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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose (MS)

Die auch als Enzephalomyelitis disseminata bezeichnete Entmarkungskrankheit Multiple
Sklerose (MS) umfasst einen heterogenen Formenkreis chronisch entzundlich-
demyelinisierender Erkrankungen des zentralen Nervensystems.

Die ersten Beschreibungen der klinischen Symptomatik sind durch die Trias Nystagmus,
Intentionstremor und skandierende Sprache sowie die Darstellung der histopathologischen
Hauptmerkmale Entmarkung, Entziindung und Gliose charakterisiert und gehen auf den
franzésischen Neurologen J.M. CHARCOT zuriick (CHARCOT 1868).

1.1.1 Klinik

Da die Entmarkungsherde (Lé&sionen, Plaques) als histopathologische Korrelate der MS in
allen Regionen zentralnervoser weiller und grauer Substanz lokalisiert sein konnen
(PETERSON et al. 2001; B@ et al. 2003a; B@ et al. 2003b; KUTZELNIGG et al. 2005;
ALBERT et al. 2007), ist die Symptomatik dieser Erkrankung auf3erordentlich vielgestaltig.
Die Symptome konnen zeitlich und raumlich unabhéngig voneinander auftreten. Es wird von
einer Dissemination der MS-Symptomatik gesprochen (NOSEWORTHY et al. 2000).

Die durch CHARCOT erstmalig beschriebene Symptom-Trias, die vor allem durch
Schéadigung des Kleinhirns oder Hirnstamms entsteht, wird nur in seltenen Féllen als
Erstmanifestation beobachtet. Haufige Frihsymptome sind die einseitige Optikusneuritis,
Parésthesien sowie eine belastungsabhangige Schwéche der Beine (WEINSHENKER 1998;
NOSEWORTHY et al. 2000). Im spéateren Verlauf kommt es haufig zu einer zerebellaren
Ataxie, Dysarthrie, spastischen Paresen, psychiatrischen Symptomen sowie Blasen- und
Mastdarmstérungen (NOSEWORTHY et al. 2000), wobei die Heterogenitat der klinischen
Symptomatik bei jeglicher Verlaufsform hervorgehoben sein soll. Symptome wie Aphasie,
Apraxie oder epileptische Anfélle, welche auf kortikale Lasionen hinweisen kdnnten, treten
deutlich seltener auf (THOMPSON et al. 1993; ZAREI et al. 2003). Befinden sich Lasionen
in neuroanatomisch nicht-eloquenten Hirnarealen, so bleiben die dazugehdrigen Symptome
aus. Diese Lasionen erscheinen klinisch ,,stumm® (GILBERT und SADLER 1983).
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Zur Quantifizierung des Ausmalles an korperlichen Einschrankungen ist die
KURTZKE-Skala (expanded disability status scale, EDSS) ein verbreitetes Werkzeug
(vergleiche Tabelle 12 im Anhang, KURTZKE 1983). Die Skala beriicksichtigt
Beeintrachtigungen acht funktioneller Systeme. HOhere Werte sind vorwiegend durch eine

motorische Beeintrachtigung der Beine, d.h. eingeschrénkte Gehféhigkeit, bedingt.

Klinisch beginnt die MS bei 85-90% der Betroffenen mit einem schubférmigen Verlauf
(relapsing-remitting; RR-MS). Ein Schub ist dabei als das Auftreten neuer oder das
Wiederaufflammen bereits bekannter klinischer Symptome, die langer als 24 Stunden
anhalten, definiert. Als weitere Kriterien gelten die Abwesenheit von Fieber oder Infektionen.
Zudem muss definitionsgemal ein Zeitintervall von > 30 Tagen zum Beginn
vorausgegangener Schube festzustellen sein. Die klinischen Symptome entwickeln sich akut
oder subakut innerhalb von wenigen Tagen bis zu zwei Wochen. Die meist nach sechs bis
acht Wochen einsetzende Remission kann vollstandig oder unvollstéandig sein.

Von der schubformigen Verlaufsform ist eine progrediente, mit schleichender
Zunahme neurologischer Ausfélle und ohne Schiibe charakterisierte Form abzugrenzen. Diese
zeigt sich bei etwa 10-15% der Erkrankten von Beginn an (primary-progressive MS; PP-MS)
(NOSEWORTHY et al. 2000) oder entwickelt sich sekundar bei 50% der MS-Patienten nach
10-15 Jahren aus einem schubférmigen Krankheitsverlauf (secondary-progressive MS; SP-
MS). Ist von Erkrankungsbeginn an eine chronische Progredienz mit Schiben und relativ zum
Schub vollstandigen oder auch unvollstandigen Remissionen verbunden, wird von einer

progredient-schubférmigen Verlaufsform (progressive-relapsing MS; PR-MS) gesprochen.

1.1.2 Diagnostik

Aufgrund vielgestaltiger Initialsymptome kann die Diagnose der Multiplen Sklerose auch
heutzutage im Einzelfall noch schwierig sein. Da bisher kein spezifischer Test zur Verfligung
steht, beruht die Diagnostik auf Beobachtungen der zeitlichen und rdumlichen Dissemination
von entzundlich-entmarkten Herden im zentralen Nervensystem.

Grundlage des Nachweises der MS-Lé&sionen bilden die bildgebenden Verfahren,
insbesondere die Magnetresonanztomographie (MRT), die liqguorchemische Diagnostik und
die Elektrophysiologie (evozierte Potentiale). Bei Verdacht auf MS ist die MRT mit einer
Sensitivitdat von > 90% die Methode der Wahl (NOSEWORTHY et al. 2000). Frische
Entmarkungsherde zeichnen sich durch eine verstarkte Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitét
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mit intensiver Kontrastmittelaufnahme aus. Sie zeigen sich in der T1-Wichtung hypointens
und in der T2-Wichtung hyperintens (BAKSHI et al. 2004). Dabei korreliert das Ausmald
kernspintomographisch nachgewiesener Léasionen nicht notwendigerweise mit dem
Schweregrad der klinischen Symptomatik.

Die Computertomographie ist weniger sensitiv. Ihr kommt, aufler zum Ausschluss von

Differentialdiagnosen, keine diagnostische Bedeutung bei der Abklarung der MS zu.

Die Diagnosestellung der Multiplen Sklerose erfolgte urspriunglich nach einem
Klassifikationssystem von POSER et al. 1983, bei welchem eine ,,klinisch sichere MS*, eine
,Jlaborunterstiitzte sichere MS“ und eine ,klinisch wahrscheinliche MS“ unterschieden
wurden. Diese Einteilung wurde 2001 durch ein neu entwickeltes Klassifikationssystem von
McDONALD et al. ersetzt und 2011 von POLMAN und Kollegen revidiert. Dadurch wurde
die Diagnosestellung erleichtert. Seit 2001 nimmt die bildgebende Diagnostik (MRT) neben
dem klinischen Erscheinungsbild sowie der Liquordiagnostik und den evozierten Potentialen
eine maRgebliche Rolle bei der Diagnosestellung der MS ein. Eine Ubersicht der aktuellen

Diagnoseleitlinien gibt die Tabelle 13 im Anhang.

1.1.3 Therapie

Eine kausale Therapie der Multiplen Sklerose steht derzeit noch nicht zur Verfligung, sodass
eine Heilung bei jetzigem Forschungsstand nicht moglich ist. Die Wahl der Therapie richtet
sich bislang vor allem nach der klinischen Verlaufsform der Erkrankung. Ziele der Therapie
sind das Erreichen einer schnellen Remission akuter Schiibe, deren Prophylaxe, die
Unterbindung beziehungsweise Verlangsamung der Krankheitsprogression sowie die

Stabilisierung funktioneller Einschrankungen bei eingetretenen dauerhaften Ausfallen.

Im akuten Schub sind hochdosierte Glukokortikoide (Methylprednisolon intravends vgl.
MILLIGAN et al. 1987 und GRAUER et al. 2001 oder oral vgl. SELLEBJERG et al. 1998)
das Mittel der Wahl. Sie kénnen Dauer und Schwere akuter Symptome reduzieren, indem sie
die Migration von Immunzellen in das ZNS unterdriicken, die T-Zellaktivierung
supprimieren, den programmierten Zelltod aktivierter Immunzellen unterstitzen sowie
zytotoxische Effekte von NO und TNF-o vermindern. Dartiber hinaus stabilisieren
Glukokortikoide die Blut-Hirn-Schranke (SLOKA und STEFANELLI 2005).
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Bei Versagen der Glukokortikoid-Therapie kann ein Plasmaaustausch vorgenommen werden,
worauf nach SCHILLING et al. 2006 71% der Patienten nach durchschnittlich drei Zyklen ein
gutes bis sehr gutes Ansprechen zeigten.

In der Langzeittherapie und Schubprophylaxe der MS kommen immunmodulatorische und
immunsupprimierende Substanzen zum Einsatz. Immunmodulatoren wie [-Interferon
[Interferon B 1-b (Betaferon®), Interferon p 1-a (Rebif® bzw. Avonex®)] (BAYAS und
GOLD 2003) und Glatirameracetat (Copaxone®) (SELA und TEITELBAUM 2001;
WOLINSKY 2006) stellen Basistherapeutika dar und finden vor allem Anwendung in der
Behandlung der schubférmig verlaufenden MS. Auch bei sekundér chronisch-progredienten
Verlaufsformen wurden mit B-Interferon-Praparaten Erfolge erzielt (CORBOY et al. 2003).
Mitoxantron ist mittlerweile ebenfalls als Basistherapeutikum bei SP-MS zugelassen.

Neue und starker wirksame orale Basistherapeutika fur die schubférmige MS sind
Teriflunomid (Aubagio®) und Dimethylfumarat (Tecfidera®). Alemtuzumab (Lemtrada®)
(COLES 2013) steht seit Kurzem als intraventse Therapie fiir die schubférmige MS bei
Erwachsenen zur Verfugung. Die genannten immunmodulatorischen Substanzen wirken sich
positiv auf die Schubrate und Schubintensitdt aus und verringern die Anzahl neuer
Kontrastmittel-anreichernder Lasionen in der MRT.

Als Reservemedikament fur die Basistherapie der schubformigen Verlaufsform kommen
Azathioprin (GOODIN et al. 2002) sowie - in Einzelfdllen - die Behandlung mit
Immunglobulinen (SORENSEN et al. 2002; STANGEL und GOLD 2005) in Betracht. Fir
die primar progrediente Verlaufsform der Multiplen Sklerose ist derzeit keine effektive
Therapie bekannt (LEARY und THOMPSON 2005).

Zeigen bei anhaltender oder zunehmender Krankheitsaktivitat aufgefuhrte Therapieansatze
keine hinreichende Wirkung, so wird eine Therapieeskalation durchgefuhrt. Daflr steht die
Antikorpergabe mit Natalizumab (Tysabri®), die Therapie mit dem oralen Wirkstoff
Fingolimod (Gilenya®), das Immunsuppressivum Mitoxantron (MORRISSEY et al. 2005)
sowie das Zytostatikum Cyclophosphamid (KIESEIER und JEFFERY 2010) zur Verfligung.
Das von Patient zu Patient unterschiedliche Ansprechen auf verschiedene Therapieschemata
liegt moglicherweise in der histopathologischen Heterogenitat der MS begrindet (BITSCH
und BRUCK 2002; BRUCK et al. 2002).

Neben der immunmodulatorischen und immunsuppressiven Therapie spielt die

symptomatische Therapie eine wesentliche Rolle im multimodalen Therapiekonzept der MS.



Einleitung

Ihr Ziel ist die Verbesserung von Symptomen wie Spastik, Schmerzen, Fatigue,
Blasenfunktionsstérungen, kognitiven Stérungen und Depression. Die Krankengymnastik
stellt eine weitere Grundlage der Basisversorgung von MS-Patienten, besonders derer mit

Gehbehinderung und/oder Koordinationsstérungen, dar.

1.2 Pathogenese der MS

1.2.1 Epidemiologie

Die Multiple Sklerose ist mit einer Pravalenz von 149/100 000 Einwohnern (HEIN und
HOPFENMULLER 2000) und einer jahrlichen Neuerkrankungsrate von 3-5/100 000
Einwohnern in der Bundesrepublik Deutschland eine der h&ufigsten neurologischen
Erkrankungen, die zu Behinderung im jungen Erwachsenenalter fiihrt.

Frauen erkranken doppelt so h&ufig wie Ménner an der schubférmigen Verlaufsform der MS.
Die primér chronisch-progrediente Verlaufsform betrifft beide Geschlechter jedoch gleich
haufig (COTTRELL et al. 1999).

Die weltweite Verteilung der Erkrankungshaufigkeiten zeigt grof’e Unterschiede. Sie

steigt mit zunehmendem Abstand vom Agquator in Nord- und Sudrichtung an (KURTZKE
1980). Die hochste Dichte an Erkrankten findet sich im Norden Europas, dem Siden
Australiens und in der Mitte Nordamerikas, wo 0,1% der Einwohner an MS leiden.
Bisher werden genetische Faktoren sowie Umwelteinflisse und deren Interaktion als
Ursachen fir die weltweiten Préavalenzunterschiede diskutiert. Insgesamt scheint die
Prévalenz und Inzidenz der MS zuzunehmen, wobei jedoch die veranderten Diagnosekriterien
und langere Uberlebenszeiten der Erkrankten die Statistik beeinflussen (KOCH-HENRIKSEN
und SORENSEN 2010).

1.2.2 Atiologie

Die Atiologie der Multiplen Sklerose ist bisher nicht bekannt. Zurzeit wird eine
multifaktorielle Genese auf der Grundlage einer genetischen Préadisposition und eines bislang
nicht identifizierten exogenen Auslosers diskutiert, in der das Immunsystem eine wesentliche
autodestruktive Rolle zu spielen scheint (HEDSTROM et al. 2011; SAWCER et al. 2011;
SOSPEDRA und MARTIN 2005; GOLD et al. 2006). Zuséatzlich zeigen histopathologische

Studien, dass MS-Lasionen in einigen Fallen auch auf eine erhdhte Vulnerabilitat der

5
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Oligodendrozyten zuriickzufihren sind. Im Gesamtbild handelt es sich damit bei der MS
maoglicherweise nicht um eine einzelne heterogene Erkrankung, sondern um unterschiedliche
Entitaten ahnlich klinischer Symptomatik (LUCCHINETTI et al. 2000; LASSMANN et al.
2001; BRUCK et al. 2002).

Ergebnisse epidemiologischer Studien zeigen ein zwanzig- bis vierzigfach erhohtes
Erkrankungsrisiko gegenuber der Normalbevélkerung unter Verwandten ersten Grades und
lassen somit kaum Zweifel an einem Effekt genetischer Faktoren (SADOVNICK et al. 1988).
Die Konkordanzrate der MS ist bei monozygoten Zwillingen mit 31%, verglichen mit der bei
dizygoten Zwillingen bzw. Geschwistern, um das Sechsfache erhéht (SADOVNICK et al.
1993). Seit 1973 ist zudem bekannt, dass das Vorhandensein des HLA-DR2-Allels das
Risiko, an Multipler Sklerose zu erkranken, um das Zwei- bis Vierfache erhoht (JERSILD et
al. 1973; OLERUP und HILLERT 1991). Das Allel findet sich bei 70% der MS-Patienten und
25% der Normalbevdlkerung. Eine 2011 veroffentlichte umfangreiche Genomstudie bei MS-
Patienten und Kontrollprobanden bestatigte vorwiegend immunologisch relevante Gene, die
mit der MS assoziiert sind. Es konnten jedoch keine genetischen Faktoren identifiziert
werden, die mit dem Schweregrad oder dem Krankheitsverlauf der MS assoziiert waren
(SAWCER et al. 2011).

Neben den genetischen Einflussen legen Migrationsstudien nahe, dass auch die
Umweltfaktoren des Herkunftslandes eine Rolle spielen. Vermutet wird die Exposition
gegenuber einem unbekannten regionalen Agens (z.B. Virus) in Kindheit und Jugend
(ALTER und OKIHIRO 1971; COMPSTON 1999). Die Exposition mit Sonnenstrahlung
sowie ein verdnderter Vitamin D-Haushalt (SAWCER et al. 2011) wurden ebenfalls als
beeinflussende Faktoren diskutiert. MutmalBungen Uber die Beteiligung verschiedenster
Erreger wie Chlamydia pneumoniae (STRATTON und SRIRAM 2003), humanes
Herpesvirus 6 (CLARK 2004), Masern (GRONNING et al. 1993), Varizellen (MARRIE und
WOLFSON 2001) und Epstein-Barr-Virus (HAAHR et al. 2004; CEPOK et al. 2005;
ALOISI et al. 2010) an der Entstehung von MS sind kontrovers und immer noch Thema der

aktuellen Forschung.



Einleitung

1.2.3 Immunpathogenese

Die Pathologie der Multiplen Sklerose ist durch Entziindung, Entmarkung, axonalen Schaden,
neuronalen Verlust sowie Gliose gekennzeichnet. Die Lé&sionen betreffen sowohl die weilie
als auch die graue Substanz des ZNS.

Bisherige Forschungsergebnisse legen, insbesondere bei den drei verschiedenen Lasions-
typen der grauen Substanz, unterschiedliche pathophysiologische Mechanismen nahe
(KUTZELNIGG et al. 2005; Bd et al. 2007).

Es wird davon ausgegangen, dass sowohl zelluldre als auch humorale autoimmune
Mechanismen bei der Destruktion des Gewebes eine Rolle spielen. Vieles spricht dafir, dass
autoreaktive T-Zellen, die gegen Myelin-Bestandteile und/oder Oligodendrozyten gerichtet
sind, eine grundlegende Rolle in der Pathogenese der MS spielen (ZHANG und RAUS 1994;
CRAWFORD et al. 2004). Unterstitzt wird diese Annahme durch die Beobachtung, dass im
peripheren Blut von MS-Patienten T-Zell-Linien gegen myelinspezifische Autoantigene, wie
MBP (Myelin-Basisches Protein) und PLP (Proteolipid-Protein), nachgewiesen werden
konnten (OZAWA et al. 1994).

