 2000).

In dieser Studie wurde mit Hilfe des jeweiligen dreidimensionalen MPRAGE-
Datensatzes eine Segmentierung des volume of interest bei jedem
Untersuchten fir beide Untersuchungsregionen durchgefihrt, wodurch eine
nachfolgende Partialvolumenkorrektur der Metabolitenkonzentrationen fir den
Anteil an Liquor durchgefiihrt werden konnte. Hierdurch wurde eine deutlich
verbesserte Erfassung pathologisch veranderter Metabolite in dieser Studie
ermdglicht. Viau et al. haben in ihrer kirzlich erschienene Studie ebenfalls eine
Segmentierung des VOI zur Erfassung des Liquoranteils und anschliel3ender
Partialvolumenkorrektur der Metabolitenkonzentrationen durchgefiihrt. Dabei
nutzten sie die zur Voxelpositionierung erstellten  T2-gewichteten
Turbospinechobilder. Die Metabolitenquantifizierung wurde wie in dieser Studie
mit Hilfe von LCModel durchgefihrt, so dass in diesem Fall ein direkter
Vergleich der Konzentrationen in Erwagung gezogen werden kénnte. Aufgrund
der Verwendung unterschiedlicher Repetitionszeiten (TR) zur absoluten
Quantifizierung erscheint ein direkter Vergleich der absoluten Konzentrationen
allerdings weiterhin schwierig und nur bedingt sinnvoll.

Nichtsdestotrotz konnen die in unserer Studie entdeckten Unterschiede
zwischen SCA Patienten und Probanden durchaus mit den Daten der

vorherigen Studien verglichen werden (Viau et al., 2005).
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4.2.1 Freies Glutamin und Glutamat

Beim Abbau der polyglutaminhaltigen Ataxine durch Proteasome kdnnte
ungebundenes Glutamin freigesetzt werden, eingedenk der Tatsache, dass die
verlangerte Polyglutaminsequenz die Ataxine an eben dieser Stelle
destabilisiert (Burnett and Pittman, 2005; Griffin et al., 2004). In einer SCA3
Modellstudie an transgenen Mausen konnte Grifffin et al erhdhtes Glutamin in
Hirngewebslésungen sowie erhaltenem Cerebellumgewebe nachweisen (Griffin
et al., 2004). Wir wiesen in unserer Untersuchung keine signifikanten
Glutamin/Glutamat (GIx)-Unterschiede nach. Lediglich war eine verminderte
Varianz der GlIx-Konzentrationen innerhalb des Pons bei den an SCA
Erkrankten auffallig (siehe Abbildung 25). Die unterschiedlichen Ergebnisse
kénnen wohl dadurch erklart werden, dass Griffin et al das Verfahren der Magic
Angle Spinning (MAS)-Protonenmagnetresonanzspektroskopie angewendet
hat, wodurch die unter 2.1.3 beschriebenen Kopplungseffekte fir diese
Metaboliten vermieden werden.

Eine verminderte Varianz der Glx-Konzentrationen wurde bei der Kennedy
Krankheit, einer weiteren Polyglutaminerkrankung beobachtet, wobei &ahnlich
wie bei den nachfolgend erwahnten Arbeiten zu Chorea Huntington, Stérungen
des intrazellularen Energiestoffwechsels vermutet wurden (Mader et al., 2002a).
Bei Chorea Huntington, die ebenfalls zu den Polyglutaminerkrankungen zéhlt,
konnten spektroskopisch erhohte GIx(Glutamin/Glutamat)-Werte festgestellt
werden. Allerdings wurde hierbei ein Fehler im zellularen Energiestoffwechsel
und ein daraus resultierender Enzymausfall im Glutamat-Glutamin-Kreislauf fur
das erhthte GIx-Niveau verantwortlich gemacht. Dabei leitet ein Anstieg des
normalerweise streng bei sehr niedrigen Konzentrationen eingestellten Glx
einen schleichenden Zelltod durch chronische Ubererregung ein (Bender et al.,
2005; Masino et al., 2003; Taylor-Robinson et al., 1996). Weiterhin konnte ein
Abfall des erhdhten Glx-Niveaus bei an Chorea Huntington Erkrankten nach
zehnwochiger oraler Creatinergdnzung aufgezeigt werden, nachdem in

Mausemodellen bereits ein neuroprotektiver Effekt des Creatins bewiesen



76

wurde, der sich beim Menschen jedoch nicht einstellte (Bender et al., 2005;
Tabrizi et al., 2005).

