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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose (Encephalomyelitis disseminata)

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche demyelinisierende Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNYS).

Schon 1868 beschrieb Jean M. Charcot im Rahmen von Autopsien einiger Patienten mit
Episoden neurologischer Dysfunktion das gehdufte Auftreten inflammatorischer Zellen und
zahlreicher glioser Herde in Gehirn und Riickenmark (Charcot 1868). Von diesen multiplen
Entmarkungsherden, welche zur Fasergliose (Sklerose) fithren kdnnen, riihrt auch der Name

»sclérose en plaques disseminées* bzw. ,,Multiple Sklerose*.

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Heute ist die Multiple Sklerose die haufigste neurologische Erkrankung junger Erwachsener in
der wirtschaftlich entwickelten Welt, das Manifestationsalter liegt bei der Mehrzahl der Patienten
zwischen dem 20. und dem 40. Lebensjahr (Lowis 1990, Sadovnick und Ebers 1993).

Frauen sind etwa in einem Verhiltnis von 2:1 hiufiger betroffen als Ménner (Lowis 1990,
Dugquette et al. 1992, Sadovnick und Ebers 1993), die Zahl der Erkrankten weltweit wird auf ca.
2,5 Millionen Menschen geschitzt. In Deutschland sind Hochrechnungen zufolge ca. 122 000
Menschen betroffen (Hein und Hopfenmiiller 2000).

Die Erkrankungshaufigkeit ist bei Angehorigen der weillen Rasse im Vergleich zu anderen
Rassen erhoht. Priavalenzraten von iiber 30 pro 100 000 sind besonders in Europa, Nordamerika
und Australien zu finden, wohingegen die niedrigsten Prévalenzraten in Japan, China, Sibirien,
Zentralafrika und Siidamerika zu verzeichnen sind. Somit ist die Erkrankung in Aquatorniihe
selten und nimmt mit wachsender Entfernung vom Aquator zu (Kurtzke 1985, Martyn und Gale
1997).

Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass Migration vor der Pubertét aus einem Land
hoher in ein Land niedriger MS-Préivalenz das Risiko einer MS-Erkrankung senkt (Sadovnik und
Ebers 1993, Martyn und Gale 1997).

Die Atiopathogenese der Multiplen Sklerose ist noch nicht vollstindig bekannt. In der jiingeren
Vergangenheit wurde die MS als T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung angesehen, die zur

Destruktion der Myelinscheiden fiihrt. Die Heterogenitdt der Multiplen Sklerose beziiglich
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Klinik, Diagnostik, Pathologie und Therapieansprechen deutet allerdings auf verschiedene
Mechanismen in der Pathogenese hin (Lucchinetti et al. 2000).

So scheinen Infektionen als Umweltfaktor eine Rolle zu spielen. Schon 1884 beschrieb Pierre
Marie eine Koinzidenz von Multipler Sklerose und Symptomen einer Infektion (Marie 1884).
Sibley et al. beobachteten das Auftreten eines klinischen MS-Schubs nach einer
Infektionskrankheit (Sibley et al. 1985).

Verschiedene Viren werden in einem moglichen Zusammenhang mit der Multiplen Sklerose
beschrieben. Waksman beschrieb ein erhdhtes Risiko einer MS-Erkrankung nach einer Infektion
mit Masern-, Mumps- oder Rételnviren im Alter von 12-15 Jahren (Waksman 1989). Das
Humane Herpesvirus 6 (HHV-6) wird ebenfalls als potentieller Ausloser vermutet. Es ist
neurotrop und lymphotrop und besitzt eine Kreuzreaktivitit mit dem Myelin-basischen Protein
(MBP) (Tejada-Simon et al. 2003). Durch die Infektion mit einem Agens, das korpereigenen
Strukturen dhnelt, kann es zur Auslésung einer Autoimmunreaktion kommen, diesen
Mechanismus bezeichnet man als molecular mimicry. Auch das Epstein-Barr-Virus kdnnte ein

auslosender Faktor der Multiplen Sklerose sein (Cepok et al. 2005a).

Grofle Familien- und Zwillingsstudien lassen auflerdem eine genetische Komponente in der
Pathogenese der Multiplen Sklerose vermuten. So konnte bei Verwandten ersten Grades,
besonders bei Tochtern von erkrankten Miittern, ein hoheres Risiko einer MS-Erkrankung
beobachtet werden (Sadovnik et al. 1991). Ist ein Elternteil erkrankt, betrdgt die
Erkrankungswahrscheinlichkeit bei Nachkommen 1,83%, sind beide Eltern erkrankt, steigt das
Risiko fiir die Nachkommen auf 6% (Robertson et al. 1997). Bei einem monozygoten Zwilling
eines/einer Erkrankten betrdgt das Erkrankungsrisiko 38%, beim dizygoten Zwilling und bei
Geschwistern 3-5% und bei Adoptivgeschwistern 0,2% (Sadovnik et al. 1999).

Einige Untersuchungen deuten auch auf eine Assoziation der MS mit verschiedenen HLA-
Haplotypen hin. So berichteten Bertram und Kuwert einen Zusammenhang mit den Allelen
HLA-A3 und HLA-B7 (Bertram und Kuwert 1982) und Tiwari und Terasaki eben diesen mit
HLA-DR2 (Tiwari und Terasaki 1985). Verschiedene Haplotypen scheinen mit verschiedenen

Krankheitsverldufen assoziiert zu sein (Hammond et al. 1988).

Neuere Untersuchungen sprechen dafiir, dass auler einer T-Zell-vermittelten Autoimmunreaktion

auch andere Komponenten des Immunsystems wie Makrophagen, B-Lymphozyten, Plasmazellen

.
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und Autoantikdrper in der Pathogenese der Multiplen Sklerose eine Rolle spielen, in den

folgenden Kapiteln wird noch niher darauf eingegangen.

1.1.2 Klinik

Die Multiple Sklerose ist eine heterogene Erkrankung. Das Spektrum der Symptome und ihrer
Ausprigung ist breit. Hiufig lassen sich Sehstérungen/Okulomotorikstorungen, zentrale Paresen,
Ataxie, Pardsthesien, Blasen- und Mastdarmstérungen sowie psychische Verdnderungen und
Gedichtnisstorungen feststellen.

Des Weiteren ist auch der Krankheitsverlauf sehr variabel, man unterscheidet folgende

Verlaufsformen:

- schubformig-remittierend (RRMS: relapsing-remitting MS):

Ein Schub ist definiert als akutes oder subakutes Auftreten neuer Symptome bzw. einer
Verschlechterung bereits bestehender Symptome. Diese konnen subjektiv berichtet oder objektiv
beobachtet sein und miissen mindestens 24 Stunden anhalten (Poser et al. 1983). Hiufig beginnt
die Erkrankung mit einer isolierten Symptomatik (clinically isolated syndrome, CIS).
AnschlieBend folgt nach einigen Tagen bis Wochen die inkomplette oder auch komplette
Remission. Das Intervall zwischen den Schiiben kann stark variieren, muss aber mindestens 30
Tage betragen, um als erneuter Schub angesehen zu werden (McDonald et al. 2001). Bei 80% der
Patienten beginnt die Erkrankung in dieser Form (Weinshenker 1998).

- sekundér chronisch-progredient (SPMS: secondary progressive MS):

Die Erkrankung beginnt schubformig-remittierend, nach 25 Jahren ist allerdings bei 66 % der
Patienten ein Ubergang in eine kontinuierlich fortschreitende klinische Verschlechterung erfolgt

(Weinshenker et al. 1989).

- primér chronisch-progredient (PPMS: primary progressive MS):

10-20 % der Patienten haben keine Schiibe, die Erkrankung verldauft von Beginn an schleichend

progredient.

Auch hinsichtlich der Auspragung der Erkrankung ldsst sich eine Variabilitit beobachten: So

spricht man zum einen von einer benignen MS, wenn noch 15 Jahre nach Beginn der Erkrankung
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alle neurologischen Systeme voll funktionstiichtig sind (Lublin und Reingold 1996) und die
Patienten ohne gravierende Einschrankungen im Alltag aktiv sein konnen. Bei einem sehr schnell
progredienten Verlauf mit schwerwiegender Behinderung oder einem akut todlichen Verlauf
spricht man hingegen von einer malignen MS (Lublin und Reingold 1996).

AuBerdem gibt es noch verschiedene Sonderformen der Multiplen Sklerose: Beim Typ Devic
(Neuromyelitis optica) kommt es meist doppelseitig zu einer Neuritis nervi optici mit folgender
Sehstorung und einer Querschnittslihmung durch eine Myelitis, wéhrend Lésionen im Gehirn
selten vorkommen. Humorale Mechanismen scheinen in der Pathogenese des Devic-Syndroms
eine besondere Rolle zu spielen (Lucchinetti et al. 2002).

Weitere Sonderformen sind der Typ Schilder (Diffuse entziindliche Sklerose), der Typ Balo
(Konzentrische Sklerose) und die ADEM (Acute disseminated encephalomyelitis).

In groflen Studien wurden prognostische Faktoren ermittelt. So gelten beispielsweise das
weibliche Geschlecht, ausschlielich sensible Symptome, ein monosymptomatischer Beginn vor
dem 40. Lebensjahr oder eine geringe Schubfrequenz als prognostisch giinstig (Weinshenker
1994, Noseworthy et al. 2000). Diese Faktoren lassen allerdings keine exakte individuelle
Prognose bei Beginn der Erkrankung zu. Die Aussagekraft des Auftretens oligoklonaler Banden
als Hinweis auf intrathekale IgG-Synthese beziiglich der Prognose wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Zeman et al. beschrieben eine giinstigere Prognose fiir Patienten ohne
oligoklonale Banden (Zeman et al. 1996), dies konnte von Imrell et al. beziiglich Alter bei

Auftreten der Erkankung, Verlauf und Schweregrad nicht bestétigt werden (Imrell et al. 2006).

1.1.3 Diagnosestellung

Die Diagnosestellung der Multiplen Sklerose stiitzt sich vor allem auf die klinische
Symptomatik, Liquordaten, die Elektrophysiologie und Magnetresonanztomographie (MRT)-
Befunde. Die MRT wird zur rdumlichen und zeitlichen Erfassung der Lasionen genutzt. Des
Weiteren findet man bei tiber 90% der Patienten oligoklonale Banden, die auf eine intrathekale
IgG- Synthese hinweisen. Um eine Fehldiagnose zu vermeiden, sollten alle Symptome und
paraklinischen Befunde auf mégliche Differentialdiagnosen tliberpriift und diese ausgeschlossen
werden (Schumacher et al. 1965, McDonald et al. 2001). Bis vor einigen Jahren wurden die
Schumacher- und die Poserkriterien angewandt. Demnach gilt eine MS-Diagnose als gesichert,

wenn sich nach zwei Schiiben entweder nur klinische oder klinische und paraklinische
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Verdnderungen auf wenigstens zwei separate Lédsionen zuriickfiihren lassen. Hierbei muss ein
Schub mindestens 24 Stunden dauern (Poser et al. 1983). Seit 2001 werden nun besonders die
international anerkannten McDonald-Kriterien herangezogen, sie beziechen die MRT-Befunde
stiarker mit ein und scheinen eine hohere Spezifitdt und Sensibilitit zu besitzen als die zuvor
genutzten Kriterien (Dalton et al. 2002, CHAMPS Study Group 2002, Barkhof et al. 2003b,
Tintor¢ et al. 2003). Nach den McDonald-Kriterien, die im Jahr 2005 nochmals iiberarbeitet
wurden, kann die Diagnose Multiple Sklerose bei zeitlich und rdumlich disseminierten positiven
Befunden im MRT des Hirns und/oder des Riickenmarks schon nach einem Schub oder nach
einem Jahr Progression gestellt werden, oligoklonale Banden konnen, miissen aber nicht

vorhanden sein (McDonald et al. 2001, Polman et al. 2005).

1.1.4 Therapie

Da die Atiopathogenese der Multiplen Sklerose noch nicht vollstindig bekannt ist, gibt es derzeit
keine kausale Therapie, die zur Heilung fiihrt. Neben der rein symptomatischen Therapie werden
verschiedene Therapiestrategien angewendet, die Multiple Sklerose Therapie Konsensus Gruppe
(MSTKG) verdftentlichte 2006 Empfehlungen zur Schubtherapie, Basistherapie und
Therapieeskalation (MSTKG 2006).

Die Behandlung eines akuten Schubes besteht aus der kurzfristigen intravendsen Gabe von
hochdosierten Kortikosteroiden. So wird eine Pulstherapie von je 500mg-1000mg iiber 3-5 Tage
durchgefiihrt. Ein langfristiger Einfluss auf den Krankheitsverlauf konnte bisher nicht beobachtet
werden, Ziel der Therapie ist die Reduktion des Schweregrades und die schnellere Riickbildung
der Symptome des Schubes (Beck 1995, Miller et al. 2000), da Kortikosteroide
antiinflammatorisch und stabilisierend auf die Blut-Hirn-Schranke wirken (Pozzilli et al. 2004).
Eine weitere Therapieoption bei einem akuten schweren Schub ist die Plasmapherese. Sie kann
bei den Patienten nach erfolgloser Therapie mit Kortikosteroiden zu einer Verbesserung der
Symptome fiihren (Weinshenker et al. 1999). Sinn der Plasmapherese ist die Elimination von
Antikorpern und Entziindungsmediatoren. So beschrieben Keegan et al. ein signifikantes
Ansprechen ausschlieflich bei Patienten, die dem Immunsubtyp II der Multiplen Sklerose (siche
Kapitel 1.1.5.2, S.7) zugeordnet werden konnten (Keegan et al. 2005).

Die Empfehlung der MSTKG beziiglich der Basistherapie ist die Behandlung mit Interferon 3

oder Glatirameracetat.
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In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die immunmodulatorische Therapie mit
Interferon 3 sowohl bei schubformig- remittierendem (The IFNB Multiple Sclerosis Study Group
1993) als auch bei sekundér- progredientem Verlauf (European Study Group on Interferon 3-1b
in secondary progressive MS 1998) effektiv ist, es reduziert die Schubrate und die
Krankheitsaktivitit im MRT (UBC MS/MRI Study Group and IFNB Multiple Sclerosis Study
Group 1993). Allerdings ist besonders in den ersten beiden Jahren der Behandlung das Risiko der
Bildung neutralisierender Antikorper erhoht (Sorensen et al. 2005), so dass bei Therapieversagen
oder Unvertraglichkeit von Interferon B auch mit Glatirameracetat behandelt werden kann
(Vallittu et al. 2005). Mangels ausreichender Studiendaten werden Azathioprin und intravendse
Immunglobuline derzeit nur als Reservepréparate in der Basistherapie von schubférmiger MS
angesehen.

Bei fortschreitender Krankheitsaktivitdt empfiehlt die MSTKG eine immunsuppressive
Eskalationstherapie mit Cyclophosphamid oder Mitoxantron. Eine neue Therapieoption ist die
Behandlung mit Natalizumab, einem monoklonalen Antikdrper gegen o4-Integrin. Dieser
vermindert die Auswanderung der Lymphozyten und Monozyten iiber die Blut-Hirn-Schranke in
entzlindlich verdndertes Gewebe. Natalizumab kann als Monotherapie bei schubférmiger MS im
Sinne einer Eskalationstherapie angewandt werden, bei mindestens zwei schweren Schiiben pro
Jahr ist der Einsatz auch als Primédrtherapie moglich (MSTKG 2006). Gegenstand der
Forschung ist zurzeit die Therapie der schubformig-remittierenden MS mit Rituximab, einem
Antikorper gegen CD 20-positive B-Zellen. Ziel ist die Verminderung der B-Zellen, was sich
reduzierend auf die Antikdrperproduktion, B-Zell-vermittelte Antigenpréasentation und die
Aktivierung von T-Zellen und Makrophagen auswirkt (Duddy und Bar-Or 2006). Rituximab
reduziert die Krankheitsaktivitdt sowohl klinisch als auch im MRT, es liegen jedoch noch keine

Langzeitergebnisse vor (Stiive et al. 2005, Hauser et al. 2008).

1.1.5 Pathologie

1.1.5.1 Makroskopische Pathologie

Die Multiple Sklerose ist eine demyelinisierende Erkrankung, die das gesamte ZNS betreffen
kann. Durch entziindliche Prozesse kommt es fokal zu einer Schiadigung der Markscheiden, ohne
die die Nervenleitgeschwindigkeit verzogert ist. SchlieBlich fiihrt eine Aktivierung und

Proliferation der Astrozyten zu einer Glianarbe.
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Im Sektionspréparat erscheinen frische Lasionen rotlich, dltere Lasionen hingegen eher graulich-
hyalin. Die Plaques lassen sich in unterschiedlicher GroB3e und Gestalt beobachten, sie sind
hiufig mit bloBem Auge zu erkennen, gliotische Narben sind als Verhirtung zu ertasten. Dabei
konnen frische und sklerotische Lasionen unmittelbar nebeneinander auftreten.

Die Entmarkungsherde sind bevorzugt im Bereich der Nervi optici, der periventrikuldren weillen
Substanz, der Kleinhirnstiele und der Hinterstrange des Riickenmarks lokalisiert.

Durch den Demyelinisierungsprozess kommt es zur Schrumpfung der betroffenen Areale, sodass
Gehirn und Riickenmark nach langerer Krankheitsdauer eine zum Teil stark ausgeprigte

Atrophie aufweisen.

1.1.5.2 Histopathologie

Wie schon Charcot 1868 beschreibt, ist die Entziindung ein charakteristisches Merkmal der
Multiplen Sklerose. Das besonders perivends gelegene entziindliche Infiltrat besteht v.a. aus
Makrophagen, Mikrogliazellen, T-Lymphozyten und einigen B-Zellen und Plasmazellen.
AuBerdem ist die Axondestruktion bedeutend (Lassmann 1998), die je nach Grad der
Ausprigung zu gravierenden irreversiblen neurologischen Defiziten fiihren kann und schon bei
Krankheitsbeginn auftritt (Trapp et al. 1998). Das Ausmal} des akuten Axonschadens ist grof3er
in aktiv demyelinisierenden Lisionen im Vergleich zu inaktiv demyelinisierenden Lésionen, so
dass ein Zusammenhang zwischen Entziindung und Schadigung der Axone anzunehmen ist
(Kuhlmann et al. 2002). Der Axonschaden korreliert im Vergleich zur Demyelinisierung
besonders mit bleibenden neurologischen Defiziten (Pendlebury et al. 2000).

Weder fiir die Demyelinisierung noch fiir die Axonschddigung konnte bisher eine eindeutige
Ursache identifiziert werden. In den histologischen Abbildungen 2 und 3 im Anhang stellt sich

der Verlust des Myelins und der Axonschaden in der Lasion dar.

In zahlreichen neuropathologischen Untersuchungen von MS-Lésionen zeigte sich neben
Demyelinisierung und Axonschaden auch eine Remyelinisierung, die sich im Vergleich zum
normalen Myelin durch eine schwéchere Anfarbung der diinneren Myelinscheiden darstellt. Die
Remyelinisierung 1duft meist inkomplett ab, die remyelinisierten Axone sind besonders an der
Grenze zur umgebenden weillen Substanz zu finden (Prineas und Connell 1979, Mews et al.

1998).
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Die Oligodendrozytendichte innerhalb der Lasion spielt fiir das Ausmal} der Remyelinisierung
eine Rolle (Ozawa et al. 1994, Lucchinetti et al. 1999), allerdings ist die
Oligodendrozytenreduktion sehr variabel von komplettem Verlust bis vollstindigem Vorliegen
(Lucchinetti et al. 1999).

Areale mit einem hohen Grad an Remyelinisierung werden als Markschattenherde (shadow
plaques) bezeichnet.

Zusitzlich scheinen auch noch andere Faktoren wie autoreaktive Antikorper die
Remyelinisierung positiv zu beeinflussen (Rodriguez und Lennon 1990, Asakura et al. 1998).
Anzeichen einer Remyelinisierung sind in bis zu 40 % der sklerotischen Plaques zu beobachten

(Barkhof et al. 2003a).

Die Heterogenitit der Multiplen Sklerose zeigt sich nicht nur in der Klinik, Diagnostik und im
Therapieansprechen, sondern auch in der Histopathologie, die sich besonders auf Unterschiede
beziiglich Ausmaf der Entziindung, Immunglobulin- und Komplementablagerung und
Oligodendrozytenschédigung bezieht.

Derzeit wird diskutiert, ob diese histopathologische Heterogenitét auf einen stadien-abhéngigen
Entwicklungsprozess der Lasion zuriickzufiihren ist (Barnett und Prineas 2004), oder ob sie als
Hinweis auf eine heterogene subtypen-spezifische Pathogenese angesehen werden kann
(Lucchinetti et al. 2000, Lucchinetti et al. 2004).

Lucchinetti et al. definieren vier verschiedene Muster, die sogenannten immunpathologischen

Muster, der aktiven Entmarkung (Lucchinetti et al. 2000):

Muster I: T-Zellen- und Makrophagen- assoziierte Entmarkung
Muster Il:  Antikorper-und Komplement- mediierte Entmarkung
Muster 111:  Distale Oligodendrogliopathie

Muster IV:  Primire Oligodendrozytendegeneration.

In einer Analyse von 91 Biopsien lie3 sich Muster II mit 37% am héufigsten feststellen, gefolgt
von Muster I mit 19% und Muster 111 mit 17%. Muster 1V ist sehr selten und konnte in dieser
Analyse nicht ermittelt werden (Pittock et al. 2005). Die Charakteristika der verschiedenen

immunopathogenetischen Subtypen sollen nun néher erléutert werden:
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Muster I und 11

Bei Muster I und II steht die entziindliche Entmarkung im Vordergrund. Die Lasionen lassen sich
héufig durch einen Makrophagenwall deutlich von der umgebenden weilen Substanz abgrenzen
(den scharfen Ubergang von einer Subtyp-II-Lésion zur perildsionalen weilen Substanz (PPWM)
zeigt Abbildung 1 im Anhang), das diffuse und perivends gelegene Infiltrat besteht groftenteils
aus T-Lymphozyten und Makrophagen. In Lésionen des Musters II sind allerdings zusitzlich
Immunglobulin- und Komplementablagerungen nachzuweisen. Die Oligodendrozytenreduktion
ist im Bereich der aktiven Entmarkung unterschiedlich stark ausgepréigt, im Plaquezentrum
wurde hingegen eine hohere Anzahl an Oligodendrozyten beobachtet (Storch et al. 1998). Dies
wird mit einem stirkeren Ausmall der Remyelinisierung in Verbindung gebracht (Lucchinetti et

al. 2000).

Muster III und IV

Bei Muster III und IV steht weniger die Entziindungsreaktion, sondern die Schadigung der
Oligodendrozyten im Vordergrund. Die Lisionen sind unscharf von der umgebenden weillen
Substanz abgegrenzt, Immunglobulin- und Komplementablagerungen lassen sich nicht
nachweisen.

Muster III ist durch den Verlust von Oligodendrozyten gekennzeichnet. Die apoptotischen
Oligodendrozyten sind besonders an den Grenzen der aktiven Lasionen zur weilen Substanz zu
beobachten. Charakteristisch ist der Verlust von Myelin-assoziiertem Glykoprotein (MAG),
andere Myelinproteine wie das Proteolipidprotein (PLP), das Myelin-basische Protein (MBP)
oder die Myelin 2,3 -zyklische Nukleotid 3 -Phosphodiesterase (CNP) lassen sich in der
beschadigten Myelinscheide noch nachweisen. MAG liegt periaxonal und ist somit am weitesten
entfernt vom Oligodendrozyten, weshalb Muster III auch als ,,distale Oligodendrogliopathie*
bezeichnet wird.

Die Demyelinisierung in Muster IV ist vermutlich auf eine metabolische Schiadigung der
Oligodendrozyten zuriickzufiihren, daher bezeichnet man diesen Subtyp als ,,primére
Oligodendrozytendegeneration®. In den Oligodendrozyten liegt zwar eine DNA-Fragmentation
vor, ansonsten sind aber keine morphologischen Strukturen der Apoptose wie in Muster 111 zu
beobachten. Die demyelinisierten Areale sind von einem schmalen Saum von weifler Substanz

umgeben.
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Sowohl in Muster III als auch in Muster IV liegen keine shadow plaques und somit kaum

Anzeichen einer Remyelinisierung vor (Lucchinetti et al.2000).

In Bezug auf die Histopathologie konnten zwar Unterschiede zwischen verschiedenen MS-
Patienten beobachtet, jedoch eine subtypen-spezifische intra-individuelle Homogenitét

festgestellt werden (Lucchinetti et al. 2000)

MS-Lésionen koénnen in unterschiedliche Aktivititsstadien eingeteilt werden. Unterschieden wird
in aktiv und inaktiv entmarkende Lésionen. Dariiberhinaus wird das Ausmal} der De- bzw.
Remyelinisierung in ,,demyelinisiert®, ,,frith remyelinisierend* und ,,spét remyelinisierend*
unterschieden. Grundlage fiir die Beurteilung der Entmarkungsaktivitét ist der
Aktivierungszustand der Makrophagen und deren Phagozytose von Myelinproteinen (Briick et
al. 1994, Briick et al. 1995, Lucchinetti et al. 1996). In Kapitel 2.2.4 (S.27) wird diese Einteilung

noch niher erliutert.

Auch in der perildsionalen weillen Substanz (periplaque white matter, PPWM) ldsst sich eine
diffuse Reaktion auf den entziindlichen Entmarkungsprozess in den Plaques feststellen. Zwar
liegt in der PPWM keine Entmarkung vor, aber besonders Lymphozyten sind dort an der Grenze
zur aktiven Demyelinisierung zu beobachten (Prineas 1975). Die diffuse Entziindungsreaktion
scheint sich in der PPWM langsamer auszubreiten, eine Axonschiddigung in Verbindung mit
aktivierten Mikrogliazellen wurde jedoch auch hier gefunden (Bjartmar et al. 2001, Kutzelnigg
et al. 2005). AuBBerdem kann eine verminderte Anzahl an Oligodendrozyten in der PPWM
vorliegen (Lucchinetti et al. 2000) und auch Plasmazellen konnten in der PPWM identifiziert

werden (Prineas und Wright 1978).

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem setzt sich aus verschiedenen Abwehrmechanismen zusammen, deren Ziel das
Erkennen und Abtéten fremder Antigene und somit der Schutz des Organismus vor pathogenen
Strukturen wie Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten ist.