Untersuchungen an Tiermodellen wie der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE) demonstrieren, dass autoreaktive T-Zellen (CD4-positive als auch CD8-positive) eine
inflammatorische Entmarkung des zentralen Nervensystems hervorrufen kénnen (HUSEBY
2001; SUN et al. 2000). Ein weiterer Hinweis flr die Beteiligung von T-Lymphozyten an der
Genese der MS ist die Tatsache, dass die fir MHC I- (HLA-A3) und MHC II- (HLA-DR,
HLA-DQ) kodierenden Gene jeweils Risikofaktoren fur das Erkranken an MS darstellen
(NAITO et al. 1972; FOGDELL et al. 1995).

Sowohl aus dem ZNS stammende Antigene (DE VOS et al. 2002) als auch kreuzreaktive
Antigene (TALBOT et al. 1996) kénnten die Lymphozyten in der Peripherie aktivieren, die
daraufhin, die in der akuten Krankheitsphase durchléssige Blut-Hirn-Schranke tberwinden
(MINAGAR und ALEXANDER 2003; LASSMANN et al. 2007).

Auch autoreaktive Antikdrper - und somit das humorale Immunsystem - scheinen an
der Pathogenese der MS-Ldsionen der weillen und grauen Substanz beteiligt zu sein. Die
erhdhte intrathekale Synthese von Immunglobulinen und die daraus resultierende
Anwesenheit von oligoklonalem IgG im Liquor von MS-Patienten stellen eine grundlegende
immunologische Pathologie der MS dar (ARCHELOS und HARTUNG 2000). Die
Beobachtung, dass subpiale Entmarkungsherde h&ufig im Bereich von Sulci und dem Gyrus
cinguli auftreten, untersttzt die Hypothese, dass im Liquor befindliche Mediatoren eine Rolle
spielen konnten (PETERSON et al. 2001).
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Sowohl in der weillen als auch in der grauen Substanz beinhalten die entzindlichen
MS-Infiltrate B-Zellen (FROHMAN et al. 2006). Mehrere Forschungsgruppen beobachteten
follikelartige subpiale Ansammlungen von B-Zellen bei Autopsiefallen mit sekundar
progressiver MS (SERAFINI et al. 2004, MAGLIOZZI et al. 2007, 2010). Auch
Plasmazellen, die dem letzten Stadium der Differenzierung der B-Zellreihe entsprechen,
akkumulieren in chronischen MS-Lasionen und im Liquor (OZAWA et al. 1994). Fir eine
humorale Mitbeteiligung sprechen neben den pathologischen Befunden auch klinische
Beobachtungen. So zeigen einige Patienten ein gutes therapeutisches Ansprechen auf eine
Plasmapherese (KEEGAN und NOSEWORTHY 2002). Auflerdem kann mit anti-CD20
monoklonalen Antikérpern (Rituximab®) ein partieller Erfolg bei der schubférmig
verlaufenden MS verzeichnet werden (KEEGAN und NOSEWORTHY 2002; HAUSER et al.
2008).

Trotz diesen Entdeckungen, ist immer noch unklar, welche pathogenetische Rolle
Autoantikdrper in der Erkrankungsentstehung— und Aufrechterhaltung haben.

1.3 Pathologie der MS

1.3.1 MS-Lasionen der weil3en Substanz

Lasionen der weillen Substanz sind mit histologischen Standardtechniken gut nachweisbar
und werden aufgrund ihrer zuverlassigen Detektion in der MRT als diagnostisches Kriterium
herangezogen (SCHREIBER et al. 2001; TAYLOR et al. 2004).

Die entmarkten Areale sind vorzugsweise im Rickenmark, periventrikuldr,
juxtakortikal, im Kleinhirn und im Sehnerv zu finden. Es handelt sich um scharf begrenzte
Entmarkungsherde, die in der floriden Erkrankungsphase durch ausgepréagte parenchymale
und perivaskuldre lymphomonozytére Infiltrate, beginnenden Oligodendrozytenverlust und
eine aktive Demyelinisierung charakterisiert sind. Astrozyten zeigen in akuten L&sionen kaum
Verénderungen. Wahrend dieser aktiven Entmarkung lassen sich Makrophagen mit
inkorporierten Abbauprodukten verschiedener Myelinproteine histologisch detektieren.

Im weiteren Krankheitsverlauf kommt es entweder zu einem vollstdndigen
Myelinverlust in der Lé&sion oder auch zur Regeneration von Myelinscheiden
(Remyelinisierung). Axone sind in den L&sionen weiterhin nachweisbar (LASSMANN 1998),
auch wenn sich in frihen Lé&sionen eine deutliche axonale Schwellung sowie Schadigung
(BITSCH et al. 2000; KUHLMANN et al. 2002) und in chronischen Plaques ein relativer
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axonaler Verlust zeigt. Weitere pathologische Merkmale fortgeschrittener Entzundungs-
stadien sind die Fasergliose, die geringe Anzahl oder Abwesenheit von Makrophagen
(LASSMANN et al. 1994) sowie die Reduktion oder der Verlust reifer Oligodendrozyten
(WOLSWIJK 2000).

Bei einem Teil der Patienten mit MS scheint der programmierte Zelltod von
Oligodendrozyten das initiale Ereignis bei der Entstehung neuer MS-Lé&sionen zu sein. Daher
wird eine erhohte Vulnerabilitdit von Oligodendrozyten als ein Grund fur die
Demyelinisierung diskutiert (BRUCK et al. 2002).

Bekannt ist, dass in spaten Krankheitsstadien der MS in Lé&sionen der weil3en Substanz die
Anzahl der myelinbildenden reifen Oligodendrozyten stark abnimmt (WOLSWIJK 2000),
Oligodendrozytenvorlduferzellen jedoch nachweisbar bleiben (KUHLMANN et al. 2008).
Dies weist auf eine Storung der Proliferation und Differenzierung von Oligo-
dendrozytenvorlauferzellen hin. Hervorzuheben ist, dass sich pathologische Verdnderungen
im Gehirn von MS-Patienten nicht nur in den bisher beschriebenen fokalen Lé&sionen der
weillen Substanz abspielen. Pathologische Studien zeigen, dass die sogenannte normal
erscheinende weilRe Substanz sowie die graue Substanz in den globalen Entziindungsprozess
mit einbezogen werden. KUTZELNIGG und Kollegen beschrieben 2005 sowohl eine erhohte
mikrogliale Aktivitét, als auch einen beachtlichen axonalen Schaden in der Histologie normal

erscheinender weiler Substanz.

1.3.2 MS-Lasionen der grauen Substanz

Die Existenz kortikaler Lasionen bei Multipler Sklerose ist schon seit langer Zeit bekannt
(BROWNELL und HUGHES 1962; LUMSDEN 1971). Trotzdem standen sie bis vor
wenigen Jahren kaum im Blickfeld weiterer Forschungen, da ihre Detektion sowohl in der
Bildgebung als auch mit konventionellen Farbemethoden Schwierigkeiten bereitete
(SCHREIBER et al. 2001; TAYLOR et al. 2004). Die Ausdehnung und Haufigkeit kortikaler
Lasionen wurde daher in der Vergangenheit unterschétzt. Jungste Studien an Autopsien von
MS-Patienten zeigten, dass bei Uber 90% der Erkrankten L&sionen der grauen Substanz
vorliegen (WEGNER et al. 2006; ALBERT et al. 2007). Der mediane Anteil von
demyelinisiertem Kortex in progressiven Stadien der Krankheit betragt 12,5-14%.

Es konnten drei unterschiedliche Arten kortikaler L&sionen voneinander abgegrenzt
werden: Leukokortikale (Typ 1) Lasionen, welche die graue Substanz umfassen und einen
Anteil in der subkortikalen weillen Substanz haben; intrakortikale (Typ Il) Ldsionen, die

lediglich innerhalb des Neokortex liegen sowie subpiale (Typ I1l) L&sionen, welche von der
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pialen Oberflache bis in die Hirnrinde reichen (PETERSON et al. 2001). Die subpialen (Typ
[11) Lasionen machen mit 51% jedoch den grofiten Anteil an der demyelinisierten kortikalen
Gesamtflache bei chronischer MS aus (WEGNER et al. 2006). Im Vergleich der drei
Lé&sionstypen untereinander findet sich die starkste Auspragung an Inflammation und Gliose
bei leukokortikalen Lasionen (PETERSON et al. 2001).

Eine besonders ausgedehnte kortikale Demyelinisierung findet sich nach ALBERT
und Kollegen bei Patienten mit einer Krankheitsdauer von ber zehn Jahren (ALBERT et al.
2007). AuBerdem gehen grofie Ldsionen der grauen Substanz meist mit progredienten
Krankheitsverldufen (primar-progrediente und sekundar-progrediente MS) einher, wahrend
sich bei der schubférmigen Verlaufsform weniger kortikale Lasionen nachweisen lassen (BJ
et al. 2003b; KUTZELNIGG et al. 2005).

Insgesamt legt die hohe Prévalenz und Ausdehnung der kortikalen L&sionen nahe, dass sie
eine bedeutende Rolle in der Erkrankungsprogression und der Entstehung von
neuropsychologischen Symptomen spielen kénnten.

Ein Merkmal langjahriger kortikaler Entmarkung ist ihre Hypozellularitat. Im Vergleich mit
korrespondierenden chronischen Lasionen der weilen Substanz finden sich in der grauen
Substanz weniger T-Zell- und B-Zell-Infiltrate, eine geringere Mikroglia-Aktivitat sowie eine
geringere Auspragung der Astrogliose (PETERSON et al. 2001; B@ et al. 2003a). In
Gegentiberstellung mit chronischen L&sionen der weillen Substanz zeigen kortikale Ldsionen
keinen Hinweis auf Komplementablagerungen (BRINK et al. 2005) und keinen Hinweis auf
Funktionsstorungen der Blut-Hirn-Schranke (VAN HORSSEN et al. 2007). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass in lang bestehenden kortikalen L&sionen eine Tendenz zur schnellen
Beseitigung der Inflammation sowie eine starke Neigung zur Remyelinisierung besteht
(ALBERT et al. 2007).

Gerade die Pathogenese der subpialen Lé&sionen wirft derzeit noch viele Fragen auf.
Pathologische Studien der letzten Jahre beschaftigen sich daher mit der Fragestellung, ob
kortikale Demyelinisieriung mit der Infiltration von meningealen Entzlindungszellen
assoziiert ist (SERAFINI et al. 2004; MAGLIOZZI et al. 2007, 2010; KOOI et al. 2009).

Die Forschungsergebnisse sind kontrovers. MAGLIOZZI et al. 2007 konnten eine
Assoziation von B-Zell-Ansammlungen mit subpialer Entmarkung beobachten. In den
Meningen von Patienten mit sekundar-progredienter MS wiesen sie Anhdufungen CD20-
positiver B-Zellen nach, welche als ektope Follikel charakterisiert wurden. Die Follikel waren
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h&ufig entlang von Sulci und in deren Tiefe lokalisiert, selten jedoch oberflachlich verteilt in
den Meningen. In der Studie lieBen sich keine Follikel bei Patienten ohne subkortikale
Entmarkung nachweisen. Das Auftreten der Follikel konnte mit einer starken
Entzundungsreaktion, extensiver Zerstorung von kortikalen neuronalen Strukturen sowie mit
schnell fortschreitenden neurologischen Defiziten und frihem Tod in Verbindung gebracht
werden (MAGLIOZZI et al. 2007).

Dem stehen Ergebnisse von KOOI et al. 2009 entgegen. Sie konnten keinerlei Assoziation
zwischen meningealer Inflammation und dem Ausmal? an subpialer Demyelinisierung bei der
chronischen MS finden. Die Forschungsergebnisse zeigten keinen Unterschied zwischen
subpialen Léasionen und benachbarter bemarkter Hirnrinde hinsichtlich des Ausmalies oder
der Zusammensetzung meningealer Zellinfiltrate. Dartber hinaus ergaben ihre
Beobachtungen keinerlei Hinweise auf follikelartige Strukturen. Die kontroversen Ergebnisse
von MAGLIOZZI et al. 2007 und KOOI et al. 2009 bei MS-Patienten mit fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien machen deutlich, dass insbesondere die Pathogenese subpialer kortikaler

Lasionen immer noch unklar ist und weiterhin intensiver Forschung bedarf.

1.4 Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) in Callithrix-
jacchus-Marmosetten

Das am haufigsten verwendete Tiermodell im Bereich der MS-Forschung ist die
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis. Anhand dieses Modells kénnen verschiedene
neuropathologische und neurobiologische Aspekte der Multiplen Sklerose reproduziert
werden (GOLD et al. 2006).

Das Hirn der Marmosetten zeigt groRe neuroanatomische und funktionelle Ahnlichkeit
mit dem menschlichen Hirn (STEPHAN und MANOLESCU 1980). AulRerdem &hneln sich
die Gene, die fir das Myelin kodieren, sehr (BONTROP et al. 1999). Das Vorhandensein des
menschlichen HLA-DR-Lokus bei Marmosetten ist eine wichtige genetische Voraussetzung
fir die Induzierbarkeit der EAE. Fur diesen Genlokus wurde der stirkste Zusammenhang
zwischen Genetik und  Erkrankungswahrscheinlichkeit beim Menschen gefunden
(QUELVENNEC et al. 2003). Der Immunstatus der Callithrix-jacchus-Marmosetten &hnelt
mit seiner breiten Spannbreite der Immunantwort auf Myelin-Antigene dem des Menschen.
Die Induktion der EAE in Marmosetten kann durch aktive Immunisierung mit verschiedenen
Myelin-Antigenen oder passiv durch die Ubertragung antigenspezifischer T-Zellen geschehen
(PANITCH und MCFARLIN 1977). Die gebrauchlichsten Antigene zur aktiven
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Immunisierung sind das Myelin-Basische Protein (MBP), das Proteolipid-Protein (PLP) und
das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG). Die dieser Arbeit vorausgegangene
aktive Immunisierung der Marmosetten erfolgte mit MOG (vergleiche Abschnitt 3.1). MOG
ist ein kleiner, auf der duBersten Oberflache der Myelinscheide lokalisierter, Bestandteil des
Myelins im zentralen Nervensystem und ruft wenige Tage nach Injektion eine B- und T-Zell-
Reaktivitdt gegen dieses Antigen in Primaten hervor (BROK et al. 2001). Histopathologisch
spiegelt sich die Immunantwort unter anderem in meningealen entzindlichen Infiltraten
(POMEROY et al. 2005), Demyelinisierung der grauen und weillen Substanz sowie in
axonalen Schéden im ZNS der Marmosetten wider (UCCELLI et al. 2003). Sowohl bei der
MS als auch bei der EAE in Marmosetten zeigen sich Lasionen im Optikus, Rickenmark,
Zerebellum und Gehirn mit Beteiligung der weillen und grauen Substanz. Je nach

Lokalisation der Herde entwickeln die Tiere dann typische klinische Symptome der EAE.

1.4.1 Kortikale Pathologie in Marmosetten mit EAE

Bei MOG-induzierter EAE in Marmosetten ist auch der Kortex von Entmarkung betroffen
(MERKLER et al. 2006a). Kortikale Lasionen im Tiermodell der EAE &hneln in ihrer
Morphologie und in der Zusammensetzung der entziindlichen Infiltrate den kortikalen
Lasionen der MS. Im Tiermodell kénnen, &hnlich wie von PETERSON et al. 2001 bei der MS
beschrieben, drei unterschiedliche Arten kortikaler Lasionen voneinander abgegrenzt werden:
Leukokortikale (Typ 1) L&sionen, intrakortikale (Typ II) L&sionen sowie subpiale (Typ 1)
Lasionen (POMEROY et al. 2005; MERKLER et al. 2006a). Dabei sind die subpialen
Lasionen sowohl bei der EAE als auch bei der chronischen MS die héaufigsten kortikalen
L&sionen (POMEROQY et al. 2005; MERKLER et al. 2006a; WEGNER et al. 2006).

Kortikale L&sionen weisen in der EAE eine relative Hypozellularitat (u.a. CD3-positive T-
Zellen, CD20-positive B-Zellen, MAC387-positive Makrophagen) im Vergleich zu anderen
Lasionstypen der grauen und weiRen Substanz auf (POMEROQY et al. 2005). Wahrend CD3-
positive T-Zellen im entmarkten Kortex bei Marmosetten mit EAE Uberwiegend perivaskular
vorkommen, konnen B-Zellen nur selten in demyelinisierten Arealen der grauen Substanz
beobachtet werden (MERKLER et al. 2006a).

Uber subpialen Lasionen konnten signifikant mehr entziindliche Zellen (u.a. CD3-posititve T-
Zellen) als Uber benachbarten myelinisierten Anteilen der Hirnrinde bei EAE beobachtet
werden (POMEROY et al. 2005), aber quantitative Daten hierzu fehlen bislang.
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Immunglobuline oder Komplement (C9) konnten im subpial entmarkten Kortex (Typ IlI-
Lasionen) nicht immunhistochemisch dargestellt werden (MERKLER et al. 2006a).

Obwohl subpiale Lasionen einen grofRen Anteil der kortikalen Herde in Marmosetten mit EAE
ausmachen, sind ihre Pathogenese, insbesondere die Rolle zellularer und humoraler Faktoren,

und ihre klinische Bedeutung nicht hinreichend geklért.
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2 Fragestellung

Studien der vergangenen Jahre zeigen, dass die meisten Patienten mit chronischer MS kortikal
entmarkte Lasionen aufweisen (WEGNER et al. 2006; ALBERT et al. 2007). Die haufigsten
kortikalen Lasionen sind hierbei die subpialen Herde (WEGNER et al. 2006). Bereits bei
friher MS konnen kortikale L&sionen beobachtet werden (POPESCU und LUCCHINETTI
2012).