4.2.2 N-Acetylaspartat

N-Acetylaspartat kommt im reifen Gehirn fast ausschlie3lich in Neuronen vor
und gilt als ein Marker fir neuronale Integritat. Er weil3t bei pathologischen
Veranderungen auf neuronale Dysfunktion und neurodegenerative Prozesse hin
(Birken and Oldendorf, 1989; Gill et al, 1989), jedoch nicht auf
Neuronenuntergang (Tedeschi et al., 1996). Verminderte NAA-Gehalte wurden
bei zahlreichen neurologischen Erkrankungen entdeckt. So zum Beispiel bei
multipler Sklerose (Inglese et al., 2003; Mader et al., 2001), Alzheimer Demenz
(Herminghaus et al., 2003), Schlaganfall (Gideon et al., 1992; Graham et al.,
2001) Multisystematrophie (Watanabe et al., 2004) und der Kennedy Krankheit
(Mader et al., 2002a).

Bei der spinocerebellaren Ataxie konnte ein verringertes NAA/Cr-Verhaltnis
bzw. eine Verringerung des absoluten NAAs mehrfach fir das Cerebellum
(Boesch et al., 2001; Davie et al., 1995; Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al.,
2002; Mascalchi et al., 1998; Tedeschi et al., 1996; Viau et al., 2005) sowie fur
den Pons (Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998)
nachgewiesen werden.

Wir konnten in unserer Studie ein signifikant verringertes NA im Cerebellum
bestéatigen, im Pons allerdings nicht. Dies mag an der Ermittlung absoluter
Konzentrationen liegen sowie der durchgefiihrten Partialvolumenkorrektur. So
wiesen Viau et al. in ihrer @hnlich durchgefuhrten Studie eine Erniedrigung des
NAAs ebenfalls nur im Cerebellum nach (Viau et al., 2005). Auch wurde in einer
kirzlich durchgefihrten postmortem Studie an SCA1l, SCA2 und SCA3
Patienten ein sehr uneinheitlicher Grad des Neuronenuntergangs im
reticulotegmentalen Nucleus (Nucleus Bechterew) des Pons beobachtet, so
konnte bei 3 von 10 Patienten keinerlei Neuronenverlust aufgezeigt werden
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(Rib et al.,, 2004). Dies konnte erklaren, weshalb wir keine signifikante

Konzentrationsverminderung im Pons entdeckten.

4.2.3 Creatin

Creatin dient als Substrat der Creatinkinase zur Regeneration von ATP aus
ADP und daher als Energiepuffer und -vorrat innerhalb von Zellen (Kaemmerer
et al., 2001).

Bei transgenen SCA3-Méausen wurde eine Erhoéhung des Creatins in
Kleinhirngewebslosungen beschrieben (Griffin et al., 2004). Weiterhin fanden
Viau et al. signifikant erhohte Creatinkonzentrationen bei an SCA Erkrankten im
Pons und Cerebellum (Viau et al., 2005). Diese Ergebnisse konnten wir flr das
Cerebellum in unserer Studie bestatigen.

Sie kdnnten auf unterschiedliche Vorkommen mitochondrialer und cytosolischer
Creatinkinasesubtypen vom Muskeltyp innerhalb der Purkinje- und Kérnerzellen
des Kleinhirns zuriickzufihren sein (Kaldis et al., 1996). Wé&hrend sich in
Purkinjezellen ein mitochondrialer und ein cytosolischer Subtyp fanden, konnte
in Kdrnerzellen nur ein mitochondrialer festgestellt werden. Die Autoren
vermuteten hierbei einen auRergewothnlichen Energiebedarf der Purkinjezellen
zur Aufrechterhaltung des ausgepragten Ca®*-Transports innerhalb der Zellen
als Ursache dieser Besonderheit (Kaldis et al., 1996). Vig et al. wiesen des
weiteren eine Verminderung Ca®'-bindender Proteine innerhalb von
Purkinjezellen bei transgenen SCAl-Mausen nach, die unter anderem Uber
eine beeintrachtigte Ca®*-Pufferung zu zellularer Fehlfunktionen fiihren konnte
(Vig et al., 2000). So kénnte ein Ungleichgewicht im Ca?*-Stoffwechsel und dem
verbundenen Energiekreislauf bei SCA Patienten zum verdnderten
Creatingehalt innerhalb des Cerebellums fihren. Viau et al. warfen die
Vermutung einer vermehrten Gliose als Ursache der erhéhten Creatinwerte auf,
nachdem der Creatingehalt und vor allem der Myoinositolgehalt innerhalb von
Astrocyten hoher als in Neuronen ist (Urenjak et al., 1993). Diese Vermutung

