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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Die Multiple Sklerose (MS), die auch als Encephalomyelitis disseminata (ED) bezeichnet
wird, ist eine chronische autoaggressive entziindliche Entmarkungskrankheit des zentralen
Nervensystems, welche vorwiegend die weille Substanz des Gehirns und des Riickenmarks
betrifft. Weltweit leiden etwa 2 Millionen Erwachsene an MS (Fox et al. 2006). Sie wurde
erstmals 1835 und 1837 von Cruveilhier und Carswell beschrieben (Timme 1950). Eine
detaillierte Beschreibung in Bezug auf Klinik und Pathologie erfolgte 1868 von dem
franzosischen Neurologen J. M. Charcot (Charcot 1868). In autoptischen Hirnpriparaten
beschrieb er multiple diffuse verhértete Lisionen, die der Erkrankung letztlich ihren Namen
gaben - ,Sclérose en plaques®. Schon damals wurde die Atiologie der MS kontrovers
diskutiert und bis heute sind die Entstehungsmechanismen dieser Erkrankung nicht vollig
geklart. Heutzutage geht man bei der Multiplen Sklerose von einer Autoimmunkrankheit aus,
wobei multifaktorielle Faktoren bei der Krankheitsentstethung eine Rolle spielen.
Morphologisch ist die MS durch vorwiegend in der weilen Substanz des
Zentralnervensystems auftretende Entmarkungsherde gekennzeichnet, die ortlich und zeitlich
disseminiert auftreten. Durch eine Zerstorung der Markscheiden wird die Nervenleitung
blockiert, wobei es je nach Lokalisation der Lisionen zu unterschiedlichsten Symptomen
kommen kann.

Des Weiteren ist die Multiple Sklerose durch ihre Heterogenitit gekennzeichnet. Diese
spiegelt sich im klinischen Verlauf, im Therapieansprechen und auch in der Histopathologie

wider (Lucchinetti et al. 2000) und stellt die Grundlage dieser Arbeit dar.

1.1.1 Epidemiologie

Die jéhrliche Inzidenz der Multiplen Sklerose betridgt 7 von 100 000 Einwohnern, wobei am
hiufigsten junge Erwachsene zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr betroffen sind. Frauen
erkranken dabei doppelt so hidufig wie Ménner (Compston und Coles 2002). In Deutschland
betrigt die Privalenz 127 Erkrankte pro 100 000 Einwohner (Hein und Hopfenmiiller 2000).

Bei der geographischen Verteilung zeigt sich auf der Nordhalbkugel ein Nord-Siid-Gefille.
Dem gegeniiber verhilt sich die Verteilung auf der Siidhalbkugel spiegelbildlich. Gebiete mit

hohem Erkrankungsrisiko sind den geméBigten Klimazonen zuzuordnen und finden sich
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dementsprechend in Nordeuropa und Nordamerika, Siidaustralien und Neuseeland. Die
geringste Privalenzrate stellt sich in Aquatornihe dar.

Migrationsstudien haben gezeigt, dass Personen, die nach der Pubertét (15. Lebensjahr) aus
ihrem Ursprungsland auswandern, das Erkrankungsrisiko des Ursprungslandes beibehalten.
Im Gegensatz dazu iibernehmen sie das Risiko ihres Einwanderungslandes, wenn sie vor der
Pubertidt migrieren (Hemmer et al. 2001). Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass
ein gewisses ,, Vulnerabilititsfenster* wihrend der Pubertit vorhanden sein konnte (Kesselring
1990).

Es ist nicht endgiiltig geklart, inwieweit unterschiedliche Umwelteinfliisse, ethnische und

soziobkonomische Faktoren einen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko besitzen.

1.1.2 Atiologie

Die Ursache der Multiplen Sklerose ist weiterhin ungeklart. Es gibt zahlreiche Hypothesen,
welche eine genetische Disposition, verschiedene Umweltfaktoren und ein multifaktorielles
Autoimmungeschehen mit einschlieBen. So werden familidire Hiufungen bei der MS
beobachtet. Das Risiko von Verwandten ersten Grades, an MS zu erkranken, ist 30-50fach
gegeniiber Nichtverwandten erhoht (Sadovnick et al. 1988). Humane Leukozytenantigene
(HLA), welche auf Chromosom 6 kodiert werden und fiir die Kontrolle der Immunregulation
verantwortlich sind, werden mit der MS assoziiert. Insbesondere die Merkmale des HLA-DR-
2-Gens finden sich gehduft bei MS-Patienten (Kesselring 1990). Dariiber hinaus werden
verschiedene Umweltfaktoren, wie z.B. Virusinfektionen, fiir die Krankheitsentstehung
verantwortlich gemacht. Bei gleicher geografischer Lage tritt die MS in bestimmten Regionen
hiaufiger auf als in anderen, benachbarten Regionen. So weisen die Orkney- und
Shetlandinseln mit 309 bzw. 184 Erkrankungen pro 100 000 Einwohnern eine deutlich hohere
Privalenz auf als die nahegelegenen Fiaroderinseln mit nur 34 Erkrankungen pro 100 000
Einwohnern (Bronnum-Hansen et al. 1994). Bemerkenswert ist auch, dass auf den
Faroerinseln die MS bis 1940 vollig unbekannt war. Erst durch die Besetzung britischer
Soldaten traten sogenannte MS-Epidemien auf (Kurtzke und Hyllested 1979). Dies legt die
Beteiligung einer infektiosen Genese nahe. Insbesondere Virusinfektionen werden in
Erwidgung gezogen, da bei ihnen lange Latenz- und Persistenzperioden bekannt sind, denen
oft chronische Erkrankungen folgen konnen. Allerdings gelang es bis jetzt noch nicht, einen
bestimmten Erreger zu isolieren, der fiir die Pathogenese der MS verantwortlich gemacht

werden konnte.
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Man geht derzeit davon aus, dass der MS autoimmunologische Prozesse zugrunde liegen
(Lucchinetti et al. 2005, Linker et al. 2005). Vor allem autoreaktive T-Lymphozyten, die
gegen Myelinantigene gerichtet sind, scheinen dabei eine groBe Rolle zu spielen. Viele
Erkenntnisse, die diese Annahme unterstiitzen, entstammen Tiermodellen. Hierbei spielt die
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE) eine wesentliche Rolle. Dabei werden
Tieren, meist Ratten oder Mausen, myelinspezifische T-Lymphozyten injiziert, welche die
Blut-Hirn-Schranke durchdringen und autoimmun-vermittelte Enzephalomyelitiden auslésen
konnen (Wekerle et al 1994). Die EAE zeigt dhnliche histopathologische Veridnderungen im
ZNS wie die MS und kann hilfreich sein, die Pathogenese der MS besser zu verstehen und

dadurch spezifischere Therapien zu entwickeln.

1.1.3 Klinik

Das klinische Bild der Multiplen Sklerose ist sehr variabel und vielfiltig. Dies spiegelt sich
sowohl in der Symptomenvielfalt als auch in den klinischen Verlaufen wider. Je nach
Lokalisation der Entziindung kann fast jede neurologische Funktion betroffen sein. Héaufige
Symptome sind Optikusneuritiden, Sensibilitidtsstorungen, zentrale Paresen, Ataxien und
Blasen- und Sexualstorungen. Auch psychische Symptome, wie das hirnorganische
Psychosyndrom, Konzentrationsschwéche, sowie pathologische Ermiidungserscheinungen,
das sogenannte Fatigue-Syndrom, werden beobachtet (Schumacher 1950, Fox et al. 2006).

Es gibt verschiedene Verlaufsformen der Encephalomyelitis disseminata. Diese lassen sich
einteilen in einen primédr schubformig-remittierenden (relapsing-remitting: RR-MS), einen
sekunddr chronisch-progredienten (secondary-progressive: SP-MS) und einen primir
chronisch-progredienten (primary-progressive: PP-MS) Verlauf. Bei ca. 80% der Patienten
beginnt die Erkrankung mit einem schubformig-rezidivierenden Verlauf (Weinshenker et al.
1999). Diese Verlaufsform zeichnet sich durch eine teils vollstindige Riickbildung der
Symptome nach Erkrankungsschub und zwischenzeitliche klinische Stabilisierung des
Zustandes aus. Im weiteren Krankheitsverlauf geht diese Phase bei ca. der Hilfte aller
Patienten nach 10-20 Jahren in einen sekundér chronisch-progredienten Verlauf iiber. Hierbei
konnen die Symptome persistieren oder sich nicht bzw. nur unvollstindig zuriickbilden
(Weinshenker et al. 1989). 10-20% aller Patienten weisen einen primdr chronisch-
progressiven Verlauf auf, bei dem sich keine einzelnen Schiibe abgrenzen lassen. Bei ihnen
schreiten die Symptome von Beginn an kontinuierlich fort, ohne dass sich eine Remission
abzeichnet. Dieser Erkrankungsverlauf tritt hiufig bei Patienten auf, die in einem hoheren

Lebensalter erkranken (Lublin und Reingold 1996).
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Dariiberhinaus kann die MS in eine benigne und eine maligne Verlaufsform eingeteilt werden.
Es wird vermutet, dass bei etwa 30% der Patienten die Erkrankung gutartig verlduft (Amato et
al. 1999). Bei ihnen kommt es auch nach Jahrzehnten zu keinen wesentlichen neurologischen
Einschrinkungen. Dagegen fiihrt die maligne Form schon nach kiirzester Zeit zu schweren
bleibenden Behinderungen oder zum Tode. Hierzu gehort der Typ Marburg, welcher sich
durch einen foudroyanten Krankheitsverlauf auszeichnet, welcher innerhalb von wenigen
Jahren zum Tode oder zu schwersten neurologischen Schédden fiihren kann. Die Zahl der
betroffenen MS-Patienten wird mit ca. 5% angegeben (Bitsch und Briick 2002).

Als weitere Sonderformen der MS sind die konzentrische Sklerose Typ Bal6, die ebenso wie
der Typ Marburg fulminant verlaufen kann, sowie die Neuromyelitis optica, auch als Devic-
Erkrankung bekannt, zu nennen. Letztere Erkrankungsform ist durch Optikusneuritiden und
eine spinale Symptomatik charakterisiert, welche hédufig durch schwere respiratorische

Storungen zum Tode fithren kann (Wingerchuk et al. 1999).

1.1.4 Diagnostik

Die Anamnese und der klinische Befund stellen wichtige Sédulen in der Diagnostik der
Multiplen Sklerose dar. Weiterhin kommt auch der Liquoruntersuchung gro3e Bedeutung zu.
In 80% der Fille lasst sich eine intrathekale Immunglobulinvermehrung, insbesondere von
Immunglobulin G (IgG), feststellen. Bei mehr als 90% der Patienten werden in der
isoelektrischen Fokussierung oligoklonale IgG nachgewiesen. Diese sogenannten
oligoklonalen Banden lassen sich zwar gehduft im Liqour von MS-Patienten identifizieren,
sind jedoch nicht spezifisch, da sie auch bei anderen entziindlichen Erkrankungen des ZNS
auftreten kdnnen.

Eine weitere Sidule zur Diagnosesicherung der MS ist die Magnetresonanztomographie
(MRT). Mit ihrer Hilfe lassen sich entziindliche Plaques unterschiedlicher Aktivitit
unterscheiden. Dariiberhinaus konnen asymptomatische Lésionen identifiziert werden, welche
Hinweise auf das Ausmal} der Entziindungsaktivitit und der Lisionslast geben. Weiterhin
kann die Bildgebung Informationen fiir mogliche Remyelinisierungstendenzen oder axonale
Schidigungen liefern.

Weitere Untersuchungsmoglichkeiten im Rahmen der MS-Diagnostik stellen sogenannte
evozierte Potentiale dar. Hierbei konnen durch Reizung entstehende elektrische Ableitungen
unterschiedlicher Funktionssysteme des ZNS, wie z.B. des N. opticus als visuell evoziertes
Potential (VEP), dargestellt werden. Somit kann zur Identifikation der Lokalisation

entmarkender Prozesse mit entsprechender Leitungsverzogerung beigetragen werden.
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Bis vor wenigen Jahren basierte die Diagnostik der Encephalomyelitis disseminata auf den
sogenannten Poser-Kriterien, welche 1983 entwickelt wurden (Poser et al. 1983). Durch
klinische Kriterien und laborgestiitze Diagnostik ermdglichten sie die Unterteilung in eine
»gesicherte und eine ,,wahrscheinliche* MS. Dabei wurden in der Regel mindestens zwei
Schiibe gefordert. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt stellen die McDonald-Kriterien, welche
2005 iiberarbeitet wurden, den internationalen Standard zur Diagnosestellung der MS dar.
Hierbei steht der Nachweis einer oOrtlichen und zeitlichen Disseminierung entziindlich-
entmarkender Lésionen in der MRT im Vordergrund (McDonald et al. 2001, Polman et al.
2005). So kann bereits nach dem Auftreten des ersten Schubes bei entsprechender Bildgebung
die Diagnose gestellt werden und somit eine frithzeitige immunmodulatorische Behandlung
eingeleitet werden. Dies ist fiir den Patienten von entscheidender Bedeutung, da durch eine
frith einsetzende Therapie das Fortschreiten der MS verzogert werden kann (Goodin et al.

2002).

1.1.5 Therapie

Eine kausale heilende Therapie fiir die MS steht zum jetzigen Zeitpunkt nicht zur Verfiigung.
Derzeit existieren jedoch unterschiedliche Therapiekonzepte, die im Folgenden kurz erlautert
werden. FEin aktuelles Therapieschema wurde von der Multiple-Sklerose-Therapie-
Konsensus-Gruppe (MSTKG) der Deutschen Multiple-Sklerose-Gesellschaft verabschiedet
und enthélt Vorschldge zur Schub-, Basis- und Eskalationstherapie der MS (MSTKG 2001).

Im akuten Schub werden intravends hochdosierte Kortikosteroide von 1000 mg/Tag fiir 3 bis
5 Tage eingesetzt (Pozzilli et al. 2004). Diese Therapie besitzt eine immunsuppressive
Wirkung und verkiirzt die Dauer des Schubes. Sie kann bei ungeniigender Besserung der
Symptome in hdoherer Dosierung wiederholt werden. Die Plasmapherese stellt bei
Steroidresistenz im akuten Schub eine weitere Therapieoption dar (Weinshenker et al. 1999).
In der Basistherapie der MS empfiehlt die MSTKG als Langzeittherapeutika derzeit die Gabe
von Immunmodulatoren, wie B-Interferonen (Bla-IFN, B1b-IFN), Glatiramerazetat (GLAT)
oder Alternativoptionen, wie Azathioprin (Goodin et al. 2002, Gold und Rieckmann 2007,
Ellison et al. 1984). Diese Medikamente konnen die Anzahl, die Schwere und die Dauer der
Schiibe verringern, bzw. mildern. Zeigt die Krankheit trotz Therapie eine fortschreitende
schubformige und/ oder progrediente Aktivitidt, kann mit immunsuppressiven Therapeutika,
wie Cyclophosphamid oder Mitoxantron eskalierend behandelt werden (Hartung et al. 2002,
Pette et al. 1994). Neue Medikamente, wie z.B. der monoklonale Antikdrper Natalizumab

erweitern das Spektrum der MS-Therapeutika (MSTKG 2001, Rieckmann 2006). Hierbei ist
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hervorzuheben, dass unter der Therapie mit Natalizumab eine Hidufung der multifokalen
progressiven  Leukenzephalopathie (PML), eine ebenfalls mit Demyelinisierung
einhergehende virale Infektion des ZNS, beobachtet wurde, sodass die Indikationsstellung fiir
diese Substanz sorgfiltig gepriift werden sollte (Langer-Gould et al. 2005, Kleinschmidt-
DeMasters und Tyler 2005). Diese Befunde legen den Verdacht nahe, dass bei einer
Modulation des Immunsystems, sei es erkrankungsbedingt als auch iatrogen verursacht, durch
einen zusitzlichen Trigger, wie z.B. einer Viruserkrankung, das Bild einer entziindlichen
Entmarkung ausgelost werden kann. In Kapitel 1.2 wird die PML eingehender besprochen.

Neben immunmodulatorischen oder -suppressiven Therapiekonzepten kann, je nach
individuellem Bedarf, eine symptomatische Therapie zur Behandlung von Komplikationen,
z.B. durch Gabe von Spasmolytika bei Spastiken, erfolgen. Dariiberhinaus sind
Bewegungstherapien, wie Krankengymnastik oder Physiotherapie von grofler Bedeutung, um
die Leistungs- und Funktionsfihigkeit des Patienten so weit wie moglich zu erhalten (Henze

2004).

1.1.6 Pathologie

Die Multiple Sklerose ist eine chronische entziindliche Entmarkungskrankheit des zentralen
Nervensystems (Briick 2005 a). Makroskopisch kann man im Hirngewebe verstorbener MS-
Patienten mit bloBem Auge beliebig gelegene Herde unterschiedlicher Grofle, Gestalt und
Konsistenz, vornehmlich im Marklager lokalisiert, erkennen (Lumsden 1970). Frische, aktiv
entziindlich-entmarkende Herde sind meist weniger scharf begrenzt und gelblich bis
lachsfarben, wohingegen dltere inaktive Plaques graulich und verhirtet erscheinen. Es konnen
unterschiedliche Stadien der Remyelinisierung nachgewiesen werden. Hierbei werden
Lisionen, die Zeichen der fortgeschrittenen Remyelinisierung mit diinnen neugebildeten
Markscheiden aufweisen, als sogenannte Markschattenherde oder Shadowplaques bezeichnet
(Briick et al. 1995, Lucchinetti et al. 1996).

MS-Plaques konnen im gesamten Zentralnervensystem auftreten. Préadilektionsstellen sind
hierbei insbesondere der Sehnerv, die periventrikulir gelegene weille Substanz, der
Hirnstamm, myelinhaltige Strukturen des Riickenmarks und das Kleinhirn (Lucchinetti et al.
2005). Auch im Kortex und der tiefen grauen Substanz, wie z.B. den Basalganglien konnen
Lisionen nachgewiesen werden (Vercellino et al. 2005). Bei langandauernden
Krankheitsverldufen kann zudem eine symmetrische Hirnatrophie beobachten werden.
Histologisch ist die Multiple Sklerose gekennzeichnet durch entziindliche Lésionen mit

Zeichen der Entmarkung, axonaler Schiadigung und reaktiver Astrogliose (Lucchinetti et al.
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2000). Das entziindliche Infiltrat besteht hauptsdchlich aus T-Lymphozyten, wenigen B-
Lymphozyten und einer groBen Anzahl phagozytierender, myelinbeladener Makrophagen,
welche das Gewebe diffus infiltrieren. Im entziindlichen Infiltrat der T-Lymphozyten lassen
sich  sowohl CD4-positive T-Helferzellen, als auch zytotoxische CDS8-positive T-
Lymphozyten identifizieren (Al-Omaishi et al. 1999, Frohman et al. 2006). Des Weiteren
beobachtet man eine Aktivierung der Mikroglia, des Komplementsystems und eine
Ablagerung von Antikorpern und Komplementbestandteilen (Lucchinetti et al. 2000, Storch et
al. 1998). In der akuten, frith-aktiven Phase ist das Bild der Entziindung besonders stark
ausgepragt. Diese Entziindungsreaktionen fithren zur Zerstorung der Myelinscheiden.
Hierbei zeigt sich das Bild einer segmentalen Entmarkung, in der lediglich axonale
Strukturen innerhalb der Lision betroffen, d.h. entmarkt, sind. Thre proximalen und distalen
Anteile sind hingegen nicht mitbeteiligt. Dariiber hinaus kommt es auch in unterschiedlichem
Ausmall zu einem Verlust myelinbildender Oligodendrozyten. Lucchinetti und Briick
unterscheiden hierbei zwei Muster der Oligodendrozytenpathologie (Lucchinetti et al. 1999).
Wihrend bei einem Grofteil der Lasionen mit aktiver Entziindungsphase eine Reduktion der
Oligodendrozytenzahl festgestellt werden kann, finden sich in 70% der inaktiven Lasionen
Zeichen der Remyelinisierung, in denen sich Oligodendrozyten erneut darstellen lassen. Man
vermutet, dass sich diese Oligodendrozyten aus einem Pool von Oligdendrozyten-
Vorliduferzellen ableiten lassen. Im Gegensatz dazu, beobachtet man bei den verbleibenden
30% der Fille sowohl in aktiven als auch in inaktiven Plaques eine ausgedehnte Zerstorung
myelinbildender Zellen mit nur sparlicher oder ausbleibender Remyelinisierung (Lucchinetti
et al. 1999). Die Neubildung von Markscheiden in MS-Plaques ldsst somit eine ausgeprégte
intraindividuelle Variabilitit erkennen. Auch nach dem Abklingen der akuten
Entziindungsphase und Fortschreiten der Remyelinisierung bleibt diese inkomplett. Es lassen
sich hierbei diinnere Myelinscheiden und kiirzere internodale Abstdnde als im urspriinglichen
Myelin der weilen Substanz nachweisen (Briick 2005 b).
Ein weiteres histopathologisches Merkmal ist die Schidigung und der Verlust an Axonen,
welcher schon frith im Krankheitsverlauf auftreten kann. Es wird vermutet, dass der axonale
Schaden verantwortlich fiir permanente neurologische Defizite von MS-Patienten sein konnte
(Ferguson et al. 1997, Trapp et al. 1998). In-vivo-Studien zeigen, dass das Ausmal} der
Axondegeneration der Lidsionen mit der Anzahl der Makrophagen und CD8-positiven T-
Lymphozyten korreliert (Bitsch et al. 2000a). Des Weiteren wurde beobachtet, dass
zytotoxische CD8-positive T-Zellen die Fihigkeit zur Zerstorung von Axonen besitzen

(Neumann et al. 2002).
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Durch ablaufende Entziindungsvorginge kommt es zur reaktiven Aktivierung und
Proliferation von Astrozyten, welche mit ihren zytoplasmatischen Fortsédtzen ein dichtes
Netzwerk bilden (Schonrock et al. 1998, Norenberg 1994). Diese sogenannte Fasergliose
fiihrt zur sklerotischen Verhirtung der Plaques und entspricht dem makroskopischen Bild der

Glianarbe.

1.1.6.1 Lésionsaktivititen

MS-Plaques lassen sich durch den Nachweis unterschiedlicher Myelinabbauprodukte in
Makrophagen, sowie dem Stadium der Demyelinisierung und der Entziindungsaktivitit in
unterschiedliche Entwicklungsstadien einteilen. Dabei kann man die Lisionen nach dem Alter
ihres Entwicklungsstadiums in frith-aktive Lisionen (early active lesions (EA)), in spit-
aktive Liasionen (late active lesions (LA)) sowie inaktive Lisionen (inactive lesions (IA))
unterscheiden. Hinsichtlich der Remyelinisierungskapazitit werden die Plaques in
demyelinisierte (demyelinated (DM)), frith-remyelinisierende (early remyelinating (ERM))
und spit-remyelinisierte Lédsionen (late remyelinated (LRM)) unterteilt (Briick et al. 1994,
Briick et al. 1995, Lucchinetti et al. 1996).

Friih-aktive Lisionen (EA):

Diese Lisionen zeichnen sich durch eine hohe Zelldichte mit zahlreichen T-Lymphozyten und
Makrophagen aus, welche in der Hidmatoxylin-Eosin-Farbung (HE) gut dargestellt werden
konnen. Mit Hilfe der Luxol-Fast-Blue-Periodic-Acid-Schiff-Farbung (LFB-PAS) kann die
Entmarkung mit zahlreichen myelinbeladenen Makrophagen dargestellt werden. Wahrend
sich die zellarme nicht-entmarkte weille Substanz homogen blau darstellt, erscheinen
entmarkte Areale weilllich bis blass-rosafarben. Hier finden sich zahlreiche Makrophagen
welche blaue, vereinzelt auch pinkfarbene Myelinabbauprodukte inkorporiert haben.
Immunhistochemisch lassen sich inkorporierte Myelindegradationsprodukte fiir fiinf
unterschiedliche Myelinproteine innerhalb von Makrophagen identifizieren. Neben den
Mpyelinproteinen basisches Myelinprotein (MBP) und Proteolipidprotein (PLP), lassen sich
auch Myelinproteine, wie die Zyklische Nukleotidphosphohydrolase (CNP), das Myelin-
assoziierte Glykoprotein (MAG) und das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) in
den Makrophagen nachweisen (Briick et al. 1994, Briick et al. 1995, Lucchinetti et al. 1996).

Spit-aktive Lisionen (LA):
In diesen Lisionen findet sich ebenfalls das oben beschriebene Entziindungsinfiltrat aus T-

Zellen und Makrophagen. Der Myelinabbau ist jedoch weiter fortgeschritten. Es stellt sich
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eine beginnende Myelindegradation innerhalb von Makrophagen dar. Immunhistochemisch
sind im Zytoplasma der Makrophagen Myelinabbauprodukte, welche immunoreaktiv fiir die
Myelinproteine MBP und PLP sind, enthalten. Die Myelinproteine MOG, MAG und CNP
wurden jedoch bereits verdaut und sind in diesem Entmarkungsstadium typischerweise nicht

mehr nachweisbar (Briick et al. 1994, Briick et al. 1995, Lucchinetti et al. 1996).

Inaktive demyelinisierte Léasionen (IA DM):

Altere inaktive Plaques sind durch einen fortgeschrittenen Markscheidenabbau
gekennzeichnet. Das Inflammationsinfiltrat erscheint deutlich geringer, als in aktiv-
entmarkenden Liasionen. Makrophagen lassen entweder leere Vakuolen oder vereinzelt
grobkornige PAS-positive Myelinabbauprodukte erkennen, welche sich auch noch iiber
Monate identifizieren lassen. Immunhistochemisch lassen sich keine Myelinproteine
innerhalb der Makrophagen nachweisen (Briick et al. 1994, Briick et al. 1995, Lucchinetti et
al. 1996).

Remyelinisierung

Unabhingig vom Entwicklungsstadium, d.h. vom Alter der Plaques, lassen sich in den
Lisionen Remyelinisierungen unterschiedlichen Ausmales identifizieren.
Neuropathologische Untersuchungen an Gehirnen verstorbener MS-Patienten haben gezeigt,
dass 40% der Plaques bereits Zeichen der Remyelinisierung aufweisen konnen, wihrend die
anderen Plaques eine komplette Demyelinisierung (DM) ohne wiedereinsetzende
Remyelinisierung, erkennen lieBen (Barkhof et al. 2003). Histologisch werden remyelinisierte
Lisionen in Plaques mit frither Remyelinisierung, sog. early remyelination (ERM) und spit
remyelinisierte Plaques, auch als late remyelinated (LRM) bezeichnet, unterschieden, welche

im Folgenden niher charakterisiert werden.

Friih-remyelinisierende Lisionen (ERM):

Man beobachtet hier ein Konglomerat aus sehr zarten neugebildeten, unregelméafig
konfigurierten Myelinscheiden, die sich clusterformig um die Axone legen. In gréBeren
Lisionen kann hierbei eine zentripetale Remyelinisierung vom 4dufleren Rand ausgehend ins
Zentrum der Liasion fortschreitend beobachtet werden. Zeichen der friihen Remyelinisierung
konnen sowohl zeitgleich mit dem Myelinabbau in EA-Lédsionen, als auch zu spiteren
Zeitpunkten der Léasionsentwicklung auftreten (Briick et al. 1994, Briick et al. 1995,
Lucchinetti et al. 1996).
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Spit-remyelinisierte Lisionen (LRM):

Hier finden sich nur noch wenige Entziindungszellen und kaum noch Makrophagen. Es
handelt sich bei diesen Lisionen in der Regel um iltere inaktive Entwicklungsstadien. Die
Remyelinisierung erscheint weit fortgeschritten, so dass sie mit konventionellen
Farbemethoden nur noch schwer von angrenzender normal erscheinender weiller Substanz, so
genannter normal appearing white matter (NAWM) zu unterscheiden ist. In der LFB-PAS-
Farbung weisen LRM-Plaques ein im Vergleich zur NAWM aufgelockertes und helleres
Myelin auf, da die neu gebildeten Myelinscheiden zarter und kiirzer sind. Auch koénnen
vereinzelte PAS-positive Makrophagen und eine reaktive Gliose zu einer geringgradigen
Zellzahlerhohung fiihren. Aus diesem Grunde werden diese Lédsionen auch als
Markschattenherde bzw. Shadowplaques bezeichnet. Hiufig dominiert hier zusitzlich eine
ausgepriagte reaktive Fasergliose, in der reaktive Astrozyten durch die Ausbildung langer
faseriger Zytoplasmaausldufer eine dichte gliotische faserfilzartige Gewebematrix bilden

(Briick et al. 1994, Briick et al. 1995, Lucchinetti et al. 1996).

1.1.6.2 Immunpathologische Subtypen der Multiplen Sklerose

Das Ausmal} der Entziindung, der De- bzw. Remyelinisierung, des axonalen Verlustes und
auch das der Astrogliose kann zwischen einzelnen Patienten deutlich variieren. Anhand dieser
Befunde, aber auch vor dem Hintergrund der Heterogenitidt des klinischen Bildes, des
Therapieansprechens sowie der Bildgebung werden unterschiedliche immunpathogenetische
Mechanismen bei der MS vermutet, die letztlich in einer gemeinsamen Wegstrecke, der
entziindlichen Entmarkung, miinden. So identifizierten Lucchinetti et al. in einer Studie an
humanen MS-Biopsien und MS-Autopsien anhand des entziindlichen Infiltrates und der
Oligodendrozytenpathologie = vier  unterschiedliche = immunpathologische = Subtypen
(Lucchinetti et al. 2000). Wihrend Subtyp I und II an eine primér immunologisch induzierte
Entmarkung denken lassen, wird bei Subtyp II und IV eine Stérung des
Oligodendrozytenstoffwechsels vermutet. Zu bemerken ist, dass ausschlieBlich Ldsionen mit

frith-aktiven Gewebemerkmalen den verschiedenen Subtypen zugeordnet werden konnen.