Diese verschiedenen Abwehrmechanismen lassen sich in zelluldre und humorale Komponenten
unterteilen. Zur humoralen Abwehr gehdren u.a. Immunglobuline, Zytokine, Interferone und das

Komplementsystem, zelluldre Komponenten sind T-und B-Lymphozyten, natiirliche Killerzellen,
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Granulozyten und Makrophagen. Die Immunabwehr besteht aus unspezifischen und aus
spezifischen Mechanismen. So gehoren beispielsweise Makrophagen, natiirliche Killerzellen,
Granulozyten und das Komplementsystem zur unspezifischen Abwehr. Diese ist schon bei der
Geburt voll ausgebildet und bewirkt eine unmittelbare Immunantwort ohne Vorprozessierung des
Fremdantigens. Zu der spezifischen Abwehr gehdren T- und B-Lymphozyten sowie die
Immunglobuline. Aufgabe dieses erworbenen Mechanismus ist die prizise Erkennung der
fremden Molekiilstruktur, Anpassung der Immunantwort und Abspeicherung der gewonnenen
Information im immunologischen Gedéchtnis. Die verschiedenen Abwehrmechanismen wirken
jedoch stets zusammen, als Vermittler dienen u.a. Zytokine und Interferone.

Normalerweise besitzt das Immunsystem die Fahigkeit zwischen kdrpereigenen und fremden
Molekiilstrukturen zu unterscheiden. Werden kdrpereigene Strukturen als fremd erkannt und
somit verschiedene Abwehrmechanismen aktiviert, kann dies zu Autoimmunerkrankungen wie
der Myasthenia gravis oder der Rheumatoiden Arthritis fiihren. Diese Autoreaktivitit wird auch
im Zusammenhang mit der Pathogenese der Multiplen Sklerose diskutiert. Bei der Multiplen
Sklerose konnte aulerdem das Prinzip des molecular mimicry eine Rolle spielen. Nach einer
Infektion mit einen Organismus, der Strukturen enthilt, die korpereigenen Antigenen dhneln,
kann es zu einer Kreuzreaktion und somit zu einer Autoimmunerkrankung kommen (Albert und

Inman 1999, Gran et al. 1999).
1.2.1 T- Lymphozyten

1.2.1.1 Allgemeine Funktion

T-Lymphozyten machen den grofSten Anteil der mononukledren Zellen im Blut aus, sie befinden
sich aber auch im Knochenmark und in den sekundéren lymphatischen Organen. Auf der einen
Seite sind sie ein wichtiger Baustein der spezifischen zelluldren Immunreaktion, auf der anderen
Seite beeinflussen sie durch Stimulation der B-Lymphozyten auch die humorale Immunreaktion.
Nach antigener Stimulation proliferieren die T-Lymphozyten und differenzieren sich zu den T-
Effektorzellen. Diese Effektorzellen lassen sich hinsichtlich ihrer Funktion in T-Helferzellen und
in zytotoxische T-Zellen unterscheiden: T-Helferzellen treten mit Makrophagen und B-
Lymphozyten in Wechselwirkung und lassen sich aufgrund ihres Zytokinmusters in TH1-
Helferzellen und TH2-Helferzellen einteilen. TH1-Helferzellen l6sen durch

Makrophagenaktivierung eine Entziindungsreaktion aus, wihrend TH2-Helferzellen durch
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B-Zell-Aktivierung und deren Differenzierung zu Plasmazellen eine Immunglobulinbildung
bewirken.

Die zytotoxischen T-Zellen hingegen sind wesentlich an der Zerstorung korperfremder Zielzellen
(z.B. virusinfizierte Zellen) beteiligt. Nach Erkennung des Antigens sezernieren die
zytotoxischen T-Zellen Enzyme, zum einen membranzerstdrende Perforine, zum anderen in die
Zielzelle gelangende Proteasen (besonders Granzym B). Dabei konnen T-Lymphozyten durch
Interaktion mit verschiedenen Adhisionsmolekiilen aus den Blutgefdal3en ins Gewebe
einwandern.

T-Lymphozyten sind nicht in der Lage, unldsliche Antigene zu erkennen, es werden die
sogenannten Histokompatibilititsantigene MHC-I und MHC-II benétigt. Dabei nehmen
antigenprasentierende Zellen (z.B. B-Lymphozyten und Makrophagen der mononukledren
phagozytischen Systems) und andere kernhaltige Korperzellen Fremdantigene auf und
présentieren sie in Form von Peptidfragmenten eingebettet in MHC-Proteine. Antigene in
Verbindung mit MHC-I-Proteinen werden von zytotoxischen T-Zellen erkannt, MHC-II-Proteine
spielen fiir die Erkennung durch T-Helferzellen eine Rolle.

T-Lymphozyten leiten sich von den lymphoiden Stammzellen des Knochenmarks ab. Die
Reifung von den T-Vorlduferzellen zu den verschiedenen T-Subpopulationen erfolgt im Thymus.
Dort kommt es neben der Zelloberflachenexpression der T-Zell-Rezeptoren auch zur Expression
verschiedener Oberflichenantigene wie den CD (cluster of differentiation)-Molekiilen. Diese
spielen als Unterscheidungsmerkmal der verschiedenen T-Zell-Populationen eine Rolle.
Wihrend alle T-Lymphozyten das CD3-Molekiil exprimieren, sind T-Helferzellen durch CD4-
Molekiile und zytotoxische T-Zellen durch CD8-Oberfldchenantigene charakterisiert.

1.2.1.2 T- Lymphozyten in der Multiplen Sklerose

Die Pathogenese der Multiplen Sklerose ist bisher noch nicht vollstdndig bekannt. Zahlreiche
Studien deuten darauf hin, dass u.a. die T-Zell- vermittelte Autoimmunitét eine wichtige Rolle
spielt. Auch inaktive T-Zellen kénnen die Bluthirnschranke {iberqueren, sie akkumulieren im
Parenchym des ZNS aber erst nach lokaler Erkennung eines Antigens (Fliigel et al. 2001). So
wird vermutet, dass es sich bei den Antigenen, die eine autoimmune Reaktion bei der MS
auslosen, um Bestandteile der Myelinscheide handelt. Glynn und Linington konnten die EAE,
das experimentelle Modell der MS, durch Transfer von MBP-oder PLP-spezifischen CD4+-T-
Zellen ausldsen (Glynn und Linington 1989). Das Zytokinmuster (z.B. Interferon vy,
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Interleukin-2) in aktiv demyelinisierenden Lésionen spricht auBerdem fiir eine Th1-vermittelte
Immunreaktion (Merrill 1992, Serensen et al. 1999), die vermutlich iiber
Makrophagenaktivierung zu einer Zerstérung des Myelins fiihrt. Sun et al. beschrieben MOG-
reaktive T-Zellen sowohl im Liquor als auch im Blut (Sun J et al. 1991). Es scheinen jedoch
nicht nur CD4-positive T-Zellen, sondern auch andere Subpopulationen der T-Lymphozyten eine
Rolle zu spielen. Booss et al. beobachteten in den MS-Lésionen einen zehnfach groferen Anteil
an CD8-positiven als an CD4-positiven T-Zellen (Booss et al. 1983) und auch Babbe et al.
beschrieben eine klonale Expansion der CD8-positiven T-Zellen (Babbe et al. 2000). Dabei
waren CD8-positive Zellen vor allem in aktiv demyelinisierenden Lisionen, CD4-positive
Lymphozyten hingegen besonders im perivaskulédren entziindlichen Infiltrat zu finden (Babbe et
al. 2000). Im Gegensatz zu den beiden genannten Untersuchungen haben Sun et al. keine erhéhte
Infiltration von CD8-positiven Zellen im Vergleich zu CD4-positiven Zellen im EAE-Modell
gefunden, allerdings bewirken MOG-spezifische zytotoxische T-Zellen eine stirkere
Gewebeschiddigung und einen hoheren Schweregrad der Erkrankung (Sun D et al. 2001).

Die durch MBP-spezifische CD8-positive T-Zellen im EAE-Modell ausgeldsten Symptome wie
z.B. Ataxie oder spastische Lahmung &hneln zudem eher der MS als die CD4-induzierte EAE,
die eine aufsteigende schlaffe Lahmung zeigt (Huseby et al. 2001).

AuBerdem wurden aktivierte zytotoxische T-Zellen in der Ndhe von Anhdufungen EBV-
infizierter B-Zellen in Gehirn von MS-Patienten gefunden (Serafini et al. 2007) Haring et al.
beobachteten bei Médusen eine von zytotoxischen T-Lymphozyten vermittelte Demyelinisierung
nach viraler Infektion (Haring et al. 2002).

T-Zellen spielen nicht nur bei der Demyelinisierung eine Rolle, sondern sind auch im
Zusammenhang mit der Axonschidigung beschrieben. So bauen zytotoxische T-Lymphozyten,
nicht aber CD4-positive T-Zellen, in Zell-Kulturen nach Erkennung des passenden MHC I-
Antigens stabile Verbindungen zu Axonen auf und diese Interaktion fiihrt zur Durchtrennung der
Axone (Medana et al. 2001). Auch im Hirngewebe von MS-Patienten wurden CD8-positive
Zellen nahe der demyelinisierten Axone beobachtet. Innerhalb der aktiv demyelinisierenden
Lésionen wurden dabei besonders Granzym B(GrB)-positive zytotoxische T-Lymphozyten in
engem Kontakt zu den geschiddigten Axonen gefunden, die zytotoxischen Vesikel erschienen
polarisiert in Richtung der Axone (Neumann et al. 2002). Der Axonschaden korreliert mit der

Anzahl der CD8-positiven T-Lymphozyten in der Lésion (Bitsch et al. 2000).
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Zudem scheint sich Granzym B besonders toxisch auf Neurone auszuwirken, Astrozyten werden
durch Granzym B nicht geschéadigt (Wang et al. 2006). Des Weiteren konnen MBP-spezifische
zytotoxische T-Lymphozyten auch MHC I-exprimierende Oligodendrozyten direkt durch Lyse
schiadigen (Jurewicz et al. 1998).

Allerdings wird den T-Lymphozyten nicht nur eine schidigende Funktion zugeschrieben.
Madakamutil et al. beschrieben, dass regulatorische CD4-positive und CD8-positive T-Zellen die
Apoptose von MBP-spezifischen T-Zellen auslosen konnen (Madakamutil et al. 2003).
AulBlerdem wirken T-Lymphozyten auch neuroprotektiv beispielsweise durch Bildung von
BDNF (Kerschensteiner et al. 1999) und kénnen Neurone des ZNS nach Schéadigung des Axons
vor sekundérer Degeneration schiitzen (Moalem et al. 1999).

Beziiglich der Anzahl der T- Lymphozyten im Blut von MS-Patienten existieren verschiedene
Beobachtungen. Skulina et al. fanden eine erhohte Anzahl von CD8-positiven Zellen, nicht aber
von CD4-positiven Zellen, sowohl in MS-Léasionen und im Liqour als auch im Blut. Diese CD8-
positiven Klone persistieren teilweise langer als 5 Jahre im Liquor und im Blut, was
moglicherweise zu einer Krankheitsprogression fiihren kann (Skulina et al. 2004).

Killestein et al. beschrieben eine negative Korrelation zwischen Anzahl der CD8-positiven T-
Zellen im Blut und der Anzahl der Léasionen im MRT (Killestein et al. 2003).

Berthelot et al. hingegen beobachteten hingegen keinen Unterschied zwischen MS-Patienten und
gesunden Personen beziiglich der Anzahl autoreaktiver CD8-positiver T- Zellen im Blut und
vermuteten, dass vollstindig aktivierte zytotoxische T-Zellen schon friih ins ZNS einwandern
(Berthelot et al. 2008). In- vitro- Untersuchungen zeigen einen anderen Aktivierungsgrad der
autoreaktiven T-Zellen im Blut von MS- Patienten im Vergleich zu gesunden Personen (Zhang J
et al.1994, Hellings et al. 2001). T-Zellen von MS-Patienten produzieren vermutlich wiahrend
eines Schubes mehr pro-inflammatorische Zytokine wie IFN-y, TNF-o und IL-1pB (Hollifield et
al. 2003).

1.2.2 B-Lymphozyten und Plasmazellen

1.2.2.1 Allgemeine Funktion

B-Lymphozyten sind der kleinere Anteil der mononukleédren Zellen im Blut. Der grofite Teil der

B-Zellen befindet sich im Knochenmark und in den sekundiren lymphatischen Organen.

- 14 -



Einleitung

Sie sind einerseits Effektorzellen bei der Eliminierung von Antigenen durch
Antikorperproduktion und damit Grundlage der spezifischen humoralen Immunantwort,
andererseits sind sie auch antigenprasentierende Zellen.

B-Lymphozyten exprimieren transmembrandse Immunglobuline (IgM-Monomer und IgD), die
als B-Zellrezeptor dienen.

Nach dem Kontakt mit einem Antigen wird eine bestimmte Sorte von B-Zellen (klonale
Selektion) aktiviert, denn ein antigenes Epitop wird nur von den B-Zellen erkannt, die {iber einen
passenden Immunglobulinrezeptor verfiigen. Diese Zellen proliferieren und differenzieren zum
einen zu Plasmazellen, zum anderen zu B-Gedéchtniszellen. Die Plasmazellen produzieren und
sezernieren antigenspezifische Antikorper. Durch die Bindung des Antikdrpers an das pathogene
Antigen wird die Phagozytose durch unspezifische Abwehrzellen erleichtert, auBerdem wird
durch die Antikdrper der klassische Weg der Komplementaktivierung eingeleitet und die
Ausfillung unldslicher Immunkomplexe kann ebenfalls zur Inaktivierung des Antigens fiihren.
Von den bei der Differenzierung entstandenen B-Gedéichtniszellen werden Informationen iiber
die Struktur des Antigens gespeichert, so dass bei erneutem Antigenkontakt unverziiglich grof3e
Mengen von spezifischen Antikorpern gebildet werden konnen.

Im Gegensatz zu den T-Lymphozyten konnen B-Zellen iiber den Immunglobulin-Rezeptor auch
komplette Proteine erkennen, es ist keine Vorprozessierung durch antigenprisentierende Zellen
ndtig. Die Aktivierung und Differenzierung von B-Zellen erfolgt allerdings meist erst nach
Interaktion mit den T-Helferzellen, denen sie das Antigen tiber das MHC-II-Molekiil
prasentieren.

Wird den B-Zellen durch antigenpréisentierende Zellen, meist dendritische Zellen, ein Antigen
angeboten, konnen sie sich differenzieren und kurzlebige IgM-Antikorper sezernieren, dies auch
ohne Interaktion mit den T-Helferzellen (Fayette et al. 1998, Baumgarth 2000).

Auch B-Lymphozyten leiten sich von lymphoiden Stammzellen des Knochenmarks ab. Die
Reifung erfolgt sowohl im Knochenmark als auch antigengesteuert in den sekundéren
lymphatischen Organen. B-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfldche neben den Immunglobulinen
auch verschiedene CD-Antigene. So ist fiir alle B-Lymphozyten die Expression von CD19 und
CD20 charakteristisch. Plasmazellen hingegen exprimieren diese beiden Oberflichenantigene

nicht, sondern sind mit der Expression von CD138 assoziiert.
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1.2.2.2 B-Lymphozyten und Plasmazellen in der Multiplen Sklerose

In den letzten Jahren deuten immer mehr Studien darauf hin, dass neben den T-Zellen auch die
B-Zellen, Plasmazellen und Autoantikorper eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Multiplen
Sklerose spielen. Schon lange ist bekannt, dass in iiber 90% der MS-Patienten eine erhdhte
intrathekale Immunglobulinsynthese vorliegt (Kabat et al. 1948), die sich in oligoklonalen
Banden nachweisen ldsst.

Verschiedene Untersuchungen des Liquors von MS-Patienten zeigten eine klonale Expansion
von B-Zellen und CD138-positiven Plasmazellen (Colombo et al. 2000, Ritchie et al. 2004), die
sich nicht im Blut der Patienten widerspiegelte (Colombo et al. 2000). Colombo et al.
beobachteten 2003 B-Zell-Klone im Liquor von Patienten mit schubformig-remittierender MS
und deren Persistenz auch bei sekundér-progressivem Verlauf (Colombo et al. 2003).

In zahlreichen Untersuchungen konnte eine Akkumulation von B-Zell-Klonen nicht nur im
Liquor, sondern auch in MS-Liésionen aufgezeigt werden (Qin et al. 1998, Cross et al. 2001,
Gilden et al. 2001). Dabei variieren die Angaben zur Anzahl der B-Zellen, Plasmazellen und
Antikdrper in den Lisionen beziiglich der Lasionsaktivitét. Esiri beschrieb eine hohere Anzahl in
aktiven Lasionen (Esiri 1977) und auch Gay et al. fanden hypermutierte B-Zell-Klone und
Immunglobuline bzw. Immunkomplexe in Zusammenhang mit untergegangenem Myelin
besonders in sehr frithern Stadien der Lasionsentwicklung (Gay et al. 1997). Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen konnte eine Akkumulation von Plasmazellen in chronischen MS-Lisionen
(Prineas und Wright 1978, Mallison et al. 1991) und in der umgebenden weiflen Substanz
(Prineas und Wright 1978) beobachtet werden und auch Ozawa et al beschrieben eine erhohte
Anzahl in spéten Stadien der Erkrankung (Ozawa et al. 1994).

Die Akkumulation von Plasmazellen in MS-Léasionen erfolgt teilweise unspezifisch,
hauptséchlich aber antigengesteuert (Mallison et al. 1991). Das ausldsende Antigen in der
Pathogenese der Multiplen Sklerose ist allerdings noch nicht eindeutig identifiziert. Warren und
Catz beobachteten Autoantikorper gegen MBP und PLP im Liquor (Warren und Catz 1994). In
akuten MS-Lisionen wurden Antikdrper gegen MOG und MBP gebunden an beschidigtem
Myelin gefunden (Genain et al.1999, Raine et al. 1999) und Gerritse et al. beschrieben MBP-
spezifische B-und Plasmazellen im ZNS-Gewebe von MS-Patienten (Gerritse et al. 1994).
AuBerdem konnte die B-Zell-Antwort in der Multiplen Sklerose auch von vorangegangen
Infektionen ausgelost werden, da oligoklonales IgG Epstein-Barr-Virus-Proteine binden kann

(Rand et al. 2000, Cepok et al. 2005a).
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Neben der Antikorperproduktion kdnnen auch andere Funktionen der B-und Plasmazellen in der
Pathogenese der MS eine Rolle spielen. Wucherpfennig et al. fanden in MS-Lésionen sowohl
MBP-spezifische B-Zellen und gleichzeitig T-Zellen spezifisch fiir MBP-Epitope
(Wucherpfennig et al. 1997) und auch die antigenpriasentierende Funktion der B-Zellen ist fiir die
Interaktion von B-und T-Zellen von Bedeutung (Cross et al. 2001). Trotter et al beschrieben die
Opsonisierung von Myelin durch Antikdrper und folgende Phagozytose durch Makrophagen in
EAE und MS (Trotter et al. 1986).

Verschiedene Untersuchungen deuten auf den Einfluss der B-Zell-Linie auf den
Krankheitsverlauf hin. Auf der einen Seite steigern Myelin-spezifische Antikdrper den
Schweregrad der EAE (Iglesias et al. 2001) und Cepok et al beschrieben eine mdgliche
Korrelation zwischen intrathekaler B-Zell-Dominanz und Krankheitsprogression der Multiplen
Sklerose (Cepok et al. 2001). Auf der anderen Seite konnen B-Zellen wie auch T-Zellen BDNF
produzieren und somit neuroprotektiv wirken (Kerschensteiner et al. 1999) und es wird ihnen
iiber Produktion von IL-10 eine regulatorische Funktion zugeschrieben (Fillatreau et al. 2002).
Des Weiteren steigern Antikorper gegen verschiedene ZNS-Antigene die Remyelinisierung in
der EAE (Rodriguez und Lennon 1990).

Die Herkunft von Plasmazellen und autoreaktiven Antikdrpern im ZNS ist zurzeit noch
Gegenstand der Forschung. Linington et al. zeigten in EAE, dass Antikorper gegen Bestandteile
der Myelinscheide und der Oligodendrozyten (MOG) iiber die zerstorte Blut-Hirn-Schranke ins
ZNS gelangen konnen (Linington et al. 1988). Aber auch B-Zellen konnen die Blut-Hirn-
Schranke iiberwinden, wenn sie Oberflichenmolekiile exprimieren, die mit Liganden/Rezeptoren
der Endothel-Zellen interagieren (Alter et al. 2003). Dies scheint besonders auf die B-
Gedéchtniszellen zuzutreffen (Niino et al. 2006). B-Zellen konnen in das ZNS einwandern, dort
unter Deposition des spezifischen Antigens akkumulieren und zu Plasmazellen differenzieren
(Knopf et al. 1998). In MS-Lésionen wurden Zytokine wie z.B. IL-4 gefunden, die die
Differenzierung von B-Zellen fordern (Canella and Raine 1995). Corcione et al. beobachteten in
Liquoranalysen von MS-Patienten sdmtliche Stadien der B-Zelldifferenzierung (Corcione et al.
2004), so dass vermutlich auch innerhalb des ZNS eine B-Zell-Entwicklung dhnlich der
Keimzentrumsreaktion in den sekundéren lymphatischen Organen stattfindet.
Lymphfollikel-dhnliche Strukturen in den Meningen von MS-Patienten deuten ebenfalls auf eine
B-Zelldifferenzierung innerhalb des ZNS mit lokaler humoraler Immunantwort hin (Serafini et

al. 2004). Das Auftreten der Follikel ist begleitet von massiver Infiltration von B-Zellen und
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Plasmazellen in der weillen Substanz, teilweise auch als perivaskuldre Cuffs (Magliozzi et al.
2007). Antigengesteuerte B-Zellen wandern in das ZNS ein und finden in den entziindeten
Meningen gute Bedingungen fiir eine Proliferation und Differenzierung zu Plasmazellen vor
(Magliozzi et al. 2007). Diese Follikelstrukturen wurden allerdings nur bei Patienten mit
sekundér-progressivem Verlauf, nicht aber bei primér-progressivem Verlauf beobachtet und mit
fritherem Krankheitsbeginn und schwererem Krankheitsverlauf assoziiert (Serafini et al. 2004,

Magliozzi et al. 2007).

1.3 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zusammensetzung des entziindlichen Infiltrates humaner
MS-Biopsien in Bezug auf T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Plasmazellen untersucht. Wie
bereits erwéhnt, ist die Multiple Sklerose durch eine ausgepriagte Heterogenitit gekennzeichnet,
die sich in der Unterteilung in vier Subtypen der aktiven Entmarkung mit vermutlich
unterschiedlichen zugrunde liegenden Pathomechanismen (Lucchinetti et al. 2000)
widerspiegelt. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Uberpriifung der Hypothese moglicher
subtypenspezifischer Unterschiede mit folgenden Schwerpunkten:

-Analyse der Infiltration von T-Zellen mit dem Pan-T-Zell-Marker CD3 in den verschiedenen
Immunsubtypen und Identifikation des Anteils zytotoxischer T- Lymphozyten am Gesamt-T-
Zell- Infiltrat mithilfe des immunohistochemischen Markers CD8. Des Weiteren wurde der
Anteil Granzym-B-exprimierender T-Zellen am Infiltrat zytotoxischer T- Lymphozyten in den
verschiedenen Subtypen analysiert.

-Beurteilung der Infiltration von B-Lymphozyten mithilfe des Pan-B-Zell-Markers CD20 und
Identifikation von Plasmazellen mithilfe des immunohistochemischen Markers CD138 in den

verschiedenen Subtypen.

Mogliche Unterschiede beziiglich des Anteils von T-, B-Lymphozyten und Plasmazellen am
entziindlichen Infiltrat zwischen den verschiedenen Immunsubtypen und Lasionsaktivititen

(s. Kapitel 2.2.4, S.27) wurden untersucht. Die Infiltration der perildsionalen weillen Substanz
als Ausdruck einer moglichen pathologischen Verdnderung wurde ebenfalls néher betrachtet.
Anschliefend wurden die histopathologischen Daten mit klinischen Patientendaten korreliert, um
einen moglichen Zusammenhang zwischen vermutlich heterogener Pathogenese, Histopathologie

und klinischen Charakteristika zu tiberpriifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Ausgewertetes Gewebe

Bei dem ausgewerteten Material handelt es sich um humane Hirn- und Riickenmarksbiopsien,
die zwischen 1997 und 2005 in verschiedenen neurochirurgischen Zentren im Rahmen der
Diagnostik entnommen und zu einer zweiten Beurteilung an die neuropathologische Abteilung
der Universitdt Gottingen unter der Leitung von Prof. Briick gesandt wurden. Beziiglich der
verschiedenen Lésionsaktivititen (siche Kapitel 2.2.4, S.27) wurden 51 frithaktive und 20
inaktive Fille untersucht. In 3 Biopsien ausgedehnter Lisionen mit ausreichend grofen
unterschiedlichen De- und Remyelinisierungsanteilen wurden diese jeweils gesondert
ausgewertet. Unabhingig von kleineren Arealen unterschiedlicher De-und
Remyelinisierungsgrade wurde sich bei den iibrigen Fillen auf den dominierenden Grad
fokussiert. Bei einem Patienten lagen Biopsate aus zwei verschiedenen Operationen vor, diese
wurden getrennt ausgewertet. Fiir die untersuchten frithaktiven Fille lag folgende Verteilung auf
die Subtypen vor: 17 Fille Immunmuster I, 21 Falle Immunmuster II und 13 Félle Immunmuster
III. Das Immunmuster IV ist sehr selten und bisher nur in Autopsien von Patienten mit PPMS
beschrieben worden (Lucchinetti et al. 2000). In Biopsien konnte der Subtyp IV noch nicht
identifiziert werden, sodass sich die Uberpriifung mdglicher Unterschiede auf die Subtypen I-111
bezieht. Beziiglich der Lésionsaktivititen ergab sich folgende Verteilung: 45 frithaktive Félle
ohne Remyelinisierung (EA no RM), 6 frithaktive Fille mit friiher Remyelinisierung (EA ERM),
10 inaktive Félle ohne Remyelinisierung (IA no RM) und 10 inaktive Félle mit frither
Remyelinisierung (IA ERM).

Die Auswertung CD138-positiver Plasmazellen erfolgte an diesen 71 Fillen, fiir die anderen
verwendeten Marker konnten mangels ausreichenden Gewebes nicht alle 71 Fille analysiert
werden. Fiir die Auswertung der CD20-positiven B-Zellen konnten 43 frithaktive und 18 inaktive
Fille beriicksichtigt werden, fiir die Marker CD3 und CD8 standen 28 friihaktive und 20 inaktive
Fille zur Verfiigung und GrB-positive T-Zellen konnten in 43 frithaktiven und inaktiven Fillen
ausgewertet werden. Eine detaillierte Verteilung in Bezug auf die Subtypen ist im Anhang in

Tabelle 1 und eine Verteilung auf die Lésionsaktivitéten ist in Tabelle 2 zu finden.
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Neben den Lisionen wurde, soweit vorhanden, auch die umgebende weifle Substanz (PPWM)
untersucht. Fiir die Auswertung der CD138-positiven Plasmazellen standen 29 frithaktive und 7
inaktive Fille zur Verfiigung, fiir den Marker CD20 lag in 21 frithaktiven und 5 inaktiven Féllen
PPWM vor, fiir die Auswertung von CD3- und CD8-positiven T-Zellen konnten 11 frithaktive
und 8 inaktive Félle beriicksichtigt werden und die Analyse von GrB-positiven T-Zellen in der
PPWM erfolgt an 24 friihaktiven und 7 inaktiven Fillen. Eine Uberpriifung von Unterschieden
wurde aufgrund zu kleiner Fallzahlen nur zwischen allen friihaktiven und allen inaktiven Fillen
durchgefiihrt. Die Verteilung der Fallzahlen der PPWM auf die Subtypen friihaktiver Lésionen
und auf die inaktiven Lisionen zeigt Tabelle 3 im Anhang.

