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Einleitung  1 

1 Einleitung 

1.1 Allgemeines zur Multiplen Sklerose 

Bei der Multiple Sklerose (Encephalomyelitis disseminata, kurz MS) handelt es sich um eine 

chronisch-entzündliche entmarkende Erkrankung des zentralen Nervensystems (Charcot 

1868).   

1.2 Epidemiologie 

Die MS stellt den häufigsten Grund einer nicht-traumatischen Behinderung im jungen 

Erwachsenenalter dar (Kuhle et al. 2016b).  

Diese Erkrankung betrifft weltweit 2,5 Millionen Menschen, etwa 700 000 davon in Europa 

(Montalban et al. 2018). Der Erkrankungsbeginn liegt zumeist im jungen Erwachsenenalter, 

mit einem Häufigkeitsgipfel um das 30. Lebensjahr, wobei auch Kinder an MS erkranken 

können (Polman et al. 2011). Es sind etwa doppelt bis dreimal so viele Frauen wie Männer 

betroffen (Bhan et al. 2018; Montalban et al. 2018). Es erkranken vor allem Menschen in 

den nördlichen und südlichen gemäßigten Breiten (Martyn et al. 1997). 

1.3 Ätiologie und Pathogenese 

Bisher gibt es keine bekannte Ursache für die MS, wenngleich das Verständnis der 

Pathogenese wächst. Die MS ist vermutlich eine autoimmun bedingte Erkrankung, die 

neben einer Entmarkung chronische Entzündungsprozesse aufweist, die permanent die 

neuroaxonale Homöostase stören und zu einer neuroaxonalen Degeneration führen (Friese 

et al. 2014). Nach derzeitigem Verständnis spielen hierbei aktivierte Mikroglia, oxidativer 

Stress und geschädigte Mitochondrien eine Schlüsselrolle für die neuroaxonale Schädigung 

(Haider et al. 2016).  

Bis dato wurden diverse genetische und Umweltfaktoren identifiziert, die ein erhöhtes 

Risiko für die Entwicklung einer MS bedingen. Ein wesentlicher Risikofaktor sind bestimmte 

Varianten des Human Leukocyte Antigen-Komplexes (HLA), die derzeit Gegenstand 

weiterer Forschung sind (IMSGC 2013). Darüber hinaus gibt es starke Evidenzen dafür, dass 
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Umweltfaktoren in der Pathogenese beteiligt sind. Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus, 

Fettleibigkeit und Nikotinabusus gelten als weitere Risikofaktoren (Harroud und Richards 

2018; Waubant et al. 2019). In Fall-Kontroll-Studien konnte gezeigt werden, dass reduzierte 

Vitamin-D Spiegel mit einem erhöhten Risiko für die Erkrankung an einer MS einhergehen, 

respektive gezeigt werden konnte, dass hohe Vitamin-D Spiegel mit einem reduzierten 

Erkrankungsrisiko einhergehen (Harroud und Richards 2018).  

1.4 Diagnosekriterien 

Zur Diagnose einer MS ist der Nachweis von zeitlich und örtlich disseminiert auftretenden 

ZNS-Läsionen die Grundvoraussetzung. Die klinische Symptomatik kann zur Beurteilung 

ausreichen, wenn Differentialdiagnosen entsprechend verworfen werden können. Das 

Auftreten einer zweiten Exazerbation (Schub) mit neuen Symptomen führt zur Diagnose 

einer klinisch definierten MS (Lublin et al. 2014). Darüber hinaus kann eine MS auch bei 

einem neurologisch nachgewiesenen neuen Herd diagnostiziert werden, wenn es in der 

Vergangenheit Symptome gab, die einer Schubsymptomatik entsprachen (Polman et al. 

2011).  

Ab 1982 galten die Poser-Kriterien zur Diagnostik einer MS. Die McDonald Kriterien 

integrierten ab dem Jahr 2000 MRT- und klinische Befunde für die Diagnose einer MS, um 

eine MS auch unabhängig von einem zweiten Schub diagnostizieren zu können. In der MRT 

werden zeitlich und örtlich disseminierte Läsionsherde nachgewiesen. Zudem können 

Läsionen in ihrer Größe, ihrer Häufigkeit und ihrer Lokalisation über die Zeit dokumentiert 

werden. 

Im Jahr 2017 wurden die McDonald Kriterien zur Diagnose einer MS letztmalig überarbeitet 

(Poser et al. 1983; McDonald et al. 2001; Fangerau et al. 2004; Polman et al. 2011; 

Thompson et al. 2018).  

1.5 Klinische Symptomatik und Verlaufsformen 

Die MS kann sehr variable Krankheitsverläufe aufweisen (vgl. Abbildung 1). Hierzu zählen 

die häufigste Verlaufsform der schubförmigen MS (RRMS), die primär (PPMS) und sekundär 

progrediente MS (SPMS), die schubförmig progrediente MS (PRMS), sowie die 

Sonderformen des klinisch isolierten Syndroms (CIS) und des radiologisch isolierten 
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Syndroms (RIS) (Lublin et al. 2014). Eine MS äußert sich durch unterschiedliche 

neurologische Defizite (Oh et al. 2018).  

Die RRMS ist die häufigste Form einer MS und betrifft ungefähr 85 – 90 % aller Patienten. 

Diese Verlaufsform geht mit Schüben einher. Zeichen eines Schubes können Sensibilitäts- 

und Gangstörungen oder Optikusneuritiden sein. Weiterhin typisch können 

Hirnstammzeichen auftreten. Ein Schub besteht per Definition über mehr als 24 Stunden, 

ohne gleichzeitiges Vorhandensein einer Infektion oder Fiebers, und mit partieller oder 

kompletter Rückbildung der neurologischen Symptome (Harroud und Richards 2018; 

Waubant et al. 2019). Zwischen den Schüben besteht keine Zunahme der Behinderung 

(Katz Sand 2015; Harris et al. 2017).   

Das CIS beschreibt das einmalige Auftreten neurologischer Defizite, welche typisch für eine 

Demyelinisierung sind. Bei diesen Patienten besteht eine erhöhte Wahrscheinlichkeit des 

Übergangs in eine RRMS, wenngleich zu diesem Zeitpunkt die Diagnosekriterien nicht 

erfüllt sind (Katz Sand 2015; Zetterberg und Svenningsson 2019). 

Die SPMS entwickelt sich im Verlauf einer RRMS und ist gekennzeichnet durch eine langsam 

fortschreitende Verschlechterung des Gesundheitszustands über mindestens sechs 

Monate, die durch vorangegangene Schübe nicht erklärt werden kann. Es können jedoch 

aufgelagerte Schübe in der progredienten Phase auftreten. Die Diagnose dieser 

Verlaufsform wird meist retrospektiv gestellt, da es derzeit keine klaren klinischen, 

bildgebenden, immunologischen oder pathologischen Kriterien gibt, die den Übergang von 

einer RRMS zu einer SPMS anzeigen (Lublin et al. 2014).  

Im Gegensatz zur SPMS besteht bei der PPMS seit Krankheitsbeginn eine stetige Zunahme 

der Behinderung über mindestens 12 Monate, ohne dass jemals ein schubförmiger Verlauf 

bestand. Von allen MS-Erkrankten haben 10 – 15 % eine PPMS (Montalban et al. 2018). 

Aus den zuvor beschriebenen Verläufen lässt sich die Mischform schubförmig-progrediente 

MS ableiten, die eine fortschreitende Verschlechterung der Behinderung bei gleichzeitig 

schubförmigen Verlauf zeigt (Lublin et al. 2014). 



Einleitung  4 

 

Abbildung 1 Die klassischen Verlaufsformen der MS 

Das RIS beschreibt eine Sonderform der MS. Hierbei handelt es sich um Patienten, die keine 

typische klinische Symptomatik aufweisen, jedoch die Barkhoff-Kriterien für eine MS 

erfüllen (Katz Sand 2015). Dabei handelt es sich um radiologische Kriterien, die aufgrund 

des läsionalen Verteilungsmusters in der T2-Wichtung für eine MS sprechen (Sastre-Garriga 

et al. 2004). 

1.6 Die Expanded Disability Status Scale  

Mit der Expanded Disability Status Scale (EDSS) wird die klinische Behinderung der 

Patienten standardisiert bewertet. Dies dient zur Beurteilung der Behinderung im MS-

Verlauf, aber beispielhaft auch bei klinischen Studien zur Beurteilung der Wirksamkeit von 

Medikamenten. Nach einer standardisierten neurologischen Untersuchung wird der Grad 

der Behinderung auf einer Skala von 0 (keine Behinderung) bis 10 (Tod durch MS) 

eingeordnet (Kurtzke 2015). 

1.7 Therapie 

Es gibt derzeit keine kurative Therapie für die MS. Eine Behandlung kann lediglich das 

Schubrisiko senken sowie die Progredienz der Behinderung verhindern bzw. verlangsamen 

(Montalban et al. 2018). Aufgrund unzureichender Biomarker, die das klinische 

Langzeitoutcome eines Patienten prognostizieren können, ist es besonders beim 

Neuauftreten einer MS kompliziert, eine geeignete Behandlungsstrategie festzulegen 

(Harris et al. 2017).  

Es existieren über zehn von der European Medicine Agency (EMA) zugelassene 

krankheitsmodulierende Medikamente, die oral oder als Injektion/Infusion appliziert 
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werden können (Montalban et al. 2018). Durch antiinflammatorisch wirkende Substanzen 

kann indirekt eine protektive Wirkung auf die Axone erzielt werden, weshalb möglichst früh 

mit einer entsprechenden Therapie begonnen werden sollte  (Brueck und Stadelmann 

2003).  

Neben dieser Langzeittherapie (immunmodulierende und immunsuppressive Therapien) 

werden Schübe gesondert behandelt. Die Standartherapie eines Schubes besteht in einer 

hochdosierten Steroidtherapie. Bei steroidresistenten Schüben können zudem 

Apheresetherapien durchgeführt werden. Ferner können Patienten symptomatische 

Therapien, beispielsweise zur Linderung einer Spastik, erhalten (Lipphardt et al. 2019). 

1.8 Pathologie der multiplen Sklerose  

MS-Läsionen können ubiquitär im Gehirn vorkommen. Makroskopisch erkennbare 

Prädilektionsorte sind periventrikulär, juxtakortikal, infratentoriell und im Rückenmark 

(Schörner et al. 1985).   

Mikroskopisch präsentieren sich die Läsionen mit einer Entmarkung, Entzündung, Gliose 

und axonalem Schaden (Kuhlmann 2002). Es konnte gezeigt werden, dass aktive Plaques 

mit aktivem Myelinabbau vor allem früh beim CIS und einer RRMS auftreten, während zu 

späteren Zeitpunkten eher inaktive oder sog. „smoldering lesions“ nachweisbar sind  

(Frischer et al. 2015). Bei den smoldering lesions handelt es sich um Läsionen, welche sich 

langsam, einem Schwelbrand gleich, vergrößern. Auch komplett remyelinisierte Läsionen, 

sog. Shadow plaques, können vorkommen (Elliott et al. 2019). 

1.8.1 Demyelinisierende Läsionsaktivitäten und Normal Appearing White Matter 

Abhängig vom Fortschritt der Entmarkung können 

mikroskopisch verschiedene Aktivitätsstadien anhand 

unterschiedlicher Myelinabbauprodukte in Makrophagen 

unterschieden werden. Die frühesten Entmarkungsstadien 

werden als frühaktiv entmarkend (EA, von Early Active) 

bezeichnet. Eine entmarkende Läsion kann komplett 

frühaktiv entmarkend sein, oder aber nur im Randbereich. 

Beispielhaft ist eine Läsion mit verschiedenen Aktivitäten in 

Abbildung 2 dargestellt, wobei nicht immer alle 

Läsionsaktivitäten in einer Läsion nachweisbar sein müssen  

 

NAWM

LA

EA

PPWM

IA

Abbildung 2 Schematische 

Darstellung einer Läsion 
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(Kuhlmann 2002). In den Makrophagen lassen sich in frühaktiv entmarkenden Läsionen die 

sog. großen (Protelipidprotein, kurz PLP; Myelin-Basisches Protein, kurz MBP) und kleinen 

(Myelin-assoziiertes Glykoprotein, kurz MAG; Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein, kurz 

MOG; 2‘,3‘-Cyclic Nucleotide 3’Phosphodiesterase, kurz CNP) Myelinproteine anfärben, 

hinweisend auf eine rezente Entmarkung.   

Sind mikroskopisch nur noch die Abbauprodukte der großen Myelinproteine (PLP und 

MBP), aber keine Abbauprodukte von kleinen Myelinproteinen (CNP, MOG, MAG) 

anfärbbar, so ist der Myelinabbau weiter fortgeschritten und es handelt sich um eine 

spätaktive Läsion (LA, von Late Active).  

Inaktive Läsionen (IA) sind vollständig demyelinisiert und in den Zytoplasmata der 

Makrophagen sind immunhistochemisch keine Myelinproteine nachweisbar.  

Abgesehen von der Demyelinisierung in einer Läsion können auch Reparaturprozesse 

einsetzen und die Axone können remyelinisiert werden. Dies kann entweder nur im 

Randbereich einer Läsion stattfinden oder die gesamte Läsion kann remyelinisiert werden. 

Eine vollständig remyelinisierte Läsion wird als „Shadow Plaque“ bezeichnet und ist durch 

dünne, irregulär angeordnete Myelinscheiden charakterisiert. 

Direkt um die Läsion befindet sich die periläsionale weiße Substanz (PPWM, von Periplaque 

White Matter) und angrenzend die normal erscheinende weiße Substanz (NAWM, von 

Normal Appearing White Matter) (Dziedzic et al. 2010). 

Wenngleich die NAWM unauffällig myelinisiert erscheint, zeigen sich hier bei MS-Patienten 

in der Regel diffuse Veränderungen wie eine geringere Dichte der Axone, eine 

Mikrogliaaktivierung und eine gewisse lymphoide Entzündungsreaktion oder eine 

Astrogliose. Derzeit wird vermutet, dass die axonale Degeneration zum einen auf die 

diffuse Entzündung in der NAWM und zum anderen auf eine Waller´sche Degeneration 

zurückzuführen ist (Kutzelnigg et al. 2005; Dziedzic et al. 2010; Friese et al. 2014).   