Subtyp I und II

Die Subtypen I und II sind durch ein dichtes entziindliches Infiltrat, bestehend aus
Lymphozyten und schaumzelligen Makrophagen, gekennzeichnet. Dabei zeigen sich vor
allem T-Lymphozyten, vereinzelt auch B-Lymphozyten oder Plasmazellen. Die Lisionen
grenzen sich relativ scharf durch einen dichten Makrophagen-Wall von der umgebenden

NAWM ab und konzentrieren sich meist auf Gebiete rund um kleine Venolen. Zusitzlich
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weist ausschlieBlich Subtyp II pathologische Ablagerungen von Immunglobulinen,
insbesondere IgG, sowie aktivierte Komplementbestandteile auf, die sich im Subtyp I nicht
nachweisen lassen. In beiden Subtypen erscheint die Fihigkeit zur Remyelinsierung erhalten,
was durch das Vorhandensein von Markschatten-Herden zum Ausdruck kommt (Lucchinetti

et al. 1996, Lucchinetti et al. 2000).

Subtyp II1

Auch in den Lisionen dieses Subtyps findet sich ein lymphozyten- und makrophagenreiches
Entziindungsinfiltrat, welches jedoch geringer ausgeprigt und diffuser ist als in Subtyp I und
II. Im Gegensatz zu Sybtyp I und II finden sich in Subtyp III jedoch kaum Anzeichen fiir eine
Remyelinisierung. Das primére Ziel der Schiadigung scheint hier der Oligodendrozyt selbst zu
sein. Innerhalb der Lisionen ist die Zahl der vitalen Oligodendrozyten deutlich reduziert.
Dariiberhinaus weisen Oligodendrozyten Zeichen des apoptotischen Zellunterganges auf. Die
Plaquegrenze erscheint, im Gegensatz zu Subtyp I und II, unscharf von der umliegenden
weillen Substanz abgrenzbar und konfluierend. Typisch fiir Subtyp III ist dariiber hinaus der
selektive  Verlust des Myelin-assoziierten Glykoproteins (MAG). Dieses von
Oligodendrozyten synthetisierte Myelinprotein umhiillt die Axone in direktem Kontakt und
ist somit von den Perikarien der Oligodendrozyten selbst am weitesten entfernt. Deshalb wird
dieses Phidnomen als distale Oligodendrogliopathie bezeichnet (Lucchinetti et al. 2000).
Weiterhin treten bei Subtyp III auch Vaskulitis-dhnliche Verdnderungen auf, welche zu
sekundiren ischdmischen Schiadigungen der weillen Substanz fithren konnen (Aboul-Enein et
al. 2003, Lassmann et al. 2003). Die histopathologischen Merkmale von Subtyp III lassen
dariiber hinaus Ahnlichkeiten zu Viruserkrankungen mit Oligodendrozytenbefall, wie z.B. der
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) erkennen. Auch bei der PML wurde
ein selektiver Verlust von MAG beobachtet (Itoyama et al. 1982). Deshalb konnte in Subtyp
IIT auch ein unbekanntes Pathogen, wie ein Virus oder andere Noxen bei der Atiologie eine

Rolle spielen.

Subtyp IV

Dieses Muster ist sehr selten und wurde bisher nur in 1-2% der untersuchten Fille
identifiziert. Bemerkenswert ist, dass dieser Subtyp ausschlieBlich bei Patienten mit primaér-
progredienter Krankheitsverlaufsform beobachtet wurde (Lucchinetti et al. 2005). Wie in den
anderen Subtypen auch, ist die Entziindung hauptsdchlich T-Zell- und Makrophagen-
vermittelt, wobei hier die Demyelinisierung mit dem Tod von Oligodendrozyten in der

angrenzenden weiflen Substanz assoziiert zu sein scheint. Dabei stehen degenerative
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Oligodendrozytenverdanderungen, jedoch ohne Zeichen des apoptoptoischen Zelltodes im
Vordergrund. Als zugrundeliegender Pathomechanismus wird eine metabolisch bedingte
Oligodendrozytenschidigung angenommen, welche zu einer erhohten Vulnerabilitit fiir die

von Makrophagen sezernierten Toxine und Mediatorstoffe fithren konnte.

1.1.7 Pathogenese

Die exakten Mechanismen der Krankheitsentstehung der MS sind bis heute noch nicht in
Ginze aufgekldrt. Viele Aspekte deuten darauf hin, dass der MS autoimmunologische
Phianomene zugrunde liegen, wobei eine verminderte Toleranz in Bezug auf ein noch
unbekanntes Myelin- und/ oder Oligodendrozytenantigen verantwortlich gemacht wird. Es
wird angenommen, dass dieser Toleranzverlust einerseits genetisch determiniert ist,
andererseits jedoch auch durch bestimmte Umwelteinfliisse, wie z.B. Virusinfekte, beeinflusst
wird (Tejada-Simon et al. 2003, Derfuss et al. 2001). Autoreaktive T-Zellen spielen bei
diesem zugrundliegenden Pathomechanismus eine entscheidende Rolle. T-Lymphozyten sind
Triger der spezifischen zelluliren Abwehr und konnen nach antigener Stimulation in
verschiedene Subgruppen unterschieden werden. Dies ist aufgrund verschiedener
Oberflachenantigene, wie den ,.cluster of differentiation® (CD)-Molekiillen moglich. Hierbei
wird das CD3-Epitop generell auf T-Lymphozyten nachgewiesen und kann in der
immunhistochemischen Darstellung als Pan-T-Zellmarker genutzt werden. Die CD3-positive
Gesamtpopulation von T-Zellen wird einerseits in CD8-positive (CD8+) zytotoxische T-
Zellen, und andererseits in CD4-positive (CD4+) T-Helferzellen unterteilt. Wihrend
zytotoxische T-Zellen durch die Sekretion lysosomaler Enzyme z.B. viruserkrankte Zellen
zerstoren konnen, besteht die Hauptaufgabe der T-Helfer-Zellen darin, spezifische Antigene
zu erkennen und Plasmazellen zur Antikorperbildung anzuregen. CD4+ T-Helferzellen lassen
sich aufgrund unterschiedlicher Funktionen und Expression verschiedener Zytokinmuster
wiederum in zwei Subtypen unterteilen — in T-Helfer-1 (Tyl)- und T-Helfer-2 (Ty2)-Zellen.
Wihrend Tyl-Zellen proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y
(IFN-y) und TNF-a produzieren, welche zu Makrophagenaktivierung, Entziindung und
Gewebszerstorung fiihren konnen, schiitten Ty2 -Zellen vor allem anti-inflammatorische
Zytokine, wie die Interleukine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 aus, die eine humorale
Immunantwort vermitteln und makrophagen-vermittelte Immunvorgidnge inhibieren
(Rengarajan et al. 2000). AuBerdem unterdriicken Zytokine, welche in erster Linie von Ty2-
Lymphozyten sezerniert werden, eine Tyl-Antwort und die Aktivierung von Makrophagen

(Aharoni et al. 2000).
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Fiir die Entziindungsvorginge der MS wird den CD4+ T-Helferzellen vom Tyl-Subtyp eine
entscheidende Rolle zugeschrieben (Linker et al. 2005). Untersuchungen haben gezeigt, dass
sich im peripheren Blut von MS-Patienten und gesunden Probanden gleiche Mengen an
autoreaktiven T-Zellen, die gegen Myelinantigene gerichtet sind, nachweisen lassen (Frohman
et al. 2006). Man beobachtete allerdings, dass T-Zellen von MS-Patienten Zytokine
produzieren, welche eher auf eine proinflammatorische Tyl-Immunantwort hinweisen,
wohingegen T-Lymphozyten gesunder Probanden ein antiinflammatorisches Ty2-Muster
darstellten. So identifizierte man im peripheren Blut, im Liquor und in den Plaques von MS-
Patienten vermehrt proinflammatorische Zytokine, wie IFN-y, TNF-a und IL-2, die von Tyl-
Zellen produziert werden (Crawford et al. 2004).

Nach Aktivierung in der Peripherie sind autoreaktive T-Lymphozyten in der Lage, unter
chemotaktischen Einfliissen die Blut-Hirn-Schanke zu iiberwinden. Unklar ist allerdings,
durch welche Mechanismen diese T-Zellen in einen aktiven autoreaktiven Zustand iibergehen
konnen. Im ZNS erkennen die T-Zellen ihr Antigen, als welches z.B. das basische
Myelinprotein (MBP), das Proteolipidprotein (PLP) oder das myelin-assoziierte Protein
(MAG) fungieren konnen (Al-Omaishi et al. 1999). Dieses Antigen wird von ortsstindigen
antigenpriasentierenden Zellen, wie Mikroglia oder Makrophagen, iiber Molekiile des
sogenannten ,,major histocompatibility complex*“ (MHC) prisentiert. Die MHC-
Proteinkomplexe sind essentiell fiir die Regulation der Immunvorginge und sind in der Lage,
Antigene zu prasentieren. Hierbei werden zwei Arten von MHC-Komplexen unterschieden:
CD4+ T-Zellen erkennen Antigene, die iiber MHC-II-Molekiile préasentiert werden,
wohingegen CD8+ T-Lymphozyten Antigene erkennen, welche iiber MHC-I-Molekiile
préisentiert werden.

Durch den Antigenkontakt kommt es zur Ausschiittung zahlreicher proinflammatorischer
Zytokine. Diese fithren durch ihre zytotoxischen Eigenschaften zu einer Schidigung des
Endothels der Blutgefidle, was wiederum zu einer Schidigung der Blut-Hirn-Schranke fiihren
kann (Yamaoka et al. 2002). Dariiberhinaus werden andere Bestandteile des Immunsystems
wie z.B. Makrophagen rekrutiert und aktiviert, die ihrerseits Zytokine und Chemokine
sezernieren, welche zu einer Entmarkung oder Gewebezerstorung beitragen konnen.
Makrophagen sind letztlich hauptverantwortlich fiir die Beseitigung von Myelinfragmenten,
welches mittels Phagozytose geschieht.

Andererseits ergaben Studien von Diemel et al. und Kerschensteiner et al., dass die
Entziindungsreaktionen auch von Nutzen bei der Regeneration von Gewebe sein konnten. In-

vitro-Versuche zeigten, dass Makrophagen die Remyelinisierung unterstiitzen konnen, indem
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sie neurotrophische Faktoren wie z.B. den ,brain-derived-neurotrophic-factor (BDNF)
produzieren (Diemel et al. 1998, Kerschensteiner et al. 1999).

Zytokine, wie IFN-y und IL 2 konnen auch zu einer Aktivierung von B-Lymphozyten fiihren.
Letztere produzieren daraufthin Immunglobuline, welche ebenfalls an der Destruktion der
Myelinscheiden beteiligt sein konnen. So wurden Antikorper gegen Myelinproteine, wie
MOG und MBP im Serum und im Liquor von MS-Patienten nachgewiesen (Reindl et al.
1999). Auch entlang zerstorter Myelinscheiden, an Oligodentrozyten und innerhalb von
Makrophagen lieen sich Ablagerungen von Antikdrpern nachweisen (Storch et al. 1998).
Dartiiber hinaus konnte gezeigt werden, dass in MS-Plaques auch zytotoxische CD8+ T-Zellen
eine Rolle spielen. Babbe et al. wiesen nach, dass in einer Lision nahezu 30% aller T-Zellen
von nur einem CD8+ Lymphozyten-Klon abstammten (Babbe et al. 2000). Da CD8+ T-
Lymphozyten Antigene erkennen, die iiber MHC-I-Molekiile pridsentiert werden, stellen
Oligodendrozyten, Astrozyten, Neurone, Axone und Endothelzellen potentielle Ziele fiir
zytotoxische T-Zellen dar. Zudem konnte gezeigt werden, dass der Axonschaden in
frilhaktiven Lédsionen mit der Anzahl an CD8+ T-Lymphozyten korreliert (Bitsch et al.
2000a).

Im Gegensatz zu der vermuteten autoimmunvermittelten Pathogenese der MS, gibt es Studien,
die auch eine Funktionsstorung der Oligodendrozyten selbst in Frage kommen lassen. So
konnten Barnett und Prineas bei einem Patienten mit schubformig remittierender MS eine
extensive Apoptose von Oligodendrozyten beobachten, wihrend andere Zellen, wie T-Zellen,
Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten keine Auffilligkeiten aufwiesen (Barnett und
Prineas 2004). Ursachen fiir eine Oligodendrozytenschiddigung konnten z.B. Virusinfektionen,
Toxine oder Ischdmien darstellen. Viren, die bei der Pathogenese der MS eine Rolle spielen
konnten, sind das Epstein-Barr-Virus (EBV) und das humane Herpesvirus 6 (HHV-6) (Cepok
et al. 2005, Soldan et al. 2000). So konnten in MS-Lisionen Antigene des HHV-6 in
Oligodendrozyten nachgewiesen werden (Challoner et al. 1995).

Ebenfalls eine demyelinisierende Erkrankung, welche allerdings gesichert durch ein Virus
bedingt ist, stellt die progressive multifokale Leukenzephalopathie dar. Da die PML und die
MS Gemeinsamkeiten, wie multifokale entmarkende ZNS-Lidsionen mit selektiver
Oligodendrozytendestruktion und ausgeprigter astrozytdarer Gliose aufweisen, wird im

folgenden Kapitel auf die PML niher eingegangen.
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1.2 Progressive multifokale Leukenzephalopathie (PML)

Die PML ist eine demyelinisierende Erkrankung, die, dhnlich der MS, ausschlieflich das
zentrale Nervensystem betrifft. Sie wird durch das JC-Virus, einem weitverbreitetem
Polymyxovirus ausgelost (Henderson et al. 2002). JC steht hierbei fiir die Initialen des ersten
beschriebenen PML-Patienten namens John Cunningham (Padgett et al. 1971). Es wird ein
hoher Durchseuchungsgrad mit dem JC-Virus von bis zu 80% der Erwachsenen beschrieben
(Padgett und Walker 1973), wobei bei immunkompetenten Personen die Infektion in der
Regel asymptomatisch verlduft. Bei verminderter Abwehrlage, wie sie z.B. bei einer priméren
Infektion mit dem humanen Immundefizienzvirus (HIV) oder unter immunsuppressiver
Therapie besteht, kann eine JC-Virus-Infektion unter Umstidnden reaktiviert werden (Eng PM
et al. 2006). Das Virus fithrt zu einer Infektion und konsekutiver Zerstdrung von
markscheidenbildenden Oligodendrozyten. Die Symptome an PML erkrankter Patienten sind
mit der  Lokalisation  entsprechender  Entmarkungsherde  assoziert, = wobei
Verhaltensauffélligkeiten, Sehstorungen und Paresen hiufig auftreten (Kneitz und Wiendl
2008). Die Prognose dieser seltenen Erkrankung ist ungiinstig. Es gibt aber Einzelfallberichte
tiber PML-Patienten, die mithilfe von Nukleosid-Analoga, wie Cidofovir und Zytarabin, und
Zytokinen, wie IFN-q, iiberlebten (Calabrese et al. 2007).

Pradilektionsstellen PML-assoziierter Entmarkungsherde bilden Areale der subkortikalen
weillen Substanz, wobei sich multifokale Lisionen ausbilden (Richardson EP und Webster
1983). Histopathologisch finden sich kaum Zeichen einer Entziindungsreaktion, was durch
eine zugrundeliegende Immunsuppression der erkrankten Patienten erkldarbar wire. Die
entmarkten Areale lassen eine unscharfe Begrenzung zur angrenzenden weiflen Substanz
erkennen. Infizierte Oligodentrozyten zeigen typischerweise vergroferte Zellkerne mit
abgeblasstem Zentrum. Elektronenmikroskopisch kénnen JC-Virione identifizieren werden
und die in-situ-Hybridisierung zeigt eine aktive Virusreplikation innerhalb des Kerns
(Aksamit 2008, Aksamit 1995). Weiterhin ist eine reaktive Astrogliose, dhnlich der MS,
charakteristisch. Bei der PML lassen sich jedoch zum Teil bizarr geformte Astrozyten
beobachten. Diese Astrozyten werden insbesondere im Zentrum chronischer PML Lisionen
nachgewiesen. Sie lassen bis auf 30 um vergroBerte Zellkerne erkennen, welche hyperchrom
und mehrlappig erscheinen konnen (Aksamit 1995). Auch hier kann man in seltenen Fillen
mit der in-situ-Hybridisierung eine JC-Virus-Infektion nachweisen, obwohl Astrozyten in der
Regel nicht infiziert werden (Aksamit et al. 1990).

Die MS und die PML sind demyelinisierende Erkrankungen des ZNS, welche idhnliche

klinische Symptome aufweisen konnen. Da die Atiologie der MS, im Gegensatz zur PML
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nicht endgiiltig geklirt ist und hier ebenfalls eine mogliche virale Mitbeteiligung diskutiert
wird, konnten gemeinsame pathogenetische Mechanismen der ZNS-Entmarkung zumindest
fir einen Teil der MS-Subtypen eine Rolle spielen. Da beide Erkrankungen neben der
Entmarkung mit einer ausgeprigten, reaktiven Astrogliose einhergehen konnen, wére es fiir
die in dieser Arbeit fokussierte Fragestellung von Interesse beide Erkrankungen beziiglich

ithrer astrozytdren Morphologie zu korrelieren.

1.3 Astrozyten

Astrozyten gehoren zu den Gliazellen, sind neuroektodermalen Ursprungs und ubiquitédr im
Zentralnervensystem vorhanden. Gliazellen machen ungefiahr 90% des menschlichen Gehirns
aus (He und Sund 2007). Als Gliazellen oder Neuroglia werden alle nicht-neuronalen Zellen
bezeichnet, welche aufgrund unterschiedlicher Morphologie, Funktionen und Herkunft in
Makro- und Mikroglia unterteilt werden koénnen. Zur Makroglia, zéhlen Astrozyten und
Oligodendrozyten. Neben vielfiltigen Aufgaben der Astrozyten, die im weiteren Verlauf
niher erortert werden, besteht die Hauptaufgabe der Oligodendrozyten in der Synthese von
Myelin, welches die Nervenfasern als sogenannte Markscheiden umhiillt. Als Mikroglia
werden die  Gehirnmakrophagen  bezeichnet, die  ontogenetisch  von  der
Monozyten/Phagozyten-Linie abstammen und somit myeloischen Ursprungs sind (Cuadros
und Navascués 1998).

Das Wort ,,Glia* kommt aus dem Griechischen und bedeutet ,,Leim*. Lingere Zeit wurden
Astrozyten als der ,Klebstoff* angesehen, welcher ausschlieBlich dazu dient, das ZNS
zusammenzuhalten (Nair et al. 2008). Heutzutage ist allerdings bekannt, dass diese Zellart an
vielen aktiven Vorgidngen des Gehirns beteiligt ist und das ZNS ohne Astrozyten seine
Funktionen nicht wahrnehmen konnte. So sorgen sie fiir eine dauerhafte Arbeitsfihigkeit der
Neurone, indem sie die pH- und Ionenhomoostase aufrecht erhalten, die Neurone mit
Nihrstoffen beliefern und neuronale Abbauprodukte entsorgen (Nedergaard et al. 2003).
Auch strukturieren sie wihrend der Ontogenese das Hirnwachstum. Bemerkenswert ist, dass
mit zunehmender Komplexitidt des ZNS, die Anzahl der Astrozyten steigt. Wihrend bei
Blutegeln auf 25-30 Neurone ein Astrozyt kommt, sind es hingegen beim Menschen fiir ein
einzelnes Neuron 1,4 Astrozyten (Bass et al. 1971).

Bis vor wenigen Jahren standen die Astrozyten in der Pathogenese der MS im Hintergrund
und waren meist als narbenbildende Zellen nach entziindlicher Demyelinisierung bekannt.
Dabei halten sie vielféltige Aufgaben insbesondere auch in Bezug auf die Pathogenese der

MS inne (Nair et al. 2008).
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1.3.1 Morphologie und Identifikation

1886 entdeckte Golgi mit der von ihm entwickelten Chromsilbermethode ,,gewisse
Spinnenzellen® und stellte ihre Ndhe zu GefdBlen fest. Allerdings mussten erst verbesserte
histologische Methoden entwickelt werden, um die Astrozyten genauer zu analysieren. 1913
gelang es Cajal mit dem von ihm entwickelten Goldsublimatverfahren diese sternféormigen
Zellen in groBler Vollkommenheit darzustellen (Scholz 1957).

Astrozyten stellen die groften Zellen der Gliazellen des ZNS dar. Sie besitzen einen
Durchmesser von 10 - 20 um. Thre zytoplasmatischen Fortsidtze bedecken sowohl kapillédre
Blutgefdfle als auch die neuronale Oberfliche. Die Fortsidtze eines einzelnen Astrozyten
formen ein dreidimesionales Netzwerk, indem sich keine Fortsdtzen anderer Astrozyten
befinden. Sie beriihren sich lediglich an ihren @uBlersten Enden. Somit bildet jeder Astrozyt
einen eigenen Arbeitsbereich (Ogata und Kosaka 2002). Der Zellkern des Astrozyten ist
rundlich, hell, d. h. chromatinarm und im Lichtmikroskop gut zu erkennen. Morphologisch
konnen Astrozyten in zwei Gruppen unterteilt werden. Wahrend die protoplasmatischen
Typen vor allem in der grauen Substanz vorkommen und kurze aber stark verzweigte
Fortsitze besitzen, finden sich in der weilen Substanz eher fibrilldre Astrozyten mit langen,
diinnen und weniger zahlreichen Fortsétzen.

Elektronenmikroskopisch erkennt man, neben iiblichen Zellorganellen, viele Lysosomen,
Glykogengranula sowie das fiir Astrozyten charakteristische Zytoskelett, welches das
restliche Zytoplasma ausfiillt und sich bis in die Fortsidtze ausbreitet. Dieses besteht aus
dichtgepackten Intermedidrfilamenten, welche von Vimentin und dem sauren glialen
fibrilliren Protein (GFAP) gebildet werden (Cosgrove et al. 1989). Das saure Gliafaserprotein
wurde 1971 von Bignami, Eng, Vanderhaegen und Gerstl entdeckt (Eng LF et al. 1971). Es ist
spezifisch fiir Astrozyten und stellt somit einen zuverldssigen Marker zur Identifizierung der
Selbigen dar. Antikorper gegen GFAP werden immunhistochemisch genutzt um Astrozyten

und ihre Fortsétze lichtmikroskopisch zu darzustellen (Uyeda et al. 1972).

1.3.2 Funktionen der Astrozyten

Astrozyten besitzen eine Vielzahl an Funktionen und Aufgaben. Die intrazelluldr gelegenen
Fibrillen geben Astrozyten eine strukturelle Festigkeit, wodurch sie das ZNS mechanisch
stiitzen (Williams et al. 2007). Weiterhin bilden die Astrozyten gemeinsam mit
Endothelzellen und der Basalmembran von Blutgefiflen die sogenannte Blut-Hirn-Schranke.

Diese stellt eine selektive Barriere zwischen dem Zentralnervensystem und den Blutgefid3en
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dar. Zwar umhiillen Astrozyten die Endothelzellen vollstindig, doch stellen sogenannte tight
junctions die eigentliche Schranke zwischen den Endothelzellen dar. ,,Tight junctions®, zu
deutsch ,,dichte Verbindungen®, sind aus Proteinen bestehende Zellkontakte, welche den
Interzellularraum dicht verschlieBen. Sie iiben dadurch eine Barrierefunktion aus. Auf diese
Weise wird der Fluss von Ionen und Molekiilen durch den Zellzwischenraum kontrolliert.
Dabei setzen Astrozyten eine Reihe von Faktoren frei, die fiir die Aufrechterhaltung der Blut-
Hirn-Schranke benétigt werden. So sezernieren sie z.B. “transforming-growth-factor-”
(TGF-B), “glial-cell-line-derived-neurotrophic-factor” (GDNF), “basic-fibroblast-growth-
factor” (bFGF) oder IL-6, die die Bildung endothelialer “tight junctions” unterstiitzen (Abbott
2002). Durch Diffusion, aktiven Transport oder spezifische Carriersysteme kénnen aber auch
Substanzen bzw. Molekiile, wie Sauerstoff, Kohlendioxid, Glukose oder bestimmte
Aminosduren dem ZNS zugefiihrt werden (Hertz et al. 1990).

Astrozyten sind mittels so genannter ,gap junctions® miteinander und auch mit
Oligodendrozyten verbunden und bilden somit ein dreidimensionales Netzwerk (Rash et al.
2001). Als ,gap junctions* werden Kommunikationskontakte bezeichnet, welche aus
kanalbildenden Proteinkomplexen bestehen, die benachbarte Zellen direkt miteinander
verbinden und somit den direkten Stoffaustausch ermoglichen, ohne dass Molekiile in den
Extrazellularraum verloren gehen konnen. Dieses funktionelle Synzytium ist von
entscheidender Bedeutung bei der interzellularen Kommunikation und der zellularen
Homoostase (Kettenmann et al. 1983). Informationen konnen ausgetauscht und
Koordinationsaufgaben ausgefiihrt werden. Vor allen in Zeiten intensiver neuronaler Aktivitit
versorgen Astrozyten Neurone mit Néhrstoffen, wie Laktat, und kénnen ihren Stoffwechsel
beeinflussen (Brown und Ransom 2007, Norenberg 1994). Dariiber hinaus kontrollieren
Astrozyten die Zusammensetzung des  Extrazellularraumes, insbesondere des
Kaliumhaushaltes. Dieser Prozess wird als ,,rdaumliche Pufferung® bezeichnet (Meeks und
Mennericks 2007, Gardner-Medwin 1983). Dabei nehmen Astrozyten Kalium auf und
transportieren es durch die Vernetzung mittels ,,gap junctions* von Arealen hoher neuronaler
Aktivitiat in Gebiete mit niedrigerer Aktivitit. Auf diese Weise wird die Fortleitung der
Erregung limitiert (Steward et al. 1992). Weiterhin iibernehmen Astrozyten die Beseitigung
und Inaktivierung von Neurotransmittern, wie z.B. Glutamat und y-Aminobuttersidure
(GABA), welche von Neuronen freigesetzt werden (Rosenberg 1991, Kang et al. 1998). Da
Glutamat neurotoxische Wirkungen besitzt, verhindert dieser Mechanismus die Schidigung

neuronaler Strukturen (He und Sun 2007).
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Astrozyten selbst produzieren ebenfalls eine Reihe von neurotrophen Substanzen, wie z.B.
,orain-derived-neurotrophic-factor (BDNF) und Neurotrophin 3 (NT3), und spielen somit
fiir das Uberleben von Neuronen eine entscheidende Rolle (Dreyfus et al. 1999). Weiterhin
finden sich Hinweise, dass Astrozyten an der Ausbildung von neuronalen Synapsen beteiligt
sein konnten. So entwickelten Neurone, welche zusammen mit Astrozyten kultiviert wurden,
7-mal mehr Synapsen, als Kulturen ohne Astrozyten, wobei die wenigen Synapsen, die sich

ohne Astrozyten bildeten, unreif waren (Ullian et al. 2001).

1.3.3 Reaktiv verinderte Astrozyten bei Multipler Sklerose

Wird das Zentralnervensystem verletzt, kommt es zu einer astroglialen Reaktion — reaktive
Astrozytose oder Astrogliose genannt. Diese Reaktion ist nicht spezifisch und kann bei
nahezu jeder Verletzung des ZNS, wie z.B. Infarkt, Trauma und Infektionen auftreten
(Fawcett und Asher 1999). Die reaktive Astrogliose ist durch zahlreiche hypertrophierte
Astrozytenzellkorper mit zahlreichen feinen fortsatzartigen Zytoplasmaausldufern
charakterisiert. Die plumpen Zellleiber lassen ein homogenes eosinophiles Zytoplasma
erkennen, so dass ein gemistetzelliger Aspekt zur Darstellung kommen kann. Oft vergrof3ert
sich der Kern und verlagert sich an den Rand der Zellmembran. Ultrastrukturelle Studien
zeigten in reaktiven Astrozyten eine erhohte Anzahl von Zellorganellen, wie z.B.
Mitochondrien, Golgiapparat oder Lysosomen (Norenberg 1994). Die astrozytiren
Reaktionen enden in der Bildung einer glialen Narbe.

Die Glianarbe besteht vorwiegend aus dicht gepackten, hyperfilamentiren Astrozyten und
deren Fortsidtzen, welche dicht aneinander liegen und sowohl durch gap- als auch durch tight
junctions miteinander verbunden sind (Fawcett und Asher 1999). Das Narbengewebe ist
dichter als normales Hirngewebe und erscheint bei makroskopischer Betrachtung grau, glasig
und derb.

Das wohl augenfilligste Merkmal reaktiv verdnderter Astrozyten ist die enorm gesteigerte
Synthese an GFAP, dem Intermediérfilament der Astrozyten (Holley et al. 2003). Die genaue
Funktion dieses betonten GFAP-Anstieges ist jedoch noch unbekannt. Weinstein et al.
vermuten, dass erhohte GFAP-Spiegel benétigt werden, um stabile Astrozytenfortsidtze zu
bilden (Weinstein et al. 1991). In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass
GFAP-negative Maiuse Defizite, wie eine geringe Vaskularisierung des ZNS und
Uberreaktionen bei Verletzungen des ZNS, aufwiesen (Liedtke et al. 1996, Nawashiro et al.
1998). Dariiberhinaus wurde ebenfalls eine Beeintridchtigung der Funktion der Blut-Hirn-

Schranke nachgewiesen (Liedtke et al. 1996). Im Gegensatz dazu zeigten Miuse mit einer
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Uberexpression von GFAP Ahnlichkeit mit der seltenen neurodegenerativen Alexander-
Erkrankung, welche mit massiven Ansammlungen von GFAP-haltigen Rosenthalfasern und
Entmarkungsprozessen assoziiert ist (Messing et al. 2001).

