STRESZCZENIE
Rozprawa doktorska oparta o cykl publikacji.

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, MS) jest przewlekta chorobg osrodkowego
ukfadu nerwowego (OUN) o podtozu immunologicznym, powodujagca zmiany
demielinizacyjne oraz aksonopati¢. MS rozpoczyna si¢ zwykle w mtodym wieku, z dominacja
u kobiet i czesto prowadzi do istotnej niepetnosprawnosci. Rozrdznia si¢ cztery typy MS, z
ktorych posta¢ rzutowo-remisyjna wystepuje najczesciej. Klasyczne obrazowanie strukturalne
metoda rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance, MR) odgrywa istotng rolg w
postawieniu rozpoznania, diagnostyce roznicowej Oraz W monitorowaniu przebiegu
stwardnienia rozsianego. W leczeniu tego schorzenia stosuje si¢ terapi¢ immunomodulujaca
celem opdznienia progresji choroby. Interferon-f3 (IFN-B) nalezy do najczesciej stosowanych

srodkow pierwszej linii leczenia MS.

W neuroradiologii oprécz obrazowania strukturalnego uzywane sa rowniez tzw.
zaawansowane techniki obrazowania obejmujace m. in. obrazowanie zalezne od dyfuzji (ang.
diffusion-weighted imaging, DWI) oraz spektroskopi¢ rezonansu magnetycznego (ang.
magnetic resonance spectroscopy, MRS).

Sekwencja DWI oparta jest na analizie termicznie zaleznych ruchéw czasteczek wody
(ruchy Browna) w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, co pozwala na zbadanie zmian
patologicznych na poziomie niemalze komoérkowym, niewidocznych w konwencjonalnym
badaniu MR. Jednym z parametrow obliczanych na podstawie obrazowania dyfuzyjnego jest
rzeczywisty wspotczynnik dyfuzji (ang. apparent diffusion coefficient, ADC) — matematycznie
wyliczona warto$§¢ okreslajaca dyfuzje zobrazowana w badaniu MR. Obnizona warto$¢

wspotczynnika ADC $wiadcezy o utrudnionej dyfuzji, podwyzszona — o utatwionej dyfuzji.

Badanie MRS umozliwia zobrazowanie zmian metabolicznych w moézgowiu. Metoda ta
wykorzystuje wilasciwosci protondéw wodoru wchodzacych w sktad wigkszosci zwigzkow
chemicznych w organizmie cztowieka, co pozwala na bezposrednie okreslenie wystgpowania
zwigzkdw chemicznych powstatych w wyniku procesow metabolicznych w tkankach
prawidlowych i patologicznych in vivo. Wynik badania przedstawiany jest w postaci widma
spektroskopowego oraz stosunkow stgzen metabolitow. W prawidtowym moézgowiu dominuje
N-acetylo-asparaginian  (ang. N-acetyl aspartate, NAA), uznawany za marker

aktywnosci/liczby neuronéw, ponadto ocenia si¢ choling (ang, choline, Cho), bedaca markerem



wzmozonej syntezy lub degradacji blon komorkowych, oraz mioinozytol (ang. myo-Inositol,
ml), uwazany za marker gleju astrocytarnego. Powyzsze metabolity odnosi si¢ do kreatyny
(ang. creatine, Cr), metabolitu zaangazowanego w procesy energetyczne komorki, ktorej
stezenie w tkankach modzgowia jest wzglednie state, uzyskujac nastepujace stosunki

metabolitow: NAA/Cr, Cho/Cr oraz ml/Cr.

Projekt 1. mial na celu wykrycie zaburzen dyfuzji pod postacig utatwienia dyfuzji (wzrost
wartosci wspotczynnika ADC) w istocie bialej 1 szarej prawidlowo wygladajacej (ang. normal
appearing white and grey matter, NAWM, NAGM) u pacjentow z MS w pordwnaniu z grupa
kontrolng (ang. control group, CG) i pacjentami z innymi ogniskami hiperintensywnymi (ang.
white matter hyperintensities, WMHS) oraz zastosowanie pomiarow zaburzen dyfuzji w
diagnostyce réznicowej powyzszych standw. Pomiar wspotczynnika ADC zostal wykonany u

pacjentow z rozpoznanym stwardnieniem rozsianym przed podjeciem leczenia IFN-f (pacjenci

natywni).