1.8.2 Immunsubtypen  

In der Literatur wird eine Heterogenität der immunpathologischen Erscheinungen frühaktiv 

demyelinisierender Läsionen beschrieben. Dies betrifft die Anfärbbarkeit unterschiedlicher 

Myelinproteine, Komplement- und Immunglobulinablagerungen, die Lokalisation und 

Ausdehnung der Plaques und das Muster der Oligodendrozytenschädigung. Hiervon 

abgeleitet werden insgesamt vier Subtypen der Entmarkung, die auf eine unterschiedliche 
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Pathogenese der Läsionsentstehung hinweisen. Da der vierte Subtyp sehr selten ist und nur 

in Autopsien beschrieben wurde, wird er im Weiteren nicht mit berücksichtigt. Einen 

Überblick über die postulierte Pathogenese der Entmarkung in unterschiedlichen 

Immunsubtypen liefert Abbildung 3. Wichtig ist, das Läsionen eines Patienten immer den 

gleichen Subtyp aufweisen (intraindividuelle Homogenität), aber Läsionen verschiedener 

Patienten sich hinsichtlich des Immunsubtyps unterscheiden (interindividuelle 

Heterogenität) (Lucchinetti et al. 2000; Metz et al. 2014).  

Verschiedene Studien liefern Hinweise darauf, dass die Mechanismen und Angriffspunkte 

dieser pathologischen Prozesse unterschiedlicher Genese sind und sich daher aus den 

Immunsubtypen eine individuell angepasste Therapie ableiten könnte (Keegan et al. 2005; 

Stork et al. 2018).  

 

Immunsubtyp I  Entmarkung durch T-Zellen und Makrophagen 

Immunsubtyp II  Entmarkung zusätzlich durch Antikörper- und 

Komplementablagerungen 

Immunsubtyp III  Entmarkung zusätzlich durch Oligodendrogliopathie mit 

Apoptosen 

Abbildung 3 Einteilung der Immunsubtypen 

Der in Biopsien vorgefundene Immunsubtyp gibt keine Aufschlüsse über den späteren 

klinischen Verlauf eines Patienten. Langzeituntersuchungen fehlen bislang (Lucchinetti et 

al. 2000). 

1.8.3 Der axonale Schaden 

In der Literatur wird immer wieder beschrieben, dass die axonale Schädigung maßgeblich 

verantwortlich für das Ausmaß der Langzeitbehinderung sei (Kornek et al. 2000). Die 

Axonprotektion ist daher ein wesentliches Ziel von MS-Therapien (Bjartmar et al. 2000). 

Dabei ist die axonale Schädigung ein kontinuierlicher Prozess, der in den frühesten 

Krankheitsstadien beginnt und in chronischen Erkrankungsstadien weiter voranschreitet. 

Histologisch können eine akute axonale Schädigung sowie ein axonaler Verlust durch 

Verminderung der axonalen Dichte unterschieden werden (Dziedzic et al. 2010).  
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1.8.3.1 Die akute axonale Schädigung  

Die akute axonale Schädigung ist im frühen Krankheitsstadium am ausgeprägtesten, wobei 

die Stärke des Schadens von der Läsionsaktivität abhängig ist (Kornek et al. 2000). Die akute 

axonale Schädigung wird durch die Anfärbung des Amyloid Precursor Proteins (APP) 

sichtbar gemacht (s.u.), welches kurz nach der Demyelinisierung nachweisbar ist (Ferguson 

1997; Brueck und Stadelmann 2003). Die frühe axonale Schädigung scheint maßgebend für 

das Langzeitoutcome eines Patienten zu sein (Ferguson 1997).   

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit RRMS und SPMS 

der akute axonale Schaden zu Beginn der Erkrankung signifikant höher war, als 

beispielsweise nach zehn Jahren Krankheitsdauer, jedoch waren APP-positive Sphäroide 

auch noch zu späteren Zeitpunkten nachweisbar. APP-positive Sphäroide überdauern 

weniger als 30 Tage und konnten in allen Krankheitsstadien, sowie auch in der PPWM 

angefärbt werden (Kuhlmann 2002).  

Mittels der anti-APP-Färbung kann nicht zwischen APP-positiven Sphäroiden reversibel 

oder irreversibel geschädigter Axone unterschieden werden; es ist jedoch anzunehmen, 

dass ein Teil der Axone irreversibel zu Grunde geht (Ferguson 1997). Wenngleich sich das 

Ausmaß der akuten axonalen Schädigung in frühen Krankheitsstadien ausgeprägter als in 

späteren Krankheitsstadien darstellt, ist durch eine anhaltende Schädigung über Jahre ein 

deutlicher Verlust an Axonen im Krankheitsverlauf zu erwarten (Kuhlmann 2002). 

1.8.3.2 Die Reduktion der axonalen Dichte 

Über die Zeit bildet sich die akute Entzündung zurück und es kommt zur Narbenbildung 

(Sklerose) in der Läsion. Der axonale Schaden akkumuliert und das Hirn atrophiert. Der 

akkumulierte axonale Schaden führt zur chronischen Behinderung (Ferguson 1997; Harris 

et al. 2017). Histopathologisch ist die axonale Schädigung über den relativen Axonverlust 

in einer Läsion im Vergleich zur NAWM des gleichen Patienten beurteilbar (Kuhlmann 

2002).  

Es kommt jedoch nicht nur in den MS-Läsionen zu einem axonalen Verlust, sondern auch 

in der nicht-entmarkten weißen Substanz (PPWM und NAWM). Unterschiedliche 

pathologische Prozesse wie beispielsweise eine Waller´sche Degeneration können zur 

axonalen Schädigung in der PPWM und NAWM führen, auch ohne vorliegende 

Entzündungszeichen (Dziedzic et al. 2010). Neuere bildgebende Studien untersuchen 
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mittels Diffusions-MRTs, die mit DTI- (Diffusions-Tensor-Bildgebung) und CHARMED-

Technik (Composite Hindered and Restricted Model of Diffusion) arbeiten, die 

Diffusionskapazität und Mikrostrukturen des augenscheinlich gesunden Hirngewebes von 

MS-Patienten. Dabei zeigte sich, dass Signalreduktionen im gesamten Hirngewebe 

symmetrisch angeordnet, auch außerhalb der Plaques in der NAWM, zu beobachten waren. 

Es zeigte sich zudem eine Korrelation zwischen aktivierter Mikroglia und 

diffusionsgeminderten Arealen in der NAWM (Moll et al. 2011; De Santis et al. 2019; 

Bezukladova et al. 2020). 

Histologische Studien zeigten, dass die neuro-axonale Schädigung mit dem Voranschreiten 

der Langzeitbehinderung bei MS-Patienten korreliert (Barro et al. 2018). Eine reduzierte 

axonale Dichte wurde in dieser Arbeit durch die Silberimprägnation nach Bielschowsky 

sowie einer Färbung für die Neurofilament Leichtketten sichtbar gemacht (s.u.). 

1.8.4 Neurofilamente 

Bei Neurofilamenten (Nf) handelt es sich um spezifische neuronale Strukturproteine, die 

eine Untergruppe der Intermediärfilamente darstellen (Harris et al. 2017). 

Nf sind Heteropolymere, die vier verschiedenen Untergruppen zugeordnet werden 

können: Neurofilament Leicht- (NfL), Mittel- (NfM) und Schwerketten (NfH) sowie α-

Internexin im zentralen respektive Peripherin im peripheren Nervensystem (Al-Chalabi und 

Miller 2003; Kuhle et al. 2013). Nf werden bei axonaler Schädigung, unabhängig der 

Genese,  beispielsweise bei neuronaler Degeneration oder Traumen, freigesetzt  (Neselius 

et al. 2015; Bergman et al. 2016; Mañé-Martínez et al. 2016; Harris et al. 2017; Shahim et 

al. 2017). Somit besitzen sie das Potenzial als Biomarker zentrale und periphere 

Immunmechanismen widerzuspiegeln und eine fortlaufende axonale Schädigung und 

Neurodegeneration anzuzeigen. In der Literatur sind Studien über NfH und NfL 

beschrieben, die vermuten lassen, dass NfH eher den axonalen Schaden beziehungsweise 

die fortschreitende Behinderung und NfL die akute axonale Schädigung widergeben (Kuhle  

et al. 2013; Harris et al. 2017). Außerdem treten NfL regional unterschiedlich häufig auf und 

werden vor allem in dickkalibrigen myelinisierten Axonen tieferer Hirnschichten und des 

Rückenmarks exprimiert. Dies kann eventuell Aufschluss über die betroffene Region liefern 

(Zetterberg et al. 2013). Ein weiterer Vorteil ist, dass NfL mengenmäßig die am häufigsten 

vorkommenden Nf sind und bei Korrelationen mit gesunden Kontrollpatienten stets höhere 
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Konzentrationen als NfH zeigten (Kuhle et al. 2013). Es existiert eine Vielzahl publizierter 

Studien, die sich mit der Evaluierung der NfL im Serum als Biomarker beschäftigen. Aus 

diesen gehen folgende Erkenntnisse hervor: NfL überwinden die Blut-Hirn-Schranke und 

der NfL-Liquorspiegel korreliert mit jenem im Blutplasma (Kuhle et al. 2016a). Quantitativ 

sind im Blut ungefähr zwei Prozent der Nf Konzentration des Liquors (CSF) nachweisbar 

(Zetterberg und Svenningsson 2019). Zudem konnte in Studien gezeigt werden, dass die 

NfL-Konzentration mit dem Ausmaß der axonalen Schädigung, gemessen im Serum mittels 

Elektrochemilumineszenz, korreliert (Kuhle et al. 2016b). Weiterhin konnten keine 

geschlechterspezifischen Unterschiede der NfL-Konzentrationen festgestellt werden; mit 

zunehmender Alterung findet sich ein physiologischer Anstieg der NfL-Konzentration  

(Disanto et al. 2017; Kuhle et al. 2019).  

Die aktuelle Studienlage zeigt zudem, dass sowohl im Serum, als auch im Liquor gemessene 

NfL-Konzentrationen positiv mit gadoliniumanreichernden Läsionen in der MRT sind. Es 

wurde beschrieben, dass sowohl die gadolinumanreichernden Läsionen an Volumen, als 

auch die Konzentration der sNfL-Werte nach klinischen Schüben zunehmen und bei Gabe 

von krankheitsmodulierenden Medikamenten abnehmen (Arrambide 2016; Kuhle et al. 

2016b; Barro et al. 2018; Siller et al. 2019).  

Neselius untersuchte das pathophysiologische Verhalten der NfL-Konzentrationen im CSF 

eines Amateurboxers nach Knock-out durch Kieferschlag, der jedoch keine klinische 

Zeichen einer Gehirnerschütterung aufwies. Sie konnte zeigen, dass die Konzentration zwei 

Wochen nach Ereignis am höchsten war, jedoch war dies die erste dokumentierte Messung 

in dieser Studie. Nach einer initialen Phase eines starken Abfalls der NfL-Konzentration 

folgte ein verlangsamter Abfall. Nach ungefähr 36 Wochen erreichte der Boxer eine NfL-

Konzentration, die vergleichbar mit den Werten gesunder Kontrollpatienten war (Neselius 

et al. 2014). 

In einer weiteren Studie mit wenigen Probanden wurde gezeigt, dass bereits kleinere 

Verletzungen der Hirnsubstanz zu einem Anstieg der NfL-Werte führen. In der Studie 

handelte es sich um die Einbringung eines intrathekalen Katheters mit einem Durchmesser 

von 14 mm zur Medikamentenapplikation. Bei dieser „kleinen“ Verletzung wurden nach 

drei Monaten noch signifikant erhöhte NfL-Konzentrationen gemessen, die sich nach sechs 

Monaten normalisiert hatten (Bergman et al. 2016). 
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1.9 Nachweismethoden der axonalen Schädigung 

1.9.1 Akute axonale Schädigung (Färbung mit anti-Amyloid Precursor Protein-Ak) 

               
Abbildung 4 Die akute axonale Schädigung  
a) in einer frühaktiven Läsion, axonale Sphäroide sind exemplarisch mit Pfeilen markiert; APP, 40x, Fall 167 
b) keine abgrenzbare akute axonale Schädigung in der NAWM; APP, 40x, Fall 167 

Bei dem Amyloid Precursor Protein (APP) handelt es sich um ein Membran-Glykoprotein, 

welches dem anterograden axonalen Transport in Neuronen unterliegt und nach 

Transsektion eines Axons in dessen proximalen Ende akkumuliert (Kuhlmann 2002). Sie 

treten etwa zwei bis drei Stunden nach Axondissektion auf (Zetterberg et al. 2013). Im 

gefärbten Gewebeschnitt zeigen sich die APP-positiven Sphäroide vor allem in den 

Läsionen, teils betont im Bereich des Läsionsrandes. Sie stellen sich entweder rundlich oder 

strangförmig entlang des Axons dar und dienen als Korrelat für die akute axonale 

Schädigung (Ferguson 1997). 

Außer in den Läsionen kann diese Färbung auch in der PPWM oder NAWM axonale Schäden 

zeigen, typischerweise jedoch in deutlich geringerer Menge (Kornek et al. 2000). 

a) b) 
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1.9.2 Reduktion der axonalen Dichte (Versilberung nach Bielschowsky) 

      

Abbildung 5 Die axonale Dichte  
a) axonale Dichte in einer frühaktiven Läsion, Bielschowsky, 40x, Fall 167 b) axonale Dichte in der normal 
erscheinenden weißen Substanz, Bielschowsky, 40x, Fall 167 

Die Versilberung nach Bielschowsky, benannt nach Max Bielschowsky (Bielschowsky 1903), 

färbt Neurofibrillen in Axonen braun-schwarz und dient der Erfassung der absoluten Dichte 

der Axone in einem Gewebsschnitt. Es kann eine relative Dichte in Vergleich mit der NAWM 

abgeschätzt werden. Auch in der Versilberung nach Bielschowky können sich axonale 

Sphäroide darstellen. 

1.9.3  Reduktion der axonalen Dichte (Neurofilament Leichtketten-Färbung) 

Mit der NEFL-Färbung lassen sich immunhistochemisch Neurofilament Leichtketten (anti-

NEFL) anfärben. Es kommen wie bei der Versilberung nach Bielschowsky die Axone zur 

Darstellung. 

1.10 Die SiMoA-Technologie 

Mittels der SiMoA (Single Molecule Array) -Technik können Analyte in Konzentrationen im 

subfemtomolaren Bereich quantifiziert werden. Damit werden Sensitivitäten erreicht, die 

mit anderen Techniken wie dem konventionellen oder auf Elektrochemilumineszenz-

basierenden Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA oder ECL) nicht erreicht werden 

können. Darüber hinaus wurde beschrieben, dass mehr als die Hälfte der mittels ELISA und 

ECL durchgeführten Vergleichsmessungen für sNfL unterhalb des Messbereiches lagen 

(Serum 54,5%, Liquor 60,6% der durchgeführten Messungen) und im direkten Vergleich 

somit nur Ergebnisse der SiMoA auswertbar waren (Kuhle et al. 2016a). 

a) b) 
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1.11 Ziel und Methodik der Doktorarbeit 

Die MS ist eine sehr heterogene Erkrankung, die sich auf mannigfaltige Arten zeigen kann, 

sehr unterschiedlich im Hinblick auf die Krankheitsaktivität und -schwere verläuft und 

deshalb eine jeweils individuell angepasste Behandlung benötigt. Die 

Therapiemöglichkeiten für MS-erkrankte Menschen steigen stetig. Ein optimales 

Behandlungskonzept berücksichtigt die pathologischen Mechanismen, individuellen 

Gesundheitsrisiken und die Prognose eines Patienten. Daraus ergibt sich der dringende 

Bedarf eines Biomarkers, der im klinischen Alltag routinemäßig verwendet werden kann 

und die pathologischen Vorgänge bei dem einzelnen Patienten verlässlich widerspiegelt. 