Die Pathogenese der subpialen kortikalen Entmarkung bei der MS ist bislang nicht
hinreichend verstanden. Derzeit wird kontrovers diskutiert, ob meningeale Entziindungszellen
an der Entstehung subpialer kortikaler Lasionen beteiligt sind. Im ersten Teil dieser Arbeit
soll diese Fragestellung daher am Tiermodell der EAE in Marmosetten anhand folgender
Gesichtspunkte untersucht werden:

e Gibt es eine Assoziation zwischen subpialer kortikaler Demyelinisierung und
meningealer Entziindung bei Marmosetten mit friiher experimenteller autoimmuner

Enzephalomyelitis?

e Welche Zellpopulationen (T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen) finden sich in den
Meningen Uber subpialen Lasionen im Vergleich zu den Meningen ber myelinisierten

Kortexarealen?

e Gibt es bei der Betrachtung der B-Zellpopulation Hinweise auf das Vorkommen von
follikelartigen B-Zell-Ansammlungen in den Meningen (ber kortikal entmarkten

Arealen?

Neben diesen Fragen zur Pathogenese der subpialen Demyelinisierung fehlen bislang auch
Daten zur oligodendroglialen Pathologie in subpialen kortikal entmarkten MS-L&sionen. Die
Grunde fur die unzureichende Remyelinisierung der Kkortikalen Ldsionen in spéaten
Krankheitsstadien sind bisher nicht hinreichend geklart. Bekannt ist, dass in spaten
Krankheitsstadien der MS in L&sionen der weilRen Substanz die Anzahl der myelinbildenden
reifen  Oligodendrozyten stark abnimmt (WOLSWIJK 2000), Oligodendrozyten-
vorlauferzellen jedoch nachweisbar bleiben (KUHLMANN et al. 2008). Es scheint eine
Beeintrachtigung der Proliferation und Differenzierung von Oligodendrozytenvorlauferzellen

in chronischen Lé&sionen der weillen Substanz vorzuliegen. Im zweiten Teil dieser Arbeit
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sollen daher Oligodendrozyten und oligodendrogliale VVorlauferzellen in subpial entmarkten
Lasionen bei Autopsien von MS-Patienten mit langer Krankheitsdauer charakterisiert werden

und damit die folgenden Fragestellungen untersucht werden:
e Gibt es auch einen Verlust reifer Oligodendrozyten in chronischen subpial entmarkten
Lasionen bei Autopsien von MS-Patienten?

e Zeigt sich auch eine Reduktion der Oligodendrozytenvorlauferzellen in diesen

kortikalen Lasionen?

e Liefern die Ergebnisse Hinweise auf eine gestorte Proliferation und/oder
Differenzierung der Oligodendrozytenvorléuferzellen in chronischen kortikalen MS-

Lasionen?
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3 Material und Methoden

3.1 Histologisches Material

In dieser Arbeit wurde histologisches Material von Marmosetten-Affen der Spezies Callithrix-
jacchus verwendet, wobei die Durchfihrung der Tierexperimente im Deutschen
Primatenzentrum (DPZ) Goéttingen erfolgte. Die Experimente wurden geméal den Richtlinien
der Europdischen Gemeinschaft vom 24. November 1986 (86/EEC) durchgefihrt und von der

Regierung des Bundeslandes Niedersachsen bewilligt.

Die quantitativen Analysen hinsichtlich subpialer Entzindungszellen erfolgten sowohl an
gesunden als auch an mit EAE erkrankten Marmosetten.

In den Tieren wurde die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis mit dem
rekombinanten Protein rMOG (rekombinantes Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein) in
Kombination mit komplettem Freundschen Adjuvans induziert. Die Erkrankungsdauer lag im
Durchschnitt bei sechs Wochen (27-57 Tage). Nach dieser Zeit erhielten die Tiere eine
Uberdosis an Xylazin/Ketamin. Im Anschluss wurden die Marmosetten transkardial mit
200 ml Kochsalzlésung und 400 ml Fixierlésung (4% 0,1 M Natriumphosphat-gepuffertes
Paraformaldehyd, pH 7,4) perfundiert. Nach Entnahme der Hirne erfolgte deren Einbettung in
Paraffin.

Wie in den Tabellen ersichtlich, basierten die quantitativen Analysen auf 16 Gewebebldcken
von 8 mit EAE erkrankten Tieren (Tabelle 2) und 8 Kontrolltieren (Tabelle 1). Aus jedem
Gewebeblock konnten vollstdndige bihemisphéarische, koronare Hirnschnitte gefertigt werden.
In der Gruppe der erkrankten Tiere wurden 17 Schnitte, in der Gruppe der gesunden
Kontrolltiere 10 Schnitte ausgewertet.

Die Schnitte der kranken Marmosetten wurden fir diese Arbeit so ausgewahlt, dass sie
sowohl entmarkte als auch bemarkte kortikale Anteile enthielten. Alle untersuchten
Hirnregionen (frontal, frontotemporal, okzipital, parietal) waren von Meningen bedeckt.
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Tabelle 1: Klinische Daten der Kontrolltiere

Kontrolltiere Hirnregionen Geschlecht Alter
(W/IM) (Monate)
parietal M 123
froptotemporal, keine Angabe keine Angabe
parietotemporal
frontal, M 119
frontotemporal
frontotemporal M 58
frontotemporal M 48
frontotemporal W 33
frontotemporal M 25
frontotemporal W 32
Tabelle 2: Klinische Daten der EAE-Tiere
EAE- Hirnregionen Geschlecht Alter Krankheitsdauer
Tiere g (W/M) (Monate) (Tage)
1 frontotgrr_lporal, W 46 97
okzipital
frontal,
2 frontotemporal, M 38 31
okzipital
frontal,
3 parietal, W 49 42
okzipital
4 frontotgmporal, M 47 39
okzipital
5 frontal, M 29 31
parietal
6 frontotemporal M 47 57
7 frontotemporal M 39 26
frontotemporal,
8 okzipital, W 30 57
parietal
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Um die Dichte von Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlduferzellen in den obersten
kortikalen Schichten bei MS zu untersuchen, wurden histologische Analysen an Autopsien
von 5 Patienten mit MS und an 10 gesunden Kontrollfallen durchgefuhrt.

Das Autopsiematerial stammte vom Institut fir Neuropathologie der Universitatsmedizin
Gottingen. Nach Fixierung in Formalin wurden von den Gehirnen Gewebeproben
entnommen, die in Paraffin eingebettet wurden. Die Tabellen 3 und 4 zeigen die Auswahl der

untersuchten Schnittpraparate und deren klinische Daten.

Tabelle 3: Klinische Daten der humanen Kontrollen

Auswertung
Kontrollen G?f’;\:/?ll\?l():ht (ﬁﬁi) Todesursache
NogoA Olig2
1 W 51 Myokardinfarkt X
2 M 62 keine Angabe X
3 W 49 keine Angabe X X
4 W 35 Asystolie, _ X
Lungenembolie
5 M 42 Myokardinfarkt X
6 M sg | Herzversagen, X
Niereninsuffizienz
7 W 40 keine Angabe X
8 W 75 Asystolie X
9 M 48 Herzversagen X
10 M 43 Sepsis X
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Tabelle 4: Klinische Daten der Autopsien von MS-Patienten

Autopsien Krankheits-

MS- Geschlecht  Alter dauer Verlauf Todes-
Patienten (W/M) (Jahre) (Jahre) ursache
sekundar
1 W 47 25 chronisch unklar
progredient
priméar
2 M 66 12 chronisch lleus
progredient
3 M 41 10 chronisch £ - 7erbation
progredient
sekundar Pneumonie
4 W 60 25 chronisch . )
. mit Sepsis
progredient
sekundar
5 M 57 12 chronisch  Herzversagen

progredient

3.2 Gewebepréaparation

Zur Paraffineinbettung wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%,
90%, 100% fur je zweimal 5 min) entwéssert. Nach einem Xylol-Bad folgte das Durchtréanken
des Gewebes mit 60°C warmem Low Melting-Paraffin (DCS, Innovative Diagnostik-System,
Hamburg, Deutschland) fir dreimal 30 min. Am ndchsten Tag wurde das Gewebe in
Paraffinblocke eingegossen.

Nach Aushartung der Paraffinblocke wurden mittels Mikrotom (Leica SM 2000R, Wetzlar,
Deutschland) zirka 1 pm dunne, serielle Schnitte fir die nachfolgenden histologischen
Farbungen angefertigt und auf Objekttrager (Menzel-Gléser, Braunschweig, Deutschland)
aufgezogen. Die Schnittpraparate wurden Uber Nacht bei 37 °C getrocknet und bis zum
Gebrauch bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Zur Vorbereitung des Gewebes auf die folgenden histologischen Farbetechniken wurden die
Schnitte zun&chst entparaffiniert (viermal 10-mindtiges Xylolbad, einmalig 5-min(tiges
Isoxylolbad) und anschlieend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (jeweils 10 min
in 100%iges und dann fir je 5 min in 90%iges, 70%iges, 50%iges Isopropanol und zum

Abschluss in Aqua dest.).
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Nach Abschluss der jeweils angewandten Farbetechnik wurde das Gewebe wassrig mit
Deckglaschen eingedeckt. Als Eindeck-Medium auf Wasserbasis wurde Aqua-Mount

verwendet.

3.3 Immunhistochemie

3.3.1 Prinzipien der Immunhistochemie

Mithilfe immunhistochemischer Farbemethoden (zu diesen Verfahren vergleiche LINKER et
al. 2002) gelingt der Nachweis antigener Komponenten in Zellen und Gewebsschnitten. Diese
Visualisierung von Gewebe- bzw. Zellantigenen beruht auf der Affinitat spezifischer
markierter Antikorper zu bestimmten Proteinstrukturen (Epitopen) des Antigens. Die
Markierung erfolgte in dieser Arbeit mithilfe von Enzymen.

Die urspriingliche und &ltere Methode zur Darstellung von Antigenen ist die direkte
Farbemethode, bei der ein enzymmarkierter (konjugierter) Primarantikorper direkt mit dem
Gewebeantigen reagiert. Ein hinzugefligtes Substrat reagiert mit dem Enzym unter Bildung
eines Farbstoffes (Substrat-Chromogen-Reaktion) und macht somit den Ort der
immunhistochemischen Reaktion sichtbar.

Zur Amplifizierung des Signals werden jedoch heutzutage meist zusatzlich an das
Fc-Fragment des Primarantikorpers bindende Sekundarantikorper verwendet. Sie kodnnen
ihrerseits enzymgekoppelt oder biotinyliert sein. Diese als indirekte Farbemethode
bezeichnete Technik ist sehr viel sensitiver. Eine starke Affinitdt von Avidin zu Biotin
ermoglicht die anschlielende Verwendung von Avidin-gekoppelten Enzymen. Die
gebrauchlichsten und in dieser Arbeit verwandten Enzyme sind die Peroxidase, die u.a.
Diaminobenzidin (DAB) umsetzt, und die Alkalische Phosphatase, die u.a. Fast Blue umsetzt.
Die dazugehdrigen Methoden werden als ABC- (Avidin-Biotin-Komplex) und APAAP-
(Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase) Methode bezeichnet. Sie ermdglich-
ten die mikroskopische Auswertung der zu detektierenden histologischen Strukturen dieser
Arbeit:

e meningeale CD3-positive T-Zellen, CD20-positive B-Zellen sowie 1gG-positive

Plasmazellen in gesunden Kontrolltieren und Marmosetten mit EAE,
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e NogoA-positive  Oligodendrozyten sowie stark angefarbte  Olig2-positive
Oligodendrozytenvorlauferzellen in den oberen kortikalen Schichten bei Autopsien
von MS-Patienten und Kontrollfallen.

3.3.2 Durchfihrung immunhistochemischer Farbemethoden

Um eine Aussage uber die Dichte von Zellen in myelinisierten und demyelinisierten
Hirnarealen samt der Meningen vergleichend treffen zu kénnen, wurden Doppelmarkierungen
mit einem Marker fir die betreffende Zellpopulation sowie einem Marker fiir Myelin

durchgefhrt. Es ergaben sich damit folgende Kombinationen:

e fir meningeale Entziindungszellen in Marmosetten mit EAE
CD3 - MBP,
CD20 - MBP,
1gG — PLP,

o flr Oligodendrozyten und deren Vorlauferzellen in den obersten kortikalen
Schichten bei Autopsiefallen von MS-Patienten
NogoA — MBP,
Olig2 — MBP (SMI94).

Alle immunhistochemischen Farbungen wurden nach dem folgenden Protokoll durchgefihrt:

Nach Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebe erfolgte eine Demaskierung
(Vorbehandlung) der Antigene, um einer durch den Fixierungsvorgang bedingten
Quervernetzung  (Maskierung) und damit geringeren Reaktivitat der Epitope
entgegenzuwirken (BUDKA 1983; WERNER et al. 2000). Die Vorbehandlungsmethode fir
eine optimale Antigenerkennung ist je nach verwendetem Antikorper der Tabelle 5 zu

entnehmen.
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Tabelle 5: Vorbehandlungsmethoden zur Antigendemaskierung

Vorbehandlung zur Antigendemaskierung der

Antigen Gewebsschnitte von Marmosetten

1gG Proteinase

CD3 Citratpuffer (pH 6) in MW *

CD20 keine Vorbehandlung

MBP keine Vorbehandlung

PLP Proteinase
Vorbehandlung zur Antigendemaskierung der humanen
Gewebsschnitte

NogoA Citratpuffer (pH 6) in MW *

Olig2 Tris-EDTA (pH 9) in MW*

SMI94 keine VVorbehandlung

* Mikrowelle max. 800 Watt

Vorbehandlung mit Citratpuffer

In 50 ml Citratpuffer wurden die Schnitte in einer Kivette finfmal flr jeweils 3 min in der
Mikrowelle bei 800 Watt erhitzt. AnschlieBend kihlten die Schnitte 30 min bei

Raumtemperatur ab und wurden mit Aqua dest. griindlich abgespilt.

Vorbehandlung mit Proteinase

Die Inkubation des Gewebes erfolgte fir 10 min in 37 °C warmer Proteinaselésung. Im
Anschluss wurden die Objekttrager in Ethanol geschwenkt und bei Raumtemperatur

getrocknet.

Vorbehandlung mit Tris-EDTA

Die Schnitte wurden zur Demaskierung funfmal fir jeweils 3 min in einer Kuvette mit Tris-
EDTA in der Mikrowelle bei 800 Watt erhitzt. AbschlieBend kiihlten die Schnitte bei
Raumtemperatur ab und wurden mit Aqua dest. griindlich abgespiilt.

Fur samtliche Féarbungen mit DAB folgte anschlieBend die Blockierung der endogenen
Peroxidase durch Inkubation mit Wasserstoffperoxid (3%ig) fir 20 min bei 4° C, um eine
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unspezifische Braunfarbung bei der Entwicklung zu vermeiden. Im Anschluss wurden die

Objekttrdger mehrmals mit PBS gespiilt.

Die Visualisierung der Zellpopulationen (CD3-positive T-Zellen, CD20-positive B-Zellen,
IgG-positive Plasmazellen, NogoA- positive Oligodendrozyten sowie stark angefarbte Olig2-
positive Oligodendrozytenvorlauferzellen) erfolgte nach der ABC- (Avidin-Biotin-Komplex)
Methode mit Diaminobenzidin (DAB). In einem weiteren Schritt wurden die Schnitte nach
der APAAP- (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase) Methode mit Fast Blue
behandelt, um die Myelinstrukturen (MBP, PLP) zu visualisieren.

3.3.21  ABC-Methode

Jeder der nachfolgend aufgefuhrten Arbeitsschritte wurde mit mehrmaligem Spulen der
Objekttrager mit PBS abgeschlossen.

Zundchst erfolgte das Abséttigen der unspezifischen Bindungsstellen mit 10%iger FCS (fetal
calf serum)/PBS-Ldsung fur 30 min bei Raumtemperatur.

Zur eigentlichen Antikorperinkubation wurden je 100 pl des Primarantikorpers (siehe Tabelle
6 und 7) auf den Schnitt gegeben. Uber Nacht folgte die Inkubation in der feuchten Kammer
im Kihlschrank bei 4° C. Bei jedem Farbedurchgang wurde eine Negativkontrolle mitgefuhrt,
bei der die Zugabe des Priméarantikorpers fehlte.

Am Folgetag wurden zunéchst die biotinylierten Sekundarantikdrper (siehe Tabelle 8) auf die
Schnitte gegeben und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte

eine einstundige Inkubation des Gewebes mit der Streptavidin-gekoppelten Peroxidase

(ExtrAvidin®, Sigma) zum Detektieren der Primarantikorper. Als Substrat der Peroxidase
(Meerrettichperoxidase HRP) und als Chromogen zur Visualisierung der gebundenen
Antikorper diente 3,3°-Diaminobenzidin (DAB). Die Inkubation der Schnitte in DAB-LGsung
(49 ml PBS, 1 ml DAB, 20 ul 30%iges H,0,) variierte je nach verwendetem Priméarantikdrper

und erfolgte, bis eine ausreichende Braunfarbung der zu markierenden Zellen erreicht war.
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3.3.2.2 APAAP-Methode

Jeder der nachfolgend aufgeflihrten Arbeitsschritte wurde mit mehrmaligem Spulen der
Objekttrager mit TBS abgeschlossen.

Die Abfolge der Schritte entspricht weitgehend dem Protokoll der ABC-Methode, wobei hier
zur Verdunnung TBS (tris-buffered saline; pH 7,5) verwendet wurde.