Die Aktivierung der Astrozyten geht mit einer vermehrten Expression verschiedener
Molekiile, wie Wachstumsfaktoren, Zytokine, Proteasen und Proteaseinhibitoren einher
(Eddleston und Mucke 1993). Weiterhin wurden aktivierte Astrozyten bei der Phagozytose
von Myelin, Axontriimmern, Makrophagen und apoptotischen Zellen beobachtet (Morcos et
al. 2003, Nguyen und Pender 1998, Prineas et al. 1990). Allerdings erreicht ihre
Phagozytosekapazitdt nicht die der Mikroglia (Magnus et al. 2002). Nguyen und Pender
beobachteten eine vermehrte Phagozytose apoptotischer Lymphozyten durch Astrozyten nach
Glukokortikoidbehandlung, weshalb angenommen wird, dass Astrozyten erst durch einen
Anstieg an apoptotischen Zellen zur Phagozytose angeregt werden (Nguyen und Pender
1998). Andererseits wurde auch eine Phagozytose von Myelin- und Axontriimmern durch
Astrozyten innnerhalb der normal erscheinenden weillen Substanz (NAWM), welche kaum
Entziindungzeichen aufwies, nachgewiesen (Morcos et al. 2003). Myelin- und Axonfragmente
in unmittelbarer Umgebung reaktiver Astrozyten der weillen Substanz lassen vermuten, dass
Astrozyten initial das Gewebe zerstoren und es anschliefend phagozytieren konnen (Morcos
et al. 2003). Ferner konnten Astrozyten nachgewiesen werden, die sich intaktes Myelin,
welches Axone unmittelbar umgab, einverleibten, was ebenfalls einer gewebszerstdorenden
astrozytiren Eigenschaft zugeschrieben werden konnte (Lee et al. 1990). Andererseits wird
auch die Moglichkeit diskutiert, dass durch eine Beseitigung des Zellschuttes die
Remyelinisierung geférdert werden konnte und die Phagozytoseeigenschaft von Astrozyten
somit als gewebeprotektiv gewertet werden konnte. (Morcos et al. 2003).

Eine Sonderform reaktiver Astrozyten stellen die sogenannten Creutzfeldt-Peters-Zellen
(CFPZ) dar. Sie werden typischerweise in aktiv demyelinisierenden L&sionen angetroffen,
sind jedoch nicht spezifisch fiir die MS (Zagzag et al. 1993). 1923 wurde diese Zellform
erstmals ausfiihrlich von Creutzfeldt beschrieben. Er bezeichnete diese Zellen als ,,Riesen-
oder Monsterzellen® und vermutete, dass es sich bei den Kernfiguren um eine Form der
pathologischen Mitose handelt. Er nahm an, dass diese Riesenzellen ,,ein Ausdruck der
Schwere und des akuten Ablaufs des krankhaften Vorganges* sei (Creutzfeldt 1923, S. 514).
Somit wurde diese astrozytire Variante initial als atypische Mitosefigur, sog. Granularmitose,
reaktiver Astrozyten angesehen. Spiter entpuppten sie sich jedoch als astrozytédre Reizformen,
welche zahlreiche kleine Kernfragmente, sog. Mikronuklei enthielten. CFPZ werden somit

nicht als Kernteilungsfigur angesehen sondern eher als extreme Reizform reaktiver
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Astrozyten interpretiert (Lucchinetti et al. 2005). So zeigten Schonrock et al. in ihrer Studie,
bei der Astrozyten sowohl mit dem Astrozytenmarker anti-GFAP als auch mit dem
Proliferationsmarker anti-Ki-67 angefirbt wurden, einerseits proliferierende Astrozyten und
andererseits Ki-67-negative GFAP-positive reaktive astrozytire ,,mitotische Figuren®, welche
sie als Creutzfeldt-Peters-Zellen betitelten (Schonrock et al. 1998). Auch Zagzag et al.
unterscheiden zwischen proliferierenden Astrozyten in Mitose und CFPZ (Zagzag et al.
1993).

Ob die oben beschriebenen Verdnderungen reaktiver Astrozyten einen positiven oder
negativen Verlauf auf die Multiple Sklerose ausiiben, wird zurzeit kontrovers diskutiert. Man
geht derzeit davon aus, dass ihnen beide Eigenschaften innewohnen (Williams et al. 2007). Im

Folgenden wird hierauf niher eingegangen.

1.3.3.1 Die Glianarbe bei Multipler Sklerose — eine mechanische Barriere?

Ob die narbigen Veridnderungen von Vorteil oder eher nachteilig fiir den Verlauf der
Multiplen Sklerose Lisionen sind, konnte bis heute nicht endgiiltig gekldrt werden. Durch die
Bildung der gliosen Narbe, bei der vermehrt Astrozyten und deren Fortsédtze dicht beieinander
liegen, konnte somit ein physikalisches Hindernis entstehen, welches sich negativ auf
regenerierende Prozesse auswirken kann, in dem z.B. einsprossende neuronale Fortsidtze das
verletzte Gebiet nicht erreichen (Reier und Houle 1988). Auch Nair et al. vermuten, dass
reaktive Astrozyten ein Vordringen von Oligodendrozyten und Axonen zur Lésion verhindern
konnten (Nair et al. 2008). Auf der anderen Seite konnte sich die Astrogliose jedoch auch
positiv auf die Wundheilung auswirken, indem sie geschidigte, nekrotische Areale von
gesundem Gewebe abgrenzt und durch den Anstieg von GFAP das geschiddigte Gebiet
stabilisiert (Reier 1986, Eddleston und Mucke 1993).

1.3.3.2 Astrozyten und ihr Einfluss auf die Remyelinisierung bei Multipler Sklerose

Astrozyten sind sehr wandelbar und konnen in Bezug auf die Axonregeneration und
Remyelinisierung sowohl fordernde als auch inhibierende Einfliisse aufweisen. In-vitro
produzieren Astrozyten Molekiile, wie Chondroitin-Sulfat-Proteoglykane, Tenascin-C und
Tenascin-R, welche die Axonregeneration hemmen (Yamada et al. 1997, Gutowski et al.
1999, Grierson et al. 1990). Andere In-vitro-Studien zeigten, dass diese Molekiile die
Migration von Oligodendrozyten-Vorlduferzellen, und somit eine mogliche Remyelinisierung
inhibieren konnen (Groves et al 1993). Dariiber hinaus wurden in Versuchen mit Saugetieren,

denen eine Léasion des Riickenmarks zugefiigt wurde, Astrozyten beobachtet, wie sie das
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Wachstum von sich regenerierenden Neuronen und ihrer Axone in ihrer Ausdehnung
hemmen. (Liuzzi und Lasek 1987). Es wurde gezeigt, dass Stickstoffmonoxid (NO), ein
Produkt  Stickstoffmonoxid-Synthase = produzierender = Astrozyten,  toxisch  auf
Oligodendrozyten und Neurone wirkt, was wiederum die Regeneration behindert (De Groot et
al. 1997, Al-Omaishi et al. 1999). Andererseits konnen Astrozyten auch forderlich fiir das
Uberleben von Neuronen sein, indem sie Wachstumsfaktoren und Neutrophine produzieren.
In-vitro sind Astrozyten fihig den sogenannten ,,nerve-growth-factor* (NGF) zu produzieren,
welcher fiir das Uberleben von Neuronen eine wichtige Rolle spielt (Bakhit et al. 1991,
Morrison et al. 1986). Weiterhin sezernieren Astrozyten das ,,monocyte-chemoattractant-
protein-1* (MCP-1), welches die Differenzerung von neuronalen Vorliduferzellen beschleunigt
und deren Einwanderung ins Lisionsgebiet fordert (Belmadani et al. 2006).

Durch Chemokinproduktion aktivieren und rekrutieren Astrozyten Entziindungszellen in das
geschidigte Areal, was zur Unterhaltung einer Entziindungsreaktion fiithrt (Williams et al.
2007). Dariiber hinaus konnten Selmaj et al. Astrozyten nachweisen, welche den
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) exprimierten (Selmaj et al. 1991). So wurde einerseits
beschrieben, dass TNF-o mit einer Apoptose von Oligodendrozyten und einer
Demyelinisierung einhergeht (Hohlfeld 1997, Selmaj und Raine 1988). Andererseits zeigten
TNF-a-negative Miusen einen schweren Verlauf im Tiermodell der MS, der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), welcher durch die Gabe von TNF-a gedrosselt
werden konnte (Liu et al. 1998). Weiterhin belegen Fok-Seang et al., dass Astrozyten in-vitro
hemmend auf Vorlduferzellen der Oligodendrozyten wirken, welche normalerweise eine
erfolgreiche Remyelinisierung gewihrleisten (Fok-Seang et al. 1995). Dieses Phinomen
konnte ebenfalls in in-vivo-Versuchen nachgewiesen werden (Franklin et al. 1997).
Schonrock et al. wiederum konnten proliferierende Oligodendrozyten in der Umgebung von
Astrozyten nachweisen (Schonrock et al. 1998). Auch haben in-vitro-Studien gezeigt, dass
Astrozyten die Teilung und Differenzierung von Oligodendrozyten fordern konnen, indem sie
bestimmte Wachstumsfaktoren und Zytokine produzieren (Webster 1997). Beispielsweise
produzieren Astrozyten nach Ischdmien den ,,insulin-like-growth-factor-1* (IGF-1), welcher
die Oligodendrozytenentwicklung und die Meyelinisierung in-vitro und in-vivo anregt

(Mozell und McMorris 1991, Carson et al. 1993).

1.3.3.3 Astrozyten und die Immunantwort
Fiir Entziindungsvorgidnge der MS werden in erster Linie CD4+ T-Helferzellen vom Tyl-

Subtyp verantwortlich gemacht (Chavarria und Alcocer-Varela 2004). Diese werden mittels
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Antigenprisentation iiber MHC-II-Molekiile aktiviert. ,,Professionelle antigenpréasentierende
Zellen des ZNS stellen, Mikroglia, und dendritische Zellen dar, da sie kontinuierlich MHC-II-
Molekiile exprimieren und somit zur Antigenpridsentation befihigt sind (Weber et al. 1994,
Williams et al. 2007). Kontrovers diskutiert wird, ob reaktiv verdnderte Astrozyten als
antigenprasentierende Zellen fungieren und somit auch an der Pathogenese der MS beteiligt
sein konnten. Mehrere Studien konnten zeigen, dass Astrozyten unter Stimulation mit dem
proinflammatorischen Interferon-y MHC-II-Molekiile exprimieren koénnen wund zur
Antigenprisentation geeignet sind (Weber et al. 1994, De Keyser et al. 2003). Dariiber hinaus
konnten Zeinstra et al. zeigen, dass Astrozyten in aktiven MS-Plaques MHC-II-Molekiile
prasentieren konnen (Zeinstra et al. 2000). Soos et al. beschrieben weiterhin, dass sowohl
IFN-y behandelte als auch unbehandelte Astrozyten die Proliferation von Tyl-Lymphozyten
fordern konnen, wohingegen ausschlieBlich IFN-y behandelte Astrozyten in der Lage waren
naive T-Zellen zu aktivieren. Diesen Beobachtungen zufolge konnten Astrozyten
Entziindungsvorgidnge in der Multiplen Sklerose fordern, indem sie Myelinepitope
prasentieren und die Tyl-Antwort unterstiitzen (Soos et al. 1998). Andere Studien hingegen
konnten eine Astrozyten-Beteiligung bei der Antigenprésentation jedoch nicht belegen (B0 et
al. 1994).

Astrozyten wird eine immunsuppressive Wirkung zugeschrieben, indem sie Zytokine, wie
Interferon-f (IFN-B) und ,,transforming-growth-factor-B* (TGF-B) produzieren (da Cunha und
Vitkovic 1992, Meinl et al. 1994). Hailer et al. zeigten, dass durch TGF-B, welches von
Astrozyten exprimiert wurde, die Produktion von Adhédsions- und MHC-II-Molekiilen
verhindert werden konnte. Somit wiren Astrozyten in der Lage antigenprésentierende Zellen,
wie Makrophagen, zu deaktivieren (Hailer et al. 1998). Dariiber hinaus konnten Aloisi et al.
nachweisen, dass eine IL-12-Produktion von Mikrogliazellen, welche zu einer T-Zell-
Aktivierung fiihrt, durch Astrozyten inhibiert werden konnte (Aloisi et al. 1997). Auch konnte
gezeigt werden, dass Astrozyten an der Initiierung einer Ty2-Immunantwort beteiligt sind,
was wiederum zu einer Suppression der Entziindungsreaktion fiihrt, da die Ty2-Antwort eher
mit antiinflammatorischen Molekiilen wie IL-4, IL-5 und IL-13 einhergeht und somit z.B. zu
einer verminderten Makrophagenaktivierung fiihrt (Becher et al. 2000, Aharoni et al. 2000).
Andere Studien lieferten Hinweise dafiir, dass Astrozyten eine T-Zell-Antwort limitieren
konnen, indem sie die T-Zell-Proliferation supprimieren und eine Apoptose von CD4+ Zellen

induzieren (Meinl et al. 1994, Weber et al. 1994, Gold et al. 1996).
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1.3.4 Reaktive Astrozyten und astrozytire Zelleinschliisse bei Multipler Sklerose

Zahlreiche Studien beobachteten in Multiple-Sklerose-Lasionen Zelleinschliisse im
Zytoplasma hypertrophierter Astrozyten (Raine et al. 1981, Ghatak et al. 1989).
Lichtmikroskopisch dhnelten diese Einschliisse kleinen rundlichen Zellen mit lymphozytirem
Erscheinungsbild. Raine et al. zeigten erstmals an einem aktiv demyelinisierten Multiple-
Sklerose-Plaque, dass es ich hierbei jedoch um Oligodendrozyten handelte (Raine et al. 1981).
Prineas et al. vermuteten, das diese Einschliisse durch astrozytidre Phagozytose neuer unreifer
Oligodendrozyten zustande kommen (Prineas et al. 1987). Weiterhin beobachteten sie
fragmentierte und pyknotisch verdnderte Oligodendrozyten im Zytoplasma reaktiver
Astrozyten, wobei sie vermuteten, dass es sich bei diesem Phdnomen um einen degenerativen
Prozess handelt, bei dem Oligodendrozyten phagozytiert und zerstort werden. Sie vermuteten,
dass dies ein Grund fiir eine fehlende Remyelinisierung bei MS darstellen konnte (Prineas et
al. 1990). Andere wiederum interpretierten diese Zelleinschliisse in Astrozyten eher als
,Emperipolesis“, was erstmals von Humble et al. beschrieben wurde und bei verschiedenen
Erkrankungen, wie der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung, cerebralen Ischimien oder
toxoplasmatischer Enzephalitis auftreten kann (Ghatak 1992, Shintaku und Yutani 2004, Sun
und Raine 1992). Hierbei dringen kleinere Zellen aktiv in das Zytoplasma von groferen
Zellen ein, wobei diese intakt bleiben (Humble et al. 1956).

Ghatak spricht der Astrozyten-Oligodendrozyten-Interaktion einen positiven Effekt auf die
Remyelinisierung zu, indem Astrozyten unreife Oligodendrozyten von der entziindlich-
entmarkenden Lision abkapseln und schiitzen (Ghatak 1992). Diese Annahme wurde durch
eine andere Studie von Schonrock et al. gestiitzt, die innerhalb von Astrozyten proliferierende
Oligodendrozyten nachweisen konnte (Schonrock et al. 1998).

Wu und Raine konnten das Astrozyten-Oligodendrozyten-Phinomen in MS-Lisionen
unabhéngig vom Alter des Plaques nachweisen. Allerdings konnte dieses Phidnomen am
hiufigsten in akuten Lisionsarealen mit zahlreichen Entziindungszellen und Zeichen der
Gewebszerstorung beobachtet werden. Sogar in der normal erscheinenden weilen Substanz,
welche an MS-Plaques angrenzt, konnten astrozytére Zelleinschliisse dargestellt werden (Wu
und Raine 1992).

Vorausgegangene Untersuchungen konnten veranschaulichen, dass auch Lymphozyten zu
einer so genannten Emperipolesis fahig sein konnen. Schon 1978 wurde im ZNS eine aktive
Penetration von hypertrophierten Astrozyten durch Lymphozyten in einem ,,granular cell
tumor* beschrieben (Miiller W und Dahmen 1978). Auch Nguyen und Pender konnten

lebensfihige Lymphozyten in Astrozyten bei der EAE nachweisen. Sie nahmen allerdings an,
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dass diese Lymphozyten phagozytiert wurden, da sie elektronenmikroskopisch Zeichen der

Apoptose aufwiesen (Nguyen und Pender 1998).

1.4 Fragestellung

Astrozyten bilden als so genannte Makroglia das Stiitzgeriist des zentralen Nervensystems.
Pathologische Gewebeverdnderungen konnen zu einer reaktiven Astrogliose fiithren, wobei
dieser Zellart eine Vielzahl an Funktionen und Fihigkeiten zugeschrieben wird. Andererseits
konnen Astrozyten selbst neoplastisch entarten oder Ziel pathogener Veridnderungen, wie z.B.
Virusinfektionen sein. Trotz zahlreicher Studien bleibt die Rolle der Astrozyten in Bezug auf
die pathogenetische Entwicklung der MS umstritten. Auch bei der Multiplen Sklerose stellen
reaktiv verdnderte Astrozyten ein wesentliches histopathologisches Merkmal dar, wobei sich
Hinweise mehren, dass es sich bei der MS moglicherweise um eine Gruppe unterschiedlicher
Erkrankungen mit einer gemeinsamen Endstrecke, der entziindlichen Entmarkung, handeln
konnte. Diese Annahme ist unter anderem Grundlage der Hypothese der

immunpathologischen Subtypen.

Ziel dieser Arbeit ist es, an humanen Hirnbiopsien von MS-Patienten mittels
immunhistochemischer Methoden das Vorkommen von Astrozyten in MS-Lésionen
eingehend zu analysieren. Dabei soll insbesondere am Beispiel der Astrozytenpathologie die
Hypothese der immunpathogenetischen Heterogenitit von MS-Liasionen néher iiberpriift
werden

Hierfiir wurden in der vorliegenden Arbeit reaktive Astrozyten und ihre Fortsdtze in MS-
Plaques hinsichtlich verschiedener Lésionsaktivititen, Remyelinisierungsgrade und
unterschiedlicher Immunsubtypen morphologisch beurteilt und quantifiziert. Dariiber hinaus
wurden Astrozyten mit intrazytoplasmatische Kerneinschliissen, sowie das Vorhandensein

von ausgepriagten Reizformen, so genannter Creutzfeldt-Peters-Zellen ermittelt.
Dabei stellen sich folgende Fragen:

1. Kann die bereits fiir Makrophagen und T-Lymphozyten nachgewiesene Heterogenitit
in den unterschiedlichen immunpathologischen Subtypen auch fiir die Population

reaktiver Astrozyten nachgewiesen werden?

2. Lassen sich spezifische morphologische bzw. pathologische Astrozytenverianderungen

innerhalb der postulierten Immunsubtypen nachweisen, die moglicherweise auf

25



Einleitung

pathogenetische Entstehungsmechanismen, wie zum Beispiel eine Virusinfektion,

riickschlieBen lassen?

Wie stellen sich Astrozyten und ihre Fasergliose in unterschiedlichen
Entmarkungsaktivitdten, Remyelinisierungsgraden und der angrenzenden weillen

Substanz in humanen MS-Biopsien dar?

Konnen durch die ermittelten Ergebnisse Riickschliisse auf die in der Literatur
beschriebene Beteiligung von Astrozyten bei Entziindungsvorgidngen und der De-

bzw. Remyelinisierung gezogen werden?

Konnen intrazytoplasmatische Kerneinschliisse und das Vorkommen von Creutzfeldt-
Peters-Zellen bestimmten Lésionstypen zugeordnet werden und dadurch Riickschliisse

auf ihre mogliche Bedeutung gezogen werden?
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Bei dem in dieser Arbeit untersuchten Material handelt es sich um formalinfixierte und
paraffin-eingebettete Biopsien humanen ZNS-Gewebes von Patienten mit entziindlicher ZNS-
Entmarkung. Die Proben wurden im Zeitraum von 1989 bis 2006 entnommen und von
unterschiedlichen neuropathologischen Instituten Deutschlands im Rahmen einer
konsiliarischen Stellungnahme an das Institut fiir Neuropathologie der Universitidtsmedizin
Gottingen versandt.

Die Gewebeproben wurden stereotaktisch oder im Rahmen einer offenen Biopsie zur
differentialdiagnostischen Klidrung entnommen. Nicht-operative Untersuchungen, wie
Symptomatik, klinischer Verlauf, Bildgebung, Blut- und Liquoruntersuchungen oder
Elektrophysiologie hatten im Vorfeld zu keiner eindeutigen Diagnosefindung gefiihrt.
Zumeist bestand der differentialdiagnostische Verdacht auf eine tumordse ZNS-Erkrankung.
Die hier durchgefiihrten Untersuchungen und Auswertungen erfolgten nach Abschluss der

konsiliarischen Beurteilung.

2.1.1 Zuordnung des untersuchten Materials

Insgesamt wurden 124 Léasionen von 113 Patienten untersucht. Bei vier Patienten musste eine
zweite Biopsie zur Diagnosefindung durchgefiihrt werden. Bei einem Patient wurde Material
in einer Operationssitzung aus zwei Lisionen mit unterschiedlichen Lokalisationen
entnommen. Sechs Patienten zeigten innerhalb der biopsierten Lision unterschiedliche
Lisionsaktivitdten oder Remyelinisierungsstadien.

Die in dieser Arbeit untersuchten Lisionen lassen sich in 56 frithaktive (EA), 15 spitaktive
(LA) und 53 inaktive (IA) Lisionen unterteilen. Sdmtliche Plaques mit Zeichen der
frithaktiven Entmarkung konnten in die Immunsubtypen nach Lucchinetti und Briick wie folgt
eingeordnet werden: Subtyp I n=21, Subtyp II n=22 und Subtyp III n=13 Fille. Subtyp IV-
Lisionen standen nicht zur Verfligung und konnten in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt
werden. Von den inaktiven Lasionen wiesen 15 Fille demyelinisierte Plaques ohne Zeichen
der Remyelinisierung auf (IA DM) auf, wihrend 29 Fille Zeichen der frithen
Remyelinisierung (IA ERM) zeigten und 9 Fille spit-remyelinisiert (IA LRM) waren.

Frithaktive Plaques mit Zeichen der Remyelinisierung standen nicht zur Verfiigung.
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Ferner fanden sich in 49 Fillen normal erscheinende weille Substanz (NAWM), welche
gesondert ausgewertet wurde. Diese konnten wie folgt zugeordnet werden: 29 Préparate
NAWM von frithaktiven Lésionen, 2 Areale NAWM von spitaktiven Lisionen und 18 Fille
NAWM von inaktiven Fillen. Die Zuordnung der 29 Fille NAWM von EA-Lisionen gliedern
sich folgendermaf3en: je 10 mal NAWM bei Subtyp I und II und 9 mal NAWM fiir Subtyp III.
Weiterhin wurden 11 PML-Fille gesondert untersucht. Hierbei handelte es sich um 3
Biopsien, welche aus diagnostischen Griinden entnommen wurden und um 8 Autopsien. Die
Biopsien stammen aus den Jahren 2007 und 2008, wihrend die Autopsien zwischen 1989 und
2008 stattfanden.

Tabelle 1-3 und Graph 1 und 2 im Anhang stellen eine Zusammenfassung der oben

beschriebenen Fallzahlen dar.

2.2 Patientendaten

Es wurden Daten von 113 MS-Patienten und 11 PML-Patienten analysiert, wobei von zwei
MS-Patienten keine klinischen Daten zur Verfiigung standen. Es wurde dabei das Geschlecht,
die Biopsielokalisation und das Alter zum Biopsiezeitpunkt dokumentiert. Weiterhin wurden
die MS-Patienten und die dazugehorigen Lisionen, beziiglich ihres Alters bei Biopsie, in drei
verschiedene Altersgruppen eingeteilt. Gruppe 1 umfasste Patienten mit dem Alter 16-30
Jahre (n=35), in Gruppe 2 sind die Patienten 31-50 Jahre alt (n=63) und Gruppe 3 beinhaltet
Patienten iiber 50 Jahre (n=20). Patienten, die zum Biopsiezeitpunkt jiinger als 16 Jahre alt
waren (n=4), wurden diesen Altersgruppen nicht zugeordnet, da diese noch unter die
sogenannte kindliche bzw. Adoleszenten-MS zédhlen und gesondert betrachtet werden (siehe
Tabelle 8 im Anhang). Dariiber hinaus wurde von Patienten mit frithaktiv entmarkenden
Lisionen der klinische Krankheitsverlauf erhoben.

Tabelle 13-20 im Anhang gibt einen Uberblick iiber die evaluierten klinischen Daten der MS-
und PML-Patienten.

2.3 Immunbhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen dienen der Identifizierung verschiedener
Zelltypen, die sich aufgrund ihrer spezifischen Zellstrukturen unterscheiden. Dabei werden
mit Hilfe von Antikérpern zell- und gewebespezifische Antigene, meist Proteine, markiert

und visualisiert. Zur Anwendung kommen direkte und indirekte Farbemethoden.
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Bei der direkten Fiarbemethode wird auf das Gewebe ein spezifischer enzym-gekoppelter
Antikorper gegeben, welcher an das gesuchte Antigen des Gewebes bindet. Dem Enzym-
Antikorper-Komplex, wird ein Substrat zugefiihrt, welches mit dem Enzym reagiert und zu
einem Farbprodukt fiihrt. Diese Methode ist ziigig durchfithrbar, da nur eine einzige
Antikorperinkubation benotigt wird. Da an das Antigen jedoch nur ein einziger markierter
Antikorper bindet, ist die Signalverstarkung relativ gering. Deshalb lassen sich nur stark

exprimierte Antigene mit Hilfe direkter Farbemethoden zuverlissig nachweisen.

Vereinfacht dargestellt:

Antigen + Antikorper gekoppelt mit Enzym + Substrat = Farbe

Die indirekte Farbemethode hingegen ist um ein vielfaches empfindlicher als die direkte
Farbung. Hier wird ein spezifischer Antikorper, der so genannte Primirantikorper, der gegen
das gesuchte Antigen gerichtet ist, auf das zu untersuchende Gewebe aufgebracht. Dieser
Primérantikorper sollte sich durch hohe Spezifitit und Affinitit auszeichnen und keine
Kreuzreaktionen mit dhnlichen Antigenen aufweisen. Danach wird der Sekundérantikorper
aufgetragen, welcher sich gegen den Primérantikorper richtet. Der Sekundérantikorper ist mit
einem Enzym konjugiert. Hierdurch wird durch Substratzugabe eine Enzym-Substrat-
Reaktion und dadurch die Farbentstehung ausgelost. Stammt der Primérantikorper z.B. aus

der Maus, so muss der Sekundérantikorper ebenfalls gegen Mausantikorper gerichtet sein.

Vereinfacht dargestellt:

Antigen + Primdrantikorper + Sekunddrantikorper gekoppelt mit Enzym + Substrat = Farbe

In dieser Arbeit wurden die indirekte Avidin-Biotin-Methode und die indirekte alkalische-
Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase (APAAP)-Methode angewendet, welche
nachfolgend in den Kapiteln 2.3.2 und 2.3.3 beschrieben werden.

2.3.1 Antikorper

Als primidre Antikorper finden polyklonale und monoklonale Antikorper ihre Verwendung.
Polyklonale Antikdrper stammen von verschiedenen Plasmazelllinien ab und werden meist im
Kaninchen produziert. Sie reagieren aufgrund ihrer Heterogenitit mit verschiedenen
Antigenen und konnen somit zu falsch-positiven Ergebnissen fithren. Auf der anderen Seite
gelingt der Antigennachweis auch auf Gewebe, welches durch Fixierung alteriert ist, meist

zuverldssig. Monoklonale Antikorper hingegen stammen aus einem einzigen Plasmazellklon
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und ihre Produktion findet fast ausschlieBlich in Miusen statt. Monoklonale Antikorper sind
nur gegen eine einzelne antigene Determinante gerichtet. Dadurch besitzen sie eine hohere
Spezifitit und Kreuzreaktionen treten seltener auf. Monoklonale Antikorper sind allerdings
sehr empfindlich gegeniiber Verdnderungen ihres zu erkennenden Antigens, z.B. bei
Uberfixierung des Gewebes, so dass sich Markierungsprobleme oder falsch-negative
Ergebnisse ergeben konnen. Dariiberhinaus sind sie anfillig fiir pH-Verschiebungen und sind

meist auch kostenintensiver als polyklonale Antikorper (Noll und Schaub-Kuhnen 2000).

2.3.1.1 Das ,,saure Gliafaserprotein‘ (GFAP): astrozytenspezifisches Antigen

Fiir die Darstellung aktivierter Astrozyten eignet sich insbesondere die Markierung des
Antigens saures Gliafaserprotein (GFAP). Hierbei handelt es sich um ein 50 kD schweres
intrazytoplasmatisches Protein, welches Bestandteil der Intermediérfilamente von Astrozyten
ist (Chiu et al. 1981). Es wird als das spezifischste Markerprotein fiir aktivierte Astrozyten
angesehen (Bignami und Dahl 1977, Szymas 1986) (siche Abb. 4 im Anhang), da der Anstieg
von GFAP ein Hauptmerkmal reaktiver Astrozyten ist (Eddleston und Mucke 1993). AuBler in
astrozytiren Zellen des ZNS kann GFAP auch in Schwann‘schen Zellen des peripheren
Nervensystems, glia-dhnlichen Zellen des Magen-Darm-Traktes, Speicheldriisen,
Linsenepithel und Ito-Zellen der Leber nachgewiesen werden (Jessen et al. 1984, Neubauer et
al. 1996). Fiir die Identifikation der Astrozyten wurde in dieser Arbeit der monoklonale
Mausantikorper, Klon 6F2 Isotyp IgGl (DAKO®, Glostrup, Dinemark), welcher gegen

menschliches GFAP gerichtet ist, verwendet.