Ein geeigneter Biomarker zeichnet sich dadurch aus, dass mit seiner Hilfe Schubereignisse 

möglichst früh erkannt, subklinische Krankheitsaktivitäten detektiert und das Ansprechen 

und die Wirksamkeit von Medikamenten im Verlauf minimal invasiv und in Echtzeit 

überwacht werden können. Darüber hinaus kann ein zuverlässiger Biomarker dabei helfen 

den Krankheitsfortschritt und die Zunahme des Grades der Behinderung, durch eine frühe 

Beurteilung von Veränderungen, zu reduzieren.  

Derzeit laufen zahlreiche Studien über NfL, mit der Zielsetzung seine Rolle als Biomarker zu 

evaluieren.  

Ein Baustein hierbei ist zu verstehen, inwieweit die Neurofilament Leichtketten im Serum 

die axonale Schädigung im ZNS widerspiegeln und damit die ZNS-Pathologie abbilden.  

Zielsetzung dieser Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die im Serum gemessenen 

Konzentrationen der NfL mit histologischen Parametern der Axonschädigung korrelieren. 

Zum einen wurde hierbei die akute axonale Schädigung ermittelt, zum anderen die axonale 

Dichte untersucht.  

Da die NfL-Konzentration von weiteren Faktoren wie beispielhaft dem Alter abhängig ist, 

wurden die Ergebnisse zudem mit epidemiologischen Daten korreliert. Auch die Relevanz 

für die klinische Behinderung der Patienten wurde analysiert. 

Konkret wurden die Biopsien hinsichtlich ihrer Entmarkungsaktivität klassifiziert (sog. 

Staging), die akute axonale Schädigung anschließend in den verschiedenen 

Läsionsaktivitäten untersucht sowie die axonalen Reduktion in den verschiedenen 

Läsionsaktivitäten ermittelt. Die Konzentration der Neurofilament Leichtketten im Serum 
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der histologisch untersuchten Patienten wurde gemessen und die patientenbezogenen 

klinischen Daten ausgewertet (unter anderem Alter, Geschlecht, erfolgte Therapien, EDSS-

Score). Letztendlich wurde eine multiple lineare Regressionsanalyse durchgeführt, um den 

Einfluss der histologisch nachgewiesenen axonalen Schädigung und weiterer klinischer 

Parameter auf die sNfL-Konzentrationen zu untersuchen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Studienkohorte und Einschlusskriterien 

Die vorliegende Studie basiert auf einer Kohorte mit 106 Patienten, bei denen histologisch 

eine MS diagnostiziert wurde. In dieser Studie sind Patienten mit allen Krankheitsverläufen 

einer MS vertreten (vgl. Lublin et al. 2014). Einschlusskriterien waren das Vorhandensein 

einer Hirnbiopsie (Bx) sowie Blutproben (im weiteren als Blutennahme, BE) zu einem bzw. 

zwei Zeitpunkten. Die humanen Biopsien wurden in verschiedenen neurochirurgischen 

Zentren zwischen 1991 und 2016 deutschlandweit gewonnen und zur Erst- oder 

Zweitbeurteilung in die Neuropathologie Göttingen gesendet. Sofern diese zur 

Erstbeurteilung gewonnen wurden, wurden diese nach der neuropathologischen 

Standardmethode in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die Indikation zur 

Biopsieentnahme wurde nach atypischer Präsentation zum Ausschluss weiterer 

Differentialdiagnosen wie beispielsweise Tumorgeschehen gestellt. Die Blutproben wurden 

bei den Verlaufsuntersuchungen gewonnen. Diese wurden bei           – 80 °C nach unserem 

Standardprotokoll eingefroren und aufbewahrt. Die Messung der sNfL-Konzentrationen 

erfolgte mittels SiMoA (Tuck et al. 2009). Die Blutproben der Kontrollkohorte stammen von 

jeweils fünf gesunden Frauen und Männern zwischen 34 und 60 Jahren (Median 50,5 

Jahre).  Alle Patienten haben zu dieser Studie schriftlich eingewilligt und das 

Studienprotokoll liegt dem lokalen Ethikkomitee vor.  

2.2  Histologische Nachweismethoden 

Die Morphologie und Entmarkung wurden mit Hilfe der Standardfärbungen Hämatoxylin-

Eosin (HE) und Luxol-Fast-Blue-Period-Schiffsäure (LFB-Pas) beurteilt (Brück und 

Stadelmann 2003). Eine genauere Betrachtung der Entmarkung einer Hirnläsion erfolgte in 

den immunhistochemischen Färbungen MAG, MOG, CNP, MBP und PLP. Diese Färbungen 

werden bei entzündlich-entmarkenden Läsionen routinemäßig im histologischen Labor der 

Neuropathologie Göttingen gefärbt. Für die immunhistochemischen Färbungen wurden 

folgende Primärantikörper verwendet: anti-Myelin-assoziiertes Glykoprotein (anti-MAG, 

Maus, mAK, MCA839G/plpc1, Bioyol/ Serotec), anti-Myelin-Oligodendrozyten-

Glykoprotein (anti-MOG, Kaninchen, mAK, Ab109746/EP4281, Abcam), anti-2´,3´-zyklische 
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Nukleotid-3´-Phosphodiesterase (anti-CNPase, Maus, mAK, SMI19R/CNP, Sternberger 

Monoclonals/ Covance), anti-Myelin-Basisches Protein (anti-MBP, Kaninchen, pAK, A0623, 

Dako), anti-Proteolipid Protein (anti-PLP, Maus, mAK, MCA839G/plpc1, Bioyol/ Serotec), 

anti-zytosolisches-Myeloid-Related-Protein 14 (anti-MRP14, Maus, pAK, Acris, BM40263, 

AEC), anti-KiM1P (Maus, pAK, Kiel, nicht kommerzieller AK). Die immunhistochemischen 

Färbungen wurden mit der Biotin-Avidin-Methode durchgeführt.   

In dieser Studie wurde ein besonderes Augenmerk auf die akute axonale Schädigung bzw. 

den axonalen Verlust gelegt. Die akute axonale Schädigung konnte mittels der anti-APP-

Färbung und der axonale Verlust anhand der Bielschwosky-Versilberung und der 

Neurofilamentfärbung ausgewertet werden. Die genaue Darstellung der Axonfärbungen 

folgt weiter unten. 

2.2.1 Staging 

Die Aktivität der Demyelinisierung wurde nach Vorhandensein der Myelinabbauprodukte 

in den Makrophagen klassifiziert. Die Färbungen MAG, MOG und CNP färben kleine, die 

Färbungen PLP und MBP große Myelinproteine an. So finden sich in EA-Läsionen 

Abbauprodukte von sowohl kleinen als auch großen Myelinproteinen in den 

Gewebsmakrophagen. In LA-Läsionen sind nur noch Abbauprodukte großer Myelinprotein 

nachweisbar. In IA-Läsionen sind keine Makrophagen mit immunhistochemisch 

nachweisbaren Myelinproteinen mehr sichtbar. Teilweise kann eine Remyelinisierung, 

welche sich durch zarte und ungerichtet verlaufende Myelinscheiden auszeichnet, 

nachgewiesen werden. Das Gewebe, welches unmittelbar um einen Läsionsherd, d.h. laut 

unserer Definition zwei Gesichtsfelder (Gitter) des morphometrischen Zählgitters bei einer 

40x Vergrößerung liegt, wird PPWM bezeichnet und übriges nicht-entmarktes Gewebe als 

NAWM. 

2.2.2 Mapping 

Um eine reproduzierbare Auswertung zu gewährleisten, wurde zu jedem Hirnschnitt eine 

Karte in Form einer Skizze oder Kopie des Präparats angelegt und die entsprechenden 

Entmarkungsaktivitäten eingetragen. So konnten entsprechende Gewebeareale auch auf 

den Folgeschnitten stets eindeutig wieder identifiziert und einheitlich ausgewertet werden. 
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2.2.3 Vorbereitung des Gewebes und Entparaffinierung 

Im ersten Schritt wurden die Paraffinblöcke mit einem Schlittenmikrotom in 1 µm dicke 

Paraffinschnitte geschnitten und auf Objektträger aufgebracht. Anschließend erfolgte die 

Trocknung über Nacht in einem Wärmeschrank bei 37°C. Um das Paraffin abzutropfen 

wurden die Schnitte nochmals 30 Minuten bei 45 °C in den Wärmeschrank gegeben. 

Für die Entparaffinierung wurden die Schnitte zunächst viermal zehn Minuten in Xylol 

getaucht und danach in einer absteigenden Alkoholreihe (Isoxylol, zweimal Isopropanol 

100%, 90%, 70%, 50%) für je fünf Minuten rehydriert und in Aqua bidestillata fünf Minuten 

gewaschen.  

2.2.4 Bielschowsky-Silberimprägnation 

Im ersten Schritt wurden die entparaffinierten Schnitte 20 Minuten in einer 20%igen 

Silbernitrat-Lösung bei Raumtemperatur gebadet. Die Präparate wurden kurz in einer 

Küvette mit Aqua bidestillata gewaschen und danach in eine Lösung aus 20%iger 

Silbernitrat-Lösung mit 32%igem Ammoniak für 15 Minuten im Dunklen inkubiert. 

Anschließend wurde das Präparat kurz in einer Wasser-Ammoniak-Lösung geschwenkt und 

danach mit einer Lösung aus 20%iger Silbernitrat-Lösung, 32%igem Ammoniak und 

Entwickler schnell übergossen. Folgend wurden die Schnitte sofort in Aqua destillata 

gegeben, bis die sie tabakbraun wurden. Im letzten Schritt wurden die Schnitte für zwei 

Minuten in 2%ige Natriumthiosulfat-Lösung gegeben und darauffolgend mit 

Leitungswasser kurz abgespült. Es erfolgte die Weiterbehandlung in der aufsteigenden 

Alkoholreihe bis zu 100%igem Isopropanol (Isopropanol/Xylol kurz im Verhältnis 1:1, 

danach Xylol drei Mal für jeweils drei Minuten). Die Eindeckung erfolgte in DePeX. 

2.2.5 Immunhistochemische Färbung des Amyloid Precursor Proteins (APP) 

Die Vorbehandlung der entparaffinierten Schnitte erfolgte in der Mikrowelle mit 

Citratpuffer (10mM bei pH 6). Dazu wurden die Schnitte fünfmal jeweils drei Minuten in 

Plastikküvetten ohne Deckel gekocht, vor jedem Zyklus wurde Citratpuffer wieder 

aufgefüllt. Nach vorsichtigem Spülen mit Aqua destillata wurden die Präparate in einer 

Küvette mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) eingestellt. Zunächst wurde die 

endogene Peroxidase geblockt, mittels einer Lösung aus 3% H2O2 in PBS (45 ml PBS und 5 

ml 30 % H2O2), anschließend erfolgte die dreimalige Spülung mit PBS. Die Präparate wurden 
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in das Coverplate-System eingebracht und erneut mit PBS gespült. Die Dichtigkeitsprüfung 

erfolgte über fünf Minuten. Im nächsten Schritt wurden unspezifische Proteine blockiert, 

indem die Präparate für zehn Minuten in 10% FCS/PBS (Fetal Calf Serum in Phosphat 

Buffered Base) gelegt wurden (120 μl), hiernach wurde nicht gespült. Der APP-Maus-

Antikörper (120 μl, 1:2000, Clone 22C11, mAK, Millipore, MAB348, DAB) wurde 

eingebracht, dies erforderte die Inkubation über Nacht im Kühlschrank bei 4°C. Im 

Anschluss wurde erneut mit PBS gespült. Nun erfolgte die Aufbringung des 

Sekundärantikörpers (biotinylierter Anti-Maus-Antikörper, Amersham, 1:200, 

Vorverdünnung 1:2 wurde auf 1:100 mit 10% FCS/PBS verdünnt). Dieser Vorgang benötigte 

eine Inkubationszeit von 45 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde erneut mit 

PBS gespült. Nun wurde die Avidin-Peroxidase (POX, Sigma, 1:1000) eingebracht und 45 

Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Auch nach diesem Schritt wurde mit PBS 

gespült. Anschließend wurden je Küvette 50 ml PBS mit 1 ml DAB-Stammlösung zugesetzt 

und unter Sicht entwickelt. Danach wurden die Schnitte gründlich mit Aqua destillata 

gespült und die Objektträger in die Schaukel gelegt, wo sie 10 – 30 Sekunden mit Hämalaun 

behandelt und nochmals mit Aqua destillata abgespült wurden. Danach wurden die 

Präparate in HCL-Alkohol gedippt und fünf bis sieben Minuten unter fließendem 

Leitungswasser gebläut. Zum Schluss erfolgte wie oben beschrieben die aufsteigende 

Alkoholreihe (A. dest. zu Xylol) und Eindecken in DePeX. 

2.2.6 Immunhistochemische Färbung der Neurofilament Leichtketten 

Wie oben beschrieben wurden die Präparate entparaffiniert, rehydriert und mit Aqua 

destillata gespült. Die Vorbehandlung der Schnitte erfolgte in der Mikrowelle mit 

Citratpuffer (10mM bei pH 6). Dazu wurden die Schnitte fünfmal jeweils drei Minuten in 

Plastikküvetten ohne Deckel gekocht. Die endogene Peroxidase wurde mit Hilfe einer 

Lösung aus 3% H2O2 in PBS (45 ml PBS und 5 ml 30 % H2O2) für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur geblockt. Im Anschluss wurden die Objektträger in Feuchtkammern 

gelegt und mit Aqua bidest. und PBS gewaschen. Der Neurofilament-Leichtketten-

Antikörper (ThermoFisher #13-0400, Mausantikörper, Clone DA2) in einer Lösung aus BSA-

PBS im Verhältnis 1:100 wurde auf die Schnitte aufgebracht und das Gewebe im 

Kühlschrank bei 4° über Nacht in der Feuchtkammer im Kühlschrank inkubiert. Am 

nächsten Tag wurden die Objektträger mit PBS gewaschen. Die Färbung wurde mit dem 
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Envision-System (Dako, K4063) durchgeführt. D.h. ein Sekundärantikörper gekoppelt an ein 

Dextran-Polymer mit zahlreichen HRP-Molekülen (Meerrettichperoxidase) wurde für eine 

Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer aufgebracht. Für den sich 

anschließenden Färbeschritt wurde die DAB-Stammlösung verwendet. Die Präparate 

wurden mit EnVision 1:100 entwickelt. Zum Schluss folgte wie oben beschrieben die 

aufsteigende Alkoholreihe (A. dest. zu Xylol) und das Eindecken in DePeX. 