war daher naheliegend, da sie (gleichzeitig zu den erhohten
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Creatinkonzentrationen auch erhdhte Myoinositolkonzentrationen in Pons und
Cerebellum nachweisen konnten (Viau et al., 2005).

Allerdings wurden auch Erniedrigungen des Creatins in Pons und Cerebellum
bei an SCA Erkrankten beschrieben, die jedoch nicht statistische Signifikanz
erreichten (Guerrini et al., 2004). In Erganzung hierzu konnte im Tiermodell an
SCAL transgenen Mausen eine Erhdhung der Purkinjezelliberlebensrate durch
orale Creatinerganzung erreicht werden (Kaemmerer et al., 2001), nachdem bei
den unsubstituierten SCA1l Mausen deutlich verminderte Creatinwerte im
Vergleich zu den Wildtypméusen gemessen wurden. Im Gegensatz zu
ahnlichen Versuchen bei Chorea Huntington stellte sich allerdings keine
Besserung des klinischen Krankheitsbildes bei den Mausen ein (Bender et al.,
2005; Kaemmerer et al., 2001), was die Vermutung nahe legt, dass die
Beeintrachtigung des Energiestoffwechsels nicht zu den primaren
Pathomechanismen der Polyglutaminerkrankungen zahlt. Vielmehr kdnnte das
vermehrte Vorliegen von Creatin zu einer verbesserten prasynaptischen
Glutamataufnahme fiuhren und somit die Wabhrscheinlichkeit des
Purkinjezelluntergangs aufgrund erhdhter und daher neurotoxischer
Glutamatspiegel verringern (Kaemmerer et al., 2001).

4.2.4 Myoinositol

Myoinositol gilt im Gehirn als ein astrocytarer Marker, nachdem sein Gehalt in
Astrocyten deutlich héher als in Neuronen ist (Urenjak et al., 1993; Viau et al.,
2005).

Der Nachweis einer signifikant erhdhten Myoinositolkonzentration im Pons in
dieser Studie steht im Einklang mit den Ergebnissen von Viau et al., die einen
erhohten Gehalt im Pons und Cerebellum bei an SCA Erkrankten aufzeigten
(Viau et al., 2005). Innerhalb einer postmortem durchgefiihrten Studie an den
Gehirnen von 10 SCA1, SCA2 und SCA3 Patienten konnte bei Untersuchung
des retuculotegmentalen Nucleus im Pons bei allen Patienten eine milde bis

offensichtliche Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP)-positive Astrogliose
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festgestellt werden (Rub et al., 2004), die den erhdhten Myoinositolgehalt
erklaren kann.

In vorausgegangenen Studien konnte keine Erh6hung der
Myoinositolkonzentrationen nachgewiesen werden (Mascalchi et al., 2002;
Mascalchi et al., 1998). Eine Erklarungsmdoglichkeit mag die erstmalig durch
uns und zuvor Viau et al. durchgefiuhrte Partialvolumenkorrektur flr den

Liguoranteil darstellen (Viau et al., 2005).

4.2.5 Cholinhaltige Verbindungen

Cholinhaltige Verbindungen sind Bestandteil zahlreicher zellularer Prozesse,
wie der Myelinbiosynthese, dem Membranstoffwechsel und dem Lipidtransport
(Bluml et al., 2003).

Unveranderte Cholinwerte wurden in mehreren Protonenmagnetresonanz-
spektroskopiestudien beschrieben (Tedeschi et al., 1996; Viau et al., 2005),
was wir in unserer Studie bestatigen konnten.