Lief3en sich in dem untersuchten Gewebe auch Gefille identifizieren, so wurde neben der
Infiltration des Parenchyms auch die Anzahl der T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen in direkter
Nachbarschaft zu den Gefdalen getrennt untersucht. Ausgewertet wurden dabei die Zellen, die
das GefdBendothel durchwandert hatten, intraluminale Zellen wurden nicht beriicksichtigt.

Abbildung 4 im Anhang zeigt ein perivaskuldres Infiltrat CD8-positiver T-Lymphozyten.

2.1.2 Materialaufbereitung

Die im Rahmen der Aufbereitung der Biopsien und der immunhistochemischen Farbungen

verwendeten Materialien und Antikorper sind der Tabelle 4 und 5 im Anhang zu entnehmen.

Herstellung von Leerschnitten

Die Proben wurden formalinfixiert und in Paraffin eingebettet zugesandt.
Mit einem Schlittenmikrotom wurden zunichst aus den gehérteten Paraffinblocken 1-2 um dicke
Gewebeschnitte angefertigt und auf Silane-beschichtete Objekttrager aufgetragen. AnschlieBend

wurden die Schnitte im Warmeschrank bei 37°C iiber Nacht getrocknet.

Entparaffinierung und Rehydrierung

Vor jeder Farbung erfolgte die Entparaffinisierung der Schnitte im Xylolbad (3x5 min) und die
Rehydrierung mit Isopropylalkohol verdiinnt mit Aqua dest in absteigender Reihe (99%, 90%,
70%, 50%, je 3 min). Schlielich wurden die Schnitte mit Aqua dest. oder mit Tris-Pufferlosung
gespiilt.
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Demaskierung von Antigenen

Die durch die Fixierung maskierten Antigene mussten vor der Farbung durch thermische
Vorbehandlung freigelegt werden. Die Gewebeschnitte wurden in einer Pufferlosung in der
Mikrowelle (800 Watt) 3x5 min gekocht. Die Wahl der Pufferlésung hing von den verschiedenen
Primérantikdrpern ab. So wurde fiir anti-CD3 und anti-CD8 10mM Citratpuffer (pH 6,0), fiir
anti-CD138 Tris/EDTA-Puffer (pH 8,5-9,0) und fiir anti-GrB 4mM Tris/HCI- Puffer verwendet.

AnschlieBend wurde mit entionisiertem Wasser vorsichtig gespiilt.

2.2 Methoden

Immunhistochemische Farbemethoden werden fiir den mikroskopischen Nachweis von
Antigenen auf der Zelloberfliche und im Zellinneren genutzt.

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden die APAAP-Methode und die ABC-Methode
angewandt. Das Grundprinzip ist das Markieren von Antigenen mithilfe von Antikdrpern,
Enzymen und Farbsubstraten (Chromogenen).

Die Gewebereaktion wurde anhand von Positiv- und Negativkontrollen tiberpriift. Als
Positivkontrolle diente fiir CD3, CD8, CD138 und fiir Granzym B Gewebe eines T-Zell-
Lymphoms und fiir CD20 lymphatisches Tonsillengewebe. Als Negativkontrolle wurde statt des
Primérantikorpers ausschlieBlich Phosphate Buffered Saline (PBS) aufgetragen. Nach dem
Féarbevorgang wurden die Schnitte in aufsteigender Isopropylalkohol-Reihe bis 100% dehydriert,
in aufsteigenden Xylolkonzentrationen (bis 100%) inkubiert. und schlieBlich mit dem
Eindeckmedium Depex eingedeckt.

Nachfolgend sollen die APAAP-Methode und die ABC-Methode erldutert werden:

2.2.1 APAAP-Methode

Prinzip

Die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP)-Methode ist eine indirekte
Nachweismethode und nutzt eine Farbreaktion basierend auf einem praformierten 16slichen
Enzym-anti-Enzym-Komplex und entsprechenden Antikdrpern.

Zuerst wird ein Primérantikorper (Antikorper gegen das zu markierende Antigen) aufgetragen.
Dieser wird dann tiber ein oder zwei Sekundérantikdrper mit dem Enzym-anti-Enzymkomplex

verbunden. Bei dieser Methode ist wichtig, dass die vor und nach dem jeweiligen
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Sekunddrantikdrper applizierten Antikdrper von der gleichen Spezies abstammen, sodass der
jeweilige Sekundérantikorper als Briickenantikorper wirken kann.

Als Enzym wird die alkalische Phosphatase verwendet. Diese spaltet durch Hydrolyse
Phosphatgruppen von organischen Estern ab, wodurch aus dem fast farblosen Chromogen ein

farbiges Endprodukt entsteht.

Durchfiihrung
Fiir die Spiilgidnge zwischen den einzelnen Schritten wurde PBS (Phosphatpuffer 9,55g/1)

verwendet.

Nach der Entparaffinierung und der Vorbehandlung wurde der monoklonale Primérantikdrper
appliziert und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Verdlinnung variierte zwischen den
verschiedenen Primirantikorpern, in Testfarbungen wurde die optimale Antikorperkonzentration
ermittelt (siehe Tabelle 6 im Anhang).

Nach dreimaligem Spiilen wurde der Sekundérantikorper (Kaninchen-anti-Maus bzw.
Kaninchen-anti-Ratte) aufgetragen und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte
mehrmaliges Spiilen und das Aufbringen des APAAP-Komplexes, der fiir 60 min bei

Raumtemperatur inkubiert wurde. Durch dreimaliges Spiilen wurde die Inkubation beendet.

Umsetzung des Chromogens/Gegenfiarbung

Als Substrat wurde eine Neufuchsin-Féarbelosung verwendet. Das Levamisol der Losung diente
der Unterdriickung der endogenen Alkalische-Phosphatase-Aktivitit. Die Schnitte wurden in der
Losung 30 min unter Schiitteln inkubiert. Es entwickelte sich unter mikroskopischer Kontrolle
aus dem Chromogen ein rotes Reaktionsprodukt, die Reaktion wurde durch Spiilen mit Aqua
dest. beendet.

Die Gegenfarbung erfolgte mit Himalaun-Blau (verdiinnt 1:1 mit Aqua bidest) fiir 30 sec, das
Blduen wurde dann unter flieBendem Leitungswasser durchgefiihrt und somit eine Blaufarbung

der Zellkerne erreicht.
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2.2.2 ABC-Methode

Prinzip
Die Avidin-Biotin-Complex (ABC)-Methode ist eine indirekte Nachweismethode und baut auf

der starken Affinitdt von Avidin (ein aus HiihnereiweiB isoliertes Glykoprotein) bzw.

Streptavidin (ein Protein des Bakteriums Streptomyces avidinii) zu Biotin auf.

Zuerst wird der Primérantikorper aufgetragen. Anschlieend folgt ein biotinylierter
Sekundarantikorper als Verbindung des Primérantikorpers mit dem danach aufzutragenden
praformierten Avidin/Streptavidin-Biotin-Enzym-Komplex. Als Enzym eignet sich die
Peroxidase gut, sie ist stabil, bleibt auch bei Kopplung aktiv und ist im Gewebe nur in geringen
Mengen enthalten, welche sich leicht mit einem Puffer unterdriicken lésst.

Die Peroxidase iibertrigt Wasserstoffionen. Diese reduzieren das vorher fast farblose Chromogen

zu einem farbigen Endprodukt.

Durchfiihrung
Fiir die Spiilginge zwischen den einzelnen Schritten wurde PBS (Phosphatpufter, 9,55g/1)

verwendet.

Nach der Entparaffinierung und der Vorbehandlung wurden die Schnitte zum Blockieren der
endogenen Peroxidase 10 min in 3%igem H,O, /PBS (45ml PBS+5ml H,0, 30 %ig) inkubiert.
Nach mehrmaligem Spiilen folgte eine 10-miniitige Inkubation mit fetalem Kélberserum (FCS)
(10% FCS/PBS (120pul)) zum Blockieren unspezifischer Proteinbindungsstellen. Nach diesem
Schritt wurde nicht gespiilt, sondern sofort der monoklonale Priméirantikdrper aufgetragen und
iber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Antikdrperkonzentration unterschied sich nicht von der
APAAP-Methode (siehe Tabelle x). Anschlieend wurde der biotinylierte Sekundérantikdrper
(Verdiinnung 1:2000 mit 10%FCS/PBS) im Uberschuss aufgebracht und 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nach mehrmaligem Spiilen wurde der Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Verdiinnung
1:1000) eingebracht und 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten mehrmalige
Spiilgdnge.
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Reduktion des Chromogens/Gegenfiarbung
Als Chromogen wurde 3°-3'- Diaminobenzidin (DAB) (50 mg DAB auf 100 ml PBS mit 32 pl

H,0, ) aufgetragen, unter Sicht entwickelte sich nach 2-8 min ein braunes Reaktionsprodukt, die
Reaktion wurde dann durch Spiilen mit entionisiertem Wasser beendet.

Die Gegenfarbung erfolgte mit Himalaun-Blau (verdiinnt 1:1 mit Aqua bidest) fiir 30 sec und
anschlieBendem Spiilen mit Aqua dest. SchlieBlich wurden die Schnitte in HCI-Alkohol (aus
1750ml Iso-Alkohol/ 750ml Aqua dest/ 25ml 25%ige HCL-Lsg.) gedippt, um die
Hintergrundreaktion abzuschwichen und das Blauen der Zellkerne erfolgte dann unter

flieBendem Leitungswasser (7 min).

2.2.3 Verwendete Antikorper

In diesem Abschnitt werden die verwendeten Antikdrper fiir die Epitope CD3, CD8, Granzym B,
CD20 und CD138 zur immunhistochemischen Analyse des entziindlichen Infiltrates ndher

erlautert.

2231CD3

CD 3 ist ein Proteinkomplex, welcher aus 6 Polypeptiden mit unterschiedlichen transmembranen
Ketten besteht und zu der Superfamilie der Immunglobuline gehort. Wéahrend der Reifung der T-
Lymphozyten in der Thymusrinde erscheint CD3 zunéchst als intrazytoplasmatischer
Bestandteil, spéter dann als Oberfldchenantigen der Thymozyten und wird fortan von allen
Subpopulationen der reifen T-Lymphozyten exprimiert (Alberts et al. 2004). Das CD3-Molekiil
ist eng mit dem T-Zell- Rezeptor assoziiert, es bewirkt nicht die Antigen/MHC-Erkennung per
se, sondern ermdglicht die Signaltransduktion nach Stimulation des T-Zellrezeptors durch
Fremdantigenkontakt und somit die T-Zellaktivierung. Da das Antigen CD3 bisher nur bei
normalen und malignen T-Zellen beobachtet wurde, werden Antikorper gegen CD3 héufig in der
Diagnostik von T-Zell-Neoplasien beschrieben (Braylan et al. 2001). Die Abbildungen 5-10 im
Anhang zeigen CD3-positive T-Lymphozyten in Lasionen und in der PPWM.
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22.3.2CD38

CD 8 ist ein transmembranes 68 kDa Glykoprotein, welches aus zwei Ketten besteht und
ebenfalls zur Superfamilie der Immunglobuline gehdrt. Wahrend der Reifung der T-Zellen wird
das Oberfldchenantigen CD8 wie auch CD4 von den Thymozyten exprimiert. Im Gegensatz zu
den reifen, CD4-positiven T-Helferzellen bleibt CD8 bei den reifen zytotoxischen T-
Lymphozyten und T-Suppressorzellen erhalten. Auch CD8 ist mit dem T-Zellrezeptor assoziiert
und hat eine erhohte Affinitét zu den Antigenen, die iiber den MHC-I- Proteinkomplex
prasentiert werden. Es stabilisiert die Bindung zwischen den zytotoxischen T-Lymphozyten und
der antigenpdsentierenden Zelle und bewirkt anschlieend die Signaltransduktion (Norment et
al. 1988, Alberts et al.2004). Antikorper gegen CDS8 sind niitzliche Marker zur Identifikation von
zytotoxischen und Suppressor-T-Zellen und werden somit besonders in der Diagnostik von
Neoplasien dieser Zellen genutzt (Mason et al. 1992). Die Abbildungen 11-16 zeigen CD8-
positive zytotoxische T-Lymphozyten in Lésionen und in der PPWM.

2.2.3.3 Granzym B

Granzym B, auch als fragmentin- 2 bezeichnet, gehort zu den 5 bekannten humanen Granzymen
(Abkiirzung fiir granule enzymes), einer Familie der Serinproteasen. Die Struktur dieses Proteins
mit 32 kDa dhnelt der Struktur der Chymotrypsins. Die proapototische Funktion des Granzyms B
ist ein Bestandteil der Immunabwehr durch zytotoxische T- Lymphozyten und natiirliche
Killerzellen, die Synthese kann durch Stimulation mit IL-2 gesteigert werden (Liu et al. 1989,
Salcedo et al. 1993).

In den genannten Zellen wird Granzym B als Proenzym produziert und in Vesikeln durch
Cathepsin C aktiviert (Smyth et al. 1995). Innerhalb der Zielzelle interagiert Granzym B unter
Anwesenheit von Perforin (Kagi et al. 1994) mit Schliisselsubstraten der Apoptose wie den Pro-
Caspasen (Martin et al. 1996) und bewirkt rapide DNA-Fragmentation.

Granzym B wird in aktivierten zytotoxischen T-Lymphozyten und in natiirlichen Killerzellen
(NK) gefunden (Hameed et al. 1988, Krihenbiihl et al. 1988). Somit konnen monoklonale
Antikorper wie der in der vorliegenden Arbeit verwendete Clone GrB-7 zur Identifizierung
zytotoxischer T- Lymphozyten verwendet werden (Kummer et al. 1993) und zeigen eine
punktformige Reaktivitit im Zytoplasma (sieche Abb.17-22 im Anhang). Bisher wurde dieser
Antikorper besonders im Zusammenhang mit T- und NK-Zell- Lymphomen beschrieben (Cho et
al. 1997).
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2.2.3.4CD 20

CD 20 ist ein 33-37 kDa nicht-glykosyliertes Phosphoprotein, dessen Transmembranteil viermal
die Zellmembran tliberquert. Es gleicht strukturell einem Ionenkanal und scheint eine Rolle beim
transmembrandsen Calcium-Strom zu spielen, was auf eine regulierende Funktion beziiglich
Proliferation und Differenzierung der B-Zellen hinweisen konnte (Tedder und Engel 1994).
Schon wihrend der Reifung der B-Lymphozyten im Knochenmark wird CD20 auf den spiten
Progenitor-B-Zellen gefunden, wird dann ebenso auf den reifen B-Zellen exprimiert und geht
erst nach der Differenzierung zu Plasmazellen verloren (Tedder und Engel 1994).

Antikorper gegen CD20 werden besonders zur Identifizierung von Neoplasien, die sich von den
B-Zellen ableiten, genutzt (Takami et al. 1989). Die Abbildungen 23-28 im Anhang zeigen
CD20-positive B-Lymphozyten in Lésionen und in der PPWM.

2.2.3.5CD 138

CD 138, auch als syndecan-1 bezeichnet, ist ein transmembranes Heparansulfatproteoglycan, das
aus einem Kernprotein mit 30,5 kDa und verschiedenen Glykosaminoglykanen besteht.

CD 138 gehort zu der Familie der Syndecane und ist das meist erforschte der vier bekannten
Syndecane. Die Funktionen dieser Zelloberfldchenproteoglycane sind vielfiltig, so sind die
Vermittlung der Adhédsion sowohl zweier Zellen als auch die Adhision zwischen Zelle und der
extrazelluldren Matrix zu nennen. Des Weiteren spielen sie eine Rolle bei der Bindung von
Wachstumsfaktoren (Rapraeger 1993).

Das Muster der Syndecan- Expression ist spezifisch fiir unterschiedliche Zellen und ihre
verschiedenen Entwicklungsstufen (Bernfield et al. 1992).

So wird CD 138 auf reifen Epithelzellen exprimiert (Bernfield et al. 1993, Elenius und Jalkanen
1994), nicht aber auf Endothelzellen und mesenchymalen Zellen (Hayashi et al. 1987).

Auch innerhalb des himatopoetischen Systems ist die Expression von CD 138 beschrieben. So
findet man wéhrend der Differenzierung der B- Zellen bei B- Vorlduferzellen die Expression von
CD 138, diese verliert sich bei zirkulierenden B-Zellen und zeigt sich schlielich wieder bei
reifen Plasmazellen (Sanderson et al. 1989).

Bisher wurde der immunhistochemische Marker CD 138 besonders im Zusammenhang mit
verschiedenen Neoplasien erwéhnt. CD 138- Reaktivitit wurde beispielsweise beim Multiplen

Myelom (Ridley et al. 1993, O'Connell et al. 2004) oder bei epithelialen Neoplasien wie dem
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Mammacarcinom, dem Magencarcinom oder dem Bronchialcarcinom (Costes et al. 1999,
O"Connell et al. 2004).

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete monoklonale Antikorper Mil5 (Anti-syndecan-1)
wurde von Costes et al. 1999 als geeigneter Marker fiir die Identifizierung und Quantifizierung
von normalen und malignen Plasmazellen beschrieben (Costes et al. 1999), die
Immunhistochemie zeigt eine deutlich membrandse Reaktivitdt (sieche Abbildungen 29-34 im

Anhang).

2.2.4 Mapping

Die untersuchten Biopsien wurden besonders im Hinblick auf die Lasionsaktivitit beurteilt, da in
einer Biopsie Areale unterschiedlicher Aktivitit gefunden werden kénnen. Eine Subtypisierung
in die Immunmuster ist hier nur fiir frithaktive Lasionen moglich, daher wurde eine separate
Auswertung der frithaktiven und der inaktiven Areale durchgefiihrt. Beriicksichtigt wurde
zusitzlich auch der Grad der Remyelinisierung. Zur Identifikation der verschiedenen
Lisionsaktivititen und der umgebenden weillen Substanz (PPWM) wurden verschiedene
immunhistochemische Farbungen verwendet und anschlieend wurde eine Zeichnung der
verschiedenen Areale der jeweiligen Biopsie (Mapping) angefertigt. In 3 Biopsien ausgedehnter
Lisionen mit ausreichend groBen unterschiedlichen De-und Remyelinisierungsanteilen wurden
diese jeweils gesondert ausgewertet. Unabhingig von kleineren Arealen unterschiedlicher De-
und Remyelinisierungsgrade wurde sich bei den iibrigen Fillen auf den dominierenden Grad
fokussiert.

Die verschiedenen Lisionsaktivitidten und die Verwendung der histologischen Fiarbungen werden

im Folgenden néher erléutert.

2.2.4.1 Standardfarbungen

Die neuropathologischen Standardfarbungen wurden routinemifBig zur Diagnosestellung einer
entziindlichen ZNS-Entmarkung durchgefiihrt. Himatoxilin-Eosin (HE) und Luxol-Fast-Blue-
Period-Schiffsdure (LFB-PAS) erlauben die Beurteilung der Zellmorphologie und des
Entmarkungszustandes, die Versilberung nach Bielschowsky ermoglicht die Auswertung der

Axone.
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2.2.4.2 Lasionsaktivitaten

MS-Lésionen konnen in unterschiedliche Aktivitdtsstadien eingeteilt werden. Grundlage dieser
Einteilung ist der Grad der De- bzw. Remyelinisierung und die Analyse der
Makrophagenpopulation, die sich besonders auf den Aktivierungszustand der Makrophagen und
deren Phagozytose von Myelinproteinen stiitzt (Briick et al. 1994, Briick et al. 1995, Lucchinetti
et al. 1996).

Zum Zweck der Stadieneinteilung wurden neben den Standardfiarbungen auch noch folgende
Féarbungen beurteilt: Makrophagenaktivierungsantigen MRP14, die Myelinproteine Myelin-
basisches Protein (MBP), Proteolipidprotein (PLP), Myelin-assoziiertes Glykoprotein (MAG),
Myelin-Oligodendroglia-Glykoprotein (MOG) und Myelin-2,3"-zyklische Nucleotid 3"-
Phosphodiesterase (CNP).

Im Folgenden werden die verschiedenen Aktivititsstadien erldutert (eine Ubersicht bietet Tabelle

6 im Anhang):

Friih aktiv (early active, EA): Diese Lasionen liegen meistens an der Grenze zwischen Plaque

und normal erscheinender weifler Substanz. Sie sind charakterisiert durch zahlreiche LFB-
positive Makrophagen, die auBerdem Abbauprodukte der Myelinproteine MBP, PLP, MAG,
MOG und CNP enthalten.

Auch das Auftreten des Makrophagenantigens MRP 14 kennzeichnet die frithaktive Lasion
(Briick et al. 1995).

Spét aktiv (late active, LA): Diese Lisionen dhneln den frithaktiven Léisionen, allerdings ist

Myelindegradation schon weiter fortgeschritten. Die Makrophagen sind weiterhin LFB-positiv,
enthalten Abbauprodukte der Myelinproteine MBP und PLP, jedoch nicht von MAG, MOG und
CNP.

Inaktiv demyelinisiert (inactive demyelinating, IA DM): In diesen Lisionen sind weniger

Makrophagen zu finden. Diese Makrophagen enthalten leere Vakuolen oder PAS-positive
Mpyelinbestandteile und keine Abbauprodukte der genannten Myelinproteine. Die Lisionen sind

vollstindig demyelinisiert und zeigen keine Hinweise fiir eine Remyelinisierung.
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Friih remyelinisiert (early remyelinating, ERM): Die Makrophagen enthalten keine oder PAS-

positive Myelinabbauprodukte, es kann sich auch eine Immunreaktivitét fiir die Myelinproteine
zeigen. Zudem sind Cluster diinner, unregelmifBig konfigurierter neugebildeter Markscheiden als
Anzeichen der Remyelinisierung zu finden. Diese kann sowohl in inaktiv entmarkenden als auch

bereits in frithaktiv entmarkenden Lasionen ausgeprégt sein (Lucchinetti et al.1999).

Spat remyelinisiert (late remyelinating, LRM): Diese Lésionen sind charakterisiert durch wenig

entzlindliches Infiltrat, eine Fasergliose und durch ein dichtes Netzwerk diinner Myelinscheiden.
Die Myelindichte ist allerdings im Vergleich zur normal erscheinenden weilen Substanz

reduziert.

2.2.5 Morphometrie

Die quantitative Auswertung der positiven Zellen erfolgte lichtmikroskopisch bei 400-facher
VergroBerung (Okular 10x, Objektiv 40x) mittels eines morphometrischen Zahlgitters. In einigen
Biopsien konnten verschiedene Lisionsaktivititen gefunden werden. So wurden 10 zufillig
gewihlte morphometrische Gesichtsfelder pro Lasionsaktivitit ausgewertet. Bei Biopsaten mit
einer GroBe kleiner als 10 Gesichtsfelder wurden mindestens 4 Gesichtsfelder betrachtet.
Kleinere Lasionen wurden mangels ausreichender Beurteilbarkeit ausgeschlossen. In den
Gesichtsfeldern mit je einer Flache von 62.500 pm? wurden CD3-, CD8-, GranzymB-, CD20-
und CD138-positive Zellen im Parenchym sowie separat auch positive perivaskulire Zellen,
sogenannte Cuffs, ausgewertet. Des Weiteren wurde soweit vorhanden auch perildsionale weil3e
Substanz untersucht.

Auswertung positiver Zellen

Aus der Anzahl positiver Zellen, sowohl parenchymal als auch perivaskuldr, wurde der
Mittelwert pro Gesichtsfeld berechnet und dann mit 16 multipliziert, um die mittlere Zelldichte

fir eine Flache von 1 mm? zu erhalten.

2.2.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der Daten wurde das Statistikprogramm STATISTICA Version
8.0 verwendet. Im Rahmen der Analyse wurden der Kruskal-Wallis-Test und der Mann-Whitney-
Test eingesetzt. Dabei wurden Daten mit einem p-Wert < 0,05 als signifikant, ab einem p-Wert <

0,001 als hochsignifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Histologische Befunde

3.1.1 Infiltrat frihaktiver Lasionen

Die im Rahmen des Mappings (sieche Kapitel 2.2.4, S.27) identifizierten frithaktiven
Lisionsareale wurden hinsichtlich ihres lymphozytéren Entziindungsinfiltrates untersucht und
in Bezug auf subtypenspezifische Unterschiede iiberpriift. Eine Ubersicht der Ergebnisse
zeigen die Tabelle 7 und die Abbildungen A-E im Anhang.

3.1.1.1 CD3-positive T-Lymphozyten

Fiir die Analyse der CD3-positiven T-Lymphozyten standen 28 Biopsien zur Verfiigung. Die
Zelldichte fiir alle frithaktiven Lasionen betrug im Median 29,6 Zellen/mm? (Range 9,6-112
Zellen/mm?). Im Vergleich der verschiedenen Subtypen ergab sich die hochste Zelldichte bei
Subtyp II mit dem Median 37,2 Zellen/mm? (Range 16-77,6 Zellen/'mm?), gefolgt von Subtyp
I mit 31,2 Zellen/mm? (Range 20-35,2 Zellen/mm?) und Subtyp I mit 26,8 Zellen/mm?
(Range 9,6-112 Zellen/mm?). Ein signifikanter Unterschied zwischen den 3 Subtypen konnte
nicht festgestellt werden (p=0,34) Der Vergleich der beiden T-Zellen/Makrophagen-
assoziierten Subtypen I und II mit dem Subtyp III ergab keinen signifikanten Unterschied (p=
0,85).

3.1.1.2 CD8-positive T-Lymphozyten

Die Auswertung der CD8-positiven T-Lymphozyten in frithaktiven Lésionen wurde an 28
Biopsien durchgefiihrt. Die ermittelte Zelldichte fiir alle 3 Subtypen lag bei dem Median 17,8
Zellen/mm? (Range 4,8-65,6 Zellen/mm?). Die Uberpriifung moglicher
subgruppenspezifischer Unterschiede zeigte die hochste Zelldichte bei Subtyp II mit einem
Median von 24 Zellen/mm? (Range 6,9 -40 Zellen/mm?). Subtyp III wies 15,2 Zellen/mm?
(Range 4,8-33,6 Zellen/mm?) auf und die Zelldichte des Subtyps I lag bei 14,4 Zellen/mm?
(Range 6,4-65,6 Zellen/mm?). Beziiglich der Unterschiede der 3 Subtypen lieB sich keine
Signifikanz erkennen (p=0,26). Auch im Vergleich zwischen Subtyp III und den Subtypen I
und II lieB sich kein signifikanter Unterschied feststellen (p=0,49).