2.2.7 Auswertungen 

2.2.7.1 Akute axonale Schädigung (APP) 

Die Auswertung der APP-positiven Sphäroide erfolge an einem Olympus BX40-

Lichtmikroskop unter 1000x-Vergrößerung (10x Okular, 100x Objektiv), unter Zugabe von 

Immersionsöl auf den Objektträger. Es wurden mindestens drei und maximal 20 

Gesichtsfelder unter Zuhilfenahme eines Zählgitters ausgewertet. Die auszuzählende 

Fläche hatte eine Größe von 10 000 μm². Abschließend wurden die gezählten APP-positiven 

Sphäroide mit dem Faktor 100 multipliziert, um auf die Anzahl APP-positiver Sphäroide pro 

mm² umzurechnen. Läsionen mit weniger als drei auszählbaren Gesichtsfeldern wurden 

von der Wertung ausgeschlossen. 

2.2.7.2 Axonale Dichte (Bielschowsky Versilberung, NEFL) 

Die quantitative Auswertung der axonalen Dichte erfolgte bei o.g. Mikroskop unter 400x-

Vergrößerung (10x Okular, 40x Objektiv) unter Zuhilfenahme des morphometrischen 

Zählgitters von Zeiss nach Henry Rousseau. Hierzu wurden ebenfalls mindestens drei und 

maximal 20 Gesichtsfelder mit einer Größe von je 95 000 μm2 ausgezählt. Dabei wurde die 

Anzahl der Axone bestimmt, die 25 mögliche Gitterkreuzungspunkten schnitten. Für jede 

Läsion wurde der Median der Kreuzungspunkte ermittelt. Biopsien, deren Größe für 

weniger als drei Gesichtsfelder ausreichte, wurden von der histologischen Zählung 

ausgeschlossen. 

 

Die zusätzliche Auswertung der NEFL-gefärbten Schnitte erfolgte auf der Grundlage von 17 

Gewebeschnitten. Durch technische Schwierigkeiten konnten keine aussagekräftigen 

NEFL-Färbungen gewonnen werden. Generell konnte kein signifikanter Vorteil gegenüber 

der Bielschwosky-Versilberung festgestellt werden. Allgemein war die Differenzierung 
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zwischen Neurofibrillen und anderen Hirnbestandteilen in dieser Färbung schwer möglich. 

Für Berechnungen in inaktiven Läsionsarealen standen zu wenige Daten zur Verfügung. 

2.3 Messung der Neurofilament Leichtketten mittels SiMoA 

Die Messung der NfL im Serum (sNfL) erfolgte bei dieser Studie mit einem Pipettierroboter, 

dem Quanterix SIMOA HD-1 Analyzer. Bei der SiMoA-Technik handelt es sich um einen 

sogenannten Bead-basierten Ansatz, d.h. die Festphase stellen in diesem Fall magnetische 

Kügelchen dar, an die die spezifischen Fängerantikörper gekoppelt sind. Die Beads haben 

einen Durchmesser von ~2,7 µm und sind mit etwa 250.000 Antikörpern/ Bead beschichtet. 

Zur Analyse werden die Proben mit den zu messenden Neurofilamenten und die Beads 

zusammengeführt und in spezielle Discs überführt. Die Discs enthalten 24 Arrays mit je 

etwa 250.000 Kavitäten mit einem Volumen von 40 – 50 fl. Das Volumen ist so bemessen, 

dass nur ein Bead mit anhängenden Immunkomplex aufgenommen werden kann. Dies 

erlaubt die Detektion einzelner Nf-Moleküle.  

Vor Versuchsbeginn wurden die Proben sowie das Kit (Quanterix, NfL-Kit beta (260), 

Katalognummer 102350) für eine Stunde auf Raumtemperatur gebracht. Serumproben 

wurden gevortexed und anschließend für fünf Minuten bei 10000 g zentrifugiert, um 

partikuläres Material zu präzipitieren. Die Beads (s.u.) wurden durch Zugabe von 1ml 

Discovery Bead Diluent gewaschen, gevortexed und an einem Magneten präzipitiert. Das 

Lösungsmittel wurde entfernt, die Beads in 1ml Discovery Bead Diluent erneut 

resuspendiert und mit weiteren 4ml Discovery Bead Diluent verdünnt. Die Kalibrator-

Stammlösung wurde auf eine Konzentration von 5000 pg/ml NfL mit Calibrator Diluent 

eingestellt und davon ausgehend eine Verdünnungsreihe mit 500 pg/ml als höchster 

Konzentration angesetzt. Bevor das Experiment gestartet wurde, wurden 340 µl 

Kalibratorverdünnungen sowie 106 µl jeder Probe in eine 96-well-Mikrotiterplatte 

überführt und mit einer Plastikfolie verschlossen. Die Verdünnung der Proben erfolgte 

während des Experimentes durch den Pipettierroboter (s.u.) im Verhältnis 1:4 mit Sample 

Diluent.   

Um das Experiment zu starten, wurden die Barcodes sämtlicher benötigter Reagenzien 

(Beads, Detector Reagent, SBG Reagent, Sample Diluent und RGP Reagent) gescannt und 

die Reagenzien in die dafür vorgesehenen Positionen innerhalb des Pipettierroboters 
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gestellt. Dabei war es wichtig, dass die Beads nochmals für 30 Sekunden gevortexed 

wurden, um evtl. gebildete Aggregate aufzubrechen. Die Beads wurden während der 

gesamten Versuchsdauer geschüttelt, damit sie in Lösung blieben und sich nicht absetzten.  

Serumproben wurden mit den Beads inkubiert, wobei in unserem Fall NfL-Proteine von den 

Fängerantikörpern gebunden wurden. Nach einem Waschschritt wurden die Komplexe aus 

Bead und Antigen mit einem biotinylierten Detektionsantikörper inkubiert, der ebenfalls 

an NfL band. Die Komplexe wurden erneut gewaschen, worauf die Zugabe von Streptavidin-

β-galactosidase (SBG) erfolgte.  

                        

                                                                      Abbildung 6 Funktionsprinzip eines SiMoA 

                                                                            mAK – monoklonaler Antikörper 

Der gebildete Immunkomplex wurde wieder gewaschen und in Resofurin-ß-D-

galactopyranosid (RGP) resuspendiert. Die Suspension wurde auf spezielle SiMoA Discs 

überführt. Die Beads sanken gravimetrisch in die Kavitäten ein und werden mit einem 

Mineralöl verschlossen, um ein Verdunsten des Mediums zu verhindern. Innerhalb von 30 

Sekunden wurde RGP durch SBG hydrolysiert, wodurch ein Lichtsignal erzeugt wurde, 

welches von einer CCD Kamera detektiert wurde. Die NfL Konzentration in einer Probe 

wurde durch Interpolation des Lichtsignals gegen die Kalibrationskurve bestimmt.  
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2.4 Klinische Parameter 

Die Erhebung der klinischen Daten erfolgte sowohl zum Biopsiezeitpunkt, nach einem Jahr 

als auch beim letzten Follow-up. Die Daten wurden retrospektiv aus den 

Patientenunterlagen ermittelt oder bei sog. Study visits durch einen Neurologen erfasst. Im 

Rahmen von Studien zur Untersuchung biopsierter Patienten mit einer MS wurden die 

Patientenunterlagen in der Neuropathologie systematisch erfasst. 

Erhobene Parameter waren: der Zeitraum zwischen den ersten Symptomen und der 

Biopsie, der Zeitraum zwischen der Biopsie und der ersten respektive zweiten BE, die 

beobachtete Krankheitsdauer, stattgehabte Schübe sechs Monate vor der Blutentnahme, 

eine folgende Schubtherapie (hochdosierte Steroide, Plasmapherese oder 

Immunadsorption) im Zeitraum sechs Wochen vor BE, sowie eine Therapie mit 

Immunmodulatoren/Immunsuppressiva (Interferon beta 1a, Interferon beta 1b, 

Glatirameracetat, Fingolimod, Natalizumab, Dimethylfumarat, Azathioprin, Rituximab, 

Mitoxantron und Cyclophosphamid), oder allgemein Steroiden (sowohl niedrig als auch 

hoch dosiert) sechs Wochen vor der BE. Für die Ermittlung des EDSS-Scores wurde ein 

abweichender Untersuchungszeitraum von jeweils drei Monaten zugelassen (gewertet 

wurden alle EDSS-Scores zwischen neun und 15 Monaten für die Ermittlung des EDSS-

Scores nach einem Jahr). 

2.5 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung erfolgte durch Berechnungen mit dem Mann-Whitney-U-Test 

mit anschließender Bonferroni-Testung und einfacher linearer Regression unter 

Zuhilfenahme von Graphpad Prism 6, sowie multiplen linearen Regressionen in SSPS 

Statistics 25 für Windows. Die sNfL-Werte wurden mit dem Shapiro Wilk Test auf 

Normalverteilung überprüft. Zur Darstellung der sNfL-Werte im Verlauf wurde der 

Wilcoxon-Test angewendet. Für die Berechnung der Multiplen Linearen Regressionen 

wurden die sNfL-Werte logarithmisch transformiert. Die schriftliche Ausarbeitung erfolgte 

mit Microsoft Word, Excel und PowerPoint.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Epidemiologische und klinische Daten 

In dieser Arbeit wurden insgesamt 106 Patienten hinsichtlich ihrer NfL-Werte im Serum und 

der axonalen Schädigung in der Histologie untersucht. Die epidemiologischen und 

klinischen Patientendaten sind in der nachfolgenden Tabelle 1 aufgeführt. Dabei beziehen 

sich das Ereignis Schub auf den Zeitraum sechs Monate und die Parameter 

Medikamenteneinnahme (Immunmodulatoren, Steroide allgemein, Schubtherapie) auf 

den Zeitraum sechs Wochen vor der ersten bzw. zweiten BE. Tabelle 2 listet die 

Krankheitsverläufe zum Zeitpunkt der Bx und beim letzten Follow-up auf. In denen sich 

anschließenden Berechnungen wurden vornehmlich die sNfL-Werte der ersten BE 

einbezogen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse  24 

Tabelle 1 Deskriptive Statistik der demographischen und klinischen Variablen der Patienten zum Zeitpunkt 
der Bx, der ersten und zweiten Blutentnahme 

 MS-Patienten 

 Operationszeitpunkt 

(n = 106) 

Erste BE 

(n = 106) 

Zweite BE  

(n = 26) 

Alter in Jahren, Mittelwert 

(Min – Max) 

39,77 (9,46 – 85,73) 41,20 (11,21 – 86,67) 42,37 (15,45 – 65,23) 

Geschlecht, m:w (%)                               47 : 59 (44 : 56)  17 : 9 (65 : 35) 

Zeitintervall Bx – BE, Monate, 

Median (Min – Max) 

-  9,57 (-0,1 – 198,03) 20,83 (7,37 – 33,17) 

Zeitintervall zwischen den 

ersten Symptomen und der 

Bx, Tage, Median (Min – Max) 

34 (3 – 11 778) 

Krankheitsdauer (Bx – letztes 

Follow-up), Jahre, Median 

(Min – Max) 

2,48 (0,02 – 17,47) 

EDSS-Score, Median 4 3 3 

Steroide sechs Wochen vor 

BE, ja : nein 

- 9 : 96 

Keine Angabe: 1 

1 : 25 

Immunmodulatoren sechs 

Wochen vor BE, ja : nein 

- 30 : 73 

Keine Angabe: 3 

10 : 16 

 

Schubtherapie sechs Wochen 

vor BE, ja : nein 

- 5 : 100 

Keine Angabe: 1 

1 : 25 

Schub sechs Monate vor BE, 

ja : nein 

 22 :  81 

Keine Angabe: 3 

1 : 19 

Keine Angabe: 6 

Bx = Biopsie, BE = Blutentnahme, m = männlich, w = weiblich, EDSS = Expanded Disability Status Scale 
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Tabelle 2 Krankheitsverlauf der Patienten zum Zeitpunkt der Bx/ nach Indexattacke, die zur Biopsie führte 
und beim letzten Follow-up 

 MS-Patienten  

 Zum Zeitpunkt der Bx (n = 106) Beim letzten Follow-up (n = 106) 

Krankheitsverlauf  

 

 

 

 

 

M: 76 

RR: 27 

PR: 1 

Unklar: 2 

M: 44 

RR: 46 

PR: 1 

sP: 8 

Unklar: 7 

M: monophasisch; RR: schubförmig (relapsing-remitting); PR: progredient 

relapsierend; sP: sekundär progredient 

3.2 Histologie 

Alle Bx erfüllten die histopathologischen Diagnosekriterien einer entzündlich 

demyelinisierenden Erkrankung und zeigten somit die typischen histopathologischen 

Charakteristika einer MS. Folgend wurde die axonale Schädigung in den MS-Bx untersucht. 

3.2.1 Akute axonale Schädigung in der anti-APP-Färbung 

Die akute axonale Schädigung wurde mittels Anfärbung APP-positiver Sphäroide 

untersucht (Abb. 7). Ein Beispiel dieser Färbung ist in den Abbildungen 4a und b 

wiedergegeben. Die höchste Anzahl an APP-positiven Sphäroiden fand sich in EA-Läsionen 

(Median 130 Sphäroide/mm²). Es zeigten sich signifikant mehr akut geschädigte Axone in 

allen Läsionsarealen und der PPWM (Mediane: EA 130/mm2; LA 65/mm²; IA 25/mm²; 

PPWM 30/mm²) gegenüber der per definitionem NAWM, in der sich jedoch ebenfalls 

einzelne APP-positive Sphäroide zeigten (Median 5/mm2). Bei den Untersuchungen fanden 

sich lediglich zwischen der Anzahl der APP-positiven Sphäroide in den IA- und PPWM-

Läsionen keine signifikanten Unterschiede (p = 0,59). Die übrigen Werte der akuten 

axonalen Schädigung unterschieden sich signifikant untereinander respektive von der 

NAWM. Signifikanzwerte in Abbildung 7. 
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Abbildung 7: Die Anzahl APP-positiver Sphäroide in verschiedenen Läsionsaktivitäten sowie der NAWM. 