Im Gegensatz hierzu wurde bei transgenen SCA3 Mausen eine Verminderung
der Cholinwerte beschrieben (Griffin et al., 2004). Dies konnte recht
uneinheitlich fur SCA Patienten bestatigt werden: Mascalchi et al. beobachtete
eine Cholinreduktion bei SCA1 Patienten (Mascalchi et al., 1998) und in einer
spateren Studie nur fur Patienten, die an olivopontocerebellarer Ataxie (OPCA)
litten (Mascalchi et al., 2002). Boesch et al. wies eine Verminderung fur SCA2
Patienten, nicht aber fir SCA6 Patienten nach (Boesch et al., 2001) und Davie
et al. fir Patienten mit autosomal dominanter cerebellarer Ataxie (ADCA) (Davie
et al., 1995). Guerrini et al. konnte lediglich eine nichtsignifikante Erniedrigung
der Cholinkonzentrationen bei SCA1 und SCA2 Patienten feststellen (Guerrini
et al., 2004). Als Ursache wurde ein verminderter Zellstoffwechsel vermutet, der
zu einem geringeren Umbau der Zellmembranen, einer reduzierten
enzymatischen Synthese des Neurotransmitters Acetylcholin aus der Vorstufe
Phosphatidylcholin und Stérungen der Myelinbiosynthese fihrt (Boesch et al.,
2001; Mascalchi et al., 1998).
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Weiterhin ist als Ursache aller Metabolitenveranderungen ein Zelluntergang und
eine daraus resultierende bessere spektroskopische Erfassbarkeit aufgrund des
extrazellularen Vorliegens derselben aufgrund der unveranderten oder
erniedrigten Cholinkonzentrationen unwahrscheinlich, da der Zelltod immer mit
einer Dilution der unter anderem cholinhaltigen Membranbausteine in den

Extrazellularraum verbunden ware (Griffin et al., 2004).

4.2.6 Lactat

Lactat ist eng mit dem Glukose- und Mitochondrienstoffwechsel verkntpft und
entsteht vor allem unter anaeroben Bedingungen. Makrophagen produzieren im
aktivierten Zustand Lactat auch unter aeroben Bedingungen (Boesch et al.,
2001; Graham et al., 2001). Bei Schlaganfallpatienten wurde der Versuch
unternommen, zwischen ischamisch entstandenem Lactat und durch
Macrophagen produziertem anhand von zusatzlich  entstehenden
Makromolekllen zu unterscheiden, um Aussagen Uber das Ausmald der
Entzindungsreaktion nach einem Schlaganfall zur Anpassung der
TherapiemalRinahmen machen zu kbénnen (Graham et al., 2001).

Lactat konnte mehrfach weder bei SCA Patienten noch Probanden in Studien
nachgewiesen werden, nachdem die vorliegenden Konzentrationen unterhalb
der spektroskopischen Nachweisgrenze lagen (Guerrini et al., 2004; Mascalchi
et al., 2002; Mascalchi et al., 1998; Tedeschi et al., 1996; Viau et al., 2005). In
dieser Studie lagen die bei den Patienten und Probanden gemessenen
Lactatkonzentrationen ebenfalls zum Grol3teil unterhalb der Nachweisgrenze,
weswegen wir auf eine weitere statische Auswertung verzichteten.

Hingegen konnten verminderte Lactatkonzentrationen in Hirngewebslésungen
und Kleinhirngewebe transgener SCA3 Mause nachgewiesen werden, die Uber
eine verminderte Glykolysekapazitat gegeniber den gesunden Wildtypmausen
erklart werden konnte (Griffin et al., 2004). Fur diese These spricht auch, dass
im Vergleich von SCA2 und SCA6 Patienten lediglich bei den an SCA2

Erkrankten geringe Mengen an Lactat nachzuweisen waren, was durch eine
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unterschiedliche Glykolysekapazitéat der beiden SCA-Subtypen zu erklaren wére
(Boesch et al., 2001; Griffin et al., 2004).

4.3 Abhangigkeit von Erkrankungsdauer, Anzahl der C AG-
Repeats und dem SCA-Subtyp

Viau et al konnten fur das NAA/Cr- und Cho/Cr-Verhdaltnis im Pons eine
Korrelation mit die Erkrankungsdauer bei SCA2 Patienten nachweisen (Viau et
al., 2005), die in einer vorangegangenen Studie fir Cholin bei ADCA Patienten
nicht aufgezeigt wurde (Davie et al., 1995). Wir konnten keinerlei Abhangigkeit
der signifikant erhohten Metaboliten NA, Cr und Ins von der Erkrankungsdauer
entdecken.