Projekt 2. Pomiar wspdtczynnika ADC zostal wykonany w badaniu wyjsciowym przed
rozpoczeciem leczenia IFN- (grupa MS0) oraz po roku od rozpoczgcia leczenia (grupa MS1)
u pacjentbw z rozpoznang postacig rzutowo-remisyjng stwardnienia rozsianego. Wartos¢
wspolczynnika ADC oraz pozostate dane demograficzne, kliniczne i radiologiczne zostaty
uzyte w modelach predykcyjnych dotyczacych stabej odpowiedzi na leczenie definiowanej jako
brak NEDA (ang. no evidence of disease activity) w obserwacji 3-letniej od momentu

rozpoczecia leczenia.

Projekt 3. zakladal wykrycie zaburzen metabolicznych u pacjentow z rozpoznang postacia
remisyjno-rzutowag MS w badaniu MRS wykonanym po 1 roku leczenia w poréwnaniu z grupa
kontrolng zdrowych ochotnikow oraz oceng zmian stosunkéw metabolitow po 2 latach terapii
IFN-B celem oceny przydatnosci badania MRS w monitorowaniu skuteczno$ci leczenia.
Ponadto oceniono przydatnos$¢ stosunkow metabolitow z wyjsciowego badania MRS razem z
danymi demograficznymi, klinicznymi i pozostatymi danymi radiologicznymi w modelach
predykcyjnych dotyczacych stabej odpowiedzi na leczenie definiowanej jako brak NEDA w

obserwacji 3-letniej od momentu rozpoczecia leczenia.

Cele te zrealizowano poprzez przeprowadzenie trzech projektow badawczych, z ktorych

kazdy stanowit podstawe dla artykulu wspoéttworzacego cykl [1,2,3].



W ramach pierwszego projektu badawczego ocenie poddano badanie MR moézgowia 66
pacjentdow z MS nieleczonych do tej pory lekami immunomodulujacymi, 66 pacjentow ze
zmianami hiperintensywnymi w istocie biatej (WMHs) oraz 64 osoby z grupy kontrolnej (CG).
Badanie MR przeprowadzono za pomocg aparatu 1,5 T. Pomiar wspotczynnika ADC zostat
wykonany w 13 lokalizacjach z uzyciem obszaru zainteresowania (ang. region of interest, ROI)
wielkos$ci ok. 200 mm2 — w istocie bialej prawidlowo wygladajacej (NAWM) mézdzku, mostu,
w okolicach czotowych, czotowo-ciemieniowych i skroniowych oraz w istocie szarej
prawidtowo wygladajacej (NAGM) wzgodrz i glowy obu jader ogoniastych.

Srednia warto$é wspotczynnika ADC w obu okolicach czotowych, czotowo-ciemieniowych
i skroniowych (ROIs 8-13) byta istotnie statystycznie wyzsza w grupie MS w poréwnaniu do
grupy WMHs i1 CG (p<0.001), natomiast warto§¢ ADC w moscie (ROI 3) u byla wyzsza u
pacjentow z MS w poréwnaniu z grupa kontrolng (p<0.05). Analiza krzywych ROC dla
pomiaréw wspdtczynnika ADC w powyzszych lokalizacjach (ROI 8-13) w réznicowaniu z
innymi ogniskami hiperintensywnymi (WMHs) wykazata doktadno$¢ testu migdzy 0,70 a 0,77.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonego badania sugeruja, ze pomiar wspotczynnika
ADC w NAWM u pacjentow z MS moze wspiera¢ diagnostyke rdznicowa z innymi stanami

przebiegajacymi z obecnos$cig ognisk hiperintensywnych w istocie biatej (WMHs).