Das Abséttigen der unspezifischen Bindungsstellen erfolgte mit einer 10%igen FCS (fetal calf
serum)/TBS-Lésung fir 30 min bei Raumtemperatur. Die Priméarantikorper (siehe Tabelle 6
und 7) wurden auf die Schnitte gegeben, bevor sie anschlieBend lber Nacht bei 4 °C
inkubierten. Auch hier wurde eine Negativkontrolle mitgefihrt.

Die Inkubationszeit der Sekundarantikorper (siehe Tabelle 8) betrug eine Stunde. Es folgte
das Hinzufugen des APAAP-Komplexes (Verdinnung der Komplexbestandteile je 1:50 in
10%igem FCS). Zu dessen Herstellung wurden gereinigte alkalische Phosphatase sowie
monoklonale anti-alkalische Phosphatase-Antikorper verwendet: Rbb-anti-Maus (DAKO,
Z0259) und APAAP-Maus (DAKO, D0651) wurden zundchst fir je eine Stunde, und ein
zweites Mal fur je 30 min inkubiert. Handelte es sich bei den zuvor verwandten Antikorpern
um solche der Spezies Kaninchen, so ging der zweimaligen Inkubation mit Rbb-anti-Maus
und APAAP Maus eine einstiindige Inkubation mit Maus-anti-Rbb (DAKO, M0737) voraus.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit TRIS-Puffer (pH 8,2) gesplilt.

Als Chromogen diente Fast Blue (49 ml TRIS-Puffer, 1 ml Naphtol AS Mix, 50 pl
Levamisol, 25 mg Fast Blue Salz), welches fiir 10-20 min auf die Objekttrager aufgebracht

wurde.

Fur eine Gegenfarbung der Zellkerne wurden alle Schnitte fiir 10-20 sec in eine Mayers
Hémalaunlésung getaucht, in Salzsaure-Alkohol-Losung differenziert und zum Blauen unter
flieRendes Leitungswasser gestellt. Zum Abschluss erfolgte das wassrige Eindecken des

Gewebes mit Aqua-Mount.
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Tabelle 6: Fir Marmosetten-Gewebe verwandte Primar-Antikdrper

Antigen  Spezies Verdinnung Kat.-Nr. Bezugsquelle
T-Zellen CD3 Ratte 1:50* MCA 1477 Serotec, Eching,
Deutschland
B-Zellen CD20  Maus 1:50% MO755 Dako, Hamburg,
Deutschland
Biogenex, San
. * - ’
Plasmazellen 1gG Maus 1:100 MU367-UC Ramon, USA
Myelin MBP  Kaninchen 1:500" 062301 Dako, Hamburg,
Deutschland
PLP Maus 1:250% BZL04478 Biozol, Eching,

Deutschland

PBS = phosphate-buffered saline pH 7,4; TBS = tris-buffered saline pH 7,5
* Verdlnnung in 10%iger FCS/PBS-L3sung
# Verdlinnung in 10%iger FCS/TBS-Ldsung

Tabelle 7: Fur Human-Gewebe verwendete Primar-Antikorper

Antigen  Spezies Verdinnung

Kat.-Nr.

Bezugsquelle

Oligodendrozyten NogoA Maus 1:15 000* privat

Oligodendrozyten-

vorlauferzellen Olig2

Kaninchen 1:300* 18953

MBP Kaninchen 1:500* 062301

Myelin

SMI94 Maus 1:5000% SMI94

Schwab,
Zrich,
Schweiz

IBL,
Hamburg,
Deutschland

Dako,
Hamburg,
Deutschland

Sternberger
monoclonal
Inc.,
Lutherville,
Maryland

PBS = phosphate-buffered saline pH 7,4; TBS = tris-buffered saline pH 7,5
* Verdunnung in 10%iger FCS/PBS-L6sung
# Verdiinnung in 10%iger FCS/TBS-Ldsung
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Tabelle 8: Verwendete Sekundarsysteme

konjugiert mit Verdinnung Kat.-Nr. Bezugsquelle

L. ® Sigma,

ExtrAvidin Peroxidase 1:1000 E 2886 Hamburg,
Deutschland

Anti-Maus- 1:2 vorverdinnt, Amersham,

Antiksroer Biotin Endkonzentration RPM1001 Freiburg,

P 1:200 Deutschland
Anti-Ratten- .. ) Dako, Hamburg,
Antikorper Biotin 1:100 E0468 Deutschland
Anti- 1:2 vorverdinnt, Dianova,
Kaninchen- Biotin Endkonzentration ~ 111-065-144  Hamburg,
Antikdrper 1:500 Deutschland

3.4 Morphometrische Auswertung und Auszahlung der Zellen

Die morphometrische Analyse sdmtlicher untersuchter histologischer Strukturen und Zellen
erfolgte an einem Mikroskop vom Typ BX 41 der Firma Olympus (Deutschland GmbH,
Hamburg). Fir die Fotodokumentation wurde eine an das Mikroskop angeschlossene 12,5
Megapixel-CCD-Kamera vom Typ ColorView Il von Olympus in Kombination mit der
Bildanalysesoftware analySIS® beziehungsweise der Nachfolgeversion cell® (Soft Imaging

System GmbH, Munster) verwendet.

3.4.1 Analyse meningealer Entziindung tber subpial entmarkten L&sionen in
Marmosetten mit EAE

Um zu untersuchen, ob sich die Anzahl entziindlicher Zellen in den Meningen tber subpialen
Lasionen von der in den Meningen Uber myelinisiertem Kortex unterscheidet, wurden 1gG-
positive Plasmazellen, CD20-positive B-Zellen und CD3-positive T-Zellen tber entmarktem
und bemarktem Kortex ausgezahlt.

Zur Detektion von Demyelinisierung wurden die Hirnschnitte der Marmosetten einer
Doppelfarbung unterzogen. Neben der betreffenden Zellpopulation wurden ebenso die
Myelinstrukturen durch Antikorper gegen Myelin-Basisches Protein (MBP) beziehungsweise
Proteolipid-Protein (PLP) markiert.

Myelinisierter Kortex wurde dabei als Gewebe definiert, welches keinen Hinweis auf
Demyelinisierung aufgrund mikroskopischer Inspektion und Histologie aufwies. Als
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demyelinisierter Kortex wurde im mikroskopischen Bild Gewebe angesehen, das einen
Myelin-Verlust zeigte.

Das Auszéhlen der Zellen in den Meningen erfolgte dann pro Strecke angrenzend an
entmarkten beziehungsweise bemarkten Kortex bei 400-facher Vergrélierung. Die Ergebnisse
der quantitativen Analysen sind in Zellen pro cm angegeben.

Die durch Immunhistochemie visualisierten Zellpopulationen von Plasmazellen, B- und T-
Zellen wurden dann in der Auswertung berucksichtigt, wenn sie einen Zellkern mit
mindestens halbmondférmiger Anfarbung der Zellmembran aufwiesen. Des Weiteren galten

fiir die jeweiligen Zellen folgende morphologische Merkmale:

e B-und T-Zellen: schmaler regelmaRiger Zytoplasmasaum, der einen chromatindichten

runden Zellkern umschliefit,

e Plasmazellen: halbmondformiger Zytoplasmasaum, welcher einen exzentrisch

liegenden radspeichenartigen Kern umgibt.

3.4.2 Analyse der Dichte von Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlauferzellen
im subpial entmarkten Kortex bei chronischer MS

Die Quantifizierung von Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlduferzellen erfolgte in
subpialen La&sionen und in myelinisiertem Kortex von MS-Patienten sowie bei gesunden
Kontrollfallen in den obersten kortikalen Schichten. Die Kriterien von myelinisiertem Kortex
und demyelinisiertem Kortex entsprechen den im vorherigen Absatz aufgefiihrten Kriterien.
Zur Unterscheidung von bemarkten und entmarkten Arealen wurden auch diese
Schnitte, zusétzlich zu der Markierung von Oligodendrozyten (NogoA-positiv) oder
Oligodendrozytenvorlauferzellen (stark Olig2-positiv), gegen MBP doppelmarkiert. Die
Anzahl positiver Zellen in den kortikalen Schichten I und Il wurde jeweils in demyelinisierten
und myelinisierten Kortexarealen bestimmt und pro MS-Fall miteinander verglichen. Gleiches
galt fir positive Zellen der dritten kortikalen Schicht. Insgesamt wurden 5 MS-Félle
hinsichtlich der Dichte von Oligodendrozyten betrachtet.
Die Anzahl der Zellen wurde in standardisierten mikroskopischen Feldern eines Gitterokulars
(Typ WHN10X/22 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) bei 400-facher VergréRerung

bestimmt. Hierzu wurde das Gitter systematisch durch die, fir die Auswertungen relevanten,
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Hirnareale bewegt. Aufgrund der teilweise geringen GroRe des Autopsiematerials
beziehungsweise der zu untersuchenden Lé&sionen variierte die Anzahl der untersuchten
Gesichtsfelder. Im Anschluss erfolgte die Umrechnung auf die Zelldichte (Zellen auf mm?).

In der Auswertung wurden ausschlieRlich Oligodendrozyten und Oligodendro-
zytenvorléuferzellen mit Zellkern, mindestens halbmondférmigen Zellgrenzen und
mikroskopisch erkennbaren typischen morphologischen Merkmalen, wie denen eines kleinen

runden Zellkerns und zellul&ren Fortsatzen, berlcksichtigt.

3.5 Statistische Auswertung

Die Aufbereitung der erhobenen Daten erfolgte mit Excel 2007. Mithilfe der Software
GraphPadTM Prism 5.01 wurden die statistische Auswertung der Daten sowie die graphische
Darstellung der Ergebnisse vorgenommen.

Eine initiale Evaluation zur Uberpriifung der Normalverteilung erfolgte anhand des
Shapiro-Wilk-Tests. Daten nicht-parametrischer Verteilung wurden anhand des Mann-
Whitney U-Tests analysiert. Die Auswertung parametrisch verteilter Daten hingegen erfolgte
bei klarem Datenbezug mittels gepaartem T-Test. Bei parametrisch verteilten, voneinander
unabhangigen Daten, wurde der ungepaarte T-Test angewandt. Der Spearman-Test diente der
Auswertung nicht-parametrischer Korrelationen von Zellpopulationen untereinander. Der
Korrelationskoeffizient nach Pearson wurde fur normalverteilte und voneinander unabhéngige
Wertepaare benutzt. Jeder Datensatz wurde separat analysiert.

Alle in dieser Arbeit angegebenen Ergebnisse sind Mittelwerte unter Beriicksichtigung

der Standardfehler. Die Signifikanz wurde fir alle Analysen auf p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse meningealer Entztindung tber subpial entmarkten L&sionen in
Marmosetten mit experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis
(EAE)

Um zu untersuchen, ob meningeale Entziindung mit subpialer kortikaler Entmarkung
assoziiert ist, wurden meningeale entzlndliche Zellen angrenzend an subpial entmarkte
Kortexareale sowie angrenzend an bemarkten Kortex von 8 EAE-Fallen quantifiziert. Des
Weiteren wurde auch die Dichte meningealer Entzundungszellen tber myelinisierter
Hirnrinde bei 8 gesunden Marmosetten bestimmt. Bei den untersuchten meningealen
Immunzellen handelte es sich um CD3-positive T-Zellen, 1gG-positive Plasmazellen und
CD20-positive B-Zellen.

Um sowohl die Myelinstrukturen als auch die Immunzellen detektieren zu kénnen, wurden
stets immunhistochemische Doppelmarkierungen fiir Myelinproteine und die entsprechende
Zellpopulation durchgefiihrt.

4.1.1 Nachweis subpial entmarkter und bemarkter Kortexareale bei EAE

In allen untersuchten EAE-Féllen zeigten sich sowohl bemarkte als auch entmarkte
Kortexareale mit angrenzenden Meningen (Abb. 1 A, B).

Wahrend sich in bemarkten subpialen Hirnarealen blau angeférbte myelinisierte Fasern
darstellten (Abb. 1 A), war in den subpialen entmarkten Kortexarealen ein Verlust von
Myelin zu beobachten (Abb. 1 B, EAE).

Die Identifizierung von Myelin erfolgte durch die Verwendung von Antikérpern gegen das
Myelin-Basische Protein (MBP) (Abb. 1 A, B) oder das Proteolipid-Protein (PLP) (ohne
Abbildung).
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Abbildung 1: Ubersicht myelinisierter und demyelinisierter Kortexareale bei EAE

s

Myelinisierte (A) und demyelinisierte (B) Kortexareale bei friher EAE. Die Detektion von subpialem Myelin
(blau, Fast blue) erfolgte in diesem Fall mit Antikdrpern gegen das Myelin-Basisches Protein (MBP). Die
subpiale entmarkte Lésion stellt sich als heller Bereich mit fehlendem Myelin in der rechten Abbildung (1 B) im
oberen Kortex dar (EAE DM).

4.1.2 Erhohte Dichte meningealer T-Zellen angrenzend an subpial entmarkten Kortex

In den ausgewerteten Schnitten zeigten sich nur einzelne meningeale CD3-positive T-Zellen
sowohl Uber den myelinisierten Hirnrinden gesunder Tiere (Abb. 2 A) als auch Uber den
myelinisierten subpialen Hirnarealen EAE-erkrankter Tiere (Abb. 2 B).

Uber den subpial demyelinisierten Kortexarealen der erkrankten Tiere (Abb. 2 C) konnten
hingegen einige bis etliche meningeale T-Lymphozyten beobachtet werden. Besonders dicht
waren die Entzindungszellen dort in den Meningen entlang der Sulci sowie des Gyrus
cinguli.
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Abbildung 2: Meningeale CD3-positive T-Zellen angrenzend an subpial entmarkten Kortex bei friher
EAE

CD3 / MBP

Ll ¥ = A . : ‘

Nur einzelne meningeale CD3-positive T-Zellen (braun, DAB) waren (ber den myelinisierten Hirnrinden
gesunder Kontrolltiere (A) als auch tber dem myelinisierten Kortexgewebe der EAE-Félle (B) zu beobachten
(Myelin-Basisches Protein, blau, Fast blue). Uber demyelinisierten subpialen Hirnarealen erkrankter Tiere (C)
zeigten sich hingegen etliche meningeale T-Zellen. Die Pfeile zeigen auf meningeale CD3-positive T-Zellen in
Sulcusnahe Uber entmarktem Hirngewebe bei EAE (C).

Die Meningen Uber demyelinisierten Kortexarealen der EAE-Falle zeigten mit einer
durchschnittlichen Dichte von 37 + 14 Zellen/cm hoch signifikant mehr CD3-positive T-
Zellen als die Hirnh&ute Gber myelinisierten Kortexarealen der EAE-Félle (13 + 6 Zellen/cm;
gepaarter t-Test; p < 0,01; Abb. 3).

Die Dichte der CD3-positiven T-Lymphozyten in bemarkten subpialen Arealen von EAE-
Tieren dhnelte mit 13 + 6 Zellen/cm der Zelldichte tber den Meningen gesunder Kontrolltiere
(12 £ 7 Zellen/cm; ungepaarter t-Test; p = 0,78; Abb. 3).
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Abbildung 3: Signifikant erhéhte Dichte meningealer CD3-positiver T-Zellen angrenzend an subpial
entmarkten Kortex
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Dichte meningealer CD3-positiver T-Zellen angrenzend an subpial demyelinisierten und myelinisierten
Kortex bei EAE sowie angrenzend an bemarkten Kortex der gesunden Tiere. Angegeben sind
durchschnittliche Zellzahlen/cm subpialer demyelinisierter Oberflache pro Fall. Der gepaarte t-Test zeigte eine
signifikant hohere Anzahl an T-Zellen ber demyelinisierten Kortexarealen im Vergleich zu bemarkten
Kortexarealen der EAE-Tiere (p < 0,01). Die meningeale Zelldichte Giber dem myelinisierten Kortex der EAE-
Tiere dhnelte der von gesunden Kontrolltieren.

4.1.3 Erhohte Dichte meningealer Plasmazellen angrenzend an subpial entmarkten
Kortex

Sowohl Uber den bemarkten Kortexarealen gesunder Tiere (Abb. 4 A) als auch Uber den
bemarkten subpialen Hirnarealen der Tiere mit EAE (Abb. 4 B) konnten nur vereinzelte
meningeale 1gG-positive Plasmazellen beobachtet werden.

Die Meningen ber entmarkten Kortexarealen der erkrankten Tiere (Abb. 4 C) zeigten
hingegen einige bis etliche IgG-positive Zellen. Dort traten sie besonders dicht in den
Meningen entlang der Sulci sowie des Gyrus cinguli auf. Eine Ausnahme stellte der EAE-Fall
8 dar, bei dem sich keine meningealen lgG-positiven Zellen (ber den ausgewerteten

entmarkten Kortexarealen zeigten.
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Abbildung 4: Meningeale 1gG-positive Plasmazellen angrenzend an subpial entmarkten Kortex bei friher
EAE

Nur einzelne meningeale 1gG-positive Plasmazellen (braun, DAB) waren uber der myelinisierten Hirnrinde
gesunder Kontrolltiere (A) als auch ber dem myelinisierten Kortexgewebe der EAE-Félle (B) zu beobachten
(Proteolipid-Protein, blau, Fast blue). Uber demyelinisierten subpialen Hirnarealen erkrankter Tiere (C) zeigten
sich hingegen etliche meningeale Plasmazellen. Die Pfeile zeigen auf meningeale 1gG-positive Plasmazellen
uber entmarktem Hirngewebe bei EAE (C).

Die durchschnittliche Dichte meningealer Plasmazellen tber entmarkter Hirnrinde der EAE-
Félle betrug 20 + 14 Zellen/cm und war damit signifikant hoher als die Uber den bemarkten
Kortexarealen der EAE-Falle (gepaarter t-Test; p = 0,02; Abb. 5).