In Anlehnung hierzu wurden Korrelationen zwischen dem NAA/Cr-Verhaltnis
und dem klinischen Defizit der SCA respektive OPCA Patienten beschrieben
(Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998; Tedeschi et al., 1996). Diese
Ergebnisse bestarken die pathologisch nachgewiesene Vorstellung des
zunehmenden Purkinjezelluntergangs im Verlauf der spinocerebellaren Ataxie
und werfen die Mdglichkeit des Einsatz der Magnetresonanzspektroskopie als
Erganzung der klinischen Einschatzung des Krankheitsstadiums auf (Mascalchi
et al., 2002; Tedeschi et al., 1996). In einer weiterfihrenden Studie wurde eine
Korrelation des NAAs mit der Krankheitsauspragung nur fir SCAL nicht aber
SCA2 festgestellt (Guerrini et al.,, 2004). Urséachlich hierfir koénnte ein
unterschiedliches Fortschreiten der Neurodegeneration mit einem spateren
Beginn und schnellem Voranschreiten bei SCA1 und einem friheren Auftreten
und langsamer Progression bei SCA2 sein, wie bereits in klinischen Studien

gezeigt (Guerrini et al., 2004).

Desweiteren beschrieben Viau et al. jeweils Korrelationen zwischen der
Cholinkonzentration, dem Cho/Cr-Verhaltnis und der Anzahl der CAG-Repeats
(Viau et al., 2005). Unsere Vorstellung, dass sich eine Korrelation der CAG-
Repeatanzahl mit den erwarteten spektroskopischen Korrelaten der
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entstehenden Polyglutaminstrange ergeben wuirde, erfillte sich nicht. So
konnten wir keine Korrelationen von Glx und dem Makromolekulanteil mm3 mit
der Trinucleotidanzahl entdecken. Weiterhin wiesen wir keine Abhangigkeit des
NA von der Anzahl der CAG-Repeats nach, eine Uberlegung die wir aufgrund
der nachgewiesenen Korrelation der Trinucleotidanzahl mit dem Voranschreiten
der Erkrankung anstellten (Guerrini et al., 2004; Martin, 1999).

Guerrini et al. wiesen in ihrer Untersuchung SCA1 und SCA2 Erkrankter keine
Metabolitenunterschiede zwischen den SCA-Subtypen nach (Guerrini et al.,
2004). Wir konnten dies fur Metaboliten- und Makromolekilkonzentrationen
innerhalb unserer Studie an SCA1l, SCA2 und SCA3 Patienten bestatigen.
Diese Ergebnisse decken sich mit dem berichteten gemeinsamen
Mutationsmechanismus bei SCA1, SCA2 und SCAS3, der in einen gleichartigen
Pathomechanismus mit Produktion polyglutaminhaltiger Proteine mindet
(Klockgether et al., 2000).

Hingegen wurden fir SCA2 gegeniiber SCA6 Unterschiede beschrieben. So
fand sich ein signifikant erniedrigtes NAA/Cr-Verhaltnis bei den SCA2 Patienten
im Vergleich zu an SCA6 Erkrankten (Boesch et al., 2001; Viau et al., 2005).
Weiterhin wurde ein vermindertes Cho/Cr-Verhaltnis und geringe Lactatanteile
bei SCA2 gegenluber SCA6 beschrieben (Boesch et al., 2001), was von Viau et
al. nicht bestatigt werden konnte (Viau et al., 2005). Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit beschriebenen unterschiedlichen Genmutationen die einerseits
bei SCA2 die Bildung polyglutaminhaltger Proteine initiiert, wohingegen bei
SCAG eine Mutation innerhalb eines fur lonenkanaluntereinheiten codierenden
Gens entdeckt wurde (Klockgether et al., 2000).
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Studie befasste sich mit der Frage nach der
magnetresonanzspektroskopischen Nachweisbarkeit von Veranderungen bei
der spinocerebellaren Ataxie. Im Zentrum unserer Untersuchung stand die
Suche nach freiem und proteingebundenem Glutamin und Glutamat, nachdem
der bei der spinocerebellaren Ataxie vorliegende genetische Defekt zu Bildung
von Polyglutaminstrangen innerhalb der von den betroffenen Genen codierten
Proteine fuhrt. Diese Erwartung ergab sich, nachdem in vorangehenden
Studien an Makromolekile gebundenes Glutamin und Glutamat in vivo bei 1,5
Tesla erfasst werden konnte, sowie freies Glutamin in vitro bei SCA3
transgenen Mausen nachweisbar war (Griffin et al., 2004; Seeger et al., 2003).
In unserer Studie stellten wir allerdings keine  signifikanten
Konzentrationsverdnderungen weder des freien noch des proteingebundenen
Glutamin und Glutamats fest.