Do projektu drugiego zakwalifikowano 87 pacjentow z rozpoznang postaciag rzutowo-
remisyjng MS (n=87), ktorych podzielono na dwie grupy, w zaleznosci od czasu
przeprowadzenia pierwszego badania MR mozgowia z sekwencjg DWI: grupa MS0O (n=45) —
pacjenci z badaniem MR przed rozpoczgciem terapii IFN-B, grupa MS1 (n=42) pacjenci z
»Wyjsciowym” badaniem MR wykonanym po 1 roku leczenia. U wszystkich pacjentéw
dokonano pomiaréw wspolczynnika ADC w 13 lokalizacjach dla NAWM i NAGM (jak w
projekcie 1.) W grupie MSO pacjenci osiagneli dobrg odpowiedz na leczenie okreslong za
pomoca NEDA w 64.4%, 46.5% 1 33.3% odpowiednio po 1, 2 i 3 roku leczenia. Natomiast
pacjenci z grupy MS1 wykazali NEDA w 71.4% 1 48.7% odpowiednio dla przedziatéw
czasowych 1-2 rok i 1-3 rok leczenia. Wyzsza warto$¢ wspotczynnika ADC w NAWM wigzata
si¢ z utratg NEDA oraz jej klinicznego i radiologicznego komponentu z ok. 1-3% wzrostem
ryzyka gorszej odpowiedzi na leczenie w obu grupach (p=0.0001-0.0489).

Wartos¢ wspotczynnika ADC wydaje si¢ stanowi¢ dodatkowy czynnik prognostyczny w

przewidywaniu odpowiedzi na leczenie wg NEDA.



Do trzeciego projektu zakwalifikowano 41 pacjentow z rzutowo-remisyjnym przebiegiem
MS, leczonych IFN-B oraz 41 odpowiednio dobranych pod wzgledem pici i wieku oséb
zdrowych (CG). U kazdego uczestnika projektu wykonano badanie MR mézgowia z technika
spektroskopii rezonansu magnetycznego (MRS) aparatem 15 T - badanie MRS
przeprowadzono technikg pojedynczego woksela (ang. single voxel spectroscopy, SVS), z
uzyciem woksela wielkosci 2 x 2 x 2 cm, ktéry byl lokalizowany w prawidlowo wygladajacej
w sekwencjach konwencjonalnych korze tylnej czesci zakretu obrgczy (ang. posterior cyngulate
gyrus, PCG).

Pacjenci z MS w badaniu wyjsciowym MR wykonanym po 1 roku leczenia IFN- wykazali
istotne statystycznie obnizenie stosunku metabolitow NAA/Cr (p<0.0001) oraz podwyzszenie
Cho/Cr (p=0.016) w PCG z poréwnaniu z grupa kontrolng. Zaden z wyjéciowych parametrow
metabolicznych nie byt powigzany z prognozowaniem odpowiedzi na leczenie okreslang za
pomoca NEDA. W aspekcie monitorowania skutkow leczenia jedynie kombinacja poprawy w
zakresie stosunku metabolitow NAA/Cr oraz Cho/Cr migdzy 1 a 2 rokiem leczenia byta
powiazania z ok. 6,3-krotng szansa jednoczasowo wystepujacego braku aktywnosci choroby

czyli uzyskania przez pacjenta NEDA.

Obrazowanie dyfuzyjne wydaje si¢ obiecujaca technika neurobrazowania, ktora
mogtaby dostarcza¢ dodatkowych ilosciowych danych wspomagajacych m.in. diagnostyke
réznicowa migdzy pacjentami z MS a innymi, bardzo czg¢stymi zmianami hiperintensywnymi
w istocie biatej o innym charakterze (WMHs), jak rowniez wydaje si¢ przydatnym narz¢dziem
w stratyfikacji ryzyka gorszej odpowiedzi na leczenie IFN-B. Technika spektroskopii rezonansu
magnetycznego pozwala na okreslenie zmian metabolicznych mézgowia u pacjentow z MS w
prawidtowo wygladajacej korze tylnej czgsci zakretu obrgczy, co przemawia za zajeciem przez
proces patologiczny réwniez istoty szarej. Ocena metabolitéw w tej lokalizacji wydaje si¢

uzyteczna w monitorowaniu skutkow leczenia immunomodulujacego.
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ABSTRACT
Doctoral thesis based on a series of publications.