Dargestellt sind der Median sowie die 25. und 75. Perzentile. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den IA-Läsionen und der PPWM (p = 0,59). Weitere Signifikanzwerte: EA, LA: p < 0,01; EA, IA: p < 
0,0001; EA, PPWM: p < 0,0001; EA, NAWM: p < 0,0001; LA, IA: p < 0,01; LA, PPWM: p < 0,01; LA, NAWM: p < 
0,0001; IA, PPWM: p = 0,59; IA, NAWM: p < 0,001; PPWM, NAWM: p < 0,0001 

3.2.2 Axonale Dichte in der Bielschowsky-Versilberung  

Anschließend wurde die axonale Dichte mittels der Bielschowsky-Versilberung untersucht 

(Beispielbild einer Färbung in Abbildung 5a und b, Grafik in Abbildung 8). Es wurden die 

gleichen Areale wie bei der anti-APP-Färbung ausgewertet. In der Versilberung nach 

Bielschowsky zeigte sich eine deutlich reduzierte Anzahl von Axonen in den Läsionsarealen 

im Vergleich zur NAWM. Hierbei zeigte sich die geringste axonale Dichte in inaktiven 

Läsionen (Median 5,28 Axone/25 Kreuzungspunkte). Eine vergleichbare axonale Dichte ließ 

sich in frühaktiven und spätaktiven Läsionen nachweisen (Mediane EA 6,2 Axone/25 

Kreuzungspunkte und LA 5,85 Axone/25 Kreuzungspunkte). In der PPWM zeigte sich 

ebenfalls eine niedrigere axonale Dichte als in der NAWM (Mediane PPWM 8 Axone/25 

Kreuzungspunkte und NAWM 9,05 Axone/25 Kreuzungspunkte). Es bestand kein 

signifikanter Unterschied zwischen der axonalen Dichte in früh- bzw. spätaktiven Läsionen 

(p = 0,59). Signifikanzwerte siehe Abbildung 8. 
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Abbildung 8: Die axonale Dichte in den verschiedenen Läsionsaktivitäten sowie der NAWM in der 
Bielschowsky-Versilberung.  

Dargestellt sind der Median, sowie die 25. und 75. Perzentile. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede 
zwischen der axonalen Dichte der früh- bzw. spätaktiven Läsionen (p= 0,58). Weitere Signifikanzwerte: EA, 
IA: p < 0,01; EA, PPWM: p < 0,0001; EA, NAWM: p < 0,0001; LA, IA: p < 0,0001; LA, PPWM: p < 0,0001; LA, 
NAWM: p < 0,0001; IA, PPWM: p < 0,0001; IA, NAWM: p < 0,0001; PPWM, NAWM: p = 0,01 

3.2.3 Axonale Dichte in der NEFL-Färbung  

Da das Ziel dieser Arbeit die Korrelation histologischer Parameter mit den sNfL im Serum 

war, untersuchten wir die NfL auch in den histologischen Schnitten (Abbildung 9). Die 

axonale Dichte konnte mittels der NEFL-Färbung jedoch qualitativ nicht hinreichend 

abgebildet werden, so dass eine umfassende Berechnung nicht möglich war. Darüber 

hinaus gab es nur einen erfassten Wert für inaktive Läsionsareale, sodass hierzu keine 

Testung auf Signifikanz möglich war. Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen 

früh- und spätaktiven Läsionen im Vergleich zur NAWM (EA, NAWM: p < 0,001; LA, NAWM 

p < 0,01) und der PPWM zur NAWM (p < 0, 01). Signifikanzwerte in Abbildung 9. 
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Abbildung 9: Die axonale Dichte in verschiedenen Läsionsaktivitäten sowie der NAWM in der NEFL-Färbung. 
Dargestellt sind jeweils der Median und die 25. und 75. Perzentile. Für Korrelationen mit der IA-Läsion 
existierten zu wenige Werte.  Signifikanzwerte: EA, LA: p = 0,79; EA, PPWM: p = 0,06; EA, NAWM: p = 0,01; 
LA, PPWM: p = 0,11; LA, NAWM: p < 0,01; PPWM, NAWM: p < 0,01  

3.2.4 Die axonale Schädigung in Bezug auf das Geschlecht 

Bei der Untersuchung der Unterschiede in Bezug auf das Ausmaß der axonalen Schädigung 

in Abhängigkeit des Geschlechts fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der Menge 

der APP-positiven Sphäroide oder der axonalen Dichte, ausgewertet mittels der 

Bielschowsky-Versilberung und der anti-NEFL-Färbung. Signifikanzwerte im Anhang. 

3.2.5 Axonale Schädigung in Bezug auf das Alter 

Als nächstes wurde ermittelt, ob die axonale Schädigung eine Altersabhängigkeit zeigte. In 

den einfachen linearen Regressionen zeigte sich weder eine Korrelation zwischen den APP-

positiven Sphäroiden und dem Alter, noch der axonalen Dichte (sowohl gezählt in der 

Bielschowsky-Versilberung als auch der anti-NEFL-Färbung). Signifikanzwerte im Anhang. 

3.3 Neurofilament Leichtketten im Serum  

3.3.1 Neurofilament Leichtketten im Serum hirnbiopsierter Patienten  

Von den Patienten mit der histologisch ausgewerteten Axonschädigung standen mir 

Serumproben zur Messung der sNfL zur Verfügung. Die Seren waren zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten nach der Bx entnommen worden. Die erste BE erfolgte im Median nach 9,6 

und die Follow-up BE nach 20,8 Monaten (siehe Tabelle 1). 
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Die sNfL-Werte waren bei der Baseline-BE (1. BE) höher als bei der Follow-up-Untersuchung 

(2. BE) (Mediane: 58,95 pg/ml Baseline; 21,34 pg/ml im Follow-up; Abbildung 10a). Zum 

Zeitpunkt der ersten Blutentnahme war der Median der sNfL-Werte biopsierter MS-

Patienten signifikant höher als bei der zweiten Blutentnahme (p < 0,0001) und der, der 

gesunden Kontrollgruppe (11,03 pg/ml, p < 0,0001). Beim Vergleich der sNfL-Werte des 

Follow-ups und der gesunden Kontrollgruppe haben sich die Werte angenährt, zeigten 

jedoch noch einen signifikanten Unterschied (p < 0,001).  

Bei der Verlaufsbetrachtung der sNfL-Werte zeigte sich, dass bis auf zwei Fälle, bei den 

übrigen Patienten (n = 24) ein Rückgang der sNfL-Werte im zeitlichen Verlauf zu vermerken 

war (Median von 84,96 pg/ml auf 22,29 pg/ml). Siehe Abbildung 10b. 

Diese beiden Fälle wiesen generell eher niedrige sNfL-Werte auf. Gründe für die geringe 

Erhöhung der Werte (von 22,73 pg/ml auf 32,12 pg/ml bzw. von 15,51 pg/ml auf 21,31 

pg/ml) könnten physiologisch geringe Schwankungen der sNfL-Konzentration sein. 

Der Patient mit dem bei Weiten höchsten sNfL-Wert wies eine Konzentration von      

3101,15 pg/ml auf. Dabei handelte es sich um ein 14,45 Jahre altes Kind mit einem 

fulminanten Krankheitsverlauf, bei dem die BE einen Monat nach der stereotaktischen Bx 

stattgefunden hat.  
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Abbildung 10: sNfL-Werte biopsierter MS-Patienten zum Zeitpunkt der ersten (Baseline), zweiten (Follow-up) 
BE und gesunde Kontrollen  
[a)] sowie sNfL-Werte im Verlauf [b)] a) Die gesunde Kontrollgruppe wurde lediglich mit dem Median (blau 
gestrichelte Linie) dargestellt. Die sNfL-Werte bei der ersten BE sind signifikant höher (58,95 pg/ml) als bei 
der zweiten BE (21, 34 pg/ml), oder der gesunden Kontrollgruppe (11,03 pg/ml). Die sNfL-Konzentration der 
zweiten BE ist noch signifikant höher als bei den gesunden Kontrollen. Abgebildet sind der Median, 25. und 
75. Perzentile b) Dargestellt wurden alle Fälle, bei denen zwei BEs zur Verfügung standen. Die beiden sNfL-
Werte eines Patienten sind durch eine Linie miteinander verbunden. Bis auf zwei Ausnahmen mit initial 
bereits geringen Werten fallen die sNfL-Werte im Verlauf (von im Median 84,96 pg/ml auf 22,29 pg/ml). 

Als nächstes überprüfte ich, welche Faktoren einen Einfluss auf die Höhe der sNfL-Werte 

haben. 

3.3.2 Vergleich sNfL-Werte in Bezug auf das Alter 

Die einfache lineare Regression zeigte keine Korrelation (p = 0,8964) zwischen den sNfL-

Werten und dem Alter, wie sie in der Literatur zu finden sind (vergleiche Barro et al. 2018). 

In der multiplen linearen Regression war jedoch ein Einfluss des Alters auf den sNfL-Wert 

zu sehen (vergleiche 3.4.4).  

3.3.3 Vergleich der sNfL-Werte in Bezug auf den zeitlichen Abstand zur Biopsie 

In den einfachen linearen Regressionen zeigte sich eine negative Korrelation zwischen den 

sNfL-Werten der ersten und zweiten BE (n = 132) und dem zeitlichen Abstand zur Bx (p = 

0,01, Abbildung 11). Dies bestätigte sich auch in der multiplen linearen Regression (vgl. 

3.4.4).  
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Abbildung 11: Korrelation zwischen den sNfL-Werten und dem zeitlichen Abstand der ersten und zweiten BE 
zur Bx 
Die sNfL-Werte fallen signifikant im zeitlichen Verlauf (p = 0,01). Zur Übersichtlichkeit wurde eine 
logarithmische Skala für die sNfL-Werte gewählt. 

3.3.4 Vergleich der sNfL-Werte zwischen den Geschlechtern 

Bei der Betrachtung der sNfL-Werte zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den 

männlichen und weiblichen Patienten (p = 0,5287).  

3.3.5 Vergleich der sNfL-Werte bei Schubereignis vor der Blutentnahme 

Im Gruppenvergleich zeigte sich, dass Patienten, die sechs Monate vor der BE einen Schub 

erlitten hatten, signifikant höhere sNfL-Werte aufwiesen, als jene Patienten ohne 

Schubsymptomatik (p < 0,001). Dennoch zeigten einige Patienten auch schubunabhängig 

vergleichsweise hohe sNfL-Werte. 

Diese Beobachtung konnte in der multiplen linearen Regression bestätigt werden (siehe 

3.4.4). Signifikanzwerte im Anhang. 
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Abbildung 12: sNfL-Werte in Abhängigkeit eines Schubereignisses sechs Monate vor erster BE 
Patienten mit Schub vor BE haben signifikant höhere sNfL-Werte als Patienten ohne Schubereignis (p < 0,001). 
Dargestellt sind der Median, 25. und 75. Perzentile. 

3.3.6 Vergleich der sNfL-Werte bei Medikamentengabe vor der Blutentnahme 

Die Medikamentengabe wurde für die Berechnungen in immunmodulatorische Therapien 

bzw. Immunsuppressiva (Interferon beta 1a, Interferon beta 1b, Glatirameracetat, 

Fingolimod, Natalizumab, Dimethylfumarat, Azathioprin, Rituximab, Mitoxantron und 

Cyclophosphamid), Steroide allgemein (sowohl Gabe niedrigdosierter als auch 

hochdosierter Steroide) sowie Schubtherapien (hochdosierte Steroide und Plasmapherese 

oder Immunadsorption) aufgeteilt. In den Gruppenvergleichen zeigten sich keine 

signifikant niedrigeren oder höheren sNfL-Werte bei Patienten, die Immunmodulatoren/ 

Immunsuppressiva vor der BE bekamen und den Patienten ohne solch eine Therapie (p = 

0,3). Jedoch zeigte sich in den einfachen Gruppenvergleichen, dass Patienten mit einer 

Steroideinnahme höhere sNfL-Werte hatten (p = 0,001) als die anderen Patienten. Diese 

Ergebnisse bestätigten sich in der multiplen linearen Regression. Dort konnte auch ein 

signifikanter Einfluss einer Therapie mit Immunmodulatoren oder Immunsuppressiva sechs 

Wochen vor der BE gezeigt werden. Ein signifikanter Einfluss einer stattgehabten 

Schubtherapie sechs Monate vor BE konnte nicht gezeigt werden (p = 0,57). Siehe auch 

3.4.4.  
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3.3.7 Vergleich der sNfL-Werte bei offener oder stereotaktischer Biopsie 

Als nächstes wurde der Einfluss der Operationstechnik (offene versus stereotaktische Bx) 

in Bezug auf die sNfL-Werte untersucht, da wir postulierten, dass eine offene Operation 

eine ausgeprägtere Gewebeschädigung und damit höhere sNfL-Werte verursachen könnte. 

Bei 102 von 106 Patienten fanden sich Informationen über die Art der Operation. 72 

Patienten hatten eine stereotaktische und 30 Patienten eine offene Bx. Es zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede der sNfL-Konzentration nach den unterschiedlichen 

Operationsverfahren (p = 0,71).  

3.4 Korrelationen zwischen der axonalen Schädigung und den 

Neurofilament Leichtketten im Serum 

Als nächstes überprüfte ich, ob die von mir in ZNS-Läsionen und in der NAWM gefundene 

axonale Schädigung mit den sNfL korreliert. Hier aufgeführt sind zunächst nur die einfachen 

linearen Regressionen; die Berechnung mit der multiplen linearen Regression folgt in 

Abschnitt 3.4.4. 

3.4.1 Korrelationen der akuten axonalen Schädigung (APP-positive Sphäroide) mit den 

sNfL 

Hierfür wurde zunächst untersucht, ob die akute axonale Schädigung einen Einfluss auf die 

sNfL-Werte hat. Bei Berechnungen der einfachen Regressionen zwischen den APP-

positiven Sphäroiden (in EA-, LA-, IA-Läsionen, der PPWM und der NAWM) und den sNfL-

Konzentrationen war kein statistischer Zusammenhang zu beobachten. In dieser Gleichung 

war es nicht möglich, mehrere Einflussfaktoren, wie beispielsweise das Alter, zu 

berücksichtigen. Signifikanzwerte im Anhang. 