Der Anteil CD8-positiver Zellen an der CD3-positiven Gesamtpopulation der T-Zellen in allen
frithaktiven Lésionen lag im Median bei 62,9%. Im Subtyp I war der Anteil mit 67,7% im
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Median am hochsten, gefolgt von 62,5% im Subtyp III und 59,5% im Subtyp II. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den drei Subtypen zeigte sich nicht (p=0,95).

3.1.1.3 Granzym-B-positive T-Lymphozyten

Die Infiltration GrB-positiver T-Lymphozyten in frithaktiven Lasionen konnte an 43 Biopsien
ausgewertet werden. In den Lésionen aller Subtypen wurden im Median 3,2 Zellen/mm?
(Range 0-25,6 Zellen/mm?) ermittelt. Die hochste Zelldichte im Vergleich der Subtypen lag
im Subtyp II mit dem Median 4 Zellen/mm? (Range 0-19,2 Zellen/mm?). Folgend kam der
Subtyp III mit dem Median 3,3 Zellen/mm? (Range 0-19,2 Zellen/mm?) und der Subtyp I mit
einer durchschnittlichen Zelldichte von 3,2 Zellen/mm? (Range 0-25,6 Zellen/mm?). Ein
signifikanter Unterschied zwischen den 3 Subtypen lieB3 sich jedoch nicht aufzeigen (p=0,98).
Der Vergleich zwischen den Subtypen I und II und dem Subtyp III, der mit der Apoptose der
Oligodendrozyten assoziiert ist, liel ebenfalls keinen signifikanten Unterschied erkennen
(p=0,84).

Der Anteil GrB-positiver Zellen an den CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen in allen
frithaktiven Léasionen lag bei 36,9% im Median. Das hochste Verhéltnis ergab sich bei Subtyp
II mit 46,2% im Median. Subtyp III wies ein durchschnittliches Verhéltnis von 34,7% und
Subtyp I einen Median von 33,2% auf. Es lieB sich allerdings kein signifikanter Unterschied
zwischen den drei Subtypen darstellen (p=0,57).

3.1.1.4 CD20-positive B-Lymphozyten

Die Auswertung von CD20-positiven B-Lymphozyten in frithaktiven Lisionen erfolgte an 43
Biopsien. Die ermittelte Zelldichte aller frithaktiven Lésionen war sehr gering, der Median lag
bei 0 Zellen/mm?, der Mittelwert bei 2,2 Zellen/mm? (Range 0-24 Zellen/mm?). Die
Uberpriifung subtypenspezifischer Unterschiede ergab bei allen 3 Subtypen einen Median von
0 Zellen/mm?, Subtyp I wies mit 3,3 Zellen/mm? den hochsten Mittelwert auf (Range 0-24
Zellen/mm?), gefolgt von Subtyp III mit 1,8 Zellen/mm? (Range 0-6,4 Zellen/mm?) und
Subtyp I mit 1,5 Zellen/'mm? (Range 0-8 Zellen/mm?). Zwischen den 3 Subtypen konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,79). Der Vergleich des Subtyps III mit den
Subtypen I und II ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,77).

3.1.1.5 CD138-positive Plasmazellen

Zur Auswertung der CD138-positiven Plasmazellen in frithaktiven Lésionen standen 51
Biopsien zur Verfiigung. Die Zelldichte aller frithaktiven Lasionen ergab im Median 1,6
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Zellen/mm?, der Mittelwert lag bei 5 Zellen/mm? (Range 0-28,8 Zellen/mm?). Somit war die
Zelldichte der CD138-positiven Plasmazellen hoher als die der CD20-positiven B-
Lymphozyten. Die Uberpriifung der Zelldichte hinsichtlich der verschiedenen Subtypen zeigte
folgende Ergebnisse:

Die hochste Zelldichte war bei Subtyp II mit einem Median von 2,4 Zellen/mm? (Range 0-20
Zellen/mm?) zu verzeichnen. Sowohl bei Subtyp I ergab sich eine Dichte von 1,6 Zellen/mm?
im Median (Range 0-27,2 Zellen/mm?) als auch bei Subtyp III (Range 0-28,8 Zellen/mm?).
Trotz der hochsten Zelldichte in Subtyp II konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
3 verschiedenen Subtypen ermittelt werden (p=0,68). Auch der Vergleich zwischen Subtyp III
und den autoimmun-mediierten Subtypen I und II ergab keinen signifikanten Unterschied

(p=0,74).

3.1.2 Infiltrat in verschiedenen Lasionsaktivitaten

Im Rahmen des Mappings (sieche Kapitel 2.2.4, S.27) wurden die verschiedenen
Lisionsaktivitdten einer Biopsie identifiziert und anschlieend wurde die Auswertung des
entzilindlichen Infiltrates beziiglich T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen durchgefiihrt. Die
ermittelten Daten wurden zur Uberpriifung moglicher Unterschiede zwischen folgenden
Lisionsaktivitdten analysiert:

1. Friithaktive Lasionen ohne Remyelinisierung (EA no RM), 2. Frithaktive Lésionen mit
frither Remyelinisierung (EA ERM), 3. Inaktive Lasionen ohne Remyelinisierung (IA no
RM), 4. Inaktive Lisionen mit frither Remyelinisierung (IA ERM).

AuBerdem wurden die gesamten frithaktiven Félle den gesamten inaktiven Fillen
gegeniibergestellt. Eine Ubersicht der Ergebnisse zeigen die Tabellen 7-8 und die
Abbildungen F-O im Anhang.

3.1.2.1 CD3-positive T-Lymphozyten

Die Auswertung CD3-positiver T-Lymphozyten wurde an 28 frithaktiven und 20 inaktiven
Féllen durchgefiihrt. Dabei ergab sich eine hohere Zelldichte bei den inaktiven Lisionen mit
einem Median von 39,2 Zellen/mm? (Range 4,8-64 Zellen/mm?) gegeniiber den frithaktiven
Léasionen mit einem Median von 29,6 Zellen/mm? (Range 9,6-112 Zellen/mm?). Der
Unterschied zwischen frithaktiven und inaktiven Lasionen zeigte jedoch keine Signifikanz
(p=0,51). Die Uberpriifung mdglicher Unterschiede zwischen den vier verschiedenen
Léasionsaktivitédten fiihrte zu folgendem Ergebnis: Die hochste Zelldichte wies IA no RM mit
einem Median von 48 Zellen/mm? (Range 4,8-62,4 Zellen/mm?) auf, gefolgt von IA ERM mit
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einem Median von 33,2 Zellen/mm? (Range 12,8-64 Zellen/mm?), EA no RM mit einem
Median von 32,8 Zellen/mm? (Range 12,3-112 Zellen/mm?) und EA ERM mit einem Median
von 22,8 Zellen/mm? (Range 9,6-28 Zellen/mm?). Insgesamt lieB sich jedoch kein

signifikanter Unterschied zwischen den Lésionsaktivitéten feststellen (p=0,34).

3.1.2.2 CD8-positive T-Lymphozyten

Die Infiltration CD8-positiver T-Zellen konnte an 28 frithaktiven und 20 inaktiven Féllen
beurteilt werden. Die hohere Zelldichte mit dem Median 20,8 Zellen/mm? (Range 0-52,8
Zellen/mm?) war bei den inaktiven Lésionen zu verzeichnen, die frithaktiven Falle wiesen
einen Median von 17,8 Zellen/mm? (Range 4,8-65,6 Zellen/mm?) auf. Es lie§3 sich allerdings
kein signifikanter Unterschied feststellen (p=1,0). Die hochste Zelldichte im Vergleich der
vier verschiedenen Lasionsaktivitdten konnte bei IA ERM mit einem Median von 23,2
Zellen/mm? (Range 1,6-52,8 Zellen/mm?) ermittelt werden. Es folgten EA no RM mit einem
Median von 19,8 Zellen/mm? (Range 4,8-65,6 Zellen/mm?), IA no RM mit einer
durchschnittlichen Zelldichte von 18,4 Zellen/mm? (Range 0-35,2 Zellen/mm?) und EA ERM
mit einem Median von 14,4 Zellen/mm? (Range 6,4-24 Zellen/mm?). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den Lasionsaktivitdten zeigte sich jedoch nicht (p=0,78).

Der Anteil CD8-positiver T-Lymphozyten an der CD3-positiven Gesamtpopulation war bei
den frithaktiven Lasionen mit einem Median von 62,9% hoher als bei den inaktiven Lasionen
mit einem Median von 57,9%, der Unterschied zeigte allerdings keine Signifikanz (p=0,12).
Im Vergleich der vier untersuchten Léasionsaktivitidten ergab sich der hochste Anteil bei EA
ERM mit einem Median von 73,3%, gefolgt von IA ERM mit einem Median von 68,7%, EA
no RM mit einem Median von 59,6% und IA no RM mit einem Median von 55,3%. Ein

signifikanter Unterschied lieB sich jedoch nicht feststellen (p=0,32).

3.1.2.3 Granzym-B-positive T-Lymphozyten

Die Auswertung GrB-positiver T-Zellen erfolgte an 43 frithaktiven und 20 inaktiven Féllen.
Mit einem Median von 6,4 Zellen/'mm? (Range 0-27,2 Zellen/mm?) ergab sich in inaktiven
Lasionen eine hohere Zelldichte als in frithaktiven Lisionen mit einem Median von 3,2
Zellen/mm? (Range 0-25,6 Zellen/mm?), die Unterschiede wiesen allerdings keine Signifikanz
auf (p=0,71).

Im Vergleich der vier untersuchten Lésionsaktivitidten wurde die hochste Zelldichte bei IA no
RM mit einem Median von 7,2 Zellen/mm? (Range 0-27,2 Zellen/mm?) ermittelt, gefolgt von
IA ERM mit einem Median von 5,6 Zellen/mm? (Range 0-14,4 Zellen/mm?) und EA no RM
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mit einem Median von 4,4 Zellen/mm? (Range 0-25,6 Zellen/mm?). Die niedrigste Zelldichte
ergab EA ERM mit einem Median von 2,7 Zellen/mm? (Range 0-10,4 Zellen/mm?), es lief3
sich allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Lasionsaktivitdten
feststellen (p=0,64).

Der Anteil GrB-positiver Zellen an den CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen zeigte bei den
frithaktiven Fillen mit dem Median 36,9% eine hohere Verteilung als bei den inaktiven Fillen
mit dem Median 33,3%, ein signifikanter Unterschied wurde somit nicht gefunden (p=0,41).
Im Gegensatz dazu ergab der Vergleich der vier Lisionsaktivititen bei jedoch geringen
Fallzahlen einen signifikanten Unterschied (p=0,025). Im detaillierten Vergleich konnte ein
signifikanter Unterschied sowohl zwischen EA no RM und EA ERM (p= 0,02) als auch
zwischen EA no RM und IA ERM (p=0,01) festgestellt werden. Zwischen folgenden
Lisionsaktivitdten ergab sich kein signifikanter Unterschied: EA ERM und IA ERM (p=0,47),
EA ERM und IA no RM (p=0,1), EA no RM und IA no RM (p=0,9), IA no RM und IA ERM
(p=0,09). Das hochste Verhiltnis konnte bei EA no RM mit einem Median von 42,9%
ermittelt werden, gefolgt von IA no RM mit 41,1%, IA ERM mit 22,1% und EA ERM mit

einem Median von 0%.

3.1.2.4 CD20-positive B-Lymphozyten

Fiir die Auswertung von CD20-positiven B-Lymphozyten konnten 43 frithaktive und 18
inaktive Fille beriicksichtigt werden. Die Zelldichte war sowohl in den frithaktiven als auch
in den inaktiven Lisionen sehr gering, beide Aktivitidten wiesen eine Zelldichte mit dem
Median 0 Zellen/mm? auf. Bei den frithaktiven Lésionen konnte jedoch ein hoherer Mittelwert
von 2,2 Zellen/mm? (Range 0-24 Zellen/mm?) als bei den inaktiven Lisionen mit einem
Mittelwert von 0,98 Zellen/mm? (Range 0-8 Zellen/mm?) festgestellt werden. Der Unterschied
zwischen frithaktiven und inaktiven Lasionen war allerdings nicht signifikant (p=0,23). Der
Vergleich der vier oben genannten Lisionsaktivitdten ergab die hochste Zelldichte fiir EA
ERM mit einem Median von 4,8 Zellen/mm? und einem Mittelwert von 3,1 Zellen/mm?
(Range 0-5,6 Zellen/mm?), wobei die Fallzahl fiir EA ERM mit 5 Féllen gering war. Die
anderen 3 Lisionsaktivitdten wiesen einen Median von 0 Zellen/mm? auf, davon konnte der
hochsten Mittelwert bei EA no RM mit 2,1 Zellen/mm? (Range 0-24 Zellen/mm?), gefolgt von
IA no RM mit dem Mittelwert 1 Zelle/mm? (Range 0-8 Zellen/mm?) und IA ERM mit dem
Mittelwert 0,96 Zellen/mm? (Range 0-8 Zellen/mm?) festgestellt werden. Ein signifikanter

Unterschied zwischen den verschiedenen Lésionsaktivitdten wurde nicht gefunden (p=0,27).
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3.1.2.5 CD138-positive Plasmazellen

Die Infiltration CD138-positiver Plasmazellen konnte in 51 frithaktiven und 20 inaktiven
Féllen ausgewertet werden. Eine hohere Zelldichte wurde in inaktiven Lisionen mit einem
Median von 3,6 Zellen/mm? (Range 0-36,8 Zellen/mm?) im Gegensatz zu einem Median von
1,6 Zellen/mm? (Range 0-28,8 Zellen /mm?) in frithaktiven Lésionen ermittelt. Der
Unterschied zwischen frithaktiven und inaktiven Lasionen zeigte jedoch keine Signifikanz
(p=0,45). Im Vergleich der vier verschiedenen Lésionsaktivitdten konnte die hdchste
Zelldichte bei IA no RM mit einem Median von 7,6 Zellen/mm? (Range 0-36,8 Zellen/mm?)
festgestellt werden, gefolgt von IA ERM mit einem Median von 3,2 Zellen/mm? (Range 0-16
Zellen/mm?). Die beiden frithaktiven Lésionsaktivitidten wiesen jeweils einen Median von 1,6
Zellen/mm? auf, bei EA no RM ergab der Mittelwert 5,4 Zellen/mm? (Range 0-28,8
Zellen/mm?), bei EA ERM lag der Mittelwert 2,1 Zellen/mm? (Range 0-5,3 Zellen/mm?) vor.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Lasionsaktivitdten lief sich jedoch

nicht feststellen (p=0,71).

3.1.3 Perilasionale weil3e Substanz (PPWM)

Auch die perildsionale weile Substanz wurde im Rahmen des Mappings identifiziert und auf
entziindliche Verdnderungen beziiglich der Infiltration von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten
und Plasmazellen untersucht. Aufgrund geringer Fallzahlen wurden zwar die frithaktiven Fille
auf subtypenspezifische Unterschiede liberpriift, anschlieBend allerdings nicht die 4
verschiedenen Lésionsaktivititen, sondern die gesamten frithaktiven mit den gesamten
inaktiven Féllen verglichen. Tabellen 10 und 11 und Abbildungen P-W im Anhang geben eine
Ubersicht der Ergebnisse.

3.1.3.1 T-Lymphozyten

Zur Auswertung CD3-positiver und CD8-positiver T-Zellen in der PPWM standen 11
frithaktive und 8 inaktive Falle zur Verfiigung. In den frithaktiven Féllen ergab sich im
Median eine Dichte CD3-positiver Zellen von 6,4 Zellen/mm? (Range 0,8-20,8 Zellen/mm?),
die somit hoher ausfiel als die Zelldichte der inaktiven Félle mit einem Median von 4
Zellen/mm? (Range 0-16 Zellen/mm?). Es lieB sich allerdings kein signifikanter Unterschied
zwischen der PPWM friihaktiver und inaktiver Fille beziiglich der Infiltration CD3-positiver
T-Zellen darstellen (p=0,6). Die Fallzahlen pro Subtyp waren relativ klein, dennoch wurde die
hochste Zelldichte bei Subtyp I mit einem Median von 6,4 Zellen/mm? (Range 4,8-16
Zellen/mm?) ermittelt, gefolgt von Subtyp III mit einem Median von 4,4 Zellen/mm? (Range
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0,8-8 Zellen/mm?) und dem Subtyp II mit einem Median von 3,2 Zellen/mm? (Range 1,6-20,8
Zellen/mm?). Der Unterschied zwischen den Subtypen beziiglich der Zelldichte in der PPWM
ergab, wie auch in den frithaktiven Lisionen, keinen signifikanten Unterschied (p=0,67),
ebenso zeigte ein Vergleich der Subtypen I und II mit dem Subtyp III keinen signifikanten
Unterschied (p=0,58).

Im Hinblick auf die Zelldichte der CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen wurde sowohl in der
PPWM der friithaktiven als auch in der PPWM der inaktiven Fille ein Median von 1,6
Zellen/mm? gefunden, der Mittelwert der inaktiven Fille war mit 4,0 Zellen/mm? (Range 0-
14,4 Zellen/mm?) minimal hoher als der Mittelwert 3,5 Zellen/mm? (Range 0-11,2
Zellen/mm?) der frithaktiven Fille, ein signifikanter Unterschied zeigte sich jedoch nicht
(p=1). Im Vergleich der verschiedenen Subtypen der frithaktiven Lasionen konnte die hochste
Zelldichte bei Subtyp I mit einem Median von 4 Zellen/mm? (Range 0-11,2 Zellen/mm?)
ermittelt werden. Subtyp II ergab eine durchschnittliche Zelldichte von 1,6 Zellen/mm?
(Range 6,8-9,6 Zellen/mm?) und Subtyp III einen Median von 0,4 Zellen/mm? (Range 0-0,8
Zellen/mm?). Zwischen den Subtypen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden (p= 0,25). Auch der Vergleich der Subtypen I und II mit dem Subtyp III ergab keinen
signifikanten Unterschied (p=0,15).

Der durchschnittliche Anteil der zytotoxischen T-Zellen an der Gesamtpopulation der T-Zellen
lag sowohl in der PPWM der friihaktiven als auch in der PPWM der inaktiven Félle bei 50%.
Der Vergleich der 3 Subtypen der frithaktiven Fille zeigte den hochsten Anteil bei 60% im
Median bei Subtyp I, gefolgt von Subtyp II und III mit jeweils einem Median von 50 %. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Subtypen konnte nicht festgestellt werden (p=0,77).
Die Auswertung der GrB-positiven T-Zellen in der PPWM erfolgte in 24 frithaktiven und 7
inaktiven Féllen. Fiir die friihaktiven Félle ergab sich eine Zelldichte mit dem Median 0
Zellen/mm? und dem Mittelwert 1,5 Zellen/mm? (Range 0-14,4 Zellen/mm?), dabei wies
Subtyp I die hochste Zelldichte mit einem Median von 0,8 Zellen/mm? (Range 0-1,6
Zellen/mm?) auf. Sowohl bei Subtyp II als auch bei Subtyp III zeigte sich ein Median von 0
Zellen/mm?, wobei bei Subtyp III der hohere Mittelwert von 2,9 Zellen/mm? (Range 0-14,4
Zellen/mm?) im Vergleich zum Subtyp II mit dem Mittelwert 1,1 Zellen /mm? (Range 0-9,6
Zellen/mm?) gefunden wurde. Ein signifikanter Unterschied zwischen den 3 Subtypen lie3
sich jedoch nicht feststellen (p=0,59). Zwischen den T-Zell-/Makrophagen-assoziierten
Subtypen I und II und dem Subtyp III konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden (p=0,87).
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Die inaktiven Fille ergaben ebenfalls eine Zelldichte mit dem Median 0 Zellen/mm?, der
Mittelwert von 0,2 Zellen/mm? (Range 0-1,6 Zellen/mm?) lag unter dem Mittelwert 1,5
Zellen/mm? der frithaktiven Fille, ein signifikanter Unterschied zeigte sich jedoch nicht
(p=0,37).

Das Verhiéltnis GrB-positiver T-Zellen zu den gesamten CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen
ergab sowohl bei den frithaktiven als auch bei den inaktiven Féllen den Median 0%, die
inaktiven Fille wiesen mit 14,3% den hoheren Mittelwert auf als die frithaktiven Falle mit
einem Mittelwert von 6,8%. Ein signifikanter Unterschied konnte nicht aufgezeigt werden
(p=0,8). Im Vergleich der 3 Subtypen der frithaktiven Fille ergab sich der grofite Anteil bei
Subtyp I mit 14,3% im Gegensatz zum Verhiltnis 0 bei Subtyp II und III. Fiir diesen

Unterschied konnte jedoch keine Signifikanz nachgewiesen werden (p=0,21).

3.1.3.2 B-Lymphozyten und Plasmazellen

Die Infiltration CD20-positiver B-Zellen in der PPWM wurde an 21 frithaktiven und 5
inaktiven Féllen untersucht. In der PPWM konnte in keinem der frithaktiven Félle eine
Immunreaktivitit fiir CD20 beobachtet und somit kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Subtypen festgestellt werden. Nur in einem inaktiven Fall mit frither
Remyelinisierung (IA ERM) war 1 Zelle/mm? zu finden.

Die Auswertung der CD138-positiven Plasmazellen erfolgte an 29 frithaktiven und an 7
inaktiven Féllen. Die Infiltration von CD138-positiven Plasmazellen in der PPWM der
frithaktiven Félle war mit einem Median von 0 Zellen/mm? zwar sehr gering, mit dem
Mittelwert 0,6 Zellen/mm? (Range 0-8 Zellen/mm?) jedoch im Vergleich zu der Infiltration
von CD20-positiven B-Zellen etwas hoher. Fiir alle 3 Subtypen betrug der Median 0
Zellen/mm?, Subtyp I wies einen Mittelwert von 0,9 Zellen/mm? (Range 0-8 Zellen/mm?) und
Subtyp II einen Mittelwert von 0,7 Zellen/mm? (Range 0-3,2 Zellen/mm?) auf. Dabei muss
erwidhnt werden, dass in Subtyp I nur in einem Fall Plasmazellen ermittelt werden konnten,
wihrend in Subtyp II in fiinf Féllen die PPWM von Plasmazellen infiltriert wurde. Im Subtyp
III konnte keine Plasmazelle gefunden werden. Der Unterschied zwischen den verschiedenen
Subtypen zeigte keine Signifikanz (p=0,19). Der Vergleich der Subtypen I und II mit dem
Subtyp III wies ebenfalls keinen signifikanten Unterschied auf (p=0,36).

Auch die inaktiven Fille ergaben eine Zelldichte mit dem Median 0 Zellen/mm?, der
Mittelwert 0,46 Zellen/mm? (Range 0-1,6 Zellen/mm?) lag unter dem Mittelwert 0,63
Zellen/mm? der frithaktiven Falle, es lie sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen

der PPWM der frithaktiven und der PPWM der inaktiven Félle ausmachen (p=0,85).
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3.1.4 Perivaskulare Infiltrate

Lief3en sich in dem untersuchten Gewebe auch Gefal3e identifizieren, so wurde neben der
Infiltration des Parenchyms auch die Anzahl der T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen in
direkter Nachbarschaft zu den Gefdflen gesondert untersucht. Ausgewertet wurden dabei die
Zellen, die das GefaBBendothel komplett durchwandert hatten, intraluminale Zellen wurden
nicht berticksichtigt. Die Ergebnisse der frithaktiven und inaktiven Félle zeigen sich in Tabelle

9, die der PPWM in den Tabellen 10 und 11.

3.1.4.1 T-Lymphozyten

Lisionen

Die Auswertung perivaskuldrer CD3-positiver T-Lymphozyten konnte an 24 frithaktiven und
16 inaktiven Féllen durchgefiihrt werden. In den frithaktiven Ldsionen wurden im Median 7,2
Zellen/mm? gefunden. Die meisten perivaskuldren Zellen konnten im Subtyp II mit einem
Median von 12,8 Zellen/mm? (Range 2,4-65,5 Zellen/mm?) ermittelt werden, gefolgt von
Subtyp I mit 4,8 Zellen/mm? (Range 2,24-57,6 Zellen/mm?) und Subtyp III mit 2 Zellen/mm?
(Range 0-8 Zellen/mm?). Dabei ergab sich im Vergleich der verschiedenen Subtypen ein
signifikanter Unterschied (p= 0,025). Die detaillierte Analyse zeigte eine Signifikanz sowohl
zwischen Subtyp I und Subtyp III (p=0,04) als auch zwischen Subtyp II und Subtyp III
(p=0,008). Zwischen Subtyp I und Subtyp II konnte kein signifikanter Unterschied
nachgewiesen werden (p=0,36).

Die inaktiven Lasionen wiesen denselben Median von 7,2 Zellen/mm? wie die frithaktiven
Lisionen auf, der Mittelwert war bei den frithaktiven Lésionen mit 14 Zellen/mm? (Range 0-
65,5 Zellen/mm?) hoher als bei den inaktiven Lasionen mit 11,7 Zellen/mm? (Range 1,6-51,2
Zellen/mm?). Ein signifikanter Unterschied ergab sich somit nicht (p=0,4).

Im Vergleich der vier untersuchten Lésionsaktivitdten konnten bei [A ERM die meisten
perivaskuldren Zellen mit einem Median von 11,6 Zellen/mm? (Range 1,6-51,2 Zellen/mm?)
ermittelt werden. Es folgten EA no RM mit einem Median von 8 Zellen/mm? (Range 0-65,5
Zellen/mm?), EA ERM mit 4,8 Zellen/mm? (Range 2-9,6 Zellen/mm?) und IA no RM mit 4
Zellen/mm? (Range 1,6-30,4 Zellen/mm?). Ein signifikanter Unterschied zwischen den
Lisionsaktivititen konnte nicht festgestellt werden (p=0,39).

Die Auswertung perivaskuliarer CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen erfolgte an 25
frithaktiven und 17 inaktiven Fillen. Bei den frithaktiven Féllen konnte im Median 1,6
Zellen/mm? (Range 0-46,4 Zellen/mm?) ermittelt werden. Die hochste Anzahl fand sich bei
Subtyp II mit 4,8 Zellen/mm? im Median (Range 0-46,4 Zellen/mm?), gefolgt von Subtyp I
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mit 1,6 Zellen/mm? (Range 0-33,6 Zellen/mm?) und Subtyp III mit dem Median 0 Zellen/mm?
(Range 0-6,4 Zellen/mm?). Im Gegensatz zu der CD3-positiven Gesamtpopulation der T-
Zellen ergab sich fiir die zytotoxischen T-Zellen kein signifikanter Unterschied zwischen den
drei Subtypen (p=0,15).