2.3.1.2 Der Primirantikorper 2003 (PAb 2003): JC-Virus-spezifisches Antigen

Zur beweisenden differentialdiagnostischen  Unterscheidung zwischen PML und
Entmarkungserkrankungen anderer Ursache, wurde zum Nachweis des JC-Virus
immunhistochemische Untersuchungen mit dem Antikorper PAb 2003 durchgefiihrt. Dies ist
ein monoklonaler Antikorper, welcher die mit JC-Virus-befallenen Oligodendrozyten
darstellen kann (sieche Abb. 27 im Anhang). Der Antikorper erkennt eine Region des
Aminoterminals des Virus, welche allen fiinf frithen Proteinen, den T-Proteinen, des JC-Virus
gemein sind. Diese T-Proteine werden fiir die Regulierung der Replikation und der zellulidren
Transformation bendtigt (Prins und Frisque 2001). Somit konnen auch sehr frithzeitige
Infektionen nachgewiesen werden (Munoz-Marmol et al. 2004). Weiterhin wiesen Munoz-
Mirmol et al. im Vergleich mit anderen Antikorpern, wie SV40, fiir den Antikorper PAb 2003

eine hohere Sensitivitiat nach (Munoz-Marmol et al. 2004).
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2.3.2 Avidin-Biotin-Methode

Die Avidin-Biotin-Methode (Bild 1) wurde erstmals von Hsu und Raine 1981 beschrieben
(Hsu und Raine 1981). Hierbei wird die starke Affinitit von Avidin, in neueren
Untersuchungen auch Streptavidin, zu dem Vitamin Biotin genutzt. Avidin ist ein
Glykoprotein, welches vier Bindungsstellen fiir Biotin besitzt. Das darzustellende Antigen
wird im Gewebe durch den unkonjugierten Primérantikorper erkannt und gebunden. Dieser
Erstantikorper wird von einem biotinylierten Zweitantikorper erkannt. Als néchstes folgt die
Zugabe und Inkubation des Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes. An drei von vier
Bindungsstellen des Streptavidins bindet die biotinylierte Peroxidase. Das Streptavidin des
Komplexes bindet mit seiner freien Bindungsstelle an das Biotin des Sekundérantikorpers.
Die Visualisierung des gewebsgebundenen Antigen-Antikorperkomplexes erfolgt mit Hilfe
des Substrates 3,3 Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB), welches mit dem Enzym
Peroxidase aus dem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex und H,O, als Katalysator ein

braunes Farbprodukt bildet.

1 - Gewebe O '

2 - Antigen (GFAP) 5

3 - Primérantikorper 4 6 O
4 - biotinylierter Sekundirantikorper
5 - Biotin

6 - Avidin/ Streptavidin ) g

7 - Peroxidase

Bild 1: Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-Methode

2

!

2.3.3 Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase (APAAP)-Methode

Bei dieser Methode handelt es sich um eine Enzym-anti-Enzymkomplextechnik, die erstmals
von Cordell et al. beschrieben wurde (Cordell et al. 1984). Dabei wird, wie bei der Avidin-
Biotin-Methode, das zu untersuchende Gewebe mit einem unkonjugiertem Primérantikérper
beschichtet, welcher sein spezifisches Antigen erkennt (Bild 2). Darauthin wird ein
unmarkierter Sekundérantikorper, auch Briickenantikorper genannt, hinzugegeben. Dann wird
der priaformierte Enzym-Antikorperkomplex aufgetragen, welcher an dem Briickenantikorper
bindet. Dieser Enzym-Antikorperkomplex stellt einen Komplex aus dem Enzym alkalische

Phosphatase und dem dagegen gerichteten Antikorper anti-alkalische Phosphatase dar
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(APAAP-Komplex). Voraussetzung dieser Methode ist, dass sowohl der Primérantikorper als
auch der Antikorper des APAAP-Komplexes aus derselben Tierspezies stammen, damit der
Briickenantikorper beide erkennen und verbinden kann. Weiterhin ist es notwendig, dass der
Briickenantikorper im Uberschuss vorliegt, damit dieser nicht mit seinen beiden Fab-Armen
an dem Primérantikorper bindet, sondern eine Fab-Region auch fiir die Bindung des
Antikorpers des APAAP-Komplexes frei bleibt. Zur Sichtbarmachung der Antikorperbindung
wird das Substrat Naphtol-As-Bisphosphat zugefiigt, welches mit dem Chromogen

Neufuchsin ein rotes Farbprodukt ergibt.

5b

1 - Gewebe

2 - Antigen (GFAP)

3 - Primérantikrper

4 - Briickenantikorper

5 - APAAP-Komplex:

5a - Antikorper anti-alkalische
Phosphatase

5b - Enzym alkalische Phosphatase

/ZN

Bild 2: Schematische Darstellung der APAAP-Methode

2.4 Morphometrische Auswertung

Die Auswertung erfolgte an einem Lichtmikroskop der Firma Zeiss (ID-Nr. 44779) mit 400-
bzw. 1000-facher Vergroferung. Fiir die morphometrische Auswertung wurde die
immunhistochemische Fiarbung anti-GFAP verwendet, welche spezifisch fiir Astrozyten ist.
Beurteilt wurden die Anzahl aktivierter Astrozyten und die Anzahl von Astrozyten mit
intrazytoplasmatischen Kerneinschliissen, sowie das Ausmall der Fasergliose und das
Vorhandensein von Creutzfeldt-Peters-Zellen sowohl in den MS-Lisionen selbst, als auch in
der angrenzenden normal erscheinenden weiflen Substanz. Weiterhin wurden ebenfalls die zur
Verfiigung stehenden PML-Liésionen nach dem oben genannten Schema analysiert.

Unter zu Hilfenahme eines Okularzéhlgitters der Firma Zeiss wurde die Anzahl aktivierter

Astrozyten und Astrozyten mit Zelleinschliissen bei 400-facher Vergroflerung quantitativ

32



Material und Methoden

ermittel. Die mittlere Zelldichte der evaluierten Areale wurde in Anzahl der Zellen pro
Quadratmillimeter (mm?) angegeben.

Die Astrozytenfasern wurden hingegen gesondert ausgewertet. Da eine Bestimmung der
absoluten Astrozytenfasern, aufgrund ihrer Dichte und Komplexitit nicht moglich erschien,
wurde ihre relative Dichte erfasst. Hierfiir wurde ein Rousseau-Zahlgitter mit 25 Zahlfeldern
der Firma Zeiss bei 1000-facher VergroBerung verwendet, wobei die Schnittpunkte der
Astrozytenfasern an den vorgegebenen Kreuzungspunkten ermittelt wurden. Der Wert der
weillen Substanz eines gesunden Gehirnes wurde mit 100% gleichgesetzt und die untersuchte
mittlere Faserdichte der evaluierten Proben wurde in Prozent (%) der weillen Substanz
angegeben.

Es wurden standardmiBig zehn Gesichtsfelder des zu untersuchenden Areals ausgewertet und
die Anzahl der positiven Elemente bestimmt. Kleine suffiziente Biopsien, mit weniger als
zehn, jedoch mehr als fiinf Gesichtsfeldern wurden ebenfalls erfasst. Kleinere Gewebeproben
mit weniger als fiinf Gesichtsfeldern wurden nicht beriicksichtigt und exkludiert. Danach
erfolgte die Berechnung der Mittelwerte der Zihlfelder.

Creutzfeldt-Peters-Zellen hingegen wurden mit der Frage nach An- oder Abwesenheit sowohl
innerhalb der Lasion als auch in der NAWM ermittelt. Diese Auswertung wurde ebenfalls bei
400-facher VergroBerung durchgefiihrt. Eine quantitative Bestimmung der Creutzfeldt-Peters-

Zellen erfolgte jedoch nicht.

2.4.1 Mapping

Die untersuchten MS-Biopsien lassen unterschiedliche Lisionsaktivititen und
Remyelinisierungsgrade, teilweise auch nebeneinander in einem Préaparat erkennen.
Beispielsweise konnen éltere inaktive Plaques neben frischen frithaktiven Lisionen bestehen.
Deshalb wurde eine landkartenartige Skizzierung des jeweiligen Priparats zur besseren
Orientierung erstellt — das sogenannte Mapping. Somit konnten fiir die jeweilige
Fragestellung ausschlielich Gewebeareale mit entsprechender Liasionsaktivitidt evaluiert
werden. Fiir Beispiele verschiedener Lasionsaktivititen und Remyelinisierungsgrade siehe

Abb. 1-4 und 15-24 im Anhang.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem rechnergestiitzten Statistikprogramm GraphPad

Prism Version 4 (GraphPad Software, Inc. San Diego, California, USA). Da die Daten der
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Gauf3‘schen Normalverteilung entsprechen, kamen parametrische Tests zur Anwendung. Um
festzustellen, ob sich die ermittelten Daten unterscheiden wurde der t-Test und die multiple
Varianzanalyse One-way-ANOVA mit Adjustierung nach Bonferoni verwendet. Weiterhin
wurde mit den Kontingenztests Chi-Quadrat-Test und exakter Test nach Fischer, der auch bei
einer geringen Anzahl von Beobachtungen zuverlidssige Resultate liefert, gearbeitet. Die im
Ergebnisteil angegebenen Werte entsprechen den Mittelwerten der positiven Zellen pro
Quadratmillimeter plus/minus Standardabweichung (Mittelwert/ mm? + Standardabweichung)
bzw. den Mittelwerten der relativen Astrozytenfaserdichte in Prozent plus/minus
Standardabweichung (% + Standardabweichung). Statistische Signifikanz wurde erreicht,
wenn der p-Wert kleiner oder gleich als 0,05 (p<0,05) war. Graphisch wurden die Daten in
Box- und Whiskerdiagrammen nach Tukey (Boxplot), Séiulendiagrammen und
Tortendiagrammen dargestellt. In den Boxplot-Diagrammen sind die Maximal- und

Minimalwerte, der Mittelwert und die Spanne von 25-75% abgebildet.
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3. Ergebnisse

Es folgt die Darstellung der ermittelten Werte in Bezug auf aktivierte, reaktiv verdnderte
Astrozyten, reaktive Astrozyten mit intrazytoplasmatischen Zelleinschliissen, relative
Fasergliose und Creutzfeldt-Peters-Zellen in den untersuchten MS-Lisionen, der normal
erscheinenden weillen Substanz (NAWM) und in den PML-Priparaten. Die ermittelten Daten
der ausgewerteten MS- und PML-Lisionen und der NAWM sind gesondert in den Tabellen
31-44 im Anhang angegeben.

3.1 Reaktiv verinderte Astrozyten in Multiple-Sklerose-Lésionen

Bei der Analyse der einzelnen immunpathologischen Subtypen untereinander, welche nur auf
Lisionen mit frither Entmarkungsaktivitdt (EA) angewendet werden konnen, zeigt Subtyp
Typ I die hochste Zelldichte an reaktiv verdnderten Astrozyten mit 208,6/ mm? (= 59,76),
gefolgt von Suptyp I mit 187,1 Astrozyten/ mm’ (+ 44,68). Die geringste Anzahl der
hypertrophen Astrozyten besitzt Subtyp III (124,2 Zellen/ mm?® + 29,03). Es lisst sich im
Vergleich der drei Subtypen ein signifikanter Unterschied (p<0,0001) aufzeigen. Hierbei zeigt
Subtyp I im Vergleich mit Subtyp III signifikant hohere Astrozytenwerte (p<0,01).
Dariiberhinaus ldsst sich auch in Subtyp II, verglichen mit Subtyp III, eine signifikant hohere
Astrozytendichte als in Subtyp III (p<0,001) nachweisen.

Beziiglich der Auswertung der Léasionsaktivititen und Remyelinisierungsstadien
untereinander finden sich hochste Zahlen reaktiver Astrozyten in IA DM-Plaques (203,7
Zellen/ mm? + 24,41) und in LA-Lisionen (201,9 Zellen/ mm?2 + 39,50). Mit 111,3 Zellen/
mm? (+ 23,26) finden sich geringste Zahlen aktivierter Astrozyten in IA LRM
Markschattenherden. EA-Lédsionen und IA ERM-Plaques zeigen eine mittlere
Astrozytendichte von 180,9 Zellen/ mm? (£ 57,92) bzw. 190,6 Zellen/ mm? (£ 40,58). Somit
ergibt sich ein signifikanter Unterschied von p<0,0001 bei dem Vergleich der oben genannten
Lisionsaktivititen untereinander. Es lassen sich in Shadowplaques signifikant weniger
reaktive Astrozyten nachweisen, als in den restlichen oben erwéhnten Lasionen (jeweils
p<0,001). Zwischen den anderen Lisionsaktivititen lassen sich keine signifikanten
Unterschiede ermitteln.

Fasst man sdmtliche inaktive Plaques, unabhiingig von ihrem Remyelinisierungsgrad (180,9
Zellen/ mm? + 46,60) zusammen und vergleicht diese mit den EA- und LA-Lisionen (Werte

s.0.) so weisen die spataktiven Ldsionen im Durchschnitt die hochste Anzahl an GFAP-
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positiven Zellen auf. Es ldsst sich dabei aber kein signifikanter Unterschied beziiglich der
Zelldichte reaktiver Astrozyten nachweisen.

Fasst man alle Lisionen, ungeachtet ihrer Aktivitit, zusammen, ergibt sich eine mittlere
Zelldichte aktivierter Astrozyten von 183,4 Zellen/ mm? (£51,41). In der NAWM stellen sich
durchschnittlich 98,85 reaktive Astrozyten/ mm? (= 21,49) dar. Es finden sich somit
signifikant mehr Astrozyten auf Seiten der Lésionen (p<0,0001).

Siehe Tabellen 21, 23-25, 31-37 und 39-44, Graph 5-8 und Abb. 5, 6 und 11-14 im Anhang.

3.2 Astrozytire Fasergliose in Multiple-Sklerose-Lisionen

Es wurden bei der Evaluierung der Astrozytenfasern insgesamt 122 von 124 Fille
einbezogen; 2 Fille mit frithaktiver Entmarkung wurden aufgrund unzureichender
Farbequalitit und damit eingeschréinkter Auswertbarkeit von der Analyse ausgeschlossen.

Bei der Auswertung der verschiedenen Subtypen der frithaktiven Lidsionen ergeben sich
folgende durchschnittliche Werte: Subtyp I weist die dichtesten Fasergliose auf mit 286,6% (+
76,83), gefolgt von Subtyp II (264,1% + 62,99). Die geringste Dichte an Fasern weist Sybtyp
Il auf (233,6% + 55,73). Somit ergibt sich in Bezug auf die Dichte der Fasergliose kein
statistisch signifikanter Unterschied.

Analysiert man nun die verschiedenen Lisionsaktivitdten untereinander, so findet sich die
hochste Faserdichte mit 341,1% (+ 133,6) in den sog. Shadowplaques, d. h. in inaktiven
Lisionen mit fortgeschrittener Remyelinisierung (IA LRM). Die niedrigste Dichte an
Astrozytenfasern zeigen EA-Lidsionen (266,7% + 69,09). Mittlere Werte beziiglich der
Fasergliosedichte nehmen die IA ERM- (330,3% = 83,3), die IA DM- (310,7% + 102,8) und
die LA-Lidsionen (301,3% =+ 82,19) ein. Im Vergleich dieser unterschiedlichen
Lisionsaktivitdten zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied von p = 0,0083. Nach
der Adjustierung nach Bonferoni zeigt sich nur im Vergleich zwischen den EA-Lisionen mit
den IA ERM-Lisionen eine signifikant geringere Astrozytenfaserdichte (p<0,05). Beim
Vergleich der einzelnen Lasionsaktividten im t-Test ergibt sich auch eine signifikant hohere
Dichte an Astrozytenfasern in den IA LRM-Plaques als in den EA-Lésionen (p=0,0127). Fiir
eine prizisere Aussage, miisste eine grolere Fallzahl an spitremyelinisierenden Lésionen
untersucht werden.

Im Vergleich der Lésionen beziiglich ihres Entmarkungsstadiums, d.h. friihaktives,
spataktives und inaktives Entmarkungsstadium, ldsst sich ein signifikanter Unterschied
ermitteln (p=0,0015). So kann man bei inaktiven Lisionen (326,6% % 97,19) signifikant

hohere Dichten an Astrozytenfasern nachweisen, als in frithaktiven Lésionen (p<0,01).
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Betrachtet man die gesamten MS-Plaques im Vergleich zur NAWM beziiglich ihrer
Fasergliose, so finden sich in den Lésionen im Durchschnitt eine Faserdichte von 301,2% (£
89,05), wihrend sich in der NAWM eine Dichte von 236,5% (+ 86,48) nachweisen lisst.
Somit kann man in den MS-Plaques eine signifikant hohere Astrozytenfaserdichte als in der
NAWM feststellen (p<0,0001).

Siehe Tabellen 21, 23-25, 31-37 und 39-44, Graph 9-12 und Abb. 5 6 und 11-14 im Anhang.

3.3 Reaktiv verinderte Astrozyten mit intrazytoplasmatischen Zelleinschliissen in

Multiple-Sklerose-Lisionen

Bei der Betrachtung der Subtypen frithaktiver Lisionen zeigt sich die hochste Anzahl von
Astrozyten mit Zelleinschliissen in Subtyp II (30,11/ mm? + 16,68), gefolgt von Subtyp I mit
27,12 Astrozyten mit Einschliissen/ mm? (£ 11,90), wihrend in Subtyp III mit 14,28/ mm? (£
9,248) geringste Anzahl an Astrozyten mit Einschliissen nachweisbar waren. Es ldsst sich
dabei ein signifikanter Unterschied von p=0,0049 ermitteln. Somit zeigte sich in Subtyp II
eine statistisch signifikant hohere Dichte an astrozytdren Zelleinschliissen, als in Subtyp III
(p<0,01). Auch Subtyp I verfiigt iiber signifikant mehr Astrozyten mit Zelleinschliisse als
Sybtyp III (p<0,05), wihrend es zwischen Subtyp I und II keine statistisch signifikanten
Unterschiede gibt.

Untersucht man die Lisionen hinsichtlich ihrer verschiedenen Entmarkungsaktivititen und
Remyelinisierungsgrade, finden sich mit einer Anzahl von 35,73/ mm? (+ 12,58) die meisten
reaktiven Astrozyten mit Zelleinschliissen in IA DM MS-Lisionen. Mit 31,36 Astrozyten mit
Kerneinschliissen/ mm?2 (£ 10,58) und 30,12 GFAP-positiven Zellen mit Einschliissen/ mm?
(£13,66) zeigen sich annédhernd gleich hohe Anzahlen in den LA- und IA ERM-Plaques. In
EA-Lisionen beobachtet man durchschnittlich 25,31 Zelleinschliisse/ mm? (+14,69). Die
geringste Anzahl von Astrozyten mit zytoplasmatischen Einschliissen weisen mit Abstand die
IA LRM-Lisionen auf (8,178/ mm?2 + 2,706). Die Unterschiede dieser Lisionsaktivititen
beziiglich Astrozyten mit Zelleinachliissen sind mit p<0,0001 signifikant. So zeigen sich
signifikant weniger astrozytire Zelleinschliisse in IA LRM-Lisionen im Vergleich zu allen
anderen Lisionsstadien (p<0,01 zu EA-Lisionen und p<0,001 zu LA-, IA DM und IA ERM-
Lésionen).

Betrachtet man die Lésionen hinsichtlich ihrer Entmarkungsstadien, also EA, LA und IA,
unabhingig des Remyelisierungsgrades (27,98/ mm? + 15,23), so finden sich keine

signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der Astrozyten mit Zelleinschliissen.
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Im Gegensatz zur NAWM (6,076 Astrozyten mit Einschliissen/ mm?’ + 5,829) lassen sich in
allen entmarkten Lidsionen zusammengefasst (27,19 Astrozyten mit Einschliissen/ mm?
+14,53) im Durchschnitt signifikant mehr Astrozyten mit intrazytoplasmatischen
Zelleinschliissen nachweisen (p<0,0001).

Siehe Tabellen 21, 23-25 und 31-37 und 39-44, Graph 13-16 und Abb. 7,8 und 11-14 im
Anhang.

3.4 Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in Multiple-Sklerose-Lésionen

Die statistische Auswertung der unterschiedlichen immunpathologischen Subtypen der EA-
Plaques untereinander ergab fiir Subtyp 1 6 von 21 Féllen mit CFPZ (28,6%), in Subtyp 11
wurden in 5 von 22 Liésionen (22,7%) CFPZ identifiziert und Subtyp III zeigte in 2 von 13
Lisionen CFPZ (15,4%). Die Unterschiede sind statistisch nicht signifikant.

In der Analyse hinsichtlich der Entmarkungsaktivititen wurden diese astrozytiren
Sonderzellen in EA-, LA- und IA ERM-Lisionen nachgewiesen, jedoch nicht in IA DM-
Lisionen und IA LRM-Plaques. Von insgesamt 56 EA-Lisionen konnten in 13 Lésionen
Creutzfeldt-Peters-Zellen (23,21%) nachgewiesen werden. CFPZ wurden ebenfalls in 4 von
15 LA-Lisionen nachgeiwesen, was einem Anteil von 26,6% entspricht. In IA ERM-Lésionen
enthielten 3 von insgesamt 29 MS-Plaques Creutzfeldt-Peters-Zellen (10,34%). Vergleicht
man diese Lisionen untereinander, findet sich kein signifikanter Unterschied. Bezieht man
jedoch sidmtliche inaktive Lésionen in die Analyse mit ein, kann man in 3 Lésionen von
insgesamt 53 inaktiven Lisionen CFPZ beobachten (5,7%). Somit stellt sich beim Vergleich
der EA-, LA- und IA-Lisionen mit p=0,0223 ein signifikanter Unterschied dar. Es finden sich
signifikant weniger CFPZ in inaktiven Lisionen als in EA- bzw. LA-Lidsionen (p=0,0135
bzw. p=0,0375).

Insgesamt konnten in 20 unterschiedlichen MS-Lisionen CFPZ nachgeiwesen werden
(16,13%). In der normal erscheinenden weillen Substanz wurden diese astrozytidren
Zellformationen nicht nachgewiesen. Somit befinden sich im Vergleich mit p=0,0012
signifikant mehr CFPZ in MS-Lisionen als in der NAWM.

Unterscheidet man Lisionen, in denen CFPZ vorhanden waren mit denen ohne Nachweis von
CFPZ und stellt sie beziiglich ihrer Anzahl an reaktiv verdnderten Astrozyten, Astrozyten mit
Zelleinschliissen und Fasergliose gegeniiber, ergeben sich folgende Werte: In Lisionen mit
CFPZ lassen sich im Mittel 174,9 Astrozyten/ mm? (£ 28) und 31,68 Astrozyten mit
Zelleinschliissen/ mm? (+ 11,96) feststellen. Lisionen ohne CFPZ lassen durchschnittlich 185
Astrozyten/ mm? (+ 54,78) und 26,18 Astrozyten mit Zelleinschliissen/ mm? (x 14,74)
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erkennen. Diese Unterschiede sind statistisch nicht signifikant. Hinsichtlich der Dichte der
Fasergliose lieBen sich in Ldsionen ohne CFPZ (304,2 % + 89,23) signifikant dichtere
Astrozytenfortsitze nachweisen (p=0,0392) als in Ladsionen mit Nachweis von CFPZ (260 %
+71,96).

Siehe Tabellen 21, 23-26, 31-37 und 39-44, Graph 17-23 und Abb. 9 und 10 im Anhang.

3.5 Auswertung der normal erscheinenden weilen Substanz (NAWM) beziiglich der

Subtypen friihaktiver Multiple-Sklerose-Lésionen

Fiir die Beurteilung der normal erscheinenden weillen Substanz (NAWM) der frithaktiv
entmarkten Lisionen wurden 29 Fille untersucht, wobei diese sich wie folgt verteilen: Subtyp
I n=10, Subtyp II n=10 und Subtyp III n=9. Die Mittelwerte der reaktiv veridnderten
Astrozyten liegen fiir Subtyp I bei 77,28 Zellen/ mm? (+ 22,12), fiir Subtyp II bei 103,4
Zellen/ mm? (£ 23,55) und fiir Subtyp III bei 79,11 Zellen/ mm? (+ 24,29). Vergleicht man die
Anzahl reaktiver Astrozyten in der NAWM der unterschiedlichen Subtypen, zeigt sich ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den drei Subtypen (p=0,0343). So zeigt sich im
t-Test beim direkten Vergleich der Subtypen, dass in der NAWM des Subtyp I und auch des
Subtyp III gegeniiber der NAWM des Subtyp II signifikant weniger reaktiv verdnderte
Astrozyten nachweisbar sind (p=0,02 bzw. p=0,0413). Nach der Adjustierung nach
Bonferoni, waren diese Unterschiede nicht signifikant.

In der Analyse der astrozytdren Fasergliose verteilen sich die Mittelwerte der NAWM der
Subtypen wie folgt — Subtyp I 222 % Faserdichte (+£63,21), Subtyp II 244 % (+103) und
Subtyp III 182 % (£61,4). Es ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen der NAWM
der einzelnen Immunsubtypen.

Hinsichtlich der astrozytdren intrazytoplasmatischen Zelleinschliisse konnte fiir die NAWM
des Subtyp I im Durchschnitt 4,8 Astrozyten mit Zelleinschliissen/ mm? (+ 4.,9), fiir die
NAWM des Subtyp II im Mittel 5,8 astrozytire Zelleinschliisse/ mm? (£ 3,9) und fiir Subtyp
I durchschnittlich 2,7 Astrozyten mit Zelleinschliissen/ mm?( = 2,4) festgestellt werden,
somit kann kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen NAWM der
Subtypen nachgewiesen werden.

Es konnten keine Creutzfeldt-Peters-Zellen in der normal erscheinenden weilen Substanz
nachgewiesen werden.

Siehe Tabellen 27 und 39-41 und Graph 24-26 im Anhang.
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3.6 Auswertung der Lisionen progressiver multifokaler Leukenzephalopathie (PML)

im Vergleich zu den Subtypen Multipler-Sklerose-Lisionen

Analysiert man die Préparate von Patienten, welche an einer viralen Entmarkung der
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML) erkrankt sind und vergleicht man
diese mit den EA-Lidsionen an MS leidender Patienten, so zeigen sich Gemeinsamkeiten
zwischen der PML und Subtyp III. In PML-Liasionen wurden durchschnittlich 138,6 reaktiv
verdanderte Astrozyten/ mm? (+ 23,6) identifiziert Auch in Subtyp III fand sich mit 124,2
Zellen/ mm? (£ 29,03) &dhnliche Werte beziiglich der Dichte von reaktiv verdnderten
Astrozyten. Dagegen wiesen Subtyp I und II mit durchschnittlich 187,1 Astrozyten pro mm®
(£ 44,68) bzw. 208,6/ mm?® (£ 59,76) eine signifikant hohere Anzahlen an reaktiv veranderten
Astrozyten (p=0,0022 bzw. p=0,0008) auf. Auch im Vergleich der Fasergliose finden sich in
Subtyp I mit durchschnittlich 286,6% + 76,83 eine signifikant hohere Fasergliose-Dichte als
in PML-Lisionen mit 230% (+ 44,5) (p=0,0322). In Subtyp II war mit 264,1% (£ 62,99)
ebenfalls deutlich hohere Astrozytenfaserdichte nachweisbar als in PML-Lisionen. Dieser
Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant. Subtyp III (233,6% =+ 55,73) und PML-
Lisionen unterscheiden sich in der Fasergliose statistisch nicht voneinander. Betrachtet man
die Zahl reaktiv verdnderter Astrozyten mit intrazytoplasmatischen Zelleinschliissen, so findet
sich die geringste Anzahl mit 10,76 Einschliissen /mm? (x 6,867) in PML-Lésionen, gefolgt
von Subtyp III mit 14,28/ mm? (+ 9,248). Am hiufigsten lassen sich die GFAP-positiven
Zellen mit intrazytoplasmatischen Einschliissen in Subtyp II (30,11/ mm? +16,68) und Subtyp
I (27,12/ mm? £11,90) nachweisen. Somit befinden sich signifikant mehr reaktiv verinderte
Astrozyten mit Kerneinschliissen in Subtyp I (p<0,01) und Subtyp II (p<0,001) als in den
PML-Lidsionen. Zwischen Subtyp III und PML-Arealen konnte jedoch kein statistisch
relevanter Unterschied evaluiert werden. Creutzfeldt-Peters-Zellen lieBen sich in einer PML-
Lasion nachweisen (9,09%).

Siehe Tabellen 22 und 38 und Graph 27-30 und Abb. 25-28 im Anhang.

3.7 Korrelation klinischer Daten von Patienten mit Multipler Sklerose

Geschlechterverteilung

Fiir die Lisionen der biopsierten Patienten zeigt sich folgendes Geschlechterverhiltnis: 80
Lisionen von weiblichen und 42 Léasionen von ménnlichen Patienten — dies ergibt eine
Geschlechterverteilung von ca. 2:1. Untersucht man das Geschlechterverhiltnis der einzelnen

Subtypen so liegt in Subtyp I der Anteil weiblicher Patienten mit 12 von 21 Patienten bei
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57,1% und der Anteil mannlicher Patienten mit 9 Fillen bei 42,2%. In Subtyp II sind 68,2%
weiblichen Geschlechts (n=15) und 31,8% miénnlichen Geschlechts (n=7). Subtyp III weist
61,5% weibliche Patienten (n=8) und 38,5% maéinnliche Patienten (n=5) auf. Diese
Unterschiede sind statistisch nicht signifikant.

Siehe Tabelle 4 und 13-19 und Graph 3 im Anhang.

Alter zum Biopsiezeitpunkt

Zum Zeitpunkt der Biopsie betrug das durchschnittliche Alter der Patienten 38,4 Jahre, wobei
Minner mit 37,3 Jahren geringfiigig jlinger waren, als Frauen, bei denen das durchschnittliche
Alter bei 39,0 Jahren liegt. Dabei reichte die Altersspanne vom jiingsten Patienten mit 10
Jahren mit einer frithaktiven Lision des Subtyps I bis zu 65 Jahren, des dltesten Patienten
dieser Untersuchung, welcher eine spitaktive Lision aufwies.

Das mittlere Alter zur Biopsie fiir die einzelnen immunpathologischen Immunsubtypen ergab
sich wie folgt: Patienten mit Subtyp I waren mit durchschnittlich 33,6 Jahren die jiingsten
Patienten, wihrend die Patienten mit Lasionen vom Subtyp II durchschnittlich 38,9 Jahre alt
waren. Fiir Patienten mit Subtyp III Lasionen lag das durchschnittliche Alter mit 41,2 Jahren
am hochsten.