3.4.2 Korrelationen der axonalen Dichte (Bielschowsky-Versilberung) mit den sNfL 

Bei der Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen der axonalen Dichte und den sNfL-

Werten (in EA-, LA-, IA-Läsionen, der PPWM und der NAWM) zeigte sich bei Betrachtung 

nur einer Variablen eine statistisch signifikante Korrelation zwischen der axonalen Dichte 

in der Bielschowsky-Versilberung und den sNfL-Werten für die NAWM bei der zweiten 

Blutentnahme (p = 0,02; Abbildung 11). Je geringer die axonale Dichte in der NAWM war, 
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desto höher waren die sNfL-Werte bei der zweiten Blutabnahme. Die weiteren 

Korrelationen verliefen negativ.  
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Abbildung 13 Korrelation zwischen den sNfL-Werten der zweiten BE und der axonalen Dichte in der NAWM 
in der Bielschowsky-Versilberung.  
Es zeigt sich eine signifikant negative Korrelation (p = 0,02) zwischen den sNfL-Werten zum Zeitpunkt der 
zweiten BE und der axonalen Dichte in der NAWN. Abhängige Variable ist der sNfL-Wert in pg/ml des Follow-
ups. Unabhängige Variable ist die absolute Anzahl axonaler Kreuzungspunkte. 

In Regressionen mit multiplen Variablen konnte diese Beobachtung nicht bestätigt werden, 

da die Stichprobe nicht ausreichend groß war. Des Weiteren war die Kohorte zu klein für 

ein Bootstrapping, um eine größere Stichprobengröße zu simulieren. 

3.4.3 Korrelationen der NEFL-Färbung mit sNfL 

Bei der Korrelation zwischen der axonalen Dichte in der NEFL-Färbung und den sNfL-

Werten zeigte sich kein Zusammenhang (p = 0,38).  

3.4.4 Annäherung eines Modells zur Erklärung der sNfL-Werte 

Die einfachen linearen Regressionen können den Einfluss verschiedener Faktoren auf die 

sNfL-Werte nicht gleichzeitig berechnen. Daher führte ich eine multiple lineare 

Regressionsanalyse durch. Um sicherzustellen, dass keine Zusammenhänge durch den 

Einfluss von weiteren Faktoren übersehen wurden, wurden neben den Variablen, die 

bereits in den einfachen linearen Regressionen eine Korrelation zeigten, zunächst auch alle 
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anderen Parameter in die Gleichung aufgenommen und schrittweise ausgeschlossen, bis 

nur noch Parameter mit signifikantem Einfluss auf die sNfL-Werte vorhanden waren.  

In der folgenden Berechnung wurden alle sNfL-Konzentrationen der ersten BE 

eingeschlossen. Der Zeitraum der gewerteten Medikamenteneinnahme wurde für sechs 

Wochen vor der ersten BE gewählt, um einen möglichen Einfluss kurz vor diesem Ereignis 

zu beurteilen und der Zeitraum für ein Schubereignis innerhalb von sechs Monaten vor BE, 

da in dieser Kohorte die Kontrollbesuche oftmals nicht zeitiger nach Schubereignis 

organisiert werden konnten. 

Diese Gleichung zeigt einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen den APP-

positiven Sphäroiden in EA-Läsionen, welche die akute axonale Schädigung anzeigen, und 

den sNfL-Werten. Für andere Läsionsaktivitäten oder die axonale Dichte (sowohl in der 

Bielschowsky-Versilberung als auch in der immunhistochemischen NEFL-Färbung) konnten 

keine Zusammenhänge beobachtet werden, daher wurden diese Parameter im folgenden 

Modell nicht mehr berücksichtigt. Darüber hinaus fanden sich weitere nicht-histologische 

Parameter mit einem Einfluss auf die sNfL-Werte:  

1) Patienten mit einer Steroidgabe und/oder der Gabe eines Immunmodulators/ 

Immunsuppressivums sechs Wochen bzw. 2) einem Schubereignis sechs Monate vor der 

ersten BE zeigten höhere sNfL-Werte als Patienten ohne diese Parameter. 3) Ältere 

Patienten hatten generell höhere sNfL-Werte als jüngere und 4) je weiter entfernt die BE 

von der Bx lag, desto mehr fielen die Werte ab. Die Modellzusammenfassung ist in Tabelle 

3 aufgeführt. Für dieses Modell beträgt das korrigierte R² 45,5 %, dies bedeutet, dass mit 

Hilfe dieses Modells 45,5 % der Varianzen erklärt werden können. 
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Tabelle 3 Modell zur Erklärung von sNfL-Werten 

Modell zur Erklärung von sNfL-Werten 

N = 78 Unstandardisierter 

Koeffizient 

T Signifikanz 

APP-positive Sphäroide in der EA- Läsion 0,02 3,712 < 0,01 

Zeitintervall zwischen Bx und erster BE < -0,01 -2,22 < 0,03 

Immunmodulatoren/Immunsuppressiva 

sechs Wochen vor BE 

0,28 2,3 0,02 

Steroide allgemein sechs Wochen vor BE 0,723 3,41 < 0,00 

Schub sechs Monate vor BE 0,42 2,8 < 0,01 

Alter (Jahre) zum Zeitpunkt der BE 0,02 4,47 < 0,01 

Abhängige Variable: sNfL der ersten BE, korrigiertes R² = 45,5 % 

Dargestellt sind alle Variablen, die einen signifikanten Einfluss auf die sNfL-Werte zeigten: APP-positive 
Sphäroide (EA), Zeitintervall zwischen Bx und erster BE, Steroide allgemein sechs Wochen vor der BE, 
Immunmodulatoren/ Immunsuppressiva sechs Wochen vor BE, Schub sechs Monate vor der BE und das Alter 
zum Zeitpunkt der BE. Abgebildet sind der unstandardisierte Koeffizient, T und die Signifikanz. 

 

Die im Folgenden dargestellten Grafiken wurden aus der obigen multiplen linearen 

Regression berechnet. Folglich sind die Achseneinteilungen in nicht plausiblen 

Skalierungen dargestellt. Auf Grafiken der dichotomen Parameter wurde verzichtet.  

Grafisch abgebildet ist, dass höhere APP-Werte in EA- Läsionen mit höheren sNfL-Werten 

korrelieren (p < 0,01; Abbildung 14a), ein längerer zeitlicher Abstand zur Bx zu niedrigeren 

sNfL-Werten führt (p < 0,01; Abbildung 14b) und sNfL-Werte mit dem Alter ansteigen…… 

(p < 0,01; Abbildung 14c). 
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Abbildung 14: Partielle Regressionsplots des Modells mit sNfL  
Abhängige Variable ist der sNfL-Wert zum Zeitpunkt der ersten BE. Unabhängige Variablen sind APP-positive 
Sphäroide in der EA-Läsion (a), Zeitintervall zwischen der Bx und der ersten BE (b) und Alter zum Zeitpunkt 
der ersten BE (c). a) Die sNfl-Werte korrelieren positiv mit den APP-positiven Sphäroiden in frühaktiven 
Läsionen (p < 0,01). b) Die Höhe der sNfL-Werte korreliert negativ mit der vergangenen Zeit zwischen Bx und 
BE (p < 0,01). c) Höhere sNfL-Werte korrelieren positiv mit einem höheren Alter (p < 0,01). Nicht dargestellt: 
Patienten mit Steroidgabe bzw. Therapie eines Immunmodulators/ Immunsuppressivums sechs Wochen und 
einem Schubereignis sechs Monate vor BE hatten höhere Werte als die Patienten ohne diese Ereignisse. Die 
Achsenbeschriftungen sind durch den Berechnungsvorgang abweichend skaliert.  

3.5 Korrelationen zwischen den Neurofilament Leichtketten im Serum 

und der klinischen Behinderung 

Zuletzt schaute ich, ob die sNfL mit der klinischen Behinderung der Patienten korrelieren. 

Die klinische Behinderung wurde mittels des EDSS-Scores untersucht. Es zeigte sich ein 

positiver Zusammenhang zwischen den sNfL-Werten der ersten BE und den EDSS-Werten 

zum Zeitpunkt der Biopsie (p = 0,02, Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Korrelation zwischen sNfL-Werten der ersten BE und dem EDSS zum Zeitpunkt der Biopsie.  
Es besteht eine positive Korrelation zwischen den sNfL-Werten (in pg/ml als abhängige Variable) und dem 
EDSS zum Zeitpunkt der Biopsie (unabhängige Variable). Logarithmierte Darstellung (p = 0,02). 

 

Darüber hinaus zeigte sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen den sNfL-Werten der 

ersten BE und dem EDSS-Scores in der Verlaufsuntersuchung nach einem Jahr (p < 0,01) 

und mit dem EDSS-Score zum Zeitpunkt der letzten Verlaufsuntersuchung (p < 0,001; 

Abbildung 16a und b).  
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Abbildung 16: sNfL-Werte korrelieren mit dem EDSS-Score nach einem Jahr und beim letzten Follow-up.  
a) sNfL (pg/ml) der ersten BE als abhängige Variable und dem EDSS-Score nach einem Jahr als unabhängige 
Variable (p < 0,01). b) sNfL (pg/ml) der ersten BE als abhängige und dem EDSS-Score zum Zeitpunkt des letzten 
Follow-ups als unabhängige Variable (p < 0,001). Logarithmierte Darstellung. 

a) 

b) 
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4 Diskussion  

Derzeit werden viele Studien mit NfL als potentiellen Biomarker für das Monitoring 

verschiedener neurologischer Erkrankungen durchgeführt. Dabei können die sNFL auch bei 

der Überwachung des Krankheitsverlaufes und Therapieansprechens von Patienten mit 

einer MS von Nutzen sein. In Studien wurde bereits gezeigt, dass sNfL mit dem Alter,  

stattgehabten Schüben und dem derzeitigen Krankheitsverlauf korrelieren (Disanto et al. 

2017). Zum weiteren Verständnis wurde in dieser Doktorarbeit die Korrelation zwischen 

dem Serumparameter mit histologischen Parametern zur Erfassung der akuten axonalen 

Schädigung bzw. der axonalen Reduktion in einem Gewebeschnitt beleuchtet. Da es sich 

bei den Neurofilament Leichtketten um Strukturproteine der Axone handelt, die bei einem 

Schub oder einer Hirngewebsdegeneration anderer Genese frei werden, wird 

angenommen, dass diese die Pathologie im zentralen Nervensystem widerspiegeln. Zum 

aktuellen Zeitpunkt existieren zahlreiche klinische Studien, die die Nf mit klinischen oder 

MRT-Parametern korrelieren, allerdings sind keinerlei vergleichbare histologische Studien 

in der Literatur zu finden. 

Um den Einfluss vieler verschiedener Faktoren auf die sNfL-Werte beurteilen zu können, 

wurden auch multiple lineare Regressionen durchgeführt, da in einfachen linearen 

Regressionen keine Störfaktoren (weitere Einflussfaktoren) berücksichtigt werden können. 

Zunächst wurden einfache Regressionen berechnet, später dann verschiedene Modelle. 

Somit zeigten sich unter Umständen zunächst Signifikanzen, die später nicht bestätigt 

werden konnten und umgekehrt. In dieser Studie wurde nur das beste Modell vorgestellt 

(jenes, welches die höchste Varianz erklärt), da durch teils fehlende Informationen die 

Kohortengröße der unterschiedlichen ausgetesteten Regressionen schwankten. 

4.1 Neurofilament im Serum 

MS-Patienten mit einer durch eine Bx diagnostizierten MS stellen häufig eine 

Patientengruppe mit besonders schweren Krankheitsverläufen dar. Die Patienten in 

unserer Studienkohorte imponierten initial mit sehr hohen sNfL-Werten (im Median     

58,59 pg/ml bei der ersten BE) im Vergleich zur Literatur: Patienten mit einer RRMS zeigten 

im Median eine sNfL-Konzentration von 12,6 pg/ml und Patienten mit einem CIS von 10,1 

– 32,9 pg/ml  (Barro et al. 2017; Kuhle et al. 2019; Bittner et al. 2020). Hierbei muss 
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berücksichtigt werden, dass die Angaben der sNfL-Werte untereinander nur eingeschränkt 

verglichen werden können, wenn sie nicht mit demselben SiMoA ausgewertet wurden. Es 

zeigten sich bei unseren gesunden Kontrollen jedoch eher niedrige Werte im Vergleich zu 

den in der Literatur beschriebenen (in unserer Kohorte: 11,03 pg/ml und in publizierten 

Kontrollkohorten 23,6 pg/ml (Barro et al. 2017) und 16,3 pg/ml (Kuhle et al. 2019)). Dies 

unterstreicht, dass die sehr hohen sNfL-Werte unserer Patienten einen schweren 

Krankheitsverlauf widerspiegeln, welcher zur Bx führte.  

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass auch in den Follow-up-Untersuchungen die 

Konzentrationen der Nf der Patientenkohorte noch signifikant im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen erhöht war. Trotz der Einschränkung, dass in unserer Studie nur wenige 

Kontrollwerte gesunder Probanden zur Verfügung standen und deshalb keine 

Alterskorrelation in dieser Gruppe durchgeführt wurde, ist eine Annäherung der beiden 

Werte deutlich sichtbar, dies könnte eine anhaltende NfL-Freisetzung im Krankheitsverlauf 

abbilden (Abbildung 10a).  

Weitere Studien zeigen, dass biopsierte Patienten, mit initial schwerer Klinik, im weiteren 

Krankheitsprozess häufig einen MS-typischen Verlauf haben (Pittock 2005, Abbildung 10). 

In unserer Studie erlitt nur ein Patient vor dem zweiten Follow-up einen Schub. Dies lässt 

im Hinblick auf die deutlich gesunkenen Follow-up Konzentrationen vermuten, dass sich 

der Krankheitsverlauf bzw. die neuroaxonale Schädigung nach einer akuten Phase 

stabilisiert.  

Zur Dynamik der freigesetzten NfL nach einer Schädigung existieren verschiedene Studien: 

In einer Studie bei Boxern wurde gezeigt, dass die Höhe der NfL im Liquor mit der Anzahl 

stattgehabter Kopfschläge bzw. der subjektiven und objektiven Intensität des Kampfes 

korrelierte (Zetterberg et al. 2013). Zudem wurde dargestellt, dass bei Amateurboxern, 

auch ohne Symptome einer Gehirnerschütterung nach stattgehabten Schlägen, erhöhte 

sNfL-Werte im Vergleich zu deren Ausgangswerten, beziehungsweise im Vergleich zu einer 

gesunden Kontrollgruppe, auftraten. Lumbalpunktionen zeigten, dass innerhalb des ersten 

Messzeitraums von sechs Tagen (nach dem Kampf mit Kopfschlag) die Werte umso höher 

waren, je später innerhalb des Messzeitraums gemessen wurde. Auch nach einer zweiten 

Lumbalpunktion 14 Tage später waren diese Werte noch erhöht. In der sich anschließenden 

Studie wurde die erste Messung 14 Tage nach Kampf durchgeführt und die sNfL-Werte im 

weiteren Verlauf beobachtet. Alle Werte waren an Tag 14 stark erhöht und fielen im 
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zeitlichen Verlauf ab. Eine Normalisierung der Werte erfolgte ungefähr 36 Wochen nach 

Kampf (Neselius et al. 2012; Neselius et al. 2014). Darüber hinaus konnte in einer über vier 

Jahre angelegten Studie gezeigt werden, dass die sNfL-Konzentrationen bei Patienten mit 

einem neu diagnostizierten CIS oder einer frühen RRMS (mittlere Erkrankungsdauer zwei 

Monate) unabhängig einer medikamentösen Therapie im Verlauf bis zum Follow-up nach 

zwei respektive vier Jahren sanken (Bittner et al. 2020). Weitere Studien zeigten, dass 

bereits ein kleiner operativer Eingriff, wie die Einbringung eines intrathekalen Katheters, zu 

einer deutlichen Steigerung der sNfL-Werte eines Patienten im Vergleich zu zuvor erhoben 

Referenzwerten führte. Eine Normalisierung der sNfL-Konzentrationen wurde nach sechs 

bis 12 Monaten gemessen (Bergman et al. 2016). Zusammenfassend ist davon auszugehen, 

dass sich sNfL-Konzentrationen nach ungefähr sechs bis neun Monaten normalisieren, 

wenn keine weitere Freisetzung von Nf durch eine anhaltende oder neu einsetzende 

neuroaxonale Schädigung erfolgt (Neselius et al. 2014; Bergman et al. 2016; Bittner et al. 