In den Meningen Uber dem myelinisierten Kortexgewebe der EAE-Félle waren
durchschnittlich 7 + 2 Plasmazellen/cm zu beobachten. Wie in Abbildung 5 ersichtlich wird,
entsprach dies einer dhnlichen meningealen Zelldichte wie Uber dem Kortex der gesunden

Tiere (5 + 5 Zellen/cm; ungepaarter t-Test; p = 0,44).
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Abbildung 5: Signifikant erhdhte Dichte meningealer 1gG-positiver Plasmazellen angrenzend an subpial
entmarkten Kortex
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Dichte meningealer 1gG-positiver Plasmazellen angrenzend an subpial demyelinisierten und
myelinisierten Kortex bei EAE sowie angrenzend an bemarkten Kortex der gesunden Tiere. Angegeben
sind durchschnittliche Zellzahlen/cm subpialer demyelinisierter Oberflache pro Fall. Der gepaarte t-Test zeigte
eine signifikant hthere Anzahl an Plasmazellen (iber demyelinisierten Kortexarealen im Vergleich zu bemarkten
Kortexarealen der EAE-Tiere (p = 0,02). Die meningeale Zelldichte (ber dem myelinisierten Kortex der EAE-
Tiere dhnelte der iber dem Kortex der gesunden Kontrolltiere.

4.1.4 Keine erhéhte Dichte meningealer B-Zellen angrenzend an subpial entmarkten
Kortex

In den meisten untersuchten subpialen Kortexarealen, sowohl in entmarkten als auch
bemarkten Anteilen, konnten nur vereinzelte CD20-positive B-Zellen beobachtet werden.
Dabei zeigte sich eine é&hnlich geringe Anzahl meningealer CD20-positiver B-Zellen
angrenzend an subpiale Entmarkung (Abb. 6 C) als auch an bemarkten Kortex der erkrankten
(Abb. 6 B) und der gesunden Tiere (Abb. 6 A).

In den untersuchten Schnittpraparaten konnten keine B-Zellansammlungen im Sinne von

Follikeln beobachtet werden.
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Abbildung 6: Meningeale CD20-positive B-Zellen angrenzend an subpial entmarkten Kortex bei friher
EAE

 CD20/ MBP

e

Nur vereinzelte meningeale CD20-positive B-Zellen (braun, DAB) waren in den Meningen gesunder
Kontrolltiere (A), des myelinisierten Kortexgewebes der EAE-Félle (B) (Myelin-Basisches Protein, blau, Fast
blue) als auch in den Meningen Uber demyelinisiertem subpialen Gewebe erkrankter Tiere (C) zu beobachten.
Der Pfeil zeigt auf eine meningeale CD20-positive B-Zelle Giber entmarktem Hirngewebe bei EAE (C).

Die durchschnittliche Dichte meningealer CD20-positiver B-Zellen iber dem
demyelinisierten Kortex der EAE-Tiere betrug 7 + 7 Zellen/cm, die der myelinisierten
Kortexareale 5 + 4 Zellen/cm. In den Meningen der bemarkten Kontrollfalle war eine Dichte
von 5 + 6 CD20-positiven B-Zellen/cm zu beobachten.

Damit ergab sich eine &hnlich niedrige Zelldichte der meningealen B-Zellen Uber den
demyelinisierten und tber den myelinisierten Kortexarealen der EAE-Falle (gepaarter t-Test;
p = 0,48; Abb. 7). Auch die Meningen der gesunden Kontrolltiere &hnelten, wie in Abbildung
7 deutlich wird, in ihrer subpialen B-Zell-Dichte den myelinisierten Kortexarealen der EAE-
Félle (Mann-Whitney U-Test; p = 0,60).
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Abbildung 7: Ahnliche Dichte meningealer CD20-positiver B-Zellen angrenzend an subpial entmarkten
Kortex
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Ahnliche Dichte meningealer CD20-positiver B-Zellen angrenzend an subpial demyelinisierten und
myelinisierten Kortex bei EAE sowie angrenzend an bemarkten Kortex der gesunden Tiere. Angegeben
sind durchschnittliche Zellzahlen/cm subpialer demyelinisierter Oberflache pro Fall. Die meningeale Zelldichte
Uber dem myelinisierten und demyelinisierten Kortex der EAE-Tiere dhnelte der iber dem Kortex der gesunden
Kontrolltiere.

In der Zusammenschau zeigte die Auswertung der Entziindungszellen tber dem subpial
entmarkten Kortex, dass die CD3-positiven T-Zellen mit 37+ 14 Zellen/cm die entziindlichen
Infiltrate dominierten (Abb. 8). Die zweitgrofite Population bildeten die 1gG-positiven

Plasmazellen (20 = 14 Zellen/cm). CD20-positive B-Zellen waren nur vereinzelt zu
beobachten (7 £ 7 Zellen/cm).
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Abbildung 8: Meningeale Entziindungszellpopulationen angrenzend an subpial entmarkten Kortex bei
friher EAE
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Durchschnittliche Zellzahlen/cm in den Meningen uber subpialer Entmarkung. CD3-positive T-Zellen bildeten
die grofte Population (37 * 14 Zellen/cm) gefolgt von Plasmazellen (20 + 14 Zellen/cm) und CD20-positiven
B-Zellen (7 + 7 Zellen/cm).

Um zu untersuchen, ob die Dichte der T-Zellen mit der Dichte der anderen Entziindungszellen
assoziiert war, wurden Spearman-Korrelationsanalysen der Entzlindungszellpopulationen
(CD3-positive  T-Zellen, 1gG-positive Plasmazellen, CD20-positive B-Zellen) Uber
entmarkten Regionen bei mit EAE erkrankten Marmosetten durchgefuhrt.

Die Ergebnisse zeigten eine hoch signifikante Korrelation zwischen CD3- und CD20-
positiven Lymphozyten (p < 0,01; r = 0,95; Abb. 9 A). Keine signifikante Beziehung konnte
jedoch zwischen dem Vorkommen von CD3-positiven T-Zellen und 1gG-positiven
Plasmazellen (p = 0,15; r = 0,57; Abb. 9 B) sowie zwischen CD20-positiven B-Zellen und
IgG-positiven Plasmazellen (p = 0,08; r = 0,66; Abb. 9 C) in den Meningen (ber den

demyelinisierten Hirnarealen festgestellt werden.
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Abbildung 9: Korrelation zwischen meningealen CD3- und CD20-positiven Lymphozyten tiber
demyelinisierten Hirnarealen bei Marmosetten mit EAE
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Uber entmarkten Regionen bei Marmosetten mit EAE zeigte sich eine hoch signifikante Korrelation zwischen
dem Vorkommen von CD3-positiven T-Zellen und CD20-positiven B-Zellen (p < 0,01) (A). Zwischen CD3-
positiven T-Zellen und 1gG-positiven Plasmazellen (p = 0,15) (B) sowie zwischen CD20-positiven B-Zellen und
IgG-positiven Plasmazellen (p = 0,08) (C) bestanden keinerlei signifikante Assoziationen. DM =
demyelinisierter Kortex von Marmosetten mit EAE.

Neben den Korrelationsanalysen der meningealen Entzlindungszellen untereinander, wurde
auch untersucht, ob die Krankheitsdauer mit der Dichte meningealer T-Zellen, Plasmazellen
und B-Zellen korrelierte. Dabei ergab sich kein Hinweis auf eine Korrelation zwischen der
Erkrankungsdauer und der Dichte der einzelnen Zellpopulationen (CD3-positive
T-Lymphozyten: p = 0,70; r = -0,17; 1gG-positive Plasmazellen: p = 0,32; r =-0,41; CD20-
positive B-Lymphozyten: p = 0,72; r = -0,15). Auch fir die Gesamtdichte samtlicher
Entzlindungszellen uber dem demyelinisierten subpialen Kortex war keine Korrelation mit der
Erkrankungsdauer der Tiere festzustellen (p = 0,49; r = -0,29; Korrelationskoeffizient nach

Pearson).

Zusammenfassend fir den ersten Ergebnisteil dieser Arbeit sind die durchschnittlichen
Zellzahlen pro untersuchter Strecke [cm] Meningen Uber der pialen Oberflache in den
Tabellen 9 bis 10 aufgeftihrt.
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Tabelle 9: Durchschnittliche Dichte meningealer Entziindungszellen angrenzend an subpiale Entmarkung
(DM) sowie angrenzend an myelinisierten Kortex (M) bei 8 EAE-Fallen

CD3-positive IgG-positive CD20-positive

T-Zellen/cm Plasmazellen/cm B-Zellen/cm

M DM M DM M DM
EAE-Falll 914 42110 716 17 + 10 0+0 6+4
EAE-Fall2 221411 52439 11+8 44+ 14 6+11 20 + 16
EAE-Fall3  gi6 28+10 5+1 27 + 26 3+1 3+3
EAE-Fall4  201+3  43+31  8+1 31+22 14+9 846
EAE-Fall5 612  28+19  6+4 10+7 3+0 0+0
EAE-Fall6  10+0 56+39 840 12+8 4+0 12+8
EAE-Fall 7 - 35+ 0 740 1540 740 740
EAE-Fall8  13+0 1340 3+1 0+0 5+6 0+0

Angegeben sind gerundete Mittelwerte der jeweiligen Zellpopulation + Standardabweichung (siehe Methodenteil
Kapitel 3.1 beziiglich der Schnittpraparat-Auswahl).
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Tabelle 10: Durchschnittliche Dichte meningealer Entziindungszellen angrenzend an myelinisierten
Kortex bei 8 Kontrollféllen

CD3-positive 1gG-positive CD20-positive

T-Zellen/cm Plasmazellen/cm B-Zellen/cm
Kontroll-Fall 1 13+0 4+0 10+0
Kontroll-Fall 2 7+5 2+1 1+0
Kontroll-Fall 3 8+2 6+t4 1+£2
Kontroll-Fall 4 20+ 0 2+0 0+0
Kontroll-Fall 5 4+0 14+0 18+0
Kontroll-Fall 6 14+0 10£0 2+0
Kontroll-Fall 7 710 210 710
Kontroll-Fall 8 2410 30 2+0

Angegeben sind gerundete Mittelwerte der jeweiligen Zellpopulation + Standardabweichung (siehe Methodenteil
Kapitel 3.1 beziiglich der Schnittpraparat-Auswahl).

4.2 Verminderung von Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlaufer-
zellen im subpial entmarkten Kortex bei chronischer Multipler Sklerose

Um zu untersuchen, wie sich Oligodendrozyten und deren Vorlduferzellen in der grauen
Substanz chronischer MS-Lé&sionen quantitativ darstellen, wurde ihre Dichte in den obersten
kortikalen Schichten in subpial entmarktem und bemarktem Kortex bei 5 Autopsie-Fallen
ermittelt. Zuséatzlich erfolgte in gleicher Weise die Analyse beider Zellpopulationen an
myelinisierten Kortexarealen bei 10 Kontrollfallen ohne neurologische Erkrankung.

Bei den untersuchten Zellpopulationen handelte es sich um NogoA-positive
Oligodendrozyten und stark angeféarbte Olig2-positive Oligodendrozytenvorléuferzellen. Die
positiven Zellen wurden im bemarkten (Abb. 10, MS M) und entmarkten (Abb. 10, MS DM)

Kortex ausgezéhlt. AnschlieRend wurde die Dichte in diesen Arealen pro Fall ermittelt.
Um sowohl Myelin als auch die Vorldauferzellen und Oligodendrozyten detektieren zu

kdnnen, wurden stets immunhistochemische Doppelmarkierungen durchgefihrt. Wahrend

sich in den bemarkten kortikalen Hirnarealen blau angefarbte myelinisierte Fasern darstellten
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(Abb. 10, MS M), war in den subpial entmarkten Kortexarealen ein kompletter Verlust von
Myelin zu beobachten (Abb. 10, MS DM).

Die Identifizierung von Myelin erfolgte durch die Verwendung von Antikdrpern gegen das
Myelin-Basische Protein (anti-MBP oder anti-SM194) (Abb. 10).

Abbildung 10: Ubersicht entmarkter und bemarkter Kortexareale bei chronischer MS

Beispiel fir myelinisierte (MS M) als auch demyelinisierte (MS DM) Kortexareale bei einem Autopsie-Fall mit
chronischer MS in der Ubersicht. Die Detektion von Myelin (blau, Fast blue) erfolgte in diesem Fall mit
Antikdrpern gegen das Myelin-Basische Protein (MBP). Die kortikale Lésion stellt sich als heller Bereich im
rechten oberen Bildabschnitt dar. Hier fehlt das Myelin im Vergleich zum umliegenden myelinisierten Gewebe.

4.2.1 Reduktion NogoA-positiver Oligodendrozyten in den subpial demyelinisierten
Schichten bei MS

NogoA-positive Oligodendrozyten konnten nur vereinzelt im entmarkten Kortex bei MS

beobachtet werden. Dies traf sowohl fir die oberflachlichen kortikalen Schichten I und II

(Abb. 11 C) als auch fiir die kortikale Schicht 111 (Abb. 12 C) zu.

Etliche NogoA-positive Zellen zeigten sich hingegen im angrenzenden bemarkten subpialen

Kortex der MS-Fdlle, sowohl in den beiden obersten Schichten (Abb. 11 B) als auch in der

Schicht 111 (Abb. 12 B). Die MS- (Abb. 11 B und 12 B) und Kontroll-Félle (Abb. 11 A und 12

A) zeigten in den bemarkten Kortexarealen sowohl in den Schichten | und Il (Abb. 11) als

auch der Schicht 11 (Abb. 12) ahnlich viele NogoA-positive Zellen.
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Abbildung 11: Reduktion NogoA-positiver Zellen in den entmarkten kortikalen Schichten I und Il bei MS
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Etliche NogoA-positive Oligodendrozyten (braun, DAB) waren in den bemarkten kortikalen Schichten 1 und Il
der Kontrollen (A) und der MS-Falle (B) (Myelin-Basisches Protein, blau, Fast blue) zu beobachten. Hingegen
zeigten sich nur vereinzelte NogoA-positive Zellen im entmarkten Kortex (C) der Schichten | und Il bei den
MS-Fallen. Die Pfeile zeigen auf NogoA-positive Oligodendrozyten.
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Abbildung 12: Reduktion NogoA-positiver Zellen in der entmarkten kortikalen Schicht I11 bei MS

Kontrollen (A) und der MS-Falle (B) (Myelin-Basisches Protein, blau, Fast blue) zu beobachten. Hingegen
zeigten sich nur vereinzelte NogoA-positive Zellen im entmarkten Kortex (C) der Schicht Il bei den MS-Féllen.
Die Pfeile zeigen auf NogoA-positive Oligodendrozyten.

Die demyelinisierten Kortexareale der MS-Falle zeigten in den Schichten I und Il signifikant
weniger NogoA-positive Oligodendrozyten (3 + 2 Zellen/mm?) als die angrenzenden
bemarkten Areale (33 + 8 Zellen/mm?; gepaarter t-Test; p < 0,01; Abb. 13).

Der bemarkte Kortex der Kontroll- und MS-Félle wies in den Schichten | und Il eine &hnlich
hohe Zelldichte NogoA-positiver Oligodendrozyten (32 + 9 Zellen/mm? versus 33 + 8 Zellen/
mm?; ungepaarter t-Test; p = 0,90; Abb. 13) auf.
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Abbildung 13: Reduktion NogoA-positiver Zellen in den entmarkten kortikalen Schichten I und Il bei MS
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Reduzierte Dichte NogoA-positiver Oligodendrozyten in den entmarkten kortikalen Schichten | und Il im
Vergleich zum bemarkten MS- und Kontroll-Kortex. Angegeben ist die durchschnittliche Zellzahl/mm? pro
Fall. Der gepaarte t-Test zeigte eine signifikant verminderte Dichte NogoA-positiver Oligodendrozyten in den
demyelinisierten Kortexarealen der MS-Félle (p < 0,01) im Vergleich zum angrenzenden myelinisierten MS
Kortex. Die untersuchten Kontrollen zeigten eine &hnlich hohe Zelldichte wie die der myelinisierten grauen
Substanz der MS-Félle.

Bei den MS-Féllen konnte auch in der kortikalen Schicht 111 eine signifikante Verminderung
der NogoA-positiven Oligodendrozyten in den entmarkten Kortexarealen (4 + 3 Zellen/mm?)
gegeniiber den bemarkten angrenzenden Arealen (33 + 11 Zellen/mm?) festgestellt werden
(gepaarter t-Test; p < 0,01; Abb. 14).

Die Zelldichte im Kortex der Kontroll-Falle (24 + 11 Zellen/mm?) und in den myelinisierten

Hirnrindenarealen der MS-Falle (33 + 11 Zellen/ mm?) war ahnlich in der kortikalen Schicht
Il (ungepaarter t-Test; p = 0,30; Abb. 14).
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Abbildung 14: Reduktion NogoA-positiver Zellen in der entmarkten kortikalen Schicht 111 bei MS
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Reduzierte Dichte NogoA-positiver Oligodendrozyten in der entmarkten kortikalen Schicht 11 im

Vergleich zum bemarkten MS- und Kontroll-Kortex. Angegeben ist die durchschnittliche Zellzahl/mm? pro
Fall. Der gepaarte t-Test zeigte eine signifikant verminderte Anzahl an NogoA-positiven Oligodendrozyten in
den demyelinisierten Kortexarealen der MS-Félle (p < 0,01) im Vergleich zum angrenzenden myelinisierten MS
Kortex. Die untersuchten Kontrollen zeigten eine dhnlich hohe Zelldichte wie die myelinisierte graue Substanz
der MS-Félle.