In den inaktiven Lisionen wurde derselbe Median von 1,6 Zellen/mm? ermittelt wie in den
frithaktiven Liasionen, die jedoch einen geringfligig hoheren Mittelwert von 7 Zellen/mm?
(Range 0-46,4 Zellen/mm?) aufwiesen als die inaktiven mit 6,6 Zellen/mm? (Range 0-40
Zellen/mm?). Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p= 0,69).
Der Vergleich der verschiedenen Lisionsaktivititen ergab die hochste Anzahl der
perivaskuldren Zellen bei [A ERM mit einem Median von 5,6 Zellen/mm? (Range 0-40
Zellen/mm?), gefolgt von EA no RM mit einem Median von 4,4 Zellen/mm? (0-46,4
Zellen/mm?). IA no RM und EA ERM wiesen beide einen Median 0 Zellen/mm? auf, bei [A
no RM konnte der Mittelwert 4,2 Zellen/mm? (Range 0-25,6 Zellen/mm?) ermittelt werden,
wihrend sich in EA ERM keine perivaskuldre zytotoxische T-Zelle fand. Es lie sich jedoch
zwischen den verschiedenen Lisionsaktivititen kein signifikanter Unterschied feststellen
(p=0,93).

Die Auswertung perivaskuldrer GrB-positiver zytotoxischer T-Zellen erfolgte in 42
frithaktiven und 18 inaktiven Féllen. Die Anzahl perivaskuldrer Zellen war sehr gering, der
Median sowohl der frithaktiven als auch der inaktiven Félle lag bei 0 Zellen/mm?.

Der Vergleich der drei Subtypen ergab jedoch den hochsten Mittelwert mit 3 Zellen/mm? beim
Subtyp III (Range 0-22,4 Zellen/mm?), gefolgt vom Subtyp I mit dem Mittelwert 0,8
Zellen/mm? (Range 0-8 Zellen/mm?) und dem Subtyp II mit dem Mittelwert 0,25 Zellen/mm?
(Range 0-2,4 Zellen/mm?). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Subtypen nachgewiesen werden (p=0,18).

Im Vergleich der verschiedenen Lasionsaktivitdten ergab sich der hochste Mittelwert bei EA
no RM mit 1,3 Zellen/mm? (Range 0-22,4 Zellen/mm?), gefolgt von EA ERM mit einem
Mittelwert von 0,8 Zellen/mm? (Range 0-2,4 Zellen/mm?) und IA no RM mit dem Mittelwert
0,4 Zellen/mm? (Range 0-1,6 Zellen/mm?). IA ERM wies keine perivaskuldre GrB-positive T-
Zelle auf. Es konnte allerdings kein signifikanter Unterschied zwischen den

Liasionsaktivitdten festgestellt werden (p=0,29).

PPWM
Aufgrund geringer Fallzahlen wurden nur die gesamten frithaktiven mit den gesamten

inaktiven Féllen verglichen.
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Die Auswertung der CD3-positiven T-Zellen ergab einen hoheren Median von 6,4 Zellen/mm?
(Range 0-73,6 Zellen/'mm?) bei den 9 frithaktiven Féllen im Gegensatz zu einem Median von
0 Zellen/'mm? (Range 0-12,8 Zellen/mm?) bei den 3 inaktiven Féllen. Es konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,28).

Die Auswertung der CD8-positiven T-Zellen wies ebenfalls einen hoheren Median von

1,6 Zellen/mm? (Range 0-62,4 Zellen/mm?) bei den 9 frithaktiven Féllen auf als bei den 6
inaktiven Félle mit einem Median von 0 Zellen/mm? (Range 0-8 Zellen/mm?), der
Unterschied zeigte jedoch keine Signifikanz (p=0,11).

Im Gegensatz zu den CD3- und CD8-positiven T-Zellen konnten nur sehr wenige
perivaskulidre GrB-positive T-Zellen ermittelt werden. Sowohl die 20 frithaktiven als auch die
6 inaktiven Fille wiesen im Median 0 Zellen/mm? auf, die friithaktiven Fille ergaben einen
Mittelwert von 0,24 Zellen/mm? (0-1,6 Zellen/mm?), in den inaktiven Fillen konnte keine

GrB-positive Zelle gefunden werden.

3.1.4.2 B-Lymphozyten und Plasmazellen

Lisionen

Die Anzahl perivaskuldrer CD20-positiver B-Zellen wurde in 34 frithaktiven und 18 inaktiven
Féllen ermittelt. Wie auch im Parenchym fanden sich wenige B-Zellen im Bezug zu den
Gefdllen, sowohl in den frithaktiven als auch in den inaktiven Féllen lag der Median bei

0 Zellen/mm?.

Der Vergleich der Subtypen ergab den hochsten Mittelwert von 5 Zellen/mm? (Range 0-44,8
Zellen/mm?) in Subtyp III, gefolgt von Subtyp II mit einem Mittelwert von 1,12 Zellen/mm?
(Range 0-8 Zellen/mm?) und Subtyp I mit 1 Zelle/mm? (Range 0-3,2 Zellen/mm?). Zwischen
den verschiedenen Subtypen lief3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen (p=0,49).
Im Gegensatz dazu stellte sich im Vergleich der Lésionsaktivitdten ein signifikanter
Unterschied dar (p=0,049). Die detaillierte Analyse ergab nur eine Signifikanz zwischen EA
ERM und IA no RM (p=0,04). Allerdings konnten nur in 2 Fillen EA ERM Gefalle
identifiziert werden. Der detaillierte Vergleich der iibrigen Lasionsaktivitdten zeigte keine
weiteren signifikanten Unterschiede.

Die hochste Anzahl an perivaskuldren CD20-positiven B-Zellen wurde bei EA ERM mit
einem Median von 4,4 Zellen/mm? (Range 0,8-8 Zellen/mm?) festgestellt. Die {ibrigen
untersuchten Lisionsaktivititen wiesen einen Median von 0 Zellen/mm? auf, wobei davon bei

IA ERM der hichste Mittelwert von 3,3 Zellen/mm? (Range 0-17,6 Zellen/mm?) vorlag,
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gefolgt von EA no RM mit dem Mittelwert 2 Zellen/mm? (Range 0-44,8 Zellen/mm?). In

Lisionen mit der Aktivitdt A no RM konnte keine positive B-Zelle ermittelt werden.

Die Auswertung perivaskuldrer CD138-positiver Plasmazellen erfolgte in 49 frithaktiven und
20 inaktiven Féllen. Die Analyse ergab ebenfalls sowohl in den frithaktiven als auch in den
inaktiven Féllen einen Median von 0 Zellen/mm?.

Im Vergleich der 3 Subtypen wies Subtyp III die hochste Anzahl mit einem Mittelwert von 3,1
Zellen/mm? (Range 0-35,2 Zellen/mm?) auf. Es folgten Subtyp I mit einem Mittelwert von 1
Zelle/ mm? (Range 0-9,6 Zellen/mm?) und Subtyp II mit einem Mittelwert von 0,94
Zellen/mm? (Range 0-7 Zellen/mm?). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Subtypen
konnte nicht festgestellt werden (p=0,92).

Der Vergleich der verschiedenen Lésionsaktivititen ergab die hochste Anzahl bei EA no RM
mit einem Mittelwert von 1,7 Zellen/mm? (Range 0-35,2 Zellen/mm?), gefolgt von IA no RM
mit einem Mittelwert von 0,48 Zellen/mm? (Range 0-1,6 Zellen/mm?) und IA ERM mit einem
Mittelwert von 0,32 Zellen/mm? (Range 0-1,6 Zellen/mm?). EA ERM wies keine
perivaskuldre Plasmazelle auf.

Zwischen den verschiedenen Lésionsaktivitidten konnte kein signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden (p=0,39).

PPWM

Perivaskuldre CD20-positive B-Zellen konnten in der PPWM kaum ermittelt werden. Weder
die Subtypen II und III der 18 frithaktiven Falle noch die 4 inaktiven Fillen wiesen positive
Zellen auf, die 6 Fille des Subtyp I zeigten jedoch einen Mittelwert von 0,27 Zellen/mm?
(Range 0-1,6 Zellen/mm?).

Die Anzahl der perivaskuldren CD138-positiven Plasmazellen war auch gering, es lieen sich
allerdings etwas mehr Plasmazellen als CD20-positive B-Zellen ermitteln. Lag der Median
sowohl bei den 28 frithaktiven Féllen als auch bei den 6 inaktiven Féllen bei 0 Zellen/mm?,
konnte bei den frithaktiven Fillen ein hoherer Mittelwert von 0,43 Zellen/mm? (Range 0-4,8
Zellen/mm?) als bei den inaktiven Féllen mit 0,27 Zellen/mm? (Range 0-1,6 Zellen/mm?)
festgestellt werden, ein signifikanter Unterschied zeigte sich nicht (p=0,95). Von den drei
Subtypen wurde bei Subtyp II der hochste Mittelwert von 0,74 Zellen/mm? (Range 0-4,8
Zellen/mm?) ermittelt, gefolgt von Subtyp III mit 0,27 Zellen/mm? (Range 0-1,6 Zellen/mm?)
und Subtyp I mit 0,09 Zellen/mm? (0-0,8 Zellen/mm?). Ein signifikanter Unterschied

zwischen den drei Subtypen konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,68).
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3.2 Das lymphozytare Infiltrat in MS-Biopsien in Bezug auf klinische
Charakteristika

Im folgenden Kapitel wird die Verteilung des untersuchten Patientenguts von 71 Fallen
beziiglich Geschlecht, Alter zum Zeitpunkt der Biopsie, OP-Lokalisation und klinischer
Verlauf zum Zeitpunkt der Biopsie beschrieben. Eine Zusammenstellung der klinischen
Charakteristika der frithaktiven Fille zeigen die Tabellen 12-14, die der inaktiven Fille zeigt
die Tabelle 15 im Anhang.

Auflerdem wurden in der vorliegenden Arbeit die frithaktiven Falle auf eine mégliche
Korrelation der Zelldichte des einzelnen Komponenten des lymphozytiren Infiltrats mit den
klinischen Charakteristika Geschlecht, Alter und Verlauf zum Zeitpunkt der Biopsie, auch im
Hinblick auf die verschiedenen immunopathogenetischen Subtypen, iiberpriift. Eine Ubersicht

der p-Werte der statistischen Analyse bietet Tabelle 16 im Anhang.

3.2.1 Geschlecht

Im Hinblick auf die Geschlechterverteilung aller 71 untersuchten Félle stammten 45 Fille von
Frauen und 26 Félle von Ménnern. Somit ergab sich ein Verhiltnis von Frauen zu Méannern
von 1,7:1. Betrachtete man die frithaktiven und die inaktiven Fille getrennt, so stammten bei
den frithaktiven Fillen 34 Félle von Frauen und 17 Fille von Minnern und bei den inaktiven
Féllen 11 Félle von Frauen und 9 Fille von Ménnern. Tabelle 17 im Anhang zeigt die
Geschlechterverteilung in Bezug auf die verschiedenen Subtypen der frithaktiven Félle.
Abbildung X im Anhang zeigt die Geschlechterverteilung des gesamten untersuchten
Patientengutes auf.
In Bezug auf eine mogliche Korrelation des Geschlechts mit der Zelldichte der einzelnen
Komponenten des lymphozytéren Infiltrats stellte sich der Sachverhalt wie folgt dar:
Unabhéngig vom Subtyp konnte sowohl bei Médnnern als auch bei Frauen ein lymphozytéres
Infiltrat in den Lésionen ohne signifikanten Unterschied festgestellt werden (CD3: p=0,52;
CDS8: p=0,38; GrB: p=0,41; CD20: p=0,77; CD138: p=0,77). Betrachtet man die
verschiedenen Subtypen getrennt, so konnte bei allerdings geringen Fallzahlen in Subtyp I bei
den Frauen eine signifikant héhere Dichte an CD3-positiven T-Lymphozyten beobachtet
werden (p=0,03). In den Subtypen II und III unterschied sich die Infiltration CD3-positiver T-
Zellen nicht signifikant (IP II: p=0,55, IP III: p=0,95). Eine Infiltration der iibrigen
Komponenten des lymphozytéren Infiltrates konnte sowohl in Subtyp I (CDS: p=0,15; GrB:
p=0,37; CD20: p=0,73; CD138: p=0,89) als auch in Subtyp II (CDS8: p=0,55; GrB: p=0,81;
CD20: p=0,79; CD138: p=0,75) als auch in Subtyp III (CD8: p=0,53; GrB: p=0,81; CD20:
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p=0,91; CD138: p=0,83) bei Ménnern und Frauen ohne signifikanten Unterschied
nachgewiesen werden. Betrachtete man nur die Ménner, so konnten bei jedoch geringen
Fallzahlen in Subtyp I signifikant weniger CD3-positive T-Zellen festgestellt werden als in
Subtyp II (p=0,03), die Subtypen I und III (p=0,13) und die Subtypen II und III (p=0,4)
unterschieden sich jedoch nicht signifikant. Bei den Ménnern konnten die iibrigen
Komponenten des lymphozytéren Infiltrats in allen Subtypen gleichermaflen nachgewiesen
werden (CD8: p=0,19; GrB: p=0,73; CD20: p=0,3; CD138: p=0,91). Bei den Frauen lielen
sich die einzelnen Komponenten des lymphozytiren Infiltrats ohne einen signifikanten
Unterschied zwischen den Subtypen aufzeigen (CD3: p= 0,95; CDS8: p=0,97; GrB: p=0,95;
CD20: p=0,96; CD138: p=0,62).

3.2.2 Alter zum Zeitpunkt der Biopsie

Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Biopsie betrug 39,2 Jahre. Die Altersspanne reichte
jedoch von 11 Jahren bis zu 64 Jahren. 38 Patienten erkrankten im statistisch hdufigsten
Manifestationsalter zwischen 20 und 40 Jahren. Einmal wurde die Erkrankung unter 20 Jahren
symptomatisch und 32 Patienten waren zum Zeitpunkt der Biopsie élter als 40 Jahre. Bei den
frithaktiven Féllen lag das Durchschnittsalter bei 39,3 Jahren, bei den inaktiven Féllen mit
38,9 Jahren etwas darunter. Tabelle 18 im Anhang zeigt die Altersverteilung in Bezug auf die
Subtypen der frithaktiven Fille. Abbildung Y im Anhang bietet eine Ubersicht der
Altersverteilung des gesamten Patientengutes.

In Bezug auf die Geschlechter waren die Frauen mit durchschnittlich 39,5 Jahren etwas dlter
als die Ménner mit 38,5 Jahren.

Die Uberpriifung einer moglichen Korrelation zwischen dem Alter zum Zeitpunkt der Biopsie
und der Zelldichte der einzelnen Komponenten des lymphozytiren Infiltrats ergab folgendes
Ergebnis: Unabhéngig vom Subtyp konnte sowohl bei Patienten in einem Alter unter 20
Jahren als auch in der Altersspanne zwischen 20 und 40 Jahren als auch in einem Alter iiber
40 Jahren ein lymphozytires Infiltrat in den Lasionen nachgewiesen werden (CD3: p= 0,56;
CD8: p=0,91; GrB: p=0,14; CD20: p=0,27; CD138: p=0,28). Bei der Betrachtung der
verschiedenen Subtypen konnten in Subtyp I in jeder Altersgruppe die einzelnen
Komponenten des lymphozytéiren Infiltrates gleichermafB3en aufgezeigt werden (CD3: p=0,53;
CDS8: p=0,69; GrB: p=0,07; CD20: p=0,73; CD138: p=0,67). Da nur 1 Fall der Gruppe unter
20 Jahren vorlag und dieser dem Subtyp I zuzuordnen war, wurden beziiglich der Subtypen 11
und III nur die Altersgruppen 20-40 Jahre und &lter als 40 Jahre verglichen. Dabei zeigte sich
fiir Subtyp II in jeder Altersgruppe gleichermallen ein lymphozytéres Infiltrat (CD3: p=0,42;
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CD8: p=0,55; GrB: p=0,46; CD20: p=0,34; CD138: p=0,86). Fiir Subtyp III konnte beziiglich
der Infiltration CD138-positiver Plasmazellen eine signifikant hohere Dichte in der
Altersgruppe von 20-40 Jahren festgestellt werden (p=0,01). Die {ibrigen Komponenten des
lymphozytéren Infiltrates waren in beiden Altersgruppen ohne signifikanten Unterschied
nachzuweisen (CD3: p=1; CD8: p=1; GrB: p=0,82; CD20: p=0,22). In der Altersgruppe 20-40
Jahre konnte in allen drei Subtypen ohne signifikanten Unterschied lymphozytéres Infiltrat in
den Lasionen aufgezeigt werden (CD3: p=0,32; CDS8: p=0,17; GrB: p=0,66; CD20: p=0,47;
CD138: p=0,2). Auch in der Altersgruppe élter als 40 Jahre konnte in allen Subtypen
gleichermaflen lymphozytéres Infiltrat nachgewiesen werden (CD3: p=0,43; CDS: p=0,35,
GrB: p=0,11; CD20: p=0,92; CD138: p=0,32).

3.2.3 OP-Lokalisation und klinische Verlaufe bei Biopsie

Die Mehrzahl der Biopsien wurde supratentoriell entnommen. Von den 71 Féllen stammen 64
aus supratentoriellen Lisionen, 2 Biopsien wurden infratentoriell und 5 Biopsien wurden
spinal entnommen. Fiir die frithaktiven Fille ergab sich folgende Verteilung: 45 Fille waren
supratentoriell lokalisiert, 2 Biopsien entstammen infratentoriellen Lasionen und 4 spinale
Biopsien wurden untersucht. Des Weiteren konnten bei den inaktiven Fillen 19
supratentorielle, keine infratentorielle Biopsien und eine spinale Biopsie ausgewertet werden.
Fiir die frithaktiven Fille wurden auch die Krankheitsverldufe zum Zeitpunkt der Biopsie
betrachtet. Die meisten Patienten, ndmlich 31 von 51 Féllen, zeigten mit einem isolierten
Symptom einen monophasischen Verlauf, ein sogenanntes clinically isolated syndrome (CIS),
in 19 Féllen konnte ein schubformig-remittierender Verlauf (RRMS) beobachtet werden und
bei einem Patienten wurde bereits ein sekundér progredienter Verlauf (SPMS) festgestellt.
Tabelle 19 im Anhang zeigt eine Ubersicht der Krankheitsverldufe bei den frithaktiven Fillen.
Die Uberpriifung einer mdglichen Korrelation zwischen der Dichte des lymphozytiren
Infiltrates und dem klinischen Verlauf der MS stellte sich wie folgt dar: Unabhidngig vom
Subtyp konnte sowohl bei monophasischem als auch bei schubférmig-remittierendem als
auch bei sekundir progredientem Verlauf eine Infiltration von Lymphozyten in den Lésionen
ohne signifikanten Unterschied nachgewiesen werden (CD3: p=0,49; CDS: p=0,5; GrB:
p=0,25; CD20: p=0,68; CD138: p=0,74). Ein sekundér-progressiver Verlauf konnte nur in
einem Fall, welcher dem Subtyp II zuzuordnen war, ermittelt werden. Fiir die Subtypen I und
IIT wurde somit nur CIS und RRMS verglichen. Fiir Subtyp I konnten sowohl bei CIS als auch
bei RRMS die verschiedenen Komponenten des lymphozytiren Infiltrates ohne signifikanten

Unterschied festgestellt werden (CD3: p=0,34; CDS: p=0,15, GrB: p=0,08; CD20: p=0,87;
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CD138: p=0,17). Fiir Subtyp II konnte fiir die Verldufe CIS, RRMS und SPMS gleichermallen
eine lymphozytire Infiltration ermittelt werden (CD3: p=0,36; CD8: p=0,56; GrB: p=0,74;
CD20: p=0,79; CD138: p=0,48). Fiir den Subtyp III wurde sowohl bei CIS als auch bei
RRMS ein lymphozytires Infiltrat ohne signifikanten Unterschied nachgewiesen (CD3: p=1;
CDS8: p=1; GrB: p=0,48; CD20: p=0,4; CD138: p=0,81). Bei monophasischem Verlauf wiesen
alle Subtypen gleichermal3en eine Infiltration von Lymphozyten auf (CD3: p=0,61; CDS:
p=0,24; GrB: p=0,33; CD20: p=0,91; CD138: p=0,72). Auch bei schubférmig-remittierendem
Verlauf konnte in allen Subtypen ein lymphozytares Infiltrat ohne signifikanten Unterschied
nachgewiesen werden (CD3: p=0,24; CD8: p=0,15; GrB: p=0,25; CD20: p=0,57; CD138:
p=0,15).
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4 Diskussion

4.1 Das lymphozytéare Infiltrat in MS-La&sionen

4.1.1 T-Lymphozyten

Neben Makrophagen sind T-Lymphozyten ein groer Bestandteil des entziindlichen Infiltrates
in Multiple-Sklerose-Lasionen. In der Vergangenheit wurden insbesondere CD4-positiven T-
Zellen eine Rolle in der Pathogenese der MS zugeschrieben. Untersuchungen am Tiermodell,
in denen die EAE durch den Transfer von MBP-oder PLP-spezifischen CD4+-T-Zellen
ausgelost werden konnte (Glynn und Linington 1989), unterstiitzten diese Hypothese.

Neuere Untersuchungen lassen jedoch auch eine Beteiligung der CDS8-positiven zytotoxischen
T-Zellen vermuten. Huseby et al. beschrieben am EAE-Modell, dass die durch MBP-
spezifische CD8-positive T-Zellen ausgelosten Symptome eher der MS dhneln als die CD4-
induzierter EAE (Huseby et al.2001).

Es ist jedoch nicht geklirt, ob und in welchem Maf} eine Subpopulation in der Pathogenese
der MS iiberwiegt; dies wird kontrovers diskutiert. Wahrend Booss et al. einen zehnfach
hoheren Anteil von CD8 als CD4 in MS- Lésionen beschrieben (Booss et al. 1983) und auch
Babbe et al. eine klonale Expansion von CD8 positiven T-Zellen in MS-Lésionen
beobachteten (Babbe et al. 2000), konnten Sun et al. keine erhdhte Infiltration von CDS8
feststellen (Sun D et al. 2001). Da die Behandlung mit CD4-Antikorpern nicht zu einer
Verringerung der Aktivitit der MS fiihrte (van Oosten et al. 1997), bezogen verschiedene
Therapiestudien auch die CD8-positiven Zellen in die Untersuchungen ein. Der Einsatz eines
Antikorpers, der sowohl zur Dezimierung der CD4- als auch der CD8-positiven T-Zellen
fiihrte, reduzierte die Schubfrequenz und das Auftreten neuer Lésionen, allerdings bewirkte
dies auch nur geringe Verbesserungen des neurologischen Defizits (Coles et al. 1999, Paolillo
et al. 1999)

In der vorliegenden Arbeit wurde durch den Marker CD3 die Gesamtpopulation der T-
Lymphozyten, sowie durch den Marker CDS8 der Anteil der zytotoxischen T-Lymphozyten
ermittelt, so dass indirekt auch auf den Anteil der CD4-positiven Zellen geschlossen werden
konnte. Hierbei ergab sich mit durchschnittlich 60% ein hoherer Anteil von CD8-positiven T-
Zellen an der Gesamtpopulation, ein signifikanter Unterschied zwischen den drei
immunopathogenetischen Subtypen und zwischen den Lésionsaktivititen konnte nicht
nachgewiesen werden. Somit werden am ehesten die Beobachtungen von Booss et al. und

Babbe et al. durch diese Dominanz der zytotoxischen T-Zellen unterstiitzt.
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4.1.2 B-Lymphozyten und Plasmazellen

In der Vergangenheit wurde im Zusammenhang mit der MS das Augenmerk besonders auf
Makrophagen und T-Zellen gerichtet. Verschiedene Studien lassen jedoch vermuten, dass auch
B-Zellen, Plasmazellen und Antikorper eine Rolle in der Pathogenese der Multiplen Sklerose
spielen. So konnte in akuten MS-Lisionen die Bindung MOG-und MBP-spezifischer
Antikorper an beschadigtem Myelin beobachtet werden (Genain et al. 1999, Raine et al.
1999), im Liquor zeigte sich eine klonale Expansion von B-Zellen und CD138-positiven
Plasmazellen (Colombo et al. 2000, Ritchie et al. 2004). Die Infiltration von B-und
Plasmazellen in den MS-Léasionen wird hingegen kontrovers diskutiert. In Untersuchungen
von Traugott konnten selten B-Zellen, jedoch einige Plasmazellen im Infiltrat ermittelt
werden (Traugott 1990), andere Studien ergaben eine Akkumulation von B-Zell-Klonen nicht
nur im Liquor, sondern auch in Lésionen (Qin et al. 1998, Cross et al. 2001, Gilden et al.
2001).

Es ist allerdings derzeit noch nicht geklért, ob und in welcher Funktion B-Zellen und
Plasmazellen eine Rolle spielen. Erste kleinere Therapiestudien mit dem CD20-Antikorper
Rituximab lassen jedoch eine Beteiligung der B-Zellen vermuten. So konnte Rituximab die
Anzahl der B-Zellen im Liqour senken und die Krankheitsaktivitét klinisch und im MRT
vermindern (Stiive et al. 2005, Hauser et al. 2008). Da Plasmazellen nicht das Ziel von
Rituximab sind, wird weniger eine Auswirkung auf Antikdrperproduktion als vielmehr eine
konsekutive Verminderung der B-Zell-vermittelten Antigenpréisentation und der Aktivierung
der Makrophagen und T-Zellen vermutet (Meinl et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit war die Infiltration von CD20-positiven B-Zellen insgesamt mit
einem Median von 0 Zellen/mm? und einem Mittelwert von 1,9 Zellen/mm? sehr gering, die
Infiltration der Plasmazellen insgesamt mit einem Median von 2,4 Zellen/mm? etwas hoher.
Dabei stellte sich sowohl zwischen den drei immunopathogenetischen Subtypen als auch
zwischen den Lésionsaktivititen kein signifikanter Unterschied dar. Die hier erhobenen Daten
stehen somit am ehesten mit den Beobachtungen von Traugott im Einklang. Daher scheinen
B-Zellen nicht in den Lésionen zu akkumulieren und zu Plasmazellen zu differenzieren.
Moglicherweise findet eine Akkumulation im Liquor statt, verschiedene Untersuchungen
zeigten eine klonale Expansion von B-Zellen und CD138-positiven Plasmazellen im Liquor
(Colombo et al. 2000, Ritchie et al. 2004). Des Weiteren wurde auch in entziindeten
Meningen ein geeignetes Milieu fiir die Proliferation von B-Zellen und ihre Differenzierung

zu Plasmazellen beschrieben (Magliozzi et al. 2007).
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4.2 Das lymphozytéare Infiltrat in frihaktiven Lasionen

4.2.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind in dem entziindlichen Infiltrat aller immunopathogenetischen Subtypen
ohne wesentliche Unterschiede beziiglich der Zelldichte zu beobachten (Lucchinetti et
al.2000). Die hier vorliegende Arbeit konnte diese Untersuchungen bestétigen, alle drei
Subtypen wiesen CD3-positive T-Lymphozyten auf, ein signifikanter Unterschied konnte im
Parenchym nicht nachgewiesen werden. T- Zellen infiltrieren jedoch nicht nur diffus das
Gewebe, sie konnen sich auch im Bereich der Virchow-Robin-Rédume als sogenannte
perivaskuldre Cuffs ansammeln (van der Valk und de Groot 2000). Dabei scheinen T-Zellen,
insbesondere CD8 positive T-Zellen, durch Interaktion iiber den Glykoproteinligand-1 eine
erhohte Adhésionsfahigkeit zu den Venolen zu besitzen (Battistini et al. 2003). In der
vorliegenden Arbeit konnten in allen drei Subtypen perivaskulidre T-Zellen beobachtet werden,
allerdings war die Zelldichte in Subtyp I und in Subtyp II jeweils signifikant hoher als in
Subtyp III. Mdglicherweise besteht hier ein Zusammenhang mit der perivendsen
Lisionsentwicklung von Subtyp I und II (Lucchinetti et al. 2000).