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, inflammatory disease that causes demyelination,
inflammation, gliosis and neuronal loss in the central nervous system (CNS), affecting most
frequently young people, with a predominance in women. It is an important social problem as
it leads to significant disability. There are four types of clinical course of the disease, among
which relapsing-remitting one is the most common. The diagnosis of MS is made on the basis
of clinical manifestations and results of imaging and laboratory findings. Magnetic resonance
imaging (MRI) is one of the paraclinical tools included in the current McDonald diagnostic
criteria, which supports confirmation of the diagnosis of MS and allows the follow-up of the
course of the disease. Immunomodulatory therapy is applied to reduce activity and to delay

the progression of this disease, interferon-p (IFN-B) is most frequently used.

Apart from structural imaging there are a few advanced imaging techniques i.a. diffusion-
weighted imaging (DW1) and magnetic resonance spectroscopy (MRS), which allow for greater
insight into the processes occurring in the CNS.

DW1 is a technique based on the random movements of the water molecules in extracellular
space which provides an assessment of tissue integrity. Measurements of a mathematically
calculated diffusion coefficient (apparent diffusion coefficient, ADC) allow detection of
changes in the overall diffusion of water molecules irrespective of the direction of motion. Even
subtle pathological impairment which disturbs the tissue architecture may result in a facilitated
mobility of water molecules and consequently in increased values of ADC. On the contrary,
decline of extracellular space leads to the restriction of diffusion and decreased values of ADC.

Magnetic resonance spectroscopy (MRS) provides unique information about the
metabolism of normal and pathological tissues in vivo such as a reduction of N-acetyl aspartate
(NAA) concentration, which contributes to neuronal damage/dysfunction, increase in choline-
containing compounds (Cho) as a marker of myelin damage/repair, increased concentration of
myo-Inositol (ml), which is associated with astrogliosis and tissue repair as well as others such
as glutamate, lipids, and lactates. Results of MRS are depicted as a spectrum with peaks of
metabolites as well as metabolite ratios in comparison with creatine (Cr), which concentration

in brain tissue is relatively constant.



The aim of project 1 was to assess the usefulness of ADC measurements within normal-
appearing white and deep grey matter (NAWM, NAGM) in the differential diagnosis between
patients with white matter hyperintensities in the course of MS and other entities (WMHS).
Measurement of apparent diffusion coefficient (ADC) was obtained from the baseline MR scan
of MS patients before beginning of IFN-B treatment (naive patients) and it was compared with
the control group (CG) as well as with the group of patients with other white matter
hyperintensities (WMHSs).

Project 2. ADC measurements were performed in MS patients with relapsing-remitting
course of disease, divided into two groups according to the timing of the initial MRI:
- MS0 group - 1% MRI before starting treatment = true baseline MRI;
- MS1 group - 1%t MRI after 1 year of treatment with IFN-B and no available previous MRI
scans = on-treatment MRI as baseline.
ADC values, conventional MRI findings, demographic and clinical factors were assessed as
potential prognostic factors of treatment response based on NEDA status (no evidence of

disease activity) within the following 3 years.

Project 3. The purpose of the study was to determine the metabolic alterations within normal-
appearing grey matter in the posterior cingulate gyrus region (PCG) using MRS in patients with
multiple sclerosis after the first and second year of IFN-B treatment, to assess the value of those
on-treatment metabolic derangements in prediction of no evidence of disease activity (NEDA)
in subsequent years of therapy, as well as to check the usefulness of these measurements in
monitoring treatment response in the NEDA context in a parallel period of time.

With regard to the aims, three research projects were conducted, each being the basis for one

of the publications included in the series [1,2,3].

In the first study, 66 patients with MS before treatment, 66 patients with WMHSs and 64
control subjects (CG) underwent MRI examination including diffusion-weighted imaging with
a 1.5 T MR unit. ADC measurements were obtained from NAWM of the cerebellum, pons as
well as frontal, fronto-parietal and temporal regions bilaterally, and from NAGM of thalami
and heads of caudate nuclei, using round region of interest (ROI) sized 200mm2. The mean
ADC values in frontal, fronto-parietal and temporal NAWM were significantly higher in the



MS group than in subjects with WMHSs and CG (p<0.001), whereas the mean ADC value in
pons was higher in MS than in CG (p<0.05). All ROC curves obtained from ROIs: 8, 9, 10, 11,
12 and 13 demonstrated good diagnostic accuracy in differentiation between MS and WMHSs

patients with the area under the curve from 0.70 to 0.77.