4.2.2 Reduktion der stark angefarbten Olig2-positiven Oligodendrozytenvorlaufer-
zellen in den subpial demyelinisierten Schichten bei MS

Oligodendrozytenvorlguferzellen, welche sich durch eine starke Kernfarbung in der
immunhistochemischen Farbung mit dem Antikdrper gegen Olig2 markierten, waren sowohl
in den myelinisierten als auch in den demyelinisierten obersten Kortexarealen samtlicher MS-
Falle nachweisbar.

In den entmarkten kortikalen Schichten I und Il bei MS waren nur vereinzelte stark angefarbte
Olig2-positive Vorlauferzellen (Abb. 15 C), in den angrenzenden bemarkten Kortexarealen
(Abb. 15 B) jedoch etliche, zu erkennen. In den Analysen der Oligodendrozytenvorlaufer-
zellen in der Schicht 111 zeigten sich ebenfalls nur vereinzelte stark angefarbte Olig2-positive
Zellen in entmarkten Kortexarealen (Abb. 16 C), wéhrend in den bemarkten Arealen (Abb. 16
B) einige positive Zellen zu beobachten waren. Die oberen beiden kortikalen Schichten (Abb.
15 A) sowie die Schicht Il (Abb. 16 A) in myelinisierten Hirnrindenarealen der Kontrollfalle
zeigten &hnlich viele stark angefarbte Olig2-positive Zellen wie die entsprechenden

myelinisierten Kortexareale der MS-Falle.
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Abbildung 15: Reduzierte — allerdings noch nachweisbare - stark angefarbte Olig2-positive Zellpopulation
in den entmarkten kortikalen Schichten I und Il bei MS

Etliche stark angefarbte Olig2-positive Oligodendrozytenvorlauferzellen (Olig2*™, braun, DAB) waren in den
bemarkten kortikalen Schichten | und Il der Kontrollen (A) und der MS-Félle (B) (Myelin-Basisches Protein,
blau, Fast blue) zu beobachten. Hingegen zeigten sich nur vereinzelte stark angefarbte Olig2-positive Zellen im
entmarkten Kortex (C) der Schichten | und Il bei den MS-Féllen. Die Pfeile zeigen auf stark angefarbte Olig2-
positive Zellkerne.
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Abbildung 16: Reduzierte — allerdings noch nachweisbare — stark angefarbte Olig2-positive
Zellpopulation in der entmarkten kortikalen Schicht 111 bei MS
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Etliche stark angefarbte Olig2-positive Oligodendrozytenvorlauferzellen (Olig2™, braun, DAB) waren in der
bemarkten kortikalen Schicht Il der Kontrollen (A) und der MS-Félle (B) (Myelin-Basisches Protein, blau, Fast
blue) zu beobachten. Hingegen zeigten sich nur vereinzelte stark angefarbte Olig2-positive Zellen im entmarkten
Kortex (C) der Schicht 111 bei den MS-Faéllen. Die Pfeile zeigen auf stark angefarbte Olig2-positive Zellkerne.

Die quantitative Auswertung in den Schichten | und Il der MS-Falle ergab in den
demyelinisierten Arealen einen Trend zu niedrigeren Zellzahlen (4 + 1 Olig2-positive
Vorlauferzellen/mm?) im Vergleich zu den angrenzenden myelinisierten Gewebeanteilen
(21 + 10 Zellen/mm?; gepaarter T-Test; p = 0,05; Abb. 17).

Die Analysen der Kontrollen ergaben eine dhnlich hohe Zelldichte stark angefarbter Olig2-
positiver Vorlauferzellen (23 + 8 Zellen/'mm?) wie in den myelinisierten Hirnrindenarealen
der MS-Falle in den Schichten I und Il (21 + 10 Zellen/mm?; ungepaarter t-Test; p = 0,80;
Abb. 17).

47



Ergebnisse

Abbildung 17: Nachweis stark angefarbter Olig2-positiver Zellen in den entmarkten kortikalen Schichten
I und Il bei MS

30-
- —_—
£
g
e
2 20-
N
o
2
‘D
g
+ 104
oN
=2
(o]
0 T
@ o(‘e.'~ o‘@*
\(o\ * gx\
e (W A
et o0® i
o w=° e
o @ e
o N} &8

Nachweis stark angefarbter Olig2-positiver Oligodendrozytenvorlauferzellen in den entmarkten
kortikalen Schichten | und Il. Angegeben ist die durchschnittliche Zellzahl/mm? pro Fall. In den
demyelinisierten Kortexarealen der MS-Falle waren einzelne stark angefarbte Olig2-positive Zellen (Olig2™)
weiterhin nachweisbar. Es zeigte sich allerdings ein Trend zur niedrigeren Zelldichte im Vergleich zu den
myelinisierten Kortexarealen der MS-Félle. Die untersuchten Kontrollen zeigten eine dhnlich hohe Zelldichte
wie die myelinisierte graue Substanz der MS-Falle.

Die quantitative Auswertung der kortikalen Schicht Il bei chronischer MS ergab signifikant
weniger stark angeféarbte Olig2-positive Oligodendrozytenvorlauferzellen in den entmarkten
Kortexarealen (7 + 4 Zellen/mm?) im Vergleich zu den myelinisierten angrenzenden Arealen
(20 + 6 Zellen/ mm?; gepaarter t-Test; p = 0,02; Abb. 18).

Der bemarkte Kortex der Kontroll- und MS-Falle wies hingegen in der Schicht Il eine
ahnlich hohe Zelldichte stark angefarbter Olig2-positiver Zellen (17 + 4 Zellen/mm? versus 20

+ 6 Zellen/ mm?; ungepaarter t-Test; p = 0,40; Abb. 18) auf.
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Abbildung 18: Nachweis stark angefarbter Olig2-positiver Zellen in der oberflachlichen Schicht 111 bei
MS

N
(=]
1

Olig2 **-positive Zellen/mm?
]
L

Nachweis stark angefarbter Olig2-positiver Oligodendrozytenvorlauferzellen in der entmarkten
kortikalen Schicht I11. Angegeben ist die durchschnittliche Zellzahl/mm? pro Fall. In den demyelinisierten
Kortexarealen der MS-Félle waren stark angefarbte Olig2-positive Zellen (Olig2™) weiterhin nachweisbar. Der
gepaarte t-Test zeigte jedoch eine signifikant verminderte Anzahl der Oligodendrozytenvorlauferzellen in den
demyelinisierten Kortexarealen der MS-Félle (p = 0,02). Die untersuchten Kontrollen zeigten eine &hnlich hohe
Zelldichte wie die der myelinisierten grauen Substanz der MS-Falle.

4.2.3 Ausgepragtere Reduktion der NogoA-positiven Oligodendrozyten im Vergleich
zu den stark angefarbten Olig2-positiven Vorlauferzellen

Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Reduktion NogoA-positiver Oligodendrozyten von bis
zu 88% in der Schicht I11 sowie von bis zu 91% in den beiden obersten kortikalen Schichten
in den chronischen kortikalen MS-Ladsionen im Vergleich zu den myelinisierten
Hirnrindenarealen der jeweiligen Schicht (Tab. 11).

In den obersten kortikalen Schichten waren trotz der langjahrigen chronischen Erkrankung
einzelne stark angefarbte Olig2-positive Vorlduferzellen in den Lasionen auffindbar. Fur die
Vorlduferzellen ergaben die Auswertungen eine Reduktion von 81% in den Schichten | und
I1, fir die Schicht 11l eine Verminderung der Zelldichte um 65% in den demyelinisierten, im
Vergleich mit den myelinisierten, Kortexarealen (Tab. 11). Zusammenfassend zeigte sich
daher eine ausgepragtere Verminderung der NogoA-positiven Oligodendrozyten im Vergleich
zu den stark angefarbten Olig2-positven Vorlauferzellen in der entmarkten grauen Substanz

bei chronischer MS.
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Tabelle 11: Durchschnittliche Dichte stark angefarbter Olig2-positiver VVorlauferzellen sowie NogoA-
positiver Oligodendrozyten in den kortikalen Schichten bei MS und in Kontrollen. Angaben zum
Zelldichteverlust zwischen myelinisiertem und demyelinisiertem Kortex in % bei chronischer MS

Olig2-positive _ NogoA-positive Verlust in
Verlust in %
Vorlauferzellen Oligodendrozyten %
Kontrollen
Schichten I und 11 2348 32+9
M Schichten
lund Il 21+10 33+8
DM Schichten 81% 910p***
lund Il 4+1 3+2
Kontrollen
Schicht 111 17+4 24+11
M
Schicht I11 206 33+11
DM 7+4 65%™ 443 88 Y
Schicht 111

Angegeben sind die gerundeten Mittelwerte + Standardabweichung. M = myelinisierter MS-Kortex; DM = demyelinisierter
MS-Kortex; * signifikant: < 0,05; ** signifikant: < 0,01; *** signifikant: < 0,001
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5 Diskussion

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob die subpiale kortikale
Entmarkung in friher EAE bei Marmosetten mit meningealer Entziindung assoziiert ist. Das
zweite Ziel dieser Arbeit war, oligodendrogliale Vorlauferzellen und Oligodendrozyten in
subpial entmarkten Lasionen bei Autopsien von MS-Patienten mit langer Krankheitsdauer zu

charakterisieren.

Die Ergebnisse des ersten Teils zeigten, dass bei friher EAE die subpiale kortikale
Entmarkung mit einer erh6hten Dichte von meningealen CD3-positiven T-Lymphozyten und
lgG-positiven Plasmazellen assoziiert war. Im Vergleich dazu waren CD20-positive B-
Lymphozyten nur vereinzelt sowohl Giber demyelinisiertem als auch myelinisiertem subpialen
Kortex zu beobachten und damit nicht mit der subpialen Entmarkung assoziiert.
Zusammenfassend stellten Gber subpial entmarkten Lasionen die T-Zellen in sémtlichen EAE-
Féllen die dominierende Entziindungszellpopulation in den Meningen dar, gefolgt von
Plasmazellen und nur wenigen B-Zellen.

Die Untersuchungen an Autopsien von MS-Patienten ergaben eine signifikante
Reduktion NogoA-positiver Oligodendrozyten in den obersten kortikalen entmarkten
Schichten im Vergleich zu den angrenzenden bemarkten Kortexarealen. Stark angefarbte
Olig2-positive oligodendrogliale Vorlauferzellen waren zwar in ihrer Dichte im
demyelinisierten oberen Kortex ebenfalls reduziert, jedoch weiterhin nachweisbar. Diese
Beobachtungen sprechen fiir eine Beeintréchtigung der Proliferation und Differenzierung von
Vorlauferzellen in den obersten Schichten der grauen Substanz bei der chronischen MS.

5.1 Assoziation meningealer Entziindung mit subpialer Entmarkung im
Tiermodell der EAE bei Marmosetten

In der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe des Tiermodells, der akuten EAE bei
Marmosetten, gezeigt werden, dass meningeale T-Lymphozyten und Plasmazellen mit der
subpialen Entmarkung bei akuter EAE assoziiert waren. Das Vorkommen CD20-positiver B-
Zellen war hingegen nicht mit der subpialen Demyelinisierung assoziiert. B-Zell-

Ansammlungen im Sinne von Follikeln konnten nicht nachgewiesen werden.
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5.1.1 T-Zell-dominierte meningeale Entzindung bei subpialer Entmarkung

Die Auswertungen dieser Arbeit zeigten, dass meningeale Entziindung uber subpial
entmarkten Arealen in frihen Stadien der EAE in Marmosetten nachweisbar ist. In jedem der
8 untersuchten EAE-Falle bildeten T-Lymphozyten in subpialen Lasionen die dominierende
Zellpopulation. In den Meningen Uber subpialen L&sionen war die Dichte der T-Zellen - im
Vergleich zu benachbarter myelinisierter Hirnrinde - signifikant um das Dreifache erhoht.
Diese Assoziation zwischen Kkortikaler Entmarkung und subpialer entziindlicher
Immunantwort wird durch Ergebnisse von POMEROY und Kollegen unterstiitzt. Auch sie
wiesen eine signifikante Dichtezunahme subpialer CD3-positiver T-Zellen tber entmarkten
kortikalen Arealen bei Marmosetten im EAE-Modell nach (POMERQY et al. 2005).
Es erscheint naheliegend, dass T-Zellen in den entzindlichen meningealen Infiltraten

dominieren, da es sich bei der EAE um ein T-Zell-vermitteltes Tiermodell handelt.

Die T-Zell-dominierte meningeale Entziindung wurde besonders in den Hirnh&uten entlang
der Sulci sowie des Gyrus cinguli deutlich. Auch B-Lymphozyten und Plasmazellen wurden
bevorzugt entlang dieser Hirnhautareale beobachtet. Diese Beobachtung ist im Einklang mit
Ergebnissen aus der EAE- und MS-Forschung. PETERSON und Kollegen 2001 beobachteten
groRere Entzundungszellpopulationen bei Autopsien von MS-Patienten in Sulci. AulRerdem
beschrieben POMEROQY et al. 2005 den Kortex des Gyrus cinguli als den Ort der hochsten
Dichte subpialer Lasionen bei Marmosetten mit EAE. Die vorliegende Arbeit und bereits
publizierte Beobachtungen unterstiitzen damit die Hypothese, dass im Liquor befindliche
Mediatoren eine Rolle in der Entziindungsausbreitung spielen konnten.

Die zuvor beschriebenen Untersuchungen erfolgten nicht nur an Autopsien EAE-
erkrankter Tiere, sondern auch an 8 Kontrollfallen. Bei allen drei Zellpopulationen war in
samtlichen untersuchten Kontrollfadllen eine &hnlich niedrige Dichte meningealer
Entziindungszellen wie Uber dem myelinisierten EAE-Kortex festzustellen. Diese
Beobachtungen sind im Einklang mit Ergebnissen von POMEROY und Kollegen, die unter
anderem auch meningeale CD3-positive T-Lymphozyten und CD20-positive B-Zellen tber
entmarkten subpialen L&sionen bei EAE und in Kontrollen untersuchten (POMEROY et al.
2005).

Die in dieser Arbeit beobachtete Assoziation von CD3-positiven T-Lymphozyten mit
subpialer Entmarkung in friiher EAE wird von aktuellen Ergebnissen aus der MS-Forschung
untermauert. LUCCHINETTI und Kollegen konnten anhand von Biopsien bereits in frihen
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Erkrankungsstadien der MS einen starken topographischen Zusammenhang von subpialer
kortikaler Demyelinisierung mit meningealer Entziindung zeigen. Uber den subpialen
Lasionen wurden meningeale CD3- und CD8-positive T- Zellen sowie CD20-positive B-
Zellen immunhistochemisch markiert. B-Zell-Ansammlungen im Sinne von Follikeln wurden
selbst bei fruher subpialer Entmarkung bei MS nicht beschrieben. 1gG-positive Plasmazellen
wurden nicht angefarbt. Aufgrund ihrer Beobachtungen gehen LUCCHINETTI und Kollegen
davon aus, dass meningeale Infiltrate zu friher Kkortikaler Entmarkung beitragen
(LUCCHINETTI et al. 2011).

Untersuchungen anhand von Autopsiematerial von MS-Patienten mit langer
Erkrankungsdauer zeigten sowohl Ubereinstimmungen als auch Unterschiede zu den
Ergebnissen dieser Arbeit des EAE-Tiermodells. Experimente, in denen unter anderem die
Dichte von CD3-positiven T-Zellen, CD20-positiven B-Zellen und CD138-positiven
Plasmazellen in den Meningen von langjahrigen MS-Patienten bestimmt wurden, stellten
auch eine T-Zell-Dominanz heraus (KOOI et al. 2009). Auch neuere Forschungsergebnisse
von HOWELL und Kollegen unterstitzen dahingehend das Ergebnis dieser Arbeit. Sie
untersuchten die Dichte von CD3-positiven T-Zellen, CD68-positiven Monozyten und CD20-
positiven B-Zellen in den Meningen Uber kortikalen L&sionen bei Patienten mit sekundar
progressiver MS. T-Zellen stellten auch bei dieser Untersuchung die dominierende
meningeale Entzindungszellpopulation Uber demyelinisierten kortikalen Hirnarealen dar
(HOWELL et al. 2011).

5.1.2 Rolle humoraler Faktoren fur die subpiale Entmarkung

Die subpiale kortikale Entmarkung war mit einer erhéhten Dichte meningealer Plasmazellen,
aber nicht mit B-Zellen, assoziiert. B-Zell-Ansammlungen im Sinne von Follikeln konnten
ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

Auch POMEROY und Kollegen beobachteten meningeale CD20-positive B-Zellen Uber
subpialen Lé&sionen bei Marmosetten mit EAE. Auch sie beschrieben keine follikelartigen B-
Zell-Ansammlungen (POMEROQY et al. 2005).

Obwohl es sich bei der EAE um ein T-Zell-vermitteltes Tiermodell handelt, konnte in dieser
Arbeit beobachtet werden, dass neben den T-Zellen auch die 1gG-positiven Plasmazellen, die
dem letzten Stadium der Differenzierung der B-Zellreihe entsprechen, mit subpialer
Demyelinisierung in friiher EAE signifikant assoziiert waren.

Dass ins ZNS eingewanderte Plasmazellen zu intrathekaler Synthese von Immunglobulinen

und damit zu oligoklonalem IgG im Liquor fihren konnen, ist eine bereits in frihen
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Krankheitsstadien der MS bekannte Pathologie (ROJAS et al. 2012). Sie wird daher
routinemaRig diagnostisch genutzt. Aber auch in Primaten mit EAE wurde die intrathekale
Synthese von IgG beobachtet (GALLO et al. 1989). Dies und insbesondere die relativ hohe
Anzahl an Plasmazellen in den untersuchten Meningen tber subpialer kortikaler Entmarkung,
stérkt deren mogliche Relevanz fiir die subpiale Entmarkung.