Innerhalb der Gesamtpopulation der T-Lymphozyten iiberstieg die Dichte der CD8-positiven
zytotoxischen T-Zellen in allen drei Subtypen die Dichte der CD4-positiven T-Zellen, jedoch
untereinander ebenfalls ohne signifikante Unterschiede. Somit konnten in der vorliegenden
Arbeit besonders die zytotoxischen T-Lymphozyten als Effektorzellen eine Rolle spielen. Die
Dominanz der CD8-positiven T-Lymphozyten konnte mit Untersuchungen am Tiermodell von
Huseby et al. im Einklang stehen, in denen die durch CDS8 positive T-Zellen ausgeldste EAE
eher der MS &hnelt als die durch CD4-positive T-Zellen ausgeldste EAE (Huseby et al. 2001)
Wie auch beziiglich der CD3-positiven Gesamtpopulation der T-Zellen, lieB3 sich in allen drei
Subtypen eine Infiltration der CD8-positiven T-Zellen diffus im Parenchym, jedoch auch
perivaskulér, ohne einen signifikanten Unterschied ermitteln. Daher scheinen die T-
Lymphozyten, insbesondere zytotoxische T-Lymphozyten, in allen drei Subtypen wichtige
Effektorzellen zur Vermittlung der Entziindungsreaktion und des Entmarkungsprozesses zu
sein. Die Funktionen der T-Lymphozyten sind allerdings vielfaltig, so kdnnten in den
verschiedenen Subtypen unterschiedliche Funktionen tiberwiegen. In den Subtypen I und II
steht die autoimmun-mediierte entziindliche Entmarkung im Vordergrund (Lucchinetti et al.
2000) Zytotoxische T-Lymphozyten konnen proinflammatorische Zytokine wie TNF a und
INF vy sezernieren (Friese und Fugger 2005) Diese Zytokine konnen Makrophagen aktivieren
(Al-Omaishi et al. 1999) was zu der erhdhten Makrophagendichte in Subtyp I, aber auch in
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Subtyp II, fiihren konnte. In der vorliegenden Arbeit ist die Anzahl sowohl der CD3- als auch
der CD8-T-Zellen in Subtyp II am hochsten, was eine verstirkte Entziindungsreaktion
vermuten ldsst. Der Anteil der CD8-positiven T-Zellen an der CD3-positiven
Gesamtpopulation war allerdings im Vergleich der Subtypen in diesem Subtyp II mit 60% am
geringsten. Somit scheinen im Umkehrschluss auch die CD4-positiven Zellen im Subtyp 11
eine grofere Rolle zu spielen als in den anderen Subtypen. Dies kdnnte eine hohere
Aktivierung von B-Zellen und deren Differenzierung zu Plasmazellen mit konsekutiver
Antikorperproduktion bewirken und somit auch die fiir Subtyp II charakteristischen
Immunglobulinablagerungen erkldren. Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass der
Anteil der zytotoxischen T-Lymphozyten an der Gesamtpopulation zwar in dem Subtyp I mit
durchschnittlich 67,7 % und bei Subtyp III mit 62,5 % hoher war und somit der Anteil der
CD4-positiven Zellen geringer, der Unterschied zwischen den Subtypen zeigte jedoch keine
Signifikanz. Dennoch konnte besonders in Subtyp II eine Interaktion zwischen CDS8- und
CD4-positiven Zellen stattfinden. Verschiedene Untersuchungen beschrieben ein komplexes
Zusammenspiel der beiden Subpopulationen: Myelinspezifische CD8-positive T-Zellen sind
in der Lage, ebenfalls myelinspezifische CD4-positive T-Zellen mithilfe von Chemokinen
anzulocken (Biddison et al. 1998). AuBBerdem konnten T-Helferzellen zur Initiierung der CD8-
T-Zell-Antwort (Smith et al. 2004) und zum Entstehen von CD8-positiven Gedichtniszellen
beitragen (Sun JC et al. 2004, Bevan 2004).

Im Gegensatz zu den Subtypen I und II wird bei dem Subtyp III weniger eine autoimmune
Entziindungsreaktion als vielmehr eine Schadigung der Oligodendrozyten als
Pathomechanismus vermutet. Somit kdnnte im Subtyp III die Zytotoxizitét der T-
Lymphozyten eine wesentliche Rolle spielen. Zytotxische T-Lymphozyten erkennen ein
Antigen, wenn es durch den MHC-I-Komplex présentiert wird. Untersuchungen konnten
zeigen, dass in aktiven MS-Lisionen verschiedene Zellarten wie Oligodendrozyten und
Neurone MHC-I exprimieren, wodurch sie ein mogliches Ziel der zytotoxischen T-Zellen
darstellen konnten (Hoftberger et al. 2004). So beschrieben Jurewicz et al, dass MBP-
spezifische zytotoxische T-Lymphozyten MHC I-exprimierende Oligodendrozyten direkt
durch Lyse schddigen konnen (Jurewicz et al. 1998).

Derzeit wird vermutet, dass die Schadigung der Oligodendrozyten durch eine Virusinfektion
verursacht sein konnte (Lucchinetti et al. 1996 und 2000). Auch Haring et al. beobachteten bei
Mausen eine von zytotoxischen T-Lymphozyten vermittelte Demyelinisierung nach viraler
Infektion (Haring et al. 2002). Moglicherweise konnten die Oligodendrozyten auf die virale

Infektion mit einer erhohte Expression von MHC I reagieren, was dann die Zerstorung dieser
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Zellen durch CD8-positive zytotoxische T-Zellen zur Folge hitte und eine Demyelinisierung
ausldsen konnte.

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit die Dichte Granzym-B-positiver zytotoxischer
T-Lymphozyten im entziindlichen Infiltrat untersucht. GrB-positive zytotoxische T-
Lymphozyten wurden in vorangegangenen Untersuchungen besonders in engem Kontakt zu
den geschiadigten Axonen gefunden, die zytotoxischen Vesikel erschienen polarisiert in
Richtung der Axone (Neumann et al. 2002). Wang et al. beobachteten eine toxische Wirkung
im Hinblick auf Neurone, wihrend Astrozyten durch Granzym B nicht geschadigt wurden
(Wang et al. 2006). Die Entmarkung in Lésionen des Subtyps III wird im Vergleich mit den
autoimmun-mediierten Subtypen I und II eher auf eine Oligodendrozytopathie zuriickgefiihrt.
Oligodendrozyten in Lédsionen des Subtyps III weisen apoptotische Verdnderungen und einen
Verlust spezifischer Myelinproteine auf (Lucchinetti et al. 2000).

GrB interagiert innerhalb der Zielzellen mit Schliisselsubstraten der Apoptose wie den Pro-
Caspasen (Martin et al. 1996). Es wurde daher vermutet, dass GrB auch an der Apoptose der
Oligodendrozyten vor allem in Subtyp III beteiligt sein konnte. In der vorliegenden Arbeit
war die Zelldichte der GrB-positiven T-Zellen insgesamt mit durchschnittlich 3,2 Zellen/mm?
gering, der Anteil der GrB-positiven Zellen an den zytotoxischen T-Zellen betrug
durchschnittlich 37%. Dabei liel3 sich zwischen den Subtypen sowohl im Parenchym als auch
perivaskular kein signifikanter Unterschied nachweisen. Somit konnte GrB nicht nur in
Subtyp 111, sondern auch in den Subtypen I und II am Verlust von Oligodendrozyten beteiligt
sein. Da die Schidigung der Oligodendrozyten jedoch in Subtyp III besonders ausgepragt ist,
scheinen neben Granzym B auch andere Faktoren diese Apoptose auszuldsen. Auch wenn
GrB mit Perforin interagiert (Kagi et al. 1994), so vermag bereits Perforin allein die Lyse der
Oligodendrozyten zu bewirken (Zeine et al. 2001). Auch INF-y kann in vitro die Apoptose der
Oligodendrozyten induzieren (Vartanian et al. 1995). Auflerdem kann die Apoptose iiber den
sogenannten Fas-Liganden ausgelost werden, der auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird und
an den CD95-Rezeptor der Zielzelle bindet (Gulbins et al. 2000). In Betracht kommt
schlieBlich auch der tumor necrosis factor (TNF), welcher unabhédngig von Caspasen zu einer
Apoptose der Oligodendrozyten fithren kann (Jurewicz et al. 2005).

Ob die Anzahl GrB-positiver T-Zellen mit der Dichte der Oligodendrozyten oder dem Ausmaf
der Axonschidigung in den verschiedenen Subtypen korreliert, konnte Gegenstand

weitererfiilhrender Untersuchungen sein.
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Neben den GrB-enthaltenden T-Lymphozyten scheinen zytotoxische T-Lymphozyten im
Allgemeinen nicht nur als Effektorzellen im Entmarkungsprozess, sondern besonders im
Rahmen der Axonschiddigung. eine Rolle zu spielen. In CD8-T-Zell-defizienten Méusen im
MS-Tiermodell konnte zwar eine fortdauernde Demyelinisierung, jedoch ein erhaltener
axonaler Transport beobachtet werden (Ure und Rodriguez 2002). AuBBerdem bauen
zytotoxische T-Lymphozyten, nicht aber CD4-positive T-Zellen, in vitro nach Erkennung des
passenden MHC I-Antigens stabile Verbindung zu Axonen auf und diese Interaktion fiihrt zur
Durchtrennung der Axone (Medana et al. 2001). Der Axonschaden korreliert mit der Anzahl
der CD8-positiven T-Lymphozyten in der Lision (Bitsch et al. 2000). GroBere
Untersuchungen beziiglich der Axonschiadigung und ihrer Korrelation mit der Infiltration von
T-Lymphozyten im Hinblick auf die verschiedenen immunopathogenetischen Subtypen und

Lisionsaktivitdten konnten weiteren Aufschluss geben.

4.2.2 B-Lymphozyten und Plasmazellen

In der Vergangenheit wurde vorrangig den T-Zellen und Makrophagen eine Rolle in der
Pathogenese der Multiplen Sklerose zugeschrieben, eine mogliche Beteiligung der B-Zellen,
Plasmazellen und der Antikorper wurde vernachlissigt. Allerdings beobachtete schon Esiri
eine erhohte Anzahl von B-Zellen und Plasmazellen in aktiven Lisionen (Esiri 1977) und Gay
et al. beschrieben hypermutierte B-Zell-Klone und Immunglobuline bzw. Immunkomplexe in
Zusammenhang mit untergegangenem Myelin in sehr frithen Stadien der Léasionsentwicklung
(Gay et al. 1997).

Bisher ist die Infiltration von CD20-positiven B-Zellen zur Uberpriifung mdglicher
Unterschiede zwischen den verschiedenen immunopathogenetischen Subtypen noch nicht an
einer groBeren Anzahl von Biopsien analysiert worden. In der vorliegenden Arbeit wurden nur
vereinzelt CD20-positive B-Zellen im entziindlichen Infiltrat ermittelt, ein signifikanter
Unterschied zwischen den Subtypen konnte nicht festgestellt werden. Wie bereits erwéhnt
unterstiitzen diese Daten die Beobachtungen von Traugott (Traugott 1990). Die Anzahl der B-
Zellen im entziindlichen Infiltrat liegt somit auch deutlich unter der Anzahl der T-Zellen, die
somit eher wichtige Effektorzellen im Entziindungsprozess darstellen konnten. Die
antigenprasentierende Funktion der B-Zellen spielt jedoch fiir die Aktivierung der T-Zellen
eine Rolle (Cross et al. 2001). Auch B-Zellen konnen die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden,
wenn sie Oberflichenmolekiile exprimieren, die mit Liganden/Rezeptoren der Endothel-
Zellen interagieren (Alter et al. 2003) und kdnnen somit in das ZNS einwandern. Es wurde

beobachtet, dass B-Zellen nach der Einwanderung in das ZNS unter Deposition eines
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spezifischen Antigens akkumulieren (Knopf et al. 1998). Die Daten der vorliegenden Arbeit
lassen jedoch vermuten, dass B-Zellen nicht in den Lasionen akkumulieren und zu
Plasmazellen differenzieren. Moglicherweise findet eine Akkumulation im Liquor statt,
verschiedene Untersuchungen zeigten eine klonale Expansion von B-Zellen und CD138-
positiven Plasmazellen im Liquor (Colombo et al. 2000, Ritchie et al. 2004). Ob sich die
Dichte der B-Zellen im Liquor zwischen den verschiedenen immunopathogenetischen
Subtypen unterscheidet, konnte Gegenstand weiterfithrender Untersuchungen sein.

Wie verschiedene, oben genannte Untersuchungen gezeigt haben, kdnnen im entziindlichen
Infiltrat der MS-Léasionen auch Plasmazellen in unterschiedlicher Dichte enthalten sein.
Lucchinetti et al. beobachteten Plasmazellen in allen immunopathogenetischen Subtypen
(Lucchinetti et al. 2000). Die Daten der vorliegenden Arbeit konnen diese Beobachtungen
bestétigen. So ist die Infiltration von Plasmazellen in den frithaktiven Lasionen mit einem
Median von 1,6 Zellen/mm? zwar gering, jedoch lésst sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Subtypen nachweisen. Auch in den Virchow-Robin-Ridumen wurden
Plasmazellen beobachtet (Zhang Y et al. 2005).Vereinzelt konnten diese in der vorliegenden
Arbeit ohne signifikanten Unterschied zwischen den Subtypen ermittelt werden.

Trotz der geringen Infiltration von Plasmazellen konnten verschiedene Studien eine mdgliche
Beteiligung der humoralen Immunabwehr aufzeigen. Im Tiermodell lie sich eine gesteigerte
Demyelinisierung durch Autoantikdrper beobachten (Linington et al. 1988) und in akuten
MS-Lésionen wurde die Bindung MOG-und MBP-spezifischer Antikorper an beschddigtem
Myelin festgestellt (Genain et al. 1999, Raine et al. 1999). Nach der Einteilung der vier
pathogenetischen Subtypen von Lucchinetti et al. ist der Subtyp II mit Komplement- und
Immunglobulinablagerungen assoziiert (Lucchinetti et al. 2000). Diese Hypothese wird auch
durch ein erfolgreiches Ansprechen auf die Plasmapherese ausschliefSlich bei Subtyp II
untermauert (Keegan et al. 2005). Auch wenn in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter
Unterschied zwischen den Subtypen beziiglich der Plasmazelldichte festgestellt werden
konnte, so wurde doch die hochste Zelldichte von 2,4 Zellen/mm? in Subtyp II ermittelt.
Daher konnte man vermuten, dass die Plasmazellen am ehesten in Subtyp II eine Rolle spielen
und dort zumindest teilweise zur Immunglobulinablagerung beitragen.

Die Herkunft der Immunglobuline ist jedoch nicht vollsténdig geklért. Auf der einen Seite
konnen Antikorper gegen Bestandteile der Myelinscheide und der Oligodendrozyten (MOG)
iiber die zerstorte Blut-Hirn-Schranke ins ZNS gelangen (Linington et al. 1988). Auf der
anderen Seite wurde eine Antikorperproduktion von Plasmazellen innerhalb des ZNS

beobachtet (Knopf et al. 1998). Sollte die Antikdrperproduktion innerhalb des ZNS
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stattfinden, wiirde dies die Frage nach der Lokalisation aufwerfen. Zum einen konnten die
Antikorper von Plasmazellen innerhalb der Lésion ausgehen. Fiir die Antikdrperproduktion im
Rahmen der MS scheinen vor allem kurzlebige Plasmazellen relevant zu sein (Cepok et al.
2005b). Dies konnte moglicherweise erkldren, warum in der vorliegenden Arbeit selbst in
Subtyp II eine relativ geringe Dichte an Plasmazellen ermittelt wurde. Zum anderen konnte
die Produktion von oligoklonalen IgG im Liquor festgestellt werden (Tourtellotte et al. 1984).
Auflerdem beobachteten Corcione et al. in Liquoranalysen sdmtliche Stadien der B-
Zelldifferenzierung (Corcione et al. 2004). Somit kdnnten die Differenzierung von B-Zellen
zu Plasmazellen und die Antikdrperproduktion im Liqour stattfinden, die Antikorper konnten
anschlielend in das ZNS-Gewebe gelangen.

Es ist jedoch noch nicht vollstandig geklart, ob Antikérper in der Initiierung des
Entmarkungsprozesses eine Rolle spielen oder ob diese eine Reaktion auf die
Gewebeschaddigung darstellen (Cross et al.2001). Fiir eine Beteiligung an der Initiierung
spricht die Identifizierung von Antikorpern in frithen Lésionen (Gay et al. 1997, Genain et al.
1999). Weiterfiihrende Untersuchungen im Hinblick auf die Rolle der Antikérper konnten dies
jedoch erhellen.

4.3 Das lymphozytéare Infiltrat in verschiedenen Lasionsaktivitaten

4.3.1 T-Lymphozyten

Wie bereits oben beschrieben sind T-Lymphozyten ein gro3er Bestandteil des entziindlichen
Infiltrats und es wird ihnen eine Rolle in der Pathogenese der MS und somit insbesondere eine
Infiltation in den aktiv demyelinisierenden Plaques zugeschrieben. In der vorliegenden Arbeit
wurde nun auch die Dichte der T-Lymphozyten in den inaktiven Lisionen mit der Dichte in
den frithaktiven Lasionen verglichen.

Auch inaktiv demyelinisierte Lasionen enthalten T-Zellen, Kornek et al. beobachteten hier
jedoch eine geringere Dichte als in aktiven Lasionen (Kornek et al.2000). Ebenso wurde eine
mit dem Alter der Léasion abnehmende Dichte CD8-positiver Zellen beschrieben (Traugott
1984, Hauser et al. 1986). CD8-positive T-Zellen scheinen jedoch trotzdem nicht nur in
frithaktiven Lésionen eine Rolle zu spielen. Sie sind auch sehr héufig in chronischen Lisionen
aufzufinden (Al-Omaishi et al. 1999) und kénnen, vermutlich als T-Gedéchtniszellen,
teilweise ldnger als 5 Jahre im Liquor und im Blut persistieren und moglicherweise zur

Krankheitsprogression beitragen (Skulina et al. 2004).
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Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigten eine etwas hohere Dichte der T-Zellen in den
inaktiven Lisionen, somit konnten die Ergebnisse von Kornek et al., Traugott und Hauser et
al. nicht bestétigt werden. Der Unterschied beziiglich der Zelldichte der T-Zellen zwischen
den frithaktiven und den inaktiven Lisionen zeigte jedoch keine Signifikanz.

In inaktiv demyelinisierten Plaques ist eine gesteigerte Expression von MHC-I besonders auf
der Mikroglia zu beobachten (Hoftberger et al. 2004) und auch auf Astrozyten konnte in vitro
wihrend ihrer Aktivierung ein gesteigerte Expression von MHC-I und MHC-II festgestellt
werden (Wong et al. 1984, Vidovic et al. 1990). Dies konnte im Zusammenhang mit der
Priasenz sowohl der CD8-positiven als auch der CD4-positiven T-Zellen in den inaktiven
Lésionen stehen.

Die Funktion der T-Zellen in den inaktiven Lésionen ist jedoch noch nicht geklart. CDS-
positive T-Zellen konnten durch ihre zytotoxische Funktion zur Axonschadigung beitragen.
Wie bereits oben erwéhnt, korreliert der Axonschaden mit der Anzahl der CD8-positiven T-
Zellen in der Lasion (Bitsch et al. 2000). In inaktiven MS Lésionen kann sich die
Axonschéddigung fortsetzen (Kornek et al. 2000). Somit lieBe sich auch die Infiltration der
GrB-positiven zytotoxischen T-Zellen in den inaktiven Lisionen erkldren.

Andererseits lassen Therapiestudien mit Glatirameracetat, in denen eine CD8-positive T-Zell-
Antwort induziert wurde, sowohl zytotoxische als auch regulatorische Effekte der CD8-
positive T-Zellen vermuten (Karandikar et al. 2002, Tennakoon et al. 2006). So kénnte die
regulatorische Funktion der CD8-positiven Zellen besonders in den inaktiven Lédsionen eine
Rolle spielen.

Antigenspezifische CD8-positive T-Zellen konnen in vitro die Immunantwort durch
Interaktion mit antigenpriasentierenden Zellen unterdriicken, die dann durch verminderte
Expression co-stimulatorischer Molekiile keine Aktivierung CD4-positiver T-Zellen bewirken
(Najafian et al. 2003). Eine weitere Studie beschrieb eine erhohte Produktion des
immunsuppressiven Zytokins IL-10 durch regulatorische CD8-positive T-Lymphozyten
(Gilliet und Liu 2002). Im Tiermodell der EAE konnten regulatorische CD8-positive T-Zellen
vor erneuten Schiiben schiitzen (Jiang et al. 1992, Koh et al. 1992). Zur Abgrenzung dieser
regulatorischen Funktion gibt es allerdings derzeit noch keinen speziellen Marker fiir
regulatorische CD8-positive T-Zellen, auler einer verminderten Expression von CD28 (Sun D
et al. 1988). Die Zelldichte der T-Zellen war in den inaktiven Léasionen weder im Parenchym
noch perivaskuldr signifikant hoher als in den frithaktiven Lasionen, so dass grof3ere Studien,

auch in Korrelation mit dem Krankheitsverlauf, moglicherweise Aufschluss dariiber geben
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konnten, ob T-Lymphozyten auch in spéteren Lésionsstadien persistieren und ob sie zur

Krankheitsprogression beitragen konnten.

Remyelinisierung

Neben der Demyelinisierung kann bereits in frithaktiven Lasionen auch eine
Remyelinisierung stattfinden (Lucchinetti et al. 1999). Dies ldsst vermuten, dass die
Immunzellen des entziindlichen Infiltrats nicht nur eine Rolle im entmarkenden Prozess
spielen, sondern auch die Remyelinisierung stimulieren (Foote and Blakemore 2005).
Untersuchungen an CD4-und CD8-defizienten Mdusen zeigten verminderte Remyelinisierung
(Bieber et al. 2003). Inwiefern T-Zellen auf die Remyelinisierung einwirken, ob sie
moglicherweise mit Oligodendrozyten oder deren Vorldauferzellen interagieren, ist noch nicht
geklart. Die Oligodendrozytendichte konnte fiir das Ausmaf3 der Remyelinisierung eine Rolle
zu spielen (Ozawa et al. 1994), sie korreliert jedoch nicht mit dem entziindlichen T-Zell-
Infiltrat (Lucchinetti et al.1999). Andererseits sezernieren T-Zellen Faktoren, die fiir das
Uberleben und die Migration von Oligodendrozyten-Progenitorzellen nétig sind (Bieber et al.
2003). Andere Untersuchungen beschrieben eine sehr variable Remyelinisierung, unabhéngig
vom Krankheitsverlauf, Alter und Geschlecht der Patienten, abhéingig von der Lokalisation
der Lision (Patrikios et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit konnten zwischen den frithaktiven (EA) und den inaktiven (IA)
Léasionen, jeweils zum einen komplett demyelinisiert (no RM), zum anderen friih
remyelinisiert (ERM) beziiglich der Zelldichte sowohl der CD3-, als auch der CD8-positiven
T-Zellen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Tendenziell war der Anteil der
CDS8-positiven T-Zellen in den remyelinisierten Lésionen (EA ERM 73,3%, IA ERM 68,7%)
grofler als bei den demyelinisierten Lisionen (EA no RM 59,6%, IA no RM 55,3 %)
Untersuchungen am Tiermodell EAE zeigten, dass proinflammatorische Zytokine wie TNF-a
und INF-y die Migration von Progenitorzellen der Oligodendrozyten positiv beeinflussen
(Ben-Hur et al. 2003). CD8-positive T-Zellen sezernieren TNF-a und INF-y, was die oben
genannte Tendenz erkldren konnte.

Die Zelldichte der GrB-enthaltenden T-Zellen unterschied sich ebenfalls nicht signifikant
zwischen den verschiedenen Lisionsaktivititen. Tendenziell war die Anzahl der GrB-
enthaltenden Zellen in Arealen ohne Remyelinisierung etwas hoher und der Anteil der GrB-
positiven an den CD8-positiven T-Lymphozyten in EA no RM mit 42,9% am hdchsten, was
vermuten lassen konnte, dass GrB einen negativen Einfluss auf moglicherweise

vorgeschédigte Oligodendrozyten oder Progenitorzellen haben konnte.
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Da die Funktion des Myelins u.a. in dem Schutz der Axone besteht, ist es wichtig, fordernde
und hemmende Faktoren der Remyelinisierung zu kennen, um sich dies moglicherweise auch
therapeutisch zunutze machen konnen. Weiterfiihrende Untersuchungen humaner Biopsien
mit einer groBBeren Anzahl remyelinisierter Lasionen, konnten, auch in Korrelation mit dem
klinischen Verlauf, den moglichen Einfluss der T-Zellen und anderer Immunzellen wie der

Makrophagen auf die Remyelinisierung weiter erhellen.