Siehe Tabelle 6, 7 und 13-19 und Graph 4 im Anhang.

Biopsielokalisation

In 96 Fillen von 124 untersuchten Gewebeproben, war die Biopsielokalisation innerhalb des
ZNS bekannt. Fiir 28 Fille lagen hierzu keine ndheren Angaben vor. Mit 92 Fillen wurde die
Mehrzahl der Gewebeproben supratentoriell entnommen, wihrend in nur 2 Fillen eine
infratentorielle Biopsielokalisation und in 2 weiteren Fillen eine spinale Biopsielokalisation
vorlag.

Siehe Tabelle 10 und 13-19 im Anhang.

Klinische Krankheitsverliufe

Wie in der Einleitung (Kapitel 1.1.3) beschrieben, werden bei der MS unterschiedliche
Krankheitsverldufe beobachtet. Fiir eine Auswertung standen Daten von Patienten mit
frithaktiven Lisionen zur Verfiigung (siehe Tabelle 11 und 12 im Anhang).

Zum Biopsiezeitpunkt lag bei 26 Patienten ein schubhaft-remittierender (RR-MS) Verlauf vor
(46,4%), wobei 22 Fille weiblichen Geschlechts waren. Bei Méannern wurden mit 4 Fillen
signifikant weniger schubformig-remittierende Verldufe zum Biopsiezeitpunkt nachgewiesen
(p=0,0021) (sieche Graph 43 im Anhang). Bei 2 Patientinnen bestand bereits zum Zeitpunkt

der Biopsie die Diagnose einer sekundir chronisch-progredienten MS (3,6%). Bei Ménnern
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mit frithaktiv entmarkenden MS-Lésionen war diese Verlaufsform zum Biopsiezeitpunkt nicht
diagnostiziert worden. Zu einem Grofteil erfolgte die Biopsie zu einem sehr frithen Zeitpunkt,
in dem die Patienten aufgrund des ersten neurologischen Ereignisses biopsiert wurden und
keine Aussage iiber den folgenden klinischen Verlauf getroffen werden konnte. Diese
Patientengruppe wird unter dem Begriff monophasischer Verlauf, oder ,.clinically isolated
syndrome* (CIS) beschrieben. 28, und somit 50%, der biopsierten Patienten mit EA-Lisionen
wiesen ein CIS zum Biopsiezeitpunkt auf. Hierbei waren 17 Patienten ménnlichen
Geschlechts und 11 Patienten weiblichen Geschlechts. In Bezug auf die Immunsubtypen der
EA-Lisionen ergab sich fiir die klinischen Verldufe folgende Analyse:

Fiir Subtyp I konnten 11 Patienten mit einem ,,clinical isolated syndrome* (CIS) und 10
Patienten mit einem schubformig-remittierenden Verlauf (RR-MS) ermittelt werden, wihrend
kein Patient einen progredienten Krakheitsverlauf zum Biopsiezeitpunkt aufwiesen. Subtyp 11
konnten 8 Fille einem CIS, 12 Patienten einem schubférmig-remittierenden Verlauf und 2
Patienten einem sekundir chronisch-progredienten Verlauf zugeordnet werden. Fiir Subtyp II1
ergaben sich 9 Fille mit einem CIS und 4 Patienten mit einem schubformig-remittierenden

Krankheitsverlauf, jedoch kein Patient mit einem chronischen Verlauf.

3.7.1 Reaktiv verinderte Astrozyten in Korrelation zu klinischen Daten

Hinsichtlich des Geschlechts gibt es kaum Unterschiede, beziiglich der Astrozytendichte - bei
Frauen wurden durchschnittlich 186,6 Zellen/ mm? (£ 51,21) und bei Minnern 176,1 Zellen/
mm? (x 52,74) reaktive Astrozyten nachgewiesen. Zur Analyse einer moglichen
altersbedingten Auspriagung reaktiver Astrozyten wurden die 3 unterschiedlichen
Altersgruppen, welche im Kapitel 2.2 (S. 28) erldutert wurden, miteinander verglichen.

Die unter 30 jidhrigen Patienten der Altersgruppe 1 und die iiber 50jdhrigen Patienten der
Altersgruppe 3 zeigten dabei mit durchschnittlich 187,2 Zellen/ mm? (+ 55,35) bzw. 184
Zellen/ mm? (+64,39) dhnlich hohe Zelldichten an aktivierten Astrozyten. Patienten der
Gruppe 2 zwischen 30 und 50 Jahren wiesen mit 177,7 Zellen/ mm? + 42,73 die niedrigste
Anzahl GFAP-positiver Zellen auf. Hierbei ldsst sich jedoch kein statistisch signifikanter
Unterschied feststellen.

Zur Beurteilung reaktiver Astrozyten beziiglich des klinischen Krankheitsverlaufs wird das
»clinically isolated syndrome* (CIS) dem schubformig-remittierenden Verlauf (RR-MS)
gegeniibergestellt. Fiir den sekundir progredienten Krankheitsverlauf sind die Fallzahlen
(n=2) fiir eine statistische Auswertung zu niedrig. Mit durchschnittlich 195,6 reaktiv

verdnderten Astrozyten/ mm? (£ 53,85) kann man bei Patienten mit RR-MS die hochste
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astrozytire Zelldichte beobachten. Patienten mit einem monophasischen Verlauf (CIS) weisen
durchschnittlich 167,8 Astrozyten/ mm? (+ 61,08) auf. Zwischen Patienten mit RR-MS und
CIS ergibt sich somit kein statistisch signifikanter Unterschied.

Siehe Tabelle 28-30 und Graph 31-33 im Anhang.

3.7.2 Astrozytire Fasergliose in Korrelation zu klinischen Daten

Bei der Differenzierung der astrozytiren Fasergliose hinsichtlich des Geschlechts der
Patienten wiesen Méinner eine durchschnittliche relative Faserdichte von 293,2% (£ 91,69)
und Frauen von 298,4% (+ 86,55) auf. Dieser Unterschied ist statistisch nicht signifikant.
Hinsichtlich der Altersgruppenanalyse zeigt sich, dass Patienten zwischen 31-50 Jahren mit
313,5% (£ 94,67) deutlich hohere Dichten astrozytirer Fasergliose aufwiesen, als jiingere
Patienten der Altersgruppe 1 mit durchschnittlich 270,3% (+ 80,25). Dieser Unterschied ist
statistisch nicht signifikant. Altere Patienten der Altersgruppe 3 zeigten eine mittlere
Faserdichte von 285,8% (+ 67,93).

Setzt man die Dichte der Fasergliose mit dem  Krankheitsverlauf, welcher zum
Biopsiezeitpunkt vorherrschte, in Bezug, so findet sich mit durchschnittlich 279,2% (+ 72,80)
eine hohere Dichte an Fasern in Patienten mit schubformig-remittierenden Verlauf als bei
Patienten mit einem ,,clinically isolated syndrome* (255,6% + 66,58). Ein signifikanter
Unterschied konnte nicht ermittelt werden.

Siehe Tabelle 28-30 und Graph 34-36 im Anhang.

3.7.3 Reaktiv verinderte Astrozyten mit intrazytoplasmatischen Zelleinschliissen in

Korrelation zu klinischen Daten

Fiir médnnliche Patienten wurde mit durchschnittlich 23,81 Astrozyten mit Einschliissen/ mm?
(£ 12,14) eine etwas niedrigere Anzahl nachgewiesen als bei weiblichen Patienten (28,44
Astrozyten mit Zelleinschliisse/ mm?2 + 15,32). Eine statistische Signifikanz lief3 sich nicht
nachweisen.

Vergleicht man die Zahl von Astrozyten mit intrazytoplasmatischen Einschliisse hinsichtlich
des Alters, so ergeben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Patienten der
Altersgruppe 1 (16-30 Jahre) wiesen durchschnittlich 25,65 Astrozyten mit Einschliissen/
mm? (+ 12,88) auf, Patienten der Altersgruppe 2 (31-50 Jahre) 26,72 Zellen mit Einschliissen/
mm? (+ 13,48) und bei Patienten der Altersgruppe 3 (>50 Jahre) waren 29,12 Astrozyten mit

intrazytopllasmatischen Zelleinschliissen/ mm? + 20,69 nachweisbar.
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In der Analyse des Krankheitsverlaufes wurde sowohl die Patientengruppe mit schubformig-
remittierenden Verlauf als auch Patienten mit ,.clinical isolated syndrome* beziiglich der
Anzahl an Kerneinschliisse tragender reaktiver Astrozyten statistisch miteinander verglichen.
Patienten mit RR-MS wiesen eine hohere Anzahl an GFAP-positiven Zellen mit
Kerneinschliissen auf (28,63 Zellen mit Einschliissen/ mm? + 15,29) als Patienten mit CIS
(22,17 Zellen mit Einschliissen/ mm? + 13,60). Dieser Unterschied ist statistisch nicht
signifikant.

Siehe Tabelle 28-30 und Graph 37-39 im Anhang.

3.7.4 Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in Korrelation zu klinischen Daten

In 7 von 42 Biopsien minnlicher Patienten wurden Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
nachgewiesen. Dies entspricht einem Anteil von 16,7%. In Biopsien weiblicher Patienten
lieBen sich in 13 von 80 Fillen (16,3%) CFPZ nachweisen. Somit findet sich ein nahezu
identisches Verhiltnis zwischen den Geschlechtern. Es finden sich keine statistischen
Unterschiede.

Fiir die Analyse der Altersgruppen lassen sich CFPZ mit 7 von 35 Fillen am hiufigsten in der
Altersgruppe 1 jiingerer Patienten nachweisen (20%), gefolgt von der Altersgruppe 2
mittleren Alters mit 15,87% (10 Patienten mit CFPZ von 63). In Patientengruppe 3 der iiber
50 Jahrigen wiesen nur 2 von 20 Fillen CFPZ auf (10%). Hierbei lésst sich keine statistische
Signifikanz ermitteln.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede beziiglich der klinischen Verldufe (CIS, RR-MS)
bei Patienten mit CFPZ nachgewiesen werden. Die Verteilung stellt sich wie folgt dar:
Patienten mit CIS zeigten in 8 von 28 Priparaten CFPZ (28,6%), bei Patienten mit RR-MS
wurden in 4 von 26 Fillen CFPZ nachgewiesen (15,4%). Diese Unterschiede sind nicht
signifikant.

Siehe Tabelle 28-30 und Graph 40-42 im Anhang.

3.8 Auswertung der klinischen Daten der Patienten mit progressiver multifokaler
Leukenzephalopathie (PML)

Es wurden insgesamt 11 Priparate von an PML erkrankten Patienten untersucht (als Beispiel
siehe Abb. 25-28). 3 Priparate entstammten Hirnbiopsien und fiir 8 Fille konnte autoptisches
Material genutzt werden. In der Geschlechterverteilung der biopsierten Patienten finden sich 2

weibliche Patienten und 1 ménnlicher Patient. Unter der Gruppe der Autopsien finden sich 5
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weibliche und 3 minnliche Patienten (siehe Tabelle 5 im Anhang). Das durchschnittliche
Alter zum Todeszeitpunkt der autopsierten Patienten betrdgt 56,75 Jahre, wobei die
Alterspanne von 34 bis 85 Jahren reicht. Die Patienten, bei denen aus diagnostischen Griinden
eine Hirnbiopsie durchgefiihrt wurde, waren zum Biopsiezeitpunkt durchschnittlich 69 Jahre
alt (sieche Tabelle 9 im Anhang). Als Grunderkrankung konnten fiir die drei biopsierten
Patienten in der klinischen Vorgeschichte maligne hidmatologische Erkrankungen eruiert
werden. Auch bei den 8 Autopsie-Fillen zeigten sich in der Vorgeschichte ebenfalls
immunsuppressive Erkrankungen, wie HIV-Infektionen, Leukdmien und Lymphome (siehe

Tabelle 20 im Anhang).

3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Vergleich astrozytirer Verinderungen innerhalb der immunpathologischen Subtypen

Betrachtet man zusammenfassend die Ergebnisse der verschiedenen Immunsubtypen I-1II, so
lieBen sich in Subtyp I und II signifikant hohere Anzahlen aktivierter Astrozyten und
Anzahlen aktivierter Astrozyten mit Zelleinschliissen als in Subtyp III nachweisen.
Hinsichtlich der Astrozytenfaserdichte zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Subtypen. Creutzfeldt-Peters-Zellen wurden in Subtyp I und II haufiger
nachgewiesen als in Subtyp III, wobei dieser Unterschied statistisch nicht signifikant war. In
der Analyse der NAWM konnte fiir die weile Substanz des Subtyps II signifikant mehr

reaktive Astrozyten nachgewiesen werden als in Subtyp I und III.

Vergleich astrozytirer Verinderungen — Subtypen der MS versus PML

Im Vergleich der Immunsubtypen der MS zur PML lieB sich in den Subtypen I und II eine
signifikant hohere Anzahl an reaktiv verdnderten Astrozyten und von Astrozyten mit
Zelleinschliisse nachweisen. In Lasionen des Subtyp I findet sich auch eine signifikant hohere
Dichte an Astrozytenfasern als in PML-Lasionen. Statistisch signifikante Unterschiede
zwischen Subtyp III- und PML-Lésionen konnten nicht nachgewiesen werden. Hier verhielten

sich die untersuchten Astrozytenverdnderungen dhnlich.

Vergleich astrozytirer Verinderungen in unterschiedlichen Entmarkungs- und
Remyelinisierungsstadien

In der Unterteilung der MS-Lidsionen nach  ihrem  Entmarkungs-  und
Remyelinisierungsstadium zeigen sich in inaktiven Léasionen mit fortgeschrittener
Remyelinisierung signifikant weniger reaktiv verdnderte Astrozyten, sowohl in ihrer
Gesamtzahl als auch hinsichtlich reaktiver Astrozyten mit Zelleinschliissen als in den anderen
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Lisionstypen (EA, LA, IA DM, TA ERM). Weiterhin findet sich in frithremyelinisierenden
und spitremyelinisierten Plaques eine signifikant hohere Dichte an astrozytiten Fasern als in

den EA-Lisionen.

Vergleich astrozytirer Veridnderungen in unterschiedlichen Entmarkungsaktivititen
zusammengefasst (EA, LA, IA)

In der Untersuchung der einzelnen Entmarkungsaktivititen lieBen sich keine statistischen
Unterschiede in Bezug auf die Anzahl der aktivierten Astrozyten und Astrozyten mit
intrazytoplasmatischen Kerneinschliissen nachweisen. Inaktive Lésionen wiesen eine
signifikant dichtere Astrogliose als frithaktive Lidsionen auf. Weiterhin waren Creutzfeld-
Peters-Zellen signifikant hdufiger in frith- und spitaktiven Lisionen als in den inaktiven

Plaques prisent.

Vergleich astrozytirer Verinderungen in MS-Lisionen versus NAWM

Vergleicht man MS-Lisionen, ungeachtet ihrer Aktivitit, mit der NAWM, finden sich in den
Lisionen deutlich hohere Zahlen aktivierter Astrozyten, eine dichtere Astrofasergliose, sowie
mehr Astrozyten mit Zelleinschliisse und Creutzfeldt-Peters-Zellen. Mit Ausnahme der
Ceutzfeldt-Peters-Zellen werden diese histopathologischen Astrozytenverdnderungen,
wenngleich in geringerem Umfang, in der an die Lision grenzenden, normal erscheinenden

weillen Substanz nachgewiesen.

Vergleich astrozytirer Verinderungen mit klinischen Daten

In der statistischen Analyse der untersuchten Patientenkohorte wiesen signifikant mehr
Frauen einen schubférmig-remittierenden Krankheitsverlauf als Ménner. Weitere statistisch
signifikante Unterschiede in Bezug auf die zur Verfiligung stehenden klinischen Daten zum

Geschlecht, Alter und Krankheitsverlauf ergaben sich nicht.
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4. Diskussion

Die Multiple Sklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des Zentralnervensystems,
die durch eine Entziindungsreaktion, Demyelinisierung, axonalen Verlust und Gliose
gekennzeichnet ist. Die Pathogenese der MS ist bisher noch nicht vollstindig geklart. In einer
von Lucchinetti et al. durchgefiihrten histopathologischen Untersuchung, bei der das
Entziindungsinfiltrat von frithaktiven = MS-Lésionen analysiert wurde, konnten
interindividuelle Unterschiede identifiziert werden (Lucchinetti et al. 2000), so dass
angenommen werden konnte, dass verschiedene immunologische Mechanismen in einer
gemeinsamen Endstrecke, der entziindlichen Demyelinisierung, miinden konnten.
Unterschieden werden vier verschiedene Subtypen. MS-Liasionen des Subtyp I und II wurden
hierbei als immunologisch-induzierte Uberreaktion des Immunsystems gedeutet, wohingegen
Lisionen des Subtyp III und IV den auslosenden Faktor fiir die Demyelinisierung im ZNS
selbst vermuten lassen.

Eine Betrachtung reaktiv-verianderter Astrozyten und ihren vielfiltigen histopathologischen
Verdnderungen an ZNS-Biopsien von an Multipler Sklerose erkrankten Patienten unter
Beriicksichtigung der unterschiedlichen postulierten Subtypen ist bisher noch nicht
durchgefiihrt worden. Dieser Zellpopulation werden vielfiltige Funktionen, Fihigkeiten und
Interaktionen mit anderen Zellarten, wie T-Zellen, Makrophagen oder Oligodendrozyten
zugeschrieben, die moglicherweise die Plaque-Entwicklung entscheidend beeinflussen
konnen. Da die Hypothese zur interindividuellen Heterogenitit von MS-Lisionen fiir Subbtyp
Il eine zusitzliche virus-bedingte Gewebeschiddigung diskutiert, wurden in dieser Arbeit
zusitzlich  humane  PML-Lisionen, einer durch den  JC-Virus induzierten
Entmarkungserkrankung des ZNS, mit Hirnbiopsien unterschiedlicher MS-Immunsubtypen
verglichen. Zudem wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Entmarkungsstadien hinsichtlich
threr Astrozytenpathologie untersucht. SchlieBlich wurden die erhobenen histologischen
Ergebnisse mit klinischen Patientendaten verglichen, um mogliche Zusammenhinge, wie
beispielsweise Geschlechtspriferenzen oder klinische Verlaufsformen in Bezug zu
astroglialen Reaktionen, aufzudecken und somit Riickschliisse auf die klinische Bedeutung
astroglialer Verdnderungen in MS-Plaques schlieen zu konnen.

Die Rolle der Astrozyten in der Pathogenese der Multiplen Sklerose ist vermutlich vielfiltig.
Es wurden sowohl fordernde als auch inhibierende Einfliisse auf die Entziindungsreaktion,
De- und Remyelinisierung in MS-Lisionen durch diese Zellpopulation nachgewiesen. Auch

die Bedeutung bestimmter astrozytdrer Verdnderungen, wie intrazytoplasmatische
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Zelleinschliisse und Creutzfeldt-Peters-Zellen, ist noch nicht abschlieBend geklart. Diese

Aspekte werden im Folgenden diskutiert.

4.1. Astrozytire Verianderungen der Subtypen friihaktiv entmarkender Multiple-

Sklerose-Liasionen

Die von Lucchinetti et al. postulierte Heterogenitit frithaktiv entmarkender MS-Lésionen
konnte in dieser Arbeit bestitigt werden. Die hochste Dichte reaktiver Astrozyten fand sich in
den Subtypen I und II, wédhrend Subtyp III eine signifikant niedrigere Zahl reaktiver
Astrozyten aufweist. Auch Astrozytenfasern beobachtet man weniger hdufig in Lisionen des
letztgenannten Immunsubtyps. Reaktiv verdnderte Astrozyten mit zelluldren Einschliissen
wurden signifikant hiufiger in Subtyp I und II, als in Subtyp III identifiziert. Somit kann
insgesamt festgestellt werden, dass die astrozytiren Reaktionen in den autoimmun-mediierten
Subtypen I und II in groBlerem Ausmall nachweisbar sind, als in Subtyp III mit
vorherherrschender Oligodendrozytenpathologie.

Hohe Dichten an Makrophagen und T-Lymphozyten wurden in den immunologisch-
induzierten Subtypen I und II von den Erstbeschreibern der Subtypen beschrieben
(Lucchinetti et al. 2000). Makrophagen und T-Lymphozyten produzieren eine Reihe an
Molekiillen und Zytokinen, wie Interleukin-1 (IL-1), Interferon-y (IFN-y) und
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), welche stimulierend auf Astrozyten wirken, und somit die
astrozytidren Reaktionen und die Bildung der astrozytdren Narbe fordern konnen (Giulian und
Lachman 1985, Karpus und Ransohoff 1998). Das vermehrte Vorkommen von
Entziindungszellen und folglich ihrer sezernierten proinflammatorischen Zyto- und
Chemokine konnten die verstirkte astrogliale Reaktion in diesen genannten Subtypen
erklidren. Andererseits konnen Astrozyten selbst auch Molekiile, wie beispielsweise TNF-a
und Lymphotoxin-a (LT-a), produzieren, welche Entziindungszellen in die Lésionen locken
konnen (Bitsch et al. 2000b, Williams et al. 2007). Moglicherweise konnen Astrozyten somit
selbst spezifisch zur Demyelinisierung beitragen, indem sie im primdren Ereignis
proinflammatorische Molekiile sezernieren, und eine Wechselwirkung mit Entziindungszellen
eingehen, welche dann wiederum eine Gewebszerstorung unterstiitzen konnten. So vertrat
bereits Miiller 1904 die Hypothese, dass die Multiple Sklerose eine Erkrankung der
Astrozyten sein konnte (Miiller E 1904).

Auch in Léasionen des Subtyp III lassen sich Makrophagen und T-Zellen nachweisen —
allerdings in geringerem Ausmal als in Subtyp I und II, (Lucchinetti et al. 2000). Der Mangel

an von Lymphozyten und Makrophagen gebildeten astrozyten-stimulierender Mediatoren,
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konnte dementsprechend eine geringere Dichte reaktiver Astrozyten in Subtyp III erkliren.
Andererseits wird fiir diesen Subtyp eine primdre Storung der Oligodendrozyten selbst
angenommen, bei der typischerweise Oligodendrozyten-Apoptosen und ein selektiver Verlust
spezifischer Myelinproteine beobachtet werden kann (Lucchinetti et al. 2000, Barnett und
Prineas 2004). In experimentellen Studien konnte eine virusinduzierte Oligodendrogliopathie
mit Demyelinisierung, wie sie typisch fiir Subtyp III ist, nachgewiesen werden (Rodriguez
1985), sodass auch eine infektiose Ursache der Demyelinisierung fiir Subtyp III diskutiert
werden kann. Da auch die progressive multifokale Leukenzephalopathie (PML) eine humane
Viruserkrankung mit selektivem Oligodendrozytenbefall ist, welche unter bestimmten
Umsténden, z.B. bei Immunsupression, zu einer Demyelinisierung des ZNS fiihren kann,
wurden in dieser Arbeit zusitzlich humane PML-Lisionen hinzugezogen und mit den
immunologischen Subtypen frithaktiver MS-Lasionen verglichen. Dabei konnten
Gemeinsamkeiten in Lidsionen des Subtyp III und der PML beziiglich ihrer
Astrozytenpathologie nachgewiesen werden. Diese unterschieden sich dariiber hinaus
signifikant von den autoimmun-mediierten Subtypen I und II, da sich sowohl im Subtyp III
als auch in PML-Lisionen eine dhnliche Anzahl reaktiv veridnderter Astrozyten und somit
signifikant weniger GFAP-positive Zellen als in Subtyp I und Subtyp II darstellen lassen.
Auch finden sich in PML-Lésionen und in Subtyp-III-Lédsionen signifikant weniger
Astrozyten mit Kerneinschliissen, als in den Lésionen des Subtyp I und II. Wu und Raine
konnten in ihrer Studie die meisten Astrozyten mit FEinschliissen, welche sie als
Oligodendrozyten identifizierten, in frisch entmarkenden makrophagenreichen Lisionen
darstellen (Wu und Raine 1992). Diese Ergebnisse stehen mit den Daten dieser Arbeit im
Einklang, da die Demyelinisierung in Subtyp I und II entziindlich determiniert zu sein scheint
und mit groBe Mengen an Makrophagen assoziiert wird (Lucchinetti et al. 2000, Lucchinetti
et al. 1996). Demgegeniiber werden in Subtyp III L&sionen mit selektiver
Oligodendrozytenschiddigung und geringerem Makrophageninfiltrat identifiziert (Lucchinetti
et al. 2000, Barnett und Prineas 2004). Nach einer Hypothese von Ghatak, welche in Kapitel
4.2.1.3 ndher ausgefiihrt wird, ,,schiitzen* Astrozyten moglicherweise Oligodendrozyten vor
toxischen Zytokinen, welche Makrophagen und Lymphozyten ausschiitten (Ghatak 1992).
Dariiber hinaus zeigten Diemel et al., dass Makrophagen die Rekrutierung und Proliferation
von Oligodendrozyten unterstiitzen (Diemel et al. 1998).

Weiterhin zeigen PML-Lésionen &hnlich vergleichbare Werte von Astrozyten mit
Zelleinschliissen wie Subtyp III und signifikant geringere Dichten als Subtyp I und II. So auch

in einer Untersuchung von Ghatak — dieser konnte in seiner Studie iiberhaupt keine
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Zelleinschliisse in Astrozyten bei PML-Lisionen nachweisen (Ghatak 1992). Ein Grund fiir
die geringere Anzahl an Zelleinschliissen in Subtyp-1II- und PML-Lésionen konnte der
Verlust an Oligodendrozyten sein, der bei der PML virusbedingt und bei Subtyp III durch
einen noch unbekannten oligodendrozytenschidigenden Mechanismus verursacht sein konnte.
Ergebnisse von in-vitro-Studien zeigen, dass Astrozyten einen suppressiven Einfluss auf T-
Lymphozyten haben konnen, die bis zur Apoptose derselbigen fithrt und somit
Entziindungsprozesse bei der Multiplen Sklerose inhibieren konnten (Gold et al. 1996, Meinl
et al. 1994). Diese Daten werden durch die Ergebnisse dieser Arbeit indirekt unterstiitzt, da
die signifikant geringere Astrozytenzahl des Subtyp III mit dem in der Literatur
beschriebenen T-Zell-Infiltrat des genannten Immunsubtyps zu korrelieren scheint. Dies
konnte zur Annahme fiihren, dass durch die geringere Anzahl reaktiver Astrozyten in Subtyp
III auch weniger T-Zellen inhibiert werden und somit eine Unterhaltung entziindlicher
Vorginge bedingen konnte.

Zusammenfassend kann in der vorliegenden Arbeit ein heterogenes Muster in der
Astrozytenpathologie frithaktiv entmarkender MS-Lisionen nachgewiesen werden. Die
ermittelten Daten unterstiitzen, die von Lucchinetti et al. postulierte These der Heterogenitit
von Multiple-Sklerose-Lisionen und deuten darauf hin, dass fiir Subtyp III moglicherweise
andere Pathomechanismen zur Demyelinisierung fiihren, als in autoimmun-mediierten

Subtypen I und II (Lucchinetti et al. 2000).

4.2 Astrozytire Verinderungen der verschiedenen Lisionsaktivititen in Multiple-

Sklerose-Liasionen

Kommt es im Zentralnervensystem zur Gewebsschiadigung, so reagiert das ZNS daraufthin
charakteristischerweise mit einer reaktiven Astrogliose im Sinne einer Glianarbenbildung.
Auch in MS-Lisionen stellt die Astrogliose ein augenfilliges Merkmal dar. Sie zeichnet sich
durch groBle hypertrophierte Astrozytenzellkorper mit langen, dicken zytoplasmatischen
Fortsidtzen aus, welche letztendlich die gliose Narbe bilden (Norenberg 1994). Diese
Astrozyten lassen sich sowohl in aktiven demyelinisierenden Plaques als auch in chronischen
inaktiven Lidsionen darstellen. Letztere Lésionen erscheinen eher hypozelluldr, wobei eine
fibrillire Gliose dominiert (Gallo und Armstrong 2008). Ein entsprechendes histologisches
Bild zeigte sich auch in dieser Arbeit. In inaktiven spétremyelinisierten Lisionen zeigte sich
die geringste Anzahl an reaktiv verdnderten hypertrophen Astrozyten als auch die hochste
Dichte an astrozytidren Fasern. Auch Schonrock et al. beschrieben in ihrer Studie die geringste

Dichte an reaktiv verdnderten GFAP-positiven Astrozyten in dlteren  Lésionen mit
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fortgeschrittener Remyelinisierung (Schonrock et al. 1998). Anderseits konnte in der hier
vorliegenden Arbeit die hochste Anzahl an Astrozyten mit anndhernd gleichen Werten in
spiataktiven und inaktiven demyelinisierten MS-Lédsionen ohne Hinweise fiir eine
Remyelinisierung ermittelt werden. Andere Studienergebnisse beschrieben im Vergleich
unterschiedlicher Lisionsaktivititen von MS-Lisionen ebenfalls die hochste Zahl an

Astrozyten in spitaktiven Lisionen (Schonrock et al. 1998).