In den Meningen Uber frihen subpialen Lasionen bei MS-Patienten konnten LUCCHINETTI
und Kollegen zwar B-Zellen, jedoch keine B-Zell-Ansammlungen im Sinne von Follikeln
beobachten (LUCCHINETTI et al. 2011).

Der Zusammenhang von meningealer Entziindung mit subpialer Entmarkung sowie

die Relevanz von B-Zell-Follikeln bei chronisch progressiver MS wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. KOOI und Mitarbeiter konnten keinerlei Assoziation zwischen dem
Ausmal kortikaler Demyelinisierung und der Dichte meningealer Entzlindungszellen bei
Patienten mit chronischer MS zeigen. Dies galt sowohl fiir CD20-positive B-Zellen als auch
fir CD3-positive T-Zellen und CD138-positive Plasmazellen (KOOI et al. 2009). Auch die
Forschungen von PETERSON et al. 2001 und B@ et al. 2003a ergaben keinerlei Hinweise auf
einen Zusammenhang zwischen subpialer kortikaler Entmarkung und einer vermehrten Dichte
meningealer Entziindungszellen bei chronischer MS.
Dem stehen Beobachtungen anderer Forschungsgruppen entgegen: Diese stellten eine
Assoziation der meningealen Entzliindung, insbesondere der B-Zellen, mit subpialer
Entmarkung bei der chronisch progressiven MS fest. lhre Beobachtungen bezogen sich auf
CD20-positive follikelartige B-Zell-Ansammlungen (SERAFINI et al. 2004; MAGLIOZZI et
al. 2007, 2010).

Weder CHOI et al. 2012 noch KOOI et al. 2009 konnten jedoch meningeale
follikelartige B-Zell-Ansammlungen tber grauer Substanz bei chronischer MS beobachten
und unterstutzen damit das Ergebnis der vorliegenden Arbeit bei friiher EAE.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die Beobachtungen von meningealen
Entziindungszellen uber frihen kortikalen MS-Lé&sionen legen nahe, dass B-Zellen bzw.
follikelartige B-Zell-Ansammlungen keine wesentliche Rolle fur die friihe subpiale
Entmarkung zu spielen scheinen. Derzeit bleibt offen, inwieweit bei der fortgeschrittenen MS
meningeale B-Zellen bzw. deren Ansammlungen eine Rolle spielen. Um diese Frage zu

klaren, bedarf es weiterer Studien.
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Auch wenn meningeale B-Zellen nicht mit subpialer Entmarkung bei friiher EAE assoziiert
waren, so spielen nach BITSCH und BRUCK 2002 B-Zellen bei einem bestimmten Subtyp
der MS eine Rolle bei der Entstehung von Lésionen in der weien und vermutlich auch in der
grauen Substanz. Bei den bisher vier beobachteten histopathologischen Subtypen wurde
neben einem durch T-Zellen und Makrophagen vermittelten Verlauf, einer distalen
Oligodendrogliopathie und einer primaren Oligodendrozyten-Degeneration auch ein humoral
vermittelter Verlauf der Erkrankung beschrieben. Bei diesem Subtyp Il der MS sind
Antikdrper, die sich gegen das Myelin der Markscheiden richten und das Komplementsystem
aktivieren, zu beobachten (BRUCK et al. 2002; BITSCH und BRUCK 2002). Es ist
anzunehmen, dass besonders Patienten diesen histopathologischen Subtyps der MS, von einer
Therapie mit anti-CD20 monoklonalen Antikérpern (Rituximab®) profitieren. Ein partieller
Erfolg mit dieser Antikorpertherapie konnte in klinischen Studien insbesondere fir die
schubformige MS gezeigt werden (KEEGAN und NOSEWORTHY 2002; HAUSER et al.
2008).

5.1.3 Limitationen

Interessant und aufschlussreich wére die vergleichende Untersuchung der gleichen
Zellpopulationen in den Meningen (ber Kortikalen Lé&sionen bei den nachfolgend
untersuchten MS-Féllen gewesen. Diese Analysen waren allerdings nicht moglich, da die
humanen Falle in der Regel keine Meningen aufwiesen. Aullerdem waére bei den chronischen
MS-Féllen eine sehr viel geringere Entziindungszelldichte zu erwarten, da es sich um

Patienten mit langjahriger Erkrankung handelte.

Das bei diesen Untersuchungen verwandte Modell der EAE an Callithrix-jacchus-
Marmosetten ahmt viele Kklinische, immunologische und histopathologische Aspekte der
Multiplen Sklerose nach und konnte in den letzten Jahren wiederholt wesentliche Merkmale
der kortikalen Lé&sionen bei der MS zeigen (POMEROY et al. 2005; MERKLER et al.
2006a). Trotzdem ist die Ubertragbarkeit der EAE-Forschungsergebnisse auf die MS nicht
ohne Einschrankungen mdoglich. Die EAE ist nur bedingt in der Lage, das gesamte Spektrum
der humanen Autoimmunkrankheit zu imitieren ("t HART und AMOR 2003).

Um abschatzen zu kdnnen, inwieweit Schliisse aus den Ergebnissen der Tiermodellforschung
auf die Multiple Sklerose gezogen werden konnen, werden weitere vergleichende

Untersuchungen bendtigt. Die Forschung am Tiermodell stellt dabei eine wertvolle
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Alternative dar, um zu einem besseren Verstandnis der MS-Genese beizutragen, da

Gewebematerial von friilhen MS-Lé&sionen nur in geringem Mal3e zur Verfugung steht.

5.1.4 Zusammenfassung

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurden meningeale Entziindungszellen quantitativ Gber
subpialen EAE-Lé&sionen, myelinisiertem EAE-Kortex und Uber der Hirnrinde nicht
erkrankter Tiere untersucht. Dabei legen die Ergebnisse einen kombinierten
Entzindungsprozess in frihen kortikalen EAE-L&sionen bei Marmosetten nahe, wobei
sowohl T-Zellen als zellulare Komponente als auch Plasmazellen als Teil des humoralen
Immunsystems eine Rolle zu spielen scheinen. CD3-positive T-Zellen dominierten die in
dieser Arbeit untersuchten subpialen L&sionen. Sowohl T-Lymphozyten als auch 1gG-positive
Plasmazellen zeigten eine Assoziation mit kortikaler Demyelinisierung. CD20-positive B-
Zellen konnten nicht mit kortikaler Entmarkung assoziiert werden. Zudem gab es keinerlei
Hinweise auf das Vorkommen follikelartiger CD20-positiver B-Zell-Ansammlungen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass sowohl humorale als auch zellulére
Faktoren eine Rolle bei der Entstehung subpialer Léasionen in der EAE spielen. Daher kénnten
Therapieansatze, die frihzeitig beide Immunkomponenten bericksichtigen, moglicherweise
die kortikale Léasionsauspragung bei der EAE und im (bertragenen Sinne auch bei der MS
gunstig beeinflussen.

5.2 Verminderung der Oligodendrozyten und Oligodendrozytenvorlaufer-
zellen im subpial entmarkten Kortex bei chronischer MS

In den vergangenen Jahren konnte durch Untersuchungen an humanem Autopsiegewebe bei
MS gezeigt werden, dass das Ausmal der Demyelinisierung der grauen Substanz teilweise
groRer ist als das der weillen Substanz. Bisher war allerdings unklar, wie sich
Oligodendrozyten und deren Vorlauferzellen in kortikalen L&sionen bei chronischer MS
quantitativ darstellen und warum es mitunter nur zu einer unvollstdndigen kortikalen
Remyelinisierung kommt. In dieser Arbeit wurde daher die Dichte von NogoA-positiven
Oligodendrozyten und stark angefarbten Olig2-positiven oligodendroglialen Vorlauferzellen
in Autopsien von MS-Patienten mit langjahriger Krankheitsdauer in den oberen kortikalen
Schichten ermittelt.

Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Verlust NogoA-positiver Oligodendrozyten und
eine Verminderung oligodendroglialer Vorlauferzellen in demyelinisierten Kkortikalen

Lasionen im Vergleich zu benachbarten myelinisierten Arealen der Hirnrinde. Die
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Auswertungen deuten auf eine gestorte Proliferation und Differenzierung der

oligodendroglialen Zellen in der grauen Substanz hin.

5.2.1 Reduktion NogoA-positiver Oligodendrozyten

Die vorliegenden Untersuchungen zeigten einen signifikanten Verlust der Oligodendrozyten
in den subpial entmarkten Arealen bei chronischer MS. Die Ergebnisse bezogen sich dabei
auf NogoA-positive Oligodendrozyten in den kortikalen Schichten I und Il sowie der Schicht
I11 bei Autopsien von Patienten mit langjahriger MS. Nur vereinzelte NogoA-positive Zellen
konnten im entmarkten Kortex — sowohl in den Schichten | und Il als auch in Schicht Il -
beobachtet werden. Die quantitative Auswertung ergab einen Oligodendrozyten-Verlust von
91% in den entmarkten oberen beiden kortikalen Schichten und einem Verlust von 88% in der
Schicht 111, im Vergleich zu den benachbarten bemarkten Hirnrindenarealen.

KUHLMANN und Kollegen konnten in publizierten Untersuchungen zeigen, dass
NogoA vor allem in reifen Oligodendrozyten stark exprimiert wird und ein sehr verl&sslicher
immunhistochemischer Marker fir humane reife Oligodendrozyten ist (KUHLMANN et al.
2007).

Auch ALBERT und Kollegen konnten in kortikalen entmarkten L&sionen bei Patienten mit
langjahriger MS nur eine niedrige Dichte von Oligodendrozyten beobachten (12,9 + 15,5
Zellen/mm?). Die von ihnen verdffentlichten Ergebnisse beziehen sich jedoch auf MBP-
positive myelinbildende Oligodendrozyten. Die absoluten Werte sind etwas hoher als in der
vorliegenden Arbeit, was vermutlich darauf zurtickzufihren ist, dass ALBERT et al. unter
anderem auch die tiefen kortikalen Schichten auswerteten, die unter physiologischen
Bedingungen eine hohere Oligodendrozyten-Dichte aufweisen. Insgesamt stimmen deren
Ergebnisse und die der vorliegenden Arbeit jedoch Gberein (ALBERT et al. 2007).

Auch in kortikalen Lé&sionen bei friher MS konnte eine verminderte Anzahl an
Oligodendrozyten im Vergleich zu angrenzenden myelinisierten Kortexarealen beobachtet
werden. Dies zeigten kirzlich veroffentlichte Ergebnisse von LUCCHINETTI und Kollegen.
Sie stellten die Oligodendrozyten immunhistochemisch mittels anti-CNPase (2'3'-cyclic-
nucleotide 3'-phosphodiesterase) dar (LUCCHINETTI et al. 2011).

Die meisten Untersuchungen zu oligodendroglialen VVerdnderungen bei der MS wurden bisher
an Lasionen der weillen Substanz vorgenommen. KUHLMANN et al. 2008 analysierten

ebenfalls NogoA-positive Oligodendrozyten. Ihre Ergebnisse zeigten eine starke
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Verminderung von Oligodendrozyten in L&sionen der weillen Substanz bei Patienten mit
chronischer MS. Die Veroffentlichung beinhaltete jedoch keine absoluten quantitativen
Ergebnisse fur die Dichte NogoA-positiver Oligodendrozyten. In ihren Untersuchungen
wurden die oligodendroglialen Zellen, neben NogoA, zusétzlich durch die geringe Expression
der Transkriptionsfaktoren Nkx2.2 und Olig2 quantitativ analysiert.

Untersuchungen von WOLSWIJK zeigten ebenfalls einen Verlust der Oligodendro-
zyten in Lé&sionen der weiRBen Substanz bei chronischer MS. Die Identifizierung von
Oligodendrozyten erfolgte unter anderem mit Antikdrpern gegen O4 und GalC sowie mithilfe
morphologischer Kriterien (WOLSWIJK 2000).

In friihen La&sionen der weilen Substanz zeigte sich ebenfalls eine verminderte
Oligodendrozyten-Dichte, die allerdings jedoch von Fall zu Fall einer starken Varianz (0-970
Zellen/'mm?) unterlag (LUCCHINETTI et al. 1999). Die immunhistochemische Markierung
erfolgte unter anderem mittels anti-MOG und anti-MBP.

Im Tiermodell der fokalen kortikalen EAE konnte die subpiale kortikale Entmarkung in der
Ratte simuliert werden. Auch in diesem Tiermodell zeigte sich ein Verlust NogoA-positiver
Oligodendrozyten von etwa 50% am Tag 3 nach intrazerebraler Zytokin-Injektion bei Ratten,
die vorher subklinisch mit MOG immunisiert wurden. Am siebten Tag nach intrazerebraler
Injektion waren die NogoA-positiven Oligodendrozyten in den Schichten Il bis V wieder
signifikant gestiegen — im Sinne einer beginnenden Remyelinisierung. Nach zwei Wochen
war kein Unterschied mehr im Vergleich zu myelinisiertem kortikalem Gewebe auszumachen
(MERKLER et al. 2006b). Auch beim Menschen ist eine ausgepragte Remyelinisierung, vor
allem im Kortex beschrieben worden (ALBERT et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein Verlust von NogoA-positiven
Oligodendrozyten im subpial entmarkten Kortex von etwa 90%. Die Tatsache, dass der
Verlust NogoA-positiver Zellen in der fokalen kortikalen EAE geringer ausféllt, dirfte am
ehesten durch die unterschiedliche Erkrankungsdauer begrindet sein. Im EAE-Rattenmodell
von MERKLER et al. 2006b handelte es sich lediglich um eine kurze und akute Form der
Entzindung. Das in dieser Arbeit verwendete Gewebe stammt hingegen von MS-Patienten
mit langjahriger Erkrankungsgeschichte.

5.2.2 Reduktion stark angefarbter Olig2-positiver Oligodendrozytenvorlauferzellen

Die stark angefarbten Olig2-positiven Vorlauferzellen waren in den obersten kortikalen
Schichten subpial entmarkter L&sionen bei chronischer Multipler Sklerose zwar vermindert,

jedoch waren bei allen MS-Fallen immer noch einzelne Zellen présent.
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Der Verlust der Vorlauferzellen betrug 81% in den entmarkten kortikalen Schichten I und Il
im Vergleich zum angrenzenden myelinisierten Kortex. In den entmarkten Arealen der
Schicht 111 ergaben die Auswertungen eine signifikante Reduktion um 65% im Vergleich zum
angrenzenden bemarkten kortikalen Gewebe.

Vergleichende Ergebnisse fiir Olig2-positive Zellen in L&sionen der grauen Substanz gibt es
bisher nicht. Mehrere Forschungsgruppen haben jedoch oligodendrogliale Vorlauferzellen in
chronischen MS-La&sionen der weil3en Substanz untersucht.

KUHLMANN und Kollegen zeigten die Présenz stark angefarbter Olig2-positiver
Vorlduferzellen in allen La&sionsstadien in der weien Substanz, auch bei langjahrig
bestehender MS. Die Dichte in subpial entmarkten kortikalen Ldsionen, die in der
vorliegenden Arbeit bestimmt wurde, liegt interessanterweise in einer &hnlichen
GroRenordnung wie die von KUHLMANN et al. ermittelte Dichte in chronischen Herden der
weilen Substanz (26 + 5 Olig2™*-positive Vorlauferzellen'mm?). Auch zeigten deren
Untersuchungen einen signifikanten Verlust in Lasionen der weiRen Substanz im Vergleich
zur myelinisierten weillen Substanz (KUHLMANN et al. 2008).

WOLSWIIK identifizierte die Oligodendrozytenvorlauferzellen durch ihre
Eigenschaften als O4-positiv und GalC-negativ. Seine Untersuchungen ergaben eine Dichte
von bis zu 38,4 + 3,8 Zellen/'mm? in chronisch demyelinisierten Hirnarealen der weiRen
Substanz von Patienten mit einer Krankheitsdauer zwischen 9 und 46 Jahren (WOLSWIJK
2002).

Sowohl die Arbeit von WOLSWIJK als auch die Untersuchungen von KUHLMANN und
Kollegen zeigten, dass Oligodendrozytenvorlduferzellen in L&sionen von MS-Fallen mit
langjahriger Erkrankungsgeschichte in weifl3er Substanz in verminderter Anzahl nachweisbar
sind. Zusammenfassend zeigt sich sowohl in chronischen kortikalen L&sionen als auch in
chronischen Lasionen der weillen Substanz eine Reduktion oligodendroglialer Vorlaufer-

zellen.

5.2.3 Ausgepragtere Reduktion der Oligodendrozyten im Vergleich zu den
Vorlauferzellen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten einen signifikanten Verlust NogoA-positiver

Oligodendrozyten von 91% in den Schichten I und Il sowie 88% in der Schicht Il bei

chronischer MS. Ebenso war ein Verlust der Oligodendrozytenvorlduferzellen von 81% in

den Schichten I und Il und 65% in der Schicht 1l nachweisbar. Damit waren in den subpialen
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kortikalen Lasionen bei chronischer MS die reifen Oligodendrozyten stérker betroffen als die

oligodendroglialen VVorlauferzellen.

Wie in den beiden vorangegangenen Abschnitten erldutert, ist bekannt, dass auch in Lasionen
der weilen Substanz in spaten Krankheitsstadien der MS die Anzahl der myelinbildenden
Oligodendrozyten stark abnimmt. Oligodendrozytenvorlauferzellen bleiben jedoch in
reduzierter Anzahl nachweisbar (WOLSWIJK 2002; KUHLMANN et al. 2008).