4.3.2 B-Lymphozyten und Plasmazellen

Wie bereits erwihnt wird erst seit der jiingeren Vergangenheit eine mogliche Beteiligung der
B- Zellen, Plasmazellen und Antikdrper an der Pathogenese der Multiplen Sklerose nidher
betrachtet. Neben der Infiltration von B-Zellen und Plasmazellen in den verschiedenen
Subtypen der frithaktiven Lasionen wurde in der vorliegenden Arbeit auch die Zelldichte
dieser Zellen in inaktiven Lésionen analysiert. Wéhrend einige Untersuchungen eine erhdhte
Infiltration von B-Zellen und Plasmazellen in frithaktiven Lésionen ergaben (Esiri 1977, Gay
et al. 1997), zeigten andere Studien eine Akkumulation von Plasmazellen in chronischen MS-
Léasionen (Prineas and Wright 1978, Mallison et al. 1991) und einen héheren Anteil von
Plasmazellen im Infiltrat von spéten Stadien der MS-Lésionen als im Infiltrat von frithen
Stadien (Ozawa et al. 1994). Auflerdem wurden an Axone gebundene Antikdrper in aktiv
demyelinisierenden, aber auch in inaktiven Lésionen beschrieben (Zhang Y et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit konnten sowohl in den frithaktiven als auch den inaktiven
Lisionen nur vereinzelt B-Zellen ermittelt werden, ein signifikanter Unterschied wurde dabei
nicht nachgewiesen. Die Infiltration von Plasmazellen war zwar insgesamt gering,
Plasmazellen konnten jedoch nicht nur in frithaktiven, sondern in etwas hoherer Dichte auch
in inaktiven Lésionen festgestellt werden. Der Unterschied zeigte allerdings sowohl im
Parenchym als auch perivaskulér keine Signifikanz, stiitzt jedoch am ehesten die
Beobachtungen von Ozawa und Mitarbeitern.

Verschiedene Untersuchungen lassen vermuten, dass die humorale Immunantwort nicht nur
im akuten Entziindungsprozess eine Rolle spielt, sondern dass sie auch noch im weiteren
Verlauf persistieren konnte. So sind oligoklonale Banden, die die intrathekale
Immunglobulinsynthese darstellen, liber viele Jahre nachweisbar (Walsh und Tourtellotte
1986). Da in der vorliegenden Arbeit nur vereinzelt B-Zellen in den inaktiven Lasionen
ermittelt werden konnten, l4sst sich vermuten, dass die B-Zellen, wie bereits bei den
frithaktiven Lisionen erwéhnt, nicht in den Lisionen akkumulieren und persistieren. Bei

einem sekundér-progressiven Verlauf der MS konnte jedoch die Persistenz von B-Zell-Klonen
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im Liqour festgestellt werden (Colombo et al. 2003). Auch Cepok et al. beschrieben eine
mogliche Korrelation zwischen intrathekaler B-Zelldichte und Krankheitsprogression (Cepok
et al. 2001). Dabei scheinen die meisten Zellen der B-Zelllinie im Liquor B-Gedéchtniszellen
und Plasmazellen zu sein (Corcione et al. 2004, Cepok et al. 2005b). Neben der Akkumulation
im Liquor konnten die B-Zellen auch in entziindeten Meningen ein geeignetes Milieu fiir
Proliferation und Differenzierung zu Plasmazellen vorfinden (Magliozzi et al. 2007). In den
Meningen wurden lymphfollikel-dhnliche Strukturen beschrieben, diese konnten jedoch nur
bei Patienten mit sekundér-progessivem Verlauf beobachtet werden (Serafini et al. 2004). Das
Auftreten der Follikel ist begleitet von einer Infiltration von Plasmazellen im Parenchym,
teilweise auch perivaskuldr (Magliozzi et al. 2007). Dies konnte die Beobachtung von
Plasmazellen auch in inaktiven Lasionen erkldren. Andererseits konnte es sich in den
inaktiven Lasionen auch um langlebige Plasmazellen handeln. So kénnen schon wihrend der
Entziindung verschiedene Mediatoren wie B cell activating factor of the tumor necrosis
family (BAFF) und Chemokin-CXC-Motiv-Ligand 12 (CXCL 12) entstehen, die zur
Persistenz von langlebigen Plasmazellen nétig sind (Krumbholz et al. 2005, Krumbholz et al.
2006). Dabei konnen Astrozyten auch BAFF produzieren (Krumbholz et al. 2005) und in
inaktiven Lasionen wurde die Hochregulierung von CXCL 12 beobachtet (Krumbholz et al.
2006). Langlebige Plasmazellen kdnnen auch ohne ein spezifisches Antigen aus B-
Gedidchtniszellen entstehen (Bernasconi et al. 2002) und Antikdrper produzieren (Manz et al.
2005). Die Rolle der Antikorper ist jedoch nicht vollstindig geklart. Zum einen konnten sie
Mpyelinreste fiir die Phagozytose durch Makrophagen opsonisieren. Auch in den inaktiven
Lisionen konnten sie zur Axonschédigung beitragen (Zhang Y et al. 2005). Am Modell der
EAE konnte auch ein regulatorischer Einfluss der Antikdrper beobachtet werden, indem sich
Maiuse ohne Antikorperproduktion langsamer erholten als Méause vom Wildtyp (Wolf et al.
1996). Weiterfiihrende Untersuchungen kdnnen dies auch in Bezug auf mdgliche

Unterschiede zwischen frithaktiven und inaktiven Lisionen erhellen.

Remyelinisierung

Da eine Remyelinisierung bereits in sehr frithen Lasionen auftreten kann (Lucchinetti et al.
1999), liegt die Vermutung nahe, dass die Immunzellen des entziindlichen Infiltrates sowohl
zur Demyelinisierung als auch zur Remyelinisierung beitragen (Foote and Blakemore 2005).
Verschiedene Untersuchungen zeigten ebenfalls eine mogliche Beteiligung der humoralen
Immunantwort an der Remyelinisierung auf. So waren im Theiler’s Virus-Modell

monoklonale Antikorper in der Lage, Remyelinisierung zu induzieren (Warrington et al. 2000)
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und Antikdrper gegen verschiedene ZNS-Antigene steigerten die Remyelinisierung in der
EAE (Rodriguez und Lennon 1990).

Mit welchem Mechanismus Antikorper Remyelinisierung induzieren ist unklar,
moglicherweise bewirken sie eine Pravention der Apoptose der Progenitorzellen der
Oligodendrozyten (Howe et al. 2004). Der Charakter der Antikdrper scheint sich jedoch
zwischen Demyelinisierung und Remyelinisierung zu unterscheiden: Antikdrper im Rahmen
der Demyelinisierung scheinen hoch affine IgG und spezifisch fiir ein einziges Antigen zu
sein, wihrend die Remyelinisierung-induzierenden Antikorper niedrig affine und wenig
spezifische IgM sein konnten, die sich im Modell als nicht pathogen erwiesen (Rodriguez
2007).

In der vorliegenden Arbeit konnten zwischen den frithaktiven (EA) und inaktiven (IA)
Lisionen, jeweils zum einen komplett demyelinisiert (no RM), zum anderen mit frither
Remyelinisierung (ERM), beziiglich der Zelldichte sowohl der CD20-positiven B-Zellen, als
auch der CD138-positiven Plasmazellen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Wie bereits erwahnt traten B-Zellen nur vereinzelt in den Lasionen auf, Plasmazellen waren
etwas hdufiger zu ermitteln. Tendenziell wurden mehr Plasmazellen in nicht remyelinisierten
Arealen beobachtet, die hochste Zelldichte lag bei IA no RM mit 7,6 Zellen/mm?. Sollten
Antikorper die Remyelinisierung induzieren, wirft dies also erneut die Frage nach der
Herkunft der Antikorper auf. Aufgrund der vorliegenden Tendenz scheinen diese Antikdrper
nicht vorwiegend von Plasmazellen aus der Lésion zu stammen. Auflerdem scheint die
Oligodendrozytendichte fiir das Ausmal} der Remyelinisierung eine Rolle zu spielen (Ozawa
et al. 1994) Lucchinetti et al. beobachteten jedoch, dass auch die Oligodendrozytendichte
nicht mit dem entziindlichen Plasmazellinfiltrat korreliert (Lucchinetti et al.1999) was somit
ebenfalls die Rolle der Plasmazellen zumindest in den Lésionen im Rahmen der
Remyelinisierung als fraglich erscheinen lisst. Zudem stammen die meisten Erkenntnisse
beziiglich der Induktion der Remyelinisierung aus Tiermodellen. Andere Untersuchungen
beschrieben im Gegensatz zu den oben genannten eine sehr variable Remyelinisierung,
unabhdngig vom Krankheitsverlauf, Alter und Geschlecht der Patienten, abhéngig von der
Lokalisation der Liasion (Patrikios et al. 2006).

Die Remyelinisierung stellte keinen Schwerpunkt der Arbeit dar, so wurde nur eine mdgliche
Tendenz beschrieben, die in weiterfilhrenden Untersuchungen mit grof3eren Fallzahlen
iiberpriift werden konnte. Da der Axonschaden mit bleibenden neurologischen Defiziten
korreliert (Pendlebury et al. 2000) und die Remyelinisierung vermutlich zum Schutz der

Axone beitragen kann, konnte die Erforschung fordernder und hemmender Faktoren der
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Remyelinisierung und somit auch die Entwicklung entsprechender therapeutischer Strategien

in Zukunft Gegenstand weiterfiihrender Studien sein.

4.4 Das lymphozytéare Infiltrat in der perilésionalen weil3en Substanz

Neben dem entziindlichen Entmarkungsprozess in den Lisionen ldsst sich auch in der
perildsionalen weillen Substanz (PPWM) eine diffuse Reaktion auf diese Entziindung
feststellen. Besonders Lymphozyten wurden an der Grenze zur aktiven Demyelinisierung
beobachtet (Prineas 1975). Beziiglich der Lymphozyten sind vor allem die Plasmazellen und
T-Lymphozyten im diffusen Infiltrat beschrieben worden (Prineas und Wright 1978,
Kutzelnigg et al. 2005). In der perildsionalen weilen Substanz ist auch die Expression von
MHC-I besonders auf Mikroglia erhoht (Hoftberger et al. 2004). Dies konnte die Infiltration
von zytotoxischen Lymphozyten erkldren. AuBerdem kann eine verminderte Anzahl an
Oligodendrozyten in der PPWM vorliegen (Lucchinetti et al. 2000). In der PPWM wurden
zwar noch keine charakteristischen Zeichen einer Entmarkung festgestellt und die diffuse
Entziindungsreaktion scheint sich in der PPWM langsamer auszubreiten, eine
Axonschidigung in Verbindung mit aktivierten Mikrogliazellen wurde jedoch auch hier
beschrieben (Bjartmar et al. 2001, Kutzelnigg et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit lief3 sich eine diffuse Infiltration von Lymphozyten in der
perildsionalen weillen Substanz, vereinzelt auch perivaskular, feststellen. Die Zelldichte war
zwar in der PPWM geringer als in den Lésionen, jedoch war auch hier kein signifikanter
Unterschied weder zwischen den verschiedenen immunopathogenetischen Subtypen der
frithaktiven Fille einerseits noch zwischen den gesamten frithaktiven und den inaktiven Féllen
andererseits nachweisbar. Somit scheint die diffuse Reaktion der perildsionalen wei3en
Substanz nicht nur wihrend des frithaktiven akuten Entmarkungsprozesses aufzutreten, auch
in spiteren Stadien scheint die pathologische Verdnderung der PPWM zu persistieren.
GrB-positive T-Lymphozyten traten sowohl in den Subtypen der frithaktiven Lésionen als
auch in den inaktiven Féllen nur vereinzelt auf. Der Anteil der zytotoxischen T-Zellen an der
CD3-positiven Gesamtpopulation der T-Zellen lag bei den friithaktiven und auch bei den
inaktiven Féllen bei durchschnittlich 50% und war somit etwas niedriger als in den Lisionen.
Daher scheinen zytotoxische T-Zellen und T-Helferzellen gleichermaflen an der diffusen
Reaktion der PPWM beteiligt zu sein.

Wie auch in den entziindlich-entmarkenden Lasionen war die Infiltration der B-und

Plasmazellen in der PPWM geringer als die Infiltration der T-Zellen.
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In der PPWM lieB sich auBer bei einem inaktiven Fall keine Infiltration von CD20-positiven
B-Zellen ermitteln. Dieses Ergebnis bestétigt die Vermutung, dass B-Zellen weniger ins
Parenchym einwandern, sondern eher beispielsweise im Liqour oder in den Meningen
akkumulieren und persistieren. Wie in den Lisionen war die Zelldichte der Plasmazellen auch
in der PPWM etwas hoher als die der B-Zellen, dies jedoch ebenfalls ohne signifikanten
Unterschied. In Subtyp II lieBen sich in 5 Féllen und somit am héufigsten Plasmazellen
beobachten, wihrend in Subtyp I nur in einem Fall und in Subtyp III keine Plasmazelle
ermittelt werden konnte. Dies konnte bestitigen, dass die Plasmazellen moglicherweise am
ehesten in Subtyp II eine Rolle spielen.

Insgesamt lassen sich die eingangs genannten Beobachtungen durch die Daten der
vorliegenden Arbeit bestéitigen. Es ist zwar keine Entmarkung in der PPWM zu erkennen,
doch lassen sich pathologische Verdnderungen im perildsionalen Gewebe, insbesondere eine

Infiltration von Lymphozyten, nachweisen.

4.5 Das lymphozytéare Infiltrat in MS-Biopsien in Bezug auf klinische
Charakteristika

In verschiedenen Untersuchungen wurden prognostische Faktoren ermittelt. So gilt das
weibliche Geschlecht, ausschlieBlich sensible Symptome, ein monosymptomatischer Beginn
vor dem 40.Lebensjahr oder eine geringe Schubfrequenz als prognostisch giinstig
(Weinshenker 1994, Noseworthy et al. 2000). Somit scheint das ménnliche Geschlecht und
ein hoheres Alter bei Krankheitsbeginn mit einer schlechten Prognose verbunden (Cottrell et
al. 1999), jedoch wurde diesbeziiglich auch schon das Gegenteil beschrieben (Pittock et al.
2005). Auch ein Einfluss des Hormonhaushalts auf den Verlauf der MS scheint moglich: Zum
einen hatte die Gabe von Estriol bei Patientinnen mit RRMS positive Effekte (Sicotte et al.
2002) und in der EAE konnte Estriol den Schweregrad senken und MBP-spezifische T-
Lymphozyten produzierten in Estriol-behandelten Méusen mehr IL-10 (Kim et al.1999). Zum
anderen scheint die Schubrate wihrend der Schwangerschaft reduziert zu sein und erst nach
der Geburt wieder anzusteigen (Confavreux et al. 1998). Durch welche Mechanismen die
prognostischen Faktoren Einfluss auf den Verlauf der MS nehmen konnen, ist noch nicht
geklért, es liegen bisher vor allem epidemiologische Studien vor. Wie im Tiermodell gezeigt
werden konnte, beeinflussen Hormone moglicherweise die Zytokinproduktion (Whitacre et al.
1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden klinische Daten der frithaktiven Falle, nimlich Geschlecht,

Alter und Verlauf zum Zeitpunkt der Biopsie, auf mogliche Korrelation mit der Zelldichte des
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lymphozytéren Infiltrats, auch im Hinblick auf die verschiedenen immunopathogenetischen
Subtypen, iiberpriift.

In einer Analyse von 91 Biopsien stammten 53% von Patientinnen, bei denen in der Mehrzahl
Subtyp I, gefolgt von Subtyp II und Subyp III festgestellt wurde (Pittock et al. 2005). Auch in
der vorliegenden Arbeit war der Frauenanteil mit 66,7% hoher, vorrangig wurden Subtyp I
(35,3% ) und Subtyp II (38,2%) ermittelt, Subtyp III (26,2%) war etwas weniger vertreten.
Bei den Frauen konnte in allen Subtypen ein dhnliches lymphozytires Infiltrat festgestellt
werden, bei den Ménnern konnte bei geringen Fallzahlen im Einzelfall ein geringeres Infiltrat
CD3-positiver T-Zellen aufgezeigt werden. Innerhalb der Subtypen ergab sich zwischen
Mainnern und Frauen kein signifikanter Unterschied, bei den Frauen zeigte sich vereinzelt bei
Subtyp I ein erhdhtes Infiltrat CD3-positiver T-Zellen. Die Daten der vorliegenden Arbeit
lassen somit vermuten, dass der prognostisch giinstige ,,Faktor weibliches Geschlecht®,
unabhéngig von den Subtypen, nicht auf eine unterschiedliche Dichte des lymphozytiren
Infiltrates zuriickzufiihren ist und sich ein erhdhter Estriol-Spiegel und ein moglicherweise
dadurch verdndertes Zytokinmuster (Whitacre et al. 1999) nicht iiber den Einfluss auf das
lymphozytére Infiltrat auf den Verlauf der MS auswirkt.

In der bereits erwdhnten Analyse von Pittock et al. lag das mittlere Alter der Patienten bei
36,6 Jahren, das statistisch hdufigste Manifestationsalter ist zwischen dem 20. und dem 40.
Lebensjahr beschrieben (Lowis 1990, Sadovnick und Ebers 1993). Das in der vorliegenden
Arbeit ermittelte Durchschnittsalter lag 39,2 Jahren und konnte dies somit bestétigen. Die
Infiltration von Lymphozyten konnte sowohl in der Altersgruppe von 20 bis 40 Jahren als
auch bei den Patienten dlter als 40 Jahre ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den
immunopathogenetischen Subtypen nachgewiesen werden. Auch innerhalb der Subtypen
zeigte sich zwischen den verschiedenen Altersgruppen kein signifikanter Unterschied
beziiglich der untersuchten Zellen in den Lésionen, in Subtyp III lieB sich im Alter 20-40 im
Einzelfall ein erhohtes Infiltrat CD138-positiver Plasmazellen feststellen. Ein hoheres Alter
bei Krankheitsbeginn wird wie bereits erwédhnt als prognostisch ungiinstiger Faktor
beobachtet (Cottrell et al. 1999). Dies scheint sich, unabhingig vom Subtyp, jedoch nicht
durch eine erhdhte Zelldichte des lymphozytéren Infiltrates erkléren zu lassen.

In der von Pittock et al. untersuchten Patientenkohorte wiesen die meisten Patienten einen
schubformig-remittierenden Verlauf auf, gefolgt von einem sekundér-progredienten, einem
primir-progedienten und einem monophasischen Verlauf. In der vorliegenden Arbeit wurden
zum Zeitpunkt der Biopsie vorwiegend ein monophasischer Verlauf (60,8%) oder ein

schubformig-remittierender Verlauf (37,3%) festgestellt. Crawford et al. beobachteten bei
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Patienten mit RRMS eine vermehrte CD8-positive T-Zell-Antwort im Vergleich zu Patienten
mit PPMS oder SPMS (Crawford et al. 2004). Dies lieB3 sich in der vorliegenden Arbeit nicht
bestitigen, da sich bei allen betrachteten Krankheitsverldufen die Infiltration der CD3-, CD8-
und der GrB-positiven T-Zellen unabhéngig von den Subtypen nicht signifikant unterschied.
Eine weitere Untersuchung beschrieb vermehrt Antikdrper bei monophasischem und
schubformig-remittierendem Verlauf im Vergleich zu Patienten mit SPMS (Lalive et al. 2006)
In der vorliegenden Arbeit konnte dies durch die Infiltration von B-Zellen und Plasmazellen
nicht widergespiegelt werden, hier ergab sich unabhéngig vom immunopathogenetischen
Subtyp kein signifikanter Unterschied bei den verschiedenen Krankheitsverldufen. Somit
scheint ein prognostisch giinstiger monophasischer Verlauf bzw. ein Verlauf mit geringer
Schubfrequenz nicht mit einer negativen Korrelation mit der Dichte des lymphozytiren

Infiltrates im Zusammenhang zu stehen.

Die Untersuchungen von Pittock et al. ergaben keine Korrelation zwischen den verschiedenen
Immunomustern und den klinischen Charakteristika (Pittock et al. 2005). Die Daten der
vorliegenden Arbeit zeigten bei allen untersuchten Altersgruppen, Krankheitsverldufen und in
beiden Geschlechtern eine lymphozytire Infiltration in den Lésionen, es konnte unabhingig
vom Subtyp kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Daher konnte vermutet
werden, dass sich die mogliche Rolle der Lymphozyten in der Pathogenese der MS in
verschiedenen klinischen Charakteristika nicht unterscheidet. Ebenso ist es unwahrscheinlich,
aufgrund des Alters, des Krankheitsverlaufs oder des Geschlechts auf die Dichte des
lymphozytéren Infiltrates schlieBen zu kdnnen. Da die Beurteilbarkeit aufgrund kleiner
Fallzahlen eingeschriankt war, konnten weiterfiihrende grof3ere Untersuchungen erhellen, ob
und durch welche Mechanismen klinische Charakteristika und histopathologische Befunde
korrelieren und ob sich daraus, auch im Hinblick auf die verschiedenen

immunopathogenetischen Subtypen, therapeutische Strategien entwickeln lassen.
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5 Zusammenfassung

Die Multiple Sklerose ist eine heterogene chronisch-entziindliche Entmarkungserkrankung
des ZNS, deren Entziindungsinfiltrat charakteristischerweise zahlreiche Makrophagen und
Lymphozyten aufweist. Letztgenannter Zellpopulation wird eine wesentliche Rolle fiir die
mutmallich autoimmune Pathogenese zugeschrieben. Histomorphologisch kdnnen neben
unterschiedlichen Stadien der Entmarkungsaktivitit und der Remyelinisierung auch vier
verschiedene Immunmuster frithaktiv entmarkender Lisionen identifiziert werden, die sich
auf vermutlich unterschiedliche Pathomechanismen zurtickfiihren lassen. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist die Uberpriifung dieser Hypothese anhand einer
immunhistochemischen Analyse des lymphozytdren Infiltrates in 51 friihaktiv und 20 inaktiv
entmarkenden Lasionen biopsierter MS-Patienten. Die perildsionale weille Substanz wurde
ebenfalls untersucht, da sich auch dort erste pathologische Verdnderungen zeigen kénnen. In
einer statistischen Analyse wurden die gewonnenen Daten mit klinisch- relevanten
Patientenmerkmalen wie Alter, Geschlecht und Krankheitsverlauf korreliert.

Eine diffuse Infiltration von CD3-, CD8- und in geringerer Dichte auch GrB-positiven T-
Lymphozyten lie3 sich in allen immunopathogenetischen Subtypen ohne signifikanten
Unterschied feststellen. Neben den frithaktiven Lisionen konnte ein T-Zellinfiltrat
gleichermallen auch in den inaktiven Ladsionen nachgewiesen werden. T-Zellen stellten den
groferen Anteil des lymphozytéiren Infiltrats dar. CD20-positive B-Zellen wurden hingegen in
allen Subtypen frithaktiver Lasionen sowie in den inaktiven Lésionen nur vereinzelt und ohne
signifikante Unterschiede festgestellt. Die Zelldichte CD138-positiver Plasmazellen war
geringfligig hoher als die B-Zelldichte. Plasmazellen stellten sich jedoch in allen
immunopathogenetischen Subtypen und ebenso in inaktiven Ladsionen ohne statistisch
signifikanten Unterschied dar. Sowohl in vollstindig entmarkten Lésionen als auch in Arealen
mit frither Remyelinisierung konnte gleichermallen ein lymphozytéres Infiltrat aufgezeigt
werden.