4.2.1 Auswirkungen astrozytirer Verinderungen auf die Remyelinisierung

4.2.1.1 Inhibierende Einfliisse der Astrozyten auf die Remyelinisierung

Lange Zeit wurden die Astrozyten als barriere- bzw. narbenbildende Zellen angesehen, die
mogliche Regenerationsprozesse behindern (Reier et al. 1983). Durch die Rigiditét der glialen
Narbe wiirden Axone und Oligodendrozytenvorlduferzellen daran gehindert in die MS-Lésion
vorzudringen, wodurch eine Remyelinisierung behindert werden konnte (Nair et al. 2008). In
dieser Arbeit konnte die durchschnittlich hochste Anzahl an reaktiven Astrozyten in inaktiv
demyelinisierten Plaques nachgewiesen werden und die niedrigste Dichte in dlteren Plaques
mit fortgeschrittener Reyelinisierung. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte angenommen
werden, dass  reaktive  Astrozyten eine eher hemmende  Wirkung  auf
Remyelinisierungsprozesse ausiiben. Vorausgegangene Studien weisen darauthin, dass
Astroyten Molekiile wie TNF-o und Stickstoffmonoxid (NO) produzieren, welche toxisch auf
Oligodendrozyten wirken, und durch den Mangel an myelinbildenden Zellen -einer
Remyelinisierung entgegenwirken konnten (Selmaj und Raine 1988, Al-Omaishi et al. 1999).
Bitsch et al. demonstrierten im Tiermodell der MS, der EAE, dass eine vermehrte
Ausschiittung von TNF-a zu einer Zunahme der Entmarkung und zu Oligodendrozyten-
Apoptose fithrt (Bitsch et al. 2000b). Somit koénnten Astrozyten auch direkt am
Demyelinisierungsprozess beteiligt sein. Andere Molekiile, wie NO, sind dariiber hinaus in
der Lage Axone zu schidigen, was wiederum zur Verschlechterung klinischer Symptome
bzw. zu bleibenden neurologischen Schiden fithren kann (De Groot et al. 1997). Weiterhin
konnten Fok-Seang et al. zeigen, dass die Migration von Oligodendrozytenvorlduferzellen
durch Astrozyten gehemmt wird (Fok-Seang et al. 1995). Dadurch konnten weniger
Oligodendrozyten in die Lision einwandern und zur Remyelinisierung fithren. Andere
Tierversuche konnten zeigen, dass Oligodendrozytenvorlduferzellen, welche bei Miusen in
das ZNS transplantiert wurden, bevorzugt entlang BlutgefiBBen, Kollagenfasern, und
meningealen Zellen von Astrozyten-armen Regionen zu demyelinisierten Lisionen wandern

(Baron-Van Evercooren et al. 1996). Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Hinweise, welche
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die Daten der oben genannten Studien unterstiitzen konnen, da auch hier in inaktiven Plaques
ohne Remyelinisierung die groBte Anzahl an Astrozyten nachgewiesen wurde, wohingegen
inaktive remyelinisierende Plaques geringere, wenn gleich statistisch nicht signifikante,
Astrozytenzahlen aufwiesen.

Ferner konnten in dieser Arbeit GFAP-positive Astrozytenfasern am haufigsten in &lteren
Lisionen mit fortgeschrittener Remyelinisierung festgestellt werden. Dieses Ergebnis
bestitigt Beobachtungen anderer Studien, die in so genannten Shadowplaques -eine

ausgepragte astrozytire Fasergliose nachweisen konnten (Briick et al. 1994).

4.2.1.2 Fordernde Einfliisse der Astrozyten auf die Remyelinisierung

Neben remyelinisierungshemmenden Effekten, welche Astrozyten ausiiben koénnen, wird
dieser Zellart jedoch auch eine protektive und die Remyelinisierung fordernde Rolle in der
Pathogenese der Multiplen Sklerose zugeschrieben.

In der Untersuchung reaktiver Astrozyten und ihrer Fasern konnte in dieser Arbeit eine grof3e
Anzahl an Astrozyten und deren Fasern in inaktiven Lésionen mit frither Remyelinisierung
(IA ERM) nachgewiesen werden. So fanden sich in IA-ERM-Lisionen signifikant mehr
Astrozytenfasern als in Lidsionen mit frither Entmarkungsaktivitit. Auch die Anzahl an
reaktiven Astrozyten war in IA-ERM- Lisionen erhoht. Dies legt die Vermutung nahe, dass
eine erfolgreiche Remyelinisierung trotz einer hohen Astrozytendichte gewdhrleistet sein
kann bzw. durch diese sogar begiinstigt werden konnte.

In einer Studie, welche das Proliferationsvermégen von Gliazellen in MS-Lisionen
untersuchte, wurde der groBte Anteil proliferierender Oligodendrozyten in spét- bzw.
inaktiven Lidsionen ohne Remyelinisierung beobachtet (Schonrock et al. 1998). In-vitro-
Versuche haben gezeigten, dass Astrozyten Chemokine, wie CXCLI1, exprimieren, die das
Einwandern von Oligodendrozytenvorlduferzellen in die demyelinisierte Lidsion foérdern
(Omari et al. 2005, Williams et al. 2007). Sind Oligodendrozytenvorlduferzellen in den
demyelinisierten Plaques angelangt, vermehren sie sich, um ausreichend Myelin zu
produzieren. Gomez-Pinilla et al. konnten in-vivo nachweisen, dass Astrozyten grole Mengen
an ,fibroblast-growth-factor 2 (FGF-2) produzieren, welcher die Migration und die
Proliferation von Oligodendrozytenvorlduferzellen fordert (Gomez-Pinilla et al. 1995).
Astrozyten sezernieren dariiber hinaus auch Matrix-Metalloproteinasen (MMP), welche die
Zusammensetzung des Extrazelluldrraums regeln (Gardner und Ghorpade 2003). Fiir MMP-9
konnte gezeigt werden, dass es die Aussprossung von Oligodendrozytenausldaufern fordert

(Uhm et al. 1998). So ist bei Miusen, die kein MMP-9 produzieren, eine Remyelinisierung
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nach Entmarkung behindert (Larsen et al. 2003). Dariiberhinaus schiitten Astrozyten auch
Wachstumsfaktoren, wie ,,insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) aus, welcher die Proliferation
und Differenzierung der Oligodendrozyten fordert und die Herstellung des Myelins reguliert
(Webster 1997, McMorris et al. 1993). Des weiteren besitzt IGF-1 auch neuroprotektive
Eigenschaften (Chesik et al. 2007).

4.2.1.3 Astrozytire Zelleinschliisse bei Multipler Sklerose und ihre Bedeutung bei der
Remyelinisierung

Verschiedene vorausgegangene Arbeiten haben sich mit intrazytoplasmatischen
Zelleinschliissen in reaktiven Astrozyten beschéftigt. So wurde dieses Phdnomen einerseits als
Phagozytose von Oligodendrozyten, Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen durch
Astrozyten und andererseits als Emperipolese, wobei Zellen aktiv in andere Zellen eindringen

ohne diese zu zerstoren, interpretiert (Ghatak 1992, Prineas et al. 1990).

Astrozytire Zelleinschliisse — Emperipolese von Oligodendrozyten?

1987 konnten Prineas et al. mittels Zellmarker in einer aktiv entmarkten MS-Lision
lichtmikroskopisch Oligodendrozyten innerhalb von Astrozyten nachweisen (Prineas et al.
1987).

Schon zuvor gab es Hinweise, dass es sich bei den beobachteten Zelleinschliissen innerhalb
der Astrozyten um Oligodendrozyten handeln konnte (Prineas et al. 1984). Auch Wu und
Raine konnten 1992 Oligodendrozyten innerhalb von Astrozyten in MS-Léasionen und auch in
der die Lidsionen angrenzenden NAWM, wenngleich in geringerer Anzahl als in frischen
makrophagenreichen Lisionen, nachweisen (Wu und Raine 1992). Auch in dieser Arbeit
konnten sowohl in den MS-Lisionen, als auch in der NAWM zelluldre Einschliisse
beobachtet werden, wobei die MS-Lisionen eine signifikant hohere Dichte an Astrozyten mit
Zelleinschliissen erkennen lieen als die NAWM. Die hochste Anzahl an Astrozyten mit
Zelleinschliissen fand sich in inaktiven élteren komplett entmarkten Lésionen ohne
Remyelinisierung. Es konnten jedoch auch in spitaktiven und inaktiven Plaques mit frither
Remyelinisierung hohe Dichten an astrozytidren Zelleinschliissen nachgewiesen werden. In
akuten frithaktiven Lidsionen waren hingegen durchschnittlich weniger Zelleinschliisse
vorhanden. Geringste Zahlen astrozytirer Zelleinschliisse konnten in inaktiven Léisionen mit
fortgeschrittener Remyelinisierung nachgewiesen werden. Auch Morcos et al. beschrieben in
einer Arbeit, in der MS-Lésionen unterschiedlichen Alters und Remyelinisierungsgrades

verglichen wurden, grofle hypertrophierte GFAP-positive Astrozyten, welche teilweise
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Zelleinschliisse aufwiesen. Diese identifizierten sie als Oligodendrozyten und
Mikroglia/Makrophagen (Morcos et al. 2003).

Nach Ghatak konnte es sich bei den Einschlissen um eine Emperipolese von
Oligodendrozyten 1in Astrozyten handeln (Ghatak 1992). Dies bedeutet, dass
Oligodendrozyten aktiv in das Zytoplasma der Astrozyten eindringen, ohne diese jedoch zu
zerstoren. So konnte er in seiner Studie keine Anzeichen von Degeneration oder Schiden, wie
sie typisch fiir die Phagozytose wiren, seitens der intraastrozytiren Oligodendrozyten
nachweisen. Er vermutete, dass hierdurch die Oligodendrozyten von der aktiven Entziindung
abgekapselt und ,,geschiitzt* werden (Ghatak 1992). Diese Annahme konnte durch die
Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit gestiitzt werden, da signifikant weniger
Zelleinschliisse in inaktiven Lésionen mit fortgeschrittener Remyelinisierung (IA LRM)
nachgewiesen wurden. Morcos et al. fanden in Lisionen mit fortgeschrittener
Remyelinisierung sogar iiberhaupt keine Anzeichen fiir eine Einverleibung anderer Zellen
durch Astrozyten (Morcos et al. 2003). Da in IA LRM-Lisionen die Remyelinisierung durch
Oligodendrozyten schon fortgeschritten ist und sich ein geringes entziindliches Milieu mit
wenigen Makrophagen und Lymphozyten beobachten lidsst (Briick et al. 1994, Briick et al.
1995), konnte man, dhnlich der Hypothese von Ghatak, annehmen, dass Oligodendrozyten
nicht mehr durch Astrozyten vor schidlichen Einfliissen proinflammatorischer, toxischer
Molekiile ,,geschiitzt* werden miissen (Ghatak 1992). So konnte man, wie bereits Ghatak und
Wu und Raine schon 1992 spekulierten, mutmalen, dass reaktiv verdnderte Astrozyten in
Lisionen mit hoher Entziindungsaktivitidt Oligodendrozyten aufnehmen, um sie spiter, wenn
die entziindlichen Reaktionen abgeklungen sind, wieder freizugeben um sie fiir eine
Remyelinisierung zur Verfligung zu stellen (Ghatak 1992, Wu und Raine 1992). Dadurch
konnte erkldart werden, dass in dieser Arbeit in remyelinisierenden Plaques weniger
astrozytire Zelleinschliisse nachweisbar sind. Bereits 1981 beschrieb Raine et al., dass
Oligodendrozyten in MS-Lésionen in der Lage sind zu iiberleben und zu proliferieren (Raine
et al. 1981). Auch Schonrock et al. konnten proliferierende Oligodentrozyten im Zytoplasma

von Astrozyten nachweisen (Schonrock et al. 1998).

Astrozytire Zelleinschliisse — Phagozytose?
Da Astrozyten laut einigen Studien auch in der Lage sind zu phagozytieren (Al-Ali und Al
Hussain 1996, Magnus et al 2002), konnten die astrozytiren Zelleinschliisse im Gegensatz zur

Emperipolese auch als Phagozytose verstanden werden.
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Prineas et al. konnten pyknotisch veridnderte und fragmentierte Oligodendrozyten innerhalb
von Astrozyten nachweisen und nahmen daher an, dass es sich bei dem Phénomen der
intrazytoplasmatischen  Einschliisse um die Phagozytose von neuen unreifen
Oligodendrozyten handelt, welche dazu fiihrt, dass die Remyelinisierung inhibiert werden
konnte (Prineas et al. 1987, Prineas et al. 1990). Diese Hypothese konnte einen weiteren
Erkldarungsversuch fiir die hohe Anzahl an astrozytdren Einschliissen in inaktiv
demyelinisierten Plaques dieser Arbeit geben, da durch eine Phagozytose von
Oligodendrozyten dieselbigen nicht mehr fiir eine Remyelinisierung zur Verfiigung stehen
wiirden. Allerdings wurde ebenfalls eine hohe Dichten an reaktiv verdnderten Astrozyten mit
Zelleinschliissen in frithremyelinisierten Lisionen gefunden, was darauf hindeutet, dass
Remyelinisierung auch zusammen mit astrozytiren Zelleinschliissen stattfinden kann.
Weiterhin zeigten Magnus et al., dass Astrozyten zwar in der Lage sind zu phagozytieren,
allerdings bei weitem nicht die Aufnahmefihigkeit der Mikroglia erreichen (Magnus et al.
2002)

Dariiber hinaus konnten verschiedene Arbeiten auch die Phagozytose von Makrophagen,
Lymphozyten und Plasmazellen durch Astrozyten in MS-Lasionen nachweisen, wobei dies
ein eher seltenes Phinomen darstellte (Wu und Raine 1992, Prineas et al. 1990). Dieser
Fahigkeit zur Aufnahme von Entziindungszellen und der daraus resultierenden konsekutiven
Verringerung der Entziindungsreaktion konnte ein niitzlicher Effekt zugesprochen werden.

Es existieren unterschiedliche Hypothesen zur Bedeutung astrozytdrer Zelleinschliisse.
Einerseits wird der Emperipolese von Oligodendrozyten in Astrozyten ein schiitzender Effekt
auf die myelinbildenden Zellen und somit eine positive Wirkung auf die Remyelinisierung
zugeschrieben. Andererseits konnte die astrozytire Phagozytose von Oligodendrozyten eine
schiddliche Wirkung auf die Markscheidenbildung ausiiben und somit zur Demyelinisierung

beitragen.

Abschlieend kann festgestellt werden, dass eine Vielzahl an Studien Astrozyten und deren
Produkten sowohl positive Wirkungen als auch nachteilige Effekte auf die Remyelinisierung
zuschreiben. Auch in dieser Arbeit zeigt sich ein heterogenes Muster. Es wire
wiinschenswert, den positiven Einfluss der reaktiven Astrogliose am Genesungprozef3 und an
der Gewebsheilung in Multiple-Sklerose-Ldsionen zu nutzen, um eine forderliche
Einflussnahme auf den Krankheitsverlauf der Patienten erzielen zu konnen. Weitere Studien

sind hierbei notig, um zu kldren, welche Einfliisse im Milieu der Lésionen eine astrozytire
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remyelisierungsfordende Wirkung bedingen, um diese fiir eine mogliche Therapieoption

nutzen zu konnen.

4.2.2 Auswirkungen astrozytirer Verinderungen auf die Entziindungsreaktion

4.2.2.1 Inhibierende Einfliisse der Astrozyten auf die Entziindungsreaktion

Vorarbeiten konnten zeigen, dass sich reaktiv veridnderte Astrozyten und die Fasergliose auch
auf die Entziindungsreaktion auswirken konnen. So sind Astrozyten in der Lage Zytokine, wie
den ,transforming-growth-factor-p“ (TGF-B), zu produzieren, die sich hemmend auf die
Entziindungsvorginge ausiiben (da Cunha et al. 1992, Meinl et al. 1994). Durch TGF-8 kann
die Produktion von MHC-II-Molekiilen gesenkt werden, was zu einer Deaktivierung
antigenprisentierender Zellen fithrt und somit zur Limitierung der Entziindungsvorginge
beitragen konnte (Hailer et al. 1998). Es wird kontrovers diskutiert, ob Astrozyten in MS-
Lisionen in der Lage sind MHC-II-Molekiile zu exprimieren. Studien von Bo et al., konnten
keine MHC-II-Produktion von Astrozyten nachweisen, Astrozyten wiren somit nicht in der
Lage Antigene zu présentieren (Bo et al. 1994). Dem konnte ein positiver Effekt auf die
Gewebserhaltung zugeschrieben werden, da Astrozyten folglich nicht an der autoreaktiven
Immunreaktion teilnehmen wiirden. Andere Studien konnten jedoch Hinweise fiir eine
Beteiligung der Astrozyten an der MHC-II-Produktion liefern, worauf im folgenden Kapitel
4.2.2.2 (Fordernde Einfliisse auf die Entziindungsreaktion) ndher eingegangen wird.
Astrozyten sind weiterhin in der Lage die Interleukin-12 (IL-12) Produktion der Mikroglia,
welche zu einer T-Zell-Aktivierung fiithrt, zu unterdriicken (Aloisi et al. 1997).
Tierexperimentell konnte im EAE-Versuch bei Miusen gezeigt werden, dass sich IL-12
entscheidend auf die Entwicklung einer akuten Entmarkung auswirkt. Méuse, bei denen das
IL-12-Gen ausgeschaltet wurde, entwickelten hingegen keine EAE (Leonard et al. 1995,
Segal et al. 1998). Weitere antiinflammatorische Zytokine, welche von Astrozyten
ausgeschiittet werden konnen sind IL-9, IL-10 und IL-11 (Bsibsi et al. 2006). Bsibsi et al.
beschreiben zudem, dass Astrozyten in der Lage sind, neuroprotektive Faktoren, wie
Neurotrophin-4  (NT-4), ,brain-derived-neurotrophic-factor* (BDNF) wund ,ciliary-
neurotrophic-factor (CNTF) zu sezernieren (Bsibsi et al. 2006). So fordert CNTF
beispielsweise das Uberleben neuronaler Zellen und die Differenzierung von
Oligodentrozytenvorlduferzellen (Richardson PM 1994).

Verschiedene Studien bescheinigen Astrozyten einen hemmenden Effekt auf T-Lymphozyten.
Gold et al. kultivierten in Zellkulturversuchen T-Lymphozyten zusammen mit Astrozyten,

woraufhin sich bei T-Zellen Zeichen des apoptotischen Zelltodes einstellten (Gold et al.
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1996). Meinl et al. zeigten, dass Astrozyten in der Lage sind, CD4+ T-Lymphozyten in ihrer
Proliferation zu hemmen und die IFN-y-Produktion der T-Zellen zu inhibieren (Meinl et al.
1994). Durch die durch Astrozyten ausgeloste Hemmung der T-Lymphozyten konnte die
Gewebszerstorung limitiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnen, unabhéingig vom Grad der Remyelinisierung, sowohl in
aktiv entmarkten Lésionen als auch in inaktiven MS-Plaques dhnlich hohe Zahlen reaktiv
verdanderter Astrozyten beobachtet werden. Aufgrund dieser Datenlage kann nicht eindeutig
gekliart werden inwieweit Astrozyten in MS-Ldsionen zu einem anti-inflammatorischen
Milieu beitragen. Da in inaktiven MS-Lidsionen weniger Entziindungszellen, wie
Makrophagen und Lymphozyten, nachgewiesen werden konnen als in Lisionen mit aktiver
Entmarkung, wo sich zahlreiche dieser Entziindungszellen finden (Briick et al. 1995,
Lucchinetti et al. 2005), konnte angenommen werden, dass Astrozyten durch die
Ausschiittung oben erwihnter Botenstoffe zur Abschwichung der entziindlichen Reaktion
fiihren. Da in spitaktiven Lasionen mit noch hohen Dichten an Entziindungszellen in dieser
Arbeit die hochste Dichte an reaktiv verdnderten Astrozyten beobachtet wurde, spriche dieses
Ergebnis eher fiir einen pro-inflammatorischen Einfluss von Astrozyten in der Pathogenese
der MS-Lidsionen. Hierzu folgen im nachstehenden Kapitel 4.2.2.2. eingehendere

Erlduterungen.

4.2.2.2 Fordernde Einfliisse der Astrozyten auf die Entziindungsreaktion

Neben den oben beschriebenen anti-inflammatorischen gibt es ebenfalls Hinweise fiir pro-
inflammatorische Eigenschaften von Astrozyten. So konnten in dieser Arbeit auch in aktiven
Liasionen mit frithen und spdten Entmarkungsstadium hohe Dichten an reaktiv veridnderten
Astrozyten und ihren Fasern nachgewiesen werden. In diesen Lisionstypen lassen sich
typischerweise viele Entziindungszellen, wie Lymphozyten und Makrophagen nachweisen
(Ozawa et al. 1994). In-vitro-Experimente zeigten, dass Astrozyten unter Stimulation von
IFN-y und TNF-0, welche im ZNS von MS-Patienten erhoht sind, MHC-I- und MHC-II-
Molekiile exprimieren und somit zur Antigenprésentation, wie etwa Myelinepitope, befihigt
sein konnten (Wong et al. 1984, Weber et al. 1994). Weitere in-vitro-Studien lassen vermuten,
dass Astrozyten somit sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Lymphozyten direkt aktivieren konnen
(Cornet et al. 2000). Zeinstra et al. wiesen MHC-II-positive Astrozyten selbst in chronisch-
aktiven MS-Lésionen nach (Zeinstra et al. 2000). Die Beobachtungen der Antigenprisentation
und T-Zellaktivierung der Astrozyten konnten zur Unterhaltung der Multiplen Sklerose und

moglicherweise auch zu ihrer Entstehung beitragen. Weiterhin bieten Astrozyten eine

57



Diskussion

geeignete Umgebung fiir eine T-Zell-Aktivierung. Sie konnen Zytokine, wie Interleukin-6
(IL-6) exprimieren, die die Rekrutierung und Aktivierung von T-Lymphozyten anregen. Diese
wiederum aktivieren Makrophagen, denen eine grofle Rolle fiir den Gewebeschaden der MS-
Plaques zugeschrieben werden (Minagar et al. 2002, Xiao und Link 1999). IL-6 erleichtert
dariiberhinaus auch weiteren Immunzellen das Eindringen in das Lasionsgebiet und induziert
die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1) und TNF-a
(Dong und Benveniste 2001, Di Santo et al. 1996). Das Eindringen von Makrophagen,
Mikroglia und Lymphozyten in die MS-Lisionen wird auch durch Molekiile wie ,,stromal-
derived cell factor-1 o (SDF-1 alpha = CXCL12) und ,,monocyte-chemoattractant-protein-1*
(MCP-1) gefordert, welche von Astrozyten produziert werden konnen (Van der Voorn et al.
1999, Tanuma et al. 2006). Calderon et al. konnten eine vermehrte Expression von CXCL12
bei Astrozyten in aktiven MS-Lasionen nachweisen und Krumbholz et al. demonstrierten den
Nachweis des Chemokins im Liquor von MS-Patienten mit schubformig-remittierenden
Verlauf (Calderon et al. 2006, Krumbholz et al. 2006). Dariiber hinaus konnte das von
Astrozyten produzierte CXCL12 auch direkt zur Gewebszerstorung fithren, da in in-vitro-
Versuchen gezeigt wurde, dass dieses Chemokin die Produktion von TNF-a und IL-1 in
Astrozyten fordert. Diese Molekiile wirken, wie oben beschrieben, pro-inflammatorisch und
konnen zum Gewebeschaden beitragen (Han et al. 2001). Andererseits konnte fiir das
Chemokin CXCLI12 in-vitro gezeigt werden, dass es auch fiir das Uberleben und die
Migration von neuronalen und oligodendroglialen Vorlduferzellen von Bedeutung ist

(Dziembowska et al. 2005).

Unter Betrachtung der erwéhnten Studien und der Ergebnisse dieser Arbeit, bei der etwa
dhnlich hohe Astrozytendichten in EA-, LA- und [A-Lisionen dargestellt werden konnten,
wire anzunehmen, dass Astrozyten sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Aufgaben
tibernehmen. Aufgrund dieser Resultate wire zu diskutieren, ob reaktiv verdnderte Astrozyten
gerade am Beginn der Lisionsbildung durch die hohe Dichte an Entziindungszellen und
konsekutiver hoher Konzentration an proinflammatorischen Zyto- und Chemokinen eher
entziindungsfordernd wirken und somit zur Gewebedestruktion beitragen. Mit zunehmender
Dauer der Entziindungsreaktion und Lésionsentwicklung konnten sie jedoch ihr Profil andern

und eher anti-inflammatorische Eigenschaften iibernehmen.
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4.2.2.3 Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in Multiple-Sklerose-Lisionen — die Folge
einer massiven Entziindungsreaktion?

Creutzfeldt-Peters-Zellen stellen atypische reaktiv veridnderte Astrozyten dar, die atypischen
astrozytiren Kernteilungsfiguren dhnlich sehen. Diese Zellformationen entsprechen stark
hypertrophierten Astrozyten, die zahlreiche Kernfragmente erkennen lassen und nicht mit
astroglialen Tumorriesenzellen verwechselt werden diirfen. Sie lassen sich in MS-Lésionen
nachweisen, sind jedoch auch in anderen entziindlichen ZNS-Prozessen zu finden und somit
fiir die MS zwar typisch, jedoch nicht spezifisch (Zagzag et al. 1993). In dieser Arbeit lassen
sich CFPZ signifikant haufiger in frith- bzw. spitaktiven MS-Léasionen als in inaktiven
Plaques nachweisen. Diese Ergebnisse decken sich mit anderen Studien, die CFPZ ebenfalls
vermehrt in demyelinisierenden Plaques mit Zeichen der aktiven entziindlichen Entmarkung
darstellten (Lucchinetti et al. 2005, Zagzag et al. 1993). Es wire somit anzunehmen, dass
CFPZ Ausdruck einer akuten Entziindungsaktivitit sein konnten. Schon 1923 beobachtete
Creutzfeldt in MS-Lisionen diese so genannten ,,Monsterzellen* und vertrat die Ansicht, dass
diese Zellen eine besondere Schwere des Krankheitsverlaufs beschreiben (Creutzfeldt 1923).
Auch in dieser Arbeit zeigen sich in Lasionen der Subtypen I und II, in welchen sich ein
ausgepragtes lymphozyten- und makrophagenreiches Entziindungsinfiltrat nachweisen ldsst,
mit 28,6% bzw. 22,7% prozentual haufiger CFPZ als in Subtyp III (15,4%). Dies konnte
hinweisend sein fiir einen moglichen Einfluss von Entziindungszellen und den von ihnen
gebildeten Zytokinen, hinsichtlich des Auftretens von CFPZ. Da CFPZ mitotischen
Astrozyten morphologisch sehr dhneln (Zagzag et al. 1993), liegt die Vermutung nahe, dass
CFPZ auch ein Ausdruck fiir eine vermehrte und besonders intensive Astrogliose darstellen
konnten. Diese Annahme kann durch die Ergebnisse dieser Arbeit allerdings nicht bestitigt
werden, da sich keine nennenswerten Unterschiede beziiglich reaktiver Astrozyten und
Astrozyten mit Zelleinschliissen sowohl mit als auch ohne CFPZ in den untersuchten
Lisionen nachweisen lieBen. Die Fasergliose hingegen lédsst statistisch signifikante
Unterschiede erkennen. Hier zeigten Lésionen in denen CFPZ identifiziert werden konnten
signifikant mehr Astrozytenfortsitze, als Lasionen ohne CFPZ. Bereits vor mehr als 85 Jahren
beschrieb auch der Erstbeschreiber dieser Zellart, dass sich diese besonderen Zellen héufig in
Arealen befanden, in denen auch eine hohe Dichte an ,,faserbildenden grolen Gliaelementen*
nachgewiesen werden konnte (Creutzfeldt 1923). Die Bedeutung dieser Tatsache konnte

bisher nicht geklart werden.
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4.3 Astrozytire Verinderungen in der normal erscheinenden weiflen Substanz (NAWM)

von friihaktiven Multiple-Sklerose-Lisionen

Auch in der nicht entmarkten, die MS-Plaques unmittelbar begrenzenden, normal-
erscheinende weillen Substanz (NAWM) konnen sich bereits pathologische Verdnderungen
nachweisen lassen (Allen und McKeown 1979). Obwohl astrozytire Verdnderungen, wie
hypertrophierte Zellkorper, Fasergliose und Zelleinschliisse in dieser Arbeit signifikant
hiufiger innerhalb der MS-Lésionen selbst zu beobachten waren, lieBen sich diese Merkmale
auch, allerdings in geringerem Ausmal, in der benachbarten weillen Substanz nachweisen.
Auch andere Studien konnten pathologische Verdnderungen in der NAWM darstellen. So
zeigen Fu et al. einen axonalen Verlust in der NAWM (Fu et al. 1998). Auch Makrophagen,
aktivierte Mikrogliazellen, Lymphozyten und eine astrozytidre Gliose konnten in der NAWM
beobachtet werden (Allen und McKeown 1979, Allen et al. 2001, Junker et al. 2007). Die in
dieser Arbeit durchgefiihrte Evaluation zwischen den immunpathologischen Subtypen und
dem Ausmal} astrozytirer Verdnderungen der korrespondierenden NAWM lielen eine
signifikante Haufung reaktiv verdnderter Astrozyten in der NAWM des Subtyp Il erkennen.
Auch lieB sich in der NAWM des Subtypes II die hochste Faserdichte und Anzahl an
Astrozyten mit Zelleinschliissen, wenn auch ohne statistische Signifikanz im Vergleich zur
NAWM anderer Subtypen, erkennen. Subtyp II zeichnet sich neben einem dichten T-Zell-
und makrophagenreichen  Entziindungsinfiltrat  zusitzlich durch charakteristische
Ablagerungen von Immunglobulinen und aktiviertem Komplement aus. Diesem
letztgenannten pathologischen Phidnomen konnte eine vermehrte Astrozyten-Aktivierung
zugeschrieben werden, die iiber das eigentliche Lasionsareal hinausreicht (Lucchinetti et al.
2000).

CFPZ in der NAWM konnten in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Dies unterstiitzt
die Annahme, dass das Auftreten von CFPZ in enger Beziehung zum umgebenden
entziindlichen Milieu zu stehen scheint, wie es bereits Creutzfeldt 1923 vermutete

(Creutzfeldt 1923).
4.4 Astrozytire Verinderungen in Korrelation zu demografischen und Kklinischen
Patientendaten

Die Indikation zur biotischen Diagnosesicherung der MS wird nur in seltenen
Ausnahmefillen zum Ausschluss anderer ZNS-Erkrankungen gestellt. Es ist zum

gegenwirtigen Zeitpunkt noch nicht endgiiltig geklirt, ob es sich bei der biopsierten Kohorte
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von MS-Patienten um eine Sammlung atypischer Sonderformen handelt, oder ob diese
Patientengruppe mit der groBen Fraktion nicht-biopsierter MS-Patienten mit typischer
Krankheitsentwicklung vergleichbar ist. Pittock et al. konnten 2005 erstmals in einer Analyse
von 91 ZNS-Biopsien von MS-Patienten klinische und demographische Daten erheben und
diese mit der Olmsted-County-Kohorte nicht biopsierter MS-Patienten vergleichen (Pittock et
al. 2005).