Bislang ist nicht abschlieRend geklart, warum es zur unzureichenden Proliferation und
Differenzierung oligodendroglialer Zellen und damit zur fehlenden oder inkompletten
Remyelinisierung bei der MS kommt. Bekannt ist, dass Remyelinisierung bereits in
frihaktiven Lé&sionen stattfinden kann (LUCCHINETTI et al. 1999) und in Lasionen der
grauen Substanz schneller und effektiver verlaufen kann, als in entmarkten Regionen weil3er
Substanz (ALBERT et al. 2007).

Als Ursachen fiir den Verlust von Oligodendrozyten werden immunologische Einfliisse von
Makrophagen (GRIOT et al. 1990), zytotoxischen T-Zellen (LININGTON et al. 1993), freien
Radikalen (GRIOT et al. 1989) und humoralen Faktoren vermutet (LASSMANN et al. 1988).
Aber auch eine erhohte Vulnerabilitdat der Oligodendrozyten durch Apoptose oder eine
primare Degeneration konnten in einigen Féllen bei diesem Prozess eine Rolle spielen
(LUCCHINETTI et al. 2000; BRUCK et al. 2002; LASSMANN et al. 2003).
Oligodendrozytenvorlauferzellen sind selbst in langjahrig bestehenden, chronischen MS-
Lasionen der weifen und, wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, auch in chronischen
Lasionen der grauen Substanz, zu finden. Diese Tatsache ist ein Hinweis dafiir, dass die
limitierte Remyelinisierung nicht nur auf einen Mangel an Vorlauferzellen zuriickgefihrt
werden kann. Es liegt vielmehr nahe, dass die oligodendroglialen VVorlauferzellen durch den
Erkrankungsprozess in ihrer Proliferation und Differenzierung beeintrachtigt werden.
Hinweise darauf geben Ergebnisse von Studien mit dem Proliferationsmarker Ki67, die eine
relative Inaktivitat der VVorlauferzellen in chronischen Lasionen der weillen Substanz zeigen
konnten (WOLSWIJK 1998).

Die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine Reduktion der stark angeféarbten Olig2-
positiven Vorlauferzellen in Kombination mit einem Proliferations- und Differenzierung-
verlust zum Ausbleiben der Remyelinisierung in lang bestehenden kortikalen MS-Lé&sionen
fihren konnte. Analog zu den Voruntersuchungen in den Lé&sionen der weilien Substanz,

konnten folgende Faktoren zur fehlenden Remyelinisierung beitragen: eine gestorte

60



Diskussion

Interaktion zwischen myelinisierenden Zellen und Axonen (CHANG et al. 2002) sowie der
Mangel an Wachstumsfaktoren z.B. von IGF1 und TGF-1 (MCMORRIS und MCKINNON
et al. 1996) oder von TNF-a und IL1-p (MASON et al. 2001). Weitere Studien sind nétig, um
die Faktoren, welche die oligodendrogliale Repopulation und Differenzierung sowie die

nachfolgende Remyelinisierung positiv beeinflussen, besser zu verstehen.

5.2.4 Limitationen

In dieser Arbeit erfolgte die Identifizierung von Oligodendrozyten mithilfe des Markers
NogoA, die der Oligodendrozytenvorlauferzellen mithilfe des Markers Olig2.

NogoA wurde in einer Studie von KUHLMANN und Kollegen 2007 im Vergleich mit
anderen Arten oligodendroglialer Markierung (PLP, mRNA und CC1) als verlasslicher
Marker fur humane reife Oligodendrozyten in der wei3en und grauen Substanz beschrieben.
In ihren Untersuchungen zeigte NogoA keine Kreuzreaktionen mit Astrozyten oder
Mikrogliazellen. Eine Verdffentlichung von 2008 gibt jedoch Hinweise darauf, dass das in
oligodendroglialen Zellen exprimierte NogoA nicht nur spezifisch diese Zellen markiert,
sondern auch Astrozyten und Neurone markieren kann (KUHLMANN et al. 2008). Zudem
konnte die Expression von NogoA in den innersten und duBersten Myelinschichten, retinalen
Ganglienzellen, Neuronen des Vorderhorns und in Ganglienzellen der Hinterwurzel im
Rickenmark beobachtet werden (HUBER et al. 2002; WANG et al. 2002; BUSS et al. 2005).
Um oligodendrogliale Vorlauferzellen in bemarkten und entmarkten Kortexarealen
identifizieren zu kdnnen, wurden in der vorliegenden Arbeit stark angefarbte Olig2-positive
Zellen ausgewertet. Die starke Expression des Proteins Olig2 konnte bereits in mehreren
Publikationen in Oligodendrozytenvorlauferzellen beobachtet werden (KUHLMANN et al.
2008; LIGON et al. 2006; ZHOU et al.2000). Nach heutigem Stand ist es der Marker, mit
denen sich die Vorl&uferzellen besonders friih, sogar vor der Expression von PDGFR-alpha,
erkennen lassen (LU et al. 2001). Eine schwache Expression von Olig2 konnte hingegen
sowohl im ZNS von Méusen (KITADA und ROWITCH 2006) als auch im menschlichen
ZNS (KUHLMANN et al. 2008) in reifen Oligodendrozyten beobachtet werden.

5.2.5 Zusammenfassung

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Dichte von reifen Oligodendrozyten und deren
Vorlauferzellen in langjéhrig bestehenden, subpial entmarkten MS-Lasionen und in

angrenzenden myelinisierten Arealen in den oberen kortikalen Schichten bestimmt.
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Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Verlust NogoA-positiver Oligodendrozyten in
entmarkten subpialen L&sionen verglichen mit benachbarten myelinisierten Arealen. Diese
Ergebnisse sind im Einklang mit den Beobachtungen in chronischen MS-Lé&sionen der weif3en
Substanz. Die stark angefarbten Olig2-positiven Vorlduferzellen waren in den subpialen
kortikalen Lé&sionen zwar weiterhin nachweisbar, aber in ihrer Dichte ebenfalls deutlich
reduziert im Vergleich zum angrenzenden myelinisierten Kortex. In den Lasionen war die
relative Reduktion der reifen Oligodendrozyten ausgepragter als die der oligodendroglialen
Vorlauferzellen. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine gestorte Proliferation
und Differenzierung der oligodendroglialen Zellen in kortikalen L&sionen hin. Diese Befunde
ahneln den vorbeschriebenen Veranderungen in chronischen L&sionen der weillen Substanz
bei der MS.
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6 Zusammenfassung

Die meisten Patienten mit chronischer MS weisen kortikale entmarkte L&sionen auf. Die
haufigsten kortikalen La&sionen sind hierbei subpial kortikal entmarkte Herde. Die
Pathogenese der subpialen kortikalen Entmarkung bei der MS ist bislang nicht hinreichend
verstanden. Kontrovers diskutierte Vorarbeiten weisen auf eine Beteiligung meningealer
Entzlindungszellen hin. Auch liegen bisher wenige Daten zur oligodendroglialen Pathologie
in subpialen kortikal entmarkten MS-L&sionen vor.

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob die subpiale kortikale
Entmarkung mit meningealer Entzindung in einem Tiermodell der MS assoziiert ist. Das
zweite Ziel dieser Arbeit war, Oligodendrozyten und oligodendrogliale Vorlauferzellen in
subpial entmarkten Lasionen bei Autopsien von MS-Patienten mit langer Krankheitsdauer zu

charakterisieren.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde an Callithrix-jacchus-Marmosetten mit friher
experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (EAE) immunhistochemisch untersucht, ob
meningeale Entzindungszellen mit der subpialen kortikalen Entmarkung assoziiert sind.
Gesunde Marmosetten wurden hierbei als Kontrollgruppe vergleichend herangezogen.

Die Ergebnisse dieses Teils zeigten, dass mehr meningeale Entziindungszellen tber
den subpial entmarkten kortikalen Arealen als Gber myelinisierten Arealen bei den EAE-
Tieren nachweisbar waren. Hierbei waren meningeale Entziindungszellen bevorzugt in den
Meningen in der Nahe der Sulci und tiber dem Gyrus cinguli zu erkennen. Uber entmarkten
Kortexarealen zeigte sich eine signifikante, dreifach hohere Dichte an meningealen T-Zellen
sowie Plasmazellen als tber angrenzenden myelinisierten Kortexarealen. Fir diese beiden
Zellpopulationen war damit eine Assoziation mit subpialer Kkortikaler Entmarkung
nachweisbar. Fir die rar vorkommenden B-Zellen zeigte sich hingegen kein Zusammenhang
mit der subpialen Demyelinisierung. Zudem gab es keinerlei Hinweise auf das Vorkommen
follikelartiger CD20-positiver B-Zell-Ansammlungen.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass sowohl humorale als auch
zellulare Faktoren bei der Entstehung subpialer Lasionen im Tiermodell der EAE bei
Marmosetten eine Rolle spielen. Daher kodnnten Therapieansétze, die friihzeitig beide
Immunkomponenten beriicksichtigen, moglicherweise die Entstehung subpialer kortikaler

Lasionen hemmen. Meningeale B-Zellen bzw. B-Zell-Follikel scheinen jedoch fir die
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Entstehung subpialer Lasionen bei friher EAE nicht relevant zu sein. Eine Assoziation von B-
Zellen bzw. B-Zell-Follikeln mit subpialer Entmarkung konnte bisher nur bei Autopsien von
Patienten mit langjahriger MS beobachtet werden, wobei selbst diese Ergebnisse kontrovers

diskutiert werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden reife NogoA-positive Oligodendrozyten und Olig2-
positive Oligodendrozytenvorlduferzellen mittels Immunhistochemie in subpialen kortikal
entmarkten Ldsionen und im angrenzenden myelinisierten Kortex bei Patienten mit
langjéhriger MS untersucht. Die Dichte wurde jeweils in den oberen kortikalen Schichten in
demyelinisierten Lé&sionen, in bemarktem MS-Kortex und in myelinisiertem Kortex von
Kontrollfallen an humanem Autopsiegewebe ermittelt.

Die quantitativen Analysen zeigten einen signifikanten Verlust reifer
Oligodendrozyten von ca. 90% in entmarkten im Vergleich zu bemarkten subpialen
Kortexarealen. Einzelne oligodendrogliale VVorlauferzellen waren in demyelinisierten Arealen
meist noch nachweisbar und zeigten insgesamt eine etwas geringgradigere Reduktion von 65-
81% im Vergleich zu myelinisierten kortikalen Arealen.

Diese Ergebnisse stimmen (berein mit Untersuchungen an chronischen MS-Ldsionen
der weien Substanz. Diese Erkenntnisse liefern Hinweise dafur, dass die fehlende
Remyelinisierung nicht nur auf einen Mangel an Vorlauferzellen zurlickzufuhren ist, sondern
auch eine gestorte Proliferation und Differenzierung in chronischen kortikalen L&sionen

vorliegt.

Zusammenfassend fiihren die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu einem besseren
Verstandnis dafur, welche Faktoren an der friihen kortikalen Lésionsentstehung beteiligt sind
und welche Mechanismen zum Ausbleiben der kortikalen Remyelinisierung bei chronischer
MS beitragen. Die Erkenntnisse des ersten Teils deuten darauf hin, dass
immunmodulatorische Therapien zu Beginn der Erkrankung moglicherweise auch die
meningeale Entzindung und damit auch die subpiale kortikale Entmarkung reduzieren
konnten. Die  Ergebnisse des zweiten Teils weisen darauf hin, dass
remyelinisierungsfordernde  Therapien  potentiell zu  einer  Verbesserung  der
oligodendroglialen Proliferation und Differenzierung und damit zur effizienteren kortikalen
Remyelinisierung - gegebenenfalls auch noch in spateren Erkrankungsstadien - beitragen

kdnnten.
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Tabelle 12: Kurtzke-Skala (expanded disability status scale, EDSS) zur Beurteilung des Behinderungs-

grades bei MS (KURTZKE 1983)

Art und Grad der Behinderung

Normale neurologische Untersuchung in allen FS

Keine Behinderung, minimale Abnormitat in einem FS

Keine Behinderung, minimale Abnormitat in mehr als einem FS

Minimale Behinderung in einem FS

Minimale Behinderung in 2 FS

MaRiggradige Behinderung in einem FS oder leichte Behinderung in 3 oder 4 FS, aber
noch voll gehféhig

Voll gehfahig, aber mit maRiger Behinderung in einem FS und einem oder 2 FS Grad 2
oder 2 FS Grad 3 oder 5 FS Grad 2

Gehfahig ohne Hilfe und Rast fur mindestens 500 m. Aktiv wéhrend ca. 12 Stunden am
Tag trotz relativ schwerer Behinderung

Gehfahig ohne Hilfe und Rast flir mindestens 300 m. Ganztdgig arbeitsfahig. Gewisse
Einschrankung der Aktivitat; bendtigt minimale Hilfe, relativ schwere Behinderung

Gehfahig ohne Hilfe und Rast flr etwa 200 m. Behinderung schwer genug, um tagliche
Aktivitat zu beeintrachtigen

Gehfahig ohne Hilfe und Rast fur etwa 100 m. Behinderung schwer genug, um normale
tagliche Aktivitat unmoglich zu machen

Bedarf intermittierend oder auf einer Seite konstant Unterstlitzung durch Kriicke, Stock
oder Schiene, um etwa 100 m ohne Rast zu gehen

Benotigt konstant beiderseits Hilfsmittel, um etwa 20 m ohne Rast zu gehen

Unfahig, selbst mit Hilfe mehr als 5 m zu gehen. Weitgehend an den Rollstuhl
gebunden. Bewegt Rollstuhl selbst, transferiert ohne Hilfe

Unféahig, mehr als ein paar Schritte zu tun. An den Rollstuhl gebunden. Benétigt Hilfe
fiir Transfer. Bewegt Rollstuhl selbst, aber vermag nicht den ganzen Tag im Rollstuhl zu
verbringen

Weitgehend an Bett oder Rollstuhl gebunden. Pflegt sich weitgehend selbstédndig. Meist
guter Gebrauch der Arme

Weitgehend ans Bett gebunden, auch wahrend des Tages. Einiger nitzlicher Gebrauch
der Arme. Einige Selbstpflege moglich

Hilfloser Patient im Bett, kann essen und kommunizieren

Ganzlich hilfloser Patient. Unfahig zu essen, zu schlucken oder zu kommunizieren
Tod infolge Multipler Sklerose

0,0
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0

3,9

4,5

5,9

8,5

9,5
10

FS = funktionelle Systeme
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Tabelle 13: Aktuelle Diagnoseleitlinien der Multiplen Sklerose (eigene Darstellung in Anlehnung an

McDONALD et al. 2001; POLMAN et al. 2011)

Klinisches Erscheinungsbild

Zusatzlich erforderliche Daten fir die MS-
Diagnose

> 2 Schiibe;

objektiver klinischer Nachweis von > 2
Lé&sionen

oder

objektiver klinischer Nachweis von einer
L&sion mit einem anamnestisch begriindeten
Hinweis auf einen vorausgegangenen Schub

keine

> 2 Schiibe;
objektiver klinischer Nachweis von einer
Lasion

raumliche Dissemination im MRT
oder
weiterer klinischer Schub

1 Schub:;

objektiver klinischer Nachweis von > 2
Lasionen

zeitliche Dissemination im MRT
oder
2. klinischer Schub

1 Schub;
objektiver klinischer Nachweis einer Lasion
(Klinisch isoliertes Syndrom)

raumliche Dissemination im MRT
und

zeitliche Dissemination im MRT
oder

2. klinischer Schub

Neurologische Progression, die auf eine MS
hinweist (PPMS)

mind. 1 Jahr Krankheitsprogression plus 2 der
folgenden 3 Kriterien:

1. Hinweis auf raumliche Dissemination
aufgrund > 1 T2-Lé&sionen in den MS-
typischen Regionen (periventrikular,
juxtakortikal, infratentoriell)

2. Hinweis auf raumliche Dissemination im
Riickenmark aufgrund > 2 spinaler T2-
Lasionen

3. positiver Liquorbefund (oligoklonale
Banden und/oder erhéhter 1gG-Index)

IgG = Immunglobulin G; MRT = Magnetresonanztomographie; MS = Multiple Sklerose; PP-MS = primary-

progressive MS; ZNS = zentrales Nervensystem

Die in der Tabelle genannten Kriterien sind an folgende Bedingungen geknipft:

e Ein Schub ist als das Auftreten neuer oder das Wiederaufflammen bereits bekannter

klinischer

Symptome (subjektiver Patientenbericht oder

durch  Untersuchung

objektiviert) definiert, die langer als 24 Stunden anhalten, in Abwesenheit von Fieber
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oder Infektionen auftreten und definitionsgemal? fruhestens 30 Tage nach einem

vorausgegangenem Schub auftreten.

Fur die Feststellung von raumlicher Dissemination wurden die bisher nach
BARKHOF und TINTORE (BARKHOF et al. 1997; TINTORE et al. 2003) giltigen
Kriterien von SWANTON und Kollegen erneuert. Danach ist die rdumliche
Dissemination durch das VVorhandensein von mindestens einer T2-Ldsion in der MRT
in mindestens zwei von vier MS-typischen Regionen des ZNS (periventrikular,
juxtakortikal, infratentoriell, Riickenmark) (SWANTON et al. 2006, 2007) oder durch
das Auftreten eines weiteren klinischen Schubes, welcher eine weitere Lokalisation im
ZNS einbezieht, belegt.

Die zeitliche Dissemination kann durch das gleichzeitige Vorhandensein
asymptomatischer Gadolinium-aufnehmender und nicht-aufnehmender Lasionen oder
den Nachweis einer neuen T2- und/oder Gadolinium-aufnehmenden La&sion in der
Kontroll-MRT (zeitunabhdngig vom magnetresonanztomographischen Ausgangs-
befund) oder durch das Auftreten eines zweiten Kklinischen Schubes nachgewiesen
werden (MONTALBAN et al. 2010).
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