The results seem to suggest that ADC measurements may support the differential diagnosis
between MS and other conditions associated with white matter hyperintensities, especially in

the inconclusive cases.

In the next project 87 MS patients treated with IFN-f were included in the study, ADC
values were calculated for 13 regions of normal-appearing white and grey matter (NAWM,
NAGM) based on MRI performed with a 1.5 T magnet before (MS0, n=45) or after one year of
therapy (MS1, n=42). NEDA rates in the MSO group were 64.4%, 46.5% and 33.3% after the
1%, 2" and 3™ year of treatment, respectively and in MS1 patients 71.4% and 48.7% for the
periods 18-2" and 1%-3" years of treatment, respectively. ADC values in the NAWM regions
contributed to loss of NEDA and its clinical and radiological components, with a 1-3% increase
in the risk (OR and HR) of NEDA loss (p=0.0001-0.0489) in both groups.

The results may imply, that ADC measurements may have an additional prognostic value with
regard to NEDA status.

In the third experiment, 41 relapsing-remitting MS patients and 41 sex- and age-matched
healthy subjects underwent routine MRI protocol with additional MRS sequence with the use
of a 1.5 T magnet. A single voxel size of 2 x 2 x 2 cm was inserted in the cortex of the posterior
cingulate gyrus (PCG) region. MS patients in the initial scan showed a statistically significant
decline in NAA/Cr ratio (p<0.0001) and an increase in Cho/Cr ratio (p=0.016) compared to the
control group. None of the MRS parameters predicted NEDA maintenance or the time to loss
of NEDA. In treatment monitoring only an improvement in the combination of NAA/Cr +
Cho/Cr ratio between the 1%t and 2" year of treatment was connected with a 6.27-fold chance

(p=0.025) of having simultaneous NEDA maintenance.

To conclude, metabolite alterations in the PCG region did not predict NEDA maintenance, but

they seem to be useful in treatment monitoring.

Diffusion-weighted imaging appear to be a promising neuroimaging technique, which
may provide additional quantitative data supporting i.a. differential diagnosis between MS

lesions and other white matter hyperintensities as well as it may be a useful tool in prognosis



of a poor response to the IFN-B treatment. Magnetic resonance spectroscopy can show

metabolic alterations within the normal-appearing cortex in the posterior cingulate gyrus, which

are not visible on conventional MRI in patients with MS. The assessment of metabolite ratios

in this location seem to be helpful in IFN-p treatment monitoring.

The publications included in the series:

1. Zacharzewska-Gondek A, Pokryszko-Dragan A, Gondek TM, Kottowska A,

2.

IF: 8.873

Gruszka E, Budrewicz S, Sasiadek M, Bladowska J. Apparent diffusion coefficient
measurements in normal appearing white matter may support the differential
diagnosis between multiple sclerosis lesions and other white matter
hyperintensities. J Neurol Sci. 2019 Feb 15;397:24-30.

doi: 10.1016/j.jns.2018.12.018.

(IF 3.115, MNIiSW points: 70)

Zacharzewska-Gondek A, Pokryszko-Dragan A, Budrewicz S, Sgsiadek M, Trybek
G, Bladowska J. The role of ADC values within the normal-appearing brain in the
prognosis of multiple sclerosis activity during interferon-p therapy in the 3-year
follow-up: a preliminary report. Sci Rep. 2020 Jul 30;10(1):12828.

doi: 10.1038/s41598-020-69383-3.

(IF 3.998, MNiSW points: 140)

Zacharzewska-Gondek A, Pokryszko-Dragan A, Sgsiadek M, Zimny A, Bladowska
J. Magnetic resonance spectroscopy of the normal appearing grey matter in the
posterior cingulate gyrus in the prognosis and monitoring of disease activity in MS
patients treated with interferon- in a 3-year follow-up. J Clin Neurosci. 2020 Sep
79;205-214.

doi: 10.1016/j.jocn.2020.07.045

(IF 1.760, MNIiSW points: 70)

MNIiSW points: 280