Die perildsionale weille Substanz lief3, wenn auch in geringerem AusmaR als in den Lisionen,
ebenfalls ein entziindliches Infiltrat bestehend aus T-Lymphozyten und Plasmazellen
erkennen. Eine Infiltration von B-Zellen in der weilen Substanz zeigte sich mit einer einzigen
Ausnahme jedoch nicht. Perivaskuldre Lymphozyten lieen sich in allen Subtypen frithaktiv
entmarkender Lésionen sowie in inaktiven Plaques und in der perildsionalen weiflen Substanz

identifizieren. Im statistischen Vergleich des lymphozytiresn Infiltrats mit klinisch-relevanten
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Zusammenfassung

Patientenmerkmalen wie Geschlecht, Alter und Krankheitsverlauf konnten unabhingig vom
Subtyp keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass in der Zusammensetzung des lymphozytéren
Infiltrats in den entziindlich-entmarkenden Lédsionen humaner Hirnbiopsien ein T-
lymphozytéres Infiltrat, insbesondere bestehend aus CD8-positiven T-Zellen, dominiert. T-
Lymphozyten scheinen in allen drei untersuchten immunopathogenetischen Subtypen als
Effektorzellen in der Vermittlung einer autoimmunen Entziindungsreaktion und des
Entmarkungsprozesses eine wichtige Rolle zu spielen, wobei moglicherweise unterschiedliche
Funktionen in einzelnen Subtypen iiberwiegen konnten. B-Zellen und Plasmazellen tragen
hingegen kaum zum Entziindungsinfiltrat bei. Die von Lucchinetti et al. propagierte
Heterogenitit von MS-Lésionen spiegelt sich somit im lymphozytédren Infiltrat nicht wider.
Dariiber hinaus spielen insbesondere T-Lymphozyten mutmaBlich nicht nur im aktiven
Entmarkungsprozess eine Rolle, sondern lassen durch ihren Nachweis in inaktiv
demyelinisierten Lasionen krankheitsunterstiitzende Mechanismen vermuten. Da sich
lymphozytéres Infiltrat unabhingig vom Remyelinisierungsgrad nachweisen ldsst, scheinen
Lymphozyten keine ausschlaggebende Funktion im Rahmen der Remyelinisierung auszuiiben.
Klinische Charakteristika wie Geschlecht, Alter und Krankheitsverlauf scheinen, unabhingig
vom Subtyp, keinen Einfluss auf die Zusammensetzung und das Ausmaf} des lymphozytiren
Infiltrates zu haben. Weiterfilhrende immunpathologische Studien und detailliertere
Auswertungen klinischer Daten biopsierter MS-Patienten konnten weitere Erkenntnisse
beziiglich einer pathogenetischen Heterogenitit und der Charakterisierung verschiedener

Lisionsaktivitdten entziindlich-entmarkender MS-Léasionen erbringen.
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6 Anhang

6.1 Tabellen
Immunhistochemische Subtyp I Subtyp II Subtyp III Gesamt
Farbung
CD3 12 10 6 28
CD 8 12 10 6 28
Granzym B 14 17 12 43
CD 20 15 17 11 43
CDI138 17 21 13 51

Tabelle 1: Verteilung der Fallzahlen auf die verschiedenen Subtypen frithaktiver Lasionen

Immunhistochemische | EAnoRM | EAERM | [AnoRM | IAERM Gesamt
Farbung

CD3 24 4 10 10 48
CD 8 24 4 10 10 48
Granzym B 38 5 10 10 63
CD 20 38 5 8 10 61
CD 138 45 6 10 10 71

Tabelle 2: Verteilung der Fallzahlen auf die verschiedenen Lésionsaktivititen

EA no RM: Friihaktiv ohne Remyelinisierung; EA ERM: Friihaktiv mit frither Remyelinisierung;
IA no RM: Inaktiv ohne Remyelinisierung; IA ERM: Inaktiv mit frither Remyelinisierung
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Immunhistochemische | Subtyp I Subtyp II | Subtyp III | EA gesamt IA
Farbung

CD3 4 5 2 11 8

CD8 4 5 2 11 8

GrB 7 11 6 24 7

CD20 6 11 4 21 5

CD138 9 14 6 29 7

Tabelle 3: Verteilung der Fallzahlen der PPWM auf die verschiedenen Subtypen frithaktiver

Liasionen und auf die inaktiven Lisionen

EA: Friihaktiv (early active); IA: Inaktiv (inactive)
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Artikel Quelle

Schlittenmikrotom Leica, Modell SM 2000 R

Objekttrager Knittel; (3-Aminopropyl)triethoxy-Silane: Nr. A3648,
SIGMA®

Xylol MERCK"™, Nr. 1.08685-6025

Isopropylalkohol Chemie Vertrieb” , Nr. 2002986

Citrat MERCK"®, Nr.1-00244.0500

Tris Roth, Nr. 4855.1

EDTA SIGMA®/Aldrich, Nr. E2, 628-2

PBS Dulbecco 9,55g/1

BIOCHROM AG®, Nr. L 182-50

Sekundérantikorper
(Anti-mouse biotinylated,

Anti-rat biotinylated)

AMERSHAM- pharmacia biotech®™
Nr.: RPN 1001

APAAP-Komplex

Mouse Anti-Alkalische Phosphatase (monoklonal), Nr. D
0651

Neufuchsin Aldrich, Nr. 22.931-8
Levamisol SIGMA®, Nr.: L9756
H,0, (30%) MERCK®™ , Nr. 1-08597-1000

Fetal Bovine Serum

BIOCHROM® , Nr. SO115

Avidin-Biotin-Peroxidase-

Komplex

Extravidin®, Extravidin Peroxidase Conjugate,

SIGMA® , Nr. E2886

3,3’-Diaminobenzidin

SIGMA®, Nr. D 5637

Héamalaun-Blau

Mayer’s Himalaun, MERCK®™, Nr. 1-09249-0500

DePex

GURR"™ BDH Laboratory Supplies Nr. 36086

Deckgléser

Menzel

Tabelle 4: Im Rahmen der Biopsieaufbereitung und der immunhistochemischen Farbung

verwendete Materialien
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Epitop Antikorper Verdiinnung | Quelle

CD3 monoclonal Rat Anti- 1:200 Serotec, Nr. MCA 1477, Oxford, UK
Human, Clone CD3-12

CD 8 monoclonal Mouse Anti- 1:50 DakoCytomation Nr. M 7103,
Human, Clone C8/144B Glostrup, Ddnemark

Granzym B | monoclonal Mouse Anti- 1:50 DakoCytomation, Nr. M 7235
Human, Clone GrB-7 Glostrup, Ddnemark

CD 20 Monoclonal Mouse Anti- 1:100 DakoCytomation Nr. M 0755
Human, Clone L26 Glostrup, Dédnemark

CD 138 monoclonal Mouse Anti- 1:100 DakoCytomation, Nr. M 7228,
Human, Clone MI15 Glostrup, Ddnemark

Tabelle 5: Verwendete Antikorper und ihre Verdiinnung im Rahmen der immunhistochemischen
Féarbungen
EA LA IA, DM ERM LRM

LFB-PAS + + +/- +/- +/-

Myelinproteine + + - +/ - -

MBP, PLP

Myelinproteine + - - +/- -

CNP, MOG,

MAG

Tabelle 6: Identifizierung der Lisionsaktivitdt anhand phagozytierter Myelinabbauprodukte in
Makrophagen

EA: Friih aktiv; LA:Spét aktiv; IA DM: Inaktiv demyelinisiert; ERM: Friih remyelinisiert;
LRM: Spit remyelinisiert
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Subtyp I Subtyp 11 Subtyp III p-Wert
CD3 26,8 (9,6-112) 37,2 (16-77,6) 31,2 (20-35,2) 0,34
im Parenchym 36,2;+33,6 39,9;#18,9 29,7, £5,5
CDS8 14,4 (6,4-65,6) 24 (6,9-40) 15,2 (4,8-33,6) 0,26
im Parenchym 24,4; 16,4 24,1; 19,4 18,1; #12,1
GrB 3,2 (0-25,6) 4 (0-19,2) 3,3(0-19,2) 0,98
im Parenchym 6,7; 48,4 59; 76,1 6,1; #6,7
Anteil CD8/CD3 | 67,7 59,5 62,5 0,95
(%) 64,6 62,6 59,9
Anteil GrB/CDS8 33,2 46,2 34,7 0,57
(%) 29,9 38,7 40,1
CD20 0 (0-24) 0 (0-8) 0 (0-6,4) 0,79
im Parenchym 3,3; #6,5 1,5; £2,6 1,8; £2,3
CD138 1,6 (0-27,2) 2,4 (0-20) 1,6 (0-28,8) 0,68
im Parenchym 4,6; 71,3 5,3; #6,0 5,0; #8,2
CD3 4,8 (2,24-57,6) 12,8 (2,4-65,5) 2 (0-8) 0,025
perivaskular 17,2; £22,3 20,2; £20,1 3,1; #3,1
CDS8 1,6 (0-33,6) 4,8 (0-46,4) 0 (0-6,4) 0,15
perivaskuldr 73; 2121 9,3; #13,6 1,6; +2,8
GrB 0 (0-8) 0(0-2,4) 0(0-22,4) 0,18
perivaskulér 03; 20,7 0; 20 06;£09
CD20 0(0-3,2) 0 (0-8) 0 (0-44,8) 0,49
perivaskuldr 03; #0,7 0; £0 0; 20
CD138 0 (0-9,6) 0 (0-7) 0(0-35,2) 0,92
perivaskulér 1,0; £2,5 09; #18 3,1; £9,7

Tabelle 7: Ergebnisse der statistischen Analyse der frithaktiven Lédsionen

(Angabe des Medians, in Klammern des Range in Zellen/mm?, Kursiv: Mittelwert und

dazugehorige Standardabweichung (1))
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EA IA p-Wert | EAno EA IAno IA p-Wert
Gesamt | gesamt | 1 RM ERM RM ERM 2
CD3 29,6 39,2 0,51 |32,8 22,8 48 (4,8- | 33,2(12, | 0,34
(9,6- (4,8-64) (12,2- (9,6-28) | 62,4) 8-64)
112) 37; 112) 20,8; 38,3; 35,6;
36.1: #18,8 38.7: 48,2 214 A7
24,5 25,4
CD8 17,8 20,8 (0- 1,0 19,8 14,4 18,4 (0- | 23,2 0,79
(4,8- 52,8) (4,8- (6,4-24) | 35,2) (1,6-
65,6) 20,9; 65,6) 14,8; 19,8; 52,8)
21,2; 2152 22,3; 273 #1238 22; #18
#13,1 #13,6
GrB 3,2(0- |6,4(0- 0,71 |44(0- |2,7(0- |7,2(0- |5,6(0- 0,64
25,6) 27,2) 25,6) 10,4) 27,2) 14,4)
6,2; #6,9 | 7; #7,1 6,6; #7,1 | 3,3;#4,3 | 84; 84 |55; 456
Anteil | 62,9 57,9 0,12 | 59,6 73,3 55,3 68,7 0,32
CDS8/ (17,6- | 49.1 61,5 71,5 47,8 50,3
CD3(%) | 95,7)
Anteil | 36,9 33,3 0,41 |429 0 41,1 22,1 0,025
GrB/ 35,0 30,1 39,2 8,3 40,7 19,4
CD8
(%)
CD20 0 (0-24) | 0 (0-8) 0,23 | 0(0-24) | 4,8(0- 0(0-8) | 0(0-8) 0,27
2,2; +4,3 | 0,98; 2,1; 45 | 5,6) 1;#2,8 0,96;
2,6 3,1:42,9 2.5
CD138 | 1,6 (0- |3,6(0- 0,45 |1,6(0- |1,6(0- |7,6(0- |3,2(0- 0,71
28,8) 36,8) 28,8) 5,3) 36,8) 16)
5; #6,9 7,2; 19,5 54; 12 |21; 2,2 |103; 41; #A4,7
#12,1
Tabelle 8: Ergebnisse der statistischen Analyse der verschiedenen Lésionsaktivititen

(Parenchym)(Angabe des Medians, in Klammern des Range in Zellen/mm?, Kursiv: Mittelwert

und dazugehorige Standardabweichung (1))
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EA IA p-Wert | EAno EA [Ano IA p-Wert
Gesamt | gesamt 1 RM ERM RM ERM 2
CD3 7,2(0- 7,2 0,4 8 (0- 48(2- |4(,6- |11,6 0,39
65,5) (1,6- 65,5) 9,6) 30,4) (1,6-
155, 51,2) 17; 55; 38 | 7,6; 29,8 | 51,2)
49,4 11.7; 20,4 15,7;
#13,8 #16,6
CD 8 1,6 (0- | 1,6 (0- 0,69 |4,4(0- |0(0-0) |0(0- 5,6 (0- 0,93
46,4) 46,4) 46,4) 0 25,6) 40)
7,116 | 6,6; #11,1 7,9; 42; +8,9 | 88;
#12,1 #12,9
GrB 0 (0- 0 (0- 0,41 |0 (0- 0 (0- 0 (0- 0 (0-0) 0,29
22.4) 1,6) 22,4) 2.4) 1,6) 0
1,2,#3,8 | 0,2; £0,5 16; £4 08,+#11 | 04; #0,7
CD20 0 (0- 0 (0- 0,6 0 (0- 4,4 0(0-0) |0 (0- 0,049
44.8) 17,6) 44.8) (0,8-8) 17,6)
21, #7,7 | 1,9; #4,7 2,79 4,4; 45,1 34; #6,1
CD138 | 0(0- 0 (0- 0,6 0 (0- 0(0-0) |0 (0- 0 (0- 0,39
35,2) 1,6) 35,2) 1,6) 1,6)
15; #52 | 04; £0,7 1,7, #5,5 0,5, 0,7 | 0,3; 20,7
Tabelle 9: Ergebnisse der statistischen Analyse der verschiedenen Lésionsaktivititen
(perivaskular)

(Angabe des Medians, in Klammern des Range in Zellen/mm?, Kursiv: Mittelwert und

dazugehorige Standardabweichung (1))
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Subtyp I Subtyp 11 Subtyp III p-Wert
CD3 6,4 (4,8-16) 3,2 (1,6-20,8) 4,4 (0,8-8) 0,67
im Parenchym 8,4; #5,1 8; #£8,1 44; +5,1
CD8 4 (0-11,2) 1,6 (6,8-9,6) 0,4 (0-0,8) 0,25
im Parenchym 4,8; £4,7 3,7, £3,6 0,4, £0,6
GrB 0,8 (0-1,6) 0 (0-9,6) 0(0-14,4) 0,59
im Parenchym 08; 20,8 1,1; #2,9 2,9; +5.8
Anteil CD8/CD3 | 60 50 50 0,77
(%) 55 47,8 50
Anteil GrB/CDS8 | 14,3 0 0 0,21
(%) 15,9 0 0
CD138 0 (0-8) 0(0-3,2) 0 (0-0) 0,19
im Parenchym 08; 26 07; #1,1 0
GrB 0 (0-1,6) 0 (0-0) 0 (0-1,6) 0,15
perivaskuldr 0,3; £0,7 0 0,6; 0,9
CD138 0 (0-0,8) 0 (0-4,8) 0 (0-1,6) 0,68
perivaskular 0,09; #0,3 0,7; #15 0,3; #0,7

Tabelle 10: Ergebnisse der statistischen Analyse der PPWM der friithaktiven Félle

(Angabe des Medians, in Klammern des Range in Zellen/mm?, Kursiv: Mittelwert und

dazugehorige Standardabweichung (1))
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EA gesamt IA gesamt p-Wert

CD3 im Parenchym | 6,4 (0,8-20,8) 4 (0-16) 0,6
7,5; £6,2 6,2; £6

CDS8 im Parenchym | 1,6 (0-11,2) 1,6 (0-14,4) 1,0
3,5; #3,8 4; £5,2

GrB im Parenchym 0(0-14,4) 0 (0-1,6) 0,37
15; £3,4 0,2; 0,6

Anteil CD8/CD3 (%) | 50,0 50,0 0,9
50,8 43,5

Anteil GrB/CDS8 (%) | 0 0 0,8

CD138 0 (0-8) 0 (0-1,6) 0,85

im Parenchym 06; %16 0,5;£0,78

CD3 6,4 (0-73,6) 0(0-12,8) 0,28

perivaskular 18,5; 24,4 43;£74

CDS8 1,6 (0-62,4) 0 (0-8) 0,11

perivaskuldr 12,2; 20,7 1,3; #3,3

GrB 0(0-1,6) 0 (0-0) 0,6

perivaskular 0,2; #0,6 0

CD138 0 (0-4,8) 0 (0-1,6) 0,95

perivaskuldr 04;#£11 03;£0,7

Tabelle 11: Ergebnisse der statistischen Analyse der PPWM der gesamten frithaktiven und

inaktiven Fille

Angabe des Medians, in Klammern des Range in Zellen/mm?, Kursiv: Mittelwert und
(Ang g

dazugehorige Standardabweichung (1))

-73 -




Anhang

Fallnr. Geschlecht Alter zum Biopsie- Krankheits- Lisions-

Zeitpunkt der | Lokalisation verlauf bei aktivitit

Biopsie Biopsie
(Jahre)

1 ménnlich 20 supratentoriell CIS EAno RM
2 weiblich 11 supratentoriell CIS EAno RM
3 ménnlich 23 supratentoriell RRMS EAno RM
4 weiblich 44 supratentoriell RRMS EAno RM
5 weiblich 41 supratentoriell RRMS EAno RM
6 weiblich 32 supratentoriell RRMS EAno RM
7 weiblich 30 supratentoriell CIS EAno RM
8 weiblich 45 supratentoriell RRMS EAno RM
9 weiblich 43 supratentoriell RRMS EAno RM
10 ménnlich 34 supratentoriell CIS EAno RM
11 ménnlich 46 supratentoriell CIS EAno RM
12 weiblich 42 spinal CIS EAno RM
13 weiblich 22 spinal CIS EAno RM
14 weiblich 26 supratentoriell CIS EA no RM
15 weiblich 22 supratentoriell RRMS EA no RM
16 weiblich 40 supratentoriell RRMS EA ERM
17 ménnlich 47 infratentoriell CIS EA ERM

Tabelle 12: Zusammenstellung klinischer Charakteristika vom Subtyp I frithaktiver Falle

CIS: clinically isolated syndrome; RRMS: schubférmig-remittierend, SPMS : sekundér

progredient
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Fallnr. Geschlecht Alter zum Biopsie- Krankheits- Lisions-

Zeitpunkt der | Lokalisation verlauf bei aktivitit

Biopsie Biopsie
(Jahre)

1 weiblich 37 supratentoriell RRMS EAno RM
2 ménnlich 36 supratentoriell CIS EAno RM
3 ménnlich 34 supratentoriell CIS EAno RM
4 weiblich 48 supratentoriell RRMS EAno RM
5 weiblich 27 supratentoriell RRMS EAno RM
6 weiblich 27 supratentoriell CIS EAno RM
7 ménnlich 24 supratentoriell CIS EAno RM
8 weiblich 32 supratentoriell RRMS EAno RM
9 weiblich 53 supratentoriell CIS EAno RM
10 ménnlich 38 supratentoriell RRMS EAno RM
11 weiblich 54 spinal RRMS EAno RM
12 weiblich 63 supratentoriell CIS EAno RM
13 ménnlich 39 supratentoriell CIS EAno RM
14 ménnlich 58 supratentoriell CIS EAno RM
15 mannlich 54 supratentoriell CIS EA no RM
16 ménnlich 49 supratentoriell CIS EAno RM
17 weiblich 32 supratentoriell SPMS EAno RM
18 weiblich 24 supratentoriell RRMS EA no RM
19 weiblich 26 supratentoriell CIS EA ERM
20 weiblich 62 infratentoriell RRMS EA ERM
21 weiblich 47 supratentoriell CIS EA ERM

Tabelle 13: Zusammenstellung klinischer Charakteristika vom Subtyp II frithaktiver Fille

CIS: clinically isolated syndrome; RRMS: schubformig-remittierend, SPMS : sekundér

progredient
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Fallnr. Geschlecht Alter zum Biopsie- Krankheits- Lisions-
Zeitpunkt der | Lokalisation verlauf bei aktivitit

Biopsie Biopsie

(Jahre)
1 weiblich 41 supratentoriell RRMS EAno RM
2 weiblich 31 supratentoriell CIS EAno RM
3 weiblich 62 supratentoriell CIS EAno RM
4 weiblich 59 spinal RRMS EAno RM
5 weiblich 64 supratentoriell CIS EAno RM
6 ménnlich 51 supratentoriell CIS EAno RM
7 ménnlich 37 supratentoriell CIS EAno RM
8 ménnlich 26 supratentoriell CIS EAno RM
9 weiblich 48 supratentoriell CIS EAno RM
10 ménnlich 40 supratentoriell CIS EAno RM
11 weiblich 53 supratentoriell CIS EAno RM
12 weiblich 28 supratentoriell RRMS EAno RM
13 weiblich 31 supratentoriell CIS EA ERM

Tabelle 14: Zusammenstellung klinischer Charakteristika vom Subtyp III frithaktiver Fille

CIS: clinically isolated syndrome; RRMS: schubformig-remittierend, SPMS : sekundér

progredient
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Fallnr. Geschlecht Alter zum Biopsie- Lisionsaktivitdt
Zeitpunkt der Lokalisation
Biopsie (Jahre)

1 weiblich 28 Supratentoriell [Ano RM
2 méinnlich 26 Supratentoriell [Ano RM
3 mannlich 38 Supratentoriell IA no RM
4 weiblich 40 Supratentoriell [Ano RM
5 weiblich 51 Supratentoriell [Ano RM
6 weiblich 44 Supratentoriell IA no RM
7 ménnlich 63 Supratentoriell [Ano RM
8 weiblich 47 Supratentoriell [Ano RM
9 mannlich 57 Spinal IA no RM
10 weiblich 40 Supratentoriell [Ano RM
11 ménnlich 26 Supratentoriell IA ERM
12 weiblich 39 Supratentoriell IA ERM
13 weiblich 40 Supratentoriell IA ERM
14 ménnlich 25 Supratentoriell IA ERM
15 weiblich 41 Supratentoriell IA ERM
16 weiblich 41 Supratentoriell IA ERM
17 weiblich 21 Supratentoriell IA ERM
18 ménnlich 28 Supratentoriell IA ERM
19 ménnlich 50 Supratentoriell IA ERM
20 ménnlich 32 Supratentoriell IA ERM

Tabelle 15: Zusammenstellung klinischer Charakteristika der inaktiven Félle

=77 -




Anhang

Klinisches CD3 CD8 GrB CD20 CD138
Charakteristikum

Geschlecht 0,52 0,38 0,41 0,77 0,77
Alter zum Zeitpunkt 0,56 0,91 0,14 0,27 0,28
der Biopsie

Verlauf zum 0,49 0,5 0,25 0,68 0,74
Zeitpunkt d. Biopsie

Tabelle 16: Ergebnisse der statistischen Analyse einer moglichen Korrelation zwischen den
Komponenten des lymphozytéren Infiltrates und klinischen Charakteristika unabhingig vom

Subtyp (Angabe: p-Wert)

Geschlecht Subtyp I Subtyp II Subtyp III gesamt
Weiblich 12 13 9 34
Minnlich 5 8 4 17
Gesamt 17 21 13 51

Tabelle 17: Geschlechterverteilung in Bezug auf die Subtypen der frithaktiven Félle

Alter (Jahre) IP1 IP 11 IP 111 gesamt
<20 1 0 0 1
20-40 9 12 6 27
>40 7 9 7 23

Tabelle 18: Altersverteilung in Bezug auf die Subtypen der friihaktiven Fille
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Verlauf IPI IP II IP III gesamt
CIS 9 12 10 31
RRMS 8 8 3 19
PPMS 0 0 0 0
SPMS 0 1 0 1

Tabelle 19: Verteilung der Krankheitsverldufe in Bezug auf die Subtypen der frithaktiven Félle

CIS: clinically isolated syndrome; RRMS: schubformig-remittierend; PPMS: primér progredient;

SPMS : sekundér progredient
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6.2 Boxplot-Analysen

m :Median; l :25%-75%:;T :Min-Max
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Abb. A - E: Graphische Darstellung der ermittelten Zelldichte (Zellen/mm?) des lymphozytéren
Infiltrates in den Subtypen der untersuchten frithaktiven Lasionen

Abb.A: CD3-pos. T-Lymphozyten, Abb.B: CD8-pos. zytotoxische T-Lymphozyten, Abb.C: GrB-
pos. T-Lymphozyten, Abb.D: CD20-pos.B-Lymphozyten, Abb.E: CD138-pos. Plasmazellen
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Abb. F-K: Graphische Darstellung der Zelldichte (Zellen/mm?) des T-Zell-Infiltrates in Bezug
auf die Lasionsaktivititen und auf den Grad der Remyelinisierung. (EA:friihaktiv, IA: inaktiv, no
RM: keine Remyelinisierung, ERM: frithe Remyelinisierung)

Abb. F und G: CD3-pos. T-Lymphozyten

Abb. H und I: CD8-pos. zytotoxische T-Lymphozyten

Abb. J und K: GrB-pos. T-Lymphozyten
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Abb.L-O: Graphische Darstellung der Zelldichte (Zellen/mm?) der B- und Plasmazellen in
Bezug auf die Lasionsaktivititen und auf den Grad der Remyelinisierung. (EA:friihaktiv, IA:
inaktiv, no RM: keine Remyelinisierung, ERM: frithe Remyelinisierung)
Abb.: L und M: CD20-pos. B-Lymphozyten, Abb.: N und O: CD138-pos. Plasmazellen
1 =BT P m P ’ EA L Q

Subyp Lazionzaktivitdt

Abb.P und Q: Graphische Darstellung der Zelldichte (Zellen/mm?) der CD3-positiven T-
Lymphozyten in der PPWM beziiglich der Subtypen der untersuchten frithaktiven Lasionen und

in Bezug auf die Lasionsaktivitdten
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Abb.R-W: Graphische Darstellung der Zelldichte (Zellen/mm?) des lymphozytéren Infiltrates in

der PPWM beziiglich der Subtypen der untersuchten frithaktiven Lésionen und in Bezug auf die

Lasionsaktivitidten (EA: Frithaktiv; [A: Inaktiv)

Abb.R und S: CD8-pos. zytotoxische T-Lymphozyten, Abb. T und U: GrB-pos. T-Lymphozyten,

Abb. V und W: CD138-pos. Plasmazellen

Anmerkung: CD20-positive B-Zellen konnten in der PPWM mit Ausnahme eines inaktiven Falls

nicht nachgewiesen werden.
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6.3 Graphische Darstellungen
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Abb. X: Geschlechterverteilung der untersuchten Fille
(m: méannlich; w: weiblich; EA: frithaktiv; IA: inaktiv)
45
40
35
30
_ oA
§ 25 aP|
c BIPI
< 20 - @IP
15 -
10 -+
5 -
0 |
<20 20-40 >40
Alter (Jahre)

Abb. Y: Altersverteilung der untersuchten Fille in Bezug auf die Subtypen der friithaktiven Félle

(IP I-IP III) und die inaktiven Félle
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6.4 Fotos

Abb.1: Scharf begrenzter Ubergang (—) einer
Subtyp II-Lision (*) zur PPWM
(HE, 40fache VergroBerung)

Abb.2 und 3: Ubergang (—) der Lision (*) zur PPWM. Es stellt sich in der Lision sowohl der
Verlust des Myelins (Abb.2: LFB-Pas, 100fache Vergroferung) als auch die Axonschadigung
(Abb.3: SMI-31, 100fache VergroBerung) dar.

Abb. 4: Perivaskulires Infiltrat CD8-positiver
T-Lymphozyten (—) (400fache VergroBerung)
*: GefaBSlumen

¢:Erythrozyten im GefaBlumen




Anhang

T Y Vi ET L LY
L

*a % ., .
“’ - - ﬂ.'. - & ...’ ' "
.., ] N a @ ‘ 9 .
‘. ’. [ ‘
¢ o e 3 e
K e d" 8 N p '. . - .
2 v 4 .‘,,. * 9 g . " 3
5. - i s . 6
] i a e !: » P‘
0, . S’ o " _
' S P o & %!
i vl N Mt s g !
." -o‘ ? ¢ © i
| B o Ve # ;
‘.f..:.c\ .Q\ ] “’ i o ' ‘ - ‘-
h, L]
- B v o
pow el St Nl o. .
el + % LR Y - - w v v “
4 L ] * y - .
e Q . 5 k3
3 p - . o e "ﬁ‘: ‘
R ] B

Abb.5-10: Diffuses Infiltrat CD3-positiver T-Lymphozyten

Abb.5 und 6: Infiltrat in frithaktiver Lasion (400fache und 1000fache VergroBerung)
Abb.7 und 8: Infiltrat in inaktiver Lision (400fache und 1000fache Vergroflerung)
Abb.9 und 10: Infiltrat in PPWM (400fache und 1000fache VergroBerung)
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Abb.11-16: Diffuses Infiltrat CD8-positiver zytotoxischer T-Lymphozyten

Abb.11 und 12: Infiltrat in frithaktiver Lasion (400fache und 1000fache Vergroflerung)
Abb.13 und 14: Infiltrat in inaktiver Lésion (400fache und 1000fache Vergroflerung)
Abb.15 und 16: Infiltrat in PPWM (400fache und 1000fache Vergroferung)
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Abb.17-22:  Geringe Infiltration GrB-positiver zytotoxischer T-Lymphozyten (—) mit

punktformiger Reaktivitdt im Zytoplasma
Abb.17 und 18: Infiltration in frithaktiver Lasion (400fache und 1000fache VergroBerung)
Abb.19 und 20: Infiltration in inaktiver Lésion (400fache und 1000fache Vergroferung)
Abb.21 und 22: Infiltration in PPWM (400fache und 1000fache Vergroferung)

- 88 -



Anhang

Abb.23-28: Vereinzelte Infiltration CD20-positiver B-Lymphozyten (—)

Abb.23 und 24: Infiltration in frithaktiver Lasion (400fache und 1000fache Vergroferung)
Abb.25 und 26: Infiltration in inaktiver Lision (400fache und 1000fache VergroBerung)
Abb.27 und 28: Infiltration in PPWM (400fache und 1000fache VergroBerung)
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Abb.29-34: Geringe Infiltration CD138-positiver Plasmazellen (—) mit membrandser Reaktivitét
Abb.29 und 30: Infiltration in frithaktiver Lasion (400fache und 1000fache VergroBerung)
Abb.31 und 32: Infiltration in inaktiver Lésion (400fache und 1000fache Vergroferung)

Abb.33 und 34: Infiltration in PPWM (400fache und 1000fache VergroBerung
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