Wir fanden eine signifikant verminderte N-Acetylaspartatkonzentration im
Cerebellum der an SCA Erkrankten, wie sie in vorangegangene
Untersuchungen bereits beschrieben wurden (Boesch et al., 2001; Davie et al.,
1995; Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998;
Tedeschi et al.,, 1996; Viau et al., 2005). Diese Veranderungen lassen sich
durch die mit der Erkrankung verbundene neuronale Dysfunktion und
Degeneration erklaren.

Des weiteren zeigten wir im Cerebellum der an SCA Erkrankten ein signifikant
erhohtes Creatin auf, wie bereits durch Viau et al. beschrieben (Viau et al.,
2005). Dies kann auf Stérungen im intrazellularen Energiestoffwechsel
zuruckgefuhrt werden.

Weiterhin wiesen wir eine signifikante Erh6hung der Inositolkonzentration bei
den Erkrankten innerhalb des Pons nach, die im Einklang mit einer
vorangehenden Studie steht und sich Uber eine durch die spinocerebellare
Ataxie induzierte Gliose erklaren lasst, wie sie in einer pathohistologischen
Untersuchung durch Rib et al. beschrieben wurde (Rub et al., 2004; Viau et al.,
2005).
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Fur die Cholin- und Lactatkonzentrationen konnten wir keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen nachweisen, wie ebenfalls
durch andere Autoren beschrieben (Guerrini et al., 2004; Mascalchi et al., 2002;
Mascalchi et al., 1998; Tedeschi et al., 1996; Viau et al., 2005).

Bemerkenswert ist die Ubereinstimmung unserer Ergebnisse mit den kirzlich
durch Viau et al. publizierten, mit dem erstmaligen in-vivo Nachweis einer
Creatin- und Myoinositolerh6hung sowie einer unveranderten
Cholinkonzentration bei an SCA Erkrankten (Viau et al.,, 2005). Diese Studie
wurde wie die hier vorliegende erstmals unter Einsatz einer
Partialvolumenkorrektur fir den Liquoranteil des volume of interest
durchgefiihrt. Diesen Ergebnissen zufolge ist eine derartige Korrektur der
Messwerte bei Erkrankungen die mit einer Atrophie des untersuchten
Hirngewebes einhergehen unerlasslich, mochte man auch geringe
Konzentrationsunterschiede nachweisen.

Abschlieiend kann festgestellt werden, dass die Protonenmagnetresonanz-
spektroskopie eine hilfreiche Erganzung zur Diagnose der spinocerebellaren
Ataxie darstellt, vor allem in Frihstadium, wenn noch keine Atrophie durch die
Magnetresonanzbildgebung nachzuweisen ist. Sie scheint auch hilfreich zur
Einschatzung der neuroaxonalen Schadigung und dartiber zur Uberwachung
des Krankheitsverlaufs mit Hilfe der N-Acetylaspartatkonzentration zu sein, fur
die teilweise Korrelationen mit dem Behinderungsgrad der Patienten
nachgewiesen wurden (Mascalchi et al., 2002; Mascalchi et al., 1998; Tedeschi
et al., 1996).

Die endgultige Diagnose der spinocerebellaren Ataxie bleibt weiterhin der
genetischen Analyse vorbehalten, allerdings kann durch die Einbeziehung der
Magnetresonanzspektroskopie/ -bildgebung sowie des klinisch-neurologischen
Bildes und der Familienanamnese eine wichtige Vorauswahl unter der Vielzahl
der verflgbaren Tests vorgenommen werden, die eine UbermaRige
Durchfihrung der sehr kostenintensiven genetischen Untersuchungen

vermeidet.
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