2020).  

Auch in unserer Studie zeigte sich ein deutlicher Abfall der sNfL-Werte im Verlauf. Es zeigte 

sich eine negative Korrelation zwischen den sNfL-Konzentrationen und dem zeitlichen 

Abstand zur Bx (vgl. 3.3.3). Die Bx der Patienten dieser Studie wurden im Zusammenhang 

mit klinischen Schüben durchgeführt (im Median 34 Tage nach Auftreten einer klinischen 

Symptomatik), sodass von einem deutlichen Anstieg im Rahmen des Schubgeschehens mit 

nachfolgendem physiologischen Abfall bei Rekonvaleszenz auszugehen ist.   

Da bereits kleine Hirnverletzungen mit einem stark erhöhten sNfL-Wert einhergehen, 

nahmen wir an, dass die Art der Bx-gewinnung der Patienten einen Einfluss auf die sNfL-

Konzentration haben könnte, nämlich, dass offene Operationen mit einer stärkeren 

Freisetzung von Nf einhergehen könnten als stereotaktische Bx (Bergman et al. 2016). 

Diese Vermutung bestätigte sich nicht in den Berechnungen (vgl. 3.3.7). Ob die operativen 

Eingriffe insgesamt zu einer Erhöhung der sNfL-Werte führten, konnten wir leider nicht 

ermitteln, da uns keine Blutabnahmen direkt vor und nach der Bx zur Verfügung standen. 

Die NfL-Werte im Serum korrelieren in unserer Studie positiv mit stattgehabten Schüben 

im Zeitraum sechs Monate vor BE (vgl. 3.3.5 bzw. 3.4.4, Tabelle 3). Zu diesem Ergebnis 

gelangten ebenfalls Disanto und Bittner, die in Studien feststellten, dass hohe sNfL-Werte 

positiv mit stattgehabten Schüben 60 Tage vor BE, beziehungsweise in einem 

Beobachtungszeitraum von zwei Jahren, korrelierten (Disanto et al. 2017; Bittner et al. 
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2020). Somit kann gezeigt werden, dass Schübe einen axonalen Schaden verursachen und 

zu höheren sNfL-Konzentrationen führen. Schübe sind das klinische Korrelat für neu 

aufgetretene entmarkende ZNS-Läsionen. Es ist bekannt, dass in diesen eine deutliche 

akute axonale Schädigung nachweisbar ist, wie wir es auch in vorliegender Studie zeigen 

konnten (Kuhlmann 2002).  

Bei der medikamentösen Therapie der MS wurde zwischen der Dauertherapie mit 

Immunmodulatoren/Immunsuppressiva, einer Schubtherapie (hochdosierte Steroide, 

Plasmapherese und Immunadsorption) und allgemein einer Steroidtherapie (hochdosierte 

und niedrigdosierte Steroide einschließend) unterschieden. Hiermit sollte einerseits die 

Therapie zur Schubminderung gegenüber einer Akuttherapie während einer Exazerbation 

abgegrenzt und andererseits ein direkter Steroideffekt untersucht werden. In der Literatur 

finden sich sinkende sNfL-Werte unter einer Behandlung mit Immunmodulatoren im 

Vergleich zu untherapierten MS-Patienten (Kuhle et al. 2019; Siller et al. 2019; Delcoigne 

et al. 2020). In unserer Studie zeigte sich paradoxerweise, dass eine Steroidgabe oder eine 

Therapie mit Immunmodulatoren/Immunsuppressiva sechs Wochen vor der Blutentnahme 

mit höheren sNfL-Werten korrelierte. Dies impliziert möglicherweise, dass Patienten, die 

klinisch besonders schwer betroffen waren, mit Medikamenten behandelt wurden, und 

dass sich eine potentiell senkende Wirkung auf die sNfL-Werte der Therapien zum 

Untersuchungszeitpunkt noch nicht entfalten konnten. Weniger wahrscheinlich erscheint, 

dass die Therapien selbst höhere sNfL-Werte verursachen (vgl. 3.3.6 und 3.4.4). Einen 

ähnlichen Zusammenhang zeigte Bittner, in dessen Studie die Patienten mit einer 

folgenden intensiven medikamentösen Therapie zu Beginn die höchsten sNfL-

Konzentrationen aufwiesen (Bittner et al. 2020).  

Allgemein lässt sich zu unserer Studienkohorte feststellen, dass die sNfL-Werte älterer 

Patienten generell höher als die Jüngerer waren. Diese Erkenntnis konnte bereits aus 

verschiedenen Studien gewonnen werden (Disanto et al. 2017; Lewczuk et al. 2018; Kuhle 

et al. 2019). In der vorliegenden Studie ist diese Korrelation anhand der multiplen linearen 

Regression nachvollziehbar; die Berechnung bildet folglich die physiologische 

Konzentrationserhöhung im Alterungsprozess ab (vgl. 3.3.2 und 3.4.4).   

Ein geschlechterspezifischer Konzentrationsunterschied der sNfL konnte in vorangegangen 

Studien nicht festgestellt werden, wie auch in der vorliegenden Studie (Kuhle et al. 2016b; 

Disanto et al. 2017).  
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4.2 Die akute axonale Schädigung 

In dieser Doktorarbeit wurde vornehmlich die Fragestellung behandelt, ob sNfL-Werte mit 

der histologisch nachweisbaren Axonschädigung korrelieren. In histologischen Studien 

konnte gezeigt werden, dass in den frühen Krankheitsstadien eine ausgeprägte axonale 

Schädigung vorliegt  (Bitsch 2000; Kuhlmann 2002). Die Literatur zeigt, dass die APP-

positiven Sphäroide mit dem  T-Zellinfiltrat in den Läsionen (eine signifikante Korrelation 

wurde für CD8+ Lymphozyten gefunden) sowie Makrophagen/ Mikroglia assoziiert sind 

(Kuhlmann 2002). In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass APP-positive 

Sphäroide besonders im frühen Stadium der MS (innerhalb eines Jahres nach 

Symptombeginn) bei allen Läsionsaktivitäten und in der PPWM auftreten, aber auch noch 

über zehn Jahre nach Krankheitsbeginn nachweisbar sein können (Bitsch 2000). Die Bx 

unserer Kohorte zeigten ebenfalls, dass in allen Läsionen, sowie der PPWM und NAWM 

APP-positive Sphäroide vorhanden waren und dies auch Patienten betraf, die erst drei 

Jahre oder später nach deren ersten Symptomen biopsiert wurden (vergleiche 3.2.1).  

In der Literatur finden sich einige Studien, die das histopathologische Erscheinungsbild der 

MS untersucht haben. Hierbei finden sich sehr unterschiedliche Angaben bezüglich der 

Anzahl der APP-positiven Sphäroide in den Läsionen, der PPWM und NAWM. Die in unserer 

Studie erhobenen Werte für füh- /spät- und inaktive Läsionen sind niedriger als in anderer 

Studien beschrieben (in dieser Studie EA 130/mm², LA  65/mm² und IA 25/mm² versus EA 

730 – 4126/mm², LA 3985/mm² und  IA 23 – 560/mm² (Ferguson 1997; Kornek et al. 2000; 

Dziedzic et al. 2010). Es finden sich in der Literatur Sphäroidwerte in der PPWM von 7 – 

107/mm², im Vergleich zu  unserer Auswertung mit 30/mm² (Kornek et al. 2000; Dziedzic 

et al. 2010). Der Median der APP-positiven Sphäroide in der NAWM in unserer Studie war 

5/mm² und wurde in einer vergleichbaren Studie mit 6 – 41/mm² angegeben (Kornek et al. 

2000). Ursache für die voneinander abweichenden Werte könnte eine unterschiedlich hohe 

Sensitivität der APP-Färbung in den unterschiedlichen Laboren sein (Vgl. Abbildung 4). 

Zudem gibt es keine definierte Größe, ab wann ein Sphäroid gewertet wird, und dies kann 

von den jeweiligen Untersuchern unterschiedlich gehandhabt worden sein. 

Zum anderen könnte die Zusammensetzung der Kohorte die unterschiedlichen Werte 

erklären: In älteren Studien wurde häufig zwischen einer akuten und chronischen MS 

unterschieden. So beschrieb beispielsweise Kornek in ihrer Studie an überwiegend 

Autopsien von Patienten mit kurzer Krankheitsdauer und schwerem Krankheitsverlauf, 
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dass diese höhere APP-Werte zeigten, als Patienten mit einem chronischen 

Krankheitsverlauf (Kornek et al. 2000). Eine akute MS ist nicht streng definiert, weshalb 

diese Begrifflichkeit in dieser Studie nicht als solche aufgeführt wird. Bei uns wurden Bx 

untersucht und keine Autopsien, die natürlicherweise einen schwereren Krankheitsverlauf 

aufweisen. In unserer Studie wurden zudem 15 Patienten eingebunden, die ihre 

diagnostische Bx über drei Jahre nach den ersten MS-Symptomen erhielten und deshalb 

niedrigere Werte zeigen könnten (Kuhlmann 2002). Des Weiteren konnte dargelegt 

werden, dass Kinder mehr APP-positive Sphäroide in den verschiedenen Läsionsarealen als 

Erwachsene hatten und somit das Alter zum Zeitpunkt der Bx Einfluss auf die Sphäroide in 

den Läsionen hat (Pfeifenbring et al. 2015). Unsere Studienkohorte hat einen breiten 

Altersquerschnitt, wobei zum Zeitpunkt der Bx nur fünf Patienten 15 Jahre alt oder jünger 

waren.  

Wir konnten in der vorliegenden Studie zeigen, dass die APP-positiven Sphäroide als 

Marker der akuten axonalen Schädigung positiv mit den sNfL-Werten in den frühaktiven 

Läsionen korrelierten (Vgl. 3.4.1 und 3.4.4). Somit konnten wir den Nachweis erbringen, 

dass sNfL-Werte in der Tat die akute axonale Läsionspathologie widerspiegeln. Dies 

bedeutet, dass die axonale Schädigung, gezeigt durch die Anzahl der APP-positiven 

Sphäroide in frischen MS-Läsionen, neben anderen Parametern die Höhe der sNfL-Werte 

beeinflusst.  

4.3 Die axonale Dichte 

Zuvor untersuchten wir die akute axonale Schädigung mit Hilfe der anti-APP-Färbung, um 

sNfL Erhöhungen durch eine rezente Axonschädigung in den Krankheitskontext einordnen 

zu können. Die Betrachtungen zeigten Korrelationen mit akut geschädigten Axonen in 

aktiven MS-Läsionen, die den ausgeprägtesten Schaden aufwiesen. Neben dem akuten 

axonalen Schaden lässt sich histopathologisch der permanente Axonverlust, in dieser 

Studie anhand der Bielschowsky-Versilberung untersucht, nachvollziehen. 

Verschiedene Studien zeigen, dass die axonale Reduktion in den Läsionen am höchsten ist 

(Bitsch 2000; Bjartmar et al. 2000; Kutzelnigg et al. 2005). Bei Patienten mit langer 

Krankheitsdauer trat ein bis zu 80 %iger Axonverlust in Rückenmarksläsionen im Vergleich 

zur NAWM auf (Bjartmar et al. 2000). Wir konnten in unseren histologischen Auswertungen 
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ebenfalls zeigen, dass die axonale Dichte in den Läsionen signifikant geringer ist als in der 

PPWM oder NAWM (vergleiche 3.2.2).  

Aus der Literatur ist bekannt, dass auch die NAWM pathologischen Prozessen unterliegt 

und deren axonale Schädigung einen Teil zur klinischen Behinderung eines Patienten 

beiträgt (Kutzelnigg et al. 2005). Dabei besteht zum einen eine verminderte axonale Dichte 

sowie eine Atrophie des Gewebes (Rudick et al. 1999; Evangelou, et al. 2000; Paolillo et al. 

2000). Als Ursachen für eine axonale Reduktion werden eine Waller´sche Degeneration, 

dies meint ein zugrunde gehen der Axone distal einer Läsion, oder eine direkte Schädigung 

der Axone in der NAWM diskutiert (Dziedzic et al. 2010; Bezukladova et al. 2020). Es wurde 

gezeigt, dass vor allem bei den progredienten MS-Formen eine globale diffuse 

Entzündungsreaktion im Gehirn und den Meningen auftritt. Dabei besteht in der gesamten 

makroskopisch unauffälligen NAWM eine gewisse axonale Reduktion, wobei diese 

vermehrt im Bereich um eine Läsion auftritt und der axonale Schaden über die Zeit 

akkumuliert (Kutzelnigg et al. 2005). Die axonale Dichte bei MS-Patienten ist signifikant im 

Vergleich zu der axonalen Dichte der Kontrollgruppe gemindert (Evangelou, et al. 2000; 

Lovas et al. 2000; Dziedzic et al. 2010). Laut Literatur befindet sich der prozentuale axonale 

Verlust in der NAWM zwischen 7,2 – 57 % im Vergleich zu gesunden Kontrollen (je nach 

Hirnregion, ausgewertet anhand unterschiedlicher Färbungen und Marker (Bjartmar et al. 

2000; Evangelou, et al. 2000; Lovas et al. 2000; Dziedzic et al. 2010)). Dziedzic zeigte in einer 

Studie anhand der Bielschowsky-Versilberung eine Reduktion der Axone in der PPWM, in 

dieser Studie als unauffällig myelinisiertes Hirngewebe um eine Läsion definiert, um 7,2 % 

im Vergleich zur weißen Substanz von gesunden Kontrollen (Dziedzic et al. 2010). In unserer 

Studie konnten wir zeigen, dass die NAWM, die definitionsgemäß keine Entmarkung 

aufweist, weite Schwankungen in der axonalen Dichte aufweist. Es zeigten sich Werte von 

4,35 – 15,45 Axonkreuzungen/25 mögliche Kreuzungspunkte. Dies könnte für eine 

individuelle und variable Minderung der Axone bei einem Patienten sprechen. 