Das Geschlechterverhiltnis des untersuchten Patientenkollektivs in dieser Arbeit betrug 2:1,
Frauen gegeniiber Minner. Dieses Ergebnis entspricht neben den Ergebnissen von Pittock et
al. auch den Ergebnissen anderer Untersuchungen nicht biopsierter MS-Patienten in denen
Frauen doppelt so hidufig wie Méanner betroffen waren (Compston und Coles 2002, Fox et al.
2006).

Auch bei der Untersuchung der einzelnen Subtypen hinsichtlich des Geschlechts lassen sich
in dieser Arbeit bei weiblichen Patienten hdufiger Lisionen mit akuter Entmarkung erkennen
als bei ménnlichen Patienten. Auch in der Untersuchung von Pittock et al. wurden in einer
Analyse immunpathologischer Subtypen hiufiger erkrankte Frauen als Ménner beobachtet
(Pittock et al. 2005). Dies deckt sich mit den oben beschriebenen Ergebnissen, dass bei der
MS hédufiger Frauen als Méinner betroffen sind. Zwischen den einzelnen Subtypen gibt es
allerdings keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Geschlechts. Dies lédsst darauf
schlieBen, dass die Geschlechterzugehorigkeit keinen Einfluss auf die Pathogenese der
verschiedenen immunpathologischen Subtypen zu haben scheint.

Beziiglich der astrozytdren Verdnderungen finden sich zwischen den Geschlechtern und den
Subtypen keine signifikanten Unterschiede. MS-Biopsien von Minnern und Frauen enthalten
dhnliche Dichten an reaktiven Astrozyten, astrozytdren Fortsdtzen und Astrozyten mit
Zelleinschliisse — auch CFPZ treten bei minnlichen und weiblichen Patienten gleich hiufig
auf. Somit konnte angenommen werden, dass dem Geschlecht bei den astrozytiren
Verdnderungen kaum eine tragende Rolle zukommit.

Das durchschnittliche Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie, mit deren Hilfe eine
Multiple Sklerose diagnostiziert wurde, betrdgt durchschnittlich 38,4 Jahren und entspricht
den Angaben der Literatur, nach der die MS durchnschnittlich zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr diagnostiziert wird (Compston und Coles 2002). Dariiber hinaus ergeben sich in
der Literatur Hinweise, dass Midnner durchschnittlich etwas spidter an MS erkranken als
Frauen (Baum und Rothschild 1981). In der hier vorliegenden Arbeit konnte diese
Beobachtungen nicht bestitigt werden. Hier waren Minner bei Biopsie, und somit bei

Diagnosestellung der MS-Erkrankung, im Durchschnitt 2 Jahre jiinger als Frauen, wobei zu
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beriicksichtigen ist, dass Biopsiezeitpunkt und Krankheitsbeginn nicht iibereinstimmen
miissen.

Hinsichtlich der Subtypen betrigt das mittlere Alter bei Biopsie in dieser Arbeit 37,9 Jahre
und entspricht somit weitgehend den Ergebnissen von Pittock et al., welche ein
durchschnittliches Alter von 36,6 Jahren bei hirnbiopsierten MS-Patienten mit
unterschiedlichen immunpathologischen Subtypen errechneten (Pittock et al. 2005). Diese
Angaben weisen darauf hin, dass sich kein signifikanter Altersunterschied zu nicht biopsierten
MS-Patienten ergibt, da das durchschnittliche Erkrankungsalter hier ebenfalls im frithen bis
mittleren Erwachsenenalter liegt (Compston und Coles 2002). Somit bestitigen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zu den demographischen Daten der Subtypen die
Beobachtungen, welche durch Pittock et al. an einer anderen biopsierten MS-Patientenkohorte
erstmals beschrieben wurden. Zwischen den einzelnen Subtypen konnte kein signifikanter
Altersunterschied festgestellt werden, womit anzunehmen wire, dass die Pathogenese der
einzelnen Subtypen unabhéngig vom jeweiligen Alter der Patienten zu sein scheint.

Die astroglialen Verdnderungen zeigen, bis auf die Fasergliose, in unterschiedlichen
Altersgruppen keine signifikanten Unterschiede. In der Altersgruppe der 31 bis 50jdhrigen
Patienten konnten in dieser Arbeit allerdings signifikant hohere Dichten an astrozytiren
Fasern als bei jiingeren Patienten festgestellt werden. Welche Bedeutung dieser Tatsache
zugrunde liegt und inwieweit dies das klinische Erscheinungsbild beeinflussen konnte,
miissen weiterfithrender Studien kléren.

Daten zum Krankheitsverlauf der hier untersuchten Patientenkohorte standen fiir 56 Félle mit
fiihaktiver Entmarkung zur Verfiigung. Dabei zeigen 26 Fille (46,4%) der Patienten einen
primir schubhaft-remittierenden Verlauf. Nur 2 Patienten (3,6%) hatten zum Biopsiezeitpunkt
einen sekundér chronisch-progredienten Verlauf. Bei der Mehrheit der biopsierten Patienten
mit 28 Fillen (50%) handelte es sich um die Erstmanifestation der Erkrankung (CIS). In der
Literatur ist bei etwa 85 % der Patienten ein schubhaft-remittierender Krankheitsverlauf (RR-
MS) beschrieben (Fox et al. 2006). Zwar liegt die Héaufigkeit der Patienten mit RR-MS in
dieser Arbeit unter dem in der Literatur beschriebenen Durchschnitt, jedoch sollte betont
werden, dass die Hilfte aller hier untersuchten Patienten zum Biopsiezeitpunkt einen
monophasischen Verlauf aufwies, bei dem der Krankheitsverlauf noch abzuwarten ist.
Noseworthy et al. beschreibt, dass ein GrofBteil von Patienten mit schubférmig-remitterendem
Krankheitsverlauf weiblichen Geschlechts ist (Noseworthy et al. 2000). Auch in der
vorliegenden Arbeit lassen Frauen mit 84,6 % signifikant hdufiger einen RR-Verlauf

erkennen als Méanner (15,4%). Auch hinsichtlich der klinischen Verlaufsform unterscheiden
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sich die verschiedenen Subtypen statistisch nicht voneinander. Auch Pittock et al. konnten
keine Korrelation der Subtypen zu klinischen Verlaufsformen nachweisen (Pittock et al.
2005). Dies konnte darauf hinweisen, dass die histopathologischen Subtypen einen geringen
Einfluss auf die klinischen Verlaufsformen haben.

Spezifische astrozytire Verdnderungen konnten in der statistischen Analyse keinem typischen
Krankheitsverlauf —zugeordnet werden. Fiir detaillierte Aussagen zu moglichen
Wechselbeziehungen zwischen astrozytdren Veridnderungen und klinischen Verlaufsformen
bedarf es indes weiterfithrender klinischer Daten eines groferen Patientenkollektivs mit
langerer Verlaufsbeobachtung.

Es kann somit abschlieend festgestellt werden, dass die hier untersuchten demographischen
und klinischen Ergebnisse hirnbiopsierter MS-Patienten den Daten der Literatur sowohl
biopsierter, als auch nicht biopsierter MS-Patientenkohorten entsprechen. Beziiglich der
Subtypen konnten keine signifikanten Korrelationen hinsichtlich demographischer und
klinischer Patientendaten erhoben werden. Infolgedessen konnte man aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse annehmen, dass Geschlecht, Alter und Verlaufsform der MS auf die
Pathogenese der immunpathologischen Subtypen wenig Einfluss nehmen. Eine Uberpriifung
dieser Ergebnisse sollte Gegenstand weiterfithrender Studien mit groBeren Fallzahlen und

langerer Verlaufsbeobachtung sein.
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5. Zusammenfassung

Die MS ist eine heterogene chronisch-entziindliche demyelinisierende Erkrankung des ZNS,
deren Ursache bisher nicht geklirt ist. Kiirzlich wurden vier histopathologische Subtypen der
Multiplen Sklerose beschrieben, welchen vermutlich unterschiedliche pathogenetische
Mechanismen zugrunde liegen.

Astrozytdre Gliazellverdnderungen sind ein wesentliches Merkmal reaktiver pathologischer
ZNS-Prozesse. Insbesondere in demyelinisierenden Erkrankungen wird eine prominente
reaktive Astrogliose beschrieben. Neben einer unspezifischen Glianarbenbildung wird dieser
Zellart jedoch eine Vielzahl von Funktionen und Fihigkeiten zugeschrieben. Dennoch ist die
Rolle der Astrozyten in der entziindlichen ZNS-Entmarkung noch weitgehend ungeklart.

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand einer morphometrisch-quantitativen Analyse von 124 MS-
Biopsien und 10 PML-Fillen die astroglialen Verdnderungen in entmarkten Lésionen zu
untersuchen. Hierbei wurde die Dichte astrozytdrer Zellen und deren Fasern sowie der
Nachweis von astrozytdren Sonderformen, wie Astrozyten mit intrazytoplasmatischen
Zelleinschlussen und Creutzfeld-Peters-Zellen sowohl innerhalb der Lisionen, als auch in der
umgebenden weiBlen Substanz erfasst. Durch den Nachweis einer pathogenetischen
Heterogenitit der MS konnten sich moglicherweise subtypen-spezifische prognostische
Krankheitsmerkmale und Therapieoptionen herleiten.

Die hochste Dichte reaktiver Astrozyten konnte in inaktiv demyelinisierten Lisionen und in
Plaques mit spiter Entmarkungsaktivitit nachgewiesen werden, wobei frithremyelinisierende
Fille ebenfalls eine hohe Astrozytendichte aufwiesen. Auch Astrozyten mit Zelleinschliissen
wurden hidufiger in inaktiven demyelinisierten Plaques identifiziert. In Lé&sionen mit
fortgeschrittener Remyelnisierung waren weniger Astrozyten mit Zelleinschliissen
nachweisbar. In Lédsionen mit frither Entmarkungsaktivitit wiesen die beiden autoimmun-
mediierten Subtypen I und II signifikant mehr Astrozyten auf, als Subtyp III, dem eine distale
Oligodendrogliopathie zugeschrieben wird. Léasionen der progressiven multifokalen
Leukenzephalopathie (PML), einer Entmarkungserkrankung auf dem Boden einer
virusbedingten  Oligodendrozytenschiddigung, zeigten ein &dhnliches Muster der
Astrozytenverdnderungen wie in Subtyp III, welches sich statistisch signifikant von Subtyp 1
und II unterschied. Creutzfeld-Peters-Zellen wurden signifikant hdufiger in aktiv-entmarkten
Lisionen als in inaktiven Plaques, unabhingig vom Remyelinisierungsgrad identifiziert. Auch
in der normal erscheinenden weillen Substanz, welche die entmarkten Lésionen begrenzt,

lieBen sich reaktive Astrozytenveridnderungen, jedoch in geringerem Ausmal} als in den
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Lisionen selbst nachweisen. Die hochste Dichte reaktiver Astrozyten wurde hierbei in der
weillen Substanz des Subtyp II beobachtet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf eine multifunktionale Rolle von Astrozyten in der
Pathogenese der Multiplen Sklerose hin. Die Hypothese der immunpathologischen
Heterogenitét frithaktiver MS-Lisionen konnte unter dem Aspekt reaktiver astrozytirer
Verinderungen gestirkt werden. Beide autoimmun-mediierten Subtypen I und II liefen eine
hohere Dichte reaktiver Astrozyten erkennen und spielen moglicherweise in der Pathogenese
der MS ein wichtige Rolle. Davon grenzten sich sowohl Subtyp-III- als auch PML-Léasionen
ab. Wihrend der PML bekanntermalen eine virusinduzierte Oligodendrozytendestruktion mit
sekundédrer Entmarkung zu Grunde liegt, wird auch fiir den Subtyp III der MS eine
Oligodendrogliopathie, moglicherweise auf dem Boden einer Virusinfektion, diskutiert. Daher
konnte ihre Funktion in der Pathogenese der Entmarkung  dhnlich definiert sein.
Dariiberhinaus lieBen die Daten dieser Arbeit erkennen, dass einer reaktiven Astrogliose auch
in dlteren inaktiven Plaques wesentliche Funktionen, wie z.B. einer
Remyelinisierungsunterstiitzung zugeschrieben werden konnte.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen distinkten
astroglialen Reaktionen und einer histomorphologischen Heterogenitit in MS-Ldsionen
gezeigt werden. Weiterfilhrende immunpathologische Studien sowie detaillierte
Auswertungen klinischer Daten biopsierter MS-Patienten konnten neue aufschlussreiche

Ergebnisse zur pathogenetischen Heterogenitit der MS liefern.
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6. Anhang

6.1 Tabellen

EA LA IA DM IAERM | TALRM gesamt
Fallzahl 56 15 15 29 9 124
IPS1 IPSII IPS 111
Fallzahl 21 22 13

Tabelle 1: Anzahl und Verteilung der ausgewerteten Lisionen auf die verschiedenen
Lisionsaktivititen und immunpathologischen Subtypen (IPS)

EA = frilhaktive Lasionen, LA = spitaktive Lisionen, IA DM = inaktiv demyeliniserte
Lisionen, IA ERM = inaktiv friihremyelinisierende Lidsionen, IA LRM = inaktiv
spatremyelinisierte Lasionen (Shadow Plaques)

EA LA IA DM IAERM | TALRM gesamt
Fallzahl 29 2 7 11 0 49
IPS 1 IPS 11 IPS 111
Fallzahl 10 10 9

Tabelle 2: Anzahl und Verteilung der ausgewerteten normal erscheinenden weillen Substanz
(NAWM) auf die verschiedenen Lisionsaktivititen und immunpathologischen Subtypen (IPS)
EA = frilhaktive Lasionen, LA = spitaktive Lisionen, IA DM = inaktiv demyeliniserte
Lisionen, IA ERM = inaktiv friihremyelinisierende Lidsionen, IA LRM = inaktiv
spatremyelinisierte Lasionen (Shadow Plaques)

PML-Biopsie PML-Autopsie gesamt

Fallzahl 3 8 11

Tabelle 3: Anzahl und Verteilung der ausgewerteten PML-Ldsionen (PML = progressive
multifokale Leukenzephalopathie)
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ménnlich

weiblich

unbekannt

gesamt

Fallzahl

42

80

2

124

Tabelle 4: Verteilung der MS-Lisionen hinsichtlich des Geschlechts der Patienten

PML-Biopsie PML-Autopsie gesamt
weiblich 2 5 7
méinnlich 1 3 4

Tabelle S: Verteilung der Patienten mit progressiver multifokaler Leukenzephalopathie
(PML) hinsichtlich ihres Geschlechts

weiblich

ménnlich

gesamt

Alter

38,99

37,27

38,41

Tabelle 6: Durchschnittliches Alter in Jahren zum Zeitpunkt der Biopsie der MS-Patienten (2
Patienten ohne Angaben)

IPS 1

IPS 11

IPS 111

Alter

33,57

38,91

41,15

Tabelle 7: Durchschnittliches Alter in Jahren zum Zeitpunkt der Biopsie hinsichtlich der

immunpathologischen Subtypen (IPS)

Alters%ruppe Altersgrllppe AltersgrUPpe < 16 Jahre gesamt
Anzahl 35 63 20 4 122

Tabelle 8: Einteilung der MS-Lésionen in Altersgruppen der zugehorigen Patienten zum
Zeitpunkt der Biopsie
Altersgruppe 1 = 16-30 Jahre, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 = >50 Jahre
(2 Lasionen von Patienten ohne klinische Angaben)
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PML-Biopsie PML-Autopsie

Alter 69 56,75

Tabelle 9: Durchschnittliches Alter in Jahren bei Patienten mit progressiver multifokaler
Leukenzephalopathie (PML) zum Zeitpunkt der Hirnbiopsie oder zum Autopsiezeitpunkt
(Todeszeitpunkt)

supratentoriell | infratentoriell spinal unbekannt gesamt

Fallzahl 92 2 2 28 124

Tabelle 10: Biopsielokalisationen der untersuchten MS-Lésionen

EA IPS 1 IPS 11 IPS 111
CIS 28 11 8 9
RR 26 10 12 4
SP 2 0 2 0
PP 0 0 0 0
gesamt 56 21 22 13

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Verteilung des Krankheitsverlaufs zum Zeitpunkt der Biopsie
bezogen auf die frithaktiven Lésionen (EA) und die zugehorigen immunpathologischen
Subtypen (IP)

CIS = ,clinically isolated syndrome“, RR = schubformig-remittierend, SP = sekundér
chronisch-progredient, PP = primir progredient

CIS RR SP PP gesamt
weiblich 11 22 2 0 35
miéinnlich 17 4 0 0 21
gesamt 28 26 2 0 56

Tabelle 12: Krankheitsverlauf zum Zeitpunkt der Biopsie beziiglich des Geschlechts der
Patientenbiopsien der frithaktiven MS-Lisionen
CIS = ,clinically isolated syndrome“, RR = schubformig-remittierend, SP = sekundér
chronisch-progredient, PP = primir progredient
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Bx- Verlauf zu

Fallnummer | Geschlecht | Alter zur Bx | Altersgruppe| Lokalisation Bx
21 m 38 2 parietal RR
26 (3) w 11 - fronto-temporal CIS
45 m 30 1 okzipital CIS
53 w 27 1 zentral CIS
55 w 44 2 temporal RR
62 m 33 2 parieto-okzipital CIS
69 m 37 2 parieto-okzipital CIS
84 w 30 1 frontal RR
86 m 10 - fronto-parietal CIS
93 m 41 2 parietal CIS
98 w 45 2 frontal RR
107 w 43 2 parietal RR
110 m 34 2 frontal CIS
121 m 47 2 zerebelldr CIS
137 m 46 2 parietal CIS
141 w 19 1 okzipital RR
161 w 47 2 temporal RR
168 w 26 1 parietal CIS
172 w 22 1 fronto-parietal RR
177 w 30 1 okzipital RR
179 w 45 2 frontal RR

Tabelle 13: Ubersicht iiber die Patientendaten des Subtyp I friihaktiver Lisionen
Bx = Biopsie, Altersgruppe 1 = 16-30 Jahren, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3

> 50 Jahre, ,,-,, = Patienten <16 Jahren (keine Altersgruppe zuordenbar), w = weiblich, m =
minnlich, CIS = ,clinically isolated syndrome®, RR = schubformig-remittierend, SP =
sekundér chronisch-progredient
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Bx- Verlauf zu
Fallnummer | Geschlecht | Alter zur Bx | Altersgruppe| Lokalisation Bx
3 w 37 2 okzipital RR
14a w 35 2 frontal CIS
141 w 36 2 fronto-parietal CIS
15 al m 34 2 fgf;rtzl CIS
151 m 34 2 parieto-okzipital CIS
28 w 43 2 frontal SP
39 w 48 2 frontal RR
50 w 22 1 parietal RR
51 w 27 1 okzipital RR
66 m 24 1 frontal RR
78 w 32 2 parietal RR
79 w 32 2 temporal RR
85 w 50 2 frontal RR
88 m 38 2 frontal RR
94 w 30 1 parietal SP
108 w 54 3 spinal RR
114 w 62 3 zerebelldr RR
134 m 39 2 zentral RR
136 w 47 2 frontal CIS
139 m 58 3 temporal CIS
167 m 49 2 parietal CIS
171 w 24 1 parieto-okzipital CIS

Tabelle 14: Ubersicht iiber die Patienten des Subtyp II friihaktiver Lisionen
Bx = Biopsie, Altersgruppe 1 = 16-30 Jahren, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 =
> 50 Jahre, , w = weiblich, m = minnlich, CIS = ,clinically isolated syndrome*, RR =
schubformig-remittierend, SP = sekundér chronisch-progredient
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Bx- Verlauf zu

Fallnummer | Geschlecht | Alter zur Bx | Altersgruppe| Lokalisation Bx
10 w 41 2 okzipital RR
19 w 31 2 parieto-okzipital CIS
21 w 62 3 parietal CIS
29 w 59 3 spinal RR
37 w 64 3 frontal CIS
104 m 51 3 temporal CIS
105 m 37 2 Basalganglien CIS
1093 m 26 1 frontal CIS
1091 m 26 1 frontal CIS
138 m 40 2 okzipital CIS
159 w 17 1 frontal RR
169 w 53 3 zentral RR
176 w 28 1 fronto-parietal CIS

Tabelle 15: Ubersicht iiber die Patienten des Subtyp III friihaktiver Lisionen

Bx = Biopsie, Altersgruppe 1 = 16-30 Jahren, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 =
> 50 Jahre, w = weiblich, m = minnlich, CIS = ,clinically isolated syndrome®, RR =
schubformig-remittierend, SP = sekundér chronisch-progredient

Fallnummer Geschlecht Alter zur Bx Altersgruppe | Bx-Lokalisation
2 VII (a) m 38 2 parietal
43 m 28 1 k.A.
64 w 40 2 parietal
115 w 52 3 okzipital
118 w 26 1 k.A.
125 m 38 2 k.A.
128 w 54 3 k.A.
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145 w 52 3 okzipital
150 w 50 2 k.A.
152 w 37 2 k.A.
155 w 44 2 k.A.
158 w 22 1 k.A.
174 w 19 1 k.A.
175 w 65 3 k.A.
181 m 39 2 k.A.

Tabelle 16: Ubersicht iiber die Patienten mit spitaktiven Lisionen
Bx = Biopsie, Altersgruppe 1 = 16-30 Jahren, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 =
> 50 Jahre, w = weiblich, m = ménnlich, k.A. = keine Angaben,

Fallnummer Geschlecht Alter zur Bx Altersgruppe | Bx-Lokalisation
la w 28 1 frontal
5(1) m 26 1 frontal
7 m 38 2 parieto-okzipital
16 11 w 40 2 fronto-parietal
24 w 60 3 frontal
26 (1) w 11 - fronto-parietal
36 m 59 3 frontal
S50a I w 23 1 fronto-parietal
54 w 51 3 temporo-parietal
60 m 13 - frontal
73 k.A. k.A. k.A. k.A.
76 k.A. k.A. k.A. k.A.
96 m 22 1 frontal
112 w 44 2 k.A.
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113

m

46

2

frontal

Tabelle 17: Ubersicht iiber die Patienten mit inaktiv demyeliniserten Lisionen

Bx = Biopsie, Altersgruppe 1 = 16-30 Jahren, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 =
> 50 Jahre, ,,-,, = Patienten <16 Jahren (keine Altersgruppe zuordenbar), w = weiblich, m =
minnlich, k.A. = keine Angaben,

Fallnummer Geschlecht Alter zur Bx Altersgruppe | Bx-Lokalisation
4 m 32 2 parietal
52) m 26 1 frontal
8 w 39 2 k.A.
12 w 22 1 parieto-okzipital
131V m 33 2 parietal
1611 (a) \ 40 2 fronto-parietal
18 w 54 3 Basalganglien
20 m 25 1 parieto-okzipital
22 w 37 2 k.A.
25 w 33 2 parieto-okzipital
31 w 21 1 fronto-parietal
34 w 33 2 okzipital
38 w 37 2 k.A.
41 w 41 2 frontal
48 w 41 2 parieto-okzipital
52 w 58 3 okzipital
5710 w 21 1 parieto-okzipital
58 w 21 1 frontal
68 w 44 2 k.A.
90 w 50 2 k.A.
99 w 28 1 frontal
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100 w 43 2 parietal
103 w 38 2 k.A.
119 m 28 1 k.A.
129 w 50 2 k.A.
130 w 32 2 k.A.
131 m 41 2 temporal
143 m 63 3 temporal
160 w 49 2 k.A.

Tabelle 18: Ubersicht iiber die Patienten mit inaktiv friihremyeliniserenden Lisionen
Bx = Biopsie, Altersgruppe 1 = 16-30 Jahren, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 =
> 50 Jahre, w = weiblich, m = ménnlich, k.A. = keine Angaben

Fallnummer Geschlecht Alter zur Bx Altersgruppe | Bx-Lokalisation
131V (a) m 33 2 parietal
31 (a) \ 21 1 fronto-parietal
32 m 25 1 zentral
33 w 48 2 frontal
571 w 21 1 parieto-okzipital
89 w 33 2 k.A.
91 m 52 3 k.A.
92 m 59 3 k.A.
126 w 40 2 k.A.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die Patienten mit inaktiv spitremyeliniserten Lisionen
Bx = Biopsie, Altersgruppe 1 = 16-30 Jahren, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 =
> 50 Jahre, w = weiblich, m = ménnlich, k.A. = keine Angaben
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Bx- bzw.
Alter bei Bx | Autopsie
oder Loakalisa- Klinische
Fallnummer | Gewebe | Geschlecht| Autopsie tion Vorgeschichte
B709/08K | Biopsi 80 zerebellires CLL
10psie m Marklager
B 649/08 K Biopsie w 65 Marklager | B-Zell-Lymphom
B 257/07 K Biopsie w 62 frontal NHL
‘ Zufallsbefund bei
A 148/08 Autopsie w 85 parietal globaler
Herzinsuffizienz
A 183/01 Autopsie w 79 parietal Sarkoidose
] Nierentrans-
A 197/00 Autopsie w 59 frontal plantation mit
Niereninsuffizienz
A 271/91 Autopsie w 40 parietal HIV-Infektion
. Silikose und
A 422/90 Autopsie m 55 parietal Langzeitkortison-
behandlung
) fronto- ..
A 189/89 Autopsie m 36 parietal Hepatitis
A 128/08 K | Autopsie m 66 temporo- | CLL, Magen- und
parietal Prostatakarzinom
A 05/1139 K | Autopsie w 34 Marklager HIV-Infektion

Tabelle 20: Ubersicht iiber die Patienten mit progressiver multifokaler Leukenzephalopathie
(PML)

Bx = Biopsie, w = weiblich, m = ménnlich, CLL = chronisch lymphatische Leukdmie, NHL =
Non-Hodgkin-Lymphom, HIV = humanes-Immundefizienz-Virus
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IPS1 IPSII IPS 111 p-Wert
reaktiv verianderte
Astrozyten 187,1 208,6 124,2 <0,0001
(MW in mm? +SA) (+44,68) (£ 59,76) (% 29,03)
astrozytire
Fasergliose 286,6 264,1 233,6 0.1153
(MW in % +SA) (£76,83) (£ 62,99) (£ 55,73)
Astrozyten mit
Zelleinschliissen 27,12 30,11 14,28 0,0049
(MW in mm? +SA) x11,9) (£ 16,68) (£9,248)
Creutzfeldt-Peters-
Zellen (in %) 28,6 22,7 15,4 0,6743
Tabelle 21: Ubersicht iiber die FErgebnisse der Lisionen der verschiedenen

immunpathologischen Subtypen (IPS).
Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm® bwz. %) und die dazugehorige

Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %
Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)

IPS 1 IPS 11 IPS 111 PML p-Wert
reaktiv veranderte
Astrozyten 187,1 208,6 124,2 138.,6 <0,0001
(MW in mm’>+SA) | (+44.68) (£ 59,76) (£29,03) (£23,6)
;f:g:;tﬁ;ﬁ 286.6 264,1 2336 230
(MW in % +SA) | (£76,83) | (6299 | *5573) | (+445 | 0069
Astrozyten mit
Zelleinschliissen 27,12 30,11 14,28 10,76 <0,0001
(MW in mm’+SA) (x11,9) (+ 16,68) (£9,248) (*6,867)
Creutzfeldt-Peters- 28,6 22,7 15,4 9 0,5809
Zellen (in %)
Tabelle 22: Ubersicht iiber die FErgebnisse der Lisionen der verschiedenen

immunpathologischen Subtypen (IPS) und Lésionen der progressiven multifokalen

Leukenzephalopathie (PML)

Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm® bwz. %) und die dazugehorige

Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %
Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)
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EA LA IADM | IAERM | IALRM | p-Wert
reaktiv verdnderte | oo |\ 5019 | 2037 | 1906 | 1113
Astrozyten ’ ’ ’ ’ ’ <0,0001
(MW in mm*+SA) | (£57,92) | (£39,5) | (x24,41) | (+40,58) | (+23,26)
astrozytire
Fasergliose 266,7 301,3 310,7 330,3 341,1 0,0083
(MW in % £SA) | (£69,09) | (£82,19) | (£102,8) | (£83,3) | (£133,6)
Astrozyten mit
Zelleinschliissen 25,31 31,36 35,73 30,12 8,178 <0,0001
(MW in mm?*+SA) | (+14,69) | (+10,58) | (+12,58) | (* 13,66) | (+ 2,706)
Creutzfeldt-Peters-
Zellen (in %) 23,21 26,6 0 10,34 0 0,0707
Tabelle 23: Ubersicht iiber die FErgebnisse der Lisionen verschiedener

Entmarkungsaktivititen und Remyelinisierungsstadien (EA = frithaktive Lisionen, LA =
inaktiv demyeliniserte Lé&sionen, IA ERM =
friihremyelinisierende Lésionen, IA LRM = inaktiv spitremyelinisierte Lisionen (Shadow

spataktive Lasionen, IA DM =

Plaques))

Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm® bwz. %) und die dazugehorige

Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %
Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)

EA LA IA p-Wert
reaktiv verinderte
Astrozyten 180.9 201,9 1809 0,335
(MW in mm® +SA) (£57,92) (£ 39.,5) (£ 46,6)
astrozytire
Fasergliose 266,7 301,3 326,6 0,0015
(MW in % *SA) (* 69,09) (+82,19) (x97,19)
Astrozyten mit
Zelleinschliissen 25,31 31,36 27,98 0,315
(MW in mm? +SA) (+ 14,69) (£ 10,58) (x15,23)
Creutzfeldt-Peters-
Zellen (in %) 23,21 26,6 5.7 0,0223
Tabelle 24: Ubersicht iiber die FErgebnisse der Lisionen der verschiedener

Entmarkungsaktivitit (EA = frithaktive Ldsionen, LA = spitaktive Lisionen, IA = inaktive

Lisionen, d.h. IA DM, IA ERM und IA LRM zusammengefasst)

Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm® bwz. %) und die dazugehorige

Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %
Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)

inaktiv
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Lision NAWM p-Wert
reaktiv verianderte
Astrozyten 1834 98,85 <0,0001
(MW in mm?* +SA) (x51,41) (x21,49)
astrozytire 3012 736.5
Fasergliose ’ ’ <0,0001
(MW in % *SA) (£ 89,05) (+ 86,48)
Astrozyten mit 2719 6.076
Zelleinschliissen ’ ’ <0,0001
(MW in mm® +SA) (x 14,53) (+5,829)
Creutzfeldt-Peters-
Zellen (in %) 16,13 0 0,0012

Tabelle 25: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Lisionen und der normal erscheinenden
weilen Substanz (NAWM): Lision = alle untersuchten MS-Lasionen zusammengefasst
(n=124), NAWM = alle untersuchten normal erscheinenden weilen Substanzen
zusammengefasst (n=48)

Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm” bwz. %) und die dazugehorige
Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %

Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)

Léisionen mit Lisionen ohne Wert
CFPZ CFPZ p-yver
reaktiv verinderte
Astrozyten 174.9 185 0,4221
(MW in mm?2 £SA) (£28) (£54,78)
astrozytire 260 304.2
Fasergliose ’ 0,0392
(MW in % =SA) (+£71,96) (+89,23)
Astrozyten mit 31.68 26.18
Zelleinschliissen ’ ’ 0,1191
(MW in mm?2 £SA) (£ 11,96) (=14,74)

Tabelle 26: Ubersicht iiber die Ergebnisse bei dem Vergleich zwischen MS-Lisionen mit
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) und MS-Lisionen, in denen keine CFPZ nachweisbar sind.
Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm® bwz. %) und die dazugehorige
Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %

Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)
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IPS1 IPS 11 IPS 111 p-Wert
reaktiv verinderte
Astrozyten 77,28 103,4 79,11 0,0343
(MW in mm2 £SA) (£22,12) (£ 23,55) (+24,29)
astrozytire 277 244 130
Fasergliose 0,2456
(MW in % *SA) (£63,21) (£ 103) (x61,4)
Astrozyten mit
Zelleinschliissen 4.8 2.8 2,7 0.2321
(MW in mm2 £SA) (x4,9) (£3,9) (*2,4)
Creutzfeldt-Peters- 0 0 0 n.a.
Zellen (in %)

Tabelle 27: Ubersicht iiber die Ergebnisse der normal erscheinenden weiBen Substanz
(NAWM) der Biopsien der verschiedenen immunpathologischen Subtypen (IPS)

Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm” bwz. %) und die dazugehorige
Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %

Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)

n.a. = nicht auswertbar

weiblich miéinnlich p-Wert
reaktiv verinderte
Astrozyten 186,6 176.1 0,2861
(MW in mm? +SA) (x51,21) (£52,74)
astrozytire 208.4 932
Fasergliose ’ ’ 0,761
(MW in % *+SA) (+ 86,55) (£91,69)
Astrozyten mit 78 44 1381
Zelleinschliissen ’ ’ 0,0921
(MW in mm? +SA) (x15,32) (x12,14)
Creutzfeldt-Peters-
Zellen (in %) 16,25 16,67 1

Tabelle 28: Ubersicht iiber die Ergebnisse der MS-Lisionen beziiglich des Geschlechts der
Patienten

Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm” bwz. %) und die dazugehorige
Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %

Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)
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Altersgruppe | Altersruppe | Altersgruppe p-Wert
1 2 3
reaktiv verianderte
Astrozyten 187,2 177,7 184 0.6700
(MW in mm? £SA) (£ 55,35) (£42,73) (£ 64,39)
astrozytire
Fasergliose 210,3 313,5 2858 0,0590
MW in % +SA) (= 80,25) (£ 94,67) (£ 67,93)
Astrozyten mit
Zelleinschliissen 25,56 26,72 29,12 0,7018
(MW in mm? £SA) (£ 12,88) (£ 13,48) (£ 20,69)
Creutzfeld.t-Peters- 20 15.87 10 0.6227
Zellen in %

Tabelle 29: Ubersicht iiber die Ergebnisse der MS-Lisionen beziiglich des Alters der
Patienten (Altersgruppe 1 = 16-30 Jahre, Altersgruppe 2 = 31-50 Jahre, Altersgruppe 3 = >50

Jahre)

Fir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm® bwz. %) und die dazugehorige
Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %
Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)

CIS RR p-Wert
reaktiv verianderte
Astrozyten 168.4 1954 0.0829
(MW in mm2 £SA) (£59,11) (+53,18)
astrozytire 7555 2743
Fasergliose ’ ’ 0,2269
(MW in % *SA) (£64,51) (£70,21)
Astrozyten mit 935 78 63
Zelleinschliissen ’ ’ 0,1160
(MW in mm? £SA) (£13,22) (£ 15,29)
Creutzfeldt-Peters-
Zellen (in %) 28,6 15,4 0,3316

Tabelle 30: Ubersicht iiber die Ergebnisse der MS-Lisionen beziiglich der klinischen

Verlaufsform der Patienten (CIS = ,clinical isolated syndrome®, RR
remittierender Verlauf)

schubformig-

Fiir die ermittelten Daten sind der Mittelwert (in mm” bwz. %) und die dazugehorige
Standardabweichung angegeben (MW=+SA) bzw. CFPZ in %
Statistische Signifikanz gilt ab einem p-Wert von p< 0,05 (fettgedruckt)
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rea ktiv Astrozyten mit astrozytire Creutzfeldt-
Fallnummer Z(;l;ig;le: te Zelleinschliissen | Fasergliose PeFf.rs/-Zelletl.l
yten positiv/ negativ
21 150,4 33,6 150 negativ
26 (3) 195,2 28,8 290 positiv
45 172,8 17,6 390 negativ
53 179,2 62,4 200 positiv
55 204,8 25,6 390 negativ
62 152 48 220 positiv
69 195,2 20,8 240 negativ
84 144 22,4 180 positiv
86 336 41,6 260 negativ
93 153,6 19,2 250 negativ
98 131,2 32 220 positiv
107 184 224 300 positiv
110 153,6 30,4 280 negativ
121 161,6 11,2 330 negativ
137 193,6 28.8 390 negativ
141 256 30,4 410 negativ
161 177,6 20,8 310 negativ
168 198,4 20,8 220 negativ
172 216 16 300 negativ
177 168 17,6 290 negativ
179 206,4 19,2 400 negativ

Tabelle 31: Ermittelte Werte (Zellen/mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) des immunpathologischen Subtyp I frithaktiver Léasionen
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rea ktiv Astrozyten mit astrozytire Creutzfeldt-
Fallnummer Xasl;?g;le:et :: Zelleinschliissen | Fasergliose l:)z:fil;sl-f:lfgv
y p g
3 203,2 28,8 220 negativ
14 a 145,6 14,4 350 negativ
141 124,8 28,8 260 negativ
15al 179,2 27,2 310 negativ
151 145,6 12,8 170 positiv
28 155,2 35,2 220 positiv
39 188,8 9.6 210 negativ
50 235,2 32 340 negativ
51 180,8 28,8 180 positiv
66 276,8 33,6 260 negativ
78 206,4 32 210 negativ
79 200 35,2 330 negativ
85 257,6 38,4 320 negativ
88 193,6 32 360 negativ
94 195,2 19,2 300 negativ
108 176 14,4 170 negativ
114 332,8 86,4 310 negativ
134 281,6 59,2 270 negativ
136 163,2 12,8 250 negativ
139 203,2 25,6 330 positiv
167 185,6 25,6 270 positiv
171 358.,4 30,4 170 negativ

Tabelle 32: Ermittelte Werte (Zellen/mm? bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) des immunpathologischen Subtyp II frithaktiver Ladsionen
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rea ktiv Astrozyten mit astrozytire Creutzfeldt-
Fallnummer X;ig;le: te Zelleinschliissen | Fasergliose PeFf.rs/-Zelletl?
yten positiv/ negativ

10 134,4 9,6 270 negativ
19 192 22,4 270 positiv
21 108,8 1,6 230 negativ
29 107,2 25,6 n.e. negativ
37 121,6 6.4 210 negativ
104 148,8 14,4 280 negativ
105 116,8 8 250 negativ
1093 86,4 8 n.e. negativ
1091 139,2 33,6 170 positiv
138 94,4 4,8 190 negativ
159 121,6 16 280 negativ
169 150,4 20,8 300 negativ
176 92,8 14,4 120 negativ

Tabelle 33: Ermittelte Werte (Zellen/mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) des immunpathologischen Subtyp III frithaktiver Lisionen;

n.e. = nicht erhebbar

rea kaav Astrozyten mit astrozytare Creutzfeldt-
Fallnummer X‘;ﬁgje{; s Zelleinschliissen | Fasergliose Pe:teirs/-felletril
y positiv/ negativ
2 VII (a) 128 22,4 240 negativ
43 171,2 19,2 370 negativ
64 216 20,8 220 negativ
115 240 44.8 290 negativ
118 236,8 35,2 320 negativ
125 179,2 9.6 100 negativ
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128 148,8 30,4 330 positiv
145 232 43,2 270 negativ
150 176 28,8 400 positiv
152 276,8 35,2 440 negativ
155 235,2 46,4 360 positiv
158 206,4 36,8 270 negativ
174 192 30,4 280 negativ
175 176 25,6 350 negativ
181 2144 41,6 280 positiv

Tabelle 34: Ermittelte Werte (Zellen/mm? bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von

Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in spitaktiven Léasionen

reaktiv . . Creutzfeldt-

Astrozyten positiv/ negativ
la 208 22,4 350 negativ
5(@1) 224 22,4 220 negativ
7 201,6 30,4 230 negativ
16 11 163,2 59,2 570 negativ
24 164,8 46,4 270 negativ
26 (1) 163,2 19,2 230 negativ
36 224 11,2 300 negativ
50al 236,8 44,8 240 negativ
54 232 38,4 180 negativ
60 219,2 36,8 440 negativ
73 193,6 36,8 400 negativ
76 219,2 44.8 240 negativ
96 206,4 44,8 290 negativ
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112

190,4

36,8

370

negativ

113

209,6

41,6

330

negativ

Tabelle 35: Ermittelte Werte (Zellen/mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in inaktiv demyelinisierten Lédsionen

rea ktiv Astrozyten mit astrozytire Creutzfeldt-
Fallnummer Xesl;?g;le:et :: Zelleinschliissen Fasergliose l:)z:fil;sl-f:lfgv
y p g
4 145,6 24 260 negativ
52) 195,2 17,6 180 positiv
8 2224 25,6 280 negativ
12 168 12,8 310 negativ
131V 137,6 28.8 390 negativ
16 1I (a) 193.,6 60,8 370 negativ
18 161,6 33,6 350 negativ
20 161,6 19,2 360 negativ
22 241,6 25,6 380 negativ
25 176 25,6 520 negativ
31 208 22,4 200 negativ
34 145,6 38,4 250 negativ
38 168 28,8 320 negativ
41 155,2 11,2 380 negativ
48 190,4 40 440 negativ
52 275,2 64 250 negativ
5711 2384 35,2 330 negativ
58 190,4 54,4 370 positiv
68 179,2 20,8 370 negativ
90 284,8 43,2 500 negativ
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99 158,4 28,8 260 positiv
100 152 17,6 210 negativ
103 134,4 9,6 340 negativ
119 171,2 25,6 310 negativ
129 2224 35,2 430 negativ
130 211,2 40 320 negativ
131 185,6 17,6 370 negativ
143 2624 27,2 230 negativ
160 192 40 300 negativ

Tabelle 36: Ermittelte Werte (Zellen/mm? bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in inaktiv frithremyelinisierenden Lisionen

reaktiv . . Creutzfeldt-

Astrozyten positiv/ negativ
131V (a) 102,4 9,6 570 negativ
31 (a) 75,2 6.4 120 negativ
32 129,6 6,4 400 negativ
33 89,6 3,2 320 negativ
571 145,6 9.6 200 negativ
89 116,8 8 300 negativ
91 124,8 9,6 320 negativ
92 89,6 12,8 460 negativ
126 128 8 380 negativ

Tabelle 37: Ermittelte Werte (Zellen/mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von

Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in inaktiv spdtremyelinisierten Lisionen
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rea ktiv Astrozyten mit astrozytire Creutzfeldt-
Fallnummer Xasl;ig;le: te Zelleinschliissen | Fasergliose PeFf.rs/-Zelletl?
yten positiv/ negativ

B 709/08 K 128 25,6 280 negativ
B 649/08 K 83,2 1,6 180 negativ
B 257/07 K 160 4,8 230 negativ
A 148/08 116,8 14,4 300 negativ
A 183/01 156,8 6,4 200 negativ
A 197/00 163,2 6,4 270 negativ
A 271/91 155,2 12,8 150 negativ
A 422/90 132,8 16 240 positiv
A 189/89 152 11,2 210 negativ
A 128/08 K 134,4 4,8 250 negativ
A 05/1139 K 1424 144 220 negativ

Tabelle 38: Ermittelte Werte (Zellen/mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in Lisionen progressiver multifokaler Leukenzephalopathie

(PML)
rea ktiv Astrozyten mit astrozytire Creutzfeldt-
Fallnummer Xasl;ig;le: te Zelleinschliissen | Fasergliose PeFf.rs/-Zelletl?
yten positiv/ negativ
21 91,2 9,6 210 negativ
84 113,6 16 220 negativ
98 104 0 310 negativ
161 83,2 1,6 320 negativ
184 67,2 1,6 220 negativ
186 80 6,4 140 negativ
204 40 4,8 280 negativ
225 56 1,6 170 negativ
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255

64

4,8

150

negativ

278

73,6

1,6

200

negativ

Tabelle 39: Ermittelte Werte (Zellen/'mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in der normal erscheinenden weillen Substanz (NAWM)

des immunpathologischen Subtyps |

reaktiv . . Creutzfeldt-
Astrozyten positiv/ negativ

3 112 1,6 210 negativ
141 67,2 12,8 130 negativ
151 70,4 8 180 negativ
39 108,8 6,4 110 negativ
50 115,2 3,2 130 negativ
78 134,4 6,4 290 negativ
79 136 6,4 370 negativ
85 105,6 9,6 330 negativ
88 97,6 0 360 negativ
139 86,4 3,2 330 negativ

Tabelle 40: Ermittelte Werte (Zellen/'mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in der normal erscheinenden weillen Substanz (NAWM)

des immunpathologischen Subtypes II

reaktiv Ast ¢ it ¢ i Creutzfeldt-
Fallnummer verinderte strozyten mi astrozylare Peters-Zellen
Zelleinschliissen | Fasergliose cee .
Astrozyten positiv/ negativ
19 112 8 240 negativ
21 73,6 1,6 220 negativ
37 70,4 1,6 180 negativ
1091 88 0 80 negativ
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194 32 1,6 120 negativ
206 78,4 4,8 260 negativ
247 107,2 1,6 130 negativ
250 89,6 3,2 180 negativ
279 60,8 1,6 230 negativ

Tabelle 41: Ermittelte Werte (Zellen/mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in der normal erscheinenden weillen Substanz (NAWM)
des immunpathologischen Subtypes III

reaktiv ) . Creutzfeldt-
ot Astrozyten mit astrozytare
Fallnummer veranderte Zelleinschlii ¥ I Peters-Zellen
Astrozyten clieinschlussen asergliose positiv/ negativ
43 116,8 144 320 negativ
128 94,4 4,8 190 negativ

Tabelle 42: Ermittelte Werte (Zellen/mm? bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in der normal erscheinenden weilen Substanz (NAWM)

spataktiver Lasionen

reaktiv Ast ¢ it ¢ i Creutzfeldt-

Fallnummer verinderte strozyten mi astrozytare Peters-Zellen

Zelleinschliissen | Fasergliose cee .

Astrozyten positiv/ negativ

5 124,8 6,4 170 negativ
16 11 108,8 3,2 200 negativ
24 57,6 0 240 negativ
36 72 3,2 150 negativ
54 137,6 28.8 180 negativ
60 104 1,6 80 negativ
112 107,2 4,8 290 negativ

Tabelle 43: Ermittelte Werte (Zellen/'mm? bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in der normal erscheinenden weilen Substanz (NAWM)
inaktiv demyelinisierten Lédsionen
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rea ktiv Astrozyten mit astrozytire Creutzfeldt-
Fallnummer Xesl;?g;le:et :: Zelleinschliissen | Fasergliose l:)z:fil;sl-f:lfgv

y p g

4 76,8 2,4 210 negativ
52) 75,2 4.8 140 negativ
25 128 3,2 230 negativ
34 105,6 3,2 230 negativ
68 107,2 3,2 290 negativ
90 113,6 6,4 370 negativ
99 92,8 17,6 360 negativ
103 52,8 3,2 310 negativ
119 81,6 4,8 300 negativ
129 92,8 9.6 110 negativ
131 108,8 4,8 340 negativ

Tabelle 44: Ermittelte Werte (Zellen/'mm?2 bzw. Faserdichte in %) und das Auftreten von
Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ) in der normal erscheinenden weillen Substanz (NAWM)
inaktiv frithremyelinisierenden Lisionen
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6.2 Graphische Darstellungen
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Graph 1: Graphische Darstellung der Verteilung der untersuchten Multiple-Sklerose-
Léasionen: EA-Lisionen: n=56, IPS (immunpathologischer Subtyp) I: n=21, IPS II: n=22, IPS
III: n=13, LA-Lisionen: n=15, IA-Lisionen: n=53, IA DM-Lisionen: n=15, IA ERM-
Lidsionen: n=29, IA LRM-Lisionen: n=9
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Graph 2: Graphische Darstellung der Verteilung der untersuchten NAWM der Multiple-
Sklerose-Lisionen: EA-Lasionen: n=29, IPS (immunpathologischer Subtyp) I: n=10, IPS II:
n=10, IPS III: n=9, LA-Lisionen: n=2, IA-Lisionen: n=18, IA DM-Lisionen: n=7, IA ERM-
Lidsionen: n=11, IA LRM-Lisionen: n=0
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= weiblich=80
B mannlich=42

W unbekannt=2

Graph 3: Graphische Darstellung der Geschlechterverteilung der Léasionen biopsierter

Patienten mit Multipler Sklerose: Gesamtzahl der Lasionen=124
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Graph 4: Graphische Darstellung fiir das durchschnittliche Alter der Patienten mit Multipler

Sklerose zum Zeitpunkt der Biopsie.

92



Anhang
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Graph 5: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten (Zellen/

mm?) in Bezug auf die immunpathologischen Subtypen (IPS) friihaktiver MS-Lésionen.
Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 6: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten (Zellen/

mm?) in Bezug auf die Lésionsaktivititen der einzelnen MS-Liasionen. Signifikante p-Werte
sind dargestellt

400+

300+

2009 | ] | ]

1001 I__I__I -+

Zellen/mm?

Entmarkungsstadien

Graph 7: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten (Zellen/

mm?) in Bezug auf die Entmarkungsstadien der einzelnen MS-Lisionen. Signifikante p-Werte
sind dargestellt
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Graph 8: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv veridnderten Astrozyten (Zellen/
mm?) in MS-Lisionen und der angrenzenden normal erscheinenden weillen Substanz
(NAWM). Signifikante p-Werte sind dargestellt

4501
w{ T
350- I

3004 ——

250+

2004 I

1504 —

1004
50+

Faserdichte in %

IPS | IPS Il IPS Il
immunpathologische Subtypen

Graph 9: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug

auf die immunpathologischen Subtypen (IPS) frithaktiver MS-Lisionen. Signifikante p-Werte
sind dargestellt
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Graph 10: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug
auf die Liasionsaktivititen der einzelnen MS-Liasionen. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 11: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug
auf die Entmarkungsstadien der einzelnen MS-Liésionen. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 12: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in MS-
Lisionen und der angrenzenden normal erscheinenden weilen Substanz (NAWM).

Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 13: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten mit
Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in Bezug auf die immunpathologischen Subtypen (IPS)
frithaktiver MS-Lisionen. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 14: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten mit

Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in Bezug auf die Lisionsaktivititen der einzelnen MS-
Lisionen. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 15: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten mit

Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in Bezug auf die Lé&sionsaktivititen der einzelnen MS-
Lisionen. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 16: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten mit
Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in MS-Lésionen und der angrenzenden normal erscheinenden
weillen Substanz (NAWM). Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 17: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in Bezug auf die immunpathologischen Subtypen (IPS) frithaktiver MS-Lésionen.
Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 18: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in Bezug auf die Liasionsaktivititen der einzelnen MS-Lisionen. Signifikante p-Werte sind
dargestellt
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Graph 19: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in Bezug auf die Entmarkungsstadien der einzelnen MS-Liésionen. Signifikante p-Werte sind
dargestellt
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Graph 20: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in MS-Lisionen und der angrenzenden normal erscheinenden weiflen Substanz (NAWM).
Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 21: Graphische Darstellung der reaktiv verdnderten Astrozyten (Zellen/ mm?) in
Bezug auf das Vorhandensein von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ). Signifikante p-Werte
sind dargestellt
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Graph 22: Graphische Darstellung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug auf das
Vorhandensein von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ). Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 23: Graphische Darstellung der reaktiv verianderten Astrozyten mit Zelleinschliissen

(Zellen/ mm?) in Bezug auf das Vorhandensein von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ).
Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 24: Graphische Darstellung der reaktiv veridnderten Astrozyten (Zellen/ mm?) in der
normal erscheinenden weillen Substanz (NAWM) in Bezug auf die immunpathologischen
Subtypen (IPS). Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 25: Graphische Darstellung der Astrozytenfaserdichte (in %) in der normal
erscheinenden weiflen Substanz (NAWM) in Bezug auf die immunpathologischen Subtypen
(IPS). Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 26: Graphische Darstellung der reaktiv veridnderten Astrozyten mit Zelleinschliissen
(Zellen/ mm2) in der normal erscheinenden weilen Substanz (NAWM) in Bezug auf die
immunpathologischen Subtypen (IPS). Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 27: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten (Zellen/
mm?) in Bezug auf die immunpathologischen Subtypen (IPS) frithaktiver MS-Lisionen im

Vergleich mit Lisionen der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML).
Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 28: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug
auf die immunpathologische Subtypen (IPS) friihaktiver MS-Lésionen im Vergleich mit

Lisionen der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML). Signifikante p-Werte
sind dargestellt
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Graph 29: Graphische Darstellung der Verteilung reaktiv veridnderten Astrozyten mit
Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in Bezug auf die immunpathologischen Subtypen (IPS)
friihaktiver MS-Lésionen im Vergleich mit Lisionen der progressiven multifokalen
Leukenzephalopathie (PML). Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 30: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in Bezug auf die immunpathologischen Subtypen (IPS) frithaktiver MS-Lisionen im
Vergleich mit Lisionen der progressiven multifokalen Leukenzephalopathie (PML).
Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 31: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv veridnderten Astrozyten in
Bezug auf das Geschlecht der Patienten. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 32: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv veridnderten Astrozyten (Zellen/

mm?) in Bezug auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie der Patienten. Signifikante p-Werte
sind dargestellt
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Graph 33: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten
(Zellen/'mm?) in Bezug auf die klinische Verlaufsform der Patienten: CIS = ,clinically

isolated syndrome*, RR-MS = schubformig remittierender Verlauf. Signifikante p-Werte sind
dargestellt
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Graph 34: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug
auf das Geschlecht der Patienten. Signifikante p-Werte sind dargestellt

102



Anhang

600+
5004

4004 —I_

3004

2004

Faserdichte in %

T €1

100+ —

16-30 Jahre 31-50 Jahre 50 Jahre
Alter

Graph 35: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug
auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie der Patienten. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 36: Graphische Darstellung der Verteilung der Astrozytenfaserdichte (in %) in Bezug
auf die klinische Verlaufsform der Patienten: CIS = ,.clinically isolated syndrome*, RR-MS =
schubformig remittierender Verlauf. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 37: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten mit

Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in Bezug auf das Geschlecht der Patienten. Signifikante p-
Werte sind dargestellt
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Graph 38: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten mit
Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in Bezug auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie der
Patienten. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 39: Graphische Darstellung der Verteilung der reaktiv verdnderten Astrozyten mit
Zelleinschliissen (Zellen/ mm?) in Bezug auf die klinische Verlaufsform der Patienten: CIS =
,»clinically isolated syndrome*, RR-MS = schubformig remittierender Verlauf. Signifikante p-
Werte sind dargestellt
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Graph 40: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in Bezug auf das Geschlecht der Patienten. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 41: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in Bezug auf das Alter zum Biopsiezeitpunkt der Patienten. Signifikante p-Werte sind
dargestellt
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Graph 42: Graphische Darstellung des Vorkommens von Creutzfeldt-Peters-Zellen (CFPZ)
in Bezug auf die klinische Verlaufsform der Patienten: CIS = ,clinically isolated syndrome®,
RR-MS = schubformig remittierender Verlauf. Signifikante p-Werte sind dargestellt
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Graph 43: Graphische Darstellung der Verteilung des schubformig-remittierenden
Krankheitsverlaufs (RR-MS) in Bezug auf das Geschlecht der MS-Patienten. Signifikante p-
Werte sind dargestellt
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6.3 Abbildungen
6.3.1 Neuropathologische Befunde bei Multipler Sklerose
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Abb. 1: Entziindliches Infiltrat mit zahlreichen Makrophagen und Lymphozyten in einer EA-
Lision des Subtyp II (Fall 167): HE, 400fache VergroBBerung

Abb. 2: Demyelinisierung in einer EA-Lision des Subtyp II (Fall 167): LFB-PAS, 400fache
VergroBerung

Abb. 3: Axonaler Verlust in einer EA-Lision des Subtyp II (Fall 167): Silberimprignierung
nach Bielschowsky, 400fache Vergroferung

Abb. 4: Astrozytire Gliose in einer EA-Lésion des Subtyp II (Fall 167): GFAP, 400fache
VergroBerung
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6.3.2 Reaktive astrozytiire Verinderungen
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Abb. 9 Abb. 10

Abb. 5 und 6: Hypertrophe reaktiv verdnderte Astrozyten mit multidirektionalen faserigen
Zytoplasmaausldufern in einer IA ERM-Lision (Fall 131 - Abb. 5) und in einer LA-Lision
(Fall 155 - Abb. 6): GFAP, 1000fache und 400fache Vergroerung

Abb. 7 und 8: Inkorporierte Kerneinschliisse in Astrozyten ( 4m) in einer IA DM-Lision (Fall
26 - Abb. 7) und in einer LA-Lésion (Fall 158 - Abb. 8): GFAP, 1000fache Vergroerung und
400fache Vergroferung

Abb. 9 und 10: Creutzfeldt-Peterszellen ( 4 in einer EA-Lisionen des Subtyp II (Fall 167 -
Abb. 9 und Fall 51- Abb. 10 ): HE und GFAP, 1000fache Vergroerung
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6.3.3 Heterogenitit der astroglialen Verinderungen

Abb. 11: Zahlreiche reaktiv verdnderte hypertrophe Astrozyten, astrozytire Fasergliose sowie
reaktive Astrozyten mit Zelleinschliissen (4 )in einer EA-Lision des Subtyp I (Fall 141):
GFAP, 400fache VergroBerung

Abb. 12 und 13: Ebenfalls zahlreiche reaktiv verinderte hypertrophe Astrozyten, astrozytire
Fasergliose und Astrozyten mit Zelleinschliissen @ )in EA-Lisionen des Subtyp II (Bild 12:
Fall 167, Bild 13: Fall 134): GFAP, 400fache Vergroferung

Abb. 14: Geringere Dichte an reaktiv veridnderten hypertrophen Astrozyten sowie an
astrozytdrer Fasergliose sowie Nachweis von intrazytoplasmatischen Einschliissen (4m) in
einer EA-Lision des Subtyp III (Fall 176): GFAP, 400fache Vergroferung
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6.3.4 Lasionsaktivititen

Frithaktive Lasionsaktivitit
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Abb. 19 Abb. 20

Abb. 15: Entziindliches Infiltrat mit zahlreichen schaumzelligen Makrophagen (4 ) und
schiitteren Lymphozyten ( B in einer EA-Lésion des Subtyp II (Fall 134): HE, 400fache
Vergroferung

Abb. 16: Mit blau gefirbtem Myelin beladene schaumzellige Makrophagen in einer EA-
Lisionen des Subtyp II (Fall 79): LFB-PAS, 400fache Vergroerung

Abb. 17 und 18: Mit MBP (Abb. 17) und PLP (Abb. 18) beladene Makrophagen einer EA-
Lision des Subtyp II (Fall 79): 400fache VergroBerung

Abb. 19 und 20: Mit MOG (Abb. 19) und MAG (Abb. 20) beladene Makrophagen einer EA-
Lision des Subtyp II (Fall 167): 400fache Vergroferung
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Inaktive Liasionsaktivitit

Abb. 21: Geringere Infiltration von Entziindungszellen im Vergleich zu EA-Lésionen in einer
inaktiven demyelinisierten Lision (Fall 112): HE, 400fache Vergroflerung

Abb. 22: Komplett demyelinisierte inaktive Lédsion, Makrophagen enthalten keine
Myelinabbauprodukte (Fall 16): LFB-PAS, 400fache Vergroflerung

6.3.5 Remyelinisierung

Abb. 23: Oligodendrozyten ( =) in einer IA ERM-Léasion (Fall 48): CNP, 400fache
VergroBerung

Abb. 24: Oligodendrozyten zeigen feine Ausldufer ( =) in einer [A ERM-Lision (Fall 48):
CNP, 1000fache VergroBerung
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6.3.6 Progressive multifokale Leukenzephalopathie

Abb. 26
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Abb. 27

Abb. 25: Geringfiigiges lymphozytires Infiltrat ( ® ) und typische milchglasartige
Veridnderungen in Oligodendrozyten ( mm) einer PML-Lision (Fall A 128-08): HE, 400fache
Vergroferung

Abb. 26: Typische subkortikale Entmarkung der PML ( =% ) (Fall 05-1139): LFB-PAS, 400
fache Vergroferung

Abb. 27: Mit JC-Virus befallene Oligodendrozyten in einer PML-Lésion ( mm ) (Fall A 128-
08): PAb 2003, 400fache VergroBerung

Abb. 28: Reaktiv verinderte hypertrophe Astrozyten in einer PML-Léasion (422-90): GFAP,
400fache Vergroferung
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