Neben den histopathologischen Untersuchungen existieren zahlreiche MRT-Studien, die 

Veränderungen in der Bildgebung dokumentieren. Hierbei konnte gezeigt werden, dass es 

bei der MS zu einer generalisierten Hirnatrophie kommt (Rudick et al. 1999). In Studien 

wurde mittels Magnetresonanzspektroskopie gezeigt, dass N-Acetylaspartat (NAA), eine 

Aminosäure, welche in hohen Konzentrationen in Neuronen und Axonen vorkommt und 

als Marker zur Erkennung der axonalen Dichte des Hirngewebes dient, bei Patienten mit 
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MS im gesamten Gehirn vermindert im Vergleich zu gesunden Kontrollen ist (Filippi 2003). 

Überdies konnte dargelegt werden, dass auch Patienten ohne klinische Behinderung und 

mit kurzer Krankheitsdauer einer verminderte axonale Dichte der NAWM gegenüber einer 

gesunden Kontrollgruppe hatten. Somit könnte die axonale Schädigung in der NAWM 

bereits früh im Krankheitsverlauf und unabhängig von den demyelinisierenden Läsionen 

auftreten (De Stefano et al. 2002). 

Darüber hinaus wurde beobachtet, dass die MTR (Magnetisierungstransfer-Ratio) der 

NAWM, welche auch die axonale Schädigung untersucht, mit dem EDSS-Score der MS-

Patienten korrelierte (De Santis et al. 2019). 

In Bezug auf die sNfL-Werte beobachtete Kuhle, dass diese auch bei Patienten erhöht 

waren, die keine dazu passenden gadoliniumanreichernden Läsionen in der Bildgebung 

aufwiesen. Dies lässt vermuten, dass sNfL auch den progredienten axonalen Schaden in der 

NAWM widerspiegeln könnten, wenngleich in der Bildgebung keine neuen Läsionen 

beobachtet werden (Kuhle et al. 2019). Vertiefend konnte dargelegt werden, dass höhere 

sNfL-Werte mit einer verminderten Dichte der NAWM, gemessen mittels DTI, korrelieren 

und somit die mikrostrukturellen Veränderungen widerspiegeln (Saraste et al. 2021). 

Im Gegensatz zu der ersten BE, bei der eine Korrelation der akuten axonalen Schädigung in 

frischen Läsionen mit den sNfL-Werten gezeigt werden konnte, fand sich in unserer Studie 

bei der zweiten BE in der einfachen linearen Regression ein Zusammenhang zwischen der 

axonalen Dichte in der NAWM und den sNfL-Werten (vgl. 3.4.2). Wir postulieren, dass die 

sNfL-Werte der zweiten BE eher eine schubunabhängige, chronische Axonschädigung 

widerspiegeln. Wenngleich sich in der NAWM auch nur ein geringer akuter axonaler 

Schaden zeigt, kann dieser dauerhaft akkumulieren, zu einer chronischen Axonschädigung 

führen und damit eine verminderte axonale Dichte bedingen. Hierbei ist auch zu bedenken, 

dass die NAWM ein wesentlich größeres Volumen als die entmarkten Läsionen ausmacht, 

sodass auch eine geringe axonale Schädigung in einem größeren Volumen zu erhöhten 

sNfL-Werten beitragen kann. Neben der axonalen Schädigung in der NAWM können auch 

weitere Faktoren, unabhängig von Schüben und gadoliniumanreichernden Läsionen, zu 

einer Erhöhung der sNfL-Werte führen, wie beispielsweise „smoldering lesions“, die 

chronisch aktive Plaques darstellen (Elliott et al. 2019). 
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In frühaktiven Läsionen konnte keine Korrelation zwischen der axonalen Dichte und den 

sNfL nachgewiesen werden. In diesen Läsionen können die Axone durch ein Ödem 

auseinandergedrängt sein, und es ist daher schwierig, den tatsächlichen axonalen Verlust 

zu bestimmen.  

Somit lässt sich an dieser Stelle ein Zusammenhang zwischen der Reduktion der axonalen 

Dichte in der NAWM als Marker der chronischen Axonschädigung und den sNfL-Werten im 

Krankheitsverlauf (und schubunabhängig) annehmen. Dieser Zusammenhang konnte in 

einer multiplen linearen Regression jedoch nicht abgebildet werden, da die 

Stichprobengröße nicht ausreichend groß war. Für eine aussagekräftige Regression sollten 

für jede aufgeführte Variable in einer multiplen linearen Regression Informationen von 

zehn Patienten zur Verfügung stehen. In unserem Fall wäre eine geeignete Menge somit 

eine Kohorte mit mindestens 60 Patienten. Die Gruppe war ebenfalls zu klein, um ein 

Bootstrapping durchzuführen, das heißt eine größere Kohorte zu simulieren. Ein größeres 

Patientenkollektiv könnte diesbezüglich weitere Rückschlüsse liefern. 

4.4 Die Neurofilament Leichtketten-Färbung 

Neurofilament Leichtketten, die wir im Serum gemessen haben, können auch in situ im 

Hirngewebe dargestellt werden. Es wäre somit zu postulieren, dass eine Reduktion der 

NEFL-positiven Axone im Gewebe mit den sNfL-Werten korreliert. Leider zeigte sich eine 

schlechte Färbequalität und so konnten durch diese technischen Schwierigkeiten nur 

wenige NEFL-Fälle ausgezählt werden. Dabei zeigte sich, dass signifikante Unterschiede 

zwischen den unterschiedlichen Läsionsaktivitäten beobachtet werden können. Eine 

abschließende Korrelation zwischen den histologischen und Serumparametern konnte 

jedoch nicht vollzogen werden. 

4.5 Korrelationen mit dem EDSS-Score 

Abschließend wurde Korrelationen zwischen den sNfL-Werten der ersten BE und dem 

EDSS-Score zum Zeitpunkt der Bx, ein Jahr nach der Bx und zum Zeitpunkt des letzten 

Follow-ups des Patienten durchgeführt (Vgl. 3.5). In allen Gleichungen zeigten sich 

signifikante Korrelationen zwischen den Serumwerten und dem EDSS-Score. Disanto 

beschrieb bereits 2015 einen Zusammenhang zwischen erhöhten sNfL-Konzentrationen 
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und einem höheren EDSS-Score. Damit zeigte sich, dass hohe sNfL-Werte nicht nur mit 

einer ausgeprägten Behinderung zum Zeitpunkt der Biopsie korrelierten, sondern auch mit 

der zukünftigen Behinderung. Einschränkend muss an dieser Stelle bedacht werden, dass 

die beobachtete Krankheitsdauer in dieser Studie eher kurz ist (2,48 Jahre im Median).  

4.6 Weitere Überlegungen 

In dieser Studie konnte unseres Wissens nach zum ersten Mal gezeigt werden, dass die 

sNfL-Werte mit der histologisch nachgewiesenen Axonschädigung korrelieren. Zwar konnte 

nachgewiesen werden, dass hohe sNfL-Werte mit den APP-positiven Sphäroiden in den 

frühaktiven Läsionen korrelieren, jedoch wurde in dieser Studie nicht das jeweilige 

Läsionsvolumen berücksichtigt. Weiterführende Studien sollten das Läsionsvolumen zur 

präziseren Untersuchung der akuten axonalen Schädigung und des axonalen Verlustes des 

gesamten Gehirnes, beispielsweise mittels MRT-Untersuchung, beinhalten. Es liegen 

bereits Studien mit einer positiven Korrelation zwischen den sNfL-Werten und dem 

Läsionsvolumen vor (Kuhle et al. 2016b; Disanto et al. 2017). Modelle, die sowohl 

histologische als auch MRT-Parameter berücksichtigen könnten noch präzisere Modelle für 

die Ursache erhöhter sNfL-Werte liefern. Da auch die Waller´sche Degeneration wesentlich 

zu der axonalen Schädigung und vermutlich zur klinischen Behinderung beiträgt, sollte 

diese zu einem späteren Zeitpunkt untersucht werden. Dies könnte unter anderem sichern, 

ob es in der NAWM zu einer dauerhaften sNfL-Freisetzung unabhängig von neu 

entstehenden Läsionen kommt (Dziedzic et al. 2010; Singh et al. 2017).   
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5 Zusammenfassung 

Die MS zählt zu den chronisch entzündlichen Autoimmunkrankheiten des zentralen 

Nervensystems. In Folge der axonalen Schädigung während eines Schubes oder auch 

schubunabhängig im Krankheitsverlauf werden NfL aus Axonen freigesetzt. Es wurde 

gezeigt, dass die Nf im CSF und Serum miteinander korrelieren (Kuhle et al. 2016b). Deshalb 

wird in vielen Studien die Rolle der sNfL als reliabler und minimal invasiver Biomarker zur 

Erfassung des Krankheitsverlaufs und Therapieansprechens evaluiert (Bergman et al. 2016; 

Disanto et al. 2016; Kuhle et al. 2016c; Siller et al. 2019; Zetterberg und Svenningsson 

2019). 

Die vorliegende Studie befasst sich vor allem mit der Korrelation von sNfL mit 

histologischen und klinischen Parametern. Dazu wurden in 106 Bx von MS-Patienten die 

frühe axonale Schädigung und die axonale Dichte quantifiziert. Darüber hinaus wurden 106 

BEs gewonnen und mit Hilfe der SiMoA-Technologie in Bezug auf ihre NfL-Konzentration 

untersucht. Bei 26 Patienten erfolgte eine zweite Follow-up-Untersuchung. 

Zunächst konnte in dieser Kohorte reproduziert werden, dass sNfL-Werte positiv mit dem 

Alter sowie negativ mit dem zeitlichen Abstand zwischen der BE und Bx korrelieren und die 

sNfL-Werte keine Geschlechtsabhängigkeit zeigen.  Darüber hinaus fand sich, dass die Gabe 

von Steroiden und Immunmodulatoren/ Immunsuppressiva sechs Wochen vor der BE mit 

signifikant höheren sNfL-Werten korrelierte, dies spiegelt möglicherweise die Behandlung 

von schwerer betroffenen Patienten wider. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass 

Patienten, die einen Schub innerhalb der letzten sechs Monate vor BE erlitten, signifikant 

höhere Werte aufwiesen, als die Vergleichsgruppe ohne vorhergehenden Schub. 

Die vorliegende Arbeit untersuchte erstmalig die Korrelationen von histologischen 

Parametern mit den sNfL-Werten. Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Korrelation 

zwischen den APP-positiven Sphäroiden in frühaktiven Läsionen und den Neurofilament 

Leichtketten im Serum. Dadurch konnte gezeigt werden, dass der axonale Schaden in 

aktiven MS-Läsionen, nachgewiesen in der Bx, sich in den sNfL-Werten widerspiegelt. Oder 

umgekehrt konnte gezeigt werden, dass hohe NfL-Konzentrationen im Serum zeigen, dass 

histologisch ein ausgeprägter axonaler Schaden in Hirnläsionen entsteht.  

Durch eine unzureichende Kohortengröße wurde in dieser Studie nur in einer einfachen 

Regression gezeigt, dass zudem ein Zusammenhang zwischen der axonalen Dichte in der 
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NAWM und der zweiten BE besteht. D.h. unabhängig von entmarkten Läsionen und 

klinischen Schüben ist zu vermuten, dass der sNfL-Wert schubunabhängig eine 

schleichende axonale Schädigung der NAWM anzeigt. In einer größeren Kohorte könnte 

diese Beobachtung unter Berücksichtigung weiterer Einflussfaktoren näher untersucht 

werden. 

Wie bereits in einer publizierten Studie beschrieben, korrelieren die sNfL-Werte mit dem 

EDSS-Score zum Zeitpunkt der Bx (Disanto et al. 2017). Darüber hinaus zeigen sich auch 

signifikante Korrelationen mit dem EDSS-Score nach einem Jahr und zum Zeitpunkt des 

letzten Follow-ups, also mit der zukünftigen Behinderung. Dies untermauert die 

Wichtigkeit der axonalen Schädigung für die klinische Behinderung der MS-Patienten und 

sNfL als wertvollen Biomarker für diese pathologischen Prozesse. 
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6 Anhang 

6.1 Histologische Parameter 

6.1.4 Keine signifikanten Unterschiede zwischen der akuten axonalen Schädigung 

bezüglich des Geschlechts in den Läsionsarealen und der NAWM 

Läsionsaktivität P value 

EA 0,6219 

LA 0,6749 

IA 0,9250 

PPWM 0,5099 

NAWM 0,5910 

 

6.1.5 Keine signifikanten Unterschiede der axonale Dichte in der Bielschowsky-

Versilberung bezüglich des Geschlechts in den Läsionsarealen und der NAWM 

Läsionsaktivität P value 

EA 0,5337 

LA 0,5958 

IA 0,1710 

PPWM 0,8991 

NAWM 0,8483 

 

6.1.6 Keine signifikanten Unterschiede der axonalen Dichte in der NEFL-Färbung 

bezüglich des Geschlechts in verschiedenen Läsionsarealen in der NAWM 

Läsionsaktivität P value 

EA 0,3129 

LA 0,1607 

IA Zu wenige Werte 

PPWM Zu wenige Werte 
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NAWM 0,6 

 

6.1.7 Keine Korrelation zwischen der akuten axonalen Schädigung und dem Alter in 

verschiedenen Läsionsarealen und der NAWM 

Läsionsaktivität P value 

EA 0,6514 

LA 0,9761 

IA 0,6109 

PPWM 0,3438 

NAWM 0,9731 

 

6.1.8 Keine Korrelation zwischen der axonalen Dichte in der Bielschowsky-Versilberung 

bezüglich des Alters in verschiedenen Läsionsarealen und der NAWM 

Läsionsaktivität P value 

EA 0,0608 

LA 0,8399 

IA 0,9826 

PPWM 0,6846 

NAWM 0,5011 

 

6.1.9 Keine Korrelation zwischen der axonale Dichte in der NEFL-Färbung bezüglich des 

Alters in verschiedenen Läsionsarealen und der NAWM 

Läsionsaktivität P value 

EA 0,8315 

LA 0,5594 

IA zu wenige Werte 

PPWM 0,1841 

NAWM 0,9766 
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6.2 Serumparameter 

6.2.5 Signifikante erhöhte sNfL-Werte bei Schubereignis sechs Monate jedoch nicht sechs 

Wochen vor der Blutentnahme 

P value (sechs Wochen) P value (sechs Monate) 

0,1510 <0,